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RESUMO

O aumento no consumo de combustiveis fosseis e a crescente preocupacdo ambiental
multiplicaram o interesse por tecnologias limpas e de baixo custo, para a obtencéo de
produtos de valor agregado para as industrias quimica, energética e de alimentos. Neste
contexto, as enzimas tem sido importantes ferramentas em diversos processos,
principalmente no que diz respeito a producdo de etanol a partir de materiais
lignocelulosicos. Neste trabalho foi avaliado o perfil de producéo enzimética dos fungos
termofilicos Chaetomium sp. N13, Humicola grisea var. thermoidea e Thermomucor
indicae-seudaticae N31 por fermentacdo em estado sélido (FES) e fermentacdo
submersa (FSm) em bagaco de cana e farelo de trigo (1:1, 1:9 ou 9:1), palha de milho e
farelo de trigo (9:1), palha de milho e cevada (9:1), cevada e farelo de trigo (9:1) e,
somente farelo de trigo como substratos. No processo de fermentacdo em estado sélido,
a maior producéo de xilanase (1569,4 U/g ou 78,5 U/mL) foi obtida por Chaetomium
sp. N13 em 240h de cultivo em bagaco de cana e farelo de trigo (1:1). O fungo
Humicola grisea var. thermoidea foi o melhor produtor de CMCase (232,8 U/g ou 11,6
U/mL), avicelase (18,1 U/g ou 0,9 U/mL) e beta-glicosidase (124,9 U/g ou 6,2 U/mL)
em 240h de cultivo em bagaco de cana e farelo de trigo (1:1), 192h de cultivo em
cevada e farelo de trigo (9:1) e 288h de cultivo em bagaco de cana e farelo de trigo
(1:9), respectivamente. No processo de fermentacdo submersa, a maior producdo de
xilanase (35,4 U/mL) foi obtida por Chaetomium sp. N13 em 96h de cultivo em palha
de milho e cevada (9:1). O fungo Humicola grisea var. thermoidea foi o melhor
produtor de CMCase (6,4 U/mL) e beta-glicosidase (1,4 U/mL) em 120h de cultivo em
bagaco de cana e farelo de trigo (1:1). As producdes de avicelase, por Chaetomium sp.
N13 e Themomucor indicae-seudaticae N31 foram semelhantes. A sacarificacdo da
palha de cana e do bagaco de cana (in natura e pré-tratado), pela acdo dos extratos
enzimaticos brutos produzidos por Chaetomium sp. N13 e Humicola grisea var.
thermoidea além de uma enzima comercial, também foi avaliada. O maior rendimento
de acucares redutores, (111,7 mg/g peso seco) foi obtido pela agdo da enzima comercial,
seguido pelas enzimas de Humicola grisea var. thermoidea (71,3 mg/g peso seco),

sobre o0 bagaco de cana pré-tratado.
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ABSTRACT

The increase in the consumption of fossil fuels and the growing environmental concern
have increased the interest in clean and low-cost technologies for the obtaining of added
value products for chemical, energy and food industries. In this context enzymes have
been important tools in several processes, especially regarding to the production of
ethanol from lignocellulosic material. This study the profile of enzyme production of
the thermophilic fungi Chaetomium sp. N13, Humicola grisea var. thermoidea and
Thermomucor indicae-seudaticae N31 by solid state fermentation (SSF) and submerged
fermentation (SF) on sugar cane bagasse and wheat bran (1:1, 1:9 or 9:1), maize straw
and wheat bran (9:1), straw of maize and barley (9:1), barley and wheat bran (9:1) and
only wheat bran as substrates were evaluated. By SSF, the largest production of
xylanase (1569,4 U/g or 78.5 U/mL) was obtained by Chaetomium sp. N13 at 240h of
cultivation in sugar cane bagasse and wheat bran (1:1). The fungus Humicola grisea
var. thermoidea was the best producer of CMCase (232.8 U/g or 11.6 U/mL), avicelase
(18.1 U/g or 0.9 U/mL) and beta-glucosidase (124.9 U/g or 6.2 U/mL) at 240h of
cultivation in sugar cane bagasse and wheat bran (1:1), 192h of cultivation in barley and
wheat bran (9:1) and 288h of cultivation in sugar cane bagasse and wheat bran (1:9),
respectively. By SF, the largest production of xylanase (35.4 U/mL) was obtained by
Chaetomium sp. N13 at 96h of cultivation in straw of maize and barley (9:1). The
fungus Humicola grisea var. thermoidea was the best producer of CMCase (6.4 U/mL)
and beta-glucosidase (1.4 U/mL) at 120h of cultivation in sugar cane bagasse and wheat
bran (1:1). The productions of avicelase by Chaetomium sp. N13 and Themomucor
indicae-seudaticae N31 were similar. The saccharification of sugarcane straw and
bagasse (in natura and pre-treated) by the action of the crude enzymatic extract
produced by Chaetomium sp. N13 and Humicola grisea var. thermoidea and by a
commercial enzyme was also evaluated. The highest yield of reducing sugars (111.7
mg/g of dry substrate) was obtained by the action of the commercial enzyme, followed
by enzymes from Humicola grisea var. thermoidea (71.3 mg/g dry substrate), on the

sugar cane bagasse pretreated.



1. INTRODUCAO

Com a escassez dos combustiveis fosseis e a decorrente necessidade em
encontrar uma fonte alternativa de combustivel e energia renovavel, ha um grande
interesse na utilizacdo de celulases e outras enzimas para bioconversdo da biomassa
lignoceluldsica em aclcares que podem ser utilizados na producdo de biocombustiveis.
As celulases correspondem as enzimas com a terceira maior producgdo industrial do
mundo (SINGHANIA et al., 2010). Elas sdo amplamente aplicadas nas industrias téxtil,
de papel e celulose, extracdo de sucos, detergentes e nutricdo animal. Essa utilizacao
tendera a um acentuado aumento se o etanol de biomassa lignocelulésica, produzido
através de rotas enzimaticas, vir a ser um combustivel de ampla utilizacdo
(SINGHANIA et al., 2010).

As celulases sdo enzimas responsaveis pela hidrolise da celulose, o principal
componente da parede celular vegetal. As trés principais celulases sé&o endoglucanase,
exoglucanase e B-glicosidase, que agem de forma sinergistica para a completa hidrolise
do polimero. As endoglucanases também designadas CMCases, hidrolisam regides
internas aleatoriamente, principalmente as regides amorfas, gerando oligossacarideos de
varios tamanhos e consequéntemente novas cadeias terminais. As exoglucanases
(avicelases) agem de maneira progressiva nas extremidades redutoras e nao-redutoras
do polimero de celulose, liberando glicose ou celobiose como principais produtos. As -
glicosidases hidrolisam celobiose e em alguns casos outros oligossacarideos a glicose
(LYND et al., 2002; YEOMAN, 2010).

Os microrganismos sdo fontes preferenciais de celulases, devido a ampla
diversidade bioguimica e facilidade de manipulagdo genética (YEOMAN, 2010). Entre
0s microrganismos os fungos filamentosos apresentam diversas vantagens em funcéo do
grande potencial de secrecdo desse grupo de enzimas (OGEL et al., 2001; GOMES et
al., 2007). A producéo de etanol lignocelulésico através de rotas biol6gicas mostra-se
atrativo por diversas razdes, entre elas a natureza renovavel, o baixo custo e a
abundancia da biomassa. A principal limitacdo no desenvolvimento de uma tecnologia
viavel de etanol lignoceluldsico € o alto custo e os baixos niveis de producédo da enzima.
Portanto, a melhoria nos niveis de producdo sdo altamente desejaveis para a conversao
de biomassa (SINGHANIA et al., 2010).



2. OBJETIVOS

2.1. Gerais

Producdo de celulases por espécies fungicas termofilicas em FES e FSm,
utilizando biomassa lignocelulésica, visando a aplicacdo dessas enzimas na hidrolise de

materiais lignocelulosicos para obtencdo de agucares fermentesciveis a bioetanol.

2.2. Especificos

- Avaliar diferentes meios e suplementacdes para a producgéo de celulases em FES e em
FSm utilizando fungos termofilicos das culturas estoques do Laboratorio;

-definir qual o melhor método de cultivo (FES ou FSm) para a producdo de celulases
por cada um dos fungos a serem estudados;

-determinar 0 melhor tempo de cultivo para a maxima producdo do complexo
celulolitico excretado pelos diferentes fungos;

-avaliar a possibilidade de reuso do material solido residual de uma fermentagdo como
substrato para uma nova fermentacéo.

-avaliar o potencial de hidrolise do bagaco e palha de cana pelas enzimas produzidas.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Biomassa lignocelulésica

A parede celular vegetal é uma estrutura biologicamente complexa, composta
principalmente de celulose, hemicelulose e lignina, além de pequena quantidade de

pectina, proteinas, extrativos e cinzas (Fig.1). A proporcdo de cada componente do

material vegetal varia de acordo com a espécie, maturidade e local de cultivo da planta
(PRASAD et al., 2006).

EPESLronEy e X —

Ligagdes-Hi Celulose Ligninn  Hemicelulose Ligagles-Cruzadas

Figura 1: Representacdo esquematica da parede celular secundéaria de um vegetal mostrando as
cadeias lineares da celulose e as ramificadas da hemicelulose imersas em uma matriz de lignina
(BIDLACK et al., 1992).

A celulose € um polimero linear formado por unidades de glicose unidas por
ligaces glicosidicas f-1,4 (ZHANG et al., 2006; CHAMPAGNE; LI, 2009) (Fig. 2). As
moléculas de celulose ligam-se umas as outras por pontes de hidrogénio intra e
intermoleculares, formando fibrilas (SANCHEZ, 2009). Varias fibrilas de celulose sdo

agregadas umas as outras formando as microfibrilas. Estas microfibrilas séo constituidas



por regides cristalinas rigorosamente ordenadas e por regides amorfas menos ordenadas
(SANCHEZ, 2009). Microfibrilas formam as macrofibrilas e estas formam fibras. A
celulose pode ser hidrolisada por tratamentos acidos ou enzimaticos (BALAT; BALAT,
2009), resultando em produtos sollveis, de baixo peso molecular como hexoses e
celobioses (ROMERO et al., 1999; CAMASSOLA; DILLON, 2009) que podem ser
fermentados para a producéo de etanol (SUN; CHENG, 2002; CHEN et al., 2008).

Figura 2: Estrutura representativa das cadeias de celulose (Yeoman et al,2010) com

modificacdes.

O segundo constituinte mais importante do material lignocelulésico € a
hemicelulose (BALAT et al., 2008). A hemicelulose é um polimero heterogéneo que
representa de 15 a 35% da biomassa vegetal. Pode ser constituido por pentoses (xilose,
arabinose), hexoses (manose, glicose e galactose) e/ou acidos urénicos. Outros aglcares
como ramnose e fucose também podem estar presentes em pequenas quantidades e, 0s
grupos hidroxil dos aglcares podem ser substituidos por grupos acetil. As xilanas sdo o0s
principais componentes da hemicelulose da parede celular secundaria, constituindo de
20 a 30% da biomassa de madeiras duras e plantas herbaceas (YEOMAN et al, 2010).

A lignina é o componente ndo-carboidrato mais importante da biomassa
lignocelul6sica. Este polimero é composto por unidades de fenilpropano (alcool
coniferilico, &lcool sinapilico e alcool p-cumarilico) conectadas por diferentes ligagdes
C-C e ligagdes C-O-C (PAPINUTTI; FORCHIASSIN, 2007) e tem como principal
funcdo conferir rigidez a parede celular. A lignina geralmente esta distribuida junto com

a hemicelulose no espago entre as microfibrilas de celulose em ambas as paredes



celulares, primaria e secundaria, e na lamela média, para adesao celular (ERIKSSON;
BERMEK, 2009). Essa estrutura aromatica, altamente estavel, € um dos maiores
obstaculos para a hidrélise enzimética da lignocelulose (PRASAD et al., 2006; KO et
al.,, 2009). A lignina forma um escudo de protecdo em torno da celulose e da
hemicelulose, protegendo esses polissacarideos da degradacdo enzimatica (DAWSON;
BOOPATHY, 2007; LI et al., 2009).

3.2. Celulases e hemicelulases

As enzimas envolvidas na hidrolise da celulose correspondem ao complexo
enzimatico celulolitico que € constituido por enzimas com diferentes especificidades
para hidrolisar ligacdes glicosidicas (SANCHEZ, 2009). As trés principais celulases
sdo: endoglucanases (EC 3.2.1.4), exoglucanases (EC 3.2.1.9.1) e B-glucosidases (EC
3.2.1.2.1) (GRAY et al., 2006; GAO et al., 2008) que atuam de forma sinérgica para
degradar celulose a glicose (OGEL et al., 2001; LEVIN et al., 2008). As endoglucanases
atacam regibes de baixa cristalinidade das fibras de celulose, criando novas cadeias
terminais livres ao acaso (PRASAD et al., 2006). As exoglucanases degradam a
molécula removendo unidades de celobiose das cadeias terminais livres (ZHOU et al.,
2008). As B-glucosidases hidrolisam celobiose a glicose (LYND et al., 2002; BALAT et
al., 2008) (Fig. 3). A natureza insollvel e recalcitrante da celulose representa um

desafio para o sistema celulolitico.



Figura 3: Representacdo esquematica de um sistema celulolitico.(Yeoman et al.,2010)

As enzimas envolvidas na degradacdo da hemicelulose séo as xilanases, que
assim com as celulases, apresentam acdo sinérgica para promover a hidrolise do
polimero a acgucares simples (KESHWANI; CHENG, 2009). As endo-B-1,4 -xilanases
(EC: 3.2.1.8) atacam o esqueleto estrutural da molécula, e as B-xilosidades (EC:
3.2.1.3.7), hidrolisam pequenos xilooligosacarideos em xilose. (PAPINUTTI;
FORCHIASSIN, 2007; KESHWANI; CHENG, 2009).



Figura 4: Estrutura da molécula de xilana e acdo das xilanases. Endo-B-1,4-xilanases
hidrolisam as ligagdes glicosidicas B,1-4 internas das moléculas de xilana liberando
xilooligossacarideos, enquanto que as exo-B-xilanases liberam xilose a partir das extremidades
ndo-redutoras das xilanas, as p-xilosidases liberam xilose a partir da xilobiose ou

xilooligossacarideos curtos (GOMES et al., 2007).

Celulases e hemicelulases comerciais tém sido usadas em diversas aplicacdes,
incluindo industrias téxteis e de detergentes, industrias de polpa e papel, racdo animal,
extracdo de sucos de frutas e vegetais, processamento do amido e producgédo de etanol
(HEBEISH et al., 2009; DOGARIS et al.,, 2009; WILSON, 2009). Entretanto, o
principal gargalo para a aplicacdo abrangente da celulase na industria é o alto custo de
producdo da enzima (AHAMED; VERMETTE, 2008; SOHAIL et al., 2009). Para
solucionar este problema algumas estratégias podem ser usadas como 0 uso de
microrganismos com altas taxas de producgéo das enzimas e a utilizacdo de processos
fermentativos com menor custo (GAO et al., 2008; SUKUMARAN et al., 2009).

3.3. Uso de residuos agroindustriais como substratos para a producédo de enzimas
microbianas por fermentacdo em estado sélido (FES) e fermentacdo submersa
(FSm).

O principal obstaculo para a aplicacdo abrangente da celulase na indUstria é o
alto custo de producdo da enzima (AHAMED; VERMETTE, 2008; SOHAIL et al.,
2009). A fonte de carbono utilizada no cultivo dos microrganismos tem sido apontada
como um dos fatores que mais afetam o rendimento e o custo de producdo das mesmas
(GAO et. al., 2008; DAWSON; BOOPATHY, 2007).



A biomassa lignocelulésica, especialmente residuos agricolas, sdo conhecidos
como excelentes fontes de carbono para crescimento fingico (SANCHEZ, 2009). Esse
crescimento so se viabiliza com a secre¢do de enzimas lignoceluloliticas pelas hifas para
hidrélise do substrato e fornecimento de aguUcares para a sustentacdo do crescimento
microbiano (ELISASHVILI et al., 2008).

O substrato lignocelulosico ideal deve ser barato, de facil processamento,
disponivel em grande quantidade e, sua composicdo deve ser adequada tanto para a
hidrélise quanto para a producéo das enzimas celuloliticas (JUHASZ et al., 2005).

Existem diversos estudos sobre o uso de residuos agricolas, florestais e
municipais na producdo de enzimas que podem ser utilizadas em importantes
bioprocessos industriais (ROMERO et al.,, 1999; WANG; YANG, 2007). Varios
subprodutos agroindustriais como, farelo de trigo, palhicos, sabugo e talos de milho,
polpa de frutas, residuos de tubérculos, cascas de sementes e farelos residuais da
obtencdo de 6leos, podem ser explorados por meio de fermentacdo em estado solido
(FES) ou fermentacdo submersa (FSm) para producdo de enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas uma vez que contém, além de fonte de carbono, diversos nutrientes
essenciais para o crescimento microbiano como fosforo, nitrogénio e potassio
(DOGARIS et al., 2009; OGEL et al., 2001).

Grandes quantidades de biomassa vegetal sdo produzidas pela agroindustria.
No Brasil a agroindustria de milho, cana de acUcar, arroz, mandioca, trigo, citrus, coco e
gramineas, geram coletivamente 597 milhdes de toneladas de residuos por ano
(FERREIRA-LEITAO et al, 2010). O ideal seria 0 uso desses recursos renovaveis para
a producdo sustentavel via cultivo microbiano de produtos quimicos. Caso essa
biomassa ndo seja utilizada na geracdo de produtos de alto valor agregado, ela
permanecera no fluxo de residuos, necessitando de tratamentos caros ou precisando ser
eliminada (WANG; YANG, 2007). Dessa forma, a utilizacdo desses residuos como
substratos para a producdo de enzimas através de fermentacdo em estado solido e
fermentagdo submersa tem se mostrado muito interessante.

O processo de fermentacdo em estado sélido desde a muito tem sido aplicado
na producdo de alimentos (WANG; YANG, 2007). A FES envolve solidos na auséncia
ou quase auséncia de agua livre entre as particulas do substrato, porém, com umidade
suficiente para o0 crescimento e metabolismo microbianos (PANDEY, 2003;
SINGHANIA et al., 2009). Este processo simula as condi¢Oes de vida dos fungos

filamentosos, que crescem sob materiais solidos, produzindo enzimas para degrada-lo e



assim utilizar seus nutrientes para sua sobrevivéncia. Portanto, esta técnica reproduz
processos microbioldgicos naturais como a compostagem e a ensilagem (SINGHANIA
et al., 2009).

Atualmente existe um grande interesse em relacdo a FES, devido a potencial
aplicacdo em bioprocessos. A técnica pode ser utilizada em biorremediacéo,
biodegradacdo de compostos recalcitrantes, detoxificacdo bioldgica de residuos
agroindustriais, bioconversdo de biomassa, biotransformacéo de residuos agricolas para
enriquecimento nutricional, biopolpacédo e producéo de produtos de alto valor agregado,
tal como metabolitos secundarios biologicamente ativos, incluindo antibioticos,
alcaldides, fatores de crescimento vegetal, enzimas, &cidos organicos, biopesticidas,
biosurfactantes, biocombustiveis, etc. (SINGHANIA et al., 2009; WANG; YANG,
2007).

A FES possui diversas vantagens biotecnoldgicas e ambientais. As vantagens
biotecnoldgicas envolvem maior produtividade, maior concentracdo de produtos finais,
maior estabilidade dos produtos, menor repressdo catabdlica, cultivo de microrganismos
especializados em substratos insolUveis em agua, ou cultivo de misturas de varios
fungos (SINGHANIA et al., 2009). Além dessas vantagens, 0s esporos fungicos
produzidos por FES mostram maior estabilidade e maior resisténcia a seca, além de
maiores taxas de germinagdo do que os esporos produzidos por FSm (HOLKER; LENZ,
2005).

As vantagens ambientais da FES se devem ao fato do processo ser conduzido
em baixa quantidade de &gua, resultando no minimo consumo de agua e, portanto menor
geracdo de efluentes. Alem disso, como o processo é realizado em atividade de agua
abaixo de 1, o crescimento de bactérias e leveduras contaminantes &€ minimizado. Outra
vantagem ambiental é a possibilidade do uso de residuos agricolas como fonte de
carbono e energia. A producdo de enzimas e &cidos organicos frequentemente usa
residuos vegetais como fontes de carbono e indutores ou mediadores (HOLKER;
LENZ, 2005). Se por um lado, a utilizagdo de residuos agricolas de baixo custo em FES
aumenta a viabilidade econdmica do processo, por outro, resolve os problemas de
poluicdo causados pelo acumulo desses residuos (SINGHANIA et al., 2009).

Fatores como temperatura, pH, aeracdo, atividade de agua e umidade, natureza
do substrato s6lido empregado, etc., sdo importantes para o estabelecimento da FES.
Destes, a umidade e a natureza do substrato sdo os fatores que mais afetam o processo

de FES. A selecdo da umidade depende do microrganismo empregado e também da
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natureza do substrato. Fungos necessitam de uma umidade menor, 40 a 60% de umidade
podem ser suficientes, mas a selecdo do substrato depende de diversos fatores
principalmente os relacionados com o custo e disponibilidade e, portanto, podem
envolver a selecdo de diversos residuos agroindustriais (SINGHANIA et al., 2009). A
alta porcentagem de umidade resulta em baixa porosidade do substrato, o qual por sua
vez impede a penetracdo de oxigénio, no entanto, a baixa umidade pode levar a uma
pobre acessibilidade dos nutrientes resultando em dificuldades para o crescimento
microbiano (PANDEY, 2003; SINGHANIA et al., 2009).

A principal razéo para que a FES ainda ndo tenha sido amplamente escolhida
sdo problemas relacionados a engenharia dos bioreatores, dificuldade de padronizagéo
do processo e a limitada reprodutibilidade dos resultados. O aumento de escala
representa o ponto chave para a utilizacdo do processo de FES, uma vez que diferencas
nos gradientes de temperatura, umidade, concentracdo de substrato e outras mais,
podem surgir ao longo do processo e, podem ter um efeito adverso. A interelacdo entre
os fatores ambientais tal como contetido de oxigénio nivel de umidade e temperatura
contribuem para dificultar a regulacdo desses parametros (HOLKER; LENZ, 2005). O
crescimento microbiano sob condicfes aerdbias em biorreator resulta em consideravel
producdo de calor, causando um rdpido aumento na temperatura. Este efeito que é
desejavel em compostagem geralmente é fatal para os processos biotecnologicos,
porque a grande parte das enzimas produzidas durante a fermentacdo podem ser
desnaturadas pelo calor até o fim do processo (MULLER DOS SANTOS et al., 2004).
Na auséncia de &gua livre, a remocéo do calor produzido € dificultada. Como alternativa
0 processo de resfriamento é realizado através da evaporacdo, o que requer uma taxa
muito maior de aeragdo, uma vez que o aumento da atividade metabdlica, associado a
maior producdo de calor, tem que ser super-recompensado por uma alta intensidade de
aeracdo (HOLKER; LENZ, 2005). Entretanto, avancos tém sido realizados nesta area.
Com o advento da engenharia biogquimica, diversos bioreatores tém sido desenvolvidos,
0s quais podem superar os problemas no aumento da escala e também monitorar
diversos parametros como a transferéncia de massa e calor (SINGHANIA et al., 2009).

Outros desafios dessa técnica sdo a purificacdo dos produtos finais e a
estimativa da biomassa. A separacdo da biomassa, essencial para estudos cinéticos, €
outro grande desafio para a FES. Contudo, métodos indiretos tém sido utilizados, como
a estimativa de glucosamina, ergosterol, proteina (kjeldahl), DNA, peso seco e COo,

mas todos tém suas proprias deficiéncias. Embora 0s processos para a recuperacdo e
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purificacdo dos produtos sejam mais caros empregando suportes naturais, a economia
geral obtida por esse processo, determina a viabilidade em propostas especificas. Este
sistema é especialmente sustentavel para a produgdo de produtos de alto valor agregado
como enzimas. Existem aplica¢fes onde a concentragdo dos preparados enzimaticos €
mais importante que sua pureza, por exemplo, a bioconversao de biomassa por celulases
(SINGHANIA et al., 2009).

Existem diversos estudos relatando as vantagens da FES sobre a FSm em
relagdo a producdo enzimatica (HOLKER; LENZ, 2005). No geral, a producio de
enzimas é maior em FES do que em FSm quando comparadas as mesmas linhagens e o
mesmo tipo de produto (PAPINUTTI; FORCHIASSIN, 2007; JECU, 2000). A
comparacdo direta entre a FES e FSm é dificil devido as diferencas dos processos
(SINGHANIA et al.,, 2010). Muitos fatores, incluindo consideracGes econémicas,
qualidade do produto e regulaces governamentais para eliminacdo de residuos, podem
ajudar na determinacao de qual processo fermentativo usar, entretanto, 0s processos néo
sdo intercambiaveis (FAZENDA et al., 2008).

A FSm consiste na utilizacdo de um meio fermentativo liquido no qual os
nutrientes encontram-se dissolvidos ou suspensos. Esta técnica tornou-se o método
fermentativo preferido para as aplicagcdes comerciais, sendo utilizada pela maioria das
industrias de bioprodutos. A FSm é intrinsecamente menos problematica, nela a
transferéncia de massa, calor e oxigénio sdo facilitadas e a homogeneidade geralmente é
superior. Portanto, este processo € mais confiavel e reproduzivel, facilmente monitorado
e 0 controle dos parametros chaves sdo mais flexiveis (FAZENDA et al., 2008).
Entretanto, o custo de operacdo e o grande volume de residuos liquidos gerados
encarecem o processo (WANG; YANG, 2007).

A maioria dos relatos de producdo microbiana de celulases utiliza a tecnologia
de fermentacdo submersa. Entretanto, na natureza, o crescimento e utilizacdo de
celulose por microrganismos aerdbios, produtores de celulases, provavelmente
assemelha-se mais a fermentacdo em estado solido do que a fermentacdo liquida
(SINGHANIA et al., 2010).

3.4. Microrganismos e enzimas termofilicas
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Microrganismos que crescem em altas temperaturas podem ser classificados
como termofilicos (temperatura Otima de crescimento em torno de 45°C) e
hipertermofilicos (temperatura 6tima de crescimento em torno de 80°C) (MADIGAN et
al., 2003). Poucas espécies de eucariotos conseguem crescer entre 45° e 55°C
(MAHESHWARI et al., 2000). Essa termolabilidade deve-se a adaptacGes da membrana
citoplasmatica, das proteinas e do DNA as temperaturas acima da faixa mesofilica
(GOMES et al., 2007).

Microrganismos termofilicos sdo de grande interesse cientifico, pois
apresentam um grande potencial para aplicacdes biotecnoldgicas, como a producdo de
enzimas termoestaveis, amplamente aplicadas em diversos processos industriais. Varios
fungos sdo potencias fontes de enzimas celuloliticas termoestaveis.

Enzimas, no geral, sdo moléculas protéicas com precisas estruturas primaria,
secundaria e terciaria, baseadas em sua sequéncia de aminoacidos. Elas podem possuir
estrutura quaternaria se forem formadas por mais de uma subunidade. O calor pode
desnaturar a enzima, isto €, fazer com que elas percam suas estruturas secundarias,
terciarias e quaternérias (se presente), que sdo essenciais para sua atividade (SAQIB et
al., 2010).

As enzimas termoestaveis (enzimas que mantém sua integridade estrutural
acima de 55°C) possuem muitas vantagens em relacdo as suas homdélogas mesofilicas
(YEOMAN et al., 2010). Elas geralmente apresentam maior atividade especifica e
maior estabilidade, permitindo um maior tempo de hidrélise e uma menor quantidade de
enzimas necessarias para a sacarificagdo. Além disso, essas enzimas reduzem os custos
ao reduzir ou eliminar o processo de resfriamento e, reduzem os riscos de contaminagéo
por outros microrganismos (YEOMAN et al., 2010). Finalmente, essas enzimas podem
ser armazenadas em temperatura ambiente sem perda de atividade. Essas vantagens sao
significativas, pois cerca de metade das despesas projetadas para o0 processo de
conversao de biomassa estdo associados com a producdo de enzimas. Portanto, esses
beneficios atribuidos as enzimas termoestaveis resultam na economia global do
processo (YEOMAN et al., 2010).

3.5. Pré-tratamento e hidrolise do material lignocelul6sico

O material lignocelulésico ndo contém monossacarideos prontamente

disponiveis para a bioconversdo. Pelo contrario, este material possui polissacarideos
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como a celulose e hemicelulose, que necessitam de tratamentos acidos ou enzimaticos
para serem hidrolisados a acgucares fermentesciveis (CARDONA et al., 2010). A
hidrélise enzimatica € um modo promissor para a obtencdo de acUcares do material
lignocelul6sico, mas a baixa acessibilidade das enzimas a celulose nativa é um
problema no processo de obtencdo do etanol celulésico. A celulose presente na
biomassa vegetal estd intimamente associada a hemicelulose e lignina. A lignina esta
em parte covalentemente ligada a hemicelulose, portanto, ela previne o acesso dos
agentes hidroliticos a celulose. Além disso, a propria estrutura cristalina da celulose ja
representa um obstaculo extra ao processo de hidrolise. Dessa forma o pré-tratamento é
necessario para a remocao da lignina e hemicelulose, além da reducéo da cristalinidade
da celulose e aumento da porosidade do material. Isto permite o acesso das enzimas as
fibras, tornando a hidrolise mais eficiente.

Um pré-tratamento eficaz deve evitar a degradacdo ou perda de carboidratos,
formacédo de co-produtos inibidores das etapas subsequentes (hidrolise e fermentagéo),
além de ter um baixo custo de realizacdo (SUN; CHENG, 2002)

Diversos processos de pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica tém sido
investigados: explosdo a vapor (RUIZ, 2008), ozondlise (GARCIA-CUBERO, 2010),
extracdo utilizando solventes (SUN:CHEN, 2008), pré-tratamentos térmicos utilizando
acidos ou bases (MOSIER et al., 2005) e pré-tratamentos bioldgicos (CAMASSOLA;
DILLON, 2009).

Dentre os métodos de pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica, a ozondlise
mostra-se interessante pela degradacdo efetiva da lignina. O pré-tratamento é
geralmente efetuado a temperatura ambiente e ndo leva a formacdo de compostos
inibitorios (VIDAL; MOLINIER, 1988). O oz6nio é altamente reativo para compostos
com duplas ligacdes conjugadas e grupos funcionais com alta densidade de elétrons.
Portanto, o mais provavel a ser oxidado na ozonizac¢do de materiais lignocelulésicos é a
lignina, devido ao seu alto conteudo de C = C. O ozbnio oxida a lignina liberando
compostos solUveis de baixo peso molecular, principalmente &cidos organicos como o
acido formico e acético, que pode resultar em uma queda no pH de 6,5 para 2,0
(GARCIA-CUBERO, 2009). A hemicelulose é pouco afetada neste processo, pois 0
ozonio degrada e/ou solubiliza a lignina e ligeiramente solubiliza a fragdo

hemicelulosica.
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A hemicelulose resultante na biomassa lignocelul6sica apds a ozonolise pode
ser degradada por outro método de pré-tratamento, como por exemplo, 0 tratamento
acido.

Uma das principais vantagens do pré-tratamento &cido € a alta converséo de
xilana em xilose. O meio &cido, proporciona ataque aos polissacarideos, principalmente
a hemicelulose que é mais facilmente hidrolisada do que a celulose. Portanto, a celulose
e a lignina permanecem quase que inalteradas e ainda podem ser processadas
(CARDONA et al., 2010). A hemicelulose, principalmente xilanas ou mananas
compreendem um terco do total de carboidratos da maioria dos materiais
lignoceluldsicos, portanto a possibilidade de recuperacdo de alta proporcdo desses
acucares pode ser altamente positiva para a economia geral do processo de producédo de
etanol através da biomassa lignocelulésica (TAHERZADEH; KARIMI, 2007). Por
outro lado, dependendo das condi¢cfes operacionais, a fase liquida do hidrolisado pode
ser constituida ndo apenas de agUcar (xilose, glicose e arabinose), mas também de
produtos da decomposicdo da hemicelulose (tais como oligbmeros de polimeros e acido
acetico gerado da hidrolise dos grupos acetil ligados aos aglcares) além de produtos da
decomposicdo dos monossacarideos (furfural e 5-hidroximetilfurfural) (GAMEZ et al.,
2006), que inibem o crescimento dos microrganismos na etapa de fermentacdo. Desta
forma, dentre os &cidos utilizados no pre-tratamento do material lignocelul6sico, o acido
fosforico (H3PO,) mostra-se muito interessante, pois sua utilizagdo pode gerar baixas
concentragdes de produtos inibidores (GAMEZ et al., 2006).

Para que o material lignocelulosico seja utilizado no processo de producdo do
bioetanol, a celulose resultante do processo de pré-tratamento deve ser degradada a
glicose pelo uso de &cidos ou enzimas. Entretanto, a hidrolise enzimatica apresenta
algumas vantagens em relacdo ao uso dos acidos.

A hidrolise enzimatica é catalisada pelas enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas. Este processo é realizado sob condi¢cdes mais brandas de temperatura
e pH, além disso, devido a especificidade das enzimas, a taxa de conversao da celulose
em acucares soluveis € alta, podendo chegar a quase 100%. A hidrdlise &cida além de
ndo possuir taxas tdo elevadas de conversédo, necessita de condi¢cbes mais severas de pH
e temperatura, 0 que resulta na corrosdo dos equipamentos utilizados. Outro problema
deste processo € a geracdo de diversos compostos que inibem o crescimento dos
microrganismos utilizados na fermentagéo, etapa subsequiente no processo de producéo
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do etanol. Por outro lado, a hidrdlise enzimatica apresenta algumas limitacdes em
relacdo a hidrélise acida, como o maior tempo de realizacdo e o alto custo das enzimas.

Fatores como a concentracdo e composi¢do do substrato, atividade celulolitica,
pré-tratamento, e condi¢Ges de reacdo (temperatura e pH) também podem afetar a
liberacdo de acucares solUveis durante a hidrolise enziméatica (SUN; CHENG, 2002).

A biomassa lignocelulésica desempenha papel chave no processo de hidrdlise.
A cristalinidade e o grau de polimerizacdo da celulose, superficie de contato e a
presenca de hemicelulose e lignina, dificultam o acesso e a suscetibilidade deste
material a acdo das enzimas. Além disso, durante a hidrélise as celulases tendem a se
ligar de forma irreversivel com a lignina, através de intera¢fes hidrofdébicas, o que leva
a perda da atividade enzimatica (BINOD et al.; 2011).

A alta concentracao de substrato também pode afetar o processo de hidrolise. A
conversdo enzimatica é reduzida linearmente com o aumento da concentragdo de
solidos, mesmo com o uso de uma proporcao constante entre enzimas e substrato
(BINOD et al.; 2011). Isto pode ser explicado pela transferéncia de massa limitada ou
adsorcdo ndo-produtiva das enzimas. Entretanto, o mecanismo especifico responsavel
pela reducéo da eficiéncia da hidrolise ainda ndo foi elucidado (BINOD et al.; 2011). A
alta concentracdo de substrato também afeta a hidrdlise principalmente no que diz
glicosidases da grande maioria dos microrganismos celuloliticos sdo em certa medida
inibidas pela glicose (DECKER et al., 1990). Isto resulta em um actimulo de celobiose,
o qual é um potente inibidor das celobiohidrolases, reduzindo a eficiéncia da hidrolise.
Além disso, a alta viscosidade do material causada pela grande quantidade de substrato
dificulta a homogeneizagdo e aumenta o consumo de energia.

Outros compostos também podem inibir a acdo das enzimas. Entre estes estdo
os produtos formados pela degradacdo durante o pré-tratamento. Embora esta etapa seja
necessaria para facilitar o acesso das enzimas as fibras de celulose, a degradagdo dos
acucares e da lignina resulta na liberacdo de acidos organicos (&cido acético, acido
férmico e acido levulinico), furfural e hidroximetilfurfural (produtos da degradacdo dos
acucares), vanilina, seringaldeido e 4-hidroxibenzaldeido (produtos da degradacdo da
lignina), que tém acdo inibitoria sobre os processos de hidrolise e fermentacdo (BINOD
etal.; 2011).

Desta forma, a hidrolise enzimatica do material lignocelulésico € caracterizada

por uma fase inicial rapida, na qual ocorre a degradacdo da fracdo celuldsica mais



16

facilmente disponivel, e uma fase subsequente mais lenta, que pode durar até que todo o
substrato seja consumido (BINOD et al.; 2011).

Apesar dessas limitagcdes, algumas medidas como a lavagem do material pré-
tratado, o uso de surfactantes, a suplementacdo dos preparados enziméaticos com beta-
glicosidases ou o0 uso de enzimas com maior tolerancia a glicose, além da selecao de
novos microrganismos produtores de celulases e a utilizagdo de engenharia genética
estdo sendo adotadas para superar tais problemas e aumentar o rendimento da hidrélise

enzimatica.

Figura 5: Fatores que limitam a eficiéncia da hidrélise da celulose. 1: Inibicdo das beta-
glicosidases e celobiohidrolases pela glicose e celulose, respectivamente. 2: Ligacao
improdutiva da celobiohidrolase na cadeia de celulose. 3 e 4: Hemicelulose e lignina associadas
a celulose. 5: Adsorcdo das enzimas (celulases e hemicelulases) na particula de lignina. 6:
Desnaturagdo ou perda de atividade enzimatica (JORGENSEN et al., 2007)

Embora muitos artigos tenham sido publicados e varias metodologias propostas
para a producao de etanol a partir de material lignocelulésico, o processo ainda requer

muita pesquisa para se chegar a uma préatica viavel. Assim, esse projeto foi executado
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como parte de um projeto tematico, visando a producdo de celulases e hemicelulases
através de residuos agro-industriais, buscando entender a influéncia de alguns fatores no

rendimento dessas fermentacdes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Microrganismos

Foram utilizados os fungos filamentosos termofilicos Chaetomium sp N13 e
Thermomucor indicae-seudaticae N31 pertencentes a cultura estoque do Laboratério de
Bioquimica e Microbiologia Aplicada — IBILCE/UNESP. Estes sdo mantidos em meio
Sabouraud, em temperatura ambiente, sob 6leo mineral e em tubos criogénicos a -80°C,
em meio contendo glicerol 20%. O fungo termofilico Humicola grisea var. thermoidea
foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Fernando Araripe Torres do Centro de
Biotecnologia Molecular da UnB, sendo mantido em meio agar-aveia, sob 6leo mineral
e em tubos criogénicos a -80°C, em meio contendo glicerol 20%.

4.2. Meios de cultivo

4.2.1. Meio nutriente solido

O meio nutriente utilizado para os pré-indculos foi composto por (g/L): palha
de milho e papeldo (5,0 cada) lavados, secos e triturados; (NH;).SO, (1,4); KH,PO,
(2,0); CaCl; (0,3); MgSOQOq, - 7H,0 (0,2); peptona (2,0); extrato de levedura (2,0); glicose
(2,0); uréia (0,3); Tween 80 (1,0); &gar (25,0) e solucao de sais (10,0 mL) e. A solucgdo
de sais foi constituida por (mg/L): FeSO,4 - 7H,0 (5); MnSO,4 - H,0 (1,6); ZnSO, -
7H,0 (1,4); CoCl; - H,0 (1,6). O meio foi homogeneizado com mixer.

4.2.2. Meios de cultivo para fermentacéo em estado sélido (FES) e fermentacao

submersa (FSm)

Os fungos foram cultivados, por fermentacdo em estado sélido e fermentagédo
submersa, nas seguintes misturas de substratos (p/p): bagaco de cana-de-acUcar e farelo
de trigo (1:1, 9:1 e 1:9), palha de milho e farelo de trigo (9:1), palha de milho e cevada
(9:1), cevada e farelo de trigo (9:1), além de farelo de trigo apenas. Todos os substratos
foram lavados e secos em estufa a 60°C durante 48 horas. O bagaco de cana foi
separado em peneira granulométrica nas fracbes entre 1 a 3mm para a FES e <1lmm

para a fermentacéo submersa.
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4.2.3. Meio nutriente para fermentacoes submersas

Para as fermentagdes submersas foi utilizado o meio nutriente composto por
(9/L): KH2PO4 (2,0), (NH4)2SO4 (1,4), uréia (0,3), MgSO4-7H,0 (0,3), CaCl, (0,1),
peptona (1,0), tween 80 (2,0), glicose (0,04), solucdo de sais (1,0) (item 4.2.1),
suplementado com fonte de carbono (10,0) correspondente as misturas citadas no item
4.2.2, carboximetilcelulose de baixa viscosidade (Sigma, USA) ou celulose
microcristalina (Merck, Alemanha). O pH do meio foi ajustado para 5,0 com solucéo de
NaOH ou HCI.

4.3. Pré-inoculos

Para cada fermentacdo foi feito um pré-indculo, em frasco erlenmeyer de 250
mL, contendo 50 mL de meio nutriente solido (item 4.2.1) inclinado. O microrganismo
foi inoculado na superficie deste meio, por estrias, e incubado a 45°C, até completo
crescimento micelial . Apos este periodo, o micélio foi suspendido em 150 mL de
solugdo nutriente composta por (g/L): (NH)4SO4 (3,5). KH2PO4 (3,0), Mg SO4-7H,0
(0,5), CaCl, (0,5) e Tween (0,1%) e esta suspensdo foi utilizada como in6culo em

volume de 4 mL/g de substrato sélido para a FES e volume de 1mL para a FSm.

4.4. Processos fermentativos

4.4.1. Fermentacao em estado sélido (FES)

As FES foram conduzidas em embalagens de polipropileno (15x10 cm),
utilizando-se 5g de cada mistura de substratos descrita no item 4.2.2. As embalagens
foram esterilizadas a 121°C por 20 minutos. O cultivo ocorreu a 45°C, durante 14 dias.
A cada 48 horas, uma embalagem contendo material fermentado foi retirada para a
extracdo das enzimas a qual foram adicionados 100 mL de &gua destilada. Esta mistura
foi homogeneizada manualmente, e mantida sob agitacdo em shaker (100 rpm) por 30
minutos. Apos este periodo, o material foi filtrado em tecido naylon, centrifugado a
10000 xg por 15 minutos a 5°C, e o sobrenadante foi utilizado como solugdo enzimatica

bruta. O material fermentado foi seco e estocado para ensaios de reuso.
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4.4.2. Fermentacao submersa (FSm)

As fermentacOes submersas foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 125
mL, contendo 20 mL do meio nutriente descrito no item 4.2.3 e uma aliquota de 1,0 mL
da solucéo do pré-indculo descrito no item 4.3. O cultivo ocorreu a 45°C, durante 5 dias,
com agitacdo de 100 rpm.. A primeira amostra foi retirada em 48h e as seguintes a cada
24 horas. Para obtencdo da solugdo enzimaética bruta o meio fermentado foi filtrado a
vacuo, em filtro de papel. O filtro contendo o material fermentado foi seco a 100°C até
peso constante e a biomassa seca foi utilizada como indicadora do perfil de crescimento.
O filtrado foi centrifugado a 10000 xg por 15 minutos a 5°C, e o sobrenadante foi
utilizado como solucdo enzimatica bruta. Como controle para cada fermentacdo
submersa foram preparados frascos erlenmeyers contendo o meio de cultivo sem
indculo. Do mesmo modo, a cada 24 horas um frasco controle foi retirado e o material

foi filtrado e seco como descrito acima.

4.5. Reuso do substrato lignocelulésico

O material lignoceluldsico resultante da FES, pos-extracdo das enzimas, foi
autoclavado por 20 minutos a 121°C, lavado com agua corrente, agua destilada (ltimo
enxague) e seco em estufa a 60°C. Foi usado nesses ensaios 0 material resultante das
fermentacdes de 96h a 288h. Cinco gramas do material seco foram transferidos para
embalagens de polipropileno (15x10 cm), esterilizados a 121°C por 20 minutos e
inoculados com suspensédo de esporos ou micélio como descrito no item 4.3. O cultivo
ocorreu a 45°C por 12 dias. A extracdo das enzimas foi realizada em 96h, 192h e 288h
de cultivo conforme item 4.4.1. O material fermentado foi descartado ap6s obtencéo da

solucdo enzimatica bruta.

4.6. Determinacdo das atividades enzimaticas

4.6.1. Xilanase

A atividade de xilanase foi determinada em mistura de reacdo constituida por

0,1 mL de solucéo enzimatica e 0,9 mL de suspensdo de xilana 1% (Xylan Birchwood —
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Sigma) em tampéo acetato (0,1 M, pH 5,0). A reacédo foi mantida a 60°C por 10 minutos
e, entdo, interrompida pela adicdo de 1,0 mL do reagente DNS (4cidol-3-
dinitrosalicilico) para a quantificacdo dos acUcares redutores liberados, como proposto
por MILLER (1959). Os teores de agucares redutores foram calculados a partir da curva
padrdo de xilose. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para liberar 1,0 umol de agucar redutor por minuto, sob as

condigdes de ensaio citadas.

4.6.2. Endoglucanase (CMCase)

A atividade de endoglucanase foi determinada por procedimento idéntico ao
descrito para a atividade de xilanase (item 4.6.1), porém, utilizando-se suspensao a 4%
de carboximetilcelulose (CMC — Sigma C5768) como substratos. Para o fungo
Thermomucor indicae-seudaticae N31 a mistura reacional foi formada por 0,2 mL de
extrato enzimatico e 0,8 mL de CMC. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 umol de glicose por minuto de

reacao.

4.6.3. Avicelase

A atividade de avicelase foi determinada por procedimento idéntico ao descrito
para a atividade de xilanase (item 4.6.1), utilizando-se suspensdo a 0,5% de Avicel
(Merck) como substrato. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a

quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 umol de glicose por minuto de reagéo.

4.6.4. Beta-glicosidase

Para a determinacdo da atividade de p-glicosidase, 50 pL da solucdo
enzimatica foram adicionados a mistura de 250 pL de solucdo tampdo acetato (0,1 M,
pH 5,0) e 250 pL de 4-nitrofenol-p-D-glicopiranosideo 4 mM (PNPG, Sigma). A reacao
foi mantida a 60°C, por 10 minutos, quando entdo foi interrompida com 2,0 mL de
solucéo de Na,COs (2M). O nitrofenol liberado foi quantificado por espectofotometria a
410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de

enzima necessaria para liberar 1,0 umol de nitrofenol por minuto de reacéo.
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4.7. Determinacao quantitativa de agUcares redutores da solucéo enzimatica bruta
obtida por FSm e do hidrolizado

A determinacédo da concentracdo de agUcares redutores foi feita pelo método de

Somogyi-Nelson (1944), utilizando glicose como padréo.

4.8. Determinacgdo da massa celular seca resultante da fermentagdo submersa—

Estimativa de crescimento

A estimativa do crescimento foi realizada pela quantificagdo do peso seco da
biomassa fungica durante o cultivo em meio liquido, apds secagem até peso constante a
100°C.

4.9. Caracterizacao das enzimas

4.9.1 Efeito das variagdes no pH de reacéo e da temperatura de incubacgéo sobre as

atividades enzimaticas

A determinacgdo do efeito do pH sobre a atividade enzimatica de xilanase e
CMCase foi realizada incubando-se 0,1 mL das soluc@es enzimaticas brutas em 0,9 mL
de suspensdo de xilana 1% ou CMC 4% em diferentes valores de pH, a 60°C por 10
minutos. Os seguintes tampdes (0,1M) foram utilizados: acetato de sodio (pH 3,0-5,5),
MES (pH 5,5-6,5), HEPES (pH7,0-8,0) e glicina-NaOH (pH 8,5). O efeito do pH sobre
a atividade enzimatica de beta-glicosidase foi determinado da mesma forma, entretanto,
foram incubados 0,05 mL da solucdo enzimatica bruta em 0,25 mL do substrato p-
nitrofenil R-D-glicopiranosideo 4mM.

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica foi realizado nas mesmas
condicOes descritas para a determinacdo da atividade, variando-se a temperatura entre

40 e 80°C. Os ensaios de atividade foram realizados no pH 6timo para cada enzima.

4.10. Pré-tratamento do bagaco de cana de agucar

O bagaco foi lavado trés vezes com agua destilada quente, triturado para

padronizacdo do tamanho (1-3 mm) e seco em estufa a 60°C por 72 horas. Em seguida,
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20 g de bagaco foram empacotados em coluna e submetidos ao fluxo de 0z6nio (2294,4
mg/min.) por 20 minutos, (tempo necessario para que o 0zodnio reagisse com todo o
bagaco presente dentro da coluna). O gas ozbnio foi obtido usando o gerador Radast
10C, Ozoxi-Ozo6nio. Depois de mantido em fluxo de ozdnio o bagago foi
desempacotado e homogeneizado. Aliquotas de 2 g deste material foram tratadas com
40 mL de solucdo de é4cido fosférico 0,1 Mol L™, em baldo de 250 mL por 2 horas. Em

seguida, o bagaco foi filtrado, e seco em estufa a 60°C por 24 horas.

4.11. Hidrolise enzimatica do material lignocelulésico

A hidrdlise enzimética dos substratos foi realizada a uma consisténcia de 1,4%
(p/v). As reagdes foram conduzidas em frascos de 20 mL contendo 2mL de tampéo
acetato (0,1M pH 5,5), 0,1 g de bagaco de cana in natura, bagaco de cana pré-tratado ou
palha de cana in natura, 1% de azida sddica e volumes de O (controle) e 5,0 mL de
solucdo enzimaética bruta de Chaetomium sp.N13, Humicola grisea var. thermoidea, da
mistura das solu¢bes de Chaetomium sp. N13 e Humicola grisea var. thermoidea na
proporcdo 1:1 (v/v), além da solucdo correspondente a enzima comercial
(POWERCELL) cedida pela Prozin BioSolutions®. A tabela 1 mostra a carga
enzimatica utilizada na hidrolise de 1g de substrato seco. A mistura foi incubada a 55°C
em shaker a 150rpm por periodos de 0, 6, 10 e 24h. As amostras, ap0s 0s respectivos
periodos de hidrdlise, foram filtradas a vacuo. O filtrado foi usado para a dosagem de
acucares redutores e o material retido no filtro foi lavado com &gua destilada e incubado
a 60°C para realizagéo de peso seco.

A solucdo enzimética correspondente a enzima comercial (POWERCELL), foi
preparada pela diluicdo de 0,012g da enzima em 5mL de &gua destilada, o que
corresponde a dosagem recomendada pelo fabricante (0,12g de enzima por grama de

biomassa pré-tratada).
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Tabela 1: Carga enzimatica (U/g substrato seco hidrolisado) de POWERCELL e dos

preparados enzimaticos de Chaetomium sp N13 e Humicola grisea var. thermoidea utilizados

nos experimentos de hidrdlise do bagaco de cana in natura, pré-tratado e palha de cana in

natura.
Solucio enzimética Xilanase CMCase | Avicelase | Beta-Glicosidase
(Ulg) (Ulg) (Ulg) (Ulg)
Chaetomium sp N13 1985 655 20 10
Humicola grisea var. thermoidea 770 430 25 295
MlsFura Chgetomlum sp. N1_3 e 13775 542.5 225 1525
Humicola grisea var. thermoidea
Enzima Comercial 1710 7275 210 695
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Producdo das celulases e hemicelulases por fermentacédo em estado sélido
(FES)

Celulases e hemicelulases foram produzidas por Chaetomium sp. N13,
Humicola grisea var. thermoidea e Thermomucor indicae-seudaticae N31 por processos
de fermentacdo em estado sdlido (FES) e fermentacdo submersa (FSm). Foram
utilizadas misturas de bagaco de cana e farelo de trigo (1:1, 9:1 e 1:9), palha de milho e
farelo de trigo (9:1), palha de milho e cevada (9:1), cevada e farelo de trigo (9:1) ou,
somente farelo de trigo como substratos.

O fungo Chaetomium sp. N13 apresentou as maiores producdes de Xxilanase
(1569,4 U/g ou 78,5 U/mL e 1483,7 U/g ou 74,2 U/mL) em 240h e 192h de cultivo em
bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) e, em cevada e farelo de trigo (9:1),
respectivamente (Fig. 6b). O meio de cultivo com cevada e farelo de trigo (9:1),
mostrou-se mais adequado para a producdo da enzima, uma vez que a atividade de
xilanase permaneceu elevada ao longo do experimento (336 h) (Fig. 6b). A menor
atividade da enzima foi apresentada pelo cultivo em farelo de trigo (Fig. 6a).

Misturas de bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) e cevada e farelo de trigo
(9:1) também foram os melhores meios para a producdo de CMCase, cujas maiores
produgdes (192,0 U/g ou 9,6 U/mL e 145,2 U/g ou 7,3 U/mL) ocorreram em 192h e
288h de cultivo, respectivamente (Fig. 6d). Quando bagaco de cana e farelo de trigo
(1:9) foram utilizados como fonte de carbono, ocorreu baixa atividade dessa enzima,
indicando que esse meio foi 0 menos adequado para a producgdo de CMCase (Fig. 6d).

A producdo méxima de avicelase (12,7 U/g ou 0,6 U/mL) foi obtida em 144h
de cultivo em palha de milho e farelo de trigo (9:1) (Fig. 6e). Os cultivos em bagaco de
cana e farelo de trigo (1:1 e 9:1) apresentaram as menores atividades de avicelase (Fig.
6f e 6e).

A producdo maxima de beta-glicosidase (13,9 U/g ou 0,7 U/mL) foi observada
em 240h de cultivo em bagaco de cana e farelo de trigo (1:9). Os niveis de atividade
dessa enzima, neste meio, permaneceram elevados durante todo o experimento (Fig 6h).
Os meios com as menores producdes de beta-glicosidase foram bagaco de cana e farelo
de trigo (9:1), palha de milho e cevada (9:1), palha de milho e farelo de trigo (9:1),
cujos perfis de producdo mostraram-se muito semelhantes (Fig. 6g).
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Figura 6: Producgéo de xilanase e celulases por Chaetomium sp. N13 em diferentes substratos

em fermentacdo em estado sélido.
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No processo de fermentacdo em estado solido, o fungo Humicola grisea var.
thermoidea proporcionou as maiores producées de xilanase, CMCase e beta-glicosidase,
em meios de cultivo contendo grande quantidade de farelo de trigo. As demais misturas,
bagaco de cana e farelo de trigo (9:1), cevada e farelo de trigo (9:1), palha de milho e
farelo de trigo (9:1) e palha de milho e cevada (9:1), apresentaram indices de producéo
muito baixos, ndo sendo favoraveis para a producao destas enzimas (Fig. 7).

A maior producdo de xilanase (330,3 U/g ou 16,5 U/mL) ocorreu em 240h de
cultivo em bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) (Fig. 7b). Este meio, também foi o
mais adequado para a producdo de CMCase, cuja maior producdo (232,8 U/g ou 11,6
U/mL) foi observada em 240h de cultivo (Fig. 7d).

A producdo de avicelase, ao contrario das demais enzimas, foi maior em
cevada e farelo de trigo (9:1) com producdes de 18,1 U/g ou 0,9 U/mL, em 192h de
cultivo. Os niveis de atividade dessa enzima, neste meio, permaneceram elevados
durante todo o experimento (Fig. 7f).

As maiores producdes de beta-glicosidase (124,9 U/g ou 6,2 U/mL e 123,1 U/g
ou 6,2 U/mL) foram observadas em 288h e 336h de cultivo em bagaco de cana e farelo
de trigo (1:9) e farelo de trigo respectivamente (Fig 7h e 7g). Entretanto, o0 meio de
cultivo com bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) também se mostrou adequado para a
producdo da enzima, uma vez que a atividade de beta-glicosidase manteve-se elevada ao
longo do experimento (336h) (Fig. 7h). Quando palha de milho e cevada (9:1) e palha
de milho e farelo (9:1) foram utilizadas como fonte de carbono, ocorreu baixa atividade
dessa enzima, indicando que esses meios s&o 0s menos adequados para a producdo de

beta-glicosidase (Fig. 79).



28

[0} [e0] 0]
o o o
N — q & — S =
= = m
~ - o~ ~— [aN]
2 2 — =1 3 m
e =
s 5 S I o
3+ : S - S -
S 8 8
? g g
o r T T T T o r T T T T o r T T T T T
o o o o o n o n o n o o o o o o o
N8 S S-S - : alvmmm_mos 445 2"
—
= (6/n) 8s€DND = /N) SSEISINY =  (B/n) esepisooyo-eleg
[(e] (=] (o]
™ ™ ™
™ ™ ™
[ee] [ee] [ee]
[o0] [ee) [ee)
(V] N N
o o o
< < - <
Q- Qo I
S S S
& o & o S o
T g T C g
I o I o 13 ©
= = = { —
(e} (e} [(e]
[o0] 0] 0]
< < <
o r o r T T T T + O r T T T T T
o n o n o n o o o o o o o
[ee] N N — — [ee] n N o [te] ™
N — m — — —
= © (b6/n) asejpoIny S (B/n) esepisod)o-eleg

96 144 192 240 288 336
Tempo (h

48

0

96 144 192 240 288 336
Tempo (h)

48

0

)
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O fungo Thermomucor indicae-seudaticae N31 ndo foi um bom produtor de
celulases. As maiores producdes de xilanase (13,5 U/g ou 0,7 U/mL e 10,2 U/g ou 0,4
U/mL) foram observadas em 192h e 144h de cultivo em farelo de trigo e em bagaco de
cana e farelo de trigo (1:9), respectivamente (Fig 8a e 8b).

Misturas de bagaco de cana e farelo de trigo (1:9) e somente farelo de trigo,
também foram os melhores meios para a producdo de CMCase, cujas maiores
produgdes (17,9U/g ou 1,0 U/mL e 17,5 U/g ou 0,9 U/mL) ocorreram em 192h de
cultivo, respectivamente (Fig. 8d e 8c).

As maiores producdes de avicelase (12,9 U/g ou 0,6U/mL e 11,7 U/g ou 0,6
U/mL) foram observadas em 144h e 240h de cultivo em cevada e farelo de trigo (9:1) e
em bagaco de cana e farelo de trigo (1:9) (Fig. 8f).

As maiores producges de beta-glicosidase (46,7 U/g ou 2,3 U/mL e 42,8 Ulg
ou 2,1 U/mL) foram observadas em 336h de cultivo em farelo de trigo e em bagaco de
cana e farelo de trigo (1:9), respectivamente. Estes meios mostraram-se mais favoraveis
para a producdo da enzima. (Fig. 8g e 8h).

As misturas bagaco de cana e farelo de trigo (9:1), palha de milho e cevada
(9:1) e palha de milho e farelo de trigo (9:1), apresentaram as menores producdes de
xilanase, CMcase, avicelase e beta-glicosidase, sendo menos adequadas para producéo

destas enzimas (Fig. 8a, 8c, 8e e 80).
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A tabela 2 sintetiza os resultados observados na fermentacdo em estado solido,
elucidando os picos de producdes enzimaticas obtidos por cada fungo avaliado. Dentre
os fungos estudados, Chaetomium sp. N13 destaca-se como o melhor produtor de
xilanase (1569,4 U/g) em bagaco de cana e farelo de trigo (1:1). O fungo Humicola
grisea var. thermoidea foi o melhor produtor de CMCase (232,8 U/g) e avicelase (18,1
U/g), merecendo destaque pela alta producdo de beta-glicosidase (124,9 U/g) em 288h
de cultivo em bagacgo de cana e farelo de trigo (1:9). O fungo Thermomucor indicae-
seudaticae N31 ndo foi um bom produtor de celulases e hemicelulases quando
comparado com Chaetomium sp. N13 e Humicola grisea var. thermoidea (Tabela 2).

Os fungos do género Chaetomium sdo amplamente conhecidos pela producéo
de enzimas lignoceluloliticas termoestaveis, incluindo celulases (KATAPODIS et
al.,2007; SHOBER; TROSCH, 2000; SONI et al., 1999). Fungos do género Humicola
tem tido suas celulases e xilanase amplamente estudadas, principalmente a beta-
glicosidase (DA SILVA et al., 1994; DE-PAULA et al., 1999; CALADO et al., 2007).
Entretanto, ndo foram encontrados relatos na literatura sobre a producdo de xilanase e
celulases por Thermomucor indicae-seudaticae.

Uma andlise comparativa das atividades enzimaticas obtidas no presente
trabalho (Tabela 2) com aquelas de literatura (Tabela 3) indicam que os fungos
estudados apresentaram quantidades bastante interessantes de enzimas do complexo
celulolitico, estimulando a continuidade do projeto no sentido de alterar as condicdes

nutritivas e fisico-quimicas de cultivo para aumentar a producdo das celulases.
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Tabela 2: Comparacdo das producdes méximas de Xxilanase, CMCase, avicelase e beta-

glicosidase dos fungos cultivados em material lignocelulésico em fermentacdo em estado

N31

solido.
Fungo Xilanase (U.g?)  Tempo (h) Substrato
. Bagaco de cana e
Chaetomium sp. N13 1569,4 240 _
farelo de trigo (1:1)
. ) . Bagaco de cana e
Humicola grisea var. thermoidea 330,3 240 _
farelo de trigo (1:1)
Thermomucor indicae-seudaticae
13,5 192 Farelo de trigo
N31
Fungo CMCase (U.g?) Tempo (h) Substrato
. Bagaco de cana e
Chaetomium sp. N13 192,0 192 _
farelo de trigo (1:1)
) ) ] Bagaco de cana e
Humicola grisea var. thermoidea 232,8 240 _
farelo de trigo (1:1)
Thermomucor indicae-seudaticae Bagaco de cana e
17,9 192 :
N31 farelo de trigo (1:9)
Fungo Avicelase (U.g')  Tempo (h) Substrato
. Palha de milho e
Chaetomium sp. N13 12,7 144 _
farelo de trigo (9:1)
. . . Cevada e farelo de
Humicola grisea var. thermoidea 18,1 192 i
trigo (9:1)
Thermomucor indicae-seudaticae Cevada e farelo de
12,9 144 )
N31 trigo (9;1)
Fungo B-glicosidase (U.g™")  Tempo (h) Substrato
. Bagaco de cana e
Chaetomium sp. N13 13,9 240 _
farelo de trigo (1:9)
. . . Bagaco de cana e
Humicola grisea var. thermoidea 124,9 288 _
farelo de trigo (1:9)
Thermomucor indicae-seudaticae
46,7 336 Farelo de trigo
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Tabela3: Dados de literatura sobre as producbes de xilanase, CMCase, B-glicosidase e

exoglucanase de diferentes fungos cultivados em material lignocelulésico em fermentacdo em

estado solido.

Fungo Substrato Xilanase (U g")  Referéncias
Aspergillus niger KK2 Palha de arroz 5070 Kang et al. (2004)
Palha e farelo de
Neurospora crassa DSM 1129 i 297.,8 Dogaris et al. (2009)
rigo
Neurospora crassa DSM 1129  Farelo de cervejaria 1073 Xiros et al. (2008)
Fungo Substrato CMCase (Ug™")  Referéncias
Aspergillus niger KK2 Palha de arroz 129 Kang et al.( 2004)
Neurospora crassa DSM 1129 Farelo de cervejaria 56,0 Xiros et al. (2008)
. ) . Sukumaran et al.
Aspergillus niger MTCC7956  Farelo de trigo 135,4
(2009)
Aspergillus terreus M11 Cana de acgucar 267 Gao et al. (2008)
Fungo Substrato B-glicosidase (U g?)  Referéncias
Aspergillus niger KK2 Palha de arroz 100 Kang et al. (2004)
. Papinutti &
Fomes sclerodermeus Farelo de soja 31 o
Forchiassin (2007)
. . . Sukumaran et al.
Trichoderma reesei RUTC30  Farelo de trigo 45
(2009)
. . . Sukumaran et al.
Aspergillus niger MTCC7956  Farelo de trigo 21,4 (2009)

Fungo

Substrato

Avicelase (U g™

Referéncias

Neurospora crassa DSM 1129

Neurospora crassa DSM 1129

F.oxysporum F3*

Farelo de cervejaria
Palha e farelo de

trigo

Talo de milho

4,2

1,1

41

Xiros et al. (2008)

Dogaris et al. (2009)

Panagiotou et al.
(2003)

1 uso de biorreator

5.2. Influéncia do pH e granulometria do substrato utilizado como fonte de

carbono para a producéo de xilanase e celulases por Chaetomium sp. N13 em FSm

—ensaios preliminares

Foram realizados ensaios preliminares de pH, tamanho das particulas do

substrato e composi¢cdo do meio de cultivo em fermentacdo submersa com o fungo

Chaetomium sp. N13.
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Primeiramente avaliou-se a producao das enzimas em meio de cultivo liquido,
tendo como fonte de carbono bagaco de cana em granulometrias diferentes (3 a 5mm) e
(< Imm) e farelo de trigo na proporcdo (1:1), suplementados ou ndo com 0,2% de
glicose ou carboximetilcelulose. O tempo total do cultivo foi de 96h, sendo as amostras
retiradas a cada 24h.

Desta forma, cinco meios de cultivo foram avaliados:
1) Bagaco de cana (3 a 5 mm) e farelo de trigo (1:1)
2) Bagaco de cana (< 1mm) e farelo de trigo (1:1)
3) Bagaco de cana (3 a5 mm) e farelo de trigo (1:1), com 0,2% de glicose
4) Bagaco de cana (< 1mm) e farelo de trigo (1:1), com 0,2% de glicose

5) Bagaco de cana (3 a5 mm) e farelo de trigo (1:1), com 0,2% de carboximetilcelulose

As maiores producdes de xilanase (13,0 U/mL) e avicelase (0,4 U/mL) foram
obtidas em 72h e 96h de cultivo no meio 4 (Bagago de cana (< 1mm) e farelo de trigo
(2:1), com 0,2% de glicose) (Fig. 9a e 9c). Enquanto que as maiores producGes de
CMCase (3,4 U/mL) e beta-glicosidase (0,1 U/mL) foram obtidas em 96h de cultivo no
meio 2 (Bagaco de cana (< 1mm) e farelo de trigo (1:1)) (Fig. 9b e 9d).
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Figura 9: Perfil de producéo de xilanase e celulases por Chaetomium sp. N13 em diferentes

substratos

HIH Bagago de cana (3 a Smm) e farelo de trigo (1:1)

E=Bagago de cana (< 1mm) e farelo de trigo (1:1)

"/ “|Bagaco de cana (3 a Smm) e farelo de trigo (1:1), com 0,2% de glicose

| Bagaco de cana (<1mm) e farelo de trigo (1:1), com 02% de glicose

ENBagaco de cana (3 a 5Smm) e farelo de trigo (1:1), com 0.2% de carboximetilcelulose

Os resultados indicam que a menor granulometria e adicdo de glicose no meio
de cultivo foram favoraveis a producdo de xilanase e celulases, sendo o meio 4
escolhido como meio de cultivo para as demais fermentagfes submersas.

Rocky-Salimi & Hamidi-Esfahani (2010), avaliaram o efeito das condicdes de
cultivo na produgéo de celulases pelo fungo Trichoderma reesei QM9414 em farelo de
arroz e, concluiram que o tamanho da particula teve efeito significativo na producédo de
FPase, CMCase e avicelase, uma vez que, a reducdo no tamanho da particula para (1-1,5
mm) aumentou a atividade das celulases. Membrillo et al., (2011) em estudo sobre o
efeito do tamanho da particula na composicdo do substrato e perfil enziméatico de

Pleurotus ostreatus, também observaram que a producdo maxima de CMCase e FPase
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foram obtidas com o uso das menores particulas avaliadas, o que ainda correspondeu
com a degradacdo maxima de celulose.

A reducdo do tamanho das particulas torna o substrato mais disponivel para a
acdo fangica, pois, aumenta a superficie de contato e densidade do material.

Apds escolha do meio de cultivo para as demais fermentacdes submersas, trés
faixas de pH (5,0, 5,5 e 6,0) foram avaliadas em relacdo a producdo de xilanase e
celulases.

A Figura 10 mostra que apesar do pico de producdo de CMCase ter ocorrido
em pH 5,0, o nivel de producdo das enzimas em conjunto foi favorecido pelo pH 6,0.
Portanto, este valor foi escolhido para a fermentacdo submersa do Chaetomium sp. N13.
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Figura 10: Producéo de xilanase e celulases em diferentes faixas de pH

oo Xilanase ==CMCase [~-]Avicelase HHEHBeta-Glicosidase

O pH pode afetar os processos de fermentagdo, uma vez que, ele pode alterar as
substancias quimicas do meio de cultivo, ionizar moléculas polares, afetar reactes
enzimaticas e afetar o processamento pos-traducional de enzimas.

Né&o foram realizados testes de pH para as demais linhagens flngicas, uma vez
que, otimizacdo das condicdes de fermentacdo ndo é o objetivo do trabalho. O pH 5,0
foi adotado para o cultivo submerso dos fungos Humicola grisea var. thermoidea e

Thermomucor indicae-seudaticae N31.
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5.3. Avaliacdo da producao de celulase e xilanase em fermentacao submersa (FSm)

No processo de fermentacdo submersa o fungo Chaetomium sp. N13
apresentou as maiores producdes de xilanase (35,4 U/mL e 34,9 U/mL) em 96h e 120h
de cultivo, quando foram utilizadas palha de milho e cevada (9:1) e, palha de milho e
farelo de trigo (9:1), respectivamente como fontes de carbono. As menores producdes
ocorreram guando apenas farelo de trigo foi utilizado (Fig. 11a).

A producdo maxima de CMCase (5,3 U/mL) ocorreu em 96h de cultivo em
bagaco e farelo de trigo (9:1). Esta mistura foi a mais favoravel para a producdo da
enzima, seguida da mistura na proporcao (1:1) (Fig. 11c e 11d). O cultivo em farelo de
trigo, proporcionou as menores producdes da CMCase (Fig. 11c¢).

A producdo maxima de avicelase (0,7 U/mL) foi observada em 48h de cultivo
em palha de milho e cevada. O cultivo em farelo de trigo apresentou as menores
producdes da enzima (Fig. 11e).

As maiores producbes de beta-glicosidase (0,1 U/mL) foram observadas em
120h de cultivo em bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) e (9:1). Estes foram os
melhores meios para a producdo da enzima (Fig. 11h e 11g). As menores produgdes
foram observadas em bagaco de cana e farelo de trigo (1:9) (Fig. 119).

A Figura 12 mostra o perfil de crescimento fangico em fermentacao submersa,
o qual foi estimado pela quantificacdo da massa celular seca e consumo de agucares do
meio. Uma vez que os substratos utilizados para sustenta¢do do crescimento microbiano
eram materiais lignoceluldsicos insollveis, impedindo a separacdo da biomassa
micelial, esta Ultima foi apenas estimada, ou seja, a biomassa seca incluiu o micelio
fangico e o material lignoceluldsico. Para se ter uma estimativa mais precisa da
conversdo de material lignocelulésico em biomassa microbiana, foi realizado um
controle abidtico (sem indculo) o qual foi incubado nas mesmas condices.

No cultivo com o fungo Chaetomium sp. N13 nota-se pelo controle abidtico
que, em meios em que o farelo de trigo foi a base da sustentacdo do crescimento (Fig.
12c e 12d) houve hidrdlise desse material, evidenciado pela reducdo do peso seco.
Entretanto, estes foram os meios com as menores producfes de xilanase, CMCase,
avicelase e beta-glicosidase, e também 0s que proporcionaram as menores conversdes
em biomassa micelial.

O aumento da biomassa total (biomassa fangica + substrato) indicou que a fase

de crescimento logaritimico ocorreu entre 48 e 72h, sendo que em 48h 0s menores
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teores de agUcares redutores foram observados em todos os meios. Dentre 0s materiais
lignocelulésicos, a maior producéo de xilanase e avicelase observada na mistura palha
de milho e cevada (9:1), foi corroborada pelo maior crescimento fingico (1,85 mg/mL)
(Fig. 12g). J& o0 meio de cultivo com bagaco de cana e farelo de trigo (9:1), em que a
maior producdo de CMCase foi observada, apresentou pequeno aumento de biomassa
(Fig. 12b).
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No processo de fermentacdo submersa, utilizando o fungo Humicola grisea
var. thermoidea, foram obtidas as maiores producdes de xilanase (16,9 U/mL), CMCase
(6,4 U/mL) e beta-glicosidase (1,4 U/mL) em 120h de cultivo em meio com bagaco de
cana e farelo de trigo (1:1). Este meio de cultivo, mostrou-se interessante para a
producdo das enzimas, uma vez que as atividades de xilanase, CMCase e beta-
glicosidase permaneceram elevadas ao longo do experimento (336 h) (Fig. 13b, 13d e
13h), sem as oscilagdes de atividade normalmente observadas ao longo dos percursos
fermentativos. As menores atividades enzimaticas foram apresentadas pelo cultivo em
palha de milho e cevada (9:1) (Fig. 13a, 13c e 13g).

Bagaco e farelo de trigo (1:1), também foi o meio de cultivo mais favoravel
para a producdo de avicelase, cuja producdo maxima (0,4 U/mL) foi observada em 72h
de cultivo (Fig 13f).

A reducdo do peso seco observada nas Figuras 14a a 14g indica que houve
hidrélise do material lignocelulésico utilizado como base de sustentagdo do
crescimento. Quando a mistura palha de milho e cevada (9:1), a menos favoravel para a
producdo de xilanase, CMcase e beta-glicosidase foi utilizada, ndo houve mudancas no

perfil de crescimento fungico (Fig. 149).
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O fungo Thermomucor indicae-seudaticae N31, também apresentou baixos
indices de producédo enzimatica no processo de fermentacdo submersa.

As maiores produgdes de xilanase (0,5 U/mL e 0,5 U/mL) foram observadas
em 72h e 48h de cultivo em bagacgo de cana e farelo de trigo (1:9) e (9:1) (Fig. 15a e
15b), embora os niveis de producdo ndo tenham tido diferencas significativas entre 0s
substratos utilizados como fonte de carbono. A menor atividade enzimatica (0,3 U/mL)
foi observada em cevada e farelo de trigo (9:1) (Fig.15a)

A produgdo méxima de CMCase (0,3 U/mL) foi observada em 72h de cultivo
em farelo de trigo (Fig 15c¢). Entretanto, assim como na producdo de xilanase, 0s niveis
de producdo foram muito semelhantes entre todas as misturas utilizadas (Fig. 15c e
15d). As menores producdes foram observadas em palha de milho e farelo de trigo
(9:1), palha de milho e cevada (9:1) e bagaco de cana e farelo de trigo (9:1) (Fig.15c).

A produgdo maxima de avicelase (0,7 U/mL) foi obtida em 48h de cultivo em
cevada e farelo de trigo (9:1) (Fig. 15f), enquanto que as menores atividades ocorreram
em palha de milho e cevada (9:1) (Fig. 15e). A producdo maxima de beta-glicosidase
(0,7 U/mL) foi observada em 120h de cultivo em farelo de trigo (Fig. 15g). As menores
producdes ocorreram em bagaco de cana e farelo de trigo (9:1), palha de milho e cevada
(9:1) e palha de milho e farelo de trigo (9:1) (Fig. 15g).

N&o foram realizados testes com fontes de carbono purificadas para o fungo
Thermomucor indicae-seudaticae N31. O maior crescimento fungico (2,0 mg/mL) foi
observado em palha de milho e farelo de trigo (9:1) (Fig. 16f), entretanto este meio foi
um dos menos favoraveis para a producdo de CMCase e beta-glicosidase.
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Os resultados indicam que assim como na fermentacdo em estado solido, o
melhor produtor de xilanase (35,4 U/mL) foi o fungo Chaetomium sp. N13. O fungo
Humicola grisea var. themoidea foi 0 melhor produtor de CMCase (6,4 U/mL) e beta-
glicosidase (1,4 U/mL). N&o foi possivel destacar o melhor produtor de avicelase, uma
vez que producdo entre Chaetomium sp. N13 e Thermomucor indicae-seudaticae N31
foi semelhante (Tabela 4). Entretanto, a comparacdo entre os dados das Tabelas 2 e 4
deixa claro que a FES foi substancialmente melhor para a producdo das enzimas pelos
fungos estudados, corroborando dados de varios autores (SAQIB et al., 2010; COLLA
etal., 2010; PATIL; DAYANAND, 2006).

Tabela 4: Comparagdo entre as producGes maximas de xilanase, CMCase, avicelase e beta-

glicosidase dos fungos cultivados em material lignoceluldsico em fermentag&o submersa.

Fungo Xilanase (U.mL™)  Tempo (h) Substrato
. Palha de milho e
Chaetomium sp. N13 35,4 96 cevada (9:1)

. . . Bagaco de cana e
Humicola grisea var. thermoidea 16,9 120 farelo de trigo (1:1)
Thermomucor indicae-seudaticae 05 7 Bagagco de cana e

N31 ' farelo de trigo (9:1)
Fungo CMCase (U.mL™)  Tempo (h) Substrato
. Bagaco de cana e
Chaetomium sp. N13 5,3 96 farelo de trigo (9:1)

. . . Bagaco de cana e
Humicola grisea var. thermoidea 6,4 120 farelo de trigo (1:1)
Thermomucor indicae-seudaticae 0.3 79 Farelo de trigo

N31
Fungo Avicelase (UmL™")  Tempo (h) Substrato
. Palha de milho e
Chaetomium sp. N13 0,7 48 cevada (9:1)

. . . Bagaco de cana e
Humicola grisea var. thermoidea 0,4 72 farelo de trigo (1:1)
Thermomucor indicae-seudaticae 0.7 48 Cevada e farelo de

N31 ’ trigo (9:1)
Fungo B-glicosidase(U.mL™)  Tempo (h) Substrato
. Bagaco de cana e farelo
Chaetomium sp. N13 0,1 120 de trigo (9:1 & 1:1)

. . . Bagaco de cana e
Humicola grisea var. thermoidea 1,4 120 farelo de trigo (1:1)
Thermomucor indicae-seudaticae 0.7 120 Farelo de trigo

N31
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Na tabela 5 sdo apresentados alguns dados obtidos por outros autores, em

processo de fermentacdo submersa. A comparacdo destes com os dados da Tabela 4

novamente indica o potencial dos fungos deste trabalho na producéo de celulases.

Tabela 5: Comparacéo entre as producgdes de Xilanase, CMCase, beta-glicosidase por diferentes

fungos cultivados em fermentacdo submersa com material lignocelulésico como fonte de

carbono.
Fungo Substrato Xilanase (U mL™) Referéncias
Penicillium janthinellum Farelo de trigo e . .
. 160, Singhvi et al. (2011
NCIM 1171 avicel 60,0 nghvi etal. (2011)
- . Bagaco de cana e Camassola & Dillon
Penicillium echinulaum . 1,5
e inulau farelo de soja ’ (2009)
Chaetomium thermophilum Palha de trigo 61,1 Katapodis et al.,
(2007)
Humicola grisea var. . Mandalari et al.,
thermoidea Farelo de trigo 91 (2008)
Humicola grisea var. Farelo de cerveiaria 16.9 Mandalari et al.,
thermoidea J ' (2008)
Fungo Substrato CMCase (UmL™) Referéncias
Penicillium janthinellum Farelo de trigo e . .
. Singhvi et al. (2011
NCIM 1171 avicel 312 inghvi et al. (2011)
Penicillium echinulatum Bagaco de caqa e 16 Camassola & Dillon
farelo de soja (2009)
Humicola grisea var. Bagaco de cana 5.0 Calado et al., (2007)

thermoidea®

deslignificado

Fungo

Referéncias

Penicillium janthinellum
NCIM 1171

Monoascus purpureus NRRL

1992
Penicillium echinulatum

Humicola grisea var.
thermoidea

Substrato B-glicosidase (U mL™)
Farelo de tri
_ igoe 6.8
avicel
Farelo de soja 1,1
Bagaco de cana e
. 0,2
farelo de soja
B
agaco de cana 0.7

pré-tratado

Singhvi et al., (2011)

Daroit et al., (2007)

Camassola & Dillon
(2009)

De-Paula et al.,
(1999)

1: linhagem geneticamente modificada

A producdo de celulases e xilanase em fermentacdo em estado sélido quanto

em fermentag@o submersa, foi dependente da natureza da fonte de carbono utilizada no

meio de cultura, corroborando Varios relatos na literatura que mostram que a producao

de celulases e hemicelulases é induzida e influenciada pela natureza do substrato

utilizado na fermentacdo. GAO et al., (2008), testaram o efeito de varias fontes de
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carbono, como bagaco de cana, palha de junco, palha de trigo, farelo de trigo e palha de
milho, para a producdo de celulases pelo fungo Aspergillus terreus M1l em
fermentagcdo em estado solido. Eles obtiveram as maiores producdes de CMCase (440
U/g), FPase (198 U/g) e beta-glicosidase (91 U/g) em palha de milho, concluindo que a
producdo dessas enzimas depende da natureza da fonte de carbono usada no meio de
cultura. Camassola & Dillon (2007), utilizaram misturas de diferentes proporcdes de
bagaco de cana pré-tratado e farelo de trigo para a producdo de celulases e xilanase por
Penicillium echinulatum 9A02S1 em fermentacdo em estado sélido e, concluiram que o
desenvolvimento e a producdo das enzimas sdo favorecidos em meio de cultura
formulado com misturas, do que com apenas um dos substratos. Papinutti & Forchiassin
(2007) também observaram que o uso de misturas de substratos, induziu os niveis de
producéo de hidrolases.

A composicdo quimica da matéria-prima pode afetar a inducdo e secrecdao da
enzima, além das condicGes fisioldgicas do microorganismo. Fatores como o tamanho
da particula, acessibilidade, porosidade, natureza amorfa ou cristalina, sdo essenciais na
aderéncia e penetracdo dos microrganismos (GAO et al., 2008).

Os melhores substratos para a producdo das enzimas pelos fungos Chaetomium
sp. N13, Humicola grisea var. thermoidea e Thermomucor indicae-seudaticae N31, em
fermentacdo em estado solido, ndo foram necessariamente 0s mesmos para a producdo
em cultivo submerso.

Quando o cultivo foi realizado com o fungo Chaetomium sp N13, a produgéo
de xilanase foi favorecida por mistura com grande proporgao de cevada em fermentagéo
em estado solido e, em misturas com grandes proporcbes de palha de milho em
fermentacdo submersa. No entanto, a producdo dessa enzima mostrou-se reduzida por
farelo de trigo nas duas formas de cultivo.

A producdo de CMCase foi favorecida em misturas contendo cevada e bagaco
de cana em fermentacdo em estado sélido e, em misturas contendo grandes quantidades
de bagaco de cana em fermentacdo submersa. O cultivo em mistura com grande
quantidade de farelo ou somente farelo de trigo, foi desfavoravel para a producdo da
enzima nas duas modalidades de fermentacdo. A producdo de avicelase foi maior em
misturas contendo grandes quantidades de palha de milho tanto em fermentacdo
submersa quanto em fermentacdo em estado sélido. A producdo de beta-glicosidase
apresentou resultados contraditorios, a mistura com grande quantidade de farelo de trigo

foi favoravel para a producdo da enzima em fermentacdo em estado solido e
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desfavoravel para a producdo em cultivo submerso. Do mesmo modo, a mistura com
grande quantidade de bagaco de cana foi favoravel para a producdo de beta-glicosidase
em cultivo submerso e desfavoravel em fermentacdo em estado solido. Considerando
que essa enzima pode sofrer inibi¢cdo por acucar livre, a solubilidade destes no meio
liquido poderia interferir na atividade enzimatica observada.

Para o fungo Humicola grisea var. thermoidea, a producdo de xilanase e
CMCase foi favorecida por misturas de proporgdes equivalentes de bagago de cana e
farelo de trigo e, desfavorecida por misturas com palha de milho nos dois tipos de
processos fermentativos. A producdo de avicelase foi maior em mistura com grande
quantidade de cevada em fermentacdo em estado sélido e, em mistura com proporcdes
equivalentes de bagaco de cana e farelo de trigo em fermentacdo submersa. Entretanto,
misturas com palha de milho e grandes quantidades de farelo de trigo foram
desfavoraveis para a producdo da enzima nos dois tipos de cultivo. A producdo de beta-
glicosidase foi favorecida em misturas com grande quantidade de farelo de trigo ou
somente farelo de trigo em fermentacdo em estado sélido e, em mistura com proporcdes
equivalentes de bagaco de cana e farelo de trigo em cultivo submerso. Misturas com
palha de milho foram desfavoraveis para a producdo da enzima nas duas modalidades
de cultivo.

Quando o cultivo foi realizado com o fungo Thermomucor indicae-seudaticae
N31, a producéo de xilanase foi favorecida por grande quantidade de farelo de trigo em
fermentacdo em estado sélido e desfavorecida por misturas com grande quantidade de
bagaco de cana e palha de milho. Nao foi possivel definir qual 0 meio mais favoravel
para producdo de xilanase em fermentacdo submersa, uma vez que todos 0s substratos
utilizados induziram a producdo da enzima de forma semelhante. A produgdo de
CMCase foi favorecida por mistura com grande quantidade de farelo de trigo ou
somente farelo de trigo tanto em fermentacdo em estado solido quanto em fermentacéo
submersa. Misturas com palha de milho ou com grande quantidade de bagaco de cana
foram menos favoraveis pra a producdo da enzima. A producdo de avicelase foi
favorecida por mistura com grande quantidade de cevada ou farelo de trigo em
fermentacdo em estado sélido e, cevada em fermentacdo submersa. A producdo foi
pouco induzida em meios com palha de milho. A producdo de beta-glicosidase foi
maior em farelo de trigo ou misturas com grandes proporcoes deste material em FES e,

somente em farelo de trigo em fermentagdo submersa. Mistura com palha de milho ou
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grandes quantidades de bagaco de cana foram desfavoraveis para a producdo desta

enzima.

5.4. Producdes de xilanase e celulases por fermentagéo submersa utilizando duas

fontes de carbono purificadas

Além do material lignocelulésico, duas fontes de carbono, carboximetilcelulose
e celulose microcristalina (avicel) purificadas, também foram utilizadas para avaliar a
producdo das celulases e xilanase por Chaetomium sp. N13 e Humicola grisea var.
thermoidea por fermentagdo submersa. N&o foram realizados testes com Thermomucor
indicae-seudaticae N31, uma vez que, o nivel de producdo enzimatica apresentado por
este fungo foi muito baixo.

Quando o fungo Chaetomium sp. N13 foi cultivado, a producdo de CMCase e
beta-glicosidase foi maior em avicel do que em carboximeticelulose (Fig.17b e 17d) O
contrario ocorreu com a producdo de xilanase e avicelase, que se mostrou maior em
carboximetilcelulose (Fig. 17a e 17c). No entanto, a producdo de xilanase foi pouco

induzida por esses substratos (Fig. 17a).



52

;
a) b)
2,5 6

— 5
g 2,04 =
5 g 4
< 15- 2

(]

%] % 3
© ©

(_% 1,0 LEJ )
x @)

o
&

o

o

4
o

0 48 72 96 120 -o_/ 48 72 % 120
Tempo (h) Tempo (h)
C) 1,44 0,18
1,2 0,15+
-
— S
é‘ 1,04 é 0,12 1
35 )
P 08 é’ 0,09-
3 2 \
3 06 8 0,06- s
S =)
< 044 g
j 5 0,03
F m
0,0L T T T T 0,00 4—//— : T T
0 48 72 96 120 0 48 72 96 120
Tempo (h)

Tempo (h)

Figura 17: Producdo de a) xilanase, b) CMCase, c) avicelase, d) beta-glicosidase por

Chaetomium sp. N13 em FSm, utilizando (V) Carboximetilcelulose, (A) Celulose

microcristalina - avicel.

No meio de cultivo com CMC a fase de crescimento logaritimico ocorreu em
96h. Nesse meio foi obtido o maior crescimento fungico (2,8 mg/mL), juntamente com
a maior producdo de avicelase (0,9 U/mL) (Fig. 17c). A concentracdo de agUcar redutor
quando este substrato foi utilizado como fonte de carbono, também apresentou perfil
diferente daqueles obtidos quando o fungo foi cultivado em avicel (Fig. 18). Quando
carboximetilcelulose foi utilizada, o aclcar redutor foi metabolizado em 48h de cultivo,

seguido de ligeiro aumento em sua concentragao até o término do cultivo (Fig. 18a).



53

a) 12- 13,0 b) 12 13,0
111

114 ) —~ ~—~~
= 42,5 < 1 10+ 1253
£ 104 % E o £
> S | IS)
£ o 20 £ £ z; A 20 &
S 8. J15 8 S 6- 115 S
0] =) 0] =]
0 K o 54 2
o 10 v © 4 {10 &
% E % 34 E
< 105 S £ 2- {05 O
S 0 [S) 3
a < @ b A4 A A <
@ 00 0 . : - . —0,0

0 24 48 72 9% 120
Tempo (h)

Figura 18: Estimativa do crescimento flngico em fermentacdo submersa, por Chaetomium sp.
N13, utilizando a)carboximetilcelulose e b)celulose microcristalina (avicel) como fonte de

carbono. (m) Biomassa seca, (A ) Aclcar redutor, (o) Biomassa — controle abiético

Quando comparada a producdo das enzimas em material lignocelulésico e nas
fontes de carbono purificadas notamos que a producdo de xilanase foi maior em
material lignocelulésico do que em carboximetilcelulose e celulose microcristalina
(avicel). O mesmo ocorreu com a producdo de CMCase. Entretanto, a producdo de
avicelase e beta-glicosidase foi praticamente a mesma nos dois tipos de substratos
avaliados (Tabela 6).

Tabela 6: Comparacdo entre as producdes maximas de xilanase, CMCase, avicelase e beta-
glicosidase do fungo Chaetomium sp. N13 cultivado em material lignocelulésico e fontes de

carbono purificadas em fermentacdo submersa.

) ) Xilanase CMCase Avicelase | Beta-glicosidase
Meio de cultivo
(U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)
Material lignocelul6sico 35,4 53 0,7 0,1
Fonte de carbono purificada 15 3,6 0,9 0,1

Quando o fungo Humicola grisea var. thermoidea foi cultivado, o uso de avicel
também foi mais favoravel para a producdo de CMCase e beta-glicosidase (Fig. 19b e
19d), enquanto que a maior producdo de xilanase e avicelase também ocorreu em
carboximetilcelulose (Fig. 19a e 19c). Do mesmo modo, a producdo de xilanase foi

pouco induzida por carboximeticelulose e avicel (Fig. 19a).
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Figura 19: Producdo de a) xilanase, b) CMCase, c) avicelase, d) beta-glicosidase, por Humicola

grisea var. thermoidea em FSm, utilizando (V) Carboximetilcelulose, (A) Celulose

microcristalina - avicel.

A figura 20 mostra que quando as fontes de carbono purificadas

(carboximetilcelulose e avicel) foram utilizadas, ocorreu aumento da biomassa total,

indicando fase de crescimento logaritimico até 48h de cultivo. O maior crescimento

fangico (2,0 mg/mL) ocorreu no meio com avicel, seguido de (1,7 mg/mL) em

carboximetilcelulose (Fig. 20a e 20D).
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Figura 20: Estimativa do crescimento fungico em fermentacdo submersa, por Humicola grisea
var. thermoidea, utilizando a)carboximetilcelulose e b)celulose microcristalina (avicel) como

fonte de carbono. (m) Biomassa seca, (A ) Aclcar redutor, (o) Biomassa — controle abiotico

Para o fungo Humicola grisea var. thermoidea, a producdo de Xxilanase,
CMCase e beta-glicosidase foi maior em material lignocelulésico do que em
carboximetilcelulose e celulose microcristalina. A producgéo de avicelase foi igual nos
dois tipos de substratos (Tabela 7). Esses dados juntamente com aqueles da Tabela 6
sugerem que a complexidade do material lignocelulésico foi favoravel ao crescimento
microbiano e producgdo das enzimas visto que pode fornecer maior variedade de
polissacarideos além das fibras de celulose ser encontradas em diferentes niveis de

organizacao.

Tabela 7: Comparagdo entre as producdes maximas de Xilanase, CMCase, avicelase e beta-
glicosidase do fungo Humicola grisea var.thermoidea cultivado em material lignocelulésico e

fontes de carbono purificadas em fermentacéo submersa.

) ) Xilanase CMCase Avicelase Beta-glicosidase
Meio de cultivo
(U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)
Material lignoceluldsico 16,9 6,4 0,4 1,4
Fonte de carbono purificada 1,3 2,3 0,4 0,6

5.5. Analise comparativa das producdes de xilanase e celulases por FES e FSm

O melhor processo fermentativo para a producéo de celulases e hemicelulases

foi avaliado para cada um dos substratos utilizados.
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Para o fungo Chaetomium sp N13, a atividade de xilanase foi maior na solugédo
enzimatica bruta obtida em FES que em FSm para a maioria dos substratos utilizados,
exceto em farelo de trigo, palha de milho e farelo de trigo (9:1) e palha de milho e
cevada (9:1) (Tabela 8).

E interessante observar que quando palha de milho foi usada, com farelo ou
cevada, a producdo de xilanase foi maior em fermentacdo submersa. A palha de milho ¢é
um material com baixo teor de lignina e alto teor de hemicelulose e cuja estrutura de
pouca espessura pode facilitar a colonizacdo da sua superficie pelo fungo e
consequentemente hidrolise em meio aquoso. Os dados indicaram que, em FES, os
materiais que proporcionaram maiores producfes de xilanase pelo fungo Chaetomium
sp. N13 foram misturas de bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) e cevada e farelo de
trigo (9:1).

Com relagéo a enzima CMCase, 0 comportamento foi bastante distinto (Tabela
8), com variacdo das maiores atividades de enzima obtida. Porém do mesmo modo que
0 observado para xilanase, os meios com palha de milho promoveram as maiores
producdes da enzima em FSm e os maiores valores de atividade foram obtidos em FES
em meio de bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) e cevada e farelo de trigo (9:1).

Conforme dados da tabela 8, o fungo Chaetomium sp. N13 ndo € um bom
produtor de avicelase. Entretanto, nota-se que em FSm a producdo dessa enzima foi
maior do que em FES. Do mesmo modo, a producdo de beta-glicosidase foi baixa, mas
ao contrario da exoglucanase, as maiores atividades foram obtidas em FES (Tabela 8).

A produtividade das enzimas foi avaliada levando-se em consideracdo a
utilizacdo de 1g de substrato nas fermentacfes solidas e submersas, portanto, foi feita
uma estimativa teorica dos valores obtidos, uma vez que as fermentacdes submersas
foram realizadas com 0,2g de material lignocelulésico. Dessa forma, a produtividade
das enzimas por Chaetomium sp. N13 foi maior em FSm do que em FES para a maioria
dos substratos avaliados. Entretanto os picos de produtividade de xilanase e beta-

glicosidase foram alcancados em FES (Tabela 8).
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Tabela 8: Avaliacdo comparativa da producdo e produtividade maxima de xilanase e celulases

por Chaetomium sp. N13 em FES e FSm em funcéo do substrato utilizado.

Material Lignocelulésico FES Fsm
U/mL Produtividade(urg*) | U/mL  Produtividade(u/g*)

Xilanase
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) 78,5 1569 15,1 1514
Bagaco de cana e farelo de trigo (9:1) 31,3 626 17,96 1796
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:9) 17,8 356 9,7 975
Farelo de Trigo 6,7 134 11,4 1138
Cevada e farelo de trigo (9:1) 74,2 1484 14,1 1407
Palha de milho e farelo de trigo (9:1) 16,98 340 34,9 3494
Palha de milho e cevada (9:1) 14,3 286 35,4 3539
CMCase
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) 9,6 192 3,9 391
Bagaco de cana e farelo de trigo (9:1) 3,8 76,6 53 535
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:9) 0,8 16,6 2,8 282
Farelo de Trigo 3,1 62,4 2,4 238
Cevada e farelo de trigo (9:1) 7,3 145 3,0 300
Palha de milho e farelo de trigo (9:1) 2,4 47,6 3,9 392
Palha de milho e cevada (9:1) 1,7 334 4,0 399
Avicelase
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) 0,1 2 0,55 55
Bagaco de cana e farelo de trigo (9:1) 0,13 2,6 0,60 60
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:9) 0,39 7,8 0,59 59
Farelo de Trigo 0,35 7 0,67 67
Cevada e farelo de trigo (9:1) 0,38 7,6 0,58 58
Palha de milho e farelo de trigo (9:1) 0,64 12,8 0,68 68
Palha de milho e cevada (9:1) 0,47 9,4 0,70 70
Beta-glicosidase
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) 0,27 54 0,08 8
Bagaco de cana e farelo de trigo (9:1) 0,04 0,8 0,09 9
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:9) 0,69 13,8 0,03 3
Farelo de Trigo 0,39 7,8 0,04 4
Cevada e farelo de trigo (9:1) 0,28 5,6 0,06 6
Palha de milho e farelo de trigo (9:1) 0,05 1 0,06 6
Palha de milho e cevada (9:1) 0,02 0,4 0,07 7

* Substrato sélido usado como fonte de carbono
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Para o fungo Humicola grisea var. thermoidea a producdo de xilanase foi
maior em FSm que em FES em todos os substratos avaliados. A producéo da enzima foi
similar nos dois tipos de processos fermentativos, apenas quando bagaco de cana e
farelo de trigo (1:1) foi utilizado como meio de cultivo (Tabela 9).

A producdo de CMCase obtida no extrato enzimatico bruto em FES foi maior
que em FSm para trés dos quatro substratos avaliados. Para cevada e farelo de trigo
(9:1), palha de milho e farelo de trigo (9:1) e bagaco de cana e farelo de trigo (9:1) a
producdo de CMCase foi maior no cultivo submerso. J& em palha de milho e cevada
(9:1), a producéo foi praticamente a mesma nos dois processos fermentativos (Tabela
9).

Em relacdo a avicelase a producdo em FES foi maior que em FSm em todos 0s
meios testados (Tabela 9).

A producgéo de beta-glicosidase foi maior em FES que em FSm apenas em
bagaco de cana e farelo de trigo (1:1), bagaco de cana e farelo de trigo (1:9) e farelo de
trigo. Para os demais extratos enzimaticos a producdo da enzima em FSm foi superior,
sendo que a producéo desta enzima ndo foi detectada em FES. Entretanto, os indices de
producéo obtidos em FES foram bem maiores que os obtidos em FSm (Tabela 9).

A produtividade das enzimas por Humicola grisea var. thermoidea foi maior
em FSm do que em FES para a maioria dos substratos avaliados. Entretanto os picos de

produtividade de beta-glicosidase foram alcancados em FES (Tabela 9).
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Tabela 9: Avaliacdo comparativa da produgdo e produtividade méaxima de xilanase e celulases

por Humicola grisea var. thermoidea em FES e FSm em funcédo do substrato sélido utilizado.

Material Lignoceluldsico FES Fsm
U/mL Produtividade(u/g*) | U/mL  Produtividade(u/g*)

Xilanase
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) 16,5 330,4 16,9 1690
Bagaco de cana e farelo de trigo (9:1) 0,4 7,4 5,8 581
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:9) 8,5 170,4 13,4 1343
Farelo de Trigo 5,6 111,6 6,5 649
Cevada e farelo de trigo (9:1) 0,9 18,4 8,0 804
Palha de milho e farelo de trigo (9:1) 0,7 13,2 4,7 470
Palha de milho e cevada (9:1) 0,3 5,6 1,0 970
CMCase
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) 11,6 232,8 6,4 642
Bagaco de cana e farelo de trigo (9:1) 0,9 18,6 2,1 214
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:9) 4,5 89,4 3,7 368
Farelo de Trigo 3,3 66 3,0 300
Cevada e farelo de trigo (9:1) 0,8 16 4,0 400
Palha de milho e farelo de trigo (9:1) 0,5 10,4 1,7 168
Palha de milho e cevada (9:1) 0,5 9,8 0,5 50
Avicelase
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) 0,81 16,2 0,43 43
Bagaco de cana e farelo de trigo (9:1) 0,78 15,6 0,40 40
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:9) 0,83 16,6 0,31 31
Farelo de Trigo 0,63 12,6 0,30 30
Cevada e farelo de trigo (9:1) 0,90 18 0,30 30
Palha de milho e farelo de trigo (9:1) 0,73 14,6 0,27 27
Palha de milho e cevada (9:1) 0,67 13,4 0,29 29
Beta-glicosidase
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) 5,82 116,4 1,44 144
Bagaco de cana e farelo de trigo (9:1) 0,27 54 0,64 64
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:9) 6,24 124,8 0,96 96
Farelo de Trigo 6,16 123,2 0,55 55
Cevada e farelo de trigo (9:1) 0,05 1 0,49 49
Palha de milho e farelo de trigo (9:1) 0,00 ND 0,74 74
Palha de milho e cevada (9:1) 0,00 ND 0,14 14

* Substrato sélido usado como fonte de carbono
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Para o fungo Thermomucor indicae-seudaticae N31 a producéao de xilanase foi
muito parecida nos dois processos fermentativos, entretanto, a producdo foi um pouco
maior em FSm que em FES para a maioria dos meios testados. As Unicas excegdes sao
farelo de trigo, cuja producéo foi superior em FES e a mistura bagaco de cana e farelo
de trigo (1:1), cuja producdo da enzima nas duas modalidades de cultivo foi similar
(Tabela 10).

A producéo de CMCase foi maior em FES que em FSm em todos os meios de
cultivo avaliados (Tabela 10).

A producdo de avicelase foi praticamente a mesma nos dois processos
fermentativos para todos os substratos avaliados, exceto cevada e farelo de trigo (9:1) e
palha de milho e farelo de trigo (9:1), cujas producdes foram ligeiramente maiores em
fermentacdo submersa (Tabela 10). A producdo de beta-glicosidase foi maior em FES
que em cultivo submerso, exceto para cevada e farelo de trigo (9:1) e palha de milho e
cevada (9:1) (Tabela 10).

A produtividade das enzimas por Thermomucor indicae-seudaticae N31 foi

maior em FSm do que em FES para todos os substratos avaliados (Tabela 10).
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Tabela 10: Avaliacdo comparativa da producéo e produtividade maxima de xilanase e celulases

por Thermomucor indicae-seudaticae N31 em FES e FSm em funcdo do substrato solido

utilizado.

Material Lignoceluldsico

FES

FSm

U/mL Produtividade(u/g)* U/mL  Produtividade(u/g)*
Xilanase
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) 0,45 9 0,44 44
Bagaco de cana e farelo de trigo (9:1) 0,24 4,8 0,50 50
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:9) 0,36 7,2 0,52 52
Farelo de Trigo 0,67 13,4 0,49 49
Cevada e farelo de trigo (9:1) 0,39 7,8 0,45 45
Palha de milho e farelo de trigo (9:1) 0,31 6,2 0,43 43
Palha de milho e cevada (9:1) 0,36 7,2 0,44 44
CMCase
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) 0,44 8,8 0,29 29
Bagaco de cana e farelo de trigo (9:1) 0,28 5,6 0,16 16
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:9) 1,00 20 0,21 21
Farelo de Trigo 0,87 17,4 0,28 28
Cevada e farelo de trigo (9:1) 0,52 10,4 0,24 24
Palha de milho e farelo de trigo (9:1) 0,30 6 0,18 18
Palha de milho e cevada (9:1) 0,30 6 0,18 18
Avicelase
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) 0,53 10,6 0,52 52
Bagaco de cana e farelo de trigo (9:1) 0,49 9,8 0,49 49
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:9) 0,61 12,2 0,59 59
Farelo de Trigo 0,52 10,4 0,55 55
Cevada e farelo de trigo (9:1) 0,64 12,8 0,72 72
Palha de milho e farelo de trigo (9:1) 0,51 10,2 0,61 61
Palha de milho e cevada (9:1) 0,41 8,2 0,40 40
Beta-glicosidase
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) 1,01 20,2 0,50 50
Bagaco de cana e farelo de trigo (9:1) 0,29 5,8 0,20 20
Bagaco de cana e farelo de trigo (1:9) 2,14 42,8 0,48 48
Farelo de Trigo 2,34 46,8 0,72 72
Cevada e farelo de trigo (9:1) 0,49 9,8 0,61 61
Palha de milho e farelo de trigo (9:1) 0,37 7,4 0,26 26
Palha de milho e cevada (9:1) 0,17 34 0,29 29

* Substrato sélido usado como fonte de carbono
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Os resultados obtidos nas tabelas 8 a 10, demonstram nao existir uma relacédo
entre o método fermentativo e o substrato utilizado como meio de cultivo, com excessdo
a palha de milho que no geral apresentou melhores produgdes enzimaticas em cultivo
submerso.

Para os fungos Chaetomium sp. N13 e Thermomucor indicae-seudaticae N31,
a FES mostrou-se mais eficiente para a producdo de xilanase, CMCase e beta-
glicosidase, enquanto que a FSm foi o melhor processo para a produgéo de avicelase.
Para o fungo Humicola grisea var. thermoidea a FES mostrou-se mais eficiente para a
producdo de CMCase, avicelase e beta-glicosidase, enquanto que a FSm foi o melhor
processo para a producdo de xilanase, apesar do pico de producdo da enzima ser
praticamente 0 mesmo nos dois processos fermentativos. No entanto, o perfil
comparativo da producdo enzimatica obtida pelos trés fungos, avaliados nos itens 5.1 e
5.3, demonstram que os picos de producdo de xilanase, CMCase, avicelase e beta-
glicosidase foram apresentados pelos extratos enzimaticos obtidos por FES.

Existem poucos trabalhos na literatura comparando a producéo de celulases e
hemicelulases em FES e FSm. Elisashvili et al., (2008), compararam a producao de
enzimas lignoceluloliticas em FES e FSm utilizando véarios materiais vegetais como
substrato. Os resultados apontaram que a FES foi favoravel para a producéo de lacase e
MnP pela maioria dos fungos estudados, enquanto que a FSm provou ser melhor para a
producdo das enzimas hidroliticas (celulases e hemicelulases). Em contrapartida, Saqib
et al., (2010), analisaram a producéo de celulases por Aspergillus fumigatus em FES e
FSm e, descobriram que quando o cultivo ocorreu em FES, a producédo de proteinas e a
atividade especifica da enzima foram maiores. Além disso, Saqib et al., (2010) ainda
aponta uma possivel diferenca na estrutura das enzimas produzidas pelos dois processos
fermentativos devido a diferenca em suas termoestabilidades. J& Singhania et al.,
(2010), afirmaram ser impossivel a comparacao direta da producdo entre FES e FSm,
apesar de concordar que a FES geralmente ¢ maior ou mais barata que o cultivo
submerso.

Destaca-se que embora a produtividade enzimatica em FSm tenha sido maior
que em FES para a maioria dos substratos avaliados, ndo é possivel afirmar que a
fermentacao submersa foi 0 melhor processo fermentativo para a producéo das enzimas,
uma vez que os valores observados foram calculados de forma tedrica, sendo necessario

novos estudos no que diz respeito ao aumento na escala de produgéo para confirma-los,
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ou seja, é preciso verificar se a producdo enzimatica ird aumentar na mesma proporgao

em que o substrato so6lido e o volume do meio de cultura utilizados forem aumentados.

5.6. Reuso do material lignocelul6sico em uma nova FES

O material obtido ap6s a extracdo da enzima, no primeiro ciclo de fermentacéo,
foi reutilizado em nova fermentacdo conforme descrito na secdo material e métodos.
Para tal, foram escolhidos os substratos que proporcionaram maiores quantidades de
enzimas para cada fungo (Anexo 1).

Para o fungo Chaetomium sp. N13, o material fermentado escolhido para o
reuso foi a mistura de cevada e farelo de trigo (9:1).

A producdo de xilanase, e beta-glicosidase foi maior no reuso do material
lignocelul6sico apenas nas primeiras 96h de cultivo. Apds esse periodo houve queda na
producdo indicando a néo viabilidade deste material para a producdo destas enzimas
(Fig. 21a, e 21d). Ao contrario das demais enzimas, a producdo de CMCase foi maior
no cultivo com o material reutilizado, atingindo o dobro da atividade da primeira
fermentacdo em 288h (Fig. 21b). A producdo de avicelase, foi levemente superior no
reuso do que no primeiro uso do material lignoceluldsico (Fig. 21c). A producdo de
beta-glicosidase foi favorecida apenas nas primeiras 96h de cultivo com o material
reutilizado. Em 192h, a producédo desta enzima foi praticamente a mesma nos dois tipos
de substratos, entretanto, em seguida houve queda na producdo desta enzima quando o

material reutilizado foi utilizado como fonte de carbono (Fig. 21d).
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Figura 21: Perfil comparativo da producdo de xilanase e celulases em duas fermentacdes em
estado solido consecutivas por Chaetomium sp. N13. (m) 1° uso do material lignocelulésico, (o)
Reuso do material lignocelul6sico.

O substrato escolhido para o cultivo do fungo Humicola grisea var. thermoidea
foi a mistura de bagaco de cana e farelo de trigo (1:1). Verificou-se que a producdo de
todas as enzimas foi maior no primeiro uso do material lignocelulésico que no reuso
(Fig. 22). Dentro da metodologia proposta para a analise das atividades enzimaticas, ndo
foi possivel detectar a atividade de avicelase no cultivo com o material reutilizado (Fig.
22c¢). A producéo de beta-glicosidase foi muito semelhante no cultivo com os dois tipos
de materiais apenas nas primeiras 96h de fermentacdo. Em seguida, houve queda na
producdo da enzima com o reuso do material lignocelul6sico, indicando a inviabilidade
do processo (Fig. 22d).
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Figura 22: Perfil comparativo da producdo de xilanase e celulases em duas fermentagdes em
estado solido consecutivas por Humicola grisea var. thermoidea. (m) 1° uso do materia
lignoceluldsico, (o) Reuso do material lignocel ulésico.

Para o fungo Thermomucor indicae-seudaticae N31, o substrato escolhido para
0 reuso, foi a mistura de bagacgo de cana e farelo de trigo (1:9). A producédo de xilanase
foi levemente superior no reuso do que no primeiro uso do material lignocelulésico
(Fig. 23a). Entretanto, mesmo ndo aconteceu com as atividades de CMCase, avicelase e

beta-glicosidase que, foram maiores no primeiro uso do material (Fig. 23b, 23c e 23d).
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Figura 23: Perfil comparativo da producdo de xilanase e celulases em duas fermentacdes em
estado solido consecutivas por Thermomucor indicae-seudaticae. (m) 1° uso do material

lignoceluldsico, (o) Reuso do material lignocelul 6sico.

Os resultados indicam que o reuso do material lignocelulésico para FES, torna
a producao de celulases viavel apenas para o fungo Chaetomium sp. N13.

A menor atividade das enzimas no meio quando se utilizou o material residual
de fermentagéo anterior pode ser justificado por: 1) Os fungos consumiram na primeira
fermentacdo os acucares solUveis e com isso atingiram um nivel maior de miceliacéo,
promovendo maior secrecdo de enzimas. Uma vez que as enzimas de fungos
filamentosos sdo secretadas pelas pontas das hifas, os niveis de miceliacdo e/ou
ramificacdo dos micélios estdo diretamente relacionados com o nimero de extremidades
de hifas potencialmente secretoras; 2) o crescimento do fungo na primeira fermentacéo
consumiu os sacarideos indutores das enzimas; 3) a acdo das enzimas secretadas pelos
fungos na primeira fermentagdo sobre as fibras do material lignocelulésico levaram a
hidrolise daqueles polimeros mais acessiveis, restando no material as estruturas mais
organizadas e portanto, mais recalcitrantes a degradacdo microbiana. Essa dificuldade

de acesso as fibras pode ter afetado o desenvolvimento do fungo.
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Destaca-se que toda hipoOtese baseada no crescimento micelial deve ser
considerada com restri¢fes visto que o crescimento fungico nao foi quantificado neste
trabalho.

Existem poucos trabalhos na literatura descrevendo o uso do mesmo substrato
lignocelulésico em varios processos fermentativos consecutivos. A maioria dos
trabalhos descreve o pré-tratamento bioldgico do material lignocelulosico por fungos da
podridao branca. Camassola & Dillon (2009) avaliaram o pre-tratamento do bagaco de
cana pelo fungo da podriddo branca Pleurotus sajor-caju PS2001 e, subsequente uso
desta biomassa na produgdo de celulases e xilanases pelo fungo Penicillium
echinulatum 9A02S1. Eles observaram que a atividade enzimatica obtida com a
biomassa pré-tratada foi menor que nos tratamentos controle, que foram realizados com
bagaco sem pré-tratamento e celulose. Para 0 meio suplementado com bagaco de cana
pré-tratado o pico médio das atividades obtidas foram de 0,13, 1,0, 0,18 e 0,33 U/mL
para FPase, endoglucanase, beta-glicosidase e xilanase, respectivamente. Para o
controle com celulose e com o bagaco sem pré-tratamento os valores foram de 0,52,
1,20, 0,20 e 1,46 U/mL, e de 0,95, 1,60, 0,21 e 1,49 U/mL, respectivamente.

Xia & Cen (1999), utilizaram o mesmo substrato (talo de milho e farelo de
trigo) em VAarios processos consecutivos de fermentacdo por batelada e, constataram que
0 reuso do substrato solido foi viavel por pelo menos trés vezes, sendo que a maior
atividade de celulase (158 U/g de FPase), foi obtida no segundo processo de batelada
consecutivo. Este trabalho ainda indicou o aumento da atividade de celobiase nos trés

primeiros reusos.

5.7. Producéo dos extratos enzimaticos para a hidrolise

Uma vez determinado o perfil de producdo enzimatica dos trés fungos
avaliados, escolheu-se os extratos de Chaetomium sp. N13 e Humicola grisea var.
thermoidea produzidos a partir da FES em bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) para a
realizacdo da hidrélise enzimética. Dessa forma, realizou-se uma nova fermentacéo, nas
mesmas condi¢des da fermentacdo anterior, para a obtencdo dos extratos enzimaticos. O
extrato do Chaetomium sp. N13 foi extraido em 192h de cultivo, enquanto que do

Humicola grisea var. thermoidea em 240h de fermentacéo.
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5.8. Efeito do pH e temperatura na atividade das enzimas produzidas por

Chaetomium sp N13 e Humicola grisea var. thermoidea

Os extratos produzidos para a hidrélise enzimatica foram avaliados em relacédo
ao efeito do pH e temperatura sobre a atividade das enzimas. A xilanase produzida por
Chaetomium sp. N13 exibiu sua atividade maxima em pH 5,5, enquanto que a CMCase
foi mais ativa em pH 5,0 e a beta-glicosidase em pH 4,5 (Fig. 24a, 24b e 24c). As
mesmas enzimas produzidas por Humicola grisea var. thermoidea apresentaram
atividade maxima em pH 6,0-6,5, 6,5 e 5,0-7,5 respectivamente, indicando que a beta-
glicosidase desse fungo foi altamente ativa em uma ampla faixa de pH (Fig. 24d, 24e e
241).

Com relacdo a temperatura 6tima, as xilanases e CMCases de ambos os fungos
apresentaram maior atividade em 65-70°C e 65°C, respectivamente (Fig. 24d e 24e). A
beta-glicosidase de Chaetomium sp. N13 foi mais ativa a 65°C, enquanto que a de

Humicola grisea var. thermoidea na faixa de 65-75°C (Fig. 24f).
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Figura 24: Efeito do pH e temperatura na atividade de (a) xilanase, (b) CMCase e (c) beta-
glicosidase produzidas por FES em bagacgo de cana e farelo de trigo (1:1); (o) Chaetomium sp.

N13, (e) Humicola grisea var. thermoidea.

Os resultados apresentados por ambos os fungos estdo de acordo com o0s
relatados na literatura. Lucena-Neto & Ferreira Filho (2004) purificaram uma xilanase
(X2) de culturas de Humicola grisea var. thermoidea cultivado em farelo de trigo. A
enzima foi mais ativa em intervalos de pH e temperatura de 4,5-6,5 e 55-60°C,

respectivamente.
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Li et al., (2003), encontraram valores de 60°C e pH 4,0 para uma endocelulase
purificada de Chaetomium thermophilum CT2.

No geral, as celulases produzidas por fungos filamentosos apresentam valores
6timos de pH na faixa 4cida (3,6-5,0) (CASTRO; PEREIRA JR, 2010), com excec¢éo de
alguns actinomicetos cujas celulases possuem melhor atuacdo em temperaturas por volta
dos 50°C e valores de pH entre neutros e moderadamente acidos (JANG; CHENG,
2003). Ja a maioria das xilanases tem pH e temperatura étimos na faixa de 4,5-6,5 e 50-
70°C (MAHESHWARI et al.,2000).

5.9. Hidrdlise enzimatica do material lignocelulésico

Uma celulase comercial, POWERCELL, cedida pela Prozyn BioSolutions e as
solucBes enzimaticas brutas de Chaetomium sp N13 e Humicola grisea var. thermoidea,
foram testadas quanto as suas capacidades de converter bagaco de cana in natura,
bagaco de cana pré-tratado e palha de cana in natura, em acgucares sollveis. Na tentativa
de aumentar a hidrélise enzimatica, a mistura dos extratos enzimaticos de Chaetomium
sp N13 e Humicola grisea var. thermoidea também foi utilizada na proporcdo(1:1)
(v/v), para avaliar uma possivel complementaridade de suas enzimas, uma vez que a
solucdo enzimatica de Chaetomium sp. N13 apresenta maior atividade de xilanase e
CMCase, enquanto que a de Humicola grisea var. thermoidea, maior atividade de beta-

glicosidase (Tabela 11).

Tabela 11: Atividade enzimatica (U/g substrato seco utilizado na hidrélise) de POWERCELL e
dos preparados enzimaticos de Chaetomium sp N13 e Humicola grisea var. thermoidea
utilizados nos experimentos de hidrdlise do bagaco de cana in natura, pré-tratado e palha de

cana in natura.

Soluggo enzimética Xilanase CMCase Avicelase Beta-Glicosidase
(Ulg) (Ulg) (Ulg) (Ulg)
Chaetomium sp N13 1985 655 20 10
Humicola grisea var. thermoidea 770 430 25 295
MlsFura Cha.letomlum sp. N1.3 e 13775 5425 225 1525
Humicola grisea var. thermoidea
Enzima Comercial 1710 7275 210 695
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A figura 25a apresenta os dados da hidrdlise enzimética do bagaco de cana in
natura utilizando as solucdes enzimaticas citadas acima. Em 6h de hidrolise é possivel
notar certa diferenga nos teores de agUcares liberados pela acdo das diferentes solucdes
enziméticas utilizadas. Neste periodo, o valor de agUcares liberados, pela acdo da
enzima comercial 21,6 (mg/g peso seco), foi um pouco acima do valor encontrado para
o fungo Humicola grisea var. thermoidea 17,9 (mg/g peso seco) Os teores de agucares
liberados pela acdo das enzimas do Chaetomium sp. N13 6,7 (mg/g peso seco) foram
menores quando comparados com a agao das enzimas dos demais fungos, sendo quase 3
vezes menor eficiente que a solugdo enzimatica do Humicola grisea var. thermoidea. A
mistura dos extratos enzimaticos de Chaetomium sp. N13 e Humicola grisea var.
thermoidea apresentou resultados intermediarios, liberando 12 (mg/g peso seco) em 6h
de ensaio. Em 24h de hidrdlise os valores de acUcares liberados pela acdo das enzimas
sobre 0 bagaco de cana in natura aumentaram, entretanto, 0 comportamento das
solugdes enzimaticas manteve-se semelhante ao descrito em 6h de ensaio, com exce¢do
da mistura dos extratos enzimaticos dos dois fungos. Em 24h de hidrdlise, o extrato
enzimatico do fungo Humicola grisea var. thermoidea foi quase 2 vezes mais eficiente
que o extrato enzimatico do Chaetomium sp. N13. Os teores de agucares liberados pela
acdo das enzimas em 24h de hidrolise foram de 23,6 (mg/g peso seco) e 14,6 (mg/g
peso seco), respectivamente. O uso da mistura dos extratos enzimaticos dos dois fungos
apresentou efeito positivo na hidrolise do bagaco de cana, com liberagdo maxima de
acucares 27,4 (mg/g peso seco) em 24h do ensaio. Nota-se que neste caso, ndo houve
saturacdo das enzimas pelo substrato, uma vez que pela projecdo da curva ainda deveria
ocorrer um aumento crescente na liberacdo de acgucares. Isso se deve provavelmente
pela complementaridade das enzimas, ou seja, equilibrio entre as quantidades de
xilanase, CMCase e beta-glicosidase apresentados pela mistura. Com relacéo a enzima
comercial, os teores de agucares liberados foram bem préximos aos do Humicola grisea
var. thermoidea, demonstrando o poder de sacarificacdo da solugdo enzimatica bruta
desse fungo. O peso seco do bagaco de cana in natura submetido a sacarificagéo
enzimatica ndo variou significativamente. Houve pequena perda de peso seco nas
primeiras 6h de hidrdélise, independente da solucdo enzimatica utilizada. Isto pode ter
ocorrido pela degradacdo da fracdo celuldésica mais facilmente disponivel,
caracterizando a fase inicial rapida da hidrélise. No ensaio em que a mistura dos
extratos enzimaticos de Chaetomium sp N13 e Humicola grisea var. thermoidea foi

utilizada houve maior reducao no peso seco do material lignocelul6sico (Fig. 25b).
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Figura 25: a) Liberacdo de acUcares redutores (mg/g peso seco) pela sacarificacdo enzimatica
do bagago de cana in natura. b) Peso seco do bagaco de cana in natura apés hidrolise
enzimatica. (o) Enzimas de Chaetomium sp. N13, (e) Enzimas de Humicola grisea var.
thermoidea, (A) Enzima comercial, (m) Mistura de enzimas de Chaetomium sp. N13 e

Humicola grisea var. thermoidea (<€) Controle usando agua

Para avaliar a capacidade hidrolitica dos fungos, um novo ensaio foi realizado
utilizando palha de cana como substrato. A palha de cana apresenta maior contetdo de
hemicelulose, sendo um material menos recalcitrante que o bagagco de cana. Esta
caracteristica pode facilitar o acesso das enzimas as fibras, aumentando a eficiéncia da
hidrolise. Os teores de acUcares liberados da palha de cana pela acdo das enzimas de
Humicola grisea var. thermoidea, da mistura dos extratos enzimaticos de Chaetomium
sp N13 e Humicola grisea var. thermoidea e da enzima comercial foram semelhantes ao
longo do experimento, atingindo 44,1, 40,5 e 47,9 (mg/g peso seco), respectivamente,
em 24h de hidrolise. Os teores de agucares liberados pela acdo das enzimas do
Chaetomium sp. N13 foram novamente menores quando comparados com a agdo das
enzimas dos demais fungos, atingindo 31,0 (mg/g peso seco) em 24h (Fig. 26a).

O peso seco da palha de cana submetida a hidrdlise enzimatica apresenta
reducdo de até 10% em 24h de ensaio, 0 que demonstra a maior facilidade de
degradacéo da palha de cana por parte das enzimas utilizadas (Fig. 26b).
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Figura 26: a) Liberacdo de acucares redutores (mg/g peso seco) pela sacarificacdo enzimatica
da palha de cana. b) Peso seco da palha de cana ap6s hidrdlise enzimatica. (o) Enzimas de
Chaetomium sp. N13, () Enzimas de Humicola grisea var. thermoidea, (A) Enzima comercial,
(m) Mistura de enzimas de Chaetomium sp. N13 e Humicola grisea var. thermoidea (<)
Controle usando agua

A menor eficiéncia da solucdo enzimatica de Chaetomium sp. N13, na
liberacdo de acUcares a partir dos substratos lignocelulésicos, pode ser explicada pela
reduzida atividade de beta-glicosidase desse extrato (Tabela 11). As beta-glicosidases
sdo responsaveis pela clivagem da celobiose em glicose, dessa forma elas controlam a
velocidade global da reacdo de hidrolise do material celuldsico. 1sso porque as demais
enzimas do complexo celulolitico sofrem repressdo catabolica pelo produto final da
hidrélise. Neste sentido, as beta-glicosidases ndo s6 produzem glicose a partir de
celobiose, como também reduzem o efeito inibitério da celobiose permitindo a maior
eficiéncia tanto das endo quanto das exoglucanases (PARRY et al., 2001).

Maeda et al., (2011), avaliaram a hidrdlise enzimética do bagaco de cana pré-
tratado utilizando oito misturas enziméticas diferentes obtidas dos extratos enzimaticos
brutos de Penicillium funiculosum e Trichoderma harzianum, bem como, da
combinacdo desses extratos com um coquetel enzimatico comercial. Eles constataram
que houve acumulo de celobiose no hidrolisado obtido a partir do preparado enzimatico
comercial. 1sso porque este preparado apresentou a menor proporcdo entre a atividade
de FPase e beta-glicosidase (1:1), enquanto que 0s extratos enzimaticos brutos de P.
funiculosum e T. harzianum apresentaram a proporcdo de 1:45 e 1:37,

respectivamente.
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A capacidade hidrolitica do fungo Humicola grisea var. thermoidea também
foi testada com relacdo a sacarificacdo do bagaco de cana pré-tratado. O material
lignocelul6sico na sua forma original é muito resistente a ataques microbianos,
entretanto, a remoc¢do da hemicelulose e lignina através do pré-tratamento, promove
uma grande mudanca nesse material, e poderia tornar a celulose mais acessivel e
consequentemente melhorar a hidrdlise enzimatica.

O extrato enzimatico deste fungo foi escolhido por ter promovido a maior
liberacdo de agUcares redutores nos ensaios anteriores. A fim de comparagdo, o ensaio
também foi realizado com a enzima comercial. O valor de acucares liberados em 24h de
hidrolise, pela acdo da enzima comercial 111,7 (mg/g peso seco), foi um pouco acima
do valor encontrado para o fungo Humicola grisea var. thermoidea 71,3 (mg/g peso
seco) (Fig. 27a). Quando comparada a hidrélise do bagaco de cana in natura e pré-
tratado, a quantidade de acUcares redutores liberados pela acdo das enzimas do
Humicola grisea var. thermoidea e da enzima comercial sobre o bagaco pré-tratado
foram 3 e 4,5 vezes maiores do que os teores liberados pela acdo das mesmas enzimas
na hidrélise do bagaco in natura (Fig. 25a e 27a). Indicando que o pré-tratamento
exerceu influéncia positiva na sacarificacdo enzimatica do bagaco. O peso seco do
bagaco de cana pré-tratado submetido a hidrdlise enzimatica ndo variou
significativamente. Houve pequena reducdo no peso seco apOs 6h de ensaio

independente da solugédo enzimatica utilizada (Fig. 27b).
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Figura 27: a) Liberacdo de acucares redutores (mg/g peso seco) pela sacarificacdo enzimatica
do bagaco de cana pré-tratado. b) Peso seco do bagaco de cana pré-tratado apds hidrélise
enzimatica. (e) Enzimas de Humicola grisea var. thermoidea,( A) Enzima comercial, (<)

Controle usando agua
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Sukumaran et al., (2009) avaliaram o poder de hidrélise da solucdo enzimatica
bruta de Trichoderma reesei RUT C30 e Aspergillus niger MTCC 7956 sobre bagaco de
cana e palha de arroz pré-tratados com alcali e obtiveram 890 (mg/g) e 1310 (mg/g) de
acucares redutores liberados por grama de biomassa tratada.Os valores de aglcares
redutores foram menores (880 mg/g) e (550 mg/g) respectivamente, quando a biomassa
tratada com &cido foi submetida aos mesmos preparados enzimaticos.

Liu et al., (2011), investigaram a hidrdlise de palha de milho pré-tratada com
0,1 N HCI por 1 hora a 120°C em autoclave, pela agdo da solucdo enzimética bruta de
Aspergillus fumigatus Z5. O teor de acUcares redutores obtidos foi de 450 mg/g
substrato seco.

Deswal et al.,, (2011) isolaram o fungo da podriddo parda Fomitopsis sp.
RCK2010 e usaram sua solucdo enzimatica bruta para a hidrolise da palha de trigo e
arroz pré-tratadas com alcali. Os teores de acucares redutores liberados foram de 214
mg/g para a palha de trigo e 157 mg/g para a palha de arroz. Quando esses substratos
foram tratados com acido, a quantidade de agucares liberados foi menor.

Os teores obtidos da liberacdo de acucares pela acdo das enzimas de
Chaetomium sp. N13 e Humicola grisea var. themoidea sobre o material
lignocelulésico, sdo menores quando comparados com aqueles encontrados na
literatura, entretanto, tal comparacdo é dificil pois a maioria dos relatos demonstram o
rendimento da hidrdlise pela porcentagem de celulose convertida a glicose. Dessa
forma, novos estudos serdo feitos a fim de definir a composicdo quimica dos substratos
utilizados, para que os reais rendimentos da hidrdélise sejam calculados.

Apesar dos resultados observados serem menores que 0s encontrados na
literatura, os fungos apresentam um potencial hidrolitico bastante interessante quando
comparados com a atuacao da enzima comercial, principalmente o Humicola grisea var.
thermoidea. Além disso, os resultados podem ser melhorados com a otimizacdo das
condigdes de ensaio.

Sharma et al., (2002) testaram vérias condi¢Oes para a hidrdlise de talos de
girassol pré-tratados por explosdo a vapor, a partir da solu¢do enzimatica bruta de
Trichoderma reesei Rut-C 30 NRRL 11460. A sacarificacdo enziméatica maxima, que
correspondeu a liberacdo de 436,6 mg/g de acucares redutores por grama de substrato
seco, foi observada nas seguintes condic6es, 5% (p/v) de substrato pré-tratado, celulases
de T. reesei Rut-C 30 (25 FPU/qg), 50°C por 72h. Antes da otimizac&o o teor de aglcares

redutores liberado foi de 112,63 mg/g de substrato seco.



76

Os pesos secos das amostras de bagaco de cana in natura, palha de cana e
bagaco de cana pré-tratado submetidos a sacarificacdo enzimatica ndo variaram
significativamente (Fig. 25b, 26b e 27b). A perda de massa do material lignoceluldsico
tem sido apontada como referéncia para a avaliagdo da agdo das enzimas sobre o
material lignoceluldsico (Gueddes et al., 2010), entretanto, neste trabalho os dados nao
permitiram uma inferéncia sobre o potencial das enzimas testadas na sacarificacao

enzimatica da biomassa em questao.
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6. CONCLUSOES

Os fungos Chaetomium sp N13, Humicola grisea var. thermoidea e
Thermomucor indicae-seudaticae N31 foram capazes de produzir celulases e
hemicelulases tanto em fermentacéo em estado solido quanto em fermentacéo submersa.

A producdo das enzimas foi fortemente influenciada pela fonte de carbono e
tipo de processo fermentativo utilizado.

A FES mostrou-se mais eficiente para a producdo de xilanase, CMCase e 3-
glicosidase, enquanto que a FSm foi o melhor processo para a producdo de avicelase no
cultivo com Chaetomium sp N13 e Thermomucor indicae-seudaticae N31. No cultivo
com Humicola grisea var. thermoidea a FES mostrou-se mais eficiente para a producéo
de CMCase, avicelase e beta-glicosidase, enquanto que a FSm foi o melhor processo
para a producéo de xilanase.

Com relagdo a producéo enzimatica, o fungo Chaetomium sp. N13 apresentou
a maior producdo de xilanase. O Humicola grisea var. thermoidea apresentou bons
resultados para as enzimas CMCase e avicelase, sendo um Otimo produtor de beta-
glicosidase e, o fungo Thermomucor indicae-seudaticae N31 produziu baixas
quantidades das enzimas em questao.

O reuso do material lignocelulésico em uma nova FES ndo foi considerado
promissor, uma vez que, a producdo enzimatica com o material reutilizado foi menor do
que o cultivo com o primeiro uso do material.

As solugbes enziméticas brutas secretadas por Chaetomium sp. N13 e
Humicola grisea var. thermoidea foram capazes de hidrolisar a palha de cana e o
bagaco de cana in natura e pré-tratado.

Estes resultados indicam a viabilidade da incorporacéo de fontes de carbono de
baixo custo tais como bagaco de cana, farelo de trigo, cevada e palha de milho, no meio,
para a producdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas e, estimulam a continuacao
de novos estudos, visando a compreensdo dos parametros envolvidos na sacarificacao
enzimatica para a obtencdo das melhores condi¢cBes de ensaio, como temperatura,

tempo, pH e relacdo enzima/ substrato.
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