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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi otimizar a produgdo de celulases, a partir de substratos
alternativos, entre eles o bagaco de cana de agucar, no processo de fermentacdo em estado
solido, utilizando o microrganismo Aspergillus niger. Na primeira etapa do trabalho foi
realizada a identificagdo dos componentes do meio de cultura que mais favorecem o aumento
da produtividade das celulases, entre eles foram avaliados: substrato (bagaco de cana in
natura ou pré-tratado por explosdo a vapor); fonte de carbono (lactose e extrato de soja) ¢ a
fonte de nitrogénio (peptona e extrato de levedura). Na segunda etapa do trabalho, a partir
destas variaveis foi realizada a otimiza¢do da producdo de celulases de acordo com um
delineamento composto central rotacional (DCCR). Para isso foi utilizado um planejamento
fatorial completo 2°, incluindo 6 pontos axiais e 4 repeticdes no ponto central. Finalmente,
utilizando a técnica de regressao linear multipla foi realizada a modelagem matematica para
producdo de celulases. A producdo de celulases foi determinada baseada na atividade
enzimatica do complexo produzido nos ensaios: celulase total (FPAse); carboximetilcelulase
(CMCase) e B- glucosidase. Os resultados mostraram que a maxima produgdo de celulaces,
para um periodo de fermentacdo de 4 dias foi: 0,774 Ul/g.s.s de FPAse; 14,41 Ul/g.s.s de
CMCase e 26,37 Ul/g.s.s de B-glucosidase. As condigdes nas quais a maxima produgdo foi
atingida foram: concentragdo de extrato de soja de 11 g/L; concentragdo de extrato de
levedura de 1,5 g/ e porcentagem de umidade 80%. Esses resultados sdo bastante
promissores levando em conta a identificagdo do extrato de soja como indutor da producao de
celulases e do extrato de levedura, componentes que seriam de facil e baixo custo de
disponibilizagdo no Brasil, que impactariam na redugdo global do custo de produgdo de

celulases.

Palavras Chaves: Ceclulase, Enzimas, Fermentacio em Estado Solido, Biocombustivesis,

Bagaco de cana.
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ABSTRACT

The objective of this work was the optimization of cellulases production, from alternatives
substrates, such as sugarcane bagasse, in a process of solid state fermentation by Aspergillus
niger. In the first project stage was identified the main components of culture medium:
substrate (sugarcane bagasse in natura or pretreated by steam explosion); carbon source
(lactose and soybean extract) and the source of nitrogen (peptone and yeast extract). In the
second stage of the work, from that variables was optimized cellulases production, according
to a central composite rotational design (DCCR). It used a full factorial 2°, including six axial
points and 4 replications at the central point. Finally, it using the multiple linear regression
was carried out the mathematical models for cellulases production. Thus, we evaluated the
influence of selected variables on the production of cellulases quantified as three types of
enzymatic activity: total cellulase (FPAse); carboximetilcelulase (CMCase) e B- glucosidase.
The maximum production of cellulases was: 0,774 1U/g.d.s of FPAse; 14,41 IU/g.d.s of
CMCase and 26,37 IU/g.d.s of B- glucosidase, for a period of 4 days of fermentation. And, the
conditions in which maximum production was reached were: concentration of soybean extract
11 g/L, yeast extract concentration of 1,5 g/L and 80% moisture content. These results are
very promising, considering the identification of the soybean extract as a inductor of
cellulases production, and the least extract, these items are purchased at a low cost in Brazil,

that impact in the reduction of global cost of cellulases production.

Keywords: Cellulase, Enzymes, Solid State Fermentation, Biofuels, Bagasse.
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1. INTRODUCAO

Os combustiveis fdsseis (petroleo, carvao e gas natural) tém sido por centenas de anos
a principal forma de energia utilizada na industria, nos transportes e também no uso
doméstico. Esta situacdo foi originada principalmente pelo preco acessivel desses
combustiveis, pela facilidade de utilizacdo e pela aparente inesgotabilidade de tais recursos ao
longo dos anos. Hoje, sabe-se que esta situagao era iluséria e que durante anos o consumo foi
gradualmente crescendo com pouca atengdo pela procura de energias alternativas,
dilapidando-se perigosamente as reservas disponiveis e provocando-se danos ambientais
muito dificilmente recuperaveis.

Paralelamente, a demanda mundial por combustiveis tem crescido de forma
exponencial, sobretudo nos paises que s2o grandes consumidores de energia, deste modo, tem
suscitado uma incessante busca por fontes alternativas e renovaveis que permitam suprir esta
necessidade de forma ambientalmente amigavel.

Neste contexto, a producdo de combustiveis a partir de materiais lignoceluldsicos
surge como uma opg¢do bastante atraente, sobretudo no cendrio nacional, uma vez que os
residuos agroindustriais como, por exemplo, o bagaco e a palha da cana-de-agtcar, sdo
abundantemente disponiveis no atual sistema produtivo de agucar e etanol no Brasil.

Dentre os biocombustiveis mais amplamente estudados nos ultimos anos destaca-se de
forma imperativa o bioetanol. A produg¢do de bioetanol com base em biomassas
lignoceluldsicas pode langar mao de processos quimicos ou bioquimicos para converter a
celulose em agucares fermentesciveis. Os processos quimicos tém a vantagem de envolver
uma tecnologia mais madura, embora apresente desvantagens como ser muito rapidos e de
dificil controle para evitar possivel degradagdo dos agtcares e formagao de inibidores. Nos
processos bioquimicos, a conversdo das fragdes de interesse, celulose/hemicelulose, em
acucares ¢ catalisada por enzimas. A tecnologia de hidrdlise enzimatica apresenta grande
potencial em virtude de caracteristicas como elevada especificidade da reagdo, auséncia de
reacOes secundarias, auséncia de produtos secundarios (inibidores da fermentacao alcodlica) e
operagdo em condicdes suaves de temperatura e pressiao (CGEE, 2005).

Os biocatalisadores utilizados no processo hidrolitico sdo, na verdade, enzimas
altamente especificas chamadas de celulases. Trata-se de um complexo enzimatico composto
por pelo menos trés grandes grupos de celulases: endoglucanases, que clivam
randomicamente as ligagdes internas da regido amorfa, liberando oligossacarideos com

terminacdes redutoras e ndo redutoras livres; exoglucanases, subdivididas em
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celobiohidrolases (CBHs), que sdo responsaveis pela hidrélise dos terminais redutores (CBHs
do tipo I) e ndo redutores (CBHs do tipo II), e glucanohidrolases (GHs), que sdo capazes de
liberar moléculas de glicose diretamente dos terminais do polimero; e f-glucosidases, que
hidrolisam a celobiose e os oligossacarideos soluveis de baixo grau de polimerizagdo (menor
que 7) a glicose. Uma importante caracteristica das enzimas do complexo celulésico é a forte
inibicdo que essas moléculas sofrem pelo produto (glicose) da reacdo que catalisam
(ARANTES & SADDLER, 2010).

Um dos fatores que mais diretamente impacta na viabilidade economica do processo
de producio de etanol a partir de biomassas lignoceluldsicas mediante hidrélise enzimatica ¢
o alto custo dos biocatalisadores (enzimas), que pode representar até 18% do custo
operacional de uma planta (WINGREN et al., 2003; CASTRO & PEREIRA, 2010). Os
grandes produtores mundiais de enzimas estao localizados principalmente na Europa, Estados
Unidos e Japao (DEMAIN, 2000), sendo o Brasil um pais majoritariamente importador deste
Insumo.

Com base no exposto até o momento, torna-se clara a necessidade de se investir
esfor¢os no sentido de aprimorar ou desenvolver novas tecnologias para produzir enzimas
(celulases) ou complexos enzimaticos adequados ao processo de produgdo de bioetanol,
utilizando-se, principalmente, recursos de baixo custo e de ampla disponibilidade em territorio
nacional. Deste modo, objetivou-se neste trabalho estudar a producdo de celulases por
Aspergillus niger mediante fermentacdo em estado solido, avaliando-se a influéncia de
variaveis como, por exemplo, o tipo de substrato (bagago de cana in natura e pré-tratado), a
fonte de carbono (extrato de soja e lactose), a fonte de nitrogénio (peptona e extrato de
levedura), a umidade do meio de cultivo e o tempo de fermentagdo. Assim, foram
consideradas basicamente trés etapas para a realizacdo deste trabalho, como ¢ mostrado na
Figura 1: identificacdo dos componentes do meio de cultura alternativo; a otimizacdo da
producdo de celulases, e finalmente a modelagem matematica da produgao de celulases, nas

condigdes estudadas.
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Figura 1. Etapas de desenvolvimento do projeto.

Os resultados deste projeto fazem um aporte bastante importante ao avango na
tecnologia de producdo de celulases e na reducdo de custos da producgdo de etanol de segunda
geracdo. Uma vez que foi identificado um meio de cultura alternativo, utilizando bagaco in
natura como substrato ajudando na viabilidade desta tecnologia. Além, especial interesse gera
o extrato de soja e sua funcdo como indutor na produgdo de celulases, uma vez que ¢ um
composto de ampla disponibilidade y baixo custo no Brasil o que permitiria reduzir o custo
das celulases.

A estrutura da dissertagdo apresenta basicamente: no capitulo 1, a introdugdo do
trabalho, onde ¢ definida a importancia e justificativa da realizacdo da pesquisa. No capitulo
2, sdo mostrados os objetivos gerais e especificos do trabalho. No capitulo 3, é apresentada a
revisdo de literatura, com os conceitos basicos de producdo de celulases, fermentagdo em
estado solido e as condigdes que tem sido utilizadas por outros autores para producdo de
celulases utilizando como substratos no meio de cultura residuos agroindustriais. No capitulo
4,6 feita a descricdo dos materiais e métodos, tais como metodologia da producdo de
celulases, extragdo das enzimas, determinacdo da atividade enzimatica, além da modelagem e
analise dos dados. No capitulo 5, sdo mostrados os resultados e a discussio deles, no capitulo
6 ¢ 7, sdo mostradas as conclusdes obtidas dos trabalho e sugestdes para trabalhos futuros,
respectivamente. Finalmente no capitulo 8 s@o apresentadas a referéncias bibliogréaficas

utilizadas neste trabalho em cada uma das etapas de desenvolvimento.



2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho consistiu em estudar o processo de producao de
celulases pelo micro-organismo Aspergillus niger mediante fermentagdo em estado solido,
utilizando-se uma fonte alternativa de substrato com vistas a reducdo do custo global de

producao da enzima.
A partir do objetivo geral, foram definidos os objetivos especificos citados a seguir:

e Definicdo de um meio de cultura baseado em substratos alternativos (bagaco de
cana in natura ou pré-tratado), fonte de carbono (extrato de soja e/ou lactose) e
fonte de nitrogénio (peptona e/ou extrato de levedura) que favoreca a producao de
celulases (enzimas de interesse);

e Avaliacdo das varidveis umidade do meio e tempo de fermentagao;

e Determinagdo das condi¢des de cultivo que maximizam a producdo de celulase
mediante a técnica de planejamento experimental (DCCR 2° com 6 pontos axiais);

e Determinagao de modelo matematico para representacdo dos dados experimentais.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CELULASES

Durante a Segunda Guerra Mundial, militares americanos em acampamentos de guerra
observaram que materiais fabricados de algodao eram surpreendentemente degradados. Este
¢, possivelmente, o primeiro relato da a¢do de enzimas celuloliticas e foi o ponto inicial para o
estabelecimento de parcerias entre as forgas armadas americanas e algumas organiza¢des com
vistas a elucidago dos fatos observados. Nesta época, o Dr. Elwyn T. Reese identificou como
resultado de uma das suas pesquisas o fungo filamentoso Trichoderma viride, que tinha a
capacidade de excretar enzimas capazes de degradar celulose. Desde entdo, significativos
avancos tém sido observados nesta area como fruto dos esforcos de diferentes organismos,
universidades e empresas espalhadas pelo mundo, tais como: USDOE (United States
Department of Energy), NREL (National Renewable Energy Laboratory), Novozymes (lider
mundial do mercado de enzimas) e Genencor (atualmente uma divisdo da empresa Danisco).
Os esforgos de todas essas institui¢des tém resultado em uma redug@o no custo final dessas
enzimas (celulases) da ordem de 12 vezes, o que é extremamente significativo e aponta na
dire¢ao da viabilidade econdmica de processos que usam esses insumos em sua cadeia como,
por exemplo, a producgdo de bioetanol (CASTRO & PEREIRA, 2010).

Atualmente as celulases apresentam uma grande gama de aplicagdes, tais como
industria de alimentos, bebidas, téxtil, papel e etc. No entanto, sua primeira aplicagdo
industrial foi como aditivo para racdo animal. Este procedimento visava o aumento da
digestibilidade do alimento no rumen de bovinos. Mais recentemente, as celulases tém
despertado grande interesse na induastria dos biocombustiveis, uma vez que esses
biocatalisadores podem ser utilizados no processo de conversdao de materiais lignoceluldsicos
em agucares fermentesciveis que, posteriormente podem ser transformados em bioetanol
(KUBICEK et al., 1993; TOLAN & FODDY, 1999; BHAT, 2000).

As celulases representam em torno de 20% do mercado mundial de enzimas, ocupando
a terceira posicao do ranking dos negdcios nesta area (SINGHANIA et al., 2010). No cenario
nacional, considerando-se importacdes e exportacdes no ano de 2008, as celulases
movimentaram USD 1,35 milhdes (CASTRO & PEREIRA, 2010).

As celulases sdo enzimas altamente especificas formadas por um complexo enzimatico
composto por pelo menos trés grandes grupos de celulases: endoglucanases, que clivam
randomicamente as ligagdes internas da regido amorfa da celulose, liberando oligossacarideos

com terminacdes redutoras e ndo redutoras livres; exoglucanases, subdivididas em
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celobiohidrolases (CBHs), que sdo responsaveis pela hidrélise dos terminais redutores (CBHs
do tipo I) e ndo redutores (CBHs do tipo II), e glucanohidrolases (GHs), que sdo capazes de
liberar moléculas de glicose diretamente dos terminais do polimero; e f-glucosidases, que
hidrolisam a celobiose e os oligossacarideos soluveis de baixo grau de polimerizagdo (menor
que 7) a glicose. Uma importante caracteristica das enzimas do complexo celulésico é a forte
inibicdo que essas moléculas sofrem pelo produto (glicose) da reacdo que catalisam
(ARANTES & SADDLER, 2010). Além disso, deve-se ressaltar que a agdo sinérgica das
enzimas celuloliticas resulta em um processo muito mais eficiente que aquele observado
quando as enzimas que constituem o complexo enzimdtico em questdo operam
individualmente (LI ez al., 2006).

De acordo com o sistema de nomenclatura e classificagdo das enzimas, adotado por
acordo internacional (Enzyme Comission, EC), cada enzima recebe um numero classificatorio
(EC) composto por quatro digitos separados por pontos. O primeiro digito indica uma das seis
classes nas quais as enzimas estdo divididas, de acordo com a reagdo que catalisam: 1-
Oxidoredutases (reagdes de oxido-redugdo), 2- Transferases (reacdes de transferéncias de
grupos entre moléculas, que ndo sejam catalisadas pelas oxidoredutases ou pelas hidrolases),
3- Hidrolases (reagdes de hidrolise, nas quais a dgua € o receptor dos grupos transferidos), 4-
Liases (reagdes de eliminagdo e adicdo de grupos, formando ou rompendo ligagdes duplas), 5-
Isomerases (reagdes de isomerizagdo) e 6- Ligases (catalise de ligacdes de duas moléculas
com hidrdlise simultanea de ATP). O segundo e o terceiro digitos indicam a subclasse e a sub-
subclasse, respectivamente. Nas oxidoredutases, por exemplo, a subclasse indica a natureza
do grupo sobre o qual as enzimas atuam (alcool, aldeido, cetona, etc) e a sub-subclasse indica

o tipo de receptor envolvido (citocromo, oxigénio, etc) (TARDIOLI, 2003).

3.1.1 ENDOGLUCANASES

As endoglucanases sdo classificadas como EC 3.2.1.4, possuem o nome sistémico de
1,4-B-D-glucana-4-glucanohidrolases, embora também sejam referenciadas na literatura como
endo-1,4-B-D-glucanases, B-1,4-glucanases, dentre outras. S3o as enzimas responsaveis por
iniciar a hidrdlise e hidrolisam aleatoriamente as regides amorfas internas da cadeia de
celulose, produzindo oligossacarideos de tamanhos variados (BOISSET et al., 2000). As
endoglucanases sdao responsaveis pela rapida solubilizagdo do polimero celuldsico, devido a

sua fragmentacdo em oligossacarideos (LYND et al., 2002).



3.1.2 EXOGLUCANASES

As exoglucanases sdo constituidas pelas celobiohidrolases (CBHs) e pelas
glucanohidrolases (GHs). As CBHs (EC 3.2.1.9.1) possuem o nome sistematico 1,4-B-D-
glucano-celobiohidrolases, mas também s3o relatadas na literatura como exo-
celobiohidrolases, f-1,4-glucana celobiohidrolases, entre outras. As exoglucanases clivam
gradualmente as extremidades da celulose liberando moléculas de celobiose, que funcionam
como agente inibitério das CBHs (GARZON, 2009). As GHs (EC 3.2.1.7.4) possuem o nome
sistematico de 1,4-B-D-glucana-glucanohidrolases, mas também podem ser referenciadas

como exo-1,4-fB-glucanases, entre outras.

3.1.3 B-GLUCOSIDASES

As f-glucosidases possuem o nome sistematico de B-glicosideo-glucohidrolases (EC
3.2.1.21) e tém a propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos soluveis em glicose
(LYND et al., 2002; LYND & ZHANG, 2002), de modo a reduzir seu forte efeito inibitdrio
para as exoglucanases (GARZON, 2009).

3.2 MICRO-ORGANISMOS PRODUTORES DE CELULASES

Algumas bactérias e alguns fungos sdo sabidamente micro-organismos que tém a
capacidade de produzir enzimas celuloliticas. Dentre eles, aqueles mais amplamente
utilizados para producdo de celulases sdo Trichoderma sp., Aspergillus sp., Penicillium sp.,
bactérias do género Clostridium e etc. Alguns sistemas enzimaticos produzidos por fungos
ndo apresentam a habilidade de degradar celulose cristalina por conter um soé tipo de enzima,
como endo ou exo-glucanases, € ndo o complexo enzimatico requerido para tal fim
(OSMUNDSVAG & GOKS®YR, 1975).

Dentre as espécies supramencionadas, o fungo Trichoderma reesei produz um
complexo enzimatico com quantidade de B-glucosidase reduzida, o que ¢ uma desvantagem
para o processo de hidrdlise enzimatica da celulose. Por outro lado, fungos como o
Penicillium echinulatum produzem celulases com elevada atividade [B-glucosidase, o que
promove redugdo consideravel da concentragdo de celobiose no meio reacional e favorece o

processo global (MARTINS et al., 2008). No caso do Aspergillus niger, a produtividade de -



glucosidases ¢ maior que a reportada na literatura para fungos do género Trichoderma. A
producdo de celulases e as atividades das enzimas produzidas dependem das condi¢des de
fermentacdo, do meio de cultura utilizado e/ou da presencga de substancias indutoras no meio,

entre outros fatores (FARINAS et al., 2008).

3.3 BIOMASSAS LIGNOCELULOSICAS

A celulose ¢ o biopolimero natural mais abundante no mundo e uma fonte potencial de
insumos para a industria, seja para a producdo de combustiveis, produtos quimicos e etc
(MUTHUVELAYUDHAM & VIRUTHAGIRI, 2006). Dentre as matérias-primas
lignocelulosicas, os residuos agroindustriais se destacam principalmente pelo fato de serem
produzidos em larga escala no territorio nacional.

Mundialmente, a produgio de residuos lignocelulosicos € significante. Sdo produzidos,
por exemplo, cerca de 2,9 x 10° milhdes de toneladas de residuos lignoceluldsicos que estio
disponiveis a partir dos cultivos de cereais ¢ 3,0 x 10° milhdes de toneladas a partir de
cultivos de oleaginosas (SINGHANIA et al., 2010). Na safra 2008/2009, o bagaco de cana-
de-acticar contou com uma producdo em torno de 142 milhdes de toneladas, produto do
processamento de 570 milhdes de toneladas de cana produzidas no Brasil. Tendo em mente o
especial interesse na producdo de biocombustiveis, esse bagago poderia aumentar
significativamente a produgdo do bioetanol que alcangou aproximadamente 27 bilhdes de
litros na safra 2008/2009 (UNICA, 2011). Esta biomassa poderia, portanto, ser considerada
como uma matéria-prima adequada e de baixo custo para a produgdo de bioetanol e outros
produtos quimicos no futuro (PALONEN ef al., 2004).

As biomassas lignocelulosicas sdo constituidas principalmente por trés fracdes
poliméricas: 30-45% de celulose; 25-30 % de hemicelulose e 25-30 % de lignina, que se
encontram unidas entre si por ligagdes covalentes, formando uma rede complexa resistente a
ataques microbianos (CASTRO & PEREIRA, 2010; GARZON, 2009). A composi¢do dos
diferentes materiais lignoceluldsicos disponiveis varia significativamente de um material para

outro, como pode ser observado na Tabela 1.



Tabela 1. Composi¢ao percentual de diferentes residuos agroindustriais.

Bagaco de Bagaco de | Bagaco de | Casca de
Componente
Cana(%) laranja(%) soja(%) arroz(%)
Celulose 36 16 3 36
Hemicelulose 28 14 4 20
Lignina 20 1 3 19
Cinzas 5 2 5 20
Proteinas 4 8 43 3

Fonte: FARINAS et al., 2008.

Relatos da literatura demonstram que enzimas produzidas usando como substrato a
mesma biomassa que serd utilizada para bioconversdo em diferentes produtos sdo mais
eficientes do que aquelas produzidas utilizando-se um substrato celulosico diferente
(SINGHANIA et al., 2010). Por esta razdo, as pesquisas com diferentes tipos de materiais
lignocelulosicos, tais como bagaco de cana, bagago de laranja, bagaco de soja, casca de arroz,
palha de trigo, entre outras, para producdo de celulases tém crescido de forma bastante
acelerada. A utilizacdo dessas biomassas lignoceluldsicas no processo de produgdo de
enzimas, como fonte alternativa de substrato, auxilia na diminui¢do dos custos de producao
dos complexos enzimaticos, contribuindo para a viabilidade economica da produgdo de
bioetanol de segunda geracio (CAMASSOLA & DILLON, 2007).

No entanto, a utilizacdo direta dos materiais lignoceluldsicos ¢ bastante dificil dada a
significativa recalcitrancia que tais materiais apresentam. Entende-se por recalcitrancia a
estrutura reforcada em varios niveis, incluindo cuticulas rigidas, estruturas cristalinas em
arranjos milimetricamente precisos e fortes ligagdes quimicas entre as moléculas que
compdem da biomassa. Esta estrutura rigida atua no sentido de resistir aos ataques de
microbios e as mordidas de animais, mas neste novo cenario de aplicagdes, também dificulta
sobremaneira sua utilizacdo e aproveitamento de seu potencial. Assim, faz-se necessario
proceder com um pré-tratamento da biomassa de modo a aumentar a susceptibilidade ao
agente de interesse e melhorar a sua utilizagdo (XIA & CEN, 1999; MOSIER et al., 2005).

Os pré-tratamentos aos quais as biomassas sdo geralmente submetidas podem ser
classificados em quimicos, fisicos ou biologicos, sendo os mais tipicamente aplicados nos
materiais lignoceluldsicos para produgdo de celulases o tratamento com vapor (steam

explosion), na presenca ou auséncia de catalisadores acidos ou alcalinos (H,SO4 ou NaOH)



e/ou uma combinagdes desses (RAMOS, 2003). Por outro lado, um pré-tratamento muito
agressivo pode reduzir a producgdo de enzimas (AIELLO et al., 1996).

CAMASSOLA & DILLON, 2007, relatam que a utilizagdo de bagaco pré-tratado
(com NaOH, a 120°C durante 20 min) na producdo de celulases a partir de Penicillium
echinulatum permite que a enzima produzida expresse diferentes tipos de atividade como, por
exemplo, 1 Ul/g de atividade FPAse, aproximadamente 3 Ul/g.m.s de atividade CMCase e 25
Ul/g.m.s de atividade B-glucosidase. Quando o bagaco pré-tratado foi misturado com farelo
de trigo os valores de atividade enzimatica aumentaram significativamente, atingindo-se
32,89 Ul/g.m.s de atividade FPAse; 58,95 Ul/g.m.s de atividade CMCase e 282, 36 Ul/g.m.s

de atividade B-glucosidase.

3.4 PROCESSO FERMENTATIVO

O método classico para se produzir celulases ¢ mediante fermentagdo submersa ou
fermentacdo em meio liquido. No entanto, nos ultimos anos tem-se despertado grande
interesse pela realizagdo de fermentacdes em meio sélido ou semi-solido, em funcdo de
resultados altamente promissores que vém sendo obtidos pelos mais diversos grupos de
pesquisa desta area, no que diz respeito a alta eficiéncia do referido processo, baixo capital de
investimento e baixo custo operacional (SINGHANIA et al., 2004; SUKUMARAN et al.,
2009). Além disso, estima-se que a producdo de celulases via fermentacdo em estado soélido
permita reduzir os custos de producdo em 10 vezes quando comparada a fermentagdo
submersa, uma vez que a concentragdo final da enzima produzida por esta rota é maior, o que
também reduz custos com o processo de downstream (SINGHANIA et al., 2010).

A fermentagdo em estado solido € o processo de crescimento de micro-organismos
sobre substratos solidos contendo umidade suficiente apenas para manter o crescimento € o
metabolismo sem dgua livre. Para este fim, os residuos agricolas tém se mostrado adequados e
de custo altamente competitivo, podendo ser utilizados como substrato neste tipo de
fermentacdo (RAIMBAULT, 1998).

A fermentacdo em estado sélido € influenciada por varidveis importantes que
determinam o sucesso do processo fermentativo, a saber: umidade inicial do substrato, pH do
meio, temperatura de incubagdo, taxa de aeragdo, etc (DESCHAMPS et al., 1985). Devido a
complexidade do processo, em fun¢do da heterogeneidade dos substratos solidos utilizados,

aspectos como transferéncia de oxigénio, massa e energia sdo bastante importantes e
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limitantes, pois impactam diretamente no crescimento do micro-organismo e,
consequentemente, na produgdo das enzimas (CAMASSOLA & DILLON, 2007). Na Tabela
2 esta apresentada uma comparacgdo das caracteristicas tipicas de fermentagdes submersa e em
estado sdlido.

Diferentes micro-organismos, como bactérias, leveduras e fungos, tém a capacidade de
crescer em substratos solidos; entre eles os fungos filamentosos s@o os que melhor se adaptam
a fermentagao semi-solida (SSF) devido as suas propriedades fisioldgicas e bioquimicas. Um
exemplo dessas propriedades € o crescimento das hifas que no caso dos fungos filamentosos
facilitam a utilizac¢do de nutrientes e colonizagdo dos substratos (RAIMBAULT, 1998).

As primeiras aplicagdes da fermentacio em estado solido (SSF) visaram
principalmente a producdo de alimentos, enzimas hidroliticas, acidos organicos e
biopesticidas, embora nos ultimos anos tenham sido realizados trabalhos de pesquisa
ampliando as aplicacdes em industrias farmacéuticas e de alimentos, tentando ser uma

alternativa a fermentac¢do submersa para varios produtos (RAIMBAULT, 1998).

11



Tabela 2. Caracteristicas tipicas de fermentagdes submersa e em estado solido.

Fermentacido em

Fator Fermentacido Submersa -
¢ Estado Solido
Substratos insoluveis:
Substrato Substratos soluveis (agucares) amido, celulose, pectinas,
lignina
. e . Tratamento com vapor;
Assepsia Esterilizagdo e controle asséptico U P
condicao nao estéril
. . Limitado consumo de
Aoua Grandes volumes de 4gua consumida e 4gua; ndo geracio de
& efluentes descartados ’
efluentes.
(1 L Baixa capacidade de
Calor Metabdlico Facil controle de temperatura xa capa
transferéncia de calor
C e e o . Facil aeragdo e alta
~ Limitacdo pelo oxigénio dissolvido; erag
Aeragdo . . . superficie de troca
necessidade de altos niveis de aeragio
ar/substrato
. Substratos solidos
Controle pH Facil controle de pH
tamponantes
Agitagdo o . - (-
. Boa homogeneizag¢ao do meio Condic¢ao estatica
Mecénica
. . C , Novos projetos de
Escalonamento Equipamento industrial disponivel :
equipamentos
~ Fécil inoculagio Inoculag@o com esporos
Inoculagao ,
Processo continuo Processo batelada
Analise . . :
. Alto consumo de energia Baixo consumo de energia
Energética
Volume dos . .
! Equipamentos grandes Equipamentos pequenos
equipamentos
Efluentes Grandes volumes Nao gera efluentes

Fonte: Modificado de Raimbault, 1998.
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Na Tabela 3, apresenta-se uma lista dos bioreatores utilizados em fermentacao solida e

sua classificacdo.

Tabela 3. Bioreatores utilizados nos processos de fermentagao em estado solido.

Grupo de Bioreatores

Caracteristicas

Batelada |
(Sem aerag@o e sem mistura)

Adequado para producdo de produtos em
pequenas quantidades. Reatores em bandejas
¢ sacos

Batelada I1
(Com aeragao forgada e sem
mistura)

Utilizado em cultivos onde a mistura pode
prejudicar o crescimento do  micro-
organismo;
Reator em leito empacotado, em colunas ou
bandejas com dispositivos para a entrada e
fluxo de ar

Batelada I1I
(Tambor rotatério e tambor
agitado)

Boa homogeneizagdo e aeracdo; podem
operar em sistema continuo

Batelada IVa
(Mistura continua e areagao
forcada)

Agitacdo mecanica e dispositivos de aeragdo
forcada
Utilizados em cultivos com bactérias

Batelada IVb
(Mistura intermitente e
areacdo for¢ada)

Utilizado em condi¢des nas quais o micro-
organismo nao tolera a mistura continua, mas
mistura intermitente em periodos de tempo
curtos nao o afeta negativamente

Evita quedas de pressdo devido a altura do
leito, boa distribuicao de agua e nutrientes

Reatores em operacao
continua

Tém-se varios tipos: Tanque agitado, tambor
rotatorio;, e com parafuso e correia
transportadora. Sdo equipamentos menores do
que os reatores a batelada

Permite a redug¢do do investimento nas
operagdes upstream e downstream, mas
requer maior investimento no reator

Produtos mais homogéneos que os obtidos em
batelada

Fonte: Mitchell et al., 2006.

13



3.4.1 MEIO DE CULTIVO E CONDICOES DE FERMENTACAO

A composicao dos meios de cultivo € sempre uma etapa que requer bastante critério na
selecdo dos componentes por razdes que variam desde sua aplicabilidade ao processo em
questdo até o custo envolvido na sua aquisi¢do e preparagdo para adequacdo ao processo.
Alguns desses processos de adequacdo sao, por exemplo:

. Reducdo de tamanho, que pode ser realizada utilizando-se moinhos,
raspadores, facas, etc; e

o Hidroélise quimica ou enzimatica, visando aumentar a acessibilidade do
substrato ao micro-organismo.

Nesta incessante busca por substratos alternativos apropriados e de baixo custo para
producdo de enzimas, os materiais lignocelulosicos, na maioria dos casos residuos
agroindustriais, tém surgido como uma das op¢des mais atraentes. Na Tabela 4, apresentada a
seguir estd mostrada uma lista dos materiais lignocelulosicos mais amplamente utilizados na

producio de celulases.

Tabela 4. Materiais lignoceluldsicos frequentemente utilizados como substrato na produgao
de celulases.

Material Referéncia
Palha de Trigo; Farelo de Trigo (Mistura) DESCHAMPS et al., 1985
CAMASSOLA & DILLON, 2007
Farelo de Trigo SUKUMARAN et al., 2009

XIA & CEN, 1999

Bagacgo de Cana FARINAS et al., 2008

BRIJWANI et al., 2010
FARINAS et al.,2008

Bagacgo de Cana Pré-tratado; Farelo de trigo | CAMASSOLA & DILLON, 2007

Casca de Soja

Palha de Arroz PICART et al., 2007
Palha de Trigo HAN et al., 2009
Polpa de beterraba OLSSON et al., 2003
Bagaco de laranja FARINAS et al., 2008

FARINAS et al., 2008

Casca de arroz HAN et al., 2009
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Na literatura hd inimeros relatos da utilizacdo de materiais lignoceluldsicos como
substrato de processos fermentativos em estado solido, utilizando diferentes micro-
organismos. Tém-se observado que diferentes micro-organismos produzem complexos
enzimaticos com diferentes atividades, mesmo quando se utiliza o0 mesmo substrato no meio
de cultivo. Além disso, micro-organismos que permitem obter bons resultados para uma
enzima especifica, podem ndo resultar em valores muito satisfatdrios para outra. No caso de
micro-organismos das espécies 7. reesei € A. niger cultivados em farelo de trigo, o 7. reesei
apresenta baixa atividade B-glucosidase, mas alta atividade endoglucanase e o A. niger
comportamento exatamente contrario (SUKUMARAN et al., 2009). Nas Tabelas 5 e 6 estdo
apresentados resultados de atividade enzimatica endoglucanase/p-glucosidase ¢ FPAse
identificadas em enzimas produzidas por fungos em meios de cultivo baseados em materiais

lignocelulosicos mediante fermentacao semi-solida.

Tabela 5. Atividades B-glucosidase e endoglucanase detectadas em enzimas produzidas por
diferentes fungos mediante fermentagdo semi-solida utilizando-se materiais lignocelulésicos
no meio de cultivo.

Atividade Atividade
Micro-Organismo Substrato B-glucosidase Endoglucanase | Referéncia
(U.g)h) (U.gh
T. reesei
4,5 299,55
(RUT C30) . SUKUMARAN
Farelo de Trigo ot al.. 2009
A. niger ’
(MTCC 7956) 135,44 21,39
, Bagaco de cana CAMASSOLA
P. (69"}:8;"8“11;‘"1 pré-tratado e 58,92 282,36 & DILLON,
' Farelo de Trigo. 2007
T. reesei
6,30 60,17
(ATCC 26921) | Misturas  (4:1): BRUWANI
A. oryzae Casca de soja e ot
9,45 68,36 1,2010
(ATCC 12892) | farelo de trigo. ’
Co-cultivados 10,71 100,67
Farelo de soja 5,25 10
Aspergillus niger FARINAS et
perg g Bagaco de 1276 al., 2008
Laranja ’

15



Tabela 6. Atividade FPAsa detectada em enzimas produzidas por diferentes fungos mediante
fermentac¢do semi-sdlida utilizando-se materiais lignoceluldsicos no meio de cultivo.

Micro-Organismo Substrato (FPU.g™") Referéncia
T. reesei
(RUT C30) 22,8
Farelo de Trigo SUKUMARAN et al., 2009
A. niger
(MTCC 7956) 4,55 (Ug)

Mistura de bagago de

P. echinulatum .
cana pré-tratado com

32,89 CAMASSOLA & DILLON,

2007
(.A0251) farelo de trigo (Ulg)
T. reesei
(ATCC 26921) _ ) 6,55
4o Mistura em propor¢do

. oryzae : [ 670

(ATCC 12892) 4:1 - Casga de soja e ) BRIJWANI et al., 2010
farelo de trigo.

Co-cultura 10,78

Aspergillus niger Farelo de soja 6,65 FARINAS ET AL., 2008

O tipo de material lignoceluldsico utilizado como substrato na producdo de celulases
impacta diretamente no rendimento global do processo fermentativo, uma vez que o
crescimento do micro-organismo pode ser influenciado por esta variavel, dependendo da
proporg¢ao na qual os componentes sdo utilizados no meio (BRIJWANI et al., 2010).

A fonte de nitrogénio também ¢ um nutriente bastante relevante em todos os processos
fermentativos. Esta fonte pode ser de natureza inorganica (sais de amonio e nitratos) ou
organica (peptona e extrato de levedura). A escolha da fonte de nitrogénio mais apropriada ao
processo em questdo deve também considerar aspectos economicos, ja que alguns desses
materiais apresentam custo elevado, podendo, em casos extremos, inviabilizar o processo.
Outros componentes que tém papel importante no processo fermentativo sdo os sais.
Comumente, utiliza-se a tradicional solucdo de sais de Mandels cuja composi¢ao esta descrita
em detalhes no item Materiais e Métodos.

Dos componentes do meio de cultura para producdo de celulases, a fonte de carbono ¢
a que mais impacta no custo, uma vez que os substratos utilizados sdo geralmente caros.
Assim, visando-se a reducdo do custo global de producao de celulases ¢ determinante avaliar
a possibilidade de utilizagdo de materiais baratos e/ou alternativos. A suplementa¢do do meio
de cultura com fontes de carbono adicionais ao substrato (matérias lignoceluldsicos) permite

obter melhores resultados na producao de celulases, uma vez que estas fontes adicionais de
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carbono podem atuar como indutores na producdo das enzimas de interesse
(MUTHIVELAYUDHAM & VIRUTHAGIRI, 2006). Os mecanismos que induzem a
producdo dos diferentes tipos de enzima que compdem o complexo celuldsico parecem nao
estar interligados. Um exemplo disso ocorre com o P. echinulatum cujo mecanismo de
inducdo de FPAse estd, sabidamente, desconectado daquele que controla a indugdo das f-
glucosidases. Assim, uma substancia indutora pode induzir a produ¢@o de um tipo de enzima,
em detrimento de outras (SEHNEM et al., 2006).

A produgdo de celulases pela maioria dos fungos esta sujeita a inducao pelo substrato
celulose, que é o maior componente dos materiais lignocelulosicos. Por esta razdo, o uso de
uma concentragdo adequada deste componente no meio reacional e sua propor¢cdo com
relagdo aos demais componentes pode definir o sucesso da produgao das enzimas de interesse
(CAMASSOLA & DILLON, 2007).

SEHNEM et al., (2006), observaram que para Penicillium echinulatum 9A 02S1, a
lactose induz a producdo de f-glucosidases, mas ndo a produgdo de FPAse. Esta ultima ¢
normalmente induzida quando estdo presentes no meio de cultura celulose e lactose. Para
Trichoderma reesei, a lactose age como indutor na produgao de celulases (SEIBOTH et al,
2002).

CASTRO, (2006), observou que a cinética de produgdo de endoglucanase e -
glucosidase por Trichoderma reesei utilizando substratos insoluveis (celulignina de bagaco de
cana-de-acicar e Avicel®) ¢ mais lenta do que quando se utiliza substratos soluveis
(carboximetilcelulose e celobiose), como esperado. Além do tipo ¢ da forma como os
componentes sdo utilizados no meio de cultivo semi-solido, outros fatores como umidade, pH
e temperatura também influenciam no crescimento do micro-organismo e, consequentemente,
no processo de producao das enzimas (MUTHUVELAYUDHAM & VIRUTHAGIRI, 2006).

Em geral, o teor de umidade nos processos de fermentagdo semi-solida varia na faixa
de 30% a 85%. A 4gua nestes processos apresenta multiplas fun¢des tais como, difusdo de
nutrientes no meio reacional e absorcdo destes pelos agentes microbianos, remog¢do de
metabolitos, manutencdo da fungdo e estabilidade de estruturas bioldgicas, como proteinas,
nucleotideos e carboidratos, entre muitas outras fungdes (CASTRO & PEREIRA, 2010).

Um exemplo do efeito da umidade na producdo de celulases pelo fungo Trichoderma
reesei QM9414 em farelo de arroz foi demonstrado por LATIFIAN e colaboradores, 2007. Os
autores testaram diferentes niveis de umidade (40, 55, 70%) e os melhores resultados de

atividade de celulase foram obtidas com 70% de umidade. Similarmente, XIA & CEN, 1999,
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determinaram que producdo de celulases por Trichoderma reesei usando farelo de trigo como
substrato resultava no favorecimento da atividade FPAse quando o teor de 4gua no meio era
de 70%. Umidades inferiores a este valor acarretaram diminuicdo na atividade enzimatica do
extrato produzido. Além da umidade, o pH também tem papel definitivo no processo de
fermentacdo em estado semi-sdlido, pois cada enzima do complexo celulolitico tem sua
producdo maximizada em uma faixa especifica de pH. Por exemplo, 7. reesei produz
satisfatoriamente B-glucosidase na faixa de pH que varia de 5 a 6, enquanto CMCase ¢ FPAse
apresentam produ¢do maxima em pH 4 (MUTHUVELAYUDHAM & VIRUTHAGIRI,
2006). Com relagdo a temperatura, fermentacdes semi-sélidas com fungos filamentosos dos
géneros Aspergillus, Penicillium e Trichoderma visando a produgdo de enzimas sao
normalmente conduzidas em uma faixa estreita e bem definida, de 28°C a 32°C
(SUKUMARAN et al., 2009; CAMASSOLA & DILLON, 2007; BRIJWANI et al., 2010). Na
Tabela 7 estdo apresentadas algumas condigdes de cultivo de fungos para produgdo de

celulases em fermentagao semi-sélida.

Tabela 7. Condi¢des cultivo de fungos para producdo de celulases utilizando
substratos lignoceluldosicos em fermentagao solida.

Micro-oreanismo Temperatura | Umidade Fonte de Referéncia
g C)/ pH (%) Nitrogénio
. Peptona;
Lreesei (RUT C30) 30/4,8 40-57 Extrato de | SORUMARAN
A. niger et al., 2009
levedura
Penicillium echinulatum CAMASSOLA &
(9.A02S1) 28/4,8 67 - DILLON, 2007
T. reesei (ATCC 26921) 30/5 70 . BRIJWANI,
A. oryzae (ATCC 12892) etal., 2010
T. reesei (ZU-02) 30/4,5 75 - XA &S
Aspergillus niger 32/4,5 -- (NH4)2SO4 FARH;&% eta,
T. reesei (QMY-1) Extrato de
CHAHAL, 1985
T. reesei (Rut C30) 30758 80 Levedura ’
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Nas Tabelas 8 e 9 sdo apresentados meios de cultura e condigdes de cultivo para

fermentagdes semi-solidas usando Aspergillus niger, respectivamente. Vale a pena mencionar,

que as condi¢des experimentais colocadas nestas tabelas foram a base para definir as

condig¢des experimentais utilizadas neste trabalho.

Tabela 8. Meios de cultivo para producdo de celulases utilizando substratos lignoceluldsicos
em fermentag¢des semi-solidas por Aspergillus.

Micro-organismo Substrato l?onteAd? Referéncia
Nitrogénio
: Peptona (0,75 g/L)
(M?ngg;; 56) Farelo de Trigo Extrato de levedura SUKUM?O%gAN etal,
(0,25 g/L)
Bagago de cana e de
A. niger laranja; casca de arroz -- FARINAS et al., 2008
e farelo de soja
A. niger
GAMARRA 1,2010
(ATCC 10864) Lactose Peptona (1 g/L) etal.,
A. terreus ) Extrato de
Al 2
(MI11) Palha de Milho Levedura (0,8%) GAO et al., 2008

A. ochraceus

A. niger; A. niveus;

Trigo e Milho

Extrato de
Levedura

BETINI et al., 2009

A. niger . Pectina citrica
RI ., 2
(3T5BS) Manga e Trigo (10 g/L) COURI et al., 2000
A. niger A
(ATCC 10864) Bagaco de Cana Slg)fﬁtz d; %nrl;r;lo GUTIERRES-CORREA,

T. reesei Farelo de Soja ’ (ng)é ) 1999
(LMUC4) P8

Peptona (14 g/L)
A. niger Caroco de acai Extrato de FARINAS et al., 2008

Levedura (9g/L)
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Tabela 9. Condigdes de cultivo para producdo de -celulases

lignocelulosicos em fermentagdes semi-solidas por Aspergillus niger.

utilizando substratos

Mi . Temp. Umidade Tempo
icro-organismo °C) %) h) Referéncia
A. niger 30 40-57 96 SUKUMARAN et al.,
(MTCC 7956) 2009
A. niger 32 72 72 FARINAS et al., 2008
A. niger 28 74 72
(ATCC 10864) GAMARRA et al., 2010
A. terreus 45 80 | —eee-
(Ml 1) GAO et al., 2008
A. niger; A. niveus; A. 30 70-80 96 BETINI ef al., 2009
ochraceus
A. niger 32 60 78
(3T5B8) COURI et al., 2000
A. niger (ATCC 10864); T. 30 80 GUTIERRES-
reesei (LMUC4) CORREA, 1999
32 72 72

A. niger

FARINAS et al., 2008

3.5. REGRESSAO LINEAR MULTIPLA.

E uma técnica de regressdo global que tem sido utilizada com bastante freqiiéncia na

analise estatistica de series de dados. Os coeficientes de regressao da forma de equagao linear

s30 obtidos utilizando o método de minimos quadrados (MYERS, 1994).

Segundo OLIVEIRA, (2010), o objetivo de uma analise de regressdo linear multipla é

obter a melhor descricdo possivel da variavel dependente (Y), em fungdo das varidveis

regressoras (X). Um nimero muito grande de variaveis regressoras pode levar a um modelo

que explique bem os dados, mas de dificil interpretacdo. Por outro lado, um nimero pequeno

de varidveis regressoras pode facilitar a interpretagdo, porém, o ajuste pode ndo ser adequado.

O ideal ¢ um modelo que produza um bom ajuste aos dados € com o menor numero possivel

de parametros.
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Este tipo de modelo tem sido aplicado amplamente em diferentes dreas de pesquisa.
Virios trabalhos tém considerado esta abordagem também para o desenvolvimento de
modelos que relacionam a produ¢do de bioprodutos em funcdo de varidveis operativas ou

meio de cultura (TOKATLI et al., 2009; MESHRAM et al., 2008).

A regressdo linear multipla foi utilizada para modelar a producdo da enzima
poligalacturonase e biomassa por Aspergillus sojae ATCC 20235, utilizando como critério de
selecdo do modelo o coeficiente de determinacdo (R?), foram obtidos valores de R? para
predicdo da atividade enzimatica de 0,84 e de 0,69 para producido de biomassa (TOKATLI et
al., 2009).

Mais um exemplo foi um modelo desenvolvido por MESCHRAM et al., (2008), que
relaciona a produgdo de xilanase e o crescimento celular pelo micro-organismo Penicilium
Jjanthinellum NCIM 1169, onde foram consideradas as varidveis independentes de temperatura
e conteudo de 4gua, os valores de R” foram satisfatrios, representando adequadamente o

comportamento dos dados experimentais.

Ochratoxin ¢ um metabolito secundario produzido pelo Aspergillus ocharaceusm, a
producdo deste metabolito e o crescimento do micro-organismo foi modelado em fungdo da
temperatura e atividade de 4gua em processo de fermentacdo sélida (PARDO et al, 2004). Os
modelos obtidos foram satisfatérios , os valores de R? dos modelos estiveram na faixa de 0,45

—-0,92.

A relagdo da atividade enzimatica lignoceluldsica e os nutrientes (fonte de carbono e
nitrogénio) do meio de cultura, foi modelada utilizando a regressdo multipla, produzidas pelo

micro-organismo Trametes trogii MYA 28-11 (LEVINA et al., 2005).

MUKHERIEE et al., (2009), estudou a sintese de amilase por Bacillus subtilis DM-03
em fermentacdo em estado sdlido aproveitando como substrato residuos agroindustriais,
geraram um modelo matematico utilizando regressdo linear multipla para descrever a
producao de amilase em fung¢ao dos componentes do meio de cultura, apresentando valores de

2 . , .
R” satisfatdrios para representar o processo.

O modelo estatistico para a regressao linear multipla com k variaveis regressoras ¢

dado por:

Y; = Bo + B1Xin + B2 Xin+. .. +BiXix + &
21



Onde os parametros B s@o os coeficientes de regressdo. O modelo estatistico para a
regressao linear multipla, com as variaveis centradas, foi o modelo na forma reparametrizada

(OLIVEIRA, 2010) dado por:
Vi = a+ Bixig + Baxip + ot Prxie + &

Em que a = ﬁO +ﬁ1)?1 + ﬁZXZ + +ﬁk)?k (S xij = Xl] —X] sendo)?j =

1 . , ., . , S =

- i=1Xij,J =1,...,k, y; é a varivel resposta, isto €, y; =Y; — Y, sendo ¥ =
1syn

Iyn y.

pn&i=1 70

PBi(i =1, ..., k) sdo os parametros da regressdo do modelo;
xij(j = 1, ..., k)sio as variaveis regressoras;

&; € o erro aleatorio.

Utilizando notacdo matricial, o modelo de regressdo linear multipla apresenta-se

como:

y=X0+e=pu+e¢

Ou seja,
(o] £
Y1 1 xll x12 pes xlk |ﬁ1 | 1
y=|"2lx=|1 X2 X2 - Xula=|B| e e=|2|
Y3 1 Xn1 Xn2 Xnk '83 Ey
Ba
Em que:

Y ¢ o vetor de observagdes (n X 1) da varidvel aleatéria Y
X ¢ amatriz (n X p) de varaveis regressoras;
8 & o vetor (p X 1) dos coeficientes de regressio;

£ é o vetor (n X 1) de erros aleatérios.
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As suposicdes para o modelo de regressao linear multipla sio:
i) A variavel resposta y é fungéo linear das variaveis regressoras X jis j=12,..k;
i) As varidveis X; sdo fixas;
i) E(g;) = 0 e Var(g) = 02
v) Os erros tém distribui¢do normal.

Combinando (iii) e (iv) ttm-se Var(e) = E(ee’) = I02, sendo I uma matriz identidade,
de dimensdes 1 X M. Assim, considerando, também, (V) tém-se que e~N(0,I0?%) e

y~N(X0,15?), pois E(y) = u = X0 e Var(y) = Io2.

Diante do exposto até o momento, pode-se afirmar que a fermentacdo semi-sélida
aparece como uma tecnologia promissora para produ¢do de enzimas, pois além de usar
substratos de baixo custo como residuos agroindustriais, o biocatalisador pode ser produzido
em sua forma mais concentrada, o que pode facilitar a sua recuperacdo do meio de
fermentacgdo, quando for o caso. Nesses sistemas, 0 micro-organismo cresce em particulas de
um substrato organico s6lido, com um minimo de dgua livre nos espagos entre as particulas de
substrato. Assim, este trabalho pretendeu contribuir para o conhecimento dos processos
fermentativos usando materiais soélidos, estudando a produgdo de celulases por Aspergillus
niger, vislumbrando uma aplica¢do futura desta tecnologia no cenario da produgdo dos

biocombustiveis.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste item serdo apresentados os materiais utilizados e as metodologias empregadas
no desenvolvimento experimental deste trabalho. Serdo apresentados a linhagem do micro-
organismo utilizado no processo fermentativo semi-solido para producdo de celulases, os
materiais utilizados na composicdo do meio de cultivo (substrato lignocelulosico, fonte de
carbono, fonte de nitrogénio, solugdo de sais), as condi¢des de cultivo (temperatura, pH,
tempo de fermentagdo e umidade do meio), a metodologia para extracdo das enzimas
produzidas na fermentacdo e, finalmente, a metodologia para determinagdo das atividades

enzimaticas detectadas no caldo extraido (FPAse, CMCase e B-glucosidase).

4.1 MICRO-ORGANISMO

Neste trabalho foi utilizada uma cepa nativa isolada do fungo Aspergillus niger
(Figura 2), pertencente a cole¢do do Laboratorio de Sistematica e Fisiologia Microbiana, da
Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas (FEA-
UNICAMP).

-
/3

Figura 2. Cultivo in vitro (A) e Microcultura (B) uma cepa nativa isolada do fungo
Aspergillus niger.
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4.1.1 CRESCIMENTO E PREPARACAO DO INOCULO

Inicialmente, o micro-organismo foi cultivado em Batata Dextrose Agar (BDA) por 7
dias, a 30 °C. Em seguida, o inoculo da fermentagdo semi-solida foi preparado adicionando-se
4 mL de agua destilada as placas de Petri onde foi cultivado o micro-organismo e procedendo-
se com a raspagem das mesmas de modo a se obter uma suspensido com concentragdo de
esporos de 10° esporos/mL. A inoculagio do meio de cultura para realizar o processo

fermentativo foi realizada com 1 ml da suspensao de esporos.

4.2 PREPARACAO DO MEIO DE CULTURA

4.2.1 SUBSTRATOS: BAGACO in natura E BAGACO PRE-TRATADO

Bagaco de cana-de-agtcar foi gentilmente doado por uma Usina de Alcool e Agticar
localizada na regido de Piracicaba/SP e neste trabalho utilizado como substrato integrante do
meio de cultura. Foram preparados meios de cultura utilizando bagago de cana em duas
diferentes formas: in natura e pré-tratado por explosio a vapor.

O bagaco de cana in natura coletado na usina apresentava umidade tipica de 50%. Nos
ensaios de fermentacdo utilizando bagaco in natura como substrato, procedeu-se inicialmente
com o processo de secagem deste material (a0 ambiente) até que umidade de 9% fosse
atingida. Depois disso, o bagaco seco foi classificado por tamanho utilizando-se peneiras, de

modo a separar a faixa retida entre 0,5 e 1 mm (Figura 3).

Figura 3. Particulas de bagaco de cana-de-agucar in natura com dimensio na faixa
entre 0,5 ¢ 1 mm.

Uma fracdo do bagago in natura coletado na usina foi inicialmente pré-tratado por

explosdo a vapor (processo auto-catalitico) na Unidade de Desenvolvimento de Processos do
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Centro de Tecnologia Canavieira (CTC/Piracicaba), sob severidades de 3,4 (considerada
baixa) e 4,0 (considerada alta), calculadas mediante a equagdo 1 (OVEREND & CHORNET,
1987):

Log(R,) = Log(txexp(%n Eq. (1)

Onde: Ry ¢ o fator de severidade; ¢ ¢ o tempo de residéncia da biomassa no interior do
reator de explosdo, T ¢ a temperatura desejada para o sistema e 7, € a temperatura
referéncia, considerada 100°C.

O pré-tratamento do bagaco foi realizado pela equipe do etanol de segunda geragao do
CTC/Piracicaba sob as condi¢des requeridas para os ensaios deste trabalho.

Na Tabela 10 sao apresentadas as composi¢des dos bagacos in natura e pré-tratados por

explosdo a vapor utilizados neste trabalho.

Tabela 10. Composi¢ao dos bagacos de cana in natura e pré-tratados.

Basaco in Bagaco Pré- Bagaco Pré-
Componente ga¢ tratado (Baixa tratado (Alta
natura . .

severidade) severidade)
Celulose (%) 42,95 64,0 61,97
Hemicelulose (%) 25,35 9,40 3,78
Lignina (%) 25,48 27,61 31,48
Cinzas (%) 3,18 2,67 3,50

4.2.2 SOLUCAO DE SAIS
No presente trabalho foi utilizada a solu¢ao de sais minerais sugerida por MANDELS
& REESE (1957) para suplementar o meio de cultura. Apds preparagdo da solugdo, esta foi
autoclavada (121°C por 15 minutos) e mantida sob refrigeragio (4°C) para usos posteriores. A

composi¢ao desta solucdo encontra-se detalhada na Tabela 11.
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Tabela 11. Composi¢ao da solucdo de sais minerais sugerida por MANDELS & REESE (1957).

Componente Concentraciao (g/L)
CO(NH»); 0,3
KH,PO, 2
(NH4)>SOy4 1,4
MgS04.7H,O 0,3
CaCl,.2H,0 0,4
FeS04.7H,0 0,005
MnSO4.7H,0 0,0016
ZnS04.7H;0 0,0014
CoClL.6H,0 0,002

4.2.3 FONTES DE CARBONO E NITROGENIO

As duas principais fontes de carbono testadas neste trabalho foram lactose e extrato de
soja em pd. Na composi¢do do meio de cultura, a fonte de carbono estava presente na faixa de
concentracdo de 5-20 g/L. Como fontes de nitrogénio foram testadas peptona, extrato de
levedura e uma mistura peptona/extrato de levedura. Quando peptona e extrato de levedura
foram testados individualmente, a concentragdo destes componentes era de 1,5 g/L.. Quando a
mistura desses componentes foi testada, utilizou-se uma propor¢ao de 3:1 de peptona:extrato
de levedura. Apos preparacao das solugdes contendo as fontes de carbono e nitrogénio, estas

foram autoclavadas a 121°C por 20 minutos e reservadas.

4.3 FERMENTACAO EM ESTADO SEMI-SOLIDO

O processo de fermentagdo semi-solida foi iniciado adicionando-se a Erlenmeyers de
250 mL uma massa de substrato (bagaco de cana in natura ou pré-tratado) de 2,5 g (base
seca). Os frascos contendo o substrato foram autoclavados por 20 minutos a 121 °C e, em
seguida, adicionados de 1mL da solucdo da fonte de carbono adicional, 1,5 mL da solugdo da
fonte de nitrogénio e 0,9 mL da solucdo de sais, todas devidamente autoclavadas antes do uso.

O meio de cultura apresentava pH entre 5,5 e 6 e temperatura na faixa de 30°C a 32°C. Os
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cultivos foram mantidos estaticos em shaker, no qual foram colocados béqueres com agua
para manter alta umidade no ambiente de fermentacdo por um periodo de até 14 dias.

Durante o processo de fermentagao, dadas as caracteristicas do processo (semi-sélido),
nao era possivel proceder com a amostragem tipica de fermentacdes submersas. Assim, para
cada cultivo realizado, preparava-se uma quantidade de fracos idénticos equivalente ao
niamero de amostras que se desejava retirar ¢ dado o tempo de amostragem, o frasco era
retirado da incubagdo e o processo de extragdo das enzimas produzidas iniciado.

Na Tabela 12, encontra-se descrito o planejamento de experimentos da primeira fase
do trabalho, que pretendia definir os principais componentes do meio de cultura: substrato,

fonte de carbono e de nitrogénio, que mais favorecem a produgao de celulases.

Tabela 12. Ensaios de fermentacdo sélida para producdo de celulases em meios de cultivo
suplementados com solugdo de sais de Mandels.

Substrato Fonte de
(Bagaco de Cana) Fonte de Carbono Nitrogénio Tempo
Lactose (10 g/L)
Extrato de Soja (10 g/L) 14 dias
Lactose+Ext. Soja (10 g/L) peptona +
: extrato de
Extrato de Soja (5 g/L) levedura (3:1)
Extrato de Soja (10 g/L) 8 dias
in natura Extrato de Soja (20 g/L)
. peptona .
Extrato de Soja (10 g/L) (1.59/L) 8 dias
extrato de
Extrato de Soja (10 g/L) levedura 8 dias
1,5g/L)
peptona +
Extrato de Soja (10 g/L) extrato de 8 dias
levedura (3:1)
Lactose (10 g/L) peptona +
Pré-tratado (*sev. 4,0) | Extrato de Soja (10 g/L) extrato de 14 dias
Lactose+Ext. Soja (10 g/L) levedura (3:1)
peptona +
Pré-tratado (*sev. 3,4) Extrato de Soja (10 g/L) extrato de 14 dias

levedura (3:1)

*Severidade do pré-tratamento.
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Para alguns ensaios realizados com bagaco pré-tratado com severidade 4.0 foram
realizados pos-tratamentos da biomassa, a saber: lavagem, moagem e ajuste de pH. O
processo de lavagem foi executado, com 1000 mL de agua destilada, a 80°C. Apds a lavagem
foi realizada uma filtragdo a vacuo para separar o bagago pré-tratado-lavado. A moagem do
bagagco pré-tratado foi realizada para eliminar os “grumos” formados durante o pré-
tratamento, utilizando um micro-moinho de folhas (MARCONI). O bagago pré-tratado
apresentou um valor de pH de 4,4; o ajuste do pH, consistiu em aumentar esse valor até 5,5 e
6,0 utilizando solucao de citrato de sddio, 1 M.

Para este conjunto de experimentos os resultados de atividade enzimatica FPAse sdo
apresentados normalizados, em fun¢do do maximo valor de cada grupo de ensaios segundo

seja realizado e mostrado no capitulo 5 de resultados.

4.4 EXTRACAO DAS ENZIMAS PRODUZIDAS POR FERMENTACAO SEMI-
SOLIDA

Apos amostragem ou conclusdo do processo de fermentagdo procedeu-se com a etapa
de extragdo das enzimas celuloliticas produzidas. Esta etapa consistia em se adicionar aos
frascos resultantes do processo de fermentagdo 50 mL de solucdo tampio citrato de sodio
50mM (pH 4,8) sob agitagdo (180 rpm), em mesa incubadora rotativa (Shaker), por 1 hora a
30°C. A extragdo da enzima com solugdo tamponante visava manter a enzima produzida em
condicdes favoraveis a manuteng@o de sua atividade e estabilidade. Em seguida, a suspensao
era centrifugada a 6000 rpm por 10 minutos. O extrato enzimatico (solivel) finalmente obtido
era, entdo, estocado a 4°C. A Figura 4 mostra a aparéncia dos caldos enzimaticos obtidos

neste trabalho.

Figura 4. Caldos enzimaticos produzidos por fermentacdo semi-solida.
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4.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DOS CALDOS
ENZIMATICOS

Trés tipos de atividade foram avaliados nas enzimas produzidas: atividade celulolitica
total (FPAse), atividade carboximetilcelulase (CMCase) e atividade f-glucosidase.

A atividade celulolitica total (FPAse) foi determinada como atividade papel de filtro
por volume de caldo enzimatico original (GHOSE, 1987). Para a atividade
carboximetilcelulase (CMCase), foi determinada através de wuma solugdo de
carboximetilcelulose (CMC) com concentracido 4% (GHOSE, 1987). Para a -glucosidase, a
medida da atividade foi realizada utilizando uma solug¢do de celobiose 15 mmol/L. A
atividade final obtida foi expressa em unidades de celobiose por volume de enzima original

(WOOD & BHAT, 1988).

4.5.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DOS ACUCARES REDUTORES
TOTALIS (ART)

A concentracdo de ART foi determinada pelo método do DNS descrito por MILLER
(1959). Este método baseia-se na redu¢do do dcido dinitro-3,5-salicilico a dcido 3-amino-5-
nitrossalicilico, a0 mesmo tempo em que o grupo aldeido do actcar ¢ oxidado a grupo
carboxilico, com o desenvolvimento da coloracdo avermelhada. Os produtos desta reacdo
foram quantificados mediante leitura espectrofotométrica, em comprimento de onda de 540
nm.

1. Preparo da solucio de DNS

O reagente utilizado foi preparado através da adigcdo de 10,6 g de acido dinitro- 3,5-
salicilico, 19,8 g de hidroxido de sédio em 1000 mL de adgua destilada. Apos dissolugdo total
dos solidos, adicionou-se 306 g de tartarato de sddio e potassio; 7,6 mL de fenol (fundido) e

8,3 g de metabissulfito de sodio, sendo o volume aforado para 1416 mL com agua destilada.

2. Procedimento método do DNS
Experimentalmente, adicionou-se 1 mL de cada amostra, em tubos de ensaio
independentes previamente identificados e foi adicionado 1 mL de reagente DNS a cada tubo;
para obter a linha base do espectrofotometro foi utilizada uma mistura de ImL de tampao
citrato, 50 mM com 1 mL de reagente DNS. Os tubos contendo a mistura foram aquecidos
durante 5 minutos em banho termostatizado a 100 °C. Apds esse tempo, as amostras foram

resfriadas em banho de gelo. Posteriormente, adicionou-se 16 mL de solucdo de tartarato
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duplo de sédio e potassio. Finalmente, foi realizada a leitura de absorbancia em
espectrofotometro a 540 nm de comprimento de onda. Para realizar o calculo da concentragao
de acucares, foi preparada uma curva padrdo (concentracdo glicose - absorbancia),
considerando solugdes com diferentes concentragdes, realizadas a partir de uma solucdo de
0,5 mg/mL de glicose.

3. Construcio da curva padrao de glicose (RABELOQO, 2010)

Para constru¢do de uma curva padrdo, amostras com concentragdes conhecidas de
glicose foram preparadas e apos aplicagdo do método DNS, lidas no espectrofotometro no
comprimento de onda de 540 nm.

Partiu-se de uma solugdo de 4,0 mg/mL, preparada em tampao citrato de 50 mM, pH
4,8, sendo realizadas dilui¢cdes de 0 a 4,0 mg/mL. As reagdes com DNS foram realizadas
adicionando em cada tubo de ensaio 1,0 mL de cada uma das diluigdes de glicose previamente
diluidas em tampao citrato. e 1 mL do reagente DNS. Os tubos foram fervidos por 5 minutos
e, posteriormente, transferidos para um banho de gelo fundente para parar a reacdo. Em

seguida, a medida da absorbancia era realizada em espectrofotdometro a A:540 nm.

4.5.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA CELULOLITICA
(FPAse)

Esta analise foi realizada de acordo com recomendagdes da IUPAC (GHOSE, 1987).
O objetivo foi determinar a atividade celulolitica do coquetel enzimatico como atividade
papel de filtro expressa em FPU, ou seja, filter paper unit. Uma unidade de atividade FPA
corresponde a 1 pmol de glicose liberado por minuto de reagdo em pH 4,8 e 50 °C. A
quantificagdo dos agucares liberados no meio reacional foi determinada de acordo com o
método DNS descrito por MILLER (1959).

O procedimento experimental para determinacdo da atividade consistia em adicionar a
cada tubo de ensaio, foram colocadas tiras de papel de filtro (Whatman n°1) de 50 mg,
previamente cortadas nas medidas de lcm x 6¢cm, e em seguida adicionou-se 1,0 mL de
tampao citrato de sddio 50 mM, pH 4,8. Os tubos foram colocados em banho termostatizado a
50°C por 5 minutos, para equilibrar a temperatura, antes de adicionar o extrato enzimatico.
Apos, foram adicionados 0,5 mL da enzima em cada tubo de ensaio para reagir durante 60
minutos. Ao final desse periodo, os tubos foram removidos e 1,0 mL da reacdo de cada tubo,
foi colocado em tubos de ensaio para iniciar o procedimento de determinagdo de agucares

pelo método DNS (MILLER, 1959).
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Paralelamente, também foram realizados experimentos controle, ou seja, tubos de
ensaio contendo enzima sem substrato e substrato sem enzima. Os valores de absorbancia
obtidos nestes ensaios eram subtraidos dos valores das absorbancias lidas em cada um dos
tubos reacionais (RABELO, 2010).

Assim, a quantifica¢do da glicose através do método DNS envolve trés categorias de
reacdes: tubos de amostras a serem quantificadas; tubos do branco reacional, para zerar o

espectrofotometro, € os tubos controle da enzima e substrato.

453 DETERMINACAO DA ATIVIDADE CARBOXIMETILCELULASE
(CMCase)

Esse método permite determinar a atividade conhecida como CMCase, nos extratos
enzimaticos produzidos, através da determinag¢do da concentragdo de acucares redutores
liberados durante a degradagio da carboximetilcelulose (CMC) (GHOSE, 1987).

Para determinar esta atividade enzimatica o substrato utilizado foi a
carboximetilcelulose (CMC) (Sigma). Uma unidade de CMCase corresponde a Iumol de
grupos redutores liberados por minuto de reagdo em pH 4,8, a 50°C.

Para a determinacdo da atividade enzimatica, partiu-se do caldo enzimatico produzido
e extraido em cada experimento de produgdo de celulases. Em tubos de ensaio, foram
adicionados 0,5 mL de solugdo de CMC 4% preparados em tampao citrato, 50 mM e pH 4,8.
Os tubos de ensaio contendo a solu¢do de CMC foram colocados durante 1 min, em banho
termostatizado a 50°C para equilibrar a temperatura e apds este tempo, adicionou-se 0,5 mL
do extrato enzimatico diluido. Esta reag¢do foi mantida durante 10 minutos no banho a 50 °C.
De cada tubo de ensaio foi tomada uma aliquota de 1,0 mL e colocada em tubo de ensaio para
aplicar a metodologia do DNS (MILLER, 1959) para determinagdo dos agucares redutores
liberados, por espectrofotometria na faixa do visivel.

Pelas mesmas ragdes descritas no procedimento para determinar atividade FPAse, para
determinagdo de CMCase ¢ necessario incluir tubos do branco reacional para zerar o
espectrofotometro; e os tubos controle, da enzima e do substrato.

Para o preparo do tubo do branco reacional, adicionou-se 1 mL do tampao citrato e
apds de 10 minutos de reagdo aplicou-se 0 método DNS como descrito anteriormente. Para o
preparo dos tubos controle da enzima, adicionou-se 1,0 mL do tampao citrato e 0,5 mL de
cada um dos extratos enzimaticos, apds do tempo reacional os conteudos destes tubos foram

analisados pelo método do DNS. O tubo controle do substrato foi preparado adicionando 0,5
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mL da solugdo de carboximetilcelulose, concentragdo 4%, que ao final de 10 minutos,

também foi analisado pelo método DNS.

4.5.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA B-GLUCOSIDASE

A atividade B-glucosidase foi determinada, utilizando-se como substrato uma solugao
I5mmol/L de celobiose (Sigma). A glicose liberada nesta reagdo por agdo do coquetel
enzimatico produzido foi quantificada aplicando a metodologia baseada no uso do reagente

enzimatico GOD-PAD (Labcenter, Brasil).

4.5.4.1 CONSTRUCAO DA CURVA PADRAO DE GLICOSE
Para constru¢do da curva padrao, solucdes de glicose com concentragdes conhecidas
foram preparadas. Apos aplicacio do método Glicose GOD-PAP estas foram lidas
espectrofotometricamente em comprimento de onda de 505 nm.
Foram preparadas, a partir de uma solugao estoque de glicose 3 mg/mL, solucdes de
glicose de 0,5 a 3 mg/mL, com espagamento de 0,5 mg/mL, que apos reagdo foram lidas no

espectrofotometro.

4542 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE GLICOSE PELO
METODO GOD-PAP

A concentracdo de glicose foi determinada utilizando o método enzimatico Glicose
GOD-PAP, descrito por HENRY et al.,, (1974). O método é baseado na oxidagdo enzimatica
da glicose através da enzima glicose oxidase (GOD) resultando em peroxido de hidrogénio, o
qual é usado na geragao da coloragdo rosada pela peroxidase (PAP).

Para quantificacdo da glicose, adicionou-se 20uL de cada uma das amostras em tubos
de ensaio, previamente identificados e contendo 2,0 mL do reagente (kit enzimatico GOD
PAP), Os tubos foram colocados para reagir em banho termostatizado durante 10 minutos a
37°C. A reagao foi interrompida colocando os tubos de ensaio em banho de agua gelada por 5
minutos. Ao término desse tempo foi efetuada a leitura da absorbancia no espectrofotometro a
505 nm. Para zerar ou obter a linha base do espectrofotometro, foi utilizado um tubo de

reacdo “branco” com o reagente.

33



4.5.4.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE B-GLUCOSIDASE

Para a determinacdo da atividade p-glucosidase, partiu-se do caldo enzimatico
extraido, diluindo-o trés vezes com tampao citrato 50 mM, pH 4,8.

Para cada tubo de ensaio, adicionou-se 1,0 mL de cada um dos extratos enzimaticos
diluidos. Os tubos foram colocados em um banho termostatizado a 50 °C para que a
temperatura fosse equilibrada. Apds 10 minutos, adicionou-se em cada tubo, 1,0 mL da
solucdo de celobiose 15 mmol/L e os tubos foram encubados por 30 minutos. A reagdo foi
finalizada por imersdo dos tubos em agua fervente por 5 minutos e posteriormente
transferidos para um banho de gelo. Para a determinacdo da concentracdo de glicose liberada
por cada solu¢@o de enzima diluida, utilizou-se o método GOD-PAP.

Foram preparados 4 tubos controle da enzima, onde adicionou 1,0 mL de cada extrato
enzimatico ¢ 1,0 mL do tampao citrato. Ao final do tempo reacional, aplicou-se o método
GOD-PAP. Ao tubo controle do substrato adicionou 1,0 mL do substrato celobiose € 1,0 mL
do tampdo citrato que ao final de 30 minutos de reacdo também foi analisado pelo método

GOD-PAP.
4.5.5 CALCULO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

O calculo de atividade enzimatica apresentado a continuagdo, foi aplicado para os trés
tipos de atividade avaliados nos experimentos realizados, FPAse, CMCase e B-glicosidase. Os
valores de atividade enzimatica foram expressos em relacdo a massa de substrato seco (g.s.s)
utilizado no meio de cultura de producdo das enzimas.

A atividade enzimatica ¢ expressa em Ul (umol de produto liberado/minuto),

calculada aplicando-se a equacgdo (2):

. . s Ul diluicioxconc.acucares=vol.enzima
Ati. Enzimatica(—) = : ; Eq. (2)
g.S.S temposmassa substrato

Onde: o termo dilui¢do corresponde ao fator de diluig¢do do extrato enzimatico; a
concentracdo de acucares ou glicose ¢ aquela determinada pelos métodos DNS ou GOD PAP,
expresso em pmol/mL; o volume da enzima corresponde ao volume do extrato enzimatico
(mL), a massa de substrato ¢ a quantidade de bagago em base seca, utilizada no meio de
cultivo (g.s.s) e tempo ¢ a duragdo da reagdo em minutos. A atividade enzimatica é expressa

por unidades de massa de substrato em base seca (Ul/g.s.s).
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4.6 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL - DCCR (23 + 6 Pontos Axiais + 4 Pontos

Centrais)

O planejamento experimental realizado neste trabalho teve por objetivo definir a
melhor condi¢do de operacdo para as trés varidveis de interesse (umidade do meio e
concentracdes das fontes de carbono e nitrogénio), a partir de faixas pré-definidas e com base
em estudos realizados na primeira fase deste projeto, com vistas a maximizagdo da producao
de enzimas celuloliticas e, consequentemente, deteccdo dos maiores niveis de atividade
FPase, CMCase e B-glucosidase, para o complexo produzido. O tempo de fermentagdo, uma
variavel importante no processo que aqui se estuda, foi verificado de forma indireta tanto nos
ensaios preliminares quanto nos ensaios no escopo do DCCR. Isto foi possivel devido as
caracteristicas particulares do sistema de fermentagdo (semi-solida) que ndo permitem
amostragem convencional, ou seja, retirada de aliquotas ao longo do ensaio. Por esta razdo,
cada frasco referente a um tempo especifico de amostragem pode ser considerado como um
experimento independente, o que possibilitou a avaliagdo da influéncia desta variavel no
processo como um todo. O tipo de substrato (bagaco de cana in natura ou pré-tratado) a ser
utilizado nos meios de cultivo dos experimentos do DCCR também foi definido durante a
realizacdo dos experimentos na fase inicial do presente trabalho. Nas Tabelas 13 e 14, sdo
apresentadas as matrizes do planejamento experimental e a faixa de valores utilizados,

respectivamente.
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Tabela 13. Matriz codificada do planejamento delineamento central composto rotacional

(DCCR); 2° 6 pontos axiais+ 4 pontos centrais.

Conc. Conc.
Ensaios Extrato de Extrato de % Umidade
Soja (X)) Levedura (X3)
(X2)

1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 -1,68 0 0
10 +1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 +1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 +1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
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Tabela 14. Faixa de valores estudados no planejamento delineamento central composto
rotacional (DCCR); 2° 6 pontos axiais+ 4 pontos centrais.

Conc. Conc. Extrato
Ensaios Extrato de de Levedura | % Umidade
Soja (g/L) (g/L)
1 8 1 65
2 12 1 65
3 8 2 65
4 12 2 65
5 8 1 85
6 12 1 85
7 8 2 85
8 12 2 85
9 6,64 1,5 75
10 13,36 1,5 75
11 10 0,66 75
12 10 2,34 75
13 10 1,5 58,2
14 10 1,5 91,8
15 10 1,5 75
16 10 1,5 75
17 10 1,5 75
18 10 1,5 75

As condigdes 6timas obtidas a partir dos modelos foram validadas experimentalmente,
assim, foram realizados em triplicata ensaios de fermentag¢do nas condigdes definidas a partir
da otimizagdo e comparados os resultados de atividade enzimatica com os valores gerados

pelos modelos.

4.7. MODELAGEM MATEMATICA
A modelagem matematica foi realizada utilizando regressdo linear multipla, sendo
determinado um modelo para cada uma das atividades enzimaticas avaliadas, os dados
utilizados corresponderam aos gerados pelos ensaios realizados no DCCR. Foi utilizado o
software Statistica 7.0 para obter os modelos: os parametros, os coeficientes dos termos,
coeficiente de determinacdo e a ANOVA.
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5. RESULTADOS

5.1 DEFINICAO DE UM MEIO DE CULTURA ALTERNATIVO.

5.1.1 AVALIACAO DO BAGACO DE CANA in natura E PRE-TRATADO

A primeira etapa deste trabalho consistiu em avaliar a aplicabilidade de substratos
alternativos e fontes de carbono no processo de produ¢éo de celulases através do processo de
fermentacdo em estado sélido. Foram testados bagaco in natura e bagago pré-tratado por
explosdo a vapor (alta severidade — 4,0) como substrato, e lactose, extrato de soja ou uma
mistura deles (1:1) como fontes de carbono. Além disso, utilizou-se como fonte de nitrogénio
nesses ensaios uma mistura de peptona e extrato de levedura, na proporcdo 3:1, e solucio de
Mandels como fonte de sais, para tempo total de fermentagdo de 14 dias. Os valores de
atividade enzimatica para este primeiro item sdo apresentados normalizados, em fung¢do do
maximo valor obtido em cada ensaio. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 5
(a). A Figura 5 (b) mostra o resultado do crescimento do fungo na melhor condi¢do de cultivo

ensaiada (bagaco in natura + extrato de soja).

__1Bagago in natura
100+ [ Bagago pré-tratado |

80+
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40+
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Figura 5. (a) Atividade FPPAse (valores normalizados) para celulases produzidas por
fermentagdo semi-solida, utilizando peptonatextrato de levedura (3:1) como fonte de
nitrogénio em 14 dias de cultivo e (b) resultado do crescimento do fungo na melhor condicao
de cultivo ensaiada (bagaco in natura + extrato de soja).

Na Figura 5 (a), pode-se observar que o melhor meio de cultivo testado foi aquele que
combinou bagac¢o in natura como substrato e extrato de soja como fonte de carbono, uma vez
que significativa atividade no coquetel enzimdtico produzido pdde ser detectada nessas
condigdes. Além disso, nestas condi¢cdes de cultivo foi possivel observar um melhor
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crescimento do micro-organismo. Em fung¢do dos resultados obtidos, selecionou-se o extrato
de soja como a fonte de carbono do presente trabalho.

Nos ensaios realizados com bagago pré-tratado, € possivel que compostos gerados
durante o pré-tratamento com alta severidade (compostos organicos, aromaticos e/ou
fenolicos) estejam promovendo algum tipo de inibi¢do no processo fermentativo e, assim,
desfavorecendo o crescimento do micro-organismo e, conseqiientemente, a producdo da
enzima (ANDO et al 1986; SENDELIUS, 2005). Observa-se que a producao de celulase e o
crescimento do micro-organismo foram insignificantes, o qual foi uma resposta ndo esperada
com o bagaco pré-tratado, dado que resultados da literatura mostraram que a producao de
celulases aumenta utilizando bagaco pré-tratado. Assim, foi proposta uma serie de ensaios em
diferentes condi¢cdes do bagaco pré-tratado com severidade 4.0 para tentar melhorar os

resultados obtidos:

e Lavagem do Bagago pré-tratado: Foi realizada uma lavagem, com 1000 mL de
agua destilada, 80°C para retirar as possiveis substancias inibidoras. Em seguida, o
material era filtrado a vdcuo para separar a fase liquida da solida, que

correspondeu ao bagago pré-tratado lavado.

o  Moagem do Bagaco pré-tratado: Levando em conta que o material apds do pré-

tratamento forma “grumos”, foi realizada uma moagem.

e Ajuste pH do Bagaco preé-tratado: o pH do bagago pré-tratado com severidade alta
apresentou um valor de 4,4. O ajuste proposto considerou aumentar o pH entre 5,5

e 6,0.

Os cultivos foram realizados para um periodo de fermentacdo de 6 dias € como
controle foi utilizado bagaco de cana in natura suplementado com extrato de soja.

Os resultados desses experimentos estdo apresentados na Figura 6. Os valores
normalizados de atividade enzimatica do extrato produzido por cada tratamento mostram que
os tratamentos realizados nos bagagos de cana pré-tratados com severidade alta (4.0) nao
aumentaram a producao de enzimas quando estes materiais foram usados como substrato.

Das modificagdes realizadas, o bagago pré-tratado moido foi a que apresentou um

incremento significativo na produgdo de enzimas, evidenciado pela atividade enzimatica

39



FPAse normalizada, embora o tratamento no qual foi utilizado bagaco de cana in natura ainda

tenha apresentado a maior produg@o de enzimas.
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Figura 6. Atividade enzimatica (Valores normalizados) do extrato produzido utilizando como
substrato bagaco pré-tratado (Severidade Alta), em diferentes condigdes, comparado com
bagaco in natura.

Para o caso dos tratamentos de bagago pré-tratado moido e lavado houve crescimento
do fungo, porém inferior ao observado para bagaco in natura. Para os tratamentos nos quais
foi realizado ajuste de pH, o crescimento do fungo foi insignificante; isso é evidenciado na
atividade enzimatica, conforme mostrado na Figura 6.

Como o bagac¢o pré-tratado com alta severidade nao foi promissor, decidiu-se avaliar o
uso de bagago pré-tratado com severidade inferior de 3,4, de modo a minimizar os possiveis
efeitos negativos ao micro-organismo.

Neste caso, ndo era esperado que possiveis compostos inibidores fossem gerados em
concentracdes que prejudicassem o processo fermentativo. Adicionalmente, novos ensaios
com bagago in natura foram realizados, visando-se confirmar os resultados previamente
obtidos.

Neste ponto do trabalho, embora se tenha realizado os ensaios anteriores utilizando-se
tempo total de cultivo de 14 dias, decidiu-se acompanhar o processo de producdo de celulase
em periodos intermediarios (dias 4, 5, 6, 7 ¢ 8), de modo a elucidar qual o tempo que
maximizava a producdo. Nesses ensaios, manteve-se a mistura de peptona/extrato de levedura

como fonte de nitrogénio e demais condigdes experimentais. Na Figura 7 (a) estdo
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apresentados os resultados obtidos nos cultivos e a Figura 7 (b) mostra o resultado do

crescimento do fungo na presenca de bagaco pré-tratado.
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Figura 7. (a) Resultados de atividade FPAse (valores normalizados) em funcdo do tempo de
cultivo para celulases produzidas por fermentacido semi-sélida, utilizando peptona+extrato de
levedura (3:1) como fonte de nitrogénio e extrato de soja como fonte de carbono, e (b)
resultado do crescimento do fungo cultivado com bagaco pré-tratado.

Na Figura 7 (a) € possivel confirmar o resultado obtido na primeira batelada de
ensaios. Utilizando-se bagaco in natura como substrato e extrato de soja como fonte de
carbono, obteve-se, de fato, uma consideravel producdo de celulase ao longo de todo o
periodo de cultivo, em comparagdo ao resultado obtido com bagago pré-tratado. Observa-se
ainda um pico de producdo de enzima para um tempo de 6 dias de fermentagdo. Este fato
pode estar associado a uma possivel restricdo de nutrientes no meio de cultivo, a partir do
sexto dia de fermentacio.

Picos de maior producdo de celulases como os apresentados nos resultados neste
estudo (Figura 7 (a)), t€ém-se apresentado em outras pesquisas utilizando bagaco de cana como
substrato, tais como: CAMASSOLA & DILLON, (2007), com P. echinulatum, quando usado
bagaco pré-tratado 100% como substrato, apresentou a maxima atividade FPAse no 4° dia; a
producdo de celulases por Aspergillus phoenicis, apresentou a maior atividade FPAse no 5°
dia de fermentagdo, e para Aspergillus aculeatus, o pico de producdo foi ao 7° dia de
fermentacao (SALES et al., 2010).

A Figura 7 (b) mostra que a utilizagdo de bagago pré-tratado com baixa severidade
permitiu crescimento satisfatério do fungo, conforme esperado. No entanto, quando se
compara os resultados finais obtidos com os dois diferentes substratos, fica claro que a

utilizacdo do bagaco in natura conduz a uma produgao de celulase significativamente superior
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aquela observada quando bagacos pré-tratados (independentemente da severidade do processo
de pré-tratamento) sdo empregados no processo fermentativo. Deste modo, como variavel de

interesse neste estudo foi definida: bagaco in natura como substrato.

5.1.2 IDENTIFICACAO DA FONTE DE CARBONO ADICIONAL E DA
CONCENTRACAO.

Foi realizado um experimento para definir qual é a fonte de carbono que favorece a
producdo de celulases, lactose ou extrato de soja, ou a mistura deles, considerando como
substrato o baga¢o de cana in natura. O tempo total de cultivo foi 14 dias, e foi acompanhado
o processo de producdo de celulase com ensaios intermédios em periodos de 4, 5, 6, 7 e 8
dias, de modo a observar em que momento e com qual fonte de carbono se obtém a maior
produgdo de celulases. O meio foi suplementado com solugio de sais de Mandels e da mistura
(3:1) de peptona e extrato de levedura, como fonte de nitrogénio.

Os resultados destes experimentos (Figura 8), confirmaram que o extrato de soja
(100%) induz a produgdo de celulases, obtendo-se valores de atividade enzimdtica mais
elevados ao longo do tempo, quando comparado aos ensaios com lactose e a mistura de

lactose com extrato de soja.
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Figura 8. Resultados de atividade FPAse (valores normalizados) avaliando como fonte de
carbono: extrato de soja; lactose e a mistura (1:1), em fun¢do do tempo de cultivo para
celulases produzidas por fermentacdo semi-solida, utilizando peptonatextrato de levedura
(3:1) como fonte de nitrogénio.

Como resultado na Figura 8, a maxima producdo foi observada em um periodo de

fermentagdo de 6 dias (Figura 8), no caso do meio de cultura suplementado com extrato de
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soja (100%). Este resultado pode ser atribuido aos multiplos componentes que o extrato de
soja tem, tais como carboidratos e proteinas, de tal forma que é fornecida uma quantidade de
nutrientes, mais adequada para o micro-organismo (CHAUHAN et al., 1998). No entanto, o
extrato de soja, ndo tem sido usado como nutriente nos meios de cultura para producdo de
celulases por fermentacdo em estado sélido.

Apds definicdo do extrato como fonte de carbono, era importante definir em que
concentracdo este componente sera utilizado de modo a maximizar a producdo das enzimas de
interesse. Como nos experimentos realizados até¢ o momento tinha-se utilizado concentragao
de 10 g/L, decidiu-se dobrar este valor (20 g/L) e também reduzi-lo a metade (5 g/L) como
tratamentos para avaliar. Em todas as condi¢des foi utilizado como substrato o bagaco de cana
in natura.

Os resultados obtidos nestes ensaios estdo apresentados na Figura 9. Observa-se que a
concentracdo do extrato de soja tem uma influéncia consideravel no resultado do processo, ou
seja, na atividade da enzima produzida. Os ensaios em relagdo ao tempo com concentragio de
5 g/L de extrato de soja, valores baixos de atividade enzimatica foram obtidos. Por outro lado
o melhor ensaio foi com concentragdo 20 g/L. Para 10 g/L exelentes resultados também foram
obtidos, assim, em consideracdo que duplicar a concentracdo de extrato de soja implica
duplicar o custo por este item na producdo de celulases, concentragdo de 10 g/L, definiu-se

como concentragdo dtima a ser empregada no processo fermentativo.
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Figura 9. Resultados de atividade FPAse (valores normalizados) avaliando extrato de soja
como fonte de carbono em trés concentragdes (g/L): 5; 10 e 20; em fungdo do tempo de
cultivo para celulases produzidas por fermentacdo semi-sdlida, utilizando peptona+extrato de
levedura (3:1) como fonte de nitrogénio.
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5.1.3 IDENTIFICACAO DA FONTE DE NITROGENIO

Apos defini¢do do substrato e da fonte de carbono, iniciou-se uma investigacdo para
selecdo da fonte de nitrogénio: peptona (100%), peptona e extrato de levedura (75%:25%) e
extrato de levedura (100%). Em fun¢do dos resultados anteriormente obtidos, optou-se aqui
por conduzir os atuais ensaios de fermentagdo por um periodo total de 8 dias. Deste modo,
seria possivel confirmar se 6 dias €, de fato, o tempo no qual se obtém maxima produgdo ou
se este tempo poderia mudar em fungdo da fonte de nitrogénio. Os resultados dos ensaios

realizados estdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10. Resultados de atividade FPAse (valores normalizados) em funcdo do tempo de
cultivo para celulases produzidas por fermentacdo semi-sdlida, utilizando bagaco in natura
como substrato e extrato de soja como fonte de carbono (10 g/L).

Os resultados mostrados na Figura 10 confirmam que o pico de producdo de enzima
ocorre no sexto dia de cultivo, independentemente da fonte de nitrogénio utilizada. Ainda
observando-se os dados apresentados na Figura 10, percebe-se que o meio suplementado com
peptona apresentou os maiores valores de atividade enzimatica, porém as diferengas nao
foram consideraveis a respeito ao uso de extrato de levedura. NARASIMHA et al., (2006)
determinou também maior atividade enzimatica FPAse quando o meio foi suplementado com
peptona, e ndo com extrato de levedura para Aspergillus niger. Porém, levando em conta que
o incremento de atividade pelo uso de peptona ndo foi significativo (Figura 10), foi escolhido
o extrato de levedura como fonte de nitrogénio.

Assim, a sele¢dao definitiva devera considerar aspectos econdmicos relacionados ao

custo de cada um desses insumos. Neste sentido, o extrato de levedura figura como uma fonte
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de nitrogénio promissora para o processo de producido de celulases mediante fermentagao
semi-solida, uma vez que esta fonte de nitrogénio apresentaria um custo baixo, uma vez que
poderia ser disponibilizada nas usinas sucroalcooleiras, onde de igual forma seria realizado o
processo de hidrolise enzimatica, impactando consideravelmente os custos de produgdo da

enzima.

5.2 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE CELULASES POR Aspergillus niger EM
FUNCAO DO MEIO DE CULTURA.

O meio de cultura para a produgdo de celulases por Aspergillus niger foi definido:
bagaco de cana in natura como substrato; extrato de soja como fonte de carbono adicional e
extrato de levedura como fonte de nitrogénio. No entanto, neste ponto do trabalho era
necessdrio conhecer as concentragdes ideais desses nutrientes durante o processo
fermentativo. Além disso, era preciso definir o teor de umidade do meio reacional, que em
conjunto com as demais variaveis permitiria uma maior producdo enzimatica.

Para tanto, um planejamento experimental completo — DCCR (Delineamento central
composto rotacional) foi realizado, com o objetivo de determinar as condigdes que
permitiriam maximizar a producdo enzimatica em funcdo das varidveis: concentracdo de
extrato de soja, concentragdo de extrato de levedura e teor de umidade do meio reacional,
sendo definido o tempo de fermentacdo em seis dias. A avaliacdo da producao de celulases
por Aspergillus niger foi quantificada pela determinagdo das atividades enzimaticas (FPAse,
CMCase e B-glucosidase) do complexo produzido.

Neste contexto, identificou-se ainda a oportunidade de avaliar, independentemente, a
variavel tempo. A relevancia desta variavel esta diretamente relacionada com a possibilidade
que a combinacdo das varidveis independentes estudadas implicasse na possibilidade de
reducdo do tempo com maxima produgio da enzima de interesse. Deste modo, foram retiradas
aliquotas dos experimentos também para os dias 4 e 5.

O design dos experimentos de fermentagao solida esta apresentado na Tabela 15.
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Tabela 15. Limites definidos para as variaveis a serem investigadas no planejamento
experimental (DCCR) da producdo de celulases para andlise de efeitos.

Niveis - -1 0 +1 +ot
Varidveis -1,68 -1 0 +1 +1,68
Concentracio de Extrato
de Soja (/L) 6,64 8 10 12 13,36
Concentracio de Extrato
de Levedura (g/L) 0,66 ! 1> 2 2,34
Teor de Umidade (%) 58,2 65 75 85 91,8

E importante destacar que este planejamento experimental foi realizado de forma
independente para cada dia estudado, uma vez que nao € possivel a retirada de aliquotas em
fermentacgdo sdlida, e que os limites de operagdo de cada uma das varidveis estudadas foram
definidos tendo-se em mente sempre a questdo da viabilidade técnico-econdmica do processo.

A Figura 11 apresenta os resultados obtidos de atividade FPAse para o planejamento

experimental proposto, em func¢do do tempo.
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Figura 11. Atividade enzimdtica FPAse, para os experimentos realizados no DCCR, em
funcdo do tempo de fermentacio.

Na Figura 11, observa-se que o tempo realmente apresentou-se como uma variavel
importante, exercendo influéncia na expressao da atividade FPAse, uma vez que, melhores
resultados s3o alcangados com 4 e 5 dias de fermentacdo. Esses dados corroboram com a

hipotese de que melhores ou similares valores de atividade enzimatica poderiam ser obtidos
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em tempo de fermentagdo menor que 6 dias, devido as combinagdes das variaveis estudadas.
O melhor resultado foi obtido para o oitavo ensaio da matriz (12g/L de extrato de soja; 2g/L
de extrato de levedura e 85% de umidade) com cinco dias de ensaio.

Na Figura 12 sdo apresentados os resultados de atividade CMCase obtidos para os

ensaios avaliados em fun¢o do tempo de reacio.
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Figura 12. Atividade enzimatica CMCase, para os experimentos realizados no DCCR, em
funcdo do tempo de fermentacio.

A Figura 12 confirma que a combinagao das variaveis estudadas pode reduzir o tempo
de reagdo, uma vez que os resultados alcangados para a atividade CMCase, apresentaram-se
melhores para os dias quatro e cinco. Os melhores resultados sdo os obtidos para os
experimentos do ponto central para o quarto dia de ensaio. Indicando que, possivelmente, a
producao do coquetel celulolitico poderia ser maximizada para um tempo menor que seis dias

de fermentacao.

A Figura 13 apresenta os resultados de atividade enzimatica [B-glucosidase dos

experimentos realizados em fungao do tempo.
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Figura 13. Atividade enzimdtica B-glucosidase, para os experimentos realizados no DCCR,
em funcdo do tempo de fermentagao.

Na Figura 13, pode-se observar que, novamente, os melhores resultados foram obtidos
para tempos menores que seis dias de ensaio. Sendo que 50% dos experimentos apresentaram
a maior atividade B-glucosidase no quarto dia de reag@o, e nos casos em a maior atividade foi
alcangada para o quinto dia de fermentacdo, os resultados ndo se diferenciaram de forma
significativa para o obtido no quarto dia.

Em posse dos dados apresentados anteriormente para as atividades enzimaticas
avaliadas, neste momento, determinou-se o novo tempo de fermentagdo para a producgdo de
celulases em 4 dias entre as condigdes estudadas. Esta escolha esta diretamente relacionada
com menores custos de produgdo, menor consumo de energia e maior produtividade.

Logo, a andlise estatistica do DCCR sera realizada para os resultados obtidos para um
tempo de 4 dias de fermentagdo. Vale ressaltar que, a andlise sera realizada para cada
atividade de forma independente, entretanto, a condi¢do escolhida serd avaliada pelos
resultados combinados das atividades FPAse, CMCase e B-glucosidase, de modo a garantir a
obteng¢do de um coquetel celulolitico que tenha a expressao das trés atividades maximizadas.

Na Figura 14, apresentam-se os resultados para a atividade enzimatica FPAse dos

experimentos realizados para quatro dias de fermentacao.
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Figura 14. Atividade enzimatica FPAse, para os experimentos realizados no DCCR. Tempo
de fermentacao: 4 dias.

Podemos observar na Figura 14 que, para os ensaios nos quais a concentracido de soja
esteve entre 10 e 12 g/L, com teor de umidade entre 75 e 85%, apresentaram maiores valores
de atividade FPAse. A Figura 15 ¢ apresentado o Diagrama de Pareto relacionando o efeito
das variaveis sobre a produgdo enzimatica, considerando-se como resposta a FPAse e nivel de

confianca de 85%.
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Resposta: FPAse

Umidade{Q)

(1)Conc. E. Soja(l)
Conc. E. Soja{Q)
1Lby2L

Conc. E. Levedura(Q)
(2)Conc. E. Levedura(L)
2Lby3L

(3)Umidade(L)

1Lby3L

Figura 15. Analise dos efeitos nos resultados de atividade FPAse dos ensaios realizados no
planejamento experimental em 4 dias de reacao.

Na Figura 15 € possivel observar que a umidade representa o efeito mais significativo
sobre o sistema, ¢ o sinal negativo do termo quadratico implica em existéncia de ponto de
maxima expressdo desta atividade. O termo de concentracdo de extrato de soja linear

apresentou efeito positivo, ou seja, quanto maior a concentracdo maior sera a expressao de

49



atividade, e o termo quadratico apresentou a mesma tendéncia observada para o teor de
umidade. A interacdo entre a concentracdo de extrato de soja e a umidade do meio tem
resultado positivo. Enfim, a influéncia do termo linear da concentragao de extrato de levedura

foi negativa e quadratica, indicando a existéncia de um minimo de produ¢ao enzimatica.

A Equagdo (3) apresenta o modelo codificado proposto levando-se em consideracao os

parametros estatisticamente significativos.

FPAse, 4;4s = 0,568297 + 0,055432 X, — 0,037940 X2 — 0,018663X,
+0,021806 X2 — 0,070499 X2 + 0,036530 X; X, Eq.(3)

Sendo: A Equagao 3, é apresentada em varidveis codificadas: Concentracdo de extrato
de soja: (X); concentracdo de extrato de levedura: (X;) e %Umidade: (X3).

Para que o modelo anterior possa ser usado para fins preditivos € necessario realizar a
analise de variancia (ANOVA) e que as duas condicdes do teste F (regressao e falta de ajuste)
sejam cumpridas. O valor de Fregressao calculado deve ser maior, no minimo 3 vezes, do que o
valor tabelado (Fregressao: Fcalculado™FTabelado) » para verificar a significancia da regressdo. Para se
verificar a falta de ajuste, o teste Fy,; calculado pelo modelo deve apresentar um valor menor
que o valor tabelado(Frj: Feaiculado< Frabelado). S€ estas duas condig¢des forem satisfeitas, o
modelo € considerado apropriado para fins preditivos.

Na Tabela 16, encontra-se a analise de variancia para a atividade enzimatica (FPAse),

para o modelo apresentado na Equagao (3).

Tabela 16. Analise de varidncia (ANOVA)- FPAse- Tempo de Fermentacdo: 4 dias.

Fonte de Variacio Soma Graus de Media F F
¢ Quadratico | Liberdade | Quadratica | calculado | Tabelado
Regressao 0,144189 6 0,024
2,00° 2,01°
Residuo 0,142736 11 0,012
Falta de ajuste 0,128557 8 0,016
14,06° | 3,80
Erro puro 0,003429 3 0,001
Total 0,276176 17

aFregressﬁo; bFfaj; R2:52,21
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A andlise de varidncia ndo foi significativa, dado que o valor do Fegessso (calculado)
(2,0) para a regressdo foi igual a0 F 50 (Tabelado) (2,01), de igual forma, o teste de falta de
ajuste nao foi satisfeito dado que o valor Fg; (Calculado) (14,06) foi maior do que Fg,
(Tabelado) (3,80). Deste modo, determinou-se nesta andlise que a equacdo do modelo
proposto pela Equagdo (3) ndo pode ser utilizada para descrever o comportamento deste
sistema dentro dos niveis estudados. Logo, ndo foram geradas superficies de resposta para
este modelo.

Embora o modelo ndo represente o sistema e ndo seja possivel gerar as superficies de
resposta para a atividade FPAse, € razodvel fazer algumas estimativas quanto a influéncia de
cada variavel na produ¢do enzimatica, de acordo com os efeitos que cada varidvel aplicou
sobre a expressao da atividade FPAse.

e  Umidade do meio reacional: o termo quadratico deste efeito apresentou-se com um
sinal negativo para a atividade FPAse, este resultado indica a existéncia de um ponto
de maximo para essa variavel. Sendo assim, para a umidade do meio reacional deve
ser evitado os valores nos extremos definidos neste estudo, ou seja, umidades muito
altas ou muito baixas apresentam-se como condi¢des desfavoraveis para a producio de
celulases, uma vez que a expressao dessa atividade nao encontra-se em sua regidao de

otimo.

e Concentracdo de extrato de soja: este efeito apresentou-se como significativo em
ambos o0s termos. Para o termo linear a influéncia positiva sobre a variagdo da FPAse
implica em uma relagdo proporcional a concentragdo do extrato de soja. Entretanto,
como o termo quadratico ¢ negativo indica que o aumento da concentragcdo do extrato
de soja favorece a produgdo de celulases até determinada concentragcdo, onde a
maxima atividade FPAse ¢é alcangada, apds este valor o acréscimo de extrato de soja

pode inibir esta atividade.

o Concentragdo de extrato de levedura: assim como para a concentragdo do extrato de
soja, esta variavel mostrou-se significativa nos termos linear e quadratico. O termo
linear tem relacdo inversamente proporcional a atividade, ou seja, quanto maior a
concentracdo de extrato de levedura menor sera a atividade apresentada pelo coquetel.
O termo quadratico tem maior influencia sobre o sistema, e apresenta sinal positivo,

indicando a existéncia de um valor minimo de atividade FPAse. Esses resultados
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sugerem que provavelmente concentragdes em torno do ponto central ndo favorecam a

expressao de FPAse, assim como valores muito altos, devido ao efeito linear.

Com base nos dados apresentados, para favorecer a atividade FPAse, a umidade e a
concentragdo de extrato de soja deve se manter em niveis proximos ao ponto central (75% e
10 g/L), e a concentragdo do extrato de levedura deve ser preferivelmente abaixo ao valor do
ponto central (1,5 g/L).

Os resultados de produgdo de CMCase para um periodo de fermentagdo de 4 dias, sdo

apresentados na Figura 16, de acordo com o exposto no DCCR.

W
L

Figura 16. Atividade enzimatica CMCase, para os experimentos realizados no DCCR.
Tempo de fermentacao: 4 dias.

Observa-se que a condi¢do do ponto central (concentracdo extrato de soja, 10g/L;
concentragdo de extrato de levedura 1,5 g/ e Umidade 75%) apresenta os melhores
resultados na produg¢ao de CMCase, desse modo, espera-se que proximo desta condigdo possa
maximizar da producdo de celulases que expressam atividade CMCase. Essa condicdo de
meio de cultura que maximiza a atividade CMCase ¢ similar a encontrada para FPAse

conforme discutido anteriormente.

O diagrama de pareto para a atividade enzimatica carboximetilcelulase (CMCase)

(Figura 17) apresenta os efeitos significativos sobre esta resposta e nivel de confianca de 85%.
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Diagrama de Pareto
Resposta: CMCse

Umidade(Q) -7,04407
ConE Soja(Q)
Con.E.Levedura(Q)

1
(1)Con.E.Soja(L) -1,50828
1

,
1Lby3L -1,49883
H

'
(2)Con.E.Levedura(L) -1 ,3’(562
'

i
2Lby3L -,886353

1
1Lby2L . 350566

(3)Umidade(L) 2993453

p=.15

Figura 17. Analise dos efeitos nos resultados de atividade CMCase dos ensaios realizados no
planejamento experimental em 4 dias de reagao.

Com base no diagrama de Pareto, a equagdo (4) representa o modelo codificado
proposto para a atividade CMCase. Além de considerar os efeitos estatisticamente
significativos, no modelo foram considerados os termos lineares de concentracdo de extrato
de soja, concentragcdo de extrato de levedura e a interagdo entre concentracdo de extrato de
soja e o teor de umidade, uma vez estas variaveis atuam no processo de fermentacdo em

estado solido, embora ndo seja possivel precisar a ordem da sua influéncia.

CMCsey 4iqs = 19,36466 — 0,64057 X, — 2,45752 X? — 0,58423X,
—2,07742 X2 — 3,11174 X2 — 0,79252 X, X3 Eq. (4)

A andlise de variancia (ANOVA) para a atividade enzimatica CMCase encontra-se na
Tabela 17.

Tabela 17. Analise de variancia para a atividade celulolitica CMCase.

Fonte de Soma Graus de Media F F
Variacao Quadratico | Liberdade | Quadratica | calculado | Tabelado
Regressao 267,9969 6 44,666
5,58 2,01*
Residuo 87,9870 11 7,999
Falta de ajuste 80,6035 8 10,075 b
4,09 3,80
Erro puro 7,3835 3 2,461
Total 355,9839 17

aFregressaio; bFfaj 5 R2:7 5 ,2 8%.
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A andlise de variancia foi significativa, dado o valor do F,eeess0 (Calculado) (5,58),
maior que o valor do Fues0 (Tabelado) (2,01) para a regressdo, e apesar de ndo ter satisfeito
o teste de falta de ajuste, dado que o valor Fg,; (Calculado) (4,09) foi maior do que Fg;
(Tabelado) (3,80), o erro puro tem uma pequena representatividade frente ao peso do valor da
regressdo. O coeficiente de determinagdo foi 75,28%, o que indica que o modelo de segunda

ordem, mostrou-se adequado para descrever os resultados através da superficie de resposta.

As superficies de resposta tragadas com o modelo descrito pela equacdo 6 estdo
apresentadas nas Figuras de 18 a 20.

91,8

N

83,4

2 e ||
Z — KB g
= ®
A -;2 B 750
R L] 2
v % s £
20 =2
@ 3
e < - 66,6
; ’ . [ RE
— g
58,2 Ew
; 6
66 83 10,0 17 134 g >

Conc. E. Soja (g/L)
(b)

Figura 18. Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade da
carboximetilcelulase (CMCase) em fungdo do teor de umidade e da concentracdo do extrato
de soja, com a concentrac@o do extrato de levedura fixada no ponto central.
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Figura 19. Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade da
carboximetilcelulase (CMCase) em fungdo do teor de umidade e da concentracdo do extrato
de levedura, com a concentracio do extrato de soja fixada no ponto central.
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Figura 20. Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade
carboximetilcelulase (CMCase) em fung¢do da concentragdo do extrato de levedura e da
concentragdo do extrato de soja, com o teor de umidade fixado no ponto central.

Nas Figuras de 18 a 20, esta claro que conforme mencionado anteriormente a atividade
carboximetilcelulase ¢ maximizada quando a concentragdo de extrato de soja, concentragdo de
extrato de levedura e o teor de umidade encontram-se no ponto central ou proximas a este.
Entretanto, vale ressaltar que o objetivo deste trabalho ¢ a obten¢do de um coquetel
celulolitico que expresse as trés atividades maximizadas (FPAse, CMCase, Pglucosidase).

Para a escolha do melhor meio de cultura € necessario ainda avaliar a expressao de atividade

B-glucosidase.

Na Figura 21, s@o apresentados os resultados de atividade B-glucosidase.

Figura 21. Atividade enzimatica B-glucosidase, para os experimentos realizados no DCCR.
Tempo de fermentacao: 4 dias.
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Para a atividade B-glicosidase, ao contrario do apresentado para as atividades FPAse e
CMCase, apresentou uma menor variagdo de expressdo de atividade a partir das diferentes
condigdes ensaiadas. Na Figura 22, apresenta-se o diagrama de Pareto com os efeitos das

variaveis estudadas sobre a atividade B-glucosidase e nivel de confianga de 85%.

Diagrama de Pareto
Resposta: B- glucosidase

(3)Umidade(L) 11,58044
(1)Con.E.soja(L)

Umidade(Q) -4,85105

Con.E soja(Q) -1,30449
H

2Lby3l 5 ,150743
Con.E.Levedura(Q)
(2)Con.E.Levedura(L)
1Lby3L

1Lby2L

Figura 22. Andlise dos efeitos nos resultados de atividade [B-glucosidase dos ensaios
realizados no planejamento experimental em 4 dias de reacao.

Como observado no diagrama de Pareto (Figura 22), a ordem de importancia dos
efeitos para a atividade - glucosidase é dado pelo termo linear da umidade seguido pelo da
concentragdo do extrato de soja e o termo quadratico da umidade. Os termos lineares
apresentam efeito proporcional a resposta, ou seja, quanto maior a umidade e a concentracao
de extrato de soja maior sera a atividade enzimatica, e o termo quadratico da umidade remete
a existéncia de um valor de maximo.

A equacio (5) representa o modelo codificado para - glucosidase a partir dos dados
gerados. No modelo além dos efeitos significativos, foi considerado o termo quadratico da

concentragdo do extrato de soja.

Belucosidase , ;. = 20,07296 + 0,94879 X; — 0,24035 X7 + 1,91896X;
—0,83613 X2 Eq. (5)

A andlise de varidncia (ANOVA) para a atividade B-glucosidase encontra-se na

Tabela 18.
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Tabela 18. Analise de variancia para a atividade enzimatica celulolitica B-glucosidase.

Fonte de Soma Graus de Media F F
Variacio Quadratico | Liberdade | Quadratica | calculado | Tabelado
Regressao (R) 73,27686 4 18,319
19,02% 2,03?
Residuo (r) 12,52095 13 0,963
Faltadeajuste |} 39593 10 1,140
(faj) 3,04° 3,79°
Erro puro 1,12401 3 0,375
Total 85,79781 17

aFregressﬁo; bFfaj; R2:85 ’4 1 %

As condigdes do teste F foram preenchidas tanto para o teste de regressao quanto para

o da falta de ajuste, logo, o modelo ¢ adequado para descrever os resultados através de

superficies de resposta. O coeficiente de determinagio foi de 85,41%.

As superficies de resposta tracadas com o modelo descrito pela equacdo (5) sdo
apresentadas da Figura 23 a 25.
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Figura 23. Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade da [3-
glucosidase em fun¢do da %Umidade e da concentracdo do extrato de soja, com a
concentragdo do extrato de levedura fixada no ponto central.

A Figura 23(b) mostra que os maiores valores de atividade da - glucosidase sdo
alcancados quando o meio de cultura apresenta as seguintes condigdes: maior teor de umidade
e elevada concentracdo de extrato de soja, dentro da faixa estudada. Entretanto, meios de
cultura com um teor de umidade elevado produz extratos enzimdticos consideravelmente

diluidos, sendo necessario um custo adicional de concentragdo desse extrato enzimatico.

57



™
™

91,8

834
z 2
z <
=@ 18 | B3k :
g2 . 1 T 750
€2 46 20 s
P —RE =
e £
g 14 118 =
® 17
T 16 66,6
h — B
=S [
%5 A% 1o
58.2 17
0.66 108 1.50 1.92 2,34 215
Conc. E. Levedura (giL)
(a) (b)

Figura 24. Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade da f-
glucosidase em fun¢do da %Umidade e da concentracdo do extrato de levedura, com a

concentragdo do extrato de soja fixada no ponto central.

Observa-se na Figura 24(b) que, a concentragdo de extrato de levedura nao influencia

no processo de producdo enzimatica, e que ha forte influéncia do termo linear do teor de

umidade. Entretanto, na Figura 24(a), fica clara a existéncia de um teor de umidade que

implica na expressao de B-glucosidase maxima. Vale ressaltar que, proximo ao ponto central

de teor de umidade (75%) a atividade B- glucosidase j4 se encontra na faixa 6tima de

operacio.
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Figura 25. Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade da f-
glucosidase em fun¢do da concentragdao do extrato de levedura e da concentracdo do extrato
de soja, com o teor de umidade fixada no ponto central.
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Nas Figuras 25 (a) e (b) podemos notar para a concentracdo de extrato de soja o
mesmo comportamento observado para as Figuras 24 (a) e (b) para o teor de umidade.
Entretanto, para a concentracdo de extrato de soja, a produg¢do ¢ maximizada para

concentracdes em torno de 12g/L (nivel +1 do planejamento).

Como o objetivo deste trabalho ¢ a obtencdo de um coquetel celulolitico composto
pelas atividades FPAse, CMCase e B-glucosidase, de modo maximizado, para utilizagdo na
etapa de hidrolise enzimatica no processo de producio de etanol a partir de bagaco de cana,
deve-se definir um meio de cultura no qual esses resultados possam ser encontrados. Logo, foi
realizado o DCCR e os resultados simplificados da analise estatistica sdo apresentados a
seguir.

e FPAse — A umidade e a concentracdo de extrato de soja devem estar proximas
ao nivel definido para o ponto central, 75% e 10 g/L, enquanto a concentragao
do extrato de levedura deve estar abaixo del,5 g/L;

e CMCase — O ponto central ¢ o meio de cultura que favorece esta atividade, ou
seja, 75% de umidade, 10g/L de extrato de soja e 1,5g/L. de extrato de
levedura;

e [-glucosidase — A concentracdo do extrato de levedura ndo influéncia a
expressdo desta atividade. A concentracdo de extrato de soja e o teor de
umidade do meio, devem estar ligeiramente acima ao nivel do ponto central,

11g/L e 80%, respectivamente.

Pelas razdes apresentadas e discutidas até o momento, em busca de obter coquetéis
que expressem maiores atividades, foi definido o novo meio de cultura 11g/L de extrato de
soja; 1,5g/L de extrato de levedura e 80% de umidade, para um periodo de atividade de 4 dias.

Para validar esta hipdtese foi realizado um experimento nessas condigdes, em
triplicata, e os resultados obtidos encontram-se na Tabela 19 junto com os valores preditos

pelo modelo.
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Tabela 19. Resultados obtidos na validagdo para as atividades FPAse, CMCase ¢ f-
glucosidase.

Atividade Enzimatica
. . (Ul/g.s.s)
Atividade Predito Validacao
(Modelo) | (Experimental)
FPAse N.D. 0,774 (D.p.0,1)
CMCase 17,45 14,41(D.P. 3,6)
B- glucosidase 21,24 26,37 (D.P.2,1)

Para a atividade FPAse néo se tinha resultado predito porque o modelo ndo foi valido.
Para a CMCase o resultado foi menor ao predito em 17,4%, ¢ o valor da atividade -
glucosidase foi maior para os ensaios do que o predito pelo modelo em 19,4 % . Observa-se
por tanto imprecisdo do modelo na predicdo dos dados experimentais, no entanto, apesar da
existéncia de desvios entre os resultados experimentais e preditos, pode-se considerar que os
resultados obtidos no ensaio de validacdo foram satisfatérios levando em conta a ampla
variacdo associada aos processos biotecnologicos.

Na Tabela 19, observa-se que o micro-organismo Aspergillus niger semelhantemente a
maioria dos fungos pertencentes ao género Aspergillus, apresenta uma produgao relativamente
maior de B-glucosidase em relacdo com as outras enzimas do complexo, FPAse e CMCase

(FARINAS et al., 2008).

Atividade Enzimatica FPAse

O resultado de FPAse, 0,774 Ul/gs.s, apresentado na Tabela 19, ¢ bastante
interessante uma vez, quando comparado com estudos em condi¢des experimentais similares.
Por exemplo, uma primeira comparacgao deste resultado pode ser feita com o estudo realizado
por FARINAS et al., (2008), utilizando bagaco de cana in natura como substrato e
Aspergillus niger como agente de fermentagao. Nesse estudo a produgdo de FPAse foi inferior

a 0,5 Ul/g.
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Atividade Enzimatica CMCase

Em relacdo a enzima CMCase, a atividade enzimatica para as condi¢des dtimas foi de
14,41 Ul/g, valor muito superior ao determinado por FARINAS et al., (2008), também com
Aspergillus niger em fermentagdo sélida com bagago de cana in natura como substrato
(aprox. 2,0 Ul/g). Igualmente, esse resultado mostrou-se superior a valores relatados para
fungos do género Trichoderma cultivados em bagaco de cana (5,7 Ul/g CMCase) (BASSO et
al., 2010).

Por outro lado, o resultado de 14,41 Ul/g de CMCase foi inferior em 27% comparado
com os relatados para Penicillium echinulatum, (20 Ul/g) por CAMASSOLA & DILLON
(2007), utilizando bagago de cana pré-tratado com solugdo de NaOH. O resultado atingido
neste trabalho torna-se bastante interessante uma vez que o pré-tratamento do bagaco geraria
um incremento no custo de producgdo das celulases.

Os resultados de CMCase obtidos neste estudo foram superiores quando comparados
com os relatados por outros autores utilizando o fungo Aspergillus niger, em diferentes
substratos, bagago de laranja (12,76 Ul/g), farelo de soja (10 Ul/g) e farelo de trigo, 3,24 Ul/g
(CHANDRA et al, 2010).

Atividade enzimatica B- glucosidase

A atividade de B- glucosidase alcangcada nas condigdes Otimas deste trabalho
apresentou um valor de 26,37 Ul/g. Sendo um valor bastante alto quando comparado com
resultados obtidos, em outros trabalhos, para este mesmo micro-organismo também cultivado
em bagacgo de cana, FARINAS et al., (2008), por exemplo reportou um valor de 1 Ul/g de -
glucosidase igualmente para Aspergillus niger.

Quando foi utilizado bagago de cana pré-tratado (solucdo de NaOH), foram relatados
valores de B-glicosidase de 25 Ul/g, por Penicillium echinulatum, esse valor é inferior ao
reportado neste estudo, mostrando a importancia deste trabalho, ja que isso pode representar
uma diminui¢do no custo de producdo de celulases pois eliminaria a etapa de pré-tratamento.
(CAMASSOLA & DILLON, 2007).

Quando comparados os resultados de P- glucosidase, de extratos enzimaticos

produzidos por Aspergillus niger em substratos diferentes do bagago, encontrou-se valores de
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5,25 Ul/g quando cultivado em farelo de soja e cerca de 3Ul/g em farelo de trigo (FARINAS
et al., 2008), mais uma vez ressaltando a importancia deste estudo.

Os resultados encontrados confirmam a elevada produgdo de B-glucosidase, por
Aspergillus niger, o que representa uma vantagem da utilizagao deste micro-organismo sobre
o fungo Trichoderma reesei, que apesar de ser um dos fungos mais estudados em relagdo a
producdo de celulases, produz uma quantidade de - glucosidase relativamente baixa (KIM et
al., 1997).

Por exemplo, para T. reesei LM-UC4 por fermentacdo em estado solido utilizando
bagaco de cana, foram obtidos valores de atividade - glucosidase de 7,7 Ul/g (GUTIERREZ-
CORREA et al, 1999).

Em geral, os resultados de atividade enzimatica obtida para a melhor condi¢ao exposta
y validada anteriormente, ¢ bastante promissdéria uma vez que foi possivel identificar um meio
de cultura baseado no bagago de cana in natura, que seria disponibilizado a custos baixos no
Brasil o qual permitira reduzir os custo globais de produ¢ao de celulase. O extrato de soja,
mostrou-se como uma fonte de carbono muito interessante dado seu efeito indutor na
producio de celulases.

5.3 MODELAGEM MATEMATICA DA PRODUCAO DE CELULASES

Utilizando a ferramenta de regressdo linear multipla, através do software Statistics 7.0,
foram determinados os parametros de ajuste dos dados a um modelo que relaciona a atividade
enzimatica (FPAse, CMCase ¢ - glucosidase) em funcdo da concentragdo de extrato de soja
(X1), concentracdo de extrato levedura (X;), umidade (X3) e tempo (X4). A seguir sio
apresentados trés modelos correspondentes a cada uma das enzimas estudadas. Os dados
utilizados para o modelo correspondem aos obtidos nos ensaios do planejamento experimental

DCCR.

5.3.1 MODELO PARA ATIVIDADE DA CELULASE TOTAL (FPAse)

Na Tabela 21 se apresentam os coeficientes de regressdo do modelo produgdo de

celulases, em termos de atividade enziméatica FPAse, que correspondem a equagdo 6,
FPAS@(UI/g.s.s) = a + 1 Xy + BoXs3 + B3 Xy + BuXi + BsX3

+BeX3t + By X2 Xy + BeX1 Xe® + BoX1X5% + BroXPX3 + B11X;  Eq. (6)
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Tabela 21. Estimativas dos coeficientes da regressdo e os respectivos erros padrdo da
atividade enzimatica total FPAse.

Parimetro | Estimativa Erro T p-level
(1)) Padrao

Intercet. (a) 27,5193 8,1074 -3,39435 | 0,001224
X, 0,2799 0,0618 4,52911 | 0,000029
X, 0,3027 0,0826 3,66352 | 0,000528

X4 0,1673 0,0084 19,84764 | 0,0000
X))’ -0,0009 0,0002 -4,42343 | 0,000042
Xs)® -1,0058E-05 | 2,4699E-06 | -4,07218 | 0,000138
(X3)! 705,9439 2223082 | 3,17552 | 0,002362
(X1)*X, 0,0110 0,0027 4,10489 | 0,000124
X *(X2)" -0,3113 0,0762 -4,08438 | 0,000133
X *(Xp)” -0,1403 0,0377 -3,72444 | 0,000435
(X)*(Xo) 0,0121 0,0033 3,62815 | 0,000591
(Xs) -0,0023 0,0002 -9,84950 | 0,00000

A andlise de variancia que corresponde ao modelo da atividade da FPAse ¢

apresentada na Tabela 22.

Tabela 22. Analise de variancia para o modelo da atividade enzimatica total FPAse.

Fonte de Soma Graus de Média
. . ‘e . ' e Fcalculado
variacio Quadratica liberdade Quadratica
Regressio 3,796089 11 0,345
78,18
Residuos 0,264866 60 0,004
Total 4,060955 71

O valor de Ftabelado ¢ de 1,95, para significancia 0,05 (95%), que é muito menor do
Fcalculado, além disso, o coeficiente de determinacao R? ¢ 93,48% por tanto o modelo

satisfaz as condigdes e representa satisfatoriamente os dados.
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5.3.2 MODELO PARA ATIVIDADE DA CARBOXIMETILCELULASE (CMCase)
Na Tabela 23 se apresentam os coeficientes de regressio do modelo producdo de

celulases, em termos de atividade enzimatica CMCase, que correspondem a equacgao (7),
CMCSQ(UI/g. S. s) =a+ f1X3 + X4 + ﬁ3X33 + ﬁ4X§1
+Bs X1 Xy + BeXTXE + B X3 Eq. (7)

Tabela 23. Estimativas dos coeficientes da regressao e os respectivos erros padrao- Atividade
enzimatica Carboximetilcelulase (CMCase).

Parametro Estimativa Plj;:go t p-level
Intercet. (o) -735,95 342,469 -2,14896 0,034586
X3 7,80 3,486 2,23708 0,027995
X4 591 0,644 9,17184 3,27E-14
(Xs)’ -2,52E-04 | 1,0421E-04 | -2,42434 0,017535
(X3)! 18871,21 9375,281 2,01287 0,047410
X#(Xy)! 0,12 0,067 1,85966 0,066520
(X1)**(Xa) -6,041E-04 0,001 -1,16477 | 0,247490
(Xs)® -0,08 0,014 -5,65248 | 2,2306E-07

Na Tabela 24 ¢ apresentada a analise de variancia que corresponde ao modelo da

atividade da CMCase.

Tabela 24. Andlise de variancia para o modelo da atividade enzimatica carboximetilcelulase
(CMCase).

Fonte de Soma Graus de Média Fealculado
variacao Quadratica liberdade Quadratica
Regressio 3474,264 7 496,323
50,37
Residuos 808,017 82 9.854
Total 4282281 89

O valor de Ftabelado ¢ de 2,12, para significancia 0,05 (95%), que é muito menor do
Fcalculado, além disso, o R? ¢ 81,13% por tanto o modelo satisfaz as condigdes e representa
satisfatoriamente os dados.
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5.3.3 MODELO PARA ATIVIDADE DA B- GLUCOSIDASE

Na Tabela 25 se apresentam os coeficientes de regressdo do modelo produgdo de

celulases, em termos de atividade enzimatica - glucosidase, que correspondem a equagao 8,
f— glucosidase(UI/g_s_s) =a+ X4+ X3 + B3X3 1

+uX1 X5 + Bs X3 + PBeX2X 51 Eq. (8)

Tabela 25. Estimativas dos coeficientes da regressdo e os respectivos erros padrio da
atividade enzimatica - glucosidase.

Parametro Estimativa | Erro Padrao t p-level

Intercet. (ct) 734,94 344,559 -2,13298 | 0,035916
X; 7,78 3,507 2,21954 0,029212

Xy 5,46 0,566 9,64693 | 3,7311E-15
(Xs)’ -2,534E-04 1,048E-04 | -2,41659 | 0,017887
(X3)! 18877,14 9432,446 2,00130 0,048668
X *(X2)" 0,15 0,118 1,24066 0,218268
(X4)’ -0,07096 0,013 -5,43053 | 0,000001
(X3)"*(Xs)! 7,8764E-05 2,48E-05 3,17505 0,002111

Na Tabela 26 é apresentada a andlise de variancia que corresponde ao modelo da

atividade da B- glucosidase.

Tabela 26. Analise de variancia para o modelo da atividade enzimatica total B- glucosidase.

Fonte de Soma Graus de Média Fealculado
variac¢ao Quadratica liberdade Quadratica
Regressiao 3464,3680 7 49491
49,62
Residuos 817,913 82 9,975
Total 4282,281 89

O valor de Ftabelado ¢ de 2,12, para significancia (a < 0,05) (95%), que ¢ muito
menor do Fcalculado, além disso, o R? ¢ 80,90% por tanto o modelo satisfaz as condi¢des e

representa satisfatoriamente os dados.
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6. CONCLUSOES

e Determinou-se que: o bagago de cana in natura, como substrato, o extrato de soja como
fonte adicional de carbono e o extrato de levedura como fonte de nitrogénio, foram um
meio de cultura alternativo na producdo de celulases, para fermentagdo em estado sélido
utilizando Aspergillus niger. O extrato de soja é um material bastante promissor como

componente dos meios de cultura para produgio de celulases.

e O bagaco de cana pré-tratado por explosao a vapor de severidade alta inibe o crescimento
do micro-organismo Aspergillus niger e por tanto ndo permite a producdo de celulases,
mesmo mudando condigdes como produto de operagdes como: moagem, lavagem e ajuste

de pH.

e O bagago de cana pré-tratado por explosdo a vapor de baixa severidade, permite o
crescimento do Aspergillus niger, e a producdo de celulases, porém a atividade enzimatica
FPAse do complexo enzimatico obtido ¢ inferior ao determinado quando as celulases sao

produzidas utilizando bagaco de cana in natura.

e As condig¢des 6timas de producdo de celulases foram determinadas utilizando um DCCR,
dando como resultado, um teor de 11 g/L de concentragdo de extrato de soja; 1,5 g/L de
concentracdo de extrato de levedura e 80% de teor de umidade, para um periodo de
fermentacdo de 4 dias. Estas condigdes permitiram atingir valores de atividade enzimatica
de: 0,774 Ul/g.s.s para FPAse, 14,41 Ul/g.s.s para CMCase e 26,37 Ul/g.s.s no caso de p-

glucosidase.
e O tempo no qual se apresenta o pico de producdo das celulases muda em funcio da
composi¢do do meio de cultura, ¢ assim como foi possivel passar de um periodo

determinado inicialmente de 14 dias até 4 dias de tempo de fermentacao.

e Ratificando outros estudos foi confirmada a influencia do conteido de umidade no cultivo

em fermentacdo em estado solido, na producao de celulases.
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O modelo matematico determinado a partir dos dados deste estudo permite relacionar as
variaveis de concentragdo de extrato de extrato de soja, fonte de carbono adicional;
concentracdo do extrato de levedura, como fonte de nitrogénio e teor de umidade, com a
atividade enzimatica FPAse, CMCase, B- glucosidase, produzidas por Aspergillus niger

em fermentacdo em estado solido utilizando bagaco de cana in natura como substrato.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

E clara a importancia de continuar pesquisando na produgdo de celulases, utilizando
materiais lignoceluldsicos, especialmente o bagaco dada a alta disponibilidade desse material
no Brasil. E por isso que seria importante em trabalhos futuros considerar os seguintes

aspectos:

v" Integrar o processo de producdo de celulases utilizando bagago de cana in natura com a
hidrolise desse mesmo bagaco. Levando em conta, possibilidade de que se esteja
apresentando um pré-tratamento biologico, além da afinidade das enzimas pela biomassa

onde elas sdo produzidas.

v Aprofundar o estudo e aplicagdo do extrato de soja como componente no meio de cultura
para producdo de celulases, sendo avaliado como suplemento em culturas como outros

substratos € com outros micro-organismos.
v' Considerando o conceito de biorrefinarias, seria importante avaliar residuos da

agroindustria sucroalcooleira, tais como: palha de cana entre outros, como componentes

do meio de cultura para producio de celulases.
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