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RESUMO

Os principais desafios para a producao de etanol celulésico se relacionam aos
custos de obtencdo das celulases, a disponibilizacdo da celulose presente nos
materiais lignocelulésicos (para maior rendimento da sacarificacdo enzimética), bem
como a eficiente conversdo da glicose liberada em etanol. As celulases microbianas
tém sido extensivamente estudadas nos ultimos anos, visando a sua aplicagdo no
bagaco de cana-de-aclcar para liberacdo de acucares fermentesciveis e
posteriormente a producdo de etanol celulésico. O presente trabalho teve como
objetivo o estudo da producdo de celulases por oito fungos endofiticos, por
fermentacdo em estado solido (FES) e a utilizacdo dos extratos enzimaticos na
sacarificacdo do bagaco de cana-de-acucar pré-tratado. Os fungos foram cultivados
utilizando-se quatro misturas (1:1 p/p) de diferentes substratos lignocelulésicos,
sendo selecionada para cada fungo, a mistura que proporcionou as maiores
atividades de celulases nos extratos enzimaticos obtidos. Tais enzimas foram
utilizadas na sacarificacdo do bagaco de cana submetido a pré-tratamento
hidrotérmico alcalino (NaOH 5% p/v), o qual apresentou a vantagem de gerar uma
baixa concentracdo de inibidores, seguindo trés diferentes protocolos de
sacarificacdo. Nesta etapa, foram selecionados os fungos Phomopsis stipata SC 04
(concentracdes de glicose de 3,82 e 4,72 mg/mL nos hidrolisados obtidos pelos
Protocolos 1 e 2 de sacarificagdo respectivamente) e Botryosphaeria sp. AM 01
(concentracao de glicose de 4,01 mg/mL no hidrolisado obtido pelo Protocolo 2 de
sacarificacdo). Foram realizados delineamentos experimentais visando a avaliacao
da influéncia das variaveis envolvidas na sacarificacdo. Para P. stipata SC 04
Protocolo 1, foram otimizadas as cargas de bagaco, endoglucanase e concentracao
de Tween 80 (15,364% e 288,07 U totais, 0,095% respectivamente), obtendo-se
glicose em concentracdo 2,42 vezes superior, quando comparado com a
sacarificacdo prévia. Quando se empregou o Protocolo 2 de sacarificacao,
utilizando-se P. stipata SC 04 ou Botryosphaeria sp. AM 01, foi possivel otimizar as
condicbes carga de bagaco pré-tratado e concentracdo de Tween 80 (9,27% e
0,283%, respectivamente, para o0 primeiro fungo; 7,17% e 0,8345%,
respectivamente, para o segundo fungo). Assim, o uso de enzimas microbianas na
sacarificacdo do bagaco de cana submetido a pré-tratamento hidrotérmico com
NaOH levou a obtencdo de hidrolisado com caracteristicas adequadas para a
utilizacdo como fonte de glicose para producao de etanol celuldsico, 0 que permitiu
gue a levedura Saccharomyces cerevisiae consumisse 85,8% da glicose presente
em 24 horas de fermentacéo, produzindo 5,22 g/L de etanol celuldsico.

Palavras-chave: Fungos endofiticos, Celulase, Bagaco de cana, Hidrolise,
Biomassa.



ABSTRACT

The main challenges for cellulosic ethanol production have been related to cellulases
costs, to the availability of cellulose in lignocellulosic materials (for higher yield of
enzymatic saccharification), as well as to the efficient conversion of glucose in
ethanol. Microbial cellulases have been extensively studied in the last years, aiming
its application on sugarcane bagasse to release of fermentable sugars and later the
cellulosic ethanol production. The present work had as objective the study of
cellulase production by eight endophytic fungi by solid-state fermentation (SSF), and
the use of the enzymatic extracts in saccharification of pre-treated sugarcane
bagasse. The fungi were cultivated using four mixtures (1:1 w/w) of different
lignocellulosic substrates, has being selected for each fungus, the mixture that
provided the highest cellulases activities in the enzymatic extracts obtained. These
enzymes were used in the saccharification of sugarcane bagasse submitted to
alkaline hydrothermal pre-treatment (NaOH 5% w/v), which had the advantage of
generates a low inhibitors concentration, following three different saccharification
protocols. In this step, the fungi selected were Phomopsis stipata SC 04 (glucose
concentration of 3.82 and 4.72 mg/mL in the hydrolysates obtained from
saccharification Protocols 1 and 2, respectively), and Botryosphaeria sp. AM 01
(glucose concentration of 4.01 mg/mL in the hydrolysate obtained from
saccharification Protocol 2). Experimental designs were performed aiming the
evaluation of the influence of variables involved in saccharification. For P. stipata SC
04, using Protocol 1, the charges of bagasse, endoglucanase and Tween 80 were
optimized (15.364% e 288.07 U totais, 0.095% respectively), obtaining glucose in
concentration 2.42 times higher when compared to previous saccharification. When
saccharification Protocol 2 was employed, using P. stipata SC 04 or Botryosphaeria
sp. AM 01, it was possible to optimize the conditions of pre-treated bagasse charge
and Tween 80 concentration (9.27% and 0.283%, respectively, for the first fungus;
7.17% and 0.8345%, respectively, for the second fungus). Therefore, the use of
microbial enzymes in saccharification of sugarcane bagasse submitted to
hydrothermal pre-treatment with NaOH led to achievement of hydrolysate with
suitable characteristics for using as glucose source to cellulosic ethanol production,
allowing the Saccharomyces cerevisiae to consume 85.8% of contained glucose in
24 hours of fermentation, producing 5.22 g/L of cellulosic ethanol.

Keywords: Endophytic fungi, Cellulase, Sugarcane bagasse, Hydrolysis, Biomass.
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1 INTRODUCAO

A biomassa lignoceluldsica tem sido reconhecida mundialmente como fonte
sustentavel de acucares com grande potencial para a utilizacdo na producédo de
biocombustiveis (HIMMEL et al., 2007), entre os quais o etanol celulésico ou de
segunda geracao, representando assim uma importante alternativa para a obtencao
de energia renovavel (KUHAD et al., 2016).

O bagaco de cana é um subproduto lignocelulésico gerado na industria
sucroalcooleira durante a extracdo do caldo de cana (DIAS et al., 2012), sendo
considerado uma importante e eficaz biomassa para producéo de etanol de segunda
geracgdo. E composto por aproximadamente 50% de celulose, 25% de hemicelulose
e 25% de lignina. Apresenta pequenas quantidades de pectina, proteinas, minerais e
compostos de baixo peso molecular, além de apresentar baixo teor de cinzas (em
torno de 2,4%), 0 que representa uma grande vantagem para sua bioconversao por
microrganismos quando comparado com outros residuos lignocelulésicos (PANDEY
et al., 2000).

Os acucares fermentesciveis podem ser obtidos a partir do bagaco de cana
por hidrélise quimica ou enzimatica de seus principais polissacarideos constituintes,
celulose e hemicelulose. Especialmente em relacdo a celulose, alguns fatores
restringem a eficacia da hidrélise enzimatica, como a recalcitrancia do bagaco,
representada principalmente pela presenca da lignina, a qual dificulta o acesso das
celulases aos seus substratos. Além disso, a cristalinidade da celulose também é um
fator limitante a acdo das celulases. Assim, uma etapa de pré-tratamento faz-se
necessaria para modificar a estrutura da lignina ou remové-la, bem como diminuir a
cristalinidade da celulose, aumentando a eficiéncia da de hidrélise enzimética
(FERNANDES et al., 2009; HOANG et al., 2015; WANG et al., 2016).

Varios pré-tratamentos tem sido empregados para esta finalidade. O pré-
tratamento hidrotérmico, também chamado de auto-hidrélise, utiliza agua sob
temperaturas elevadas (120-260°C) como meio de reacdo (CARVALHO et al., 2015).
A eficacia deste método pode ser aumentada com o emprego de agentes
deslignificantes, como NaOH, que contribuem para variacdes de pH favorecendo a
desestruturacdo da fibra vegetal (CARVALHO et al., 2015; GAO et al.,, 2013;
MARYANA et al., 2014). O pré-tratamento hidrotérmico tem sido relatado por facilitar
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a posterior hidrélise enzimatica da celulose, pois ndo h& elevada geracdo de
produtos inibidores da fermentacéo (LIMAYEM; RICKE, 2012).

Além da escolha de um método de pré-tratamento que nao leve a perda de

celulose, ndo seja oneroso e que ndo comprometa a fermentacdo alcodlica pela
geracao de inibidores, a obtencao de celulases eficientes e a baixo custo é essencial
para tornar o processo de obtencéo de etanol de segunda geracdo economicamente
viavel (SIMS et al., 2010). A obtencéo de celulases pelo cultivo de microrganismos
por fermentacdo em estado sdlido (FES) tem sido uma importante alternativa para
producdo dessas enzimas a baixo custo, uma vez que ha possibilidade de se utilizar
como substratos residuos agricolas e agroindustriais abundantes, amplamente
disponiveis e baratos (AMANDE et al., 2013; CHILIVERI; KOTI; LINGA, 2016;
VASANTHI; MEENAKSHISUNDARAM, 2012).
As celulases podem ser produzidas por muitos microrganismos, especialmente pelos
fungos filamentosos quando cultivados por FES em substratos lignocelulésicos
(MAEDA et al.,, 2013). Dentre os fungos filamentosos, tem se destacado os
endofiticos, por possuirem potencial de producdo de enzimas de degradacdo de
material vegetal, entre as quais as celulases (ZHENG et al., 2015). Constituem um
grupo de organismos muito diversificado e estdo presentes na maioria (se hdo em
todas) das plantas de ecossistemas naturais, sem provocar sintomas externos
(KOGEL; FRANKEN; HUCKELHOVEN, 2006). Desta forma, fungos endofiticos tem
despertado interesse como novas fontes de celulases pois, uma vez que colonizam
os tecidos vegetais, podem produzir enzimas com caracteristicas peculiares e
interessantes do ponto de vista do ataque a celulose. Estudos envolvendo
prospeccdo de celulases pelo cultivo dos fungos endofiticos por fermentacdo em
estado sdlido (FES) sdo pouco frequentes e abordam a producdo por alguns
géneros mais estudados. Desta forma, é importante a busca por géneros nédo
comumente citados na literatura (KAPOOR et al., 2010).

O complexo celulolitico microbiano €é composto pelas enzimas
endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases. Endoglucanases ou
carboximetilcelulases (CMCases) (EG, endo-1,4-B-D-glucan 4-glucanohydrolase, EC
3.2.1.4) atuam sobre a celulose liberando glicooligossacarideos, diminuindo o grau
de polimerizacdo da celulose, facilitando a acdo das exoglucanases ou
celobiohidrolases (CBH, 1,4-B-D-glucan cellobiodehydrolase, EC 3.2.1.91). Estas,

por sua vez, hidrolisam as ligacdes glicosidicas a partir das extremidades redutoras
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(CBH 1) e nédo redutoras (CBH Il) das cadeias de celulose, liberando unidades de
celobiose. As B-glucosidases (EC 3.2.1.21) entdo hidrolisam celobiose e pequenos
oligossacarideos, liberando glicose (LYND et al., 2002).

Em busca da melhoria dos processos, tem sido citado em varios trabalhos
0 uso de ferramentas de planejamento experimental para otimizar a sacarificacdo do
bagaco de cana-de-acUcar utilizando-se extratos enzimaticos com atividade de
celulases, além de outras enzimas de degradacao de lignocelulose (MAURYA et al.,
2013; MORANDO et al., 2014; MYAT; RYU, 2014). Esta metodologia € interessante,
pois permite avaliar a interagdo entre as varidveis estudadas e, na maioria das
vezes, otimizar o processo, gerando uma superficie de resposta a partir de um
namero reduzido de experimentos ( RODRIGUES; IEMMA, 2014; SINDHU et al.,
2014). As principais variaveis estudadas sao carga de enzima, carga de substrato,
agitacdo, surfactantes como Tween 80, temperatura e tempo (ARIAS et al., 2016;
MORANDO et al., 2014; MORETTI et al., 2014a; QING; WYMAN, 2010) .

Considerando-se o0 exposto, no presente trabalho foi avaliada a influéncia
de diferentes substratos na producdo de celulases por 8 fungos endofiticos, por
FES, bem como foram realizados experimentos de sacarificacdo do bagaco de cana-
de-acucar submetido a pré-tratamento hidrotérmico alcalino. Os experimentos de
sacarificacdo envolveram o uso dos extratos enzimaticos obtidos bem como o
emprego de todo o material fermentado (substratos + crescimento fungico),
excluindo-se a etapa de extracdo das enzimas. Foram ainda realizados
experimentos de otimizacdo da sacarificacdo do bagaco pré-tratado, utilizando-se

metodologias de planejamento experimental e superficie de resposta.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo principal o estudo da producdo de
celulases por fungos endofiticos, por FES, e a utilizacdo dos extratos enzimaticos na
sacarificacdo do bagaco de cana-de-acucar pré-tratado.

2.2 Objetivos especificos

Como obijetivos especificos do presente trabalho destacam-se:

- avaliar a influéncia de diferentes substratos lignocelulésicos sobre a
producédo de celulases por 8 fungos endofiticos cultivados por FES e selecionar
aquele que proporcionar melhores atividades enzimaticas, para cada fungo;

- submeter o bagaco de cana-de-acUcar a pré-tratamento hidrotérmico
alcalino, utilizando-se NaOH;

- caracterizar o bagaco in natura e pré-tratado quanto ao teor de lignina,
celulose e hemicelulose;

- utilizar os extratos enzimaticos produzidos pelos 8 fungos, pelo cultivo por
FES nos respectivos substratos selecionados, na sacarificacdo do bagaco pré-
tratado empregando-se o Protocolo 1 de sacarificacao;

- cultivar os 8 fungos, por FES, nos respectivos substratos selecionados e
utilizar todo o material proveniente deste cultivo (substrato + crescimento flngico)
como fonte de enzimas para a sacarificacdo do bagaco pré-tratado, utilizando o os
Protocolos 2 e 3 de sacarificacdo, 0os quais excluem a etapa de extracdo das
enzimatica. Selecionar as condicdes (fungos e respectivos Protocolos de
sacarificacdo) que levarem a maior concentracdo de glicose nos hidrolisados obtidos
na sacarificacao e otimizar este processo utilizando-se ferramentas de planejamento
experimental;

- caracterizar as celulases produzidas pelos fungos selecionados na etapa
acima quanto a temperatura e pH 6timos de atividade, além de estabilidade frente a

variagcdes de pH e temperatura;
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- avaliar a influéncia de glicose e etanol sobre a atividade das B-glicosidases
produzidas pelos fungos selecionados.

- analisar o hidrolisado selecionado obtido sob as condi¢cbes otimizadas de
sacarificacdo em relacdo a presenca de inibidores de fermentacéo e utiliza-lo como

fonte de glicose para fermentacao pela levedura Saccharomyces cerevisiae.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cana-de-acUcar e producéao de etanol

A cana-de-agucar (Saccharum officinarium) é uma monocotiledénea
pertencente a familia das Poaceae, mais comumente chamadas de gramineas. E
originaria do sudeste asiatico, sendo introduzida no Brasil no inicio do século XVI
(ROSILLO-CALLE; BAJAY; ROTHMAN, 2005).

Todo modelo brasileiro para producdo de acglcar e, mais tarde, para producao
de etanol é consequéncia da inclusdo da cana-de-acUcar pelos portugueses devido
a necessidade de combustiveis durante a crise do petrdleo (SCHWARTZ, 2005).

Atualmente, a cana-de-acucar tem sido uma das principais culturas da
economia brasileira, sendo também cultivada em mais de 100 paises. O Brasil €
atualmente o maior produtor mundial de cana-de-acuUcar para a industria de acucar e
alcool, sendo responséavel por 651,841 mil toneladas na safra atual (2016/2017)
(UNIAO DA INDUSTRIA DE CANA-DE-ACUCAR, 2016) e é, consequentemente, o
maior exportador (TRIANA, 2011).

No processamento industrial da cana é realizada a extracdo do caldo rico em
sacarose, a partir do qual sdo produzidos o acucar e o etanol. Parte do bagaco
resultante deste processamento € direcionada para queima e posterior geracdo de
energia elétrica (ESPIRITO SANTO, 2015; HASSUANI; LEAL; MACEDO, 2005),
havendo ainda um grande excedente. A partir de cada tonelada de cana-de-acucar
processada s@o gerados aproximadamente 260 quilos de bagaco (UNIAO DA
INDUSTRIA DE CANA-DE-ACUCAR, 2016). Sendo geradas muitas toneladas desse
material lignocelulésico, anualmente, este se torna uma fonte importante para
obtencdo de varios bioprodutos, sem concorrer com a quantia destinada para
alimentacdo de rebanhos (HICKERT, 2010; KIM; YUN, 2006). Um desses
bioprodutos é o etanol de segunda geracdo (2G), que se apresenta como uma
alternativa promissora ao uso de combustiveis fésseis, cujas reservas tem diminuido
progressivamente (SCHEUFELE et al., 2012).

O etanol de primeira geracdo € produzido através da fermentacdo dos
acucares encontrados na cana-de-acucar (ESPIRITO SANTO, 2015). Ja o etanol 2G
€ produzido a partir da glicose ou xilose obtidas pela hidrdlise da celulose e

hemicelulose, respectivamente (SCHEUFELE et al., 2012). Considerando-se que a
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levedura Saccharomyces cerevisiae tradicionalmente empregada nos processos de
producéo de etanol ndo fermenta pentoses, grande parte das pesquisas sobre
bioetanol tem focado no etanol celulésico, produzido pela fermentacdo da glicose
obtida a partir da hirdlise da celulose (ZABED et al., 2016). As pesquisas cientificas
envolvendo este contexto de biorrefinarias tem se intensificado nos ultimos anos,
visando a bioconversdao da lignocelulose presente no bagaco de cana para a
producéo de etanol (ZHANG; SONG; HAN, 2017). A bioconversao dessa biomassa
lignocelulésica poderia aumentar significativamente o potencial dessa graminea e,
além disso, a implantacdo dessa tecnologia seria economicamente viavel, pois

poderia ser anexada as usinas sucroalcooleiras (ESPIRITO SANTO, 2015).

3.2 Biomassa lignocelulésica

A Dbiomassa lignocelulésica € composta basicamente por celulose,
hemicelulose e lignina os quais estdo intimamente ligados, constituindo o que se
denomina de lignocelulose, o principal componente da parede celular vegetal. Além
destes componentes, estdo presentes quantidades menores de outros como
extrativos, proteinas estruturais e cinzas. (FENGEL; WEGENER, 1989). Assim a
lignocelulose representa aproximadamente 90% do peso seco total (BALAT, 2011).

A Figura 1 apresenta um modelo da estrutura do material lignocelulésico e

seus principais.
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Figura 1 — Estrutura do material lignocelulésico e seus principais constituintes.
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Fonte: Adaptado de Zhang; Song; Han, (2017)

Celulose e a hemicelulose, juntas, representam cerca de 70% da biomassa
vegetal, estando estreitamente ligadas a lignina através de ligac6es covalentes que
tornam a estrutura altamente robusta, gerando rigidez a parede celular (KNAUF;
MONIRUZZAMAN, 2004; MIELENZ, 2001)
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3.2.1 Celulose

A celulose representa de 40 a 60% da biomassa vegetal seca, sendo também
o polimero mais abundante na natureza (GURGEL, 2007). E um homopolissacarideo
linear e ndo ramificado (NELSON; COX, 2014), constituido de mon6meros de
glicose unidos por ligacbes S -(1,4) glicosidicas, tendo como unidade repetitiva a
celobiose (KLEMM et al., 1998) (Figura 2).

Figura 2 — Esquema da estrutura molecular da celulose.
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Fonte: Adaptado de Klemm et al., (2005)

As cadeias de celulose apresentam extremidades diferentes em relacdo aos
carbonos envolvidos na ligacdo glicosidica 3-(1,4). Na extremidade redutora, o
carbono 1 é apresentado na estrutura hemiacetal, enquanto na extremidade nao
redutora o carbono C4 possui sua hidroxila original (GURGEL, 2007; KLEMM et al.,
2005) (Figura 2.).

Na celulose, as ligacdes de hidrogénio intra e intercadeias mantem a estrutura
do polimero (Figura 3). Tais ligacbes sdo mais organizadas e coesas nas regioes
denominadas cristalinas, as quais sdo de dificil acesso a agua e enzimas e,

portanto, menos suscetiveis a hidrolise enzimatica (SUHAS et al., 2016)..
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Figura 3 — Demonstra¢éo do arranjo paralelo das cadeias do polimero da celulose.

Fonte: Adaptado de Harmsen et al. (2010)

Vérias cadeias de celulose, quando dispostas paralelamente e interligadas
através de ligacbes de hidrogénio, formam as microfibrilas. Estas, por sua vez,
organizam-se em macrofibrilas que constituem as fibras de celulose, como ilustrado

na Figura 4.
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Figura 4 — Organizagao estrutural da fibra de celulose.
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3.2.2 Hemicelulose

Interagindo através de ligacbes nao-covalentes com a celulose tem-se a
hemicelulose, que representa cerca de 20 a 30% da biomassa vegetal seca (LYND;
WYMAN; GERNGROSS, 1999). Consiste em cadeias curtas e altamente ramificadas
de varios monossacarideos com cinco e seis atomos de carbono, principalmente
xilose, arabinose, galactose, glicose e manose, podendo conter também acidos
hexourdnicos e desoxi-hexoses. A xilana € o principal polissacarideo componente da
hemicelulose (HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ, 2005; LYND; WYMAN;
GERNGROSS, 1999).
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Figura 5 — Estrutura molecular da hemicelulose (A); Estrutura da xilana (B).
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3.2.3 Lignina

A lignina representa de 10 a 25% da composicéo da biomassa lignocelulgsica,
atuando como um material cimentante (HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ,
2005).Trata-se de um polimero tridimensional complexo composto por unidades

fenilpropandideis (Figura 6).
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Figura 6 — Estrutura esquematica da lignina de madeira macia.
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A lignina é polimerizada a partir de trés monémeros, sendo eles alcool
cumarilico, alcool coniferilico e sinapilico (Figura 7), os quais se unem por ligacdes
éter através do oxigénio do grupo hidroxila do anel fendlico e por ligacdes carbono-
carbono, sendo diferenciados pelo nimero de metoxilas ligadas ao anel (BOERJAN;
RALPH; BAUCHER, 2003).

Figura 7 — Mondmeros fenilpropandides constituintes da lignina.
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E um polimero aromatico insolivel em agua que fornece impermeabilizacéo
bem como resisténcia mecéanica aos vegetais. Assim € responsavel por conferir um
carater hidrofébico a parede celular vegetal e protegé-la contra a degradacéo
enzimatica (EK; GELLERSTEDT; HENRIKSSON, 2009).

A porcentagem de lignina varia entre as diferentes biomassas vegetais,
(RAMOS, 2003). As ligninas derivadas de gramineas, como a cana-de-agucar
apresentam os trés mondmeros principais basicos p-cumaril, além de grupos siringil
e guaiacil (JORGENSEN; KRISTENSEN; CLAUS FELBY, 2007). A lignina € um dos
principais obstaculos na eficiéncia da sacarificacdo enzimatica, pois além de impedir
0 acesso das hidrolases aos seus substratos também € responséavel por ocasionar a
ligacdo improdutiva de celulases (MOSIER et al., 2005).

3.3 Producéao de etanol a partir de materiais lignocelulésicos

A obtencdo de biocombustiveis a partir de materiais lignocelulésicos tem
atraido cada vez mais o interesse da comunidade cientifica, cujos estudos tem
focado o desenvolvimento e a otimizacdo de processos relacionados a conversao
dos carboidratos presentes nestes materiais em acucares fermentesciveis
(JYRGENSEN; KRISTENSEN; CLAUS FELBY, 2007). Nos dultimos anos, tem
crescido o interesse na eficiente utilizacdo de residuos agroindustriais renovaveis,
incluindo o bagaco de cana-de-acucar, que € gerado apdés o esmagamento e
extracdo do suco (PANDEY et al.,, 2000). Existem alguns processos principais
envolvidos na producdo de etanol celuldsico: producdo das enzimas microbianas
envolvidas na degradacdo de lignocelulose, pré-tratamento da biomassa
lignocelulésica, a fim de facilitar o acesso dessas das celulases a celulose, hidrélise
enzimatica da biomassa pré-tratada para conversdo da celulose, assim a
fermentacdo da glicose em etanol, separacdo, destilacdo e tratamento de efluentes.
A producao de etanol celulésico tem sido amplamente estudada visando a melhoria
no processo como um todo, especialmente no que se refere ao custo das etapas de
producédo das enzimas e de pré-tratamento, bem como a viabilidade deste ultimo,
relacionada a baixa geracdo de produtos téxicos ao ambiente e/ou inibidores de
fermentacdo (ALVIRA et al., 2010; KOPPRAM et al., 2014).
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3.4 Producao de enzimas de degradacao de material vegetal

Cada vez mais tem-se investido em pesquisas e desenvolvimentos no campo
de enzimas para aplica¢gOes industriais, buscando-se melhoria e reducéo de custos
do processo (THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013).

Segundo Ravindran e Jaiswal (2016) o custo da producédo de bioetanol
celulésico é predominantemente dependente do custo das enzimas utilizadas na
hidrélise da celulose. Tendo em vista 0 alto custo das preparacbes enzimaticas
microbianas comercias, tem—se buscado novas tecnologias de producédo. Umas das
alternativas sdo 0s processos que utilizam residuos lignocelulésicos como
substratos para o cultivo microbiano e inducdo da producédo das enzimas, 0 que se
torna vantajoso em relacdo as questdes ambientais e econdmicas. Tais processos
séo conhecidos como fermentac¢des em estado solido (FES).

Microrganismos como fungos filamentosos tem se destacado na producao de
enzimas de degradacdo de materiais lignocelulésicos quando cultivados por FES
nestes substratos (MAEDA et al., 2013). Entre estes fungos, os endofiticos séo
pouco estudados neste sentido e tem potencial para a producdo de enzimas de
degradacao de material vegetal, entre as quais as celulases e xilanases (ZHENG et
al., 2015).

Os fungos endofiticos constituem um grupo de organismos de grande
diversidade e estdo presentes na maioria (se ndo em todas) das plantas de
ecossistemas naturais, sem provocar sintomas externos (KOGEL; FRANKEN;
HUCKELHOVEN, 2006). Produzem hidrolases extracelulares como parte do seu
mecanismo de resisténcia para poder superar as defesas do hospedeiro ou mesmo
para obter nutrientes provenientes do solo (TAN; ZOU, 2001). Por colonizarem os
tecidos vegetais, podem produzir enzimas com caracteristicas interessantes para
acesso e ataque aos substratos (KAPOOR et al., 2010).

Nas FES, a fase aquosa é minima, sendo utilizados substratos soélidos como
suporte e/ou fonte de nutrientes para o crescimento microbiano, assim simulando as
condi¢Bes dos habitats naturais dos fungos filamentosos (SINGHANIA et al., 2009;
THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013). Fatores como temperatura, pH e teor de
umidade do meio de cultivo, aeracdo, substratos indutores, bem como as
concentragfes dos demais nutrientes sdo varidveis importantes que influenciam no
processo (PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000).


https://www.sinonimos.com.br/predominantemente/
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3.4.1 Enzimas do complexo celulolitico

Com a crescente pesquisa na area de biocombustiveis, tem-se investido na

producdo de enzimas microbianas para a sacarificacdo da biomassa lignocelulésica,
principalmente as celulases, para a obtencao de glicose a partir da celulose presente
nessa biomassa. (BINOD et al., 2013).
A sacarificacdo enziméatica da celulose envolve a acdo sinergistica de varias
enzimas do complexo celulolitico: endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases
(Figura 8). As endoglucanases ou carboximetilcelulases (CMCases) (EG, endo-1,4-
B-D-glucan 4-glucanohydrolase, EC 3.2.1.4) atuam sobre as ligacdes internas das
cadeias de celulose liberando glicooligossacarideos. S&o as responsaveis por iniciar
a hidrolise, assim diminuindo o grau de polimerizacdo da celulose e fornecendo
extremidades redutoras e nao redutoras para a acdo das exoglucanases ou
celobiohidrolases (CBH, 1,4-B-D-glucan cellobiodehydrolase, EC 3.2.1.91)
(CASTRO; PEREIRA JR, 2010; COUGHLAN; LJUNGDAHL, 1988). Estas, por sua
vez, podem ser do tipo | (CBH I), que atuam em extremidades redutoras e do tipo Il
(CBH 1), que atuam em extremidades ndo redutores, liberando unidades de
celobiose (LYND et al., 2002). Por fim ha a acdo das B-glicosidases (EC 3.2.1.21)
gue atuam sobre a celobiose e pequenos oligossacarideos, liberando glicose (LYND
et al., 2002).

As enzimas exoglucanases podem ser inibidas pelo seu produto de hidrodlise,
a celobiose, assim como as B-glicosidases podem sofrer inibicdo pela glicose
(CASTRO; PEREIRA JR, 2010).
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Figura 8 — Representagéo esquemdtica do sistema celulolitico microbiano.
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3.5 Pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos

A producdo de etanol celulésico apresenta algumas vantagens,
especialmente relacionadas ao uso de residuos agroindustriais. No entanto, a etapa
de hidrolise enzimatica da celulose em glicose apresenta algumas barreiras fisico-
guimicas e estruturais que diminuem a eficiéncia das celulases. Assim faz-se
necessario uma etapa de pré-tratamento, responsavel por mudancas estruturais e
de composicdo na lignocelulose, essenciais para aumentar a acessibilidade das
enzimas a celulose (ALVIRA et al.,, 2010; KOPPRAM et al., 2014; RAVINDRAN;
JAISWAL, 2016) (Figura 9). O custo da etapa de pré-tratamento pode representar
cerca de um terco do custo global do processo (LYND; ELANDER; WYMAN, 1996),
sendo portanto necessario desenvolver tecnologias eficientes e econdmicas, a fim
de viabilizar a producéo do etanol celulésico (KOPPRAM et al., 2014).

Além de buscar um aumento na acessibilidade das celulases, o pré-
tratamento visa a diminuicdo da cristalinidade da celulose, a desestruturacdo ou
remocao da lignina, a dissociacdo do complexo lignina-celulose, e o0 aumento da
area superficial da biomassa como um todo (HOANG et al., 2015; MOSIER et al.,
2005). Assim, aumenta-se a conversdao enzimatica da celulose, e
consequentemente, se obtém um maior rendimento em etanol (SINGH et al., 2014).

Cada pré-tratamento tem um efeito especifico sobre os diferentes

componentes da lignocelulose. Desta forma, diferentes métodos e condi¢gfes devem
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ser escolhidos de acordo com objetivo de cada processo, subsequente etapa de
hidrélise e fermentacdo (ALVIRA et al., 2010). De modo geral, o pré-tratamento deve
ser eficiente em termos de rendimento, funcionalidade, custo e deve ainda preservar
as fracdes de carboidratos, incluindo a hemicelulose, a partir da qual pode-se obter
pentoses, as quais podem também ser utilizadas por microrganismos fermentadores
para a obtencdo de etanol. Além disso, esta etapa deve evitar e/ou minimizar a
formacdo de compostos inibidores, os quais podem ser prejudiciais na etapa da
sacarificacao e de fermentacéo (SINGH et al., 2014).

Figura 9 — Esquema do pré-tratamento de biomassa lignocelulésica.
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Fonte: Adaptado de Gupta et al., (2016)

Os métodos de pré-tratamento podem ser classificados como fisicos
(métodos com moagem, trituracéo, uso de altas temperaturas, vapor), quimicos (com
uso de bases, acidos, solventes organicos), biolégicos (emprego de enzimas como
ligninases). Pode-se ainda empregar combinacdes destes métodos (SINGH et al.,
2014).

Muitos métodos de pré-tratamento tém sido estudados ultimamente,
buscando-se maior eficiéncia e vantagens em termos ambientais e econémicos.
Dentre os métodos estudados para a extracdo de lignina e hemicelulose, 0 uso de
bases ou &cidos tem se mostrado promissor (FASANELLA, 2008). H4 também
tratamentos mais brandos, como por exemplo, baseados no uso de agua sob alta
temperatura. Esse tipo de pré-tratamento tem sido alvo de estudos por ndo gerar
altas taxas de inibidores de fermentacdo que poderiam afetar o rendimento do
processo (ESPIRITO SANTO, 2015).
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3.5.1 Pré-tratamento hidrotérmico alcalino

O pré-tratamento é uma das operacdes fundamentais para a utilizacdo de
materiais lignocelulésicos como matéria prima para a producéo de etanol celulésico.
O objetivo desta etapa é a diminuicao da interacdo dos trés principais componentes
da parede celular: celulose, hemicelulose e lignina. O pré-tratamento hidrotérmico
com adi¢do de uma base, também conhecido por auto-hidrélise, que utiliza vapor de
agua como meio de reacdo (CARVALHO et al., 2015) e tem-se destacado pelo um
baixo custo e pouca ou nenhuma geragcao de produtos inibidores da fermentacéo
(LIMAYEM; RICKE, 2012). Produtos quimicos como algumas bases tem sido
utilizadas para aumentar a eficacia deste pré-tratamento, levando a menor
degradacéao da celulose, além de contribuem para variacdes de pH que favorecem a
desestruturacdo da fibra vegetal (CARVALHO et al., 2015; GAO et al.,, 2013;
MARYANA et al., 2014).

Dentre as agentes quimicos alcalinos, o hidréxido de soédio tem sido
amplamente estudado por levar a degradacdo da lignina, principalmente pela
clivagem das ligacdes éter. Além disso, promove o inchaco da celulose (PARK; KIM,
2012; XU; LI; MU, 2016), proporcionando diminuicdo da cristalinidade da mesma, o
gue leva a um aumento da superficie (MENG; RAGAUSKAS, 2014). Evidencia-se,
ainda a dissociacao das ligacdes lignina-carboidrato (FASANELLA, 2008), como as
ligacbes éter entre hemicelulose e lignina, promovendo a solubilizacdo destes
polimeros, resultando em maior exposicdo da celulose as celulases (SUN et al.,
2016).

3.6 Sacarificacao enzimatica de residuos lignocelulésicos

Duas técnicas tém sido empregadas para a conversdo da biomassa
lignocelulésica em acucares fermentesciveis: a hidrélise acida e a hidrdlise
enzimatica. O processo de hidrélise acida apresenta vantagens por ser muito
eficiente na conversdo, porém a principal desvantagem é a necessidade de
equipamentos altamente resistentes a corrosao, o que gera um aumento no custo do
produto final. Além disso, ao final do processo € necessario a recuperacéo do acido
usado por razbes econdmicas e ambientais (SZENGYEL, 2000). A hidrolise

enzimatica tem sido considerada um processo promissor pela possibilidade de



40

atingir altos rendimentos de conversao de celulose em glicose, de modo geral sem a
formacdo de subprodutos. As enzimas podem ser produzidas por processos
empregando substratos lignocelulésicos baratos e amplamente disponiveis,
diminuindo o custo total do processo. (KOPPRAM et al., 2014). Tem sido
considerado um processo bem-sucedido devido a especificidade da enzima ao
substrato, além da ndo geracdo de inibidores em comparacdo a hidrélise &cida
(ZABED et al., 2016).

No processo enzimatico, a biomassa lignoceluldésica é primeiramente pré-
tratada para aumentar a acessibilidade da area superficial da celulose para sua
conversdo em glicose por acdo mediada por enzimas (MOSIER et al., 2005). Apos
esse pré-tratamento, a celulose, a qual estd mais acessivel, é entdo hidrolisada a
glicose pela agdo das enzimas do complexo celulolitico (CARDONA; QUINTERO;
PAZ, 2010).

Condi¢cbes como o pH, temperatura, carga enzimatica, carga e tipo de
substrato, tempo e agitacdo podem alterar a eficiéncia do processo de sacarificacéo.
Varios trabalhos citam o uso de ferramentas estatisticas para a avaliacdo da
influéncia destes e de outros parametros no processo, bem como de suas
interacdes, na busca de melhores rendimentos, com um numero reduzido de
experimentos ( RODRIGUES; IEMMA, 2014; SINDHU et al., 2014).

3.6.1 Fatores que afetam a sacarificacdo enzimatica

A sacarificacdo enzimatica de materiais lignoceluldsicos pode ser influenciada
nao apenas pela eficacia das enzimas, mas também pelas caracteristicas fisicas e
guimicas (SUN et al., 2016). A combinacdo da composi¢cao do substrato, o tipo de
pré-tratamento e a carga e eficiéncia das enzimas utilizadas para a sacarificacao
tém grande influéncia na digestibilidade da biomassa (ALVIRA et al., 2010).

Os principais fatores que influenciam a sacarificacdo enzimatica da celulose
em matérias-primas lignocelulésicas podem ser divididos em dois grupos: fatores
relacionados a enzima e ao substrato (ALVIRA et al., 2010). Dentre os fatores que
afetam a atividade da enzima destacam-se inibicdo do produto final, estabilidade
térmica, sinergismo e adsorcédo (ZHAO; CHENG; LIU, 2009). Estudos demonstraram
gue a atividade da enzima diminui gradualmente também com o0 aumento da

concentracdo de biomassa soélida, mesmo quando a relacdo enzima e substrato
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permanece constante (XIMENES et al., 2010). Trabalhos anteriores relataram que a
atividade da celulase pode ser inibida por também celobiose, glicose e alguns
produtos formados durante o pré-tratamento da biomassa, como acidos fracos,
furfural, hidroximetil furfural e compostos fendlicos soliveis (ANDRIC et al., 2009).

Os fatores que estéo relacionados ao substrato concentram-se na melhoria da
acessibilidade das enzimas a celulose, a qual pode ser afetada por fatores como a
cristalinidade de celulose, distribuicbes da lignina e hemicelulose bem como a area
de superficie disponivel (ALVIRA et al., 2010).

Estudo anterior relatou que a agitacdo também € um fator que influencia na
sacarificacdo enzimatica, o qual notou-se que com o aumento da agitacéo,
aumentou-se também a desativacédo da enzima (GANESH; JOSHI; SAWANT, 2000).

3.7 Fermentacgéo alcoolica de hidrolisado celuldsico

A producdo de etanol celulésico a partir de biomassa lignoceluldsica,
utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae compreende como passos
principais a hidrolise da biomassa e fermentacdo dos acucares liberados. A levedura
Saccharomyces cerevisiae tem sido considerada a mais apropriada para esse
processo devido ao seu emprego intensivo em processos de fermentacao industrial,
apresentando assim oOtimos desempenhos em conversdo de glicose a etanol,
produtividade e tolerancia alcodlica (KIRALLY et al., 2003).

A conversao do bagaco de cana em etanol pode ser realizada de duas
formas: simultaneamente ou separadamente. Pode ser realizada a hidrélise do
bagaco de cana a glicose e simultaneamente a fermentacéo alcodlica deste acucar,
ou pode ser realizada separadamente em duas etapas (RABELO, 2010).

Assim a escolha do processo mais adequado depende de varios fatores
como propriedades dos microrganismos de fermentacdo, do tipo de matéria-prima
utilizada, além dos aspectos econémicos do processo. O modo mais utilizado e que
tem se mostrado mais vantajoso atualmente € o processo em que primeiramente
realiza-se a hidrélise enzimatica e, posteriormente, a fermentacdo. Este processo
pode ser realizado sob condicbes O6timas, de acordo com as enzimas e
microrganismos utilizados (SZCZODRAK e FIEDUREK, 1996).

O processo de fermentacdo pode ser realizado por modos diferentes. A

fermentacdo geralmente é feita em um sistema de cultura fechado, inoculando-se o
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microrganismo em um meio com quantidade definida de nutrientes, ocorrendo
fermentacdo até o esgotamento destes. Trata-se do modo mais simples de
fermentacdo onde nada é adicionado apds a inoculacdo da levedura, exceto,
possivelmente, adicdo de &cido ou base para controle de pH (BALAT, 2011).

Durante a fermentacéo, a conversdo microbiana de hexoses como a glicose a
etanol ocorre com base na seguinte reacdo, conforme descrito por Tran; I; Lin,
(2013).

CeH1206 (Glicose) = 2 C2HsOH + 2 CO2

Assim, as fermentacdes realizadas com o emprego de hidrolisados de
biomassa lignocelulésica variam quanto ao rendimento em etanol de acordo com o
tipo de biomassa, 0 microrganismo, tipo e concentracdo de acucares nos
hidrolisados bem como com a possivel presenca de inibidores de fermentacéo
(CARDONA; SANCHEZ, 2007).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos

Foram utilizados 8 fungos endofiticos pertencentes a colecao de
culturas do Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais
(NuBBE) do IQ/UNESP (Tabela 1). Tais fungos foram pré-selecionados a partir de
trabalho anterior realizado junto ao Grupo de Pesquisa (MARQUES, 2013) como
potenciais produtores de celulases. As culturas de trabalho foram preservadas em
frascos de vidro contendo 4gua deionizada estéril segundo metodologia descrita por
Castellani (CASTELLANI, 1939). Os fungos também foram preservados por
congelamento a -80°C em frascos contendo glicerol 20%. Discos de 8 mm de
diametro, obtidos a partir do cultivo dos fungos em Agar PDA (Potato Dextrose Agar)
foram transferidos para os frascos, estes foram fechados com uma rolha de borracha

previamente esterilizada e lacrados com uma tampa de aluminio.

Tabela 1 — Fungos endofiticos utilizados e plantas hospedeiras a partir das quais

foram obtidos.

Isolado Género Planta hospedeira
PAJ 03 Cladosporium cladosporioides Ocotea corymbosa
PAJ 01 Tricoderma viridae Ocotea corymbosa
CV 04 Ustilaginoidea sp. Cupania vernalis
SC 04 Phomopsis stipata Styrax camporum
EJC 04 Saccharicola sp. Eugenia jambolana
AM 01 Botryosphaeria sp. AM 01 Alibertia macrophylla
SF 021 Paecilomyces sp. Styrax ferrugineus
XYA 04 Ustilaginoidea sp. Xylopia aromatica

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Producéao das celulases por fermentacdo em estado sélido (FES)

Para producédo de enzimas, os fungos foram cultivados em diferentes misturas
(1:1 p/p) dos seguintes substratos lignocelulosicos: bagago de cana-de-agucar (BC)

e/ou farelos de trigo (FT), algodao (FA) ou soja (FS). Os farelos de soja, algodao e
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trigo foram adquiridos em casa agropecudria na cidade de Araraquara. O bagaco de
cana-de-acucar foi doado pela Usina Virgulino de Oliveira - Planalto — José
Bonifacio/SP. Apenas o bagaco foi previamente lavado, seco a 40 °C sob circulagdo
de ar, processado em triturador e peneirado em peneira de 0,59 mm de malha,
enquanto os farelos foram utilizados sem lavagem.

As FES foram realizadas em sacos de polipropileno autoclavaveis, de 16 x 22
cm (LOTONG; SUWANARIT, 1983; MERHEB-DINI et al., 2010). Em cada saco
foram colocados 5g de mistura de substratos e um espiral de fio de cobre encapado
(para evitar a colapso com o meio de cultivo). Como gargalo foi colocado um pedaco
de cano de PVC (5 cm de altura x 2,2 cm de diametro) vedado com tampao de
algodao (Figura 10).

Figura 10 — FES em sacos de polipropileno.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A umidade inicial foi padronizada em 65% (m/v), de acordo com 0 peso seco
do substrato, adicionando-se, antes da autoclavagem, solucdo nutriente composta
por (g/L): (NH)sSO4 (3,5), KH2PO4 (3,0), MgSO4. 7H-0O (0,5), CaCl> (0,5) e Tween
(MANDELS; STERNBERG, 1976) , sendo o pH ajustado para 5,0. O material foi
esterilizado em autoclave, a 121 °C por 20 minutos.

Para cada cultivo por FES, os fungos foram pré-cultivados, a 28 °C, em
placas de Petri contendo meio PDA (Potato Dextrose Agar), por 8 dias. Apos este
periodo, 5 discos de micélio de 8,0 mm de didametro foram utilizados como inéculo
para cada saco de fermentacdo. Os cultivos foram mantidos a 28 °C, por 8 dias
(MARQUES, 2013).
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Para extracdo de enzimas foram adicionados 50 mL de agua destilada a cada
saco de fermentacdo. A mistura foi homogeneizada manualmente, transferida para
frasco Erlenmeyer de 250 mL e mantida sob agitacdo de 150 rpm, por 1 hora, sob
temperatura ambiente. Apds este periodo, a mistura foi filtrada em tecido de nylon, o
filltrado foi centrifugado a 10.000 xg, a 5 °C, por 15 minutos, e as atividades
enzimaticas foram quantificadas no sobrenadante (PEREIRA et al., 2015). As
misturas de substratos utilizadas para cada fungo sdo apresentadas na Tabela 2 e
foram definidas a partir de dados obtidos em trabalho anterior realizado junto ao
Grupo de Pesquisa (MARQUES, 2013). Nesta etapa foi selecionada a mistura de
substrato mais adequada para a producdo das enzimas, para cada fungo. Todos os

cultivos foram feitos em duplicata.

Tabela 2 — Misturas de substratos utilizadas para o cultivo dos fungos, por FES, a 28

°C, por 8 dias.
Fungos Misturas de substratos

C. cladosporioides PAJ 03 BC+FT BC+FA BC+FS  FS+FT
T. viridae PAJ 01 BC+FT BC+FA BC+FS  FS+FT
Ustilaginoidea sp. CV 04 BC+FT BC+FA BC+FS  FS+FT
P. stipata SC 04 BC+FT BC+FA BC+FS FS+FT
Saccharicola sp. EJC 04 FA+FT  BC+FA BC+FS  FS+FT
Botryosphaeria sp. AM 01 FA+FT  BC+FA BC+FS  FS+FT
Paecilomyces sp. SF 021 FA+FT  BC+FA BC+FS  FS+FT
Ustilaginoidea sp. XYA 04 FA+FT  BC+FA BC+FS  FS+FT

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Determinacao das atividades enziméaticas

4.3.1 Endoglucanase

A atividade de endoglucanase (CMCase) foi determinada de acordo com
Moretti et al., (2012). A mistura de reacao continha 25 pL do extrato enzimatico e
225 pL de solucdo de substrato carboximetilcelulose (CMC — Sigma C5768) (40,0
g/L em tampéao acetato 0,1 mol/L, pH 5,0). A reacéo foi incubada a 60 °C por 10

minutos e, entéo, interrompida pela adicdo de 250 puL do reagente DNS para a
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quantificacdo dos acUcares redutores liberados, como proposto por Miller (1959), a
partir da curva analitica de glicose. O controle da reacao foi feito adicionando-se 250
pL do reagente DNS a 225 pL de solucdo de substrato carboximetilcelulose e, por
fim, adicionando-se 25 pL do extrato enzimatico. As misturas (reagdo e controle)
foram entdo submetidas a banho de ebulicdo, a 100 °C, por 5 minutos e, em
seguida, resfriadas em banho de gelo. Adicionou-se 2,5 mL de agua deionizada,
homogeneizou-se e realizou-se a leitura da absorbancia a 540 nm. Como branco,
utilizado para zerar o espectrofotdmetro, foi utilizada a mistura de 250 pL de agua
deionizada e 250 pL de DNS, sendo submetida a fervura e adicdo de agua como
descrito acima. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para liberar 1,0 umol de acucar redutor por minuto, sob as

condic¢des de ensaio citadas.

4.3.2 Exoglucanase

A atividade de exoglucanase foi determinada por procedimento idéntico ao
descrito no item 4.3.1, porém utilizando-se Avicel Merck K28615431 (10,0 g/L) como
substrato. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1,0 ymol de acucar redutor por minuto, sob as
condicdes de ensaio citadas (MORETTI et al., 2012).

4.3.3 B-glicosidase

A atividade de B-glicosidase foi determinada como descrito por Leite et al.,
(2008) utilizando-se p-Nitrofenil p-D-glicopiranosideo (pNPG — Sigma-Aldrich) como
substrato. A mistura de reacdo consistiu de 250 uL de solugdo tampéo acetato de
sédio (0,1 mol/L, pH 5,0), 250 uL de pNPG (4 mmol/L) e 50 uL de extrato enzimatico.
A reacédo foi mantida a 50 °C por 10 minutos, e entdo interrompida com a adicéo de
2,0 mL de solucdo de Na>CO3 (2 mol/L). O nitrofenol liberado foi quantificado a partir
da curva analitica de p-nitrofenol (Sigma) por espectrofotometria a 410 nm. O tubo
controle continha as mesmas quantidades de reagentes do tubo de reacéo, porém
com a adicdo da solugdo de Na>COs antes do extrato enzimatico, impedindo a
reacao. O tubo branco utilizado para zerar o espectrofotdbmetro continha 250 uL de
solugao tampao acetato de sdédio (0,1 mol/L, pH 5,0), 250 uL de pNPG (4 mmol/L),
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50 pL de agua deionizada e 2,0 mL de solugdo de Na>COs (2,0 mol/L). As leituras de
absorbancia foram realizadas em espectrofotbmetro a 410 nm. Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necesséaria para
liberar 1,0 ymol de nitrofenol por minuto de reacdo, sob as condi¢gdes de ensaio

citadas.

4.3.4 Fpase

A atividade de celulase em papel de filtro (FPase) foi avaliada como proposto
por Ghose, (1987), a 50 °C, utilizando como substrato uma tira de papel de filtro
Whatman n° 1 (1,0 cm x 6,0 cm) em mistura de reacdo composta por 1,0 mL de
tampéao citrato de sodio 0,05 mol/L, pH 4,8 e 0,5 mL de extrato enzimatico. A reacao
foi mantida a 50 °C, por 1 hora e interrompida pela adicdo de 3,0 mL do reagente
DNS para a quantificacdo dos acucares redutores liberados, como proposto por
Miller (1959), a partir da curva analitica de glicose. O tubo foi entdo submetido a
banho de ebulicdo a 100 °C, por 5 minutos, e em seguida resfriado em banho de
gelo. Foram adicionados 20 mL de agua deionizada e a absorbancia foi lida a 540
nm. O tubo controle continha 1,0 mL de tampé&o citrato de sodio 0,05 mol/L, pH 4,8,
3,0 mL do reagente DNS e 0,5 mL de extrato enzimatico. O tubo foi entdo submetido
a banho de ebulicdo, adicdo de agua e leitura da absorbancia como descrito acima.
Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1,0 ymol de agucar redutor por minuto, sob as condi¢gdes de

ensaio citadas.

4.3.5 Xilanase

A atividade de xilanase foi determinada por procedimento idéntico ao descrito
para a atividade de endoglucanase (item 4.3.1), porém utilizando-se xilana
Beechwood (Sigma X4252) (10,0 g/L, em solu¢éo tampéao acetato 0,1 mol/L, pH 5,0)
como substrato e curva analitica de xilose. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 ymol de acucar

redutor por minuto, sob as condi¢des de ensaio citadas (MORETTI et al., 2012).
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4.3.6 B-xilosidase

A atividade de B-xilosidase foi avaliada por procedimento idéntico ao descrito
para [-glicosidase (item 4.3.3), exceto pela substituicdo do substrato pelo 4-
nitrofenol-B-D-xilopiranosideo (PNPX, Sigma). Uma unidade de atividade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 ymol de
nitrofenol por minuto de reacéo, sob as condi¢cdes de ensaio citadas (LEITE et al.,
2008).

4.4 Pré-tratamento hidrotérmico alcalino do bagaco de cana-de-acUcar

O pré-tratamento foi realizado em autoclave, segundo metodologia descrita
por Zhuang e colaboradores (ZHUANG et al., 2009). O bagaco de cana-de-agucar
previamente lavado, seco e triturado foi levado a autoclave (5% p/v em solucao de
NaOH 0,5 mol/L), em frasco Erlenmeyer de 250 mL vedado com papel aluminio, sob
temperatura de 120 °C, durante 1 hora, a 1 atm. ApOs este procedimento, o frasco
foi levado a banho de agua gelada e, posteriormente, mantido sob temperatura
ambiente para a estabilizacdo. A fase sélida foi lavada em agua de torneira até que
0 pH da &agua de lavagem estivesse proximo a neutralidade e, em seguida, 0
material foi lavado com agua destilada, filtrado para a retirada do excesso de agua.
Apés este procedimento, a fase solida foi armazenada a 4 °C, para posterior

utilizacdo nos experimentos de sacarificacao.

4.5 Caracterizacdo quimica dos bagacos in natura e pré-tratado por
NaOH

Bagacos in natura e pré-tratados foram caracterizados quanto a umidade,
lignina total (lignina &cida soltvel e lignina acida insolavel), celulose e xilana
segundo os meétodos desenvolvidos pelo NREL (National Renewable Energy
Laboratory-EUA) (HAMES et al., 2008; SLUITER et al., 2008a, 2008b, 2012).

4.6 Sacarificacdo enzimética do bagaco de cana-de-acucar pré-tratado

Como uma triagem inicial para a sele¢céo dos fungos com os quais seria dada

continuidade ao Projeto, foram realizados experimentos de sacarificagcdo seguindo-
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se trés Protocolos diferentes, em duplicata e com a mesma relagdo volume
total/volume do frasco (1:5). Cloranfenicol foi utilizado na concentracao final de 0,1
mg/mL, afim de evitar contaminagcédo. Apos o tempo de sacarificacdo, o material foi
resfriado em banho de gelo e filtrado a vacuo. A fase liquida foi filtrada utilizando-se
membranas de 0,22 um e utilizada para a quantificacdo dos acucares liberados, por
CLAE.

A concentracdo de glicose (g/L) nos hidrolisados foi determinada e o
rendimento com base nesse acuUcar foi expresso em mg de glicose/g de bagaco de
cana, segundo célculo apresentado abaixo (MORETTI et al., 2014b):

mg glicose/g BC = (g glicose total/g de celulose total)*100

4.6.1 Protocolo 1 de sacarificacao

Neste Protocolo foram utilizados carga sélida de 10% (peso seco/volume) de
bagaco pré-tratado, 20 mL de extrato enzimatico e 5,0 mL de solug¢édo tampao citrato
de sédio (pH 5,0, concentracédo final de 0,05 mol/L) na quantidade necessaria para
um volume final de 25 mL. Os experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyer
de 125 mL, sob agitacao de 200 rpm, a 50 °C, por 24 horas (BUSSAMRA; FREITAS;
COSTA, 2015).

4.6.2 Protocolo 2 de sacarificacao

Este Protocolo empregou o material resultante do cultivo do fungo por FES no
substrato selecionado (substrato fermentado + crescimento fungico), carga de 10%
de bagaco pré-tratado (peso seco/volume), 100 mL de solucdo tampao citrato de
sédio (pH 5,0, concentracéo final de 0,05 mol/L). Os experimentos foram realizados
em frascos Erlenmeyer de 500 mL, sob agitacdo de 200 rpm, a 50 °C, por 24 horas
(BUSSAMRA,; FREITAS; COSTA, 2015; PIROTA; BALEEIRO; FARINAS, 2013).

4.6.3 Protocolo 3 de sacarificacéao

Neste Protocolo foi utilizado o material resultante do cultivo do fungo por FES,

no substrato selecionado (substrato fermentado + crescimento fungico), 50 mL de
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solucdo tampé&o citrato de sédio (pH 5,0, concentracao final de 0,05 mol/L). Nao foi
adicionado bagaco pré-tratado, portanto a carga solida foi de 10% (p/v) apenas
considerando-se os 5,0 g iniciais de substrato usados na FES. Os ensaios foram
realizados em frascos Erlenmeyer de 250 mL, sob 200 rpm, a 50 °C, por 24 horas
(BUSSAMRA; FREITAS; COSTA, 2015; PIROTA; BALEEIRO; FARINAS, 2013).

4.7 Analise acuUcares, etanol e inibidores por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE)

A quantificacdo de acUcares glicose e xilose presente nos hidrolisados foi
realizada por cromatografia de troca ibnica, utilizando-se o HPAEC-PAD Thermo
Scientific (Dionex) ICS-5000 com coluna de troca anionica CarboPac® PA-1, a 25°C,
com eluentes preparados com agua deionizada ultra pura 18 MQ e desgaseificada
com N2. O fluxo utilizado foi de 1 mL/min com os solventes A (agua ultra pura) e B
(solucdo de NaOH 500 mmol/L), utilizando-se eluicdo em modo isocratico com 4,8%
de B e 95,2% de A durante 25 minutos.

A quantificacdo de inibidores no hidrolisado também foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para analise de acidos organicos
(acido vanilico, acido ferulico, acido siringico e acido cumarico), 5-Hidroximetilfurfural
e furfural nesse hidrolisado. As amostras foram centrifugadas a 10000 x g por 15
min, o sobrenadante foi filtrado em membrana de 22 um, e 20 uL foi aplicado no
cromatografo Agilent Tec., modelo 1220 Infinity LC, com bomba binaria, com
amostrador automatico, forno de coluna e um detector UV/VIS. A coluna usada foi
uma C18 ZORBAX Eclipse Plus (4.6x250 mm), mantida a temperatura de 25 °C. A
separacao cromatografica realizada utilizando fase mével metanol:acidoacético:agua
(10:2:88 v/v) como solvente “A” e metanol:acido acético:agua (90: 2: 8 v/v) como
solvente “B” (RODRIGUEZ-DELGADO et al., 2001).

As concentracdes de glicose, xilose, arabinose e etanol nos experimentos de
fermentacdo alcodlica foram determinadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em cromatografo Shimadzu LC-30AD. As amostras foram previamente
filltradas em filtro Sep Pak C18 e injetadas no cromatografo, utilizando-se as
seguintes condicfes: coluna BIO-RAD AMINEX HPX-87H (300 X 7,8 mm), 85°C,
volume de injecdo de 20 puL, detector de indice de refracdo, fase moével acido

sulfarico 0,01 N e fluxo de 0,6 mL/min.
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4.8 Caracterizacdo fisico-quimica de endoglucanases e B-glicosidases

presentes nos extratos de Botryosphaeria sp. AMO1 e P. stipata SC 04

Foi realizada a caracterizacao fisico-quimica das enzimas endoglucanase e [3-
glicosidase presente nos extratos dos fungos P. stipata SC 04 e Botryosphaeria sp.
AMO1. Ambos foram cultivados por FES nos substratos selecionados bagaco de
cana e farelo de soja, por 8 dias, a 28°C.

4.8.1 Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade enzimética

O estudo do efeito do pH e temperatura sobre a atividade das
endoglucanases e B-glicosidases foi realizado através de um delineamento fatorial
do tipo face centrada 22, em dois niveis, com 12 ensaios, incluindo 4 pontos axiais e

4 pontos centrais. A Tabela 3 apresenta os valores codificados e reais utilizados.

Tabela 3 — Valores codificados e reais utilizados no planejamento fatorial fracionado
do tipo face centrada 22, para estudo do efeito do pH e temperatura sobre a atividade de

endoglucanases e B-glicosidases.

Niveis
Variavel -1 0 +1 Unidade
x1-pH 3,5 5,5 7,5 -
X2 - Temperatura 50 60 70 °C

Fonte: Elaborado pelo autor.

As atividades enzimaticas foram determinadas utilizando-se solugcbes de
substrato em pH 3,5, 5,5 e 7,5. Os tampdes utilizados para determinacdo das
atividades enzimaticas de endoglucanase e B-glicosidase foram: tamp&o Mcllvaine
(fosfato de sodio 0,2 mol/L; acido citrico 0,1 mol/L) para o pH 3,5, tampdo MES
hydrate (Sigma-Aldrich M8250) para o pH 5,5 e tampdo MOPS (Sigma-Aldrich
M1254) para o pH 7,5.

A determinacgdo do pH e temperatura étima foi realizada através da andlise da

superficie de resposta, utilizando-se o software Statistica 10 (StatSoft Inc., Tulsa,



52

Oklahoma, EUA). A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para estimar os

parametros estatisticos e o intervalo de confianga adotado foi de 95%.

4.8.2 Efeito do pH e da temperatura sobre a estabilidade das enzimas

A fim de se avaliar o efeito do pH sobre a estabilidade das enzimas, as
mesmas foram incubadas, por 24h, a temperatura ambiente, em solucdes tampéao de
pH 3,5 a 10,5 e, apos este periodo, a atividade residual foi determinada, sob as
condicdes 6timas de reacdo. Os tampdes utilizados foram: tampao Mcllvaine (fosfato
de sbdio 0,2 mol/L; acido citrico 0,1 mol/L) para pH de 3,5 a 5,0, tampdo MES
hydrate (Sigma-Aldrich M8250) para pH 5,5 a 6,5, tampao MOPS (Sigma-Aldrich
M1254) pH de 7,0 a 7,5, tampao TAPS (Sigma-Aldrich T5130) para pH de 8,0 a 9,0
e tampao CAPS (Sigma-Aldrich C2632) para pH de 9,5 a 10,5. A termoestabilidade
foi avaliada incubando-se as enzimas, por 1h, a temperaturas de 30 a 80 °C,

seguindo determinacéo da atividade residual, sob as condicdes oOtimas.

4.8.3 Efeito de glicose e etanol sobre as atividades de -glicosidases

As atividades de B-glicosidases foram quantificadas, como descrito no item
2.11.2, sob condi¢cBes 6timas, na presenca de glicose e etanol em concentracdes de
2 a 20 mMol/L, e 5,0 a 20,0% respectivamente, a fim de se avaliar o efeito dos

mesmos na atividade das enzimas.

4.9 Delineamentos experimentais empregados visando a otimizacao da

sacarificacdo do bagaco pré-tratado

Apbs os experimentos iniciais de sacarificacdo do bagaco pré-tratado, foram
selecionados os Protocolos de sacarificacdo (e respectivos fungos utilizados) que
levaram as maiores concentra¢cdes de glicose nos hidrolisados, sendo: Protocolos 1
e 2, utilizando-se P. stipata SC 04, e Protocolo 2 utilizando-se Botryosphaeria sp.
AM 01. A partir deste ponto, os experimentos de sacarificacdo envolveram o uso de
ferramentas de planejamento experimental, visando a otimizacdo do processo pelo

emprego de planejamento experimental e metodologia de superficie de resposta. As
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variaveis avaliadas e seus niveis foram selecionados com base em dados

reportados na literatura.

4.9.1 Protocolo 1 de sacarificacéo utilizando o extrato de Phomopsis stipata
SC 04

Inicialmente foi realizado um planejamento do tipo delineamento composto
central rotacional (DCCR) 23, em cinco niveis, com 4 repeticdes no ponto central,
totalizando 18 ensaios. As variaveis estudadas e seus respectivos niveis codificados
e reais sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22 empregado nos

experimentos de sacarificacdo segundo o Protocolo 1, utilizando-se o fungo P. stipata SC

04.
Niveis
Unidade
Variavel -1,68 -1 0 1 1,68
x1 - Bagago 8,64 10 12 14 15,36 %
x2 - Endoglucanase 98,87 150 225 300 351,13 U Totais
x3 - Tween 80 0,003 0,04 0,095 0,15 0,187 %

Fonte: Elaborado pelo autor.

Escolheu-se avaliar a carga de enzima baseando-se na atividade de
endoglucanase, em consequéncia da dificuldade de avaliacdo da atividade de FPase
pelo método estabelecido de Ghose (GHOSE, 1987), como ja reportado em
literatura e justificado mais adiante, nos resultados.

Em seguida, realizou-se um delineamento fatorial do tipo face centrada 2% em
trés niveis, com 4 repeticdes no ponto central, totalizando 18 ensaios. As variaveis
estudadas e seus respectivos niveis codificados e reais sao apresentados na Tabela
5.
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Tabela 5 — Delineamento fatorial do tipo face centrada 22 empregado nos experimentos de
sacarificacdo segundo o Protocolo 1, utilizando-se o fungo P. stipata SC04.

Niveis
Variavel -1 0 1 Unidade
x1 - Temperatura 50 55 60 °C
X2 - Agitacao 200 240 280 rpm
x3 - Tempo 8 16 24 horas

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.9.2 Protocolo 2 de sacarificacdo, utilizando-se o fungo de Phomopsis stipata
SC 04

Visando a otimizacao das condi¢Oes de sacarificacdo segundo este Protocolo,
realizou-se inicialmente um planejamento do tipo delineamento composto central
rotacional (DCCR) 22, em cinco niveis, com 4 repeticdes no ponto central,
totalizando 12 ensaios. As variaveis estudadas e seus respectivos niveis sao

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 empregado nos

experimentos de sacarificacdo segundo o Protocolo 2, utilizando-se o fungo P. stipata SC04.

Niveis
_ Unidade
Variavel -1,41 -1 0 1 1,41
x1 - Bagago 3,96 5 7,5 10 11,04 %
x2 - Tween 80 0,008 0,17 0,56 0,95 1,11 %

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em sequéncia, foi realizado um delineamento fatorial do tipo face centrada 2%
em trés niveis, com 4 repetices no ponto central, totalizando 18 ensaios. Na Tabela

7 sdo apresentadas as respectivas variaveis e seus niveis estudados.
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Tabela 7 - Delineamento fatorial do tipo face centrada 22 empregado nos experimentos de
sacarificacdo segundo o Protocolo 2, utilizando-se o fungo P. stipata SC04.

Niveis
Variavel -1 0 1 Unidade
x1 - Temperatura 50 55 60 °C
x2 — Agitacéo 180 200 220 rpm
x3 —Tempo 8 16 24 horas

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.9.3 Protocolo 2 de sacarificacdo, utilizando-se o extrato de Botryosphaeria
sp. AM 01

Dando continuidade nos delineamentos experimentais de sacarificagéo, agora
utilizando-se o fungo Botryosphaeria sp. AM 01, realizou-se inicialmente um
planejamento do tipo delineamento composto central rotacional (DCCR) 22, em cinco
niveis, com 4 repeticbes no ponto central, totalizando 12 ensaios. As variaveis

estudadas e seus respectivos niveis sao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 empregado nos

experimentos de sacarificacdo segundo o Protocolo 2, utilizando-se o fungo Botryosphaeria

sp. AM 01.
Niveis
_ Unidade
Variavel -1,41 -1 0 1 1,41
x1 - Bagago 4,34 6 10 14 15,66 %
x2 - Tween 80 0,008 0,17 0,56 0,95 1,11 %

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em sequéncia foi realizado um delineamento composto central rotacional
(DCCR) 2% em cinco niveis, com 4 repeticdes no ponto central, totalizando 18
ensaios. Na Tabela 9 sdo apresentadas as respectivas variaveis e seus niveis

estudados.
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Tabela 9 - Delineamento composto central rotacional (DCCR) 23 empregado nos
experimentos de sacarificacdo segundo o Protocolo 2, utilizando-se o fungo Botryosphaeria

sp. AM 01.
Niveis
» Unidade
Variavel -168 -1 0 1 1,68
x1 —Temperatura 46,59 50 55 60 63,40 °C
x2 — Agitagao 166,36 1580 200 220 233,63 rpm
X3 = Tempo 2,54 8 16 24 29,45 horas

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.10 Fermentacdao alcodlica

Para realizacdo da fermentacdo alcoolica utlizou-se a levedura
Saccharomyces cerevisiae CAT-1 cedida pelo grupo de pesquisa do Departamento
de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais. Inicialmente, uma al¢cada de cultura da levedura foi pré-inoculada em meio
YEPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose), contendo 1% de extrato de levedura, 2%
de peptona e 2% de glicose, em frascos Erlenmeyer de 250 mL, por 24 horas, a
30°C, sob agitacdo de 175 rpm. Os ensaios de fermentacdo alcodlica foram
realizados em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo o hidrolisado selecionado,
suplementado com 4 g/L de extrato de levedura, 2 g/L (NH4)2S0Oa4, 2 g/L KH2PO4 e
0,75 g/L MgSOg4 - 7H20 (WANDERLEY et al., 2013), inoculado com amostra do pré-
inéculo (5,5% v/v, o que correspondeu a 5,9 x 108 células totais) com pH inicial 5,5.
Os frascos foram fechados com rolhas de latex e a fermentacdo ocorreu com o
oxigénio presente no espaco vazio do mesmo, sendo mantida por 24 horas, a 30°C,
sob agitacdo de 175 rpm (PEREIRA et al., 2016). Foi realizada analise de acucar
redutor antes da inoculacdo e ao final da fermentacdo, a fim de se verificar o
consumo dos acUcares, segundo metodologia proposta por Miller (1959). O

experimento foi realizado em triplicata.
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4.11 Anélise estatistica

A andlise dos dados dos delineamentos experimentais foi realizada utilizando-
se o software estatistico Statistica 10 (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, EUA). A
andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada para estimar os parametros estatisticos e
o intervalo de confianca adotado foi de 95% em todos delineamentos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo da producédo das enzimas pelo cultivo dos fungos por
FES

Os fungos endofiticos, os substratos utilizados nas FES e o tempo de cultivo
foram selecionados com base nos resultados obtidos por Marques (2013), durante o
desenvolvimento de seu Projeto de Mestrado junto ao Grupo de Pesquisa. Os 8
fungos foram selecionados por serem bons produtores de celulases e, no presente
trabalho, foram utilizadas misturas de substratos diferentes das ja avaliadas por
Marques (2013), visando a obtencao de maiores atividades enziméaticas.

Todos os fungos cresceram nos substratos utilizados, indicando que
secretaram enzimas para despolimerizar as fontes complexas de carbono, uma vez
gue nenhuma fonte adicional prontamente assimilavel foi utilizada. As atividades
enzimaticas obtidas nestes cultivos séo apresentadas nas Figuras 11 a 18.

Segundo RIBEIRO e colaboradores (2008), o farelo de trigo € um substrato
gue contém baixo teor de lignina (3,63%), o que pode favorecer a producdo de
celulases, uma vez que torna-se menos recalcitrante e mais acessivel como fonte de
nutrientes para os microrganismos, além da presenca da propria celulose como
indutor. Apresenta ainda outros compostos, como 0s acucares livres e acidos
organicos, que podem ser utilizados pelo microrganismo (ELISASHVILI et al., 2009;
SUN et al., 2008). No presente trabalho o farelo de trigo apresentou um maior teor
de lignina (11,14 £ 0,34%), porém nao foi um dos melhores indutores da producéo
de celulases. O farelo de soja também apresenta um baixo teor de lignina (9,78%)
(COUTO; SANROMAN, 2005), sendo também relativamente de facil acesso como
fonte de nutrientes pelos microrganismos. Entretanto no presente trabalho o farelo
de soja apresentou um maior teor de lignina (18,38 + 1,74%). Por outro lado, o
bagaco de cana apresenta um maior teor de lignina (19-24%) (SOCCOL et al.,
2010), o que o torna mais recalcitrante. Desta forma, nos cultivos do presente
trabalho, foi levada em conta também a composicdo dos farelos na escolha das
misturas de substratos. O bagaco de cana foi utilizado em algumas misturas por
apresentar celulose em sua composicao, sendo assim um indutor da producédo de
celulases (MORETTI et al., 2012; PEREIRA et al., 2015), além de ser amplamente
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disponivel. A composicdo de cada substrato utilizado esta representada na Tabela

10
Tabela 10 — Composi¢éo (%) de celulose, hemicelulose (com base em xilana) e
lignina dos substratos utilizados.
Celulose  Hemicelulose LigninaTotal Cinzas . 0 .
Substratos (%) (%) (%) (%) Extrativos (%) Acetil (%)
Bagaco de cana 46,64 1,65  28,92+0,59 21,51+032 2,51+0,45 8,72+ 0,00 0,70+ 0,05
Farelo de Trigo 38,29+0,59 28,04 +0,48 11,14+0,34 4,20+0,18 3456+0,00  0,51+0,02

Farelo de Algodéo 17,68 + 0,52 31,11+ 0,45 34,47+094 4,65+0,16 22,84 + 0,00 0,14 +£0,00
Farelo de Soja 9,04 +0,11 17,36 + 0,89 18,38+ 1,74 6,50+ 0,05 46,54 + 0,00 2,48+ 0,24

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relacédo a atividade de endoglucanase, o fungo que mais se destacou foi
Botryosphaeria sp. AM 01, quando cultivado na mistura de substratos bagaco de
cana e farelo de algodédo (169,64 U/g). Porém, na mistura BC:FS a atividade da
enzima foi muito proxima (165,40 U/g) (Figura 11). Em relagdo a atividade de [3-
glicosidase os fungos que mais se destacaram foram Botryosphaeria sp. AM 01
(305,64 U/g) (Figura 11), Ustilaginoidea sp. XYA 04 (299,70 U/g) (Figura 12) e P.
stipata SC 04 (297,20 U/g) (Figura 13), todos cultivados na mistura de substratos
bagaco de cana e farelo de soja. Nao foi detectada atividade de exoglucanase em

nenhum dos extratos.



Figura 11 — Producéo de celulases pelo fungo Botryosphaeria sp. AM 01.

Endoglucanase (m); B-glicosidase (z); FPase (o).
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Figura 12 — Producéo de celulases pelo fungo Ustilaginoidea sp. XYA 04.

Endoglucanase (m); B-glicosidase (2); FPase (o).
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60



61

Figura 13 — Producéo de celulases pelo fungo P. stipata SC 04.

Endoglucanase (m); B-glicosidase (z); FPase (o).
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Em relacdo a FPase ndo houve destaque para nenhum fungo, uma vez que
as atividades obtidas foram baixas quando comparadas com a maioria dos dados de
literatura, mesmo nos extratos enzimaticos que se destacaram com boas atividades
de endoglucanase e B-glicosidase. Este fato pode estar relacionado as dificuldades
da determinacdo da atividade de FPase pelo método de Ghose (1987),
tradicionalmente utilizado, como ja reportado por alguns autores (DASHTBAN et al.,
2010; FENG; JIANG; ZHU, 2009; ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 2006). Por este
motivo, a selecdo dos substratos nao foi feita tomando-se por base a atividade desta
enzima.

Pela analise dos resultados apresentados nas Figuras 11 a 13 foi selecionada
a mistura de substratos BC:FS, por ter proporcionado as maiores atividades de J-
glicosidase e de endoglucanase para os fungos Botryosphaeria sp. AM 01,
Ustilaginoidea sp. XYA 04 e P. stipata SC 04.

Para o fungo T. viridae PAJ 01 foi escolhida a mistura BC:FT, por ter

proporcionado a maior atividade de endoglucanase (63,45 U/g) (Figura 14).
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Figura 14 — Producao de celulases pelo fungo T. viridae PAJ O1.

Endoglucanase (m); B-glicosidase (z); FPase (o).
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Em relacdo ao fungo C. cladosporioides PAJ 03, as maiores atividades de
celulases foram obtidas pelo cultivo na mistura FS:FT (2,99, 34,51 e 0,33 U/g para
endoglucanase, B-glicosidase e Fpase, respectivamente) (Figura 15), a qual foi

selecionada para prosseguir os estudos com este fungo.

Figura 15 — Producéao de celulases pelo fungo C. cladosporioides PAJ 03.

Endoglucanase (m); B-glicosidase (%); FPase (o).
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A mistura BC:FT foi a que proporcionou a maior atividade de B-glicosidase
(71,66 U/g) quando utilizada para o cultivo de Ustilaginoidea sp. CV 04, em
comparacdo com as demais misturas estudadas (Figura 16), sendo selecionada
para os cultivos subsequentes deste fungo.

Figura 16 — Producéo de celulases pelo fungo Ustilaginoidea sp. CV 04.

Endoglucanase ( m); B-glicosidase (2); FPase (o).
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A escolha do melhor substrato para o cultivo do fungo Saccharicola sp. EJC
04 foi feita com base nas atividades de B-glicosidase. A mistura escolhida foi BC:FS,
por ter proporcionado atividade proxima das maximas (165,83 e 170,28 U/g em
FA:FT e FS:FT, respectivamente) (Figura 17), por empregar bagaco, um subproduto
amplamente disponivel a partir das atividades sucroalcooleiras e, ainda, por diferir

das misturas selecionadas por Marques (2013).
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Figura 17 — Producéo de celulases pelo fungo Saccharicola sp. EJC 04.

Endoglucanase (m); B-glicosidase (z); FPase (o).
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Figura 18 — Producéo de celulases pelo fungo Paecilomyces sp. SF 021.

Endoglucanase (m); B-glicosidase (2); FPase (o).
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Pelos resultados obtidos a partir dos cultivos do fungo Paecilomyces sp. SF
021 observa-se que a mistura FA:FT levou a maior atividade de B-glicosidase (38,08
U/g), porém, a atividade de endoglucanase (1,44 U/g) foi baixa. Assim, foi
selecionada a mistura FS:FT farelo de soja e farelo de trigo, a qual proporcionou a

segunda maior atividade de B-glicosidase e a maior de endoglucanase (22,75 e 2,77
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U/g, respectivamente). A Tabela 11 apresenta um resumo dos resultados obtidos
nesta etapa do trabalho, incluindo os substratos selecionados para cada fungo e as
atividades enzimaticas obtidas. Todos os cultivos subsequentes foram realizados

utilizando-se os substratos selecionados.

Tabela 11 — Substratos selecionados para cada fungo e respectivas atividades enzimaticas
obtidas pelos cultivos por FES, a 28°C, por 8 dias.

Atividades enziméaticas

(U/g) / (UImL)

Substratos B-

Fungos _ Endoglucanase . .
Selecionados glicosidase
C. cladosporioides PAJ 03 FS:FT 3,0/0,30 34,5/3,45
T. viridae PAJ 01 BC:FT 63,50/6,35 15,4/1,54
Ustilaginoidea sp. CV 04 BC:FT 19,8/1,98 71,717,117
P. stipata SC 04 BC:FS 38,7/3,87 297,21 29,72
Saccharicola sp. EJC 04 BC:FS 12,8/1,28 113,2/11,32
Botryosphaeria sp. AM 01 BC:FS 165,4/ 16,54 305,6 / 30,56
Paecilomyces sp. SF 021 FS:FT 28,0/0,28 22,8/2,28
Ustilaginoidea sp. XYA 04 BC:FS 51,3/5,13 299,7 /29,97

Fonte: Elaborado pelo autor.

Alguns autores citam a inducéo da producéo de celulases fungicas quando se
utiliza farelos como substratos para FES (AHMED et al., 2009; JECU, 2000;
PEREIRA et al., 2015). A mistura de farelos com outros substratos lignocelulésicos é
também citada para a producdo de celulases por fungos filamentosos (DAS;
GHOSH, 2009; XIAOBO et al., 2006).

Jecu (2000) obteve atividade de endoglucanase de 14,80 U/mL pelo cultivo de
Aspergillus niger 38 por FES, em 96h, em mistura de palha e farelo de trigo (9:1 p/p)
com um teor de umidade inicial de 74%. Sukumaran e colaboradores (2009)
cultivaram o fungo Trichoderma reesei RUT C30 (tradicionalmente utilizado para a
obtencao de celulases) por FES em farelo de trigo e obtiveram atividades de FPase,
endoglucanse e B-glicosidase de 1,14 FPU/mL, 14,98 U/mL e de 0,22 U/mL,

respectivamente. Ja os cultivos de Aspergillus niger MTCC 7956 realizados por
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estes autores proporcionaram atividades enzimaticas inferiores para FPase e
endoglucanase (0,22 FPU/mL e 6,77 U/mL, respectivamente). Entretanto, A. niger
MTCC mostrou-se melhor produtor de -glicosidase (2,84 U/mL).

A atividade maxima de B-glicosidase (1,54 U/mL) obtida pelo cultivo de
Trichoderma viridae PAJ 01, no presente trabalho (Tabela 11), foi ligeiramente
maior a citada por Sukumaran e colaboradores (2009), os quais utilizaram uma
linhagem mutante de T. reesei. Em comparacdo aos fungos estudados por Jecu
(2009) Jecu (2000) e Sukumaran e colaboradores (2009), Botryosphaeria sp. AM 01
se mostrou mais eficiente na producéo de endoglucanase e B-glicosidase (16,54 e
30,56 U/mL respectivamente) quando cultivado por FES em bagaco de cana e farelo
de soja.

5.2 Caracterizagdo do bagaco de cana-de-agucar in natura e pré-tratado

A complexa estrutura da parede celular da biomassa lignocelulosica é
resistente a bioconversdo. Devido a essa complexidade, varios pré-tratamentos
tém sido desenvolvidos com a finalidade de alterar ou remover a lignina e, ainda, a
hemicelulose, aumentando assim a area superficial da celulose acessivel as
enzimas (SANTOS et al., 2012).

A composicado do bagaco de cana in natura e submetido a pré-tratamento
hidrotérmico alcalino é apresentada na Tabela 12, segundo analise realizada
empregando-se metodologia proposta pelo NREL (National Renewable Energy
Laboratory — EUA) (SLUITER et al., 2008c).
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Tabela 12 — Composigéo (%) de celulose, hemicelulose (com base em xilana) e
lignina do bagaco de cana-de-agucar.

Bagaco de cana-de-aguUcar

Composicao (%) In natura Pré-tratado
Celulose 46,64 + 1,65 59,52 + 0,42
Hemicelulose 28,92 + 0,59 31,62 +1,44
Lignina 21,51 +0,32 11,32 + 1,68
Acetil 0,70 £ 0,05 0,81 + 0,05
Extrativos 8,72 £0,00 -
Cinzas 2,51+0,45 0,54 +0,04
Total 109,00 103,81

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se que antes do pré-tratamento o bagaco de cana-de-agUcar
apresentava 46,64% de celulose, 28,92% de hemicelulose e 21,51% de lignina.
Apés a realizacédo do pre-tratamento hidrotérmico a porcentagem de celulose foi de
46,64% para 52,59%, a de hemicelulose de 28,92% para 31,62, e a porcentagem de
lignina foi de 21,51% para 11,32%. Estes dados indicam que o pré-tratamento foi
eficaz na remocdo da lignina, aumentando a disponibilidade da celulose e da
hemicelulose, 0 que é importante para a sacarificacdo enzimatica do material. O
hidroxido de sédio é responsavel por aumentar a superficie interna da celulose,
diminuir o seu grau de polimerizacéo e cristalinidade deste carboidrato e romper a
estrutura da lignina (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

A eficiéncia do pré-tratamento alcalino depende do substrato e das condi¢cdes
submetidas, o qual € mais eficaz para biomassa de baixo teor de lignina, como 0s
residuos agricolas (SINGH et al., 2014).

Maeda e colaboradores (2011) realizaram pré-tratamento hidrotérmico do
bagaco de cana, na presenca de H2SO4 (1,0%) e, posteriormente, pré-tratamento
hidrotérmico alcalino empregando NaOH a 4,0%. Estes autores reportaram uma
diminuicdo de 10,1% no teor de lignina (9,3% no bagaco pré-tratado). Entretanto,
houve também uma reducao no teor de hemicelulose (de 29,6 para 12,2%) ap0s 0s

pré-tratamentos. A propor¢ao de celulose, por sua vez, passou de 34,1 para 68,0%.
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Costa e colaboradores (2014), utilizando pré-tratamento alcalino (NaOH a 1
mol/L), a 130 °C, por 20 minutos, conseguiram uma redugdo de aproximadamente
80% no teor de lignina do bagaco de cana-de-acucar.

5.3 Sacarificacdo enzimatica do bagaco de cana-acucar

A andlise dos resultados dos experimentos prévios de sacarificacdo do
bagaco pré-tratado realizados neste trabalho (item 4.6) indicou que nem todos os
Protocolos levaram a concentracdes de glicose e xilose satisfatérias nos
hidrolisados.

Em relacdo a concentracao de glicose nos hidrolisados obtidos, destacaram-
se 0s seguintes fungos: P. stipata SC 04 (4,72 e 3,82 mg/mL, pelos Protocolos 2 e 1,
respectivamente) e Botryosphaeria sp. AM 01 (4,01 mg/mL, pelo Protocolo 2) (Figura
19 A e B).

Os mesmos fungos destacaram-se na liberagédo de xilose: Botryosphaeria sp.
AM 01 (2,34 mg/mL, pelo Protocolo 2) (Figura 19B) e P. stipata SC 04 (2,04 mg/mL,
pelo Protocolo 1) (Figura 19A), além de T. viridae PAJ 01 (2,27, pelo Protocolo 2)
(Figura 19B).
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Figura 19 — Concentragdes de glicose e xilose nos hidrolisados obtidos a partir dos
experimentos iniciais de sacarificacdo do bagaco de cana de agUcar pré-tratado. (A):
Protocolo 1; (B): Protocolo 2; (C): Protocolo 3.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O Protocolo 3 foi realizado na intencéo de verificar se haveria possibilidade de
se obter glicose e xilose em concentracdes consideraveis tendo como substrato a
ser hidrolisado o material fermentado, sem a adicdo de bagaco pré-tratado.
Entretanto, baixas concentracfes destes acucares foram obtidas e foi dada
continuidade ao trabalho buscando-se a otimizacdo dos experimentos de
sacarificacdo pelos sob as seguintes condicdes:

- Protocolo 1, utilizando-se o0 extrato enzimatico de P. stipata SC 04, pela
maior concentracdo de glicose no hidrolisado e, ainda, para efeito comparativo com
o Protocolo 2. Embora o uso do fungo Botryosphaeria sp. AM 01 no Protocolo 1 de
sacarificacdo tenha levado a uma concentracdo de glicose muito préxima, esta
condicdo nao foi selecionada por ja ser estudada em Projeto de Doutorado
desenvolvido junto ao Grupo de Pesquisa,
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- Protocolo 2 utilizando-se, isoladamente, os fungos P. stipata SC 04 e
Botryosphaeria sp. AM 01.

Maitan-Alfenas e colaboradores (2015) também empregaram o pré-tratamento
hidrotérmico alcalino em autoclave, a 120 °C, por 1 hora, utilizando NaOH a 1,0%. A
composicdo do bagaco apés o pré-tratamento, em relacdo a celulose, hemicelulose
e lignina, foi de 47,99, 25,47 e 18,52%, respectivamente, sendo o valor referente a
celulose proximo ao obtido no presente trabalho. O bagaco pré-tratado (8% de
matéria seca, p/v) foi sacarificado utilizando-se extrato enzimético produzido por
Chrysoporthe cubensis, por FES em farelo de trigo. A carga enzimatica foi fixada em
10 FPU/g de biomassa seca, e os ensaios foram mantidos sob 250 rpm e 50 °C, por
72 horas. Foram obtidos 3,0 g/L de glicose em de 24h, concentracdo superior a
obtida quando os autores utilizaram as enzimas comerciais Multifect CL (2,8 g/L) e
Accellerase (2,0 g/L). No presente estudo, a liberacdo de glicose utilizando-se o
extrato enzimatico de P. stipata SC 04 no Protocolo 1 foi ligeiramente superior
aquela obtida pelos autores citados (3,82 = 0,9094 mg/mL), empregando-se uma
carga menor de enzima (3,30 unidades totais de FPase).

Em estudo recente, Pereira e colaboradores (2016) realizaram experimentos
de sacarificacdo do bagaco de cana ozonizado utilizando o extrato enzimatico
produzido pelo fungo Myceliophthora thermophila JCP 1-4. A maior liberacdo de
glicose (4,99 mg/mL) foi obtida nos experimentos de sacarificagdo que utilizaram
3,0% de matéria seca (p/v), carga enzimatica de 10 unidades totais de FPase, a
60°C, em 8 horas de hidrdlise. Pode-se comparar esta liberacdo de glicose com a
observada na sacarificacao realizada no presente trabalho, segundo o Protocolo 2,
utilizando-se o fungo P. stipata SC 04 (4,72 mg/mL), considerando-se a vantagem
deste Protocolo ndo empregar a etapa de extracdo das enzimas, 0 que representa
menor custo do processo como um todo. Entretanto, tal resultado foi obtido em um
tempo maior (24h), o qual pode ser reduzido a partir dos experimentos de otimizacéo
da sacarificacao.

Os extratos enzimaticos produzidos pelos fungos Trichoderma reesei e
Aspergillus awamori por fermentacdo submersa foram utilizados na hidrélise do
bagaco de cana pré-tratado por explosdo a vapor por Gottschalk; Oliveira; Bon,
(2010). Os experimentos de sacarificacdo foram realizados utilizando-se carga de
bagaco a 2,0%, em tamp&o de citrato de sédio, pH 4,8, a 50 mmol/L, incubadas a 50

°C e 200 rpm, durante 72 horas. A carga enzimatica foi fixada em 10 FPU/g de
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bagaco pré-tratado. As atividades de CMCase e FPase no extrato enzimético de
Trichoderma reesei foram 4 vezes maiores quando comparadas as do extrato obtido
pelo cultivo de Aspergillus awamori, resultando em uma maior liberagdo de glicose
na sacarificacdo (aproximadamente 3,0 e 6,0 g/L em 24 e 72 horas,
respectivamente). No presente trabalho, o emprego do fungo Tricoderma viridae PAJ
01 e do Protocolo 2 de sacarificacdo levou a concentracdo de glicose de
aproximadamente 3,0 g/L no hidrolisado, em 24 horas, 0 que ressalta a vantagem da
utilizacéo de um Protocolo que exclui a etapa de extracdo das enzimas.

Soares e colaboradores (2011), com o objetivo de avaliar a liberacdo de
glicose e xilose pela hidrélise enzimatica do bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado
por explosdo a vapor, utilizaram as prepara¢des enzimaticas comerciais Celluclast
(Endoglucanases/Celobiohidrolases 1,5 L) e Novozyme 188 (B-glicosidase). Os
experimentos foram realizados em Erlenmeyers de 250 mL, sob agitacdo de 200
rpm e 50 °C. A maior concentracao de glicose (2,3 mg/mL) foi obtida em 72 horas.
As celulases produzidas pelos fungos estudados no presente trabalho se mostraram
mais eficientes em relacdo as enzimas comercias citadas por estes autores, uma vez
gue foram obtidas maiores concentracdes de glicose, em menor tempo de

sacarificacao

5.4 Caracterizacao fisico-quimica das celulases

As celulases produzidas pelos fungos P. stipata SC 04 e Botryosphaeria sp.
AM 01, por FES, na mistura de bagaco de cana e farelo de soja (1:1 p/p), por 8 dias
a 28°C, foram caracterizadas quanto a temperatura e pH 6timos de atividade e,

ainda, quanto a estabilidade a estes dois fatores.

5.4.1 Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade das enzimas de P.
stipata SC 04

O estudo dos efeitos do pH e da temperatura sobre as atividades de
endoglucanase e B-glicosidase produzidas por P. stipata SC 04 foi realizado através
de delineamento fatorial do tipo face centrada 22, em dois niveis, com 12 ensaios,

incluindo 4 pontos axiais e 4 pontos centrais.
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A Tabela 13 apresenta o planejamento com os valores reais e codificados,
bem como as respostas analisadas (atividades relativas). Foi considerado como
100% a maior atividade enzimética encontrada, calculando-se a partir disso a
atividade relativa.

Tabela 13 — Ensaios do delineamento fatorial do tipo face centrada 23, em niveis
codificados e reais das variaveis pH e temperatura, obtendo-se como resposta as atividades de
endoglucanase e B-glicosidase do extrato enzimatico de P. stipata SC 04.

Atividade Relativa

(%)
Ensaios X1 X Y, Y,
1 -1(35) -1(50) 1441 31,12
2 +1(7,5) -1(50) 12,95 15,91
3 -1(3,5) +1(70) 12,79 16,77
4 +1(7,5) +1(70) 999 14,28
S 135 0(0) 1474 2984
6 +1(7,5) 0(60) 1219 16,34
7 0(5,5 -1(0) 7071 82,77
8 0(55) +1(70) 72,61 81,35
9 0(55) 0(0) 9919 99,29
10 0(55) 0¢(60) 100,00 99,64
11 0(55) 0(60) 9946 100,00

12 0(5,5 0(60) 97,83 100,00
X1 - pH; x2 — Temperatura (°C); Y1 - Endoglucanase; Y- - B-glicosidase
*100% = 186,77 U/g de endoglucanase e 352,97 U/g de B-glicosidase

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se que, conforme a variacdo de pH e temperatura, ha uma grande
diferenca nos valores das atividades obtidos. As atividades de endoglucanase
variaram de 9,59% a 100% enquanto as atividades de -glicosidase variam de 14,28
a 100%. Os efeitos que cada variavel, bem como suas interacdes, exerceram nas
atividades enzimaticas foram analisadas pelo Diagrama de Pareto (Figura 20, sendo
confirmados pela analise de variancia (ANOVA) (Tabelas 14 e 15).

Analisando-se os Diagramas de Pareto pode-se destacar que, para a

atividade de endoglucanase, os efeitos quadraticos das duas variaveis estudadas
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foram significativos. Porém, a interacdo entre as mesmas ndo foi significativa ao

nivel de 95% de confianca. Para as atividades de B-glicosidase, tiveram influéncia

também o efeito quadratico das duas varaveis e o efeito linear da variavel pH.

Figura 20 — Diagrama de Pareto dos efeitos estimados das variaveis na atividade de

endoglucanase (A) e B-glicosidase (B) obtidas pelo fungo P. stipata SC 04.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

Nota-se que, para as duas enzimas estudadas, a variavel pH foi a que teve

maior influéncia sobre os resultados.

Tabela 14 — Andlise de variancia (ANOVA) para a atividade da endoglucanase de P. stipata

SC 04.

Endoglucanase

L Soma Graus de
Fonte de Variacéo . ]
Quadratica Liberdade

Média

- F p
Quadratica

(1) pH (L) 8,67 1 8,67 0,1096 0,751812
pH (Q) 13993,34 1 13993,34 176,8591 0,000011
(2)Temperatura (°C)(L) 1,59 1 1,59 0,0201 0,891797
Temperatura (°C)(Q) 541,20 1 541,20 6,8401 0,039834
1L*2L 0,75 1 0,75 0,0095 0,925449
Erro 474,73 6 79,12
Total SQ 18901,06 11
R?=0,974 / R?adj.= 0,954

*Termos lineares estdo associados a letra L e termos quadréticos a letra Q
*Valores em negrito sdo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confian¢a (p < 0,05)

Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).
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Tabela 15 — Analise de varidncia (ANOVA) para a atividade da B-glicosidase de P.
stipata SC 04.

B-glicosidase

Soma Graus de Média

Fonte de Variacdo . _ o F p
Quadratica Liberdade Quadrética

(1) pH (L) 162,14 1 162,14  6,2941 0,045977
pH (Q) 12914,60 1 12914,60 501,3450 0,000001

(2)Temperatura (°C)(L) 50,50 1 50,50 1,9604 0,211003
Temperatura (°C)(Q) 300,85 1 300,85 11,6791 0,014188

1L*2L 40,43 1 40,43  1,5697 0,256872

Erro 154,56 6 25,76

Total SQ 16753,36 11

R?=0,990 / R?adj.= 0,983
*Termos lineares estdo associados a letra L e termos quadraticos a letra Q
*Valores em negrito sdo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca (p < 0,05)

Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

As porcentagens de variacdo (R?) para endoglucanase e para B-glicosidase
indicam que o modelo se ajusta em 97,4 e 99,0% respectivamente, aos
experimentos realizados.

Os resultados experimentais foram analisados por analise de regressao
multipla e equacdes polinomiais de segunda ordem foram derivadas para
representar a atividade de endoglucanase (Eq. 1) e B-glicosidase (Eq. 2) em funcao
das variaveis avaliadas. As equacGes dos modelos utilizados para a analise das

duas variaveis séo apresentadas abaixo:

Y1 =-966,729 + 199,910*x; - 18,110*x,? + 17,163*X; - 0,142*X,? - 0,022*x1*X> (1)

Y, =-727,120 + 179,239*x; - 17,398*x;? + 11,582*X, - 0,106*X2% + 0,159*x1*X> (2)

Foi possivel, entdo, gerar as superficies de resposta que sdo apresentadas na

Figura 21.
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Figura 21 — Superficies de resposta para as atividades de endoglucanase (A) e B-
glicosidase (B), presentes no extrato enziméatico de P. stipata SC 04, em funcdo das

variaveis pH e temperatura, empregando-se delineamento fatorial do tipo face centrada 23.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

Analisando as superficies de resposta podemos verificar que as maiores
atividades enzimaticas foram obtidas quando as reacdes foram feitas em pH 4,0 a
6,0, sob temperatura de 60°C. Nota-se, a partir das superficies, que as atividades
sofreram queda quando os ensaios foram realizados em pH acido (3,5) e em pH
basico (7,5). Sabe-se que valores extremos de pH podem alterar a estrutura da
enzima como um todo e, principalmente, alterar a ionizacdo dos aminoacidos
cataliticos, o que leva a esta diminui¢do da atividade.

Através da funcéo de desejabilidade do Software STATISTICA 10, foi possivel

prever o valor 6timo para as atividades enzimaticas, bem como os valores
otimizados das variaveis independentes (Figura 22).
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Figura 22 — Perfis dos valores previstos/otimizados e de desejabilidade das variaveis

pH e Temperatura no delineamento fatorial do tipo face centrada 22 empregado na

caracterizagao da endoglucanase (A) e B-glicosidase (B), utilizando-se o extrato enziméatico
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Os graficos da funcéo de desejabilidade sugerem uma condicdo 6tima para as
atividades de endoglucanase e B-glicosidase: pH 5,5 e 60°C. Sob tal condi¢cdo, as
atividades maximas previstas para estas enzimas sao 94,71 e 96,94%,
respectivamente. A validacdo experimental foi realizada em triplicata e os resultados
obtidos foram 93,76 + 0,98 para endoglucanase e 97,56 + 0,80 para B-glicosidase,

indicando que o modelo proposto modelou com sucesso 0s experimentos realizados.

5.4.2 Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade das enzimas de
Botryosphaeria sp. AM 01

Para a avaliacdo do efeito do pH e temperatura sobre as atividades de
endoglucanase e B-glicosidase produzidas pelo fungo Botryosphaeria sp. AM 01foi
empregado um delineamento fatorial do tipo face centrada 22, em dois niveis, com
12 ensaios, incluindo 4 pontos axiais e 4 pontos centrais. Os valores reais e
codificados, bem como as respostas avaliadas (atividades enzimaticas) sao
apresentados na Tabela 16. Foi considerado como 100% a maior atividade da

enzima encontrada.
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Tabela 16 — Ensaios do delineamento fatorial do tipo face centrada 23, em niveis
codificados e reais das varidveis pH e temperatura, obtendo-se como resposta as atividades de
endoglucanase e B-glicosidase do extrato enzimatico de Botryosphaeria sp. AM 01.

Atividade Relativa

(%)
Ensaios X1 X2 2 Y,
1 -1(3,5) -1(50) 7,05 23,25
2 +1 (7,5) -1 (50) 15,63 25,25
3 -1(3,5) +1(70) 6,26 10,21
4 +1(7,5) +1(70) 7,00 22,36
5 -1(3,5) 0(60) 6,07 29,45
6 +1(7,5) 0 (60) 13,23 37,93
7 0(5,5) -1(50) 52,17 51,51
8 0(5,5) +1(70) 44 81 68,15
9 0(55) 0 (60) 99,26 99,56
10 0(55) 0 (60) 100,00 100,00
11 0(55) 0(60) 97,79 99,41
12 0(55) 0(60) 98,77 98,81

X1 - pH; X2 — Temperatura (°C); Y1 - Endoglucanase; Y- - B-glicosidase
*100% = 206,53 U/g de endoglucanase e 550,15 U/g de B-glicosidase

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se que houve uma grande variacdo nos valores das atividades
enzimaticas de endoglucanase (6,07% a 100%) e B-glicosidase (10,21% a 100%),
em relacdo a variacdo do pH e da temperatura. Os efeitos que cada variavel, bem
como suas interacdes, exerceram nas atividades enzimaticas podem ser analisados
pelo Diagrama de Pareto (Figura 23), os quais foram confirmados pela analise de
variancia (ANOVA), apresentadas nas Tabelas 17 e 18.

Os Diagramas de Pareto indicam que, tanto para endoglucanase quanto para
B-glicosidase, foram significativos os efeitos quadraticos das duas variaveis
estudadas, ao nivel de 95% de confianca. Em nenhum caso a interacdo entre as

variaveis foi significativa.
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Figura 23 — Diagrama de Pareto dos efeitos estimados das variaveis na atividade de

endoglucanase (A) e B-glicosidase (B) obtidas pelo fungo Botryosphaeria sp. AM 01.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

Novamente, para as duas enzimas estudadas a variavel pH foi a que teve

maior influéncia sobre as respostas avaliadas. Os efeitos das variaveis e de suas

interacdes sdo confirmados pela anélise de variancia (ANOVA) nas Tabelas 17 e 18

respectivamente.

Tabela 17 — Andlise de variancia (ANOVA) para a atividade de endoglucanase de

Botryosphaeria sp. AM 01.

Endoglucanase

q L Soma Graus de Média
Fonte de Variacao Quadratica Liberdade Quadratica P
Q) pH (L) 45,28 1 45,28 0,16360 0,699885
pH (Q) 11061,83 1 11061,83 39,96789 0,000732
(2)Temperatura (°C)(L) 46,91 1 46,91 0,16950 0,694862
Temperatura (°C)(Q) 1742,73 1 1742,73  6,29673 0,045945
1L*2L 15,40 1 15,40 0,05565 0,821359
Erro 1660,61 6 276,77
Total SQ 19466,33 11

R? = 0,914 / R?adj.= 0,843

*Termos lineares estdo associados a letra L e termos quadréticos a letra Q
*Valores em negrito sdo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confian¢a (p < 0,05)

Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).
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Tabela 18 — Analise de variancia (ANOVA) para a atividade da B-glicosidase de
Botryosphaeria sp. AM 01.

B-glicosidase

Soma Graus de Média

Fonte de Variacdo N _ n F p
Quadrética Liberdade Quadratica

() pH (L) 85,37 1 85,372 0,77532 0,412452
pH (Q) 7394,74 1 7394,740 67,15710 0,000178

(2)Temperatura (°C)(L) 0,08 1 0,083 0,00076 0,978961
Temperatura (°C)(Q) 1875,08 1 1875,083 17,02902 0,006170

1L*2L 25,72 1 25,717 0,23356 0,646027

Erro 660,67 6 110,111

Total SQ 13993,15 11

R?=0,952 / R?adj.= 0,913
*Termos lineares estdo associados a letra L e termos quadraticos a letra Q
*Valores em negrito sdo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca (p < 0,05)

Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

As porcentagens de variacdo (R?) foram 0,914 e 0,952 para endoglucanase e
B-glicosidase, respectivamente, o que indica que o modelo se ajusta em 91,4% e
95,2% aos experimentos realizados.

Os resultados experimentais foram analisados por analise de regressao
multipla e equacdes polinomiais de segunda ordem foram derivadas para
representar a atividade de endoglucanase (Eqg. 3) e B-glicosidase (Eq. 4) em funcao
das variaveis avaliadas. As equacfes dos modelos utilizados para a andlise das

duas variaveis séo apresentadas abaixo:

Y, =-1339,88 + 184,38*x; - 16,10*x;% + 30,94*X, - 0,26*X,?- 0,10*X1*X>  (3)

Y, =-1227,02 + 139,09%X; - 13,16*X1% + 31,13*X- 0,27*X% + 0,13*X1*X, (4)

As superficies de resposta geradas sao apresentadas na Figura 24.
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Figura 24 — Superficies de resposta para as atividades de endoglucanase (A) e B-
glicosidase (B), presentes no extrato enzimético de fungo Botryosphaeria sp. AM 01, em
funcéo das variaveis pH e temperatura, empregando-se delineamento fatorial do tipo face

centrada 23.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

A andlise das superficies de resposta indica que as maiores atividades
enzimaticas foram obtidas quando os ensaios foram realizados em pH 5,0 a 6,0, sob

temperatura de 58 a 62°C. Consideravel queda nas atividades foi observada em
valores extremos de pH e temperatura.

De acordo com os graficos gerados pela funcdo de desejabilidade do
Software STATISTICA 10 (Figura 25), os valores 6timos previstos para as atividades
de endoglucanase e B-glicosidase foram 90,65 e 95,07%, respectivamente, sob as
condicBes de pH 5,5 e 60°C. A validacao experimental foi realizada em triplicata e os

resultados obtidos foram 93,21 + 1,72 para endoglucanase e 96,39 + 0,31 para [3-

glicosidase, indicando que o modelo proposto modelou com sucesso 0s

experimentos realizados.



Figura 25 — Perfis dos valores previstos/otimizados e de desejabilidade das variaveis

pH e Temperatura sobre as atividades de endoglucanase (A) e B-glicosidase (B) presentes
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5.4.3 Efeito do pH e da temperatura sobre a estabilidade das enzimas dos
fungos P. stipata SC 04 e Botryosphaeria sp. AM 01

Na Figura 26 sédo apresentados os graficos de estabilidade das enzimas dos
fungos P. stipata SC 04 e Botryosphaeria sp. AM 01 sobre efeito de pH. Foi
considerado como 100% a atividade da enzima no seu pH e temperatura 6tima de
atividade, antes do periodo de incubacéo.

ApGs incubacao, por 24h, em solucbes tampao de diferentes valores de pH, as
maiores atividades residuais (proximas a 100%) das enzimas dos dois fungos foram

observadas na faixa de pH 5,0 a 5,5 (Figura 26 A e B).

Figura 26 — Efeito do pH sobre a estabilidade das atividades de endoglucanase e [3-
glicosidase presentes nos extratos enzimaticos dos fungos P. stipata SC 04 (A) e

Botryosphaeria sp. AM 01 (B) (-m- Endoglucanase; -e- 3-glicosidase).
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*SC 04 - 100% = 181,45 U/g de endoglucanase e 370,21 U/g de B-glicosidase
*AM 01 - 100% = 187,28 U/g de endoglucanase e 555,04 U/g de B-glicosidase

Fonte: Elaborado pelo autor.

Endoglucanases e p-glicosidases produzidas pelo fungo Myceliophthora
heterothallica foram caracterizadas por Silva e colaboradores (2016). O efeito do pH na
estabilidade das enzimas foi analisado na faixa de pH 2,5-10 por 24 horas em
temperatura ambiente. As enzimas se mostraram estaveis na faixa de pH 4,0 — 9,0,

mantendo aproximadamente 80% de sua atividade. A atividade residual caiu fortemente
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em valores de pH mais acidos ou alcalinos. Ja as enzimas do presente trabalho tiveram
uma faixa de estabilidade diferente, na qual as enzimas do fungo P. stipata SC 04 se
manterdo estaveis em pH de 3,0 — 6,0 aproximadamente (em torno de 80% da
atividade).

Xu e colaboradores (2014) ao estudar o efeito do pH por 1 hora a 25°C sobre a
estabilidade da enzima endoglucanase de Aspergillus fumigatus notou que a mesma
manteve sua atividade residual acima de 80% na faixa de pH 3,0-7,0. J& a atividade
residual de endoglucanase produzida pelo fungo Botryosphaeria sp. AM 01 no presente
trabalho foi acima de 80% em pH de 4,0-5,5.

O efeito da temperatura sobre a estabilidade das enzimas de P. stipata SC 04
e Botryosphaeria sp. AM 01 foi também avaliado (Figura 27 A e B). Em relacdo as
endoglucanases, a produzida por P. stipata SC 04 foi ligeiramente mais estavel
guando incubada sob temperaturas até 50°C. A incubacdo sob temperaturas
superiores levou a queda brusca na atividade das endoglucanases. De 30 a 50°C,
todas as enzimas apresentaram uma atividade residual em torno de 90%, o que &

muito importante do ponto de vista da possibilidade de aplicacdo em diferentes
processos biotecnoldgicos.

Figura 27 — Efeito da temperatura sobre a estabilidade das atividades de endoglucanase e B-
glicosidase obtidas pelos fungos P. stipata SC 04 (A) e Botryosphaeria sp. AM 01 (B)

(-m- Endoglucanase; -e- B-glicosidase).
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*SC 04 - 100% = 181,45 U/g de endoglucanase e 370,21 U/g de B-glicosidase
*AM 01 - 100% = 187,28 U/g de endoglucanase e 555,04 U/g de B-glicosidase

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A estabilidade de uma enzima pode ser afetada pela temperatura e por uma
série de fatores. Um fator que pode ajudar a estabilizacdo sdo os substratos, que
podem proteger a enzima do calor, assim evitando sua desnaturacdo. Porém
dependendo do tempo e da temperatura que as mesmas forem incubadas, podem
sofrer a desnaturacdo por serem proteinas (MADIGAN; MARTINKO; PARKER,
2004)

Moretti e colaboradores (2012) avaliaram a termoestabilidade das
endoglucanases produzidas por Aspergillus fumigatus M.7.1 e Myceliophthora
thermophila M.7.7, e reportaram que as enzimas mantiveram aproximadamente 90%
de sua atividade original quando incubadas a 65°C, por 1 hora. JA as enzimas
produzidas pelos fungos P. stipata SC 04 e Botryosphaeria sp. AM 01 no presente
trabalho apresentaram ser um pouco menos termoestaveis levando em
consideracdo que as maiores atividades residuais foram até 50°C, enquanto que em
65°C as atividades residuais foram inferiores a 40%.

Silva e colaboradores (2016), ao estudarem a termoestabilidade das celulases
produzidas pelo fungo termofilico Myceliophthora heterothallica F.2.1.4, observaram
gue as endoglucanases apresentaram atividade residual acima de 100%, quando
incubadas a 50 °C por 1 hora. Ja a enzima [B-glicosidase se mostrou ser mais

termoestavel mantendo sua atividade residual proxima a 90% até 60°C.

5.4.4 Efeito de glicose e etanol sobre as atividades das -glicosidases

As atividades das B-glicosidases foram determinadas na presenca de glicose
e etanol. Como mostra a Figura 28, a partir de 4,0 mmol/L, o efeito inibidor da
glicose foi mais acentuado para a enzima de P. stipata SC 04. Utilizando-se glicose
a 12 mmol/L, a atividade residual da enzima deste fungo foi reduzida a 50%,
enquanto que a B-glicosidase de Botryosphaeria sp. AM 01 manteve 60% de sua

atividade original.
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Figura 28 — Efeito de glicose (A) e etanol (B) sobre as atividades das (-glicosidases presentes
nos extratos enzimaticos dos fungos P. stipata SC 04 e Botryosphaeria sp. AM 01.
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-m- P. stipata SC 04 (100% = 370,21 U/g de B-glicosidase)
-e- Botryosphaeria sp. AM 01 (100% = 555,04 U/g de B-glicosidase)

Fonte: Elaborado pelo autor.

A glicose frequentemente inibe a atividade de B-glicosidases microbianas
(DAROIT, 2007; SARRY; GUNATA, 2004; WOODWARD, 1982; ZANOELO et al.,
2004). Daroit (2007), ao estudar a estabilidade de B-glicosidase do ascomiceto
Monascus purpureus NRRL1992, observou reducdo a 42% da atividade residual
enzimatica de B-glicosidase, em 10 mmol/L de glicose. Esta atividade foi inferior a
observada no presente trabalho.

Leite e colaboradores (2008), ao estudarem as celulases de Aureobasidium
pullulans e Thermoascus auranticus, também relataram forte inibicdo por glicose,
uma vez que em 5% deste aglcar nenhuma atividade enzimatica foi observada.

A Figura 28 B indica que as enzimas apresentaram comportamentos bem
distintos em relacdo a presenca de etanol no meio reacional. O efeito inibidor do
alcool sobre a atividade da enzima de Botryosphaeria sp. AM 01 foi mais evidente
em concentragdes acima de 10%. Ja a atividade de B-glicosidase de P. stipata SC
04 foi estimulada na presenca de etanol a 10% e manteve cerca de 90% de sua
atividade residual quando na presenca de etanol a 14%.

O aumento na atividade de [B-glicosidases na presenca de etanol pode ser
devido a atuacdo da enzima como uma [B-glicosiltransferase. O etanol pode atuar
como os primeiros aceptores dos residuos glicosil, assim substitui a 4gua dando
origem a outros glicosideos (etil-glicosideos) (BARBAGALLO et al., 2004; LUCAS et
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al., 2000). O processo de hidrdlise e a transglicosilacdo ocorrem através de uma rota
comum, sendo diferenciadas pela natureza do aceptor final (dgua ou outra molécula,
respectivamente) (BHATIA; MISHRA; BISARIA, 2002). Porém os alcoois se mostram
associar-se melhor ao sitio ativo do que a dgua (KURASHIMA et al., 2003). Assim
podemos ressaltar uma grande estabilidade da (-glicosidase produzida pelo fungo
P. stipata SC 04 do presente trabalho, o que se torna vantajoso quando estas
enzimas sao empregadas em processos de sacarificagdo e fermentagao
simultaneas.

O aumento da atividade de B-glicosidase na presenca de etanol foi reportado
por Marques (2013) ao estudar a enzima de Botryosphaeria sp. AM 01, obtida pelo
cultivo por FES em substrato diferente (farelo de algodé&o e farelo de trigo (1:1 p/p).
A atividade reportada pela autora foi de 140%, na presenca de etanol a 10%. O
mesmo fungo, cultivado no presente trabalho em substratos diferentes (bagaco de
cana e farelo de soja) teve a atividade de B-glicosidase inibida desde pequenas
concentracdes de etanol.

O efeito adverso do etanol sobre a atividade enzimatica pode ser explicado
por alteracdes na estrutura da enzima relacionadas com a alteracdo na polaridade
do meio (BARBAGALLO et al., 2004).

Pereira (2013) reportou inibicdo de B-glicosidase por pequenas concentracdes
de etanol (10%) ao estudar o fungo Myceliophtora thermophila JCP 1-4 (atividade
reduzida a apenas 30%). Ja a B-glicosidase do fungo Rhizopus orizae DABM 11/45
manteve aproximadamente 58% de sua atividade original em 20% de etanol. Dados
semelhantes sao reportados para as B-glicosidases do fungo Botryosphaeria sp. AM
01 no presente trabalho (aproximadamente 60% de sua atividade original em 20%

de etanol).

5.5 Delineamentos experimentais empregados para a otimizacdo da

sacarificacdo do bagaco pré-tratado

5.5.1 Protocolo 1 de sacarificacdo utilizando-se o extrato de Phomopsis
stipata SC 04

Buscando-se a otimizacdo desta condicdo de sacarificagdo optou-se por

avaliar a influéncia das variaveis carga de bagaco, carga de enzima e surfactante
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Tween 80 em um delineamento composto central rotacional (DCCR) (item 4.9.1),
tendo como resposta a concentracdo de glicose nos hidrolisados (Tabela 19). O
tempo e a temperatura de sacarificacdo foram mantidos em 24h e 50°C,
respectivamente. A agitacéo foi alterada, utilizando-se nestes experimentos 280 rpm.

Tabela 19 — Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 23, em niveis
codificados e reais, empregado nos experimentos de sacarificacdo segundo o Protocolo 1,
utilizando-se o fungo P. stipata SC 04.

Ensaios x1 X2 x3 (ﬁ;(:/?nsl_e)
1 -1 (10) -1 (150) -1 (0,04) 5,85
2 1(14) -1 (150) -1 (0,04) 6,59
3 -1 (10) 1 (300) -1 (0,04) 7,91
4 1(14) 1 (300) -1 (0,04) 8,29
5 -1 (10) -1 (150) 1 (0,150) 6,25
6 1(14) -1 (150) 1 (0,150) 6,49
7 -1 (10) 1 (300) 1 (0,150) 7,85
8 1(14) 1 (300) 1 (0,150) 7,93
9 -1,68 (8,64) 0 (225) 0 (0,095) 6,95
10 1,68 (15,36) 0 (225) 0 (0,095) 7,65
11 0 (12) -1,68 (98,87) 0 (0,095) 4,94
12 0 (12) 1,68 (351,13) 0 (0,095) 7,44
13 0 (12) 0 (225) -1,68 (0,003) 6,16
14 0 (12) 0 (225) 1,68 (0,187) 5,96
15 0 (12) 0 (225) 0 (0,095) 7,85
16 0 (12) 0 (225) 0 (0,095) 7,78
17 0 (12) 0 (225) 0 (0,095) 7,61
18 0 (12) 0 (225) 0 (0,095) 7,87

*x1 — Bagaco; X2 — Enzima Endoglucanase; x3 — Tween 80

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observou-se que a liberacdo de glicose variou de 4,94 a 8,29 mg/mL. Os
efeitos que cada varidvel e suas interacdes exerceram sobre a concentracdo de

glicose séo representados pelo Diagrama de Pareto (Figura 29) e podem ser
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confirmados pela analise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 20. Pode-se
observar que as variaveis carga de Endoglucanase e Tween 80 foram significativas
ao nivel de 95% de confianca, sendo a variavel carga de enzima a de maior
significancia, enquanto as demais variaveis estudadas e suas intera¢cdes nao foram

significativas.

Figura 29 — Diagrama de Pareto dos efeitos estimados das variaveis carga de
bagaco, carga de endoglucanase e carga de Tween 80 na concentracao de glicose obtida a
partir dos experimentos de sacarificagdo empregando o fungo P. stipata SC 04 no
Protocolol.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).
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Tabela 20 — Analise de variancia (ANOVA) para a concentragdo de glicose obtida
nos experimentos de sacarificacdo empregando o fungo P. stipata SC 04 no Protocolo 1.

Phomopsis stipata SC04 - PROTOCOLO 1

Soma Graus de Média
Variaveis F p
Quadratica Liberdade  Quadratica

(1)[Bagac¢o] %(L) 0,50499 1 0,504993 2,40255 0,15973
[Bagaco] %(Q) 0,00323 1 0,003232 0,01538 0,90438
(2)[Enzima] U(L) 8,848 1 8,847998 42,0952 0,00019
[Enzima] U(Q) 2,12278 1 2,12278 10,0993 0,01304
(3)[Tween 80] %(L) 0,01514 1 0,015139 0,07203 0,7952
[Tween 80] %(Q) 2,61959 1 2,619586 12,4629 0,00773
1L by 2L 0,03397 1 0,033969 0,16161 0,6982
1L by 3L 0,08178 1 0,08178 0,38908 0,55015
2L by 3L 0,06558 1 0,065584 0,31202 0,59173
Error 1,68152 8 0,21019
Total SS 15,40186 17

R?=0,890 / R?adj.= 0,768
*Valores em negrito sdo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca
(p <0,05)
Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

A porcentagem de variacdo (R?) indica o modelo se ajusta em 89% aos
experimentos. Pela analise de variancia (Tabela 20), os efeitos lineares e
guadraticos da variavel enzima Endoglucanase, bem como o efeito quadratico da
variavel Tween 80, foram significativos para a concentracdo de glicose ao nivel de
confianca de 95%.

Os resultados experimentais foram analisados por analise de regresséo
multipla e equacdes polinomiais de segunda ordem foram derivadas para
representar a quantidade de glicose em funcdo das variaveis independentes
avaliadas. A equacao do modelo utilizado para a andlise das trés variaveis esta

representada abaixo (Eg. 5):

Y1 =-4,078 + 0,377*x1 - 0,004*x,? + 0,051*X, - 0,000*X,? + 43,947*X3 - 150,439*x3? -
0,000*x1*X2 - 0,919*x1*x3 - 0,022*X2*X3 (5)
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Foram entdo geradas as superficies de resposta as quais sdo apresentadas na
Figura 30.

Figura 30 — Superficies de resposta para concentracao de glicose empregando-se o extrato
enzimatico produzido pelo fungo endofitico P. stipata SC 04 — Protocolo 1, em funcéo das
variaveis carga de bagaco e carga de enzima endoglucanase (A), Tween 80 e carga de

bagaco (B), Tween 80 e carga de enzima endoglucanase (C).
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Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

Observa-se que o uso do surfactante Tween 80 e o aumento da agitacdo na
sacarificacdo do bagaco de cana-de-aclUcar obteve-se um relevante aumento na
liberacdo de glicose (aumentou-se 4,47 mg/mL (117%)) em comparacdo com a
sacarificacao inicial realizada (Figura 19A).

Analisando-se a Figura 30C, verifica-se que a regido Otima se encontra na
condicdo da variavel Endoglucanase em seus maiores niveis e da variavel Tween 80
préxima ao seu nivel central, onde ocorreu a curvatura do modelo.
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Utilizando a funcdo de desejabilidade do Software STATISTICA 10, foi
possivel prever o valor maximo para a concentracdo de glicose utilizando extrato
enzimatico do fungo P. stipata SC 04 — Protocolo 1. Na Figura 31, observa-se a
funcdo de desejabilidade e os respectivos valores otimizados das variaveis

independentes.

Figura 31 — Perfis dos valores previstos/otimizados e de desejabilidade das variaveis
carga de bagaco, carga de Endoglucanase e surfactante Tween 80 no planejamento
composto central rotacional para a otimizacdo das condi¢cdes de sacarificacdo utilizando-se
0 extrato enzimatico do fungo P. stipata SC 04 no Protocolo 1.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

A Figura 31 indica que foi possivel a otimizacdo das variaveis carga de enzima
Endoglucanase e concentracdo do Tween 80. Porém a variavel bagaco nao foi
otimizada devido a impossibilidade de aumento na carga deste sélido, considerando-
se o volume do frasco utilizado. Entdo sugere-se a condicdo de 15,364% de bagaco,
288,07 U Totais de Endoglucanase e 0,095% de Tween para a obtencdo da maxima
concentracdo de glicose na sacarificacdo, a qual é prevista como 8,3166 mg/mL. A
validacdo experimental realizada em triplicata levou a obtencéo de glicose a 9,03 £

0,47 mg/mL (112 mg de glicose/g bagaco de cana), indicando que o modelo é
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robusto aos experimentos de sacarificacdo do bagaco de cana-de-agUcar pré-
tratado.

Como proximo passo, realizou-se um planejamento fatorial do tipo face
centrada 23, afim de avaliar a influéncia do tempo, da temperatura e da agitacdo na
sacarificacdo, fixando-se as demais variaveis nos niveis 6timos encontrados no
planejamento anterior (item 4.9.1). Nestes experimentos, as varidveis carga de
enzima, carga de bagaco e surfactante foram empregadas em seus niveis
otimizados. Os niveis codificados e reais das variaveis estudadas e a resposta

analisada (concentracao de glicose) sdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21 — Delineamento fatorial do tipo face centrada 23, em niveis codificados e
reais, empregado nos experimentos de sacarificacdo segundo o Protocolo 1, utilizando-se o
fungo endofitico P. stipata SC 04.

Ensaios x1 X2 x3 Glicose (mg/mL)
1 -1 (50) -1 (200) -1 (8) 3,51
2 1 (60) -1 (200) -1 (8) 2,68
3 -1 (50) 1 (280) -1 (8) 6,19
4 1 (60) 1 (280) -1 (8) 6,36
5 -1 (50) -1 (200) 1(24) 8,11
6 1(60) -1 (200) 1 (24) 3,70
7 -1 (50) 1 (280) 1 (24) 7,87
8 1 (60) 1 (280) 1 (24) 5,74
9 -1 (50) 0 (240) 0 (16) 10,31
10 1 (60) 0 (240) 0 (16) 4,85
11 0 (55) -1 (200) 0 (16) 5,84
12 0 (55) 1 (280) 0 (16) 7,51
13 0 (55) 0 (240) -1 (8) 4,98
14 0 (55) 0 (240) 1 (24) 5,26
15 0 (55) 0 (240) 0 (16) 6,41
16 0 (55) 0 (240) 0 (16) 6,98
17 0 (55) 0 (240) 0 (16) 6,86
18 0 (55) 0 (240) 0 (16) 6,93

*x1 — Temperatura; x2 — Agitagéo; x3 — Tempo

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Com este planejamento, a maxima concentracdo de glicose obtida foi de
10,31 mg/mL, cerca de 14% superior & maxima obtida no planejamento anterior. Os
efeitos que as varidveis e suas interacdes exerceram sobre a concentracdo de
glicose sao representados pelo Diagrama de Pareto (Figura 32) o qual mostra que
as trés variaveis tiveram significancia ao nivel de 95%, porém a interacdes entre as
mesmas nao foram significativas. O Diagrama de Pareto pode ser confirmado pela
analise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 22.

Figura 32 — Diagrama de Pareto dos efeitos estimados das variaveis temperatura,
tempo e agitacdo na concentracdo de glicose obtida a partir dos experimentos de
sacarificacdo empregando o fungo P. stipata SC 04 no Protocolo 1.

(1)Temperatura (“C)(L) -_4‘4001

(2)Agitacdo (rpm)(L) ‘3,411342
Tempo (horas)(Q) ‘—3,21084
(3)Tempo (horas)(L) ‘2,417?13
1Lby3L ‘—2,28232
2Lby3L ‘-1,771 3
1Lby2L ‘ 1,272373

Temperatura (*C)Q) 1,232555
Agitacao (rpm)(Q) -,399622

p=,05

Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).
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Tabela 22 — Analise de variancia (ANOVA) para a concentragdo de glicose obtida
nos experimentos de sacarificacdo empregando o fungo P. stipata SC 04 no Protocolo 1.

Phomopsis stipata SC04 - PROTOCOLO 1

L Soma Graus de Média
Variaveis F p
Quadratica Liberdade Quadratica
(1)Temperatura (°C)(L) 16,01409 1 16,01409 19,36096 0,002286
Temperatura (°C)(Q)  1,25657 1 1,25657 1,51919 0,252733
(2)Agitacao (rpm)(L) 9,62838 1 9,62838 11,64067 0,009198
Agitacédo (rpm)(Q) 0,13209 1 0,13209 0,15970 0,699892
(3)Tempo (horas)(L) 4,83487 1 4,83487 5,84534 0,042000
Tempo (horas)(Q) 8,52731 1 8,52731 10,30948 0,012409
1L by 2L 1,33907 1 1,33907 1,61893 0,238974
1L by 3L 4,30853 1 4,30853 5,20899 0,051883
2L by 3L 2,59552 1 2,59552 3,13797 0,114436
Error 6,61707 8 0,82713
Total SS 56,87563 17

R?=0,883 / R?adj.= 0,753
*Valores em negrito sdo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca
(p <0,05)
Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

A porcentagem de variacdo (R?) de 0,883 indica que o modelo se ajusta em
88% aos experimentos realizados. Nota-se, pela analise de variancia apresentada
na Tabela 22, que os efeitos lineares e quadraticos da variavel Tempo e o efeito
linear das variaveis Temperatura e Agitacdo foram significativos ao nivel de 95% de
confianca.

Os resultados experimentais foram analisados por analise de regresséo
multipla e equacdes polinomiais de segunda ordem foram derivadas para
representar a quantidade de glicose em funcdo das variaveis independentes
avaliadas. A equacao do modelo utilizado para a andlise das trés variaveis esta

representada abaixo (Eg. 6):

Y1 = 84,86453 - 3,44681*x; + 0,02724*x;° + 0,00674*X, - 0,00014*x,% +
2,41017*X3- 0,02772*x3% + 0,00205*x1*X> - 0,01835*X1*X3- 0,00178*X,*x3 (6)

Foram geradas as superficies de resposta, apresentadas na Figura 33.
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Figura 33 — Superficies de resposta da concentracédo de glicose obtida nos experimentos de
sacarificacdo empregando-se o fungo endofitico P. stipata SC 04 no Protocolo 1, em funcao

das variaveis Agitacao e Temperatura (A), Tempo e Temperatura (B), Tempo e Agitacao (C).
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Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

A partir das superficies podemos notar que as maiores concentracoes de
glicose foram obtidas quando a variavel Temperatura estava em seu nivel mais
baixo (50 °C), a variavel Agitacdo no seu nivel mais alto (280 rpm) e o Tempo
préximo ao nivel mais alto. A Figura 33C, apresentando a superficie da interacdo
entre a variavel Tempo e Agitacdo, indica como regido 6tima a condicdo de Tempo
préximo ao ponto central e Agitacao proxima ao seu nivel mais alto, onde ocorreu a
curvatura do modelo.

Através da funcdo de desejabilidade, foi possivel prever o valor maximo para
a concentracao de glicose, como podemos ver na Figura 34, sdo apresentados os
valores das variaveis independentes que proporcionam esta condi¢cao otimizada.

Como observado nos gréficos gerados pela funcdo de desejabilidade, do
Software STATISTICA 10 (Figura 34), a condi¢cdo de 50°C, 260 rpm e 20 horas é a
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Otima sugerida para a obtencdo da concentragdo méxima de glicose, a qual foi
prevista como 9,1521 mg/mL (113 mg de glicose/g bagaco de cana).

Figura 34 — Perfis dos valores previstos/otimizados e de desejabilidade das variaveis
Temperatura, Agitacdo e Tempo no delineamento fatorial do tipo face centrada para a
otimizacao das condicdes de sacarificacdo utilizando-se o extrato enzimatico do fungo P.
stipata SC 04 no Protocolo 1.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

A validacdo experimental, realizada em triplicata, levou a concentracdo de
glicose de 9,25 + 0,84 mg/mL, indicando que o modelo proposto se ajustou com
sucesso aos experimentos realizados. Destaca-se que, ap0s a otimizacdo das
condi¢Bes de sacarificacdo, a concentracdo de glicose aumentou em 2,42 vezes em
comparacao com a sacarificagdo prévia, sendo obtida em menor tempo e mantendo-

se a menor temperatura entre as avaliadas, o que indica economia do processo

como um todo.
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5.5.2 Protocolo 2 de sacarificacdo, utilizando-se o fungo Phomopsis stipata
SC 04

A sacarificagdo do bagaco segundo o Protocolo 2, empregando-se o fungo P.
stipata SC 04, mostrou-se promissora quanto a liberagcdo de glicose, quando
comparada com a sacarificacdo prévia realizada (Figura 19B). Uma vez que este
utiliza todo o material resultante do cultivo do fungo por FES (substrato fermentado +
crescimento flngico), optou-se por avaliar no delineamento experimental a influéncia
das variaveis carga de bagaco pré-tratado e quantidade do surfactante Tween 80, a
partir de um delineamento composto central rotacional em busca da otimizacéo.
Tempo, agitagdo e temperatura de sacarificagdo foram mantidos conforme a
sacarificagao prévia realizada (item 4.6.2) (50°C, 200 rpm por 24h).

Para a andlise da influéncia das varidveis quimicas, foi realizado um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22, em cinco niveis, com 4
repeticbes no ponto central, totalizando 12 ensaios. As variaveis estudadas, seus
respectivos niveis codificados e reais e a resposta avaliada (concentracéo de glicose

nos hidrolisados) sdo apresentados na Tabela 22.
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Tabela 23 — Ensaios do delineamento composto central rotacional, em niveis
codificados e reais, empregado na sacarificacdo segundo o Protocolo 2, utilizando-se o
fungo endofitico P. stipata SC 04, obtendo-se como resposta a concentracao de glicose nos

hidrolisados.

Ensaios x1 X2 ((;I;C/;SS
1 -1 (5) -1 (0,17) 4,82
2 1 (10) -1 (0,17) 5,53
3 -1 (5) 1 (0,95) 3,89
4 1 (10) 1 (0,95) 5,15
5 -1,41 (3,96) 0 (0,56) 4,14
6 1,41(11,04) 0 (0,56) 5,03
7 0 (7,5) -1,41 (0,008) 5,61
8 0 (7,5) 1,41 (1,112) 3,03
9 0 (7,5) 0 (0,56) 5,19
10 0 (7,5) 0 (0,56) 5,24
11 0 (7,5) 0 (0,56) 5,28
12 0 (7,5) 0 (0,56) 5,28

*x1 — Bagaco; x2 — Tween 80

Fonte: Elaborado pelo autor.

A liberacédo de glicose a partir do bagaco pré-tratado variou de 3,03 a 5,61
mg/mL. Os efeitos das variaveis e suas respectivas interacdes sdo representados
pelo Diagrama de Pareto (Figura 35), onde nota-se que as duas variaveis estudadas
foram significativas ao nivel de 95% de confianca. Entretanto, as interacdes entre as

mesmas nao foram significativas.
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Figura 35 — Diagrama de Pareto dos efeitos estimados das varidveis sobre a
concentracao de glicose empregando-se delineamento composto central rotacional na
sacarificacdo segundo o Protocolo 2, utilizando-se o fungo endofitico P. stipata SC 04.

(2)[Tween 80] %(L) .4,1 5506

(1)[Bagaco] %(L) 2 690796

[Tween 80] %(Q) -2,1f516

[Bagaco] %(Q) -1,37429

1Lby2L 6510955

p=.05

Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

Estes efeitos e as interacdo das variaveis apresentados pelo Diagrama de

Pareto podem ser confirmados pela analise de variancia (ANOVA) (Tabela 24).

Tabela 24 — Andlise de variancia (ANOVA) para a liberacdo de glicose empregando-
se delineamento composto central rotacional na sacarificacdo segundo o Protocolo 2,

utilizando-se o fungo endofitico P. stipata SC 04.

Phomopsis stipata SC04 - PROTOCOLO 2

. Soma Graus de Média
Variaveis F p
Quadratica Liberdade Quadratica
(1)[Bagago] %(L) 1,294582 1 1,294582 7,24038 0,036014
[Bagago] %(Q) 0,337697 1 0,337697 1,88868 0,218475
(2)[Tween 80] %(L)  3,086900 1 3,086900 17,26452 0,005977
[Tween 80] %(Q) 0,845962 1 0,845962  4,73133 0,072544
1L by 2L 0,075798 1 0,075798  0,42393 0,539105
Error 1,072801 6 0,178800
Total SS 6,528939 11

R?=0,835/R?adj. = 0,699
*Valores em negrito sdo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianga (p <
0,05)

Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).
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A porcentagem de variagdo (R?) indica que os experimentos se ajustam em
83,5% ao modelo. Nota-se que apenas os efeitos lineares foram significativos nesse
delineamento.

Os resultados experimentais foram analisados por analise de regressao
multipla e equagbes polinomiais de segunda ordem foram derivadas para
representar a quantidade de glicose em funcdo das varidveis independentes

avaliadas. A equacéo do modelo utilizado para a andlise das duas variaveis esta
representada abaixo (Eq. 7):

Y1 =2,71044 + 0,63194*x, - 0,03668*x,2 + 0,02899*x, - 2,39415*x,° +
0,14119*x1*x2 (7)

A superficie de resposta gerada, que mostra a interacdo entre as duas
variaveis, esta apresentada na Figura 36.

Figura 36 — Superficie de resposta para concentracdo de glicose em funcéo das

variaveis carga de bagaco e Tween 80, empregando-se delineamento composto central

rotacional na sacarificacdo segundo o Protocolo 2, utilizando-se o fungo endofitico P. stipata

SC 04.

Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

Pela analise da superficie de resposta, observa-se que a maior concentracao
de glicose foi obtida quando se utilizou carga de bagaco e Tween 80 em seus niveis
maior e menor, respectivamente. Nota-se quando comparado com os resultados

obtidos no delineamento experimental empregado para a sacarificagdo segundo o
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Protocolo 1, utilizando-se o extrato enzimatico deste mesmo fungo, que o melhor
nivel da varidvel bagaco foi semelhante.

E possivel verificar através das superficies de respostas, que a maior
liberacdo de glicose foi obtida quando a variavel bagaco estava em seu nivel mais
alto, porém quando o surfactante Tween 80 estava em seu nivel mais baixo. Um dos
principais fatores que afetam a eficiéncia da hidrélise enzimatica sdo as cargas de
substrato e de enzima. Empregando-se cargas de biomassa menores, obtém-se
uma sacarificagdo mais eficiente, por haver mais enzimas em relacdo ao substrato.
Entretanto, o rendimento de acucares € menor, exatamente pela menor quantidade
de celulose disponivel. Consequentemente, presume-se que uma maior carga de
biomassa levara a maiores concentracbes de aclUcares (FELBY et al.,, 2008;
WINGREN; GALBE; ZACCHlI, 2003).

A melhor sacarificacdo observada na presenca de Tween 80 pode ser
explicada pela protecdo enzimatica causada pelo surfactante, que impede a ligacao
improdutiva a outros substratos que néo a celulose (MORANDO et al., 2014).

Através da funcéo de desejabilidade do Software STATISTICA 10, foi possivel
prever o valor maximo para a concentracdo de glicose a ser obtido sob as condi¢bes

otimizadas das variaveis em estudo (Figura 37).

Figura 37 — Perfis dos valores previstos/otimizados e de desejabilidade das variaveis
carga de bagaco e carga de Tween 80 no DCCR para a otimizacédo das condicdes de

sacarificacdo utilizando-se o fungo P. stipata SC 04 no Protocolo 2.

[Bagaco] % [Tween 80] % Desejabilidade
7.0000

5,6034 TI%ﬂ ----- S — ;:-% ------------ | 56117

I |
T B 43202

3.0286

[Glicose] mg/mL

2.0000

BT e bl - it B St P it il

Desejabilidade

3,96 9,27 11.04 008 1.1
12835

Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).
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Apos gerados os gréaficos pela funcdo de desejabilidade, a condicdo sugerida
para a maxima concentracdo de glicose prevista (5,6034 mg/mL) foi carga de
bagaco e Tween 80 a 9,27 e 0,283%, respectivamente. A validacao experimental
realizada em triplicata levou a obtencao de glicose a 5,79 + 0,53 mg/mL (118 mg de
glicose/g bagaco de cana), indicando que o modelo proposto modelou com sucesso
0s experimentos realizados. Apds a otimizacdo das variaveis estudadas, deu-se
continuidade ao trabalho realizando-se um delineamento fatorial do tipo face
centrada 2% em trés niveis, com 4 repeticdes no ponto central, totalizando 18
ensaios, avaliando-se a influéncia das variaveis temperatura, agitacdo e tempo. Os
niveis codificados e valores reais das variaveis, bem como 0s ensaios experimentais

e a resposta obtida (concentracao de glicose) sao representados na Tabela 25.

Tabela 25 — Ensaios do delineamento fatorial do tipo face centrada 23, em niveis
codificados e reais, empregado na sacarificacdo segundo o Protocolo 2, utilizando-se o

fungo endofitico P. stipata SC 04, obtendo-se como resposta a concentracao de glicose nos

hidrolisados.
Ensaios x1 X2 x3 Glicose (mg/mL)

1 -1 (50) -1 (180) -1 (8) 4,40

1(60)  -1(180)  -1(8) 0,49
3 -1 (50) 1 (220) -1 (8) 4,56
4 1 (60) 1 (220) -1 (8) 4,09
5 -1 (50) -1 (180) 1(24) 5,05
6 1(60) -1 (180) 1(24) 0,03
7 -1 (50) 1 (220) 1(24) 6,20
8 1 (60) 1 (220) 1(24) 5,25
9 -1 (50) 0 (200) 0 (16) 4,55
10 1 (60) 0 (200) 0 (16) 3,53
11 0 (55) -1 (180) 0 (16) 4,29
12 0 (55) 1 (220) 0 (16) 3,40
13 0 (55) 0 (200) -1 (8) 3,05
14 0 (55) 0 (200) 1(24) 1,55
15 0 (55) 0 (200) 0 (16) 4,46
16 0 (55) 0 (200) 0 (16) 4,14
17 0 (55) 0 (200) 0 (16) 4,30
18 0 (55) 0 (200) 0 (16) 4,34

*x1 — Temperatura; x2 — Agitacdo; x3 — Tempo

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Como mostra a Tabela 25, a concentracao de glicose variou de 0,03 a 6,20
mg/mL o que nos mostra uma ampla variacdo, conforme a mudanca nos niveis das
variaveis estudadas. Os efeitos que essas variaveis e suas interacdes exerceram
séo representados pelo Diagrama de Pareto (Figura 38), pelo qual pode-se observar
gue as variaveis temperatura, agitacao e tempo foram significativas, bem como a

interacdo entre as variaveis temperatura, agitacao e tempo, ao nivel de 95%.

Figura 38 — Diagrama de Pareto dos efeitos estimados das variaveis fisicas na
concentracao de glicose empregando enzimas produzidas pelo fungo endofitico P. stipata
SC 04 - Protocolo 2.

(1)Temperatura (*C)(L) -—3,2?’822

(2)Agitacdo (rpm)(L) |2,66364?
1Lby2L | ‘2,423504
Tempo (horas)(Q) + ‘—1,?616

Temperatura (*C)(Q2) 85207

.

2Lby3L 8395627

:

Agitacdo (rpm)(Q) ,6b68129

1Lby3L 515186

i

(3)Tempo (horas)(L) 4311334

L

p=,05

Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

Os efeitos e as interacdo das variaveis podem ser confirmados pela analise
de variancia (ANOVA) (Tabela 26).
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Tabela 26 — Analise de variancia (ANOVA) para a concentragdo de glicose
empregando enzimas produzidas pelo fungo endofitico P. stipata SC 04 — Protocolo 2.

Phomopsis stipata SC04 - PROTOCOLO 2

L. Soma Graus de Média
Variavéis F p
Quadratica Liberdade Quadratica
(1)Temperatura (°C)(L) 12,92332 1 12,92332  10,74676 0,011218
Temperatura (°C)(Q)  0,87307 1 0,87307 0,72602 0,418951
(2)Agitacao (rpm)(L) 8,53199 1 8,53199 7,09502 0,028643
Agitacdo (rpm)(Q) 0,37283 1 0,37283 0,31004 0,592886
(3)Tempo (horas)(L) 0,22352 1 0,22352 0,18588 0,677753
Tempo (horas)(Q) 3,73173 1 3,73173 3,10322 0,116164
1L by 2L 7,06292 1 7,06292 5,87337 0,041622
1L by 3L 0,31917 1 0,31917 0,26542 0,620352
2L by 3L 0,84762 1 0,84762 0,70487 0,425530
Error 9,62026 8 1,20253
Total SS 43,33772 17

R?=0,778 / R?adj.= 0,528
*Valores em negrito sdo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca
(p <0,05)
Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

A porcentagem de variacdo (R?) indica que o modelo se ajusta apenas 77,8%
aos experimentos realizados. Nota-se, pela analise de variancia (Tabela 26), que os
efeitos lineares das variaveis temperatura e agitacao foram significativos ao nivel de
95% de confianca, assim como a interacao entre as duas variaveis.

Assim, devido a porcentagem de variacao ter sido relativamente baixa, mostra-
se que nao é possivel a otimizacdo do mesmo. Entretanto, pode-se observar que a
condicdo do ensaio 7 (Tabela 25) levou a maior concentracdo de glicose no
hidrolisado (6,20mg/mL).

5.5.3 Protocolo 2 de sacarificacdo, utilizando-se o fungo Botryosphaeria sp.
AM 01

A liberacdo de glicose, pelo Protocolo 2 de sacarificacdo, empregando-se o
fungo Botryosphaeria sp. AM 01, foi superior a obtida quando se utilizou o extrato

enzimatico do mesmo fungo, no Protocolo 1 na sacarificacao prévia.
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Entdo foi realizado um planejamento do tipo delineamento composto central
rotacional (DCCR) 22, em cinco niveis, com 4 repeticdes no ponto central, totalizando
12 ensaios. Os niveis da variavel carga de bagaco desse planejamento foram
escolhidos com base a planejamentos anteriores testados com esse fungo (dados
ndo mostrados) que ndo levaram a otimizacéo e que indicaram 0 aumento dos niveis
destas variaveis (carga de bagaco e de Tween 80). As condi¢des de tempo, agitacdo
e temperatura foram mantidas nos niveis empregados na sacarificacdo prévia (50°C,
24 horas, 200 rpm).

As variaveis utilizadas e seus niveis sdo apresentados na Tabela 27.

Tabela 27 — Ensaios do delineamento composto central rotacional (DCCR) 22, em
niveis codificados e reais, empregado na sacarificacdo segundo o Protocolo 2, utilizando-se
o fungo Botryosphaeria sp. AM 01, obtendo-se como resposta a concentracdo de glicose

nos hidrolisados.

Ensaios x1 X2 ((i;c/?nsf)
1 -1 (6) -1 (0,17) 6,31
2 1(14) -1 (0,17) 4,60
3 -1 (6) 1 (0,95) 6,62
4 1(14) 1 (0,95) 4,57
5 -1,41 (4,34) 0 (0,56) 5,63
6 1,41(15,66) 0 (0,56) 4,53
7 0 (10) -1,41 (0,008) 4,98
8 0 (10) 1,41 (1,11) 6,42
9 0 (10) 0 (0,56) 6,21
10 0 (10) 0 (0,56) 6,05
11 0 (10) 0 (0,56) 6,39
12 0 (10) 0 (0,56) 6,40

*x1 — Bagacgo; x2 — Tween 80

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como mostra a Tabela 27, a concentracdo de glicose variou de 4,53 a 6,62
mg/mL. Os efeitos das variaveis e suas respectivas interacdes séo representados
pelo Diagrama de Pareto, na Figura 39, onde pode-se notar que apenas a variavel
carga de bagaco, tanto para efeito linear quanto para quadratico, foi significativa ao
nivel de 95% de confianca. Ja a Tween 80 e a interagdo entre as elas ndo foram

significativas.



Figura 39 — Diagrama de Pareto dos efeitos estimados das variaveis na

concentracao de glicose empregando enzimas produzidas pelo fungo endofitico

Botryosphaeria sp. AM 01 — Protocolo 2.
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[Bagaco] %(Q)
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Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).
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Estes efeitos e as interacdo das variaveis apresentados pelo Diagrama de

Pareto foram confirmados pela analise de variancia (ANOVA) (Tabela 28).

Tabela 28 — Andlise de variancia (ANOVA) para a liberacdo de glicose empregando

enzimas produzidas pelo fungo endofitico Botryosphaeria sp. AM 01 — Protocolo 2.

Botryosphaeria sp. AM 01 — Protocolo 2.

. Soma Graus de Média
variaveis Quadratica Liberdade Quadratica P
(1)[Bagago] %(L) 3,529791 1 3,529791 19,06339 0,004739
Bagaco] %(Q) 1,998098 1 1,998098 10,79116 0,016718
(2)[Tween 80] %(L) 0,665362 1 0,665362 3,59343 0,106814
[Tween 80] %(Q) 0,394466 1 0,394466  2,13040 0,194693
1L by 2L 0,029284 1 0,029284 0,15816 0,704623
Error 1,110964 6 0,185161
Total SS 7,460767 11

0,05)

R?=0,851/R?adj. =0,727

*Valores em negrito sdo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca (p <

Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).
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A porcentagem de variacdo (R?) indica que os experimentos se ajustam em
85,1% ao modelo.

Os resultados experimentais foram analisados por analise de regressao
multipla e equagbes polinomiais de segunda ordem foram derivadas para
representar a quantidade de glicose em funcdo das varidveis independentes

avaliadas. A equacéo do modelo utilizado para a andlise das duas variaveis esta
representada abaixo (Eq. 8):

Y1 = 3,20246 + 0,56249*x - 0,03489*x,2 + 3,11923*x, - 1,63474*x,2 -
0,05485*x1*x, (8)

A superficie de resposta gerada, que mostra a interacdo entre as duas
variaveis, esta apresentada na Figura 40.

Figura 40 — Superficie de resposta para concentracao de glicose em funcéo das
variaveis carga de bagaco pré-tratado e Tween 80, empregando-se delineamento composto
central rotacional (DCCR) 22 na sacarificagdo segundo o Protocolo 2, utilizando-se o fungo

Botryosphaeria sp. AM 01.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

A analise da superficie de resposta (Figura 40) indica que as maiores
concentragcfes de glicose foram obtidas quando se utilizou carga de bagaco pré-
tratado a aproximadamente 8% e Tween 80 préximo ao seu nivel mais alto

(aproximadamente 0,9%), ou seja, onde ocorreu a curvatura do modelo.
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Utilizando a funcdo de desejabilidade do Software STATISTICA 10, foi
possivel prever o valor 6timo para a concentracao de glicose. Na Figura 41, observa-
se a funcdo de desejabilidade e os respectivos valores otimizados das variaveis

independentes que proporcionam esta condi¢do otimizada.

Figura 41 — Perfis dos valores previstos/otimizados e de desejabilidade das variaveis
carga de bagaco e carga de Tween 80 no DCCR 22 para a otimizacdo das condicdes de

sacarificacdo utilizando-se o fungo Botryosphaeria sp. AM 01 no Protocolo 2.

[Bagaco] % [Tween &0] % Desejabilidade
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Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

A analise dos graficos gerados pela funcdo de desejabilidade indica como
melhor condicdo o uso de carga de bagaco e Tween 80 a 7,17 e 0,8345%,
respectivamente, para obtencdo da condicdo Otima na concentracdo de glicose
prevista (6,5783 mg/mL). A validacdo experimental, realizada em triplicata, levou a
obtencao de glicose a 6,43 £ 0,70 mg/mL (170 mg de glicose/g bagaco de cana),
indicando que o modelo proposto modelou com sucesso 0s experimentos realizados.

Observa-se que o emprego deste delineamento levou a um aumento de 4,01
para 6,43 mg/mL na concentracdo de glicose, quando comparado com a

sacarificacao inicial realizada (Figura 19B).
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O aumento da carga da biomassa é vantajoso para liberacdo de glicose
guando ha um grande numero de enzimas para hidrolisar a mesma, porém para o
delineamento do fungo Botryosphaeria sp. AM 01 esse aumento nao foi satisfatorio.

Algumas estratégias séo utilizadas para aumentar o rendimento de hidrélise
guando a carga de enzima ndo é o suficiente em relacdo a quantia de substrato.
Uma dessas € a adicdo de emulsionantes como Tween 80 antes da adi¢cdo de
enzima, uma vez que diminui a adsor¢cado nao-especifica e ndo-produtiva da celulose
sobre a lignina, aumentando assim o rendimento da sacarificagdo (HELLE; DUFF;
COOPES, 1993; KRISTENSEN et al., 2007; KRISTENSEN; FELBY; JORGENSEN,
2009; MYAT; RYU, 2014; QING; WYMAN, 2010).

Assim, ap6s a otimizacdo das variaveis quimicas estudadas, deu-se
continuidade realizando um delineamento composto central rotacional 23, onde
avaliou-se o efeito das variaveis temperatura, agitacdo e tempo em cinco niveis, com
4 repeticdes no ponto central, totalizando 18 ensaios. As variaveis carga de bagago
e de tween foram mantidas nos niveis 6timos encontrados no planejamento anterior.

Os niveis codificados e valores reais das variaveis, bem como as respostas

obtidas (concentracdo de glicose) sao representados na Tabela 29.
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Tabela 29 — Ensaios do delineamento composto central rotacional (DCCR) 23, em
niveis codificados e reais, empregado na sacarificacdo segundo o Protocolo 2, utilizando-se
o fungo Botryosphaeria sp. AM 01, obtendo-se como resposta a concentracéo de glicose
nos hidrolisados.

Ensaios x1 X2 X3 ((rillgclfnsl_e)
1 -1 (50) -1 (180) -1 (8) 5,07
2 1 (60) -1 (180) -1 (8) 2,08
3 -1 (50) 1 (220) -1 (8) 4,54
4 1 (60) 1 (220) -1 (8) 2,00
5 -1 (50) -1 (180) 1 (24) 5,60
6 1(60) -1 (180) 1(24) 2,68
7 -1 (50) 1 (220) 1(24) 6,30
8 1 (60) 1 (220) 1(24) 3,00
9 -1,68 (46,59) 0 (200) 0 (16) 5,49
10 1,68 (63,40) 0 (200) 0 (16) 1,59
11 0 (55) -1,68 (166,36) 0 (16) 2,06
12 0 (55) 1,68 (233,63) 0 (16) 1,89
13 0 (55) 0 (200) -1,68 (2,54) 1,60
14 0 (55) 0 (200) 1,68 (29,45) 3,21
15 0 (55) 0 (200) 0 (16) 2,76
16 0 (55) 0 (200) 0 (16) 2,67
17 0 (55) 0 (200) 0 (16) 2,51
18 0 (55) 0 (200) 0 (16) 2,53

*x1 — Temperatura; x2 — Agitacao; x3 — Tempo

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como apresentado na Tabela 29, a concentracdo de glicose variou de 1,59 a
6,30 mg/mL, o que representa uma ampla variacdo conforme a mudanca das
variaveis fisicas temperatura, tempo e agitacao.

Os efeitos que essas varidveis e suas interacbes exerceram Sao
representados pelo Diagrama de Pareto (Figura 42), onde observa-se que apenas a
variavel temperatura se mostrou significativa ao nivel de 95%. As interacfes entre as

variaveis também nao foram significativas.
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Figura 42 — Diagrama de Pareto dos efeitos estimados das variaveis fisicas na
concentracao de glicose empregando enzimas produzidas pelo fungo endofitico
Botryosphaeria sp. AM 01 — Protocolo 2.

(1)Temperatura (*C)(L) -—5‘91799

Temperatura (*C)(Q) ‘2‘553115

(3)Tempo (horas)(L)

Tempo (horas)(Q) ,8475071
2Lby3L 6896822
1Lby3L 290917

2061552

H

2137174

Agitacdo (rpm)(Q)

(2)Agitacéo (rpm)(L) ,0375494

1Lby2L ,0295873

p=,05

Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).

Os efeitos linear e quadratico da variavel temperatura foram também
significativos. Os efeitos e as interacéo das variaveis foram confirmados pela analise
de variancia (ANOVA) (Tabela 30).

Tabela 30 — Andlise de variancia (ANOVA) para a concentracao de glicose
empregando enzimas produzidas pelo fungo endofitico Botryosphaeria sp. AM 01 —

Protocolo 2.

Botryosphaeria sp. AM 01 - PROTOCOLO 2

. Soma Graus de Média
Variavéis F p
Quadratica Liberdade Quadratica
(1)Temperatura (°C)(L) 24,56959 1 24,56959 35,02266 0,000354
Temperatura (°C)(Q) 4,57288 1 4,57288 6,51840 0,034009
(2)Agitacao (rpm)(L) 0,00099 1 0,00099 0,00141 0,970967
Agitacédo (rpm)(Q) 0,02982 1 0,02982 0,04250 0,841819
(3)Tempo (horas)(L) 3,20427 1 3,20427 4,56751 0,065062
Tempo (horas)(Q) 0,50389 1 0,50389 0,71827 0,421342
1L by 2L 0,00061 1 0,00061 0,00088 0,977121
1L by 3L 0,05937 1 0,05937 0,08463 0,778514
2L by 3L 0,33369 1 0,33369 0,47566 0,509901
Error 5,61227 8 0,70153
Total SS 38,53626 17

R?=0,854 / R?adj.= 0,690
*Valores em negrito sdo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca (p <
0,05)
Fonte: Elaborado pelo autor. Software STATISTICA 10, (StatSoft 2010).
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Verifica-se que modelo se ajusta em 85,4% aos experimentos realizados, de
acordo com a porcentagem de variacdo (R?). Assim, devido ao baixo ajuste dos
experimentos ao modelo, ndo foi possivel a otimizacdo das variaveis.

A condicdo que levou a maior concentracdo de glicose (6,30 mg/mL) foi a
empregada no experimento 7: 50°C, 24 horas e agitacdo de 220 rpm. Uma vez que
a diferenca entre a concentracdo de glicose obtida sob esta condicdo e aquela
obtida quando a sacarificacao foi realizada sob a condic¢ao fixadas no planejamento
anterior (6,43 mg/mL), optou-se por manter esta ultima (50°C, 200 rpm por 24
horas).

Morando e colaboradores (2014) em busca de uma condicdo otimizada de
hidrélise do bagaco de cana-de-acglcar pré-tratado, utilizando peroxido de hidrogénio
alcalino 4,7% com acido diluido, avaliaram os efeitos da carga de celulase (unidade
de papel de filtro 3,4-5,6 (FPU) / g sdlido), carga de B-gliosidase (unidade 15-27 -
glicosidase CBU) / g de solido) e a concentracédo de Tween 80 (0,11-1,7% p / v) na
liberagdo de glicose durante a hidrolise enzimatica. Pela analise de superficie de
resposta Box-Behnken da hidrélise de 120 horas, utilizando uma preparacdo de
celulase comercial de Trichoderma reesei (Celluclast 1,5 L) com uma atividade de 70
FPU / g, suplementada com B-glucosidase de Aspergillus niger (Novozyme 188)
observou-se que as maiores liberacdes de glicose foram obtidas com 4,1 FPU / g de
soélidos para celulase, 18,2 CBU / g de sdlidos para B-glicosidase e 0,95% / V para
Tween 80, o que correspondeu um aumento de 29% na liberacdo de glicose em
comparacdo com nenhuma adicdo de Tween 80. Assim como no presente trabalho,
0 uso do surfactante Tween 80 foi significativo para o aumento da concentracao de
glicose nos experimentos de sacarificacao.

Em busca de melhores condicbes na realizacdo de experimento de
sacarificacdo, Giese e colaboradores (2013) relataram os melhores resultados na
liberacdo de glicose usando 0,15 g/g do surfactante Tween 80, quando utilizou-se
Cellulase AF28918 300 U/mL, Cellobiase 80 U/mL, com carga de 5% (p/v) de
bagaco pré-tratado, o que nos mostra que o uso do surfactante e a menor carga de
substrato foram significativos para o aumento da liberacdo do agucar, tendo em vista
que os autores realizaram experimentos sem o0 uso do surfactante e com cargas
maiores de bagaco de cana, obtendo-se uma liberacdo de glicose inferior. Assim,
conclui-se que nem sempre a maior carga de substrato levara a uma maior

concentragdo de glicose, como observado nos experimentos de otimizagdo das
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varidveis quimicas empregados para o Protocolo 2, utlizando-se o fungo

Botryosphaeria sp. AM 01.

5.5.4 Selec¢ao do hidrolisado a ser utilizado na fermentacgéo alcodlica

Ao final dos experimentos de sacarificacdo envolvendo planejamentos
experimentais, os hidrolisados obtidos foram comparados quanto a concentracdo de
glicose e estas fora ainda comparadas com a obtida nas sacarificacdes prévias
(Tabela 31).

Tabela 31 — Comparacgéo da concentracdo de glicose nos hidrolisados obtidos pela

sacarificacdo enzimatica do bagaco de cana pré-tratado.

Sacarificacao Condic8es otimizadas

Experimento Prévia (mg/mL) (mg/mL) Aumento

Phomopsis stipata SC 04 3,82 9.25 2,42X
Protocolo 1

Phomopsis stipata SC 04 4,72 579 1,22X
Protocolo 2

Botryosphaeria sp. AM 01 4,01 6,43 1,6X
Protocolo 2

Fonte: Elaborado pelo autor

O hidrolisado obtido no experimento de sacarificacdo empregando-se o
extrato enzimatico de Phomopsis stipata SC 04, realizado segundo o Protocolo 1, foi
selecionado por apresentar a maior concentracdo de glicose. A andlise de inibidores
presentes neste hidrolisado foi realizada e, posteriormente, este foi utilizado como

meio para a fermentacao alcodlica.

5.6 Andlise de inibidores e ensaios de fermentacéo alc6olica

Componentes que inibem a fermentacédo alcoolica podem ser classificados
em inibidores presentes na biomassa e inibidores que sdo produzidos em condices
severas durante o pré-tratamento dessa biomassa (RABELO, 2010). O tipo e a
concentracdo de compostos fendlicos variam de acordo com a matéria-prima, sendo

altamente dependente da mesma, uma vez que a estrutura quimica bem como o
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teor de lignina diferem entre uma biomassa lignoceluldsica e outra (TOMAS-PEJO et
al., 2011).

O hidrolisado utilizado nos ensaios de fermentacdo alcodlica apresentou
baixas concentracdes de alguns compostos fendlicos, derivados da decomposicao
de lignina durante o pré-tratamento: de acido vanilico e acido ferulico (0,115 e 0,078
g/L, respectivamente). Nao foi detectada a presenca de furfural, hidroximetilfurfural e
demais compostos inibidores, o que esta de acordo com os dados de literatura, que
indicam pouca ou nenhuma geracédo de produtos inibidores de fermentacéo pelo pré-
tratamento hidrotérmico (LIMAYEM; RICKE, 2012).

Apos verificagdo da baixa presenca de inibidores, realizou-se entdo a
fermentacdo alcodlica, utilizando-se o hidrolisado selecionado, complementado
como descrito no item 2.9. A concentracdo de acucares redutores, glicose, xilose e
arabinose presentes neste meio de fermentacdo e apds a fermentacdo sé&o

apresentados na Tabela 32.

Tabela 32 — Acucares presentes antes e ap0s o0 experimento de fermentacéo
alcodlica.

Tempo de fermentacao (h)

AcuUcares (g/L) 0 24
Redutores 34,53 +£0,11 14,47 + 0,32
Glicose 13,89 £ 0,40 1,97 +0,36
Xilose 14,09 + 0,48 13,72+ 0,55
Arabinose 1,93 +0,09 1,90 +0,01

Fonte: Elaborado pelo autor

Apbés 24 horas de fermentacdo, a concentracdo de acucares redutores
diminuiu para 14,47 £+ 0,32 g/L, o que indica o consumo de aproximadamente 58%
pela levedura Saccharomyces cerevisiae. Para o acucar glicose pode-se também
observar uma reducéo de 85,8% em sua concentragdo, e os demais foram mantidos
na mesma propor¢cao, mostrando o consumo de apenas hexoses pela levedura.
Sendo esse consumo provavelmente favorecido pela baixa concentracdo de
inibidores no hidrolisado utilizado. Assim, destaca-se a producdo de etanol ao final
da fermentacado a 5,22 + 0,95g/L, destacando a possibilidade de producéo do etanol

celulésico.



116

Nigam (2001) ao estudar a producéo de etanol a partir de hidrolisado de palha
de trigo por Pichia stipitis observou um consumo de 20,5 % de agucares redutores,
considerado baixo devido principalmente a presenca de componentes toxicos que
inibem o crescimento e a atividade de fermentacéo da levedura.

Pereira et al. (2016) também realizou a fermentagdo de hidrolisado obtido
através de enzimas produzidas pelo fungo M. thermophila JCP 1-4, onde utilizou-se
10% de carga de bagaco pré-tratado e obteve-se 3,15 g/L de etanol a partir de 10,19
g/L de glicose, que sdo semelhantes as proporgdes do presente trabalho.
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6 CONCLUSOES

Destaca-se primeiramente a importancia dos resultados obtidos como
pesquisa basica como o estudo da producédo de celulases pelos géneros estudados
bem como a hidrélise enzimatica de residuos lignocelulésicos que sao pouco
apresentados na literatura.

Pelos dados apresentados, conclui-se que todos fungos avaliados sao
potenciais produtores de ao menos uma das enzimas do complexo celulolitico. A
exploracdo de diferentes materiais lignocelulésicos como substratos para o cultivo
dos fungos mostrou que alguns deles sdo capazes de induzir significativamente a
producéo das enzimas por alguns fungos, permitindo a escolha do melhor substrato.
Observou-se também que grandes quantidades de enzimas (celulases) néo
necessariamente levam a melhor sacarificagdo enzimatica.

Os resultados dos experimentos de sacarificacdo indicaram que as enzimas
de Phomopsis stipata SC 04 e Botryosphaeria sp. AM 01 levaram aos melhores
resultados em termos de concentracdo de glicose a partir do bagaco pré-tratado. As
enzimas de Phomopsis stipata SC 04 se mostraram eficientes nos dois Protocolos
de sacarificacdo durante o delineamento  experimental, aumentando
significativamente a concentracdo de glicose liberada o que se conclui que a
avaliacdo dos parametros de sacarificacdo se mostrou uma importante ferramenta
para esse processo.

Cabe ressaltar que os fungos P. stipata SC 04 e Botryosphaeria sp. AM 01
obtiveram significativas concentracfes de glicose ao utilizar-se o Protocolo 2 de
sacarificacdo que ndo envolve a etapa de extracdo das enzimas, indicando que a
escolha desse Protocolo foi importante.

As pB-glicosidases dos mesmos apresentaram relativamente uma boa
estabilidade quanto a presenca de glicose e etanol, caracteristicas desejaveis
guando se visa aplicacfes industriais;

Assim o0 uso de enzimas microbianas na sacarificacdo do bagaco de cana
submetido a pré-tratamento hidrotérmico com NaOH levou a obtencéo de hidrolisado
com caracteristicas adequadas para a utilizacgdo como fonte de glicose para
producdo de etanol celuldésico, 0 que permitiu que a levedura Saccharomyces
cerevisiae realizasse o consumo da glicose bem como a producgéo de etanol durante

a fermentacéo.
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