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RESUMO

Celulases microbianas tém sido empregadas na sacarificagcdo de materiais
lignocelulésicos para a obtencdo de glicose, visando a producdo de etanol
celulésico. Entretanto, o custo dessas enzimas encarece 0 processo, € por isso a
producédo das mesmas a partir de fungos filamentosos cultivados em materiais
lignocelulésicos, substratos de baixo custo, amplamente disponiveis e indutores da
sintese enzimédtica, torna-se uma boa opcao. Neste trabalho, com o objetivo de
melhorar a producdo de celulases através de metodologias de planejamento de
experimentos, foram utilizados dois fungos endofiticos, cultivados por fermentacéo
submersa (FSbm), usando como substratos o farelo de soja e a palha de cana de
acucar prée-tratada hidrotermicamente, cedida pela empresa GranBio, em cultivos
isolados e co-cultivos, agitados. As atividades maximas obtidas nos extratos
enzimaticos produzidos por planejamento experimental foram de 3,77 U/mL e 3,66
U/mL de endoglucanase, e 18,8 U/mL e 17,5 U/mL de B-glicosidase, no co-cultivo
dos fungos Botryosphaeria sp. AMO1 e Saccharicola sp. EJC04, e no cultivo isolado
de Botryosphaeria sp. AM01, respectivamente. As condi¢cdes otimas de atividade
das enzimas endoglucanase e [3-glicosidase do melhor extrato foram pH 5,5 e 60 °C.
Estas enzimas foram estaveis quando incubadas por 24 horas em pH 5,0 e 5,5, e
menos de 20% da atividade de ambas foi perdida entre 35 e 55 °C. Os ensaios de
inibicdo por glicose mostraram que a B-glicosidase tem sua atividade reduzida
proporcionalmente ao fornecimento deste acucar, porém, mesmo com a maxima
guantidade de glicose fornecida (12 mmol/L), a atividade relativa mostrou-se
mediana (64 %). Em relacdo a influéncia do etanol, a presenca de 5 e 10% deste
alcool aumentou em 4 e 5 %, respectivamente, a atividade enzimatica de [-
glicosidase, ocorrendo inibicho em concentracdes superiores. Em relacdo a
sacarificacdo das palhas de cana, as maiores concentracdes de glicose foram
obtidas quando utilizaram-se a palha submetida a pré-tratamento hidrotérmico acido
seguido de alcalino (3,29 mg/mL) e a palha pré-tratada hidrotermicamente cedida

pela empresa GranBio (2,66 mg/mL).

PALAVRAS-CHAVE: Celulase. Fungos endofiticos. Pré-tratamento. Sacarificacdo
enzimatica. Palha de cana-de-acucar. Fermentacdo submersa.



ABSTRACT

Microbial cellulases have been used in the saccharification of lignocellulosic
materials to obtain glucose, aiming to produce cellulosic ethanol. However, the cost
of these enzymes makes the process expensive, so their production from filamentous
fungi grown in lignocellulosic materials, low-cost and widely available substrates and
inducers of enzymatic synthesis, is a good option. In order to improve cellulase
production through experiment planning methodologies, two endophytic fungi, were
cultivated by submerged fermentation (FSbm). Soybean meal and hydrothermally
pretreated sugarcane straw, provided by GranBio, were used as substrate, in
agitated isolated cultures and co-cultivations. The maximal activities obtained in the
enzymatic extracts produced by the experimental design were 3.77 U/mL and 3.66
U/mL endoglucanase and 18.8 U/mL and 17.5 U/mL B-glycosidase in the co-
cultivation of the fungi Botryosphaeria sp. AMO1 and Saccharicola sp. EJC04, and in
the isolated cultivation of Botryosphaeria sp. AMO1, respectively.. The optimal activity
conditions of the endoglucanase and B-glucosidase enzymes from the best selected
extract were pH 5.5 and 60 ° C. These enzymes were stable when incubated for 24
hours at pH 5.0 and 5.5, and less than 20% of the activity of both of them was lost at
35-55 °C. The glucose-inhibition assays showed that B-glucosidase activity was
reduced proportionally to the supply of this sugar, but even with the maximum
amount of glucose supply (12 mmol/L), the relative activity was shown to be median
(64 %). Regarding the influence of ethanol, the presence of 5 and 10% of this alcohol
increased in 4 and 5%, respectively, the enzymatic activity of B-glucosidase,
occurring inhibition in higher concentrations. Regarding the saccharification of
sugarcane straw, the highest glucose concentrations were obtained with the straws
that were submitted to the acid hydrothermal treatment followed by the alkaline
treatment (3.29 mg/mL) and the hydrothermally pretreated straw provided by the
company GranBio (2.66 mg/mL).

KEYWORDS: Cellulase. Endophytic fungi. Pretreatment. Enzymatic hydrolysis.
Sugar cane straw. Submerged fermentation.
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1 INTRODUCAO

O aumento da demanda energética nas ultimas décadas tem impulsionado o
interesse na bioconversdo de materiais lignoceluldésicos a etanol, uma excelente
fonte de energia renovavel. Considerando-se a possibilidade de escassez do
petréleo e a reducdo de outras fontes de energia ndo renovaveis como o carvao e o
gas mineral, tornam-se necessarias pesquisas que visem um melhor aproveitamento
da biomassa lignocelulésica para suprir a necessidade energética no futuro
(SANTOS et al.,, 2016). As celulases destacam-se neste contexto, atuando
sinergicamente na hidrdélise da celulose levando a obtencao de glicose como produto
final, a qual pode entdo ser utilizada para a obtencao de etanol celulésico (HOOD et
al., 2007; NARRA et al., 2014; SANTOS et al., 2012).

Celulases sao produzidas por uma grande variedade de bactérias e fungos,
onde estes tém se destacado como melhores produtores, sendo 0s géneros mais
citados na literatura Trichoderma, Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Phanerochaete,
Humicola, Chrysosporium e Trametes (PANDEY et al., 2016; BEHERA e RAY 2016).
Essas sdo enzimas de grande valor comercial, sendo aplicadas, ndo s6 na
conversdo de biomassa a glicose, mas também nas industrias téxtil, de polpa e
papel, de detergentes, de alimentos (incluindo alimentacdo animal), e farmacéutica
(SHARMA et al., 2016).

Produzir celulases torna-se mais viavel quando materiais lignocelulésicos séao
utilizados como substratos indutores, pois sendo amplamente disponiveis e de baixo
custo possibilitam diminuicdo do custo do processo, especialmente em larga escala.
Além disso, o emprego dessa biomassa contribui para a diminuicdo dos problemas
causados pela disposicdo inadequada das mesmas no ambiente (AGOSTINHO et
al., 2015). Sendo a economia do Brasil baseada na agricultura e na agroindustria,
cujos produtos principais sao cana-de-acucar, café, soja e outros graos, mandioca e
frutas, o uso de materiais lignocelulésicos como substratos para a producdao de
celulases é uma estratégia interessante. Tais cultivos geram milhares de toneladas
de subprodutos lignocelulésicos como farelos, bagacos, palhas e sabugos
compostos principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, cuja quantidade é
estimada em 1.000 t/ano. O percentual destes trés componentes na parede celular
vegetal varia entre os diferentes tipos de residuos (GOMES et al, 2012; KUMAR et

al., 2012). A palha de cana-de-agucar, que representa toda a parte aérea da planta,
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exceto os colmos industrializaveis, se destaca como fonte energética por apresentar
grande potencial para geragéo de calor, eletricidade e producgé&o de etanol celuldsico.
Sua composi¢do quimica é estimada em 40-44 % de celulose, 30-32 % de
hemicelulose e 22-25 % de lignina. Sua capacidade de geracdo de energia
representa 1/3 da energia potencial da cana-de-aglUcar a ser subaproveitada
(SANTOS et al., 2012).

Para realizar a hidrolise dos materiais lignocelulésicos a um menor custo, as
celulases podem ser produzidas por microrganismos cultivados pelos processos de
fermentacdo em estado solido (FES) ou fermentacdo submersa (FSbm),
empregando-se residuos lignocelulésicos como substratos. As indastrias utilizam
preferencialmente o processo de fermentacdo submersa tanto para a producéo de
celulases quanto de outras enzimas. Esta escolha é atribuida a maior facilidade de
desenvolvimento de reatores destinados a este processo, quando comparado com a
fermentacdo em estado solido. Além disso, esta tecnologia apresenta diversas
vantagens em comparacdo a FES, principalmente em relacdo a maior facilidade de
monitoramento dos parametros do processo como temperatura, agitacao, aeracao,
pH, entre outros, 0s quais podem ser extensivamente controlados, dependendo do
tipo de reator empregado. A FSbm também possibilita aos microrganismos uma
melhor absorcdo de nutrientes e facilita a recuperacdo dos seus metabdlitos
(CASTRO e PEREIRA JR, 2010). A empresa lider mundial em producao de enzimas,
Novozymes, utiliza FSbm para a producédo de celulases. Outro exemplo é a Dyadic,
gue produz celulases pelos cultivos de Myceliophthora thermophila e Trichoderma
longibrachiatum por este processo (HANSEN et al., 2015).

A hidrélise enzimatica dos materiais lignocelulésicos € vantajosa quando
comparada com a quimica, pois pode ser conduzida sob condicdes moderadas de
pH e temperatura, ndo acarreta problemas de corrosdo nos equipamentos e nao
leva a formacdo de subprodutos (YANG et al., 2011). Porém, esses materiais sédo
recalcitrantes devido a proépria cristalinidade de algumas regides da celulose, bem
como ao entrelacamento deste polimero com a hemicelulose e a lignina. A lignina
atua como material incrustante, dando rigidez e resisténcia a célula e reduzindo o
acesso da agua e de enzimas a celulose, pela intima associacdo com este
polissacarideo e com a hemicelulose, através de ligacdes covalentes e né&o
covalentes (GOMES et al, 2012; KUMAR et al., 2012). Em relacdo a associagao
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entre lignina e celulose, ligacdes covalentes (principalmente éter) tem sido propostas
(ZHANG et al., 2015).

Assim, para que o acesso das celulases a celulose seja facilitado, com
consequente maior liberacdo de glicose, é necesséaria uma etapa de pré-tratamento
do material lignocelulésico, pondendo esse ser biolégico, quimico, fisico, ou alguma
combinagcdo destes. Este processo visa diminuir a recalcitrancia da biomassa pela
desestruturacdo da lignocelulose, diminuicdo do grau de cristalinidade da celulose,
solubilizacdo da hemicelulose e remocao da lignina, promovendo maior exposicao
da celulose (RAMOS, 2003).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi o estudo da producéao de
celulases pelo cultivo isolado e co-cultivo dos fungos endofiticos Botryosphaeria sp.
AM 01 e Saccharicola sp. EJC 04, por FSbm. Os fungos foram escolhidos por terem
se destacado na producdo de celulases por FES (MARQUES, 2013; MARQUES,
2017). A utilizacdo de materiais lignocelulésicos como substrato foi proposta com o
intuito de diminuir os custos do processo, e ferramentas de planejamento
experimental foram empregadas com a finalidade de avaliar a influéncia das
condicBes do processo sobre a producao das enzimas, visando melhores resultados.
Além disso, o extrato selecionado com base nas maiores atividades enziméaticas foi
empregado na sacarificacdo de palhas de cana-de-aclUcar pré-tratadas, para a
obtencdo de acucares fermentesciveis, que podem ser utilizados na producédo de

etanol de segunda geracao.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo geral o estudo da producao de celulases
pelos fungos endofiticos Botryosphaeria sp. AMO1 e Saccharicola sp. EJC 04, por
fermentagao submersa, utilizando-se co-cultivos e cultivos isolados, bem como o uso
das enzimas na sacarificacdo da palha de cana-de-acucar.

Os objetivos especificos foram:

- Caracterizacdo quimica dos substratos lignocelulésicos empregados nas
fermentacdes submersas;

- Avaliacdo da influéncia de diferentes substratos lignocelulésicos, do tempo
de cultivo, da agitacéo, da proporcédo de inoculo, do melaco de soja, e do emprego
de substratos triturados e peneirados em malha de 1 mm de diametro, na producéo
de endoglucanase, B-glicosidase, exoglucanase e FPase pelo co-cultivo dos fungos
por fermentacdo submersa,;

- Avaliacao da influéncia das variaveis carga de substrato, carga de indculo e
velocidade de agitacdo sobre a producédo das enzimas, através de planejamentos
experimentais, avaliando como resposta as atividades de endoglucanase e -
glicosidase, visando a melhoria das condi¢cdes de co-cultivo e cultivos isolados, e
selecdo da melhor condicao;

- Realizacdo de cultivo isolado de Botryosphaeria sp. AMO1, sob a condicao
gue proporcionou a melhor producdo de celulases, utilizando-se celulose (Sigma-
Aldrich) como substrato e avaliacdo da producdo das enzimas, para fins
comparativos;

- Caracterizacao fisico-quimica das enzimas endoglucanase e [B-glicosidase
do extrato selecionado para a sacarificacdo da palha de cana-de-acucar;

- Aplicacdo do extrato enzimatico produzido no cultivo isolado de
Botryosphaeria sp. AM01, na sacarificacdo de palhas de cana-de-acucar submetidas
a diferentes tipos de pré-tratamento e quantificacdo de acuUcares fermentesciveis

liberados nos hidrolisados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Materiais lignoceluldsicos e o etanol de segunda geracao

Para suprir a crescente demanda energética mundial, o etanol tem se
mostrado uma alternativa promissora, podendo a sua produgcéo ocorrer de duas
formas: primeira geracdo, obtido a partir de matérias primas ricas em sacarideos, e
de segunda geracdo, obtido a partir de materiais lignocelulésicos - ou biomassa
lignocelulésica (PEREIRA JUNIOR, 2010).

Dentre as fontes de energia renovaveis, os materiais lignocelulésicos séo
vistos como 0s mais interessantes devido a diversas razdes: o aproveitamento de
residuos agroindustriais para geracao de produtos com alto valor agregado, a nao
competicdo com a producdo de alimentos, e a contribuicdo na reducdo das
emissbes de gases do efeito estufa, por ser formada a partir de CO, e H,O
aproveitando a energia solar. Além disso, a bioenergia produzida pode contribuir
para o desenvolvimento sustentavel da regido que a utliza, e 0s recursos
frequentemente estao disponiveis no local de producéo. Assim, os combustiveis de
segunda geracdo produzidos a partir da biomassa, sdo uma Otima alternativa,
apresentando vantagens ambientais e econdémicas (LIMAYEM e RICKE, 2012;
PANDEY et al., 2011; PACHECO 2011).

A depender da localidade, a fonte lignocelulésica utilizada para producdo do
bioetanol varia. Na india, ha uma destilaria de producédo de etanol de segunda
geracdo a partir de sorgo doce. Na Italia e Franca, os residuos de uva gerados na
producdo do vinho séo utilizados para a producdo do combustivel. Em 2007 na
China foi construida a primeira usina de etanol de mandioca em grande escala do
mundo. No Brasil, dentre as opc¢des de residuos agroindustriais como fontes
lignocelulésicas para producdo de etanol de segunda geracdo existentes, a palha e
0 bagaco de cana-de-acucar sdo o0s mais estudados e vistos como 0s mais
promissores (BALAT, 2012; LIU, S. H. e LIU, X. F., 2010).

A rota bioquimica de producdo de etanol de segunda geracdo a partir do
bagaco e da palha de cana aproveita parte da tecnologia e da infraestrutura
utilizadas para producdo do etanol de primeira geracdo, sendo necesséarias duas
etapas adicionais ao processo convencional: o pré-tratamento e a hidrélise da

biomassa, de modo que a solucdo de acucares obtida nessa hidrolise possa ser
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misturada ao caldo de cana e seguir para a fermentacdo (DIAS et al., 2009;
CARDONA et al., 2010).

3.2 Estrutura do material lignocelulésico

Materiais lignoceluldsicos, também chamados de residuos lignoceluldsicos,
ou ainda biomassa lignoceluldsica, constituem a maior fonte de carboidratos naturais
do mundo. A lignocelulose é o principal componente estrutural da parede vegetal,
composto por celulose, hemicelulose e lignina (Fig. 1). A propor¢éo destes polimeros
varia de acordo com as espécies, tecidos e maturidade do vegetal. Além da
lignocelulose, estdo presentes proteinas, 6leos e cinzas. A lignocelulose confere
resisténcia a degradacado vegetal e sua robustez ou recalcitrancia originam-se das
caracteristicas dos seus polimeros, como a cristalinidade da celulose, a
hidrofobicidade de lignina, e o envolvimento da celulose pela matriz lignina-
hemicelulose (BARAKAT et al., 2013; AGBOR et al., 2011). Geralmente, materiais
lignoceluldsicos consistem em 35-50% de celulose, 20-35% de hemicelulose e 10-
25% de lignina (MOOD et al., 2013; SANTOS et al., 2012; SAHA, 2005).
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Figura 1 - Estrutura do material lignocelulésico: da célula vegetal aos seus principais
constituintes. A: Unidade de celobiose. B: Estrutura quimica das cadeias de celulose. C:
Heteropolimeros componenetes da hemicelulose. D: Pentoses componentes da hemicelulose. E:
Hexoses componentes da hemicelulose. F: Estrutura quimica da cadeia de lignina. Fig. G: Unidades

monomeéricas fenilpropandides componentes da estrutura da lignina.
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A celulose é o polimero mais abundante do material lignocelulésico, sendo a
estrutura principal da celula vegetal. A unidade de repeticdo que compde sua cadeia
€ o dissacarideo celobiose (Fig. 1A). Sua estrutura consiste em cadeias extensas de
unidades de celobiose unidas por ligagdes (3-1,4. Estas cadeias, com a presenca de
ligacdes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares (Fig. 1B), formam as
microfibrilas de celulose. A organizacdo mais coesa dessas ligacdes faz com que a

microfibrila seja de natureza cristalina, tornando-a mais recalcitrante a degradacao;
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algumas partes da sua estrutura podem ser de natureza amorfa, sendo mais
suscetiveis a hidrélise enzimatica. (ZHOU, et al., 2011; ERIKSSON e BERMEK,
20009).

O segundo polimero mais abundante é a hemicelulose e, diferentemente da
celulose, tem uma estrutua amorfa e aleatoria, composta de varios heteropolimeros
como xilanas, galactomananas, glicuronoxilanas, arabinoxilanas, glicomananas e
xiloglicanas (Fig. 1C). Os heteropolimeros de hemicelulose diferem entre os residuos
lignocelulésicos, variando na combinacdo da sua composicdo com unidades
distintas de monossacarideos de 5 e 6 carbonos: pentoses (xilose, arabinose) (Fig.
1D), hexoses (manose, glicose, galactose) e acUcares acetilados (Fig. 1E). As
hemiceluloses sdo incorporadas a parede celular da planta para formar uma
complexa rede de ligacdes que fornecem forcga estrutural, fazendo ligacbes cruzadas
com a lignina e se ligando as microfibrilas de celulose (Fig. 1) (AGBOR et al., 2011,
SCHELLER & ULVSKOV, 2010).

A lignina é um polimero de unidades fenilpropandides, de estrutura
tridimensional, e funciona como material inscrustante, que fornece resisténcia a
compressao do tecido vegetal e das fibras individuais, rigidez a parede celular e
resisténcia a insetos e patogenos (Fig. 1F). A estrutura da lignina se da a partir de
trés subunidades diferentes: alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e o alcool
sinapilico. As unidades monoméricas fenilpropanoides correspondentes, quando
incorporadas no polimero de lignina, sao identificadas como unidades p-hidroxifenil
(H), guaiacil (G) e siringil (S), respectivamente (Fig. 1G) (RUBIN, 2008; ABDEL-
HAMID et al. 2013).

3.3 Celulases

Celulases sdo enzimas sintetizadas por uma grande diversidade de
microrganismos, incluindo fungos e bactérias, durante seus crescimentos em
materiais celulésicos. Estes microorganismos podem ser aerobicos, anaerdbicos,
mesofilicos ou termofilicos (SUN e CHENG, 2002).

Tais enzimas sdo importantes biocatalizadores na conversao de biomassa
lignocelulésica, no processo de hidrélise enzimatica para producdo de etanol, além
de outras diversas aplicagdes como a industria téxtil, industrias de papel e celulose,

vinicolas e cervejarias, industrias de alimentos processados e de alimentagéo



24

animal, industrias agricolas, na extracdo de 6leo de oliva e de carotendides, em
indUstrias de gestao de residuos, entre outras (KUHAD et al., 2011).

As celulases sdo compostas por pelo menos trés enzimas de estrutura e
funcionalidade distintas, que formam o complexo celulolitico. As trés celulases
principais, atuando sinergisticamente, podem conferir a hidrolise completa da
celulose. Sao elas: endoglucanases (E.C. 3.2.1.4), exoglucanaseses e J-
glicosidases (BGL, EC 3.2.1.21). As endoglucanases clivam a cadeia de celulose de
maneira aleatéria, preferencialmente nas regibes amorfas, diminuindo o grau de
polimerizagdo do substrato e gerando celooligossacarideos com novas
extremidades. As exoglucanases | e IlI, entdo, agem sobre as extremidades
redutoras (E.C. 3.2.1.176) e nao redutoras (E.C. 3.2.1.91), respectivamente, dos
celooligossacarideos liberando celobiose como produto principal. Por fim, as B-
glicosidades hidrolisam as celobioses (e, menos freqlientemente, celodextrinas) em
glicose (Figura 2) (WOOD, 1980; HAMID et al., 2015).

Figura 2 - Representacdo esquematica da acdo do complexo celulolitico microbiano.
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3.4 Producdao de Celulases Fungicas por Fermentagdo Submersa (FSbm)

A fermentacdo submersa, definida como sendo aquela onde a fase aquosa é
abundante, apresenta a vantagem de possibilitar um melhor controle dos parametros
do processo, como temperatura, pH, aeracdo, agitacdo, e concentracdo de
nutrientes. Pode ser realizada em frascos agitados, fermentadores de bancada ou
fermentadores em escala industrial. Todos esses fatores s&o importantes para o
rendimento do produto de interesse, e por esse motivo a FSbm tem sido a mais
aplicada na industria. S&o conhecidos como inconvenientes do processo: a maior
probabilidade de contaminacdo, devido a maior quantidade de &gua; e o
favorecimento a repressado catabdlica, quando comparada a fermentacdo em estado
solido, pelo fato de os agucares (glicose) estarem dispersos em todo o meio liquido.
(VAIDYANATHAN et al., 1999; PANDEY, 2002; LIMA et al., 2003; PAPAGIANNI,
2004; SANCHEZ, 2009). Aproximadamente 90% de todas as enzimas industriais sdo
produzidas por FSbm, geralmente com o emprego de microrganismos
geneticamente modificados. Isso porque, 0s microrganismos selvagens sdo mais
adaptados as condi¢des fornecidas por fermentacédo em estado soélido, a qual simula
melhor seu habitat natural (FARINAS et al., 2014).

Dentre os fungos filamentosos, os fungos endofiticos apresentam grande
potencial para producéo de enzimas industriais, incluindo as celulases (CORREA et
al. 2014). Os fungos endofiticos sdo aqueles que vivem na estrutura interna das
plantas, especialmente folhas, caules e raizes, sem causar nenhum sintoma
evidente a seus hospedeiros, em uma relacdo definida como endossimbiose
(AZEVEDO et al., 2001; HYDE e SOYTONG, 2008). Embora pouco estudados no
sentido ecolégico, muitos deles sdo conhecidos por produzir uma variedade de
metabolitos secundarios biologicamente ativos com possiveis aplicacbes em ativos
anticancerigenos, antimicrobianos, antiinflamatérios e outros produtos com
aplicacdes farmacéuticas (TANASOVA e STURLA 2012; PANT et al. 2014). Estima-
se que, dentre as espécies de plantas superiores identificadas, cada uma possui um
ou mais endofiticos, e acredita-se que essa colonizacdo contribua para a adaptacao
da planta hospedeira a fatores de estresse bidticos e abidticos (STROBEL e DAISY,
2003; BANDARA et al., 2006; ZHANG et al. 2006; BAE et al. 2009). Quanto aos
fatores bidticos, sabe-se que os metabdlitos secundarios produzidos pelos fungos

servem para 0 aumento da resisténcia do hospedeiro contra patdgenos e herbivoros
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(RODRIGUEZ et al., 2009). Os endofitos produzem hidrolases extracelulares tanto
para adentrarem as células vegetais, quanto para obterem nutricAo a partir do
hospedeiro (HYDE E SOYTONG, 2008). ApG6s adentrarem a planta hospedeira,
geralmente assumem um estado latente durante toda a vida do tecido vegetal ou por
um longo periodo de tempo, ou seja, até que as condicbes ambientais sejam
favoraveis ao fungo ou até que ocorram mudancas do estado ontogenético do
hospedeiro, sendo vantajoso para 0 microrganismo tornar-se patogénico
(RODRIGUEZ E REDMAN 2008).

Os fungos filamentosos vém sendo empregados em diversos estudos visando
a producéo de celulases em cultivo submerso utilizando materiais lignocelulésicos

como substratos (Tabela 1).

Tabela 1 - Relacdo de estudos empregando fungos filamentosos para a producao de
celulases por fermentagdo submersa, tendo materiais lignocelulésicos como substrato.

Microrganismo Fonte de Carbono Atividade Enzimatica  Referéncias
Endo* Beta* FPase*

Eﬁ:\igmgjzrgf chinula- Bagaco de cana 1,86 0,28 1,25 gﬁlrgr?s(zglf;)a
;ﬁ?hggg ma reese Bagaco de cana 1,6 0,02 0,02 F;?_r?ggif(;)et
Aspergillus niger A12 Bagaco de cana 0,6 0,1 0,01 F;c;.re(zggiloes)et
T. reesei ZU-02 Sabugo de milho n/i* nfi 5,25 Lliirgri]r;]géo)éi‘)a'
A. niger A12 Bagaco de cana 1,72 nfi nli Cu?zhgli; al.
lgl;ll{rlospora crassa Palha de trigo 197 058 133 ROng;S;)t al.
E.l;ainthinellum NCIM Bagaco de cana 215 2,3 0,55 Ad(szl:)loei)al.
T. viride NCIM 1051 Bagaco de cana 33,8 033 1 Ad(szlf)' Oe;)a'-
Zcﬁ&rﬁsfosg orium Casca de Sorgo n/i nfi 0,12 W:ﬁfg;noalrj)et
P. janthinellum Palha de Trigo n/i n/i 3,1 Si:l??;glii)et
P. citrinum Farelo de Trigo n/i nfi 1,72 Du(tztg(;aé)al.
T. reesei Rut C-30 Palha de Arroz n/i nfi 1,07 Hidé%if)t al.

* Endo = Endoglucanase (U/mL); Beta = B-glicosidase (U/mL); FPase (FPU/mL). n/i: Ndo informado.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Além destes, outros estudos empregando fungos endofiticos na producéo de
enzimas de degradacdo de material lignocelulésico foram realizados. Silva (2014)
avaliou a producado de celulases e xilanases por linhagens de fungos filamentosos
endofiticos isolados de plantas da regido Amazoénica, usando o farelo de trigo como
substrato indutor em fermentacdo submersa. As linhagens de Aspergillus niger
apresentaram as maximas produgdes de celulases (CMCase, B-glicosidase e
FPase) enquanto as de Penicillium spp. foram melhores para producéo de xilanase.
Albano (2012) obteve melhores producdes de celulases e xilanases em fermentagao
submersa, quando comparada com a fermentacdo em estado sdélido, pelos fungos
Aspergillus fumigatus M51 e T. reesei, tendo bagago de cana como substrato. Os
resultados alcancados nestas e em outras pesquisas confirmam o potencial
celulolitico e xilanolitico dos fungos endofiticos, credenciando-os para a producao de
produtos biotecnologicos, como o etanol de segunda geracéo.

3.5 Pré-tratamento dos materiais lignoceluldsicos

O pré-tratamento € uma etapa essencial no processo da producdo de
bioetanol a partir de biomassa lignocelulosica. Nesse processo, que pode ser fisico,
guimico ou biolégico, objetiva-se romper a barreira estrutural formada pela lignina,
liberando o acesso aos carboidratos componentes da celulose e da hemicelulose, ou
reduzir o tamanho da particula de celulose, para que as celulases realizem a
hidrolise enzimatica (Figura 3). Cada tipo de pré-tratamento apresenta vantagens e
desvantagens, mas sabe-se que uma hidrélise enzimatica que apresentaria um
rendimento de acucares menor que 20% pode ter aumento em até mais que 90% se
uma etapa de pré-tratamento for empregada (GOSH e GHOSE, 2003; OGEDA e
PETRI, 2010).
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Figura 3 - Representacdo esquematica do efeito do pré-tratamento sobre a estrutura
lignoceluldsica.
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Fonte: Angarita-Martinez (2014), adaptada de Mosier et al., (2005).

Um pré-tratamento efetivo visa a preservacao das fracbes hemicelulésicas, a
producdo de teores maximos de acucares fermentesciveis, baixa perda de
carboidratos da fracdo de celulose e hemicelulose, e a minimizacdo da formacao de
inibidores de enzimas hidroliticas e de microrganismos fermentadores. O melhor
método e condi¢des de pré-tratamento dependem muito do tipo de lignocelulose. Por
ser uma das etapas que mais encarecem 0 processo de producdo de bioetanol,
busca-se também torna-la mais econémica (ASGUER et al., 2014; YANG e WYMAN,
2008).

Os inibidores de fermentacdo que podem ser formados durante a etapa de
pré-tratamento sao classificados em trés grupos, com base em sua origem: acidos
fracos (4cido acético e acido formico), furanos (furfural e hidroximetil furfural) e
compostos fendlicos, sendo a concentragcdo e a composicdo destes variaveis de
acordo com o tipo de pré-tratamento e condices aplicadas (PALMQVIST e HAHN-
HAGERDAL, 2000).

O pré tratamento hidrotérmico € considerado uma tecnologia limpa, pois
utiliza agua como reagente principal, evitando problemas de corrosdo e necessidade

de neutralizacdo de residuo (SAHA et al., 2013). As principais varidveis que
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influenciam a eficiéncia desse processo sao o tempo de retencéo e a temperatura do
processo. Ocorre de forma que a pressao € aplicada para manter a agua no estado
liquido a temperaturas elevadas (160-240 °C) provocando altera¢do na estrutura do
material lignocelulésico. Baseia-se, portanto, na solubilizacdo da hemicelulose
através da agua quente, tornando a celulose mais acessivel e minimizando a
formacao de inibidores de fermentagao (SILVA et al., 2013).

O pré-tratamento hidrotérmico alcalino é empregado para a remocdo de
lignina do material lignoceluldsico, aumentando o grau de digestibilidade da celulose,
porém a liberacdo de aclucares € menor do que a obtida em outros processos, € 0
volume de efluentes gerados € maior. Pode ser realizado em diferentes
combinacbes de temperatura e tempo, e 0s regentes mais frequentemente
empregados sao o hidroxido de sodio, potassio, calcio e aménio. O NaOH, além de
remover a lignina, diminui o grau de polimerizagdo e cristalinidade da celulose
(KUMAR & WYMAN, 2009; TAHERZADEH e KARIMI, 2008)

Ja em relacdo ao pré-tratamento hidrotérmico acido, o objetivo é a remocao
da fracdo de hemicelulose do residuo lignocelulésico, tornando a celulose mais
acessivel ao ataque enzimatico. Pode ser realizado através do emprego de acidos
concentrados ou diluidos, como o H,SO4 e 0 HCIl. O processo com acido diluido
pode ser empregado a alta temperatura (180 °C) por curto tempo ou a temperaturas
mais baixas (120 °C) por maior periodo (30 a 90 minutos) e, embora possa formar
alguns inibidores de fermentacéo, essa ocorréncia € em menor intensidade do que
guando sao utilizados acidos concentrados (SAHA et al., 2013; SUN e CHENG,
2002).

3.6 Sacarificacdo Enzimética de materiais lignocelulésicos

A hidrolise enzimatica da celulose pela celulase ocorre em trés etapas
principais, que séo: a adsorcao das celulases na superficie da celulose, a quebra da
celulose através da acdo sinérgica das celulases, e a dessorcdo da celulase do
residuo de celulose no sobrenadante (OGEDA, 2011). A reacdo ocorre em meio
heterogéneo, no qual as enzimas estdo dissolvidas na fase liqguida e a celulose
constitui a fase sélida (GAN, et al., 2003).

Quando comparada ao processo de hidrolise &cida, a hidrélise enzimatica é

realizada sob condicbes mais brandas de pH e temperatura, devido a alta
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especificidade que as celulases tem pela celulose, o que favorece a formacdo do
complexo enzima-substrato. Assim, torna-se possivel a degradacéo das cadeias de
celulose a mondémeros de glicose, a uma taxa de conversédo de quase 100% (DE
CASTRO, PEREIRA JUNIOR, 2010).

Fatores relacionados tanto a enzima quanto ao substrato podem influenciar o
processo de hidrélise, de forma que a composicdo do substrato, o tipo de pré-
tratamento empregado, e a carga e eficiéncia das enzimas utilizadas devam ser
combinados da melhor forma para que ocorra uma eficiente sacarificacdo do
material lignocelulésico (ALVIRA et al., 2010).

4 MATERIAL E METODOS

4.1. Microrganismos e estabelecimento das culturas de trabalho

Foram utilizados os fungos endofiticos Botryosphaeria sp. AM01 e
Saccharicola sp. EJCO04, pertencentes a colecdo de culturas do Nucleo de
Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE) do
IQ/UNESP. Botryosphaeria sp. AMO1 foi isolado de folhas sadias de Alibertia
macrophylla, coletadas no Nucleo de Pesquisa Reserva Bioldgica de Mogi Guacu,
antiga Fazenda Campininha, localizada no distrito de Martinho Prado Junior, no
municipio de Mogi Guacu (SP), nas coordenadas geograficas 22°18'S e 47°11'W.
Saccharicola sp. EJC04 foi isolado de folhas e caules saudaveis de Eugenia
jambolana, coletadas na cidade de Araraquara-SP, nas coordenadas geograficas
21°45'51.9"S 48°09'56.8"W, pela Dr. Vanessa Mara Chapla e identificado por
taxonomia molecular, pelo CPQBA (Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agricolas) em Paulinia-SP.

Os fungos foram cultivados em Agar Batata Dextrose (BDA) em placas de
Petri, por 6 a 7 dias, a 28 °C. Em seguida, as culturas foram estocadas pelo método
de Castellani (1939) e também repicadas no mesmo meio de cultivo, em tubos de
tampa de rosca contendo mantidos a 28 °C, estabelecendo-se assim as culturas de

trabalho, evitando-se repiques sucessivos.
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4.2. Caracterizagcdo quimica dos substratos lignocelulésicos empregados

como fonte de carbono para producéo de celulases

Os substratos lignocelulésicos empregados nos experimentos de producao
enzimatica foram caracterizados quanto a umidade, lignina total (lignina acida
solavel e lignina acida insollavel), celulose, hemicelulose e outros componentes
segundo metodologia proposta pelo National Renewable Energy Laboratory-EUA
(NREL) (HAMES et al., 2008; SLUITER et al., 2008a, 2008b, 2012). Realiza-se esse
procedimento em duas etapas para que se facilte as andlises de lignina e
carboidrato.

A primeira etapa é realizada apenas com as amostras in natura, pois trata-se
da determinacéo dos teores de extrativos, que nao sdo detectados em amostras pre-
tratadas. Foram analisadas triplicatas de cada material, de peso e umidade
conhecidos. ApoOs pesado e empacotado em papel filtro, o material foi levado ao
Soxhlet, passando pela primeira extragdo com agua destilada e pela segunda
extracdo com etanol (ambas com 3 escoamentos). Em seguida, o material foi seco
em estufa a 105 °C, até peso constante, para a determinagcéao da umidade.

O material insolivel em &acido e a lignina solivel em acido foram
determinados por gravimetria e espectroscopia em UV, respectivamente. Em
triplicata, foram preenchidos tubos de ensaio com quantidades conhecidas de
material, os tubos foram levados a banho-maria a 30 °C, e acrescentados de 3,0 mL
de H,SO4 72 % (p/v). Os tubos foram mantidos nessa condi¢cdo por 60 minutos,
tendo seu conteddo homogeneizado a cada 10 minutos. O conteudo do tubo foi
transferido para frascos Erlenmeyer de 250 mL e acrescentou-se, a cada um, 84 mL
de agua destilada (diluindo o acido para 4 %) e, entdo, os frascos foram
autoclavados por 1 hora a 121 °C. Apés autoclavagem, o conteudo dos frascos foi
fitrado em cadinhos filtrantes e seus liquidos recolhidos em balées de 100 mL.
Assim, foram obtidas as fracdes: solubilizada (parte liquida) e sélida (insolavel em
liquido). O sdélido foi levado a estufa de secagem, a 105 °C, até peso constante,
possibilitando a determinacdo da lignina insoltuvel. Parte do liquido foi filtrado em
sep-pack c18 e analisado por Comatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para
determinacao do teor de celulose, hemicelulose e outros componentes. Outra parte
do liquido foi diluida em 50 mL de &gua destilada e analisada em espectrofotémetro

a 205 nm, para determinacédo de lignina insolavel, utilizando-se 4gua destilada como
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branco. Para determinagéo de cinzas, amostras dos materiais foram levadas a mufla
por 12 min a 105 °C, 30 min a 250 °C, e 3h a 575 °C, em cadinhos de porcelana

previamente pesados.

4.3. Producao de celulases por fermentagcdo submersa na condicdo de co-

cultivo dos fungos

4.3.1. Avaliacdo da influéncia do substrato lignocelulésico, da agitacdo e do tempo

de cultivo

Foram realizados cultivos em frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo 20
mL de solucéo nutriente, com carga de 1% (m/v) de substrato lignocelulésico, a 28
°C. A solucdo nutriente utilizada foi composta por (g/L): KH,PO4 (2,0), (NH4)2SO,
(1,4), ureia (0,3), MgS0O4-7H,0O (0,3), CaCl, (0,1), tween 80 (2,0) e glicose (1,0).
Além destes componentes, foi adicionada a solucao de sais (0,1% v/v) composta por
(mg/L): FeS04.7H,O (5,0), MnSO4.H,O (1,6), ZnSO4-7H,O (1,4), CoCl, (2,0)
(modificado de PEREIRA et al., 2015). Em relacdo ao substrato lignocelulésico

utilizado como fonte de carbono, os meios utilizados foram:

- Meio 1: palha de cana-de-aclUcar submetida a pré-tratamento hidrotérmico
sem adicdo de quimicos (1% m/v), cedida pela Empresa GranBio, de Campinas —
SP;

- Meio 2: palha de cana-de-acUcar submetida a pré-tratamento hidrotérmico
sem adicdo de quimicos, cedida pela GranBio (0,5% m/v) e farelo de soja (0,5%
m/iv);

- Meio 3: farelo de trigo (0,5% p/v) e farelo de soja (0,5% m/v).

Os valores de pH inicial e final dos meios de cultivo de cada frasco foi medido,
e estes foram de aproximadamente 5,1 e 5,3, respectivamente. Cada frasco
Erlenmeyer foi inoculado com 3 discos miceliais (8 mm de diametro) de cada fungo,
tomados a partir de pré-indculos realizados em placa contendo Agar BDA (como
descrito no item 4.1). Os cultivos foram realizados em duplicata e mantidos sob
agitacdo (100 rpm) ou estéticos, por 14 dias (exceto para 0s experimentos agitados

com meios de cultivo 1 e 2, os quais foram mantidos por 10 dias). A cada 48 horas,
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os conteudos dos frascos foram filtrados em tecido de nylon, as fases liquidas foram
centrifugadas a 10.000 xg, por 20 minutos, a 0 °C. Os sobrenadantes foram usados

para a determinacdo das atividades enziméaticas.

4.3.2. Avaliacao da influéncia da variacdo de proporcao do in6culo

Para a avaliacdo da influéncia da proporcao de indculo de cada fungo sobre a
producéo das celulases, os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125
mL, contendo 20 mL de solucéo nutriente, 200 pL de solucéo de sais e 1% de carga
de substrato lignocelulésico (meio 2), por 6 dias, a 28 °C, sob agitagdo de 100 rpm
(condicdo selecionada a partir dos experimentos realizados como descrito no item
4.3.1), variando-se a quantidade de discos miceliais (8 mm de diametro) de cada
fungo, como descrito abaixo:

- Experimento 01: 1 disco de AMO1 e 5 discos de EJCO04;

- Experimento 02: 1 disco de EJCO04 e 5 discos de AMO1;

- Experimento 03: 2 discos de AMOL1 e 4 discos de EJCO04;

- Experimento 04: 2 discos de EJC04 e 4 discos de AMO1.

- Experimento 05: 3 discos de EJC04 e 3 discos de AM0O1

Os cultivos foram realizados em duplicata. Apés o tempo de cultivo, 0s
contetudos dos frascos Erlenmeyer foram filtrados em tecido de nylon, as fases
liguidas foram centrifugadas a 10.000 xg, por 20 minutos, a 0 °C e os sobrenadantes

foram usados para a determinacdo das atividades enzimaticas.

4.3.3. Avaliacdo da influéncia do melaco de soja e do uso dos substratos

lignocelulésicos triturados

Nesta etapa, houve uma adaptacdo da proporcdo entre quantidade de meio
de cultivo e o volume do frasco, a qual passou a ser 1:5. Desta forma, utilizaram-se
25 mL de solucao nutriente, e 250 pL de solugcédo de sais (no caso do experimento
3), além de palha de cana-de-acucar pré-tratada e farelo de soja (0,5 % m/v cada)
como substratos lignoceluldsicos (componentes do meio 2, descrito no item 4.3.1).

Esta proporgéo foi mantida nos experimentos subsequentes.
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Os cultivos foram realizados empregando-se 6 discos de inéculo, sendo 3 de
cada fungo, sob agitacdo de 100 rpm e mantidos a 28 °C, por 6 dias. Foi avaliada a
influéncia do melago de soja em substituicdo a solucao nutriente e a solugéo de sais.
O melaco, cuja composicdo é apresentada na Tabela 2 foi gentilmente doado pelo
Prof. Dr. Arnaldo Sarti, sendo fornecido pela Empresa Caramuru Alimentos. Os
componentes destacados em negrito sdo 0s que estdo também presentes na
solugdo nutriente e na solugdo de sais (descritas no item 4.3.1), empregadas no

experimento 3.

Tabela 2 - Componentes do melaco de soja Caramuru.

Limite de

Componente Unidade i Resultados
quantificacao
Glicose g/L 5 9,4
Frutose g/L 5 10,1
Galactose g/L 5 4,93
Sacarose g/L 5 76,2
Rafinose g/L 5 26,19
Estaquiose g/L 5 80,6
Célcio mg/100 mL 0,2 24,55
Fosforo mg/100 mL 0,03 60,16
Magnésio mg/100 mL 0,03 302,97
Potassio mg/100 mL 0,2 2211
Enxofre /100 mL 1 0,33
Sadio mg/100 mL 0,2 526,7
Cobre mg/100 mL 0,03 2,14
Cobalto mg/100 mL 0,003 <LQ
Manganés mg/100 mL 0,02 <LQ
Zinco mg/100 mL 0,02 4,98
Selénio mg/100 mL 0,003 <LQ

<LQ: menor que o limite de quantificacdo

Fonte: Grupo de pesquisa fornecedor do melago.

Para o preparo dos meios de cultivo, o melaco foi diluido e autoclavado
separadamente, sendo utilizado nas diluicdes finais de 10 e 30 vezes. Para a
avaliacdo da influéncia do uso dos substratos lignocelulésicos triturados (palha de
cana e farelo de soja), os mesmos foram processados em liquidificador e peneirados
usando-se de malha de 1mm. Assim, foram utilizadas as condi¢cdes de cultivo

descritas abaixo:
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Experimento 01: melago diluido 10x + substratos néo triturados;
Experimento 02: melago diluido 30x + substratos néo triturados;
Experimento 03: solug&o nutriente + solugéo de sais + substratos triturados;
Experimento 04: melago diluido 10x + substratos triturados;

Experimento 05: melago diluido 30x + substratos triturados.

Os cultivos foram realizados em duplicata. Apés o tempo de cultivo, 0s
conteudos dos frascos Erlenmeyer foram filtrados em tecido de nylon, as fases
liquidas foram centrifugadas a 10.000 xg, por 20 minutos, a 0 °C e os sobrenadantes

foram usados para a determinacdo das atividades enzimaticas.

4.3.4. Planejamento experimental para selecdo das melhores condicbes de cultivo
isolado e de co-cultivo dos fungos

A fim de se obter maiores atividades enzimaticas, realizou-se um
planejamento experimental do tipo delineamento composto central rotacional
(DCCR), avaliando-se a influéncia das variaveis carga de substrato, quantidade de
discos de in6culo e velocidade de agitacdo. O efeito destas variaveis foi estudado
em dois niveis, totalizando 18 experimentos, incluindo 4 repeticées no ponto central.

As variaveis e seus niveis sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Variaveis (niveis codificados e reais) do delineamento composto central
rotacional empregado no co-cultivo e nos cultivos isolados dos fungos por fermentacéao
submersa, em meio 2 contendo palha de cana-de-acUcar submetida a pré-tratamento
hidrotérmico sem adic&o de quimicos cedida pela GranBio, e farelo de soja (1:1 p/p) como
substratos, a 28 °C por 144 horas.

Niveis
Variavel -1,68 -1 0 +1 1,68 Unidade
x1 - Carga de substrato 1 2 3,5 5 6 m/v
x2 - Discos de in6culo 3 4 6 8 9 unidades
x3 - Velocidade de agitacdo 86 120 170 220 254 rpm

Fonte: Elaborado pelo autor.

A resposta “atividade de B-glicosidade” foi modelada pela equacédo polinomial

de segunda ordem, apresentada abaixo (Equacéo 1):
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Y=Bo+ BiX1+ [311X12+ BaXo + [322X22 + BroXaXa... BrXk + [3kak2 +¢€

(Equacéo 1)

Onde: Y é a resposta predita; Bo € o termo de intercepto; B1, B2 sdo os efeitos
lineares; P11, P22 s&o os efeitos quadraticos; P12 sdo os efeitos de interacéo; X1, X2
sdo as variaveis independentes; k € o numero de variaveis independentes e '€’ € o
erro experimental.

Os cultivos foram realizados empregando-se o meio 2 (farelo de soja + palha
de cana-de-aglcar), a 28 °C, por 144 horas. Apos este periodo, os contetidos dos
frascos Erlenmeyer foram filtrados em tecido de nylon, as fases liquidas foram
centrifugadas a 10.000 xg, por 20 minutos, a 0 °C e os sobrenadantes foram usados
para a determinagdo das atividades enzimaticas. Nessa etapa verificou-se o pH

inicial e final de todos os cultivos.

4.3.5 Cultivo isolado de Botryosphaeria sp. AMO1 em meio contendo celulose como

substrato

Foi realizado o cultivo isolado de Botryosphaeria sp. AMO1, em triplicata, sob
as condi¢des que levaram a melhor atividade de [(-glicosidase, determinada pelos
experimentos realizados segundo o item 4.3.4 (254 rpm, 6 discos de indculo, a 28°C,
por 144 horas,), utilizando-se celulose (Sigma-Aldrich) como substrato (1,0% m/v), a

titulo de comparacao.

4.3.6 Andlise estatistica

A avaliacdo dos dados dos delineamentos experimentais foi realizada
utilizando-se o software Statistica 10 (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, EUA). A
analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para estimar os parametros estatisticos
com o intervalo de confianca de 95 % nos delineamentos para producdo das

celulases, considerando-se como resposta a atividade de B-glicosidase.
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4.4 Determinacgao das atividades enzimaticas

4.4.1 Endoglucanase

A atividade de endoglucanase foi determinada como proposto por Moretti et
al., (2012), em mistura de reagéo contendo 25 pL do extrato enzimatico e 225 pL de
solugédo de substrato carboximetilcelulose (CMC — Sigma C5768) (40,0 g/L em
tampéo acetato 0,1 mol/L, pH 5,0). A reacao foi mantida a 50 °C por 10 minutos e,
entdo, interrompida pela adicdo de 250 pL do reagente DNS para a quantificacao
dos acucares redutores liberados (MILLER, 1959 - adaptado), a partir da curva
analitica de glicose. O controle da reacdo foi feito adicionando-se 250 pL do
reagente DNS a 225 pyL de solucdo de substrato e, em seguida, 25 pL do extrato
enzimatico. Como branco utilizado para zerar o espectrofotdmetro, foi utilizada a
mistura de 250 pL de agua destilada e 250 uL de DNS. Reacéo, controle e branco
foram submetidos a banho de ebulicdo, por 5 minutos, resfriados em banho de gelo,
adicionadas de 2,5 mL de agua destilada, homogeneizados, e entdo submetidos a
leitura da absorbancia a 540 nm. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 ymol de glicose

por minuto, sob as condicdes de ensaio citadas.

4.4.2 Exoglucanase

A atividade de exoglucanase foi determinada por procedimento idéntico ao
descrito no item 4.4.1, porém utilizando-se Avicel Merck K28615431 (10,0 g/L) como
substrato. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para liberar 1,0 ymol de agucar redutor por minuto, sob as

condicBes de ensaio citadas.

4.4.3 B-glicosidase

Para a determinagao da atividade de B-glicosidase de acordo com Leite et al.,
(2008), 50 pL do extrato enzimatico foram adicionados a mistura de 250 pyL de
solugdo tampao acetato (0,1 mol/L, pH 5,0) e 250 uL de 4-nitrofenol-B-D-
glicopiranosideo 4 mmol/L - PNPG, Sigma). A reacédo foi mantida a 50 °C, por 10
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minutos, e entdo interrompida com a adicdo de 2,0 mL de solugdo de Na,COs;
(2mol/L). O nitrofenol liberado foi quantificado, a partir da curva analitica de p-
nitrofenol (Sigma), por espectrofotometria a 410 nm. O controle da reagdo foi
preparado com as mesmas quantidades de reagentes, porém com a adicdo da
solucdo de Na,CO; antes do extrato enzimatico. O branco, utilizado para zerar o
espectrofotdmetro, foi preparado com 250 uL de solugdo tampao acetato (0,1 mol/L,
pH 5,0), 250uL de 4-nitrofenol-B-D-glicopiranosideo (4 mmol/L) — PNPG, Sigma), 50
ML de agua destilada e 2,0 mL de solucdo de Na,COs (2 mol/L). As leituras de
absorbancia foram realizadas em espectrofotbmetro, a 410nm. Uma unidade de
atividade enzimética (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

liberar 1,0 umol de nitrofenol por minuto, sob as condi¢des de reacao.

4.4.4. FPase

A atividade de celulases totais em papel de filtro (FPase) foi determinada de
acordo com metodologia proposta por Ghose (1987) em mistura de reacao
composta por 1000 pL de tampéo citrato de sodio 0,05 mol/L, pH 4,8, utilizando-se
uma fita de papel de filtro Whatman n°1 (6 cm x 1 cm) como substrato e 500 uL de
extrato enzimatico. Apos incubacdo a 50 °C, por 1 hora, 3,0 mL de DNS foram
adicionados ao tubo de reacao, o qual foi levado a fervura por 5 minutos, seguido de
banho de gelo. A quantidade de acucares redutores liberados foi dosada pelo
método DNS (MILLER, 1959), a partir da curva analitica de glicose. Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
liberar 1,0 umol de acucar redutor por minuto de reacéo, sob as condi¢cdes de ensaio

citadas.

4.5. Caracterizacao fisico-quimica de endoglucanase e B-glicosidase presentes

no extrato do cultivo isolado de Botryosphaeria sp. AMO1
4.5.1. Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade das enzimas
O estudo do efeito do pH e da temperatura sobre as atividades de

endoglucanase e [(B-glicosidase foi realizado através de um delineamento fatorial do

tipo face centrada 22, em dois niveis, com 12 ensaios, incluindo 4 pontos axiais e 4
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pontos centrais. As variaveis e seus niveis codificados e reais sdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4 - Valores codificados e reais das variaveis do planejamento fatorial fracionado do
tipo face centrada 22empregado para estudo do efeito do pH e temperatura sobre as ativi-
dades de endoglucanase e [-glicosidase do extrato enzimatico obtido pelo cutlivo isolado de
Botryosphaeria sp. AMO1 em meio 2 contendo palha de cana-de-agucar submetida a pré-
tratamento hidrotérmico sem adi¢céo de quimicos cedida pela GranBio (3% m/v), e farelo de
soja (3% m/v), a 28 °C, 254 rpm, por 144 horas, com 6 discos de inéculo.

Niveis
Variavel -1 0 +1 Unidade
pH 35 55 75 -
Temperatura 50 60 70 °C

Fonte: Elaborado pelo autor.

As solucdes tampéo utilizadas para os valores de pH de 3,5, 5,5 e 7,5 foram,
respectivamente, Mcllvaine, MES hydrate Sigma-Aldrich M8250 e tampdo MOPS
Sigma-Aldrich M1254. Apés a determinacdo do pH e temperatura 6timos para a
atividade das enzimas, foi realizada a validacéo experimental, em triplicata. A média
dos resultados obtidos na validacdo foi definida como 100 % de atividade, para os
célculos de atividade relativa nos experimentos subseqientes de avaliacdo da
estabilidade a variacdes de pH e temperatura, bem como do efeito de glicose e

etanol sobre a atividade enzimatica.

4.5.2. Efeito do pH e da temperatura sobre a estabilidade das enzimas

A fim de se avaliar o efeito do pH sobre a estabilidade das enzimas, a solucao
enzimatica foi incubada, por 24 h, a 24 °C, em solucfes tampao de pH 3,5 a 10,5 e,
apoOs este periodo, a atividade residual foi determinada sob as condicGes Otimas,
definidas nos experimentos descritos no item 4.5.1. As solucdes tampao utilizadas
foram: Mcllvaine (fosfato de sodio 0,2 mol/L; acido citrico 0,1 mol/L) para a faixa de
pH 3,5-5,0, MES hydrate (Sigma-Aldrich M8250) para a faixa de pH 5,5-6,5, MOPS
(Sigma-Aldrich M1254) para a faixa de pH 7,0-7,5, TAPS (Sigma-Aldrich T5130) para
a faixa de pH 8,0-9,0 e CAPS (Sigma-Aldrich C2632) para a faixa de pH 9,5-10,5. A

termoestabilidade foi avaliada incubando-se a solucdo enzimatica por 1h, a



40

temperaturas entre 30 e 80 °C, seguida da determinacdo da atividade residual, sob

as condicfes 6timas de atividade.

4.5.3. Efeito da glicose e do etanol sobre a atividade de [-glicosidase

A atividade de B-glicosidase foi quantificada, como descrito no item 4.4.3, sob
as condicdes 6timas (pH 5,5 a 60 °C) na presenca de glicose (2 a 12 mmol/L) e
etanol (5,0 a 20,0 %) a fim de se avaliar o efeito dos mesmos sobre a atividade
(adaptado de LEITE et al. 2008 e PEREIRA et al. 2016).

4.6 Pré-Tratamentos da palha de cana-de-agucar

A palha de cana-de-acucar fornecida pela empresa Granbio foi pré-tratada
hidrotermicamente pela propria empresa. Ja a palha in natura, fornecida pela usina
Santa Cruz — Grupo Sao Martinho, localizada no municipio de Ameérico Brasiliense —
SP, ap6s moagem em moinho de facas e secagem ao sol, foi submetida aos pre-

tratamentos hidrotérmicos citados abaixo.

4.6.1 Pré-tratamento hidrotérmico alcalino

O pré-tratamento foi realizado em autoclave, segundo metodologia descrita
por Zhuang et al., (2009). A palha de cana-de-acucar previamente seca e moida foi
levada a autoclave (5% p/v em solucdo de NaOH 0,5 mol/L) em frascos Erlenmeyer
de 500 mL vedados com papel aluminio, sob temperatura de 120 °C, durante 1 hora,
a 1 atm. Apos este procedimento, os frascos foram levados a banho em 4gua gelada
e, posteriormente, mantidos sob temperatura de 25 °C para a estabilizacdo. A fase
sélida foi lavada em agua de torneira até que o pH da agua de lavagem estivesse
préximo a neutralidade e, em seguida, o material foi lavado com agua destilada,
filtrado retirando-se todo 0 excesso de agua e a fase sélida foi armazenada a 4 °C

para posterior utilizacdo nos experimentos de sacarificacao.
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4.6.2 Pré-tratamento hidrotérmico é&cido e hidrotérmico acido seguido de

hidrotérmico alcalino

A palha de cana-de-agUcar previamente seca e moida foi levada a autoclave
utilizando-se frascos Erlenmeyers com capacidades volumétricas de 1000 mL e 500
mL. A hidrélise foi realizada empregando-se 2 % (p/v) de &cido sulfarico para uma
relacéo solido liquido de 1:10, temperatura de 121 °C, por 71 minutos (TELLEZ-LUIS
et al., 2002). A celulignina, sdlido resultante dessa etapa, foi lavada com agua de
torneira para remocdo do acido residual até que a 4gua de lavagem estivesse com
pH préximo a neutralidade. Uma parte deste material foi armazenado a 4°C para
posterior utilizacdo nos experimentos de sacarificacdo. O restante da celulignina foi
submetido ao processo de deslignificacdo (prée-tratamento alcalino). Para isso, o
material foi seco ao sol até umidade em torno de 10% e levado a autoclave
utilizando-se frascos Erlenmeyer com capacidade de 1000 mL, com uma relagao
sélido-liquido de 1:20, a uma temperatura de 110 °C (DUSSAN et al., 2014), nas
condicbes de 2,17 % (p/v) de concentracdo de NaOH e um tempo de reacao de 100
min a uma temperatura de 110 °C (MELLO et.al., 2017). A fracdo solida obtida
(celulose) foi lavada com agua destilada até pH neutro, para remocao da lignina
extraida. Apos este procedimento, a fracdo celuldsica foi armazenada a 4°C para

posterior utilizagcdo nos experimentos de hidrdlise.

4.7 Sacarificacdo Enzimatica das palhas de cana-de-aguUcar pré-tratadas

As palhas pré-tratadas foram empregadas em experimento de sacarificacdo
enzimatica, utilizando-se o extrato selecionado, produzido por Botryosphaeria sp.
AMO1, em meio de cultivo contendo palha de cana-de-acUcar submetida a pré-
tratamento hidrotérmico sem adicdo de quimicos, cedida pela GranBio (3% m/v) e
farelo de soja (3% m/v), a 28 °C, 254 rpm, por 144 horas, com 6 discos de indculo.

Os ensaios foram realizados em triplicata em frascos Erlenmeyer de 125 mL,
fechados hermeticamente com rolhas de latex. O volume final dos ensaios foi de 25
mL, sendo 20 mL de extrato e 5 mL de solugédo tampdo citrato de sddio, pH 5,0, na
concentragéo de 0,05 mol/L. A carga de palha empregada foi de 5% p/v. Os frascos
foram incubados em agitador orbital a 250 rpm, sob 50 °C, por 24 horas. Em todos

os frascos foi adicionado o antibiético Cloranfenicol na concentracéo final de 0,1
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mg/mL, a fim de se evitar contaminagdes. Apos o tempo de sacarificacdo, o material
foi resfriado em banho de gelo, filtrado a vacuo, a fase liquida foi filtrada utilizando-
se membranas de 0,22 um e utilizada para a quantificacdo dos acucares liberados,
por CLAE. O rendimento foi expresso em miligramas de glicose e de xilose por
mililitro de liquido resultante da sacarificacéo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos iniciais cujos resultados sdo apresentados a seguir foram
realizados com o objetivo de selecionar as variaveis (substrato, tempo e agitacdo)
para a elaboracao de um delineamento composto central rotacional (DCCR), visando
obter as melhores condi¢cdes de cultivo para a producdo das celulases, tanto em
cultivos isolados quanto em co-cultivo dos fungos de trabalho. Além destes, séo
apresentados também, os resultados referentes a caracterizacdo fisico-quimica das
enzimas endoglucanase e B-glicosidase presentes no extrato selecionado a partir
dos planejamentos experimentais como o0 mais viavel a ser produzido e, ainda, 0s
resultados relativos a aplicacdo deste extrato na sacarificacdo de palhas de cana-de-

acucar pré-tratadas.

5.1. Caracterizacdo quimica dos substratos lignocelulésicos empregados na

producao de celulases

E relatado na literatura que a inducdo da producdo de celulases pelos
microrganismos € diretamente influenciada pelo substrato fornecido a eles, portanto
diferentes materiais lignocelulésicos vém sendo estudados visando aumentar a
producéo enzimatica.

Os substratos lignocelulésicos empregados na composicdo dos meios 1
(palha de cana pré-tratada), 2 (palha de cana pré-tratada + farelo de soja) e 3 (farelo
de trigo + farelo de soja), sdo residuos de culturas agricolas, de natureza
lignocelulésica, e, como tais, podem apresentar diferentes composi¢cdes quimicas,
dependendo ndo s6 da variedade, mas também da localizagdo geografica, da idade
de colheita e das condicbes em que foram cultivadas e armazenadas apos a
colheita. De modo geral, a composicdo quimica de materiais vegetais pode ser

subdividida em substancias de menor peso molecular organicas (extrativos) e
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inorganicas (cinzas), além de substancias macromoleculares como celulose,
hemicelulose e lignina. Realizou-se entdo a caracterizagcdo quimica dos lotes de
materiais lignoceluldsicos utilizados como substratos para os cultivos por

fermentacdo submersa no presente trabalho (Tabela 5).

Tabela 5 - Composicao (%) de celulose, hemicelulose (com base em xilana), lignina e outros
componentes da palha de cana pré-tratada hidrotermicamente sem adicao de quimicos
fornecida pela Granbio, e dos farelos de soja e de trigo.

Composicao (%) Palha de cana (PC) Farelo de Soja (FS) Farelo de Trigo (FS)

Lignina Total* 33,23 18,38 11,14
Acetil 0,69 2,48 0,51
Celulose 42,22 9,04 38,29
Hemicelulose 16,41 17,36 28,04
Cinzas 5,49 6,50 4,20
Extrativos - 46,54 34,56

*Soma das porcentagens de lignina soltvel e lignina insoltvel.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como pode-se observar, a composi¢cdo dos trés materiais lignocelulosicos é
variavel. Em termos de polissacarideos, o material empregado para a formulacdo do
meio de cultivo 1 (PC - 1% p/v) apresenta em média maior quantidade (58,63 %),
seguido do meio 3 (FS + FT 1:1 p/p) (e do meio 2 (PC + FS 1:1 p/p) (46,36 e 42,51
%, respectivamente). Em termos de lignina, o meio 1 apresenta em média 33,23%,
seguido do meio 2 com 20,3%, e do meio 3 com 14,76%. Os farelos de soja e trigo
possuem grande parte da sua composicdo definida como extrativos, que podem
incluir proteinas, lipideos, compostos aromaticos, entre outros. Os trés substratos
apresentam cinzas em sua composicao, que podem conter ions atuantes como
cofatores enzimaticos, como Ca, K e Mg (KLOCK e ANDRADE, 2005). Tais
informac@es permitem inferir uma relacdo entre os componentes dos substratos e a
producdo das enzimas a partir dos diferentes meios, uma vez que fornecem a
composicdo em termos de polissacarideos e lignina. Cabe ressaltar que, a lignina,
mesmo presente em quantidades menores em relacdo a fracao celuldsica, confere
uma limitacdo para a assimilagdo das fontes de carbono pelo microrganismo
(FARINAS et al., 2008).

Um estudo realizado sobre a producdo de celulases por Streptomyces sp.

avaliou a influéncia dos farelos de trigo, milho e arroz, como fonte de carbono em



44

fermentacdo submersa, sobre a producdo das enzimas. As melhores atividades
enzimaticas foram apresentadas para os extratos obtidos dos ensaios em farelo de
trigo (VILELA, 2013).

O bagaco de cana-de-agucar tem sido amplamente empregado em estudos
de producdo de celulases fungicas, mas a palha da cana também vem sendo
pesquisada quanto a sua utilizacdo como substrato destes processos fermentativos.
Barros e colaboradores (2014) compararam a producéo de celulases por um fungo
filamentoso (isolado do solo de descanso de plantio de cana de acuUcar, ainda nao
identificado quanto ao género), denominado pelos pesquisadores como FSDE3, a
partir dos meios de cultivo, sendo um composto por bagaco de cana-de-agucar e
farelo de trigo, e o outro composto de palha de cana-de-acgucar e farelo de trigo,
ambos in natura. O fungo ndo se desenvolveu no meio contendo bagaco, e se
desenvolveu bem no meio contendo palha, produzindo endoglucanases. Oliveira et
al. (2016) também empregaram a palha de cana em meio de cultivo composto com
milhocina, para producdo de endoglucanases pelo fungo Penicillium sp. 17-05. O
fungo Trichoderma reesei foi submetido a crescimento em meio combinado de palha
e bagaco de cana, e mostrou-se eficiente na producdo de celulases totais e
endoglucanases (POMPEU, 2010).

O farelo de soja foi avaliado como uma boa fonte de carbono para producao
de B-glicosidases pelo fungo endofitico Annulohypoxylon stygium DR47 (LUCA,
2018). O fungo Aspergillus niger foi submetido a crescimento em cinco meios de
cultivo cujas fontes de carbono de cada um foram farelo de soja, bagaco de cana,
bagaco de laranja, casca de arroz e farelo de trigo. Neste estudo, as producdes de
celulases totais, endoglucanases e (B-glicosidases foram destacadas para 0os meios
compostos por farelo de soja e farelo de trigo, respectivamente. (FARINAS et al.,
2008).

No presente trabalho, os materiais lignocelulésicos utilizados como substratos
nos ensaios iniciais de producéo de celulases também apresentaram-se como fontes
de carbono adequadas para o cultivo fungico por fermentacdo submersa. Este fato
representa a possibilidade do reaproveitamento destes materiais, levando a reducéo
de custos na obtencdo de celulases, e a reducdo do problema ambiental causado

acumulo dos mesmos.
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5.2. Avaliacdo da influéncia do substrato lignoceluldsico, da agitacdo e do

tempo sobre a producédo das enzimas pelo co-cultivo dos fungos

Inicialmente os fungos foram co-cultivados, por fermentacdo submersa, em
meios contendo diferentes residuos lignocelulésicos como substratos (item 4.3.1),
sem agitacdo, por até 336 horas (14 dias), a fim de se avaliar a influéncia destas
condi¢cbes na producdo das celulases. Os resultados, em termos de atividades
enzimaticas, estao apresentados na Figura 4.

Figura 4 - Atividades de celulases obtidas pelo co-cultivo dos fungos Botryosphaeria sp.
AMO1 e Saccharicola EJC04 por fermentacdo submersa, utilizando-se meios contendo
diferentes substratos lignocelulésicos, a 28 °C, sem agitacdo. Meio 1: palha de cana-de-
acucar GranBio (1% m/v); Meio 2: palha de cana-de-acucar GranBio (0,5% m/v) e farelo de
soja (0,5% m/v); Meio 3: farelo de trigo (0,5% m/v) e farelo de soja (0,5% m/v). (A):
Endoglucanase, (B): Exoglucanase, (C): B-glicosidase, (D): FPase.
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Como pode-se observar, na condicdo ndo agitada, a maior atividade de
endoglucanase (1,70 U/mL) foi obtida pelo co-cultivo dos fungos no meio 3 em 192
horas. Atividades desta enzima obtidas dos ensaios em meio 3 se destacaram até
as primeiras 192 horas, mas atividades muito préximas entre os trés meios foram
obtidas a partir desse periodo (Figura 4A). Quanto a exoglucanase, ndo foi
detectada atividade nas primeiras 96h de cultivo, em nenhum dos extratos obtidos
de ensaios com os trés meios testados. De modo geral, a atividade desta enzima foi
baixa, sendo o maior valor obtido pelo cultivo no meio 3, em 336 horas (0,75 U/mL)
(Figura 4B). Em relacdo a [-glicosidase, houve um aumento gradual nas atividades
ao longo do tempo, para os ensaios com todos 0s meios de cultivo, sendo as
maximas obtidas em 288 e 336 horas de fermentacdo, nos ensaios com meio 2
(3,37 U/mL e 3,86 U/mL, respectivamente). Apenas no cultivo com o meio 3 houve
gueda de atividade, apd6s 240 h. (Figura 4C). As atividades de FPase foram
proximas entre os trés meios testados, porém os valores obtidos foram muito baixos,
sendo 0,11 FPU/mL a atividade maxima observada, pelo cultivo em meio 1, em 288
horas.

Uma vez que os fungos utilizados no presente trabalho ndo haviam sido
avaliados quanto a producdo de celulases por fermentacdo submersa, foram
realizados co-cultivos como descrito acima, porém sob agitacdo de 100 rpm, para
fins de comparacédo. As atividades enzimaticas obtidas sdo apresentadas na Figura
5.
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Figura 5 - Atividades de celulases obtidas pelo co-cultivo dos fungos Botryosphaeria sp.
AMO1 e Saccharicola EJC04 por fermentagcdo submersa, utilizando-se meios contendo
diferentes substratos lignoceluldsicos, a 28 °C, sob agitacdo de 100 rpm. Meio 1 - palha de
cana-de-acucar GranBio (1% m/v); Meio 2: palha de cana-de-agucar GranBio (0,5% m/v) e
farelo de soja (0,5% m/v); Meio 3: farelo de trigo (0,5% m/v) e farelo de soja (0,5% m/v). (A):
Endoglucanase, (B): Exoglucanase, (C): B-glicosidase, (D): FPase .*Os experimentos
agitados com meios 1 e 2 foram realizados por 240 horas (10 dias).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Pela andlise dos dados apresentados, é possivel observar que as atividades
de todas as enzimas foram maiores nos cultivos agitados, quando comparadas com
0s cultivos estaticos. Esse destaque se deu provavelmente devido aos efeitos
benéficos conhecidos da agitacdo, como a homogeneizacdo do substrato durante
todo o tempo de fermentacdo e a promoc¢do do crescimento fingico em suas
particulas individuais, além de propiciar melhor aeracdo (LOSANE et al., 1985).

A atividade maxima de endoglucanase (4,75 U/mL, cerca de 2,8 vezes
superior a maxima obtida nos cultivos estaticos) foi obtida pelo cultivo no meio 2, em

192 horas (Figura 5A). Nao foi detectada atividade de exoglucanase em extratos
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obtidos de cultivos em meio 1 e 3, até as 144 horas de fermentacdo. Em
contrapartida houve um destaque em relagao ao cultivo no meio 2, onde a atividade
maxima (2,08 U/mL, aproximadamente 2,7 vezes superior a maxima obtida nos
cultivos sem agitagéo) foi atingida em 96 horas (Figura 5B). O meio 2 mostrou-se
mais eficiente também para a produgéo de B-glicosidase, sendo a atividade maxima
(5,55 U/mL) obtida em 192 horas (Figura 5C). De modo geral, as atividades de
FPase foram maiores nos cultivos em meio 2, sendo a maxima de 0,30 FPU/mL em
144 horas) (Figura 5D).

De modo geral, pode-se observar que extratos obtidos dos ensaios com 0s
meios 2 e 3, na condicdo de cultivo agitado, apresentaram maiores atividades de
endoglucanases e B-glicosidases (Figura 5A e 5C), e que os extratos obtidos dos
ensaios agitados com meio 2 apresentaram maiores atividades de todas as enzimas
(Figura 5). Isso indica que as combina¢des de palha de cana com farelo de soja, e
de farelo de soja com farelo de trigo foram as fontes de carbono que melhor
induziram a producdo destas enzimas pelos fungos Botryosphaeria sp. AMO1 e
Saccharicola sp. EJC04. O meio de cultivo 1, embora apresente maior porcentagem
de polissacarideos, apresenta também maior porcentagem de lignina entre os trés
meios, 0 que pode ter dificultado o desenvolvimento dos fungos e sua producao
enzimatica. E, em oposicdo, os meios 2 e 3 que apresentam quantidades pouco
menores de polissacarideos, e menores quantidades de lignina, podem ter induzido
o desenvolvimento dos fungos e a producdo de enzimas. Ainda, o meio 2 é o0 que
apresenta maior porcentagem de cinzas, que podem conter elementos tracos
essenciais para o desenvolvimento microbiano, e que, nesse caso podem ter sido
fornecidos em quantidades extra aquelas que compdem a solucdo nutriente dos
ensaios. Além disso, segundo Machado (1999), a soja apresenta em sua
composicdo quase todos os aminoacidos essenciais, podendo ter estimulado o
desenvolvimento microbiano e a producao de enzimas.

Sao escassos na literatura, dados sobre producdo de celulases utilizando
palha de cana, farelo de soja e farelo de trigo em cultivo submerso, dificultando a
comparacao de dados com os obtidos no presente trabalho. Kumar e colaboradores
(2011) também realizaram triagens iniciais para selecdo de melhor fonte de carbono
para producéo de celulases pelo fungo Aspergillus niger NCIM 548, a 30 °C e 170
rpm, visando posterior otimizagcado do processo. Em teste, utilizaram farelo de trigo,

farelo de milho, farelo de arroz e casca de tangerina, empregados individualmente e
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em combinacdo. A maxima producdo de endoglucanase foi obtida do uso de farelo
de trigo, farelo de milho e casca de tangerina, em combinac&o na proporcao fixa de
2:1:2, respectivamente. Serra et al. (2015), realizaram um estudo de selecédo de
meio de cultivo para producéo de celulases em fermentacdo submersa agitada, pelo
fungo Aspergillus niger 3T5B8 e, dentre os substratos analisados, o bagacgo de cana-
de-acucar foi 0 que proporcionou maiores niveis de atividade. Apés 120 h de cultivo,
foram obtidas cerca de 0,6 U/mL de endoglucanase e 0,9 U/mL de B-glicosidase.
Gomathi et al., (2012) em estudos preliminares para posterior otimizacao,
empregaram os substratos farelo de trigo, sementes de algodao, farelo de arroz, e
palha de arroz na producédo de enzimas por Aspergillus flavus, e o farelo de trigo
levou a maior producdo de endoglucanase. Quando fornecido 1% deste substrato,
obteve-se atividade maxima de endoglucanase de 2,8 U/mL, em 72 horas de
fermentacéo. Castro et al. (2010) observaram a producdo das enzimas do complexo
celulolitico pelo fungo Penicillium funiculosum empregando bagaco de cana de
acucar pré-tratado quimicamente como substrato, e os resultados obtidos foram de
0,3 FPU/mL (em 182 horas) para FPase, 1,83 U/mL (em 126 horas) para
endoglucanase, e 1,83 U/mL (em 276 horas) para p-glicosidase. Cunha et al. (2012)
utilizaram em seu trabalho o fungo A. niger para a producédo de endoglucanase por
fermentacdo submersa, a 32 °C, sob agitacdo de 200 rpm, por 30 horas, utilizando
como fonte de carbono o bagaco de cana-de-acucar. Os autores obtiveram atividade
de 1,36 U/mL. Fang et al. (2010) analisaram a producao B-glicosidase e FPAse
pelos fungos A. niger e T. reesei por fermentacdo submersa, utilizando como fonte
de carbono a palha de milho. O pico de atividade da B-glicosidase produzida pelo
fungo A. niger (1,4 U/mL) foi observado em 7 dias de cultivo. J& para T. reesei, a
atividade maxima (0,3 U/mL) foi obtida em 6 dias de cultivo. Em relacdo a FPAse, as
maiores atividades foram observadas em 2 (0,25 U/mL) e 5 dias (2,5 U/mL) de
cultivo para A. niger e T. reesei, respectivamente. Estes dados indicam que o0s
fungos Botryosphaeria sp. AM01 e Saccharicola sp. EJC04 apresentaram boas
producdes de celulases, e que os meios de cultivo empregados neste trabalho sao
bons indutores de producdo das mesmas.

Tanyildizi e colaboradores (2005) afirmam que a otimizacdo de varios
parametros e a manipulacdo do meio sdo as técnicas mais importantes usadas para
a producdo de enzimas em grandes quantidades para atender a demanda das

industrias, e foi justamente o conhecimento de alguns dos parametros essenciais
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que se buscou nessa triagem. Pela analise dos dados obtidos, foi possivel
selecionar a condicao de cultivo sob agitagéo, utilizando-se o meio 2 como 0 mais
favoravel para a producdo das enzimas. Em relacdo ao tempo de cultivo, a fim de se
definir o mais adequado para 0s experimentos subsequentes, as atividades obtidas
entre 86 e 192 horas foram comparadas (Tabela 6), optando-se pela sele¢céo de 144
horas como o melhor tempo. Tal escolha se deu especialmente pelo aumento de
cerca de 3,3 vezes na atividade de endoglucanase, quando comparado ao valor
obtido em 96 horas. Além disso, a atividade de B-glicosidase também aumentou
nesse periodo e a atividade de exoglucanase, embora tenha diminuido, manteve-se
proxima da obtida em 96 horas. Embora as atividades de endoglucanase e B-
glicosidase tenham aumentado em 192 horas, considerou-se que este aumento,
biologicamente, ndo apresenta grande significancia. Além disso, observou-se uma
diminuicdo da atividade de exoglucanase em 192 horas. Desta forma, este foi o
tempo fixado para a producdo das enzimas pelo co-cultivo dos fungos, nos
experimentos subsequentes, onde foram empregados delineamentos experimentais
como alternativa para obtencédo de maiores atividades, sem a avaliacdo da variavel

tempo de cultivo.

Tabela 6 - Atividades de celulases obtidas entre 96 e 192 horas, pelo co-cultivo dos fungos
Botryosphaeria sp. AMO1 e Saccharicola EJCO04, por fermentagcdo submersa, em meio 2
(farelo de soja + palha de cana de acUcar), sob agitacdo de 100 rpm e 28 °C. Endo:
endoglucanase; Beta: B-glicosidase; Exo: exoglucanase.

Enzimas
Tempo (h) Endo* Beta* Exo* FPase*
96 1,25+ 0,04 3,35+0,14 2,08+0,12 0,25%0,02
144 4,13 + 0,06 4,31 +0,08 1,79+0,08 0,30+0,01
192 4,75 + 0,05 5,55 +0,13 1,01 +0,02 0,12+0,02

*Endo: Endoglucanase (U/mL); Beta: B-glicosidase (U/mL); Exo: Exoglucanase (U/mL);
FPase (FPU/mL).

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3. Avaliacédo da influéncia da proporcédo do in6culo na producéo das enzimas

Botryosphaeria sp AM 01 e Saccharicola sp. EJC 04 foram co-cultivados

utilizando-se o meio 2, por 144 horas, sob agitacdo de 100 rpm, a 28 °C, variando-se
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a proporcgao entre o numero de discos de inoculo de cada fungo, e as atividades de

celulases foram determinadas. Os resultados obtidos sao apresentados na Figura 6.

Figura 6 - Atividades de celulases obtidas pelo co-cultivo de Botryosphaeria sp. AM 01 e

Saccharicola sp. EJC 04 no meio 2, por 144 horas, sob agitacéo de 100 rpm, a 28 °C,

variando-se a proporc¢do entre o nimero de discos de indculo de cada fungo.
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Comparando-se os dados obtidos em EXP 01 (1:5) e EXP 02 (5:1), observa-

se que o aumento na quantidade de in6culo de Botryosphaeria sp. AM 01 favoreceu

as atividades de endoglucanase, B-glicosidase, exoglucanase e FPase. Observa-se

0 mesmo quando se compara as atividades obtidas em EXP 03 (2:4) e EXP 04 (4:2).

Porém, tais atividades ndo séo superiores aquelas obtidas em EXP 05 (3:3). Desta

forma, a proporcao de in6culo de 3 discos de cada fungo foi selecionada para os co-

cultivos subsequentes.
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5.4 Avaliacdo da influéncia do melagco de soja e do uso dos substratos

lignoceluldsicos triturados sobre a producéo das celulases

A busca pelo material lignocelulésico mais adequado para utilizagdo como
substrato para crescimento fungico e como indutor da producdo de enzimas,
incluindo celulases se baseia no baixo custo, na disponibilidade em abundancia, em
boas propriedades reoldgicas (baixa viscosidade), na nao-toxicidade o no elevado
teor de nutrientes disponiveis para o microrganismo (ELLILA et al., 2017). Ainda que
a proposta inicial do presente trabalho ja encaixe-se em tais requisitos, optou-se por
testar também a substituicdo da solucdo nutriente e da solucdo de sais por um
residuo agroindustrial, o0 melaco de soja, visando minimizar ainda mais os custos da
producdo das celulases, uma vez que este residuo contém, além de acucares,
outros nutrientes importantes para o metabolismo microbiano.

Os co-cultivos foram realizados utilizando-se 0 meio 2 (com substratos
lignocelulésicos triturados ou néo triturados), 3 discos miceliais de cada fungo como
indculo, por 144 horas, sob agitacdo de 100 rpm, a 28 °C, substituindo-se a solucdo
nutriente e a solucdo de sais por melaco diluido 10 ou 30 vezes. A Tabela 7
apresenta as concentracdes dos componentes do melago sem diluir e nas diluicdes
utilizadas, bem como as concentracdes dos componentes da solucdo nutriente e da
solucdo de sais (solucdo nutriente padrdo) utilizadas neste trabalho. Os
componentes destacados em negrito sdo 0s que estdo presentes tanto na solugéo

nutriente padrdo, quanto no melaco de soja.
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Tabela 7 - Comparacao de valores dos componentes do melaco de soja puro e diluido, e
das quantidades utilizadas na solugéo nutriente padrao.

Quantidade de componentes (g/L)

Componentes Soluc;s;dl:léuériente Mr;allﬁgo Melagfogi(iluido Melaggogi(iluido
Glicose 1,0 9,4 0,9 0,31
Frutose n/c* 10,1 1,0 0,34

Galactose n/c 4,93 0,5 0,16
Sacarose n/c 76,2 7,6 2,54
Rafinose n/c 26,19 2,6 0,87
Estaquiose n/c 80,6 8,1 2,69
Acucar total 1,0 207,42 20,7 6,91
Potassio 2 22,11 2,21 0,73
Fosforo 2 0,6 0,06 0,02
Magnésio 0,3 3,02 0,30 0,1
Célcio 0,1 0,24 0,0245 0,0082
Manganés 0,0016 n/c n/c n/c
Zinco 0,0014 0,049 0,0049 0,0016
Cobalto 0,002 n/c n/c n/c
Ferro 0,005 n/c n/c n/c

n/p*: Nao contém.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A diluicdo de melaco 10x foi selecionada porque, embora a quantidade da
soma de todos os agUcares seja muito maior (20,7 g/L) do que a utilizada na solucéo
nutriente padrdo (em termos de glicose), e as chances de inibicdo da producéo
enzimatica sejam prevalecentes, nesta condicdo apenas fosforo e calcio ficam em
concentracfes abaixo daqueles presentes na solu¢do nutriente padrdo, mas com
zinco acima e magnésio, e potassio praticamente em iguais concentracdes. A
diluicdo do melaco em 30x, foi escolhida devido a diminuicdo na concentracdo de
acucares (6,91 g/L), embora ainda esteja acima da quantidade de glicose presente
na solucdo nutriente padrdo, mesmo que nessa condicdo estejam presentes
guantidades bem menores dos sais, onde apenas 0 zinco apresenta maior
guantidade. Assim, testou-se uma condigdo com maior quantidade de acgUcares que
manteve a disponibilidade de alguns sais em quantidades parecidas com a
empregada normalmente; e uma condigdo onde o nivel de acUcares € menor, mas

ainda que baixa, manteve a disponibilidade de alguns sais.
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A influéncia da trituracdo e peneiragem em malha de 1 mm dos substratos
lignocelulésicos também foi avaliada. Os resultados destes experimentos s&o
apresentados na Figura 7.

Figura 7 - Atividades de celulases obtidas pelo co-cultivo de Botryosphaeria sp. AM 01 e
Saccharicola sp. EJC 04 no meio 2, por 144 horas, sob agitacéo de 100 rpm, a 28 °C, 3
discos miceliais de cada fungo como indcuclo, utilizando-se os substratos lignocelulésicos
triturados ou ndo. EXP 01: melaco diluido 10x + substrato néo triturado; EXP 02: melago
diluido 30x + substrato ndo triturado; EXP 03: solucao nutriente + solucao de sais +
substratos triturados; EXP 04: melacgo diluido 10x + substrato triturado; EXP 05: melaco
diluido 30x + substrato triturado.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em primeira instancia, nota-se que as atividades maximas de endoglucanase
(2,56 U/mL), B-glicosidade (4,05 U/mL) e FPase (0,33 FPU/mL) foram obtidas pelo
cultivo nas condi¢cdes do experimento 3. Para exoglucanase, a variacdo da atividade
foi pequena entre os cultivos realizados sob as condi¢des dos experimentos 2 e 5. A

atividade maxima desta enzima (0,64U/mL) foi obtida no experimento 5, enquanto o
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extrato obtido pelo cultivo sob as condigcbes do experimento 1 ndo apresentou
atividade desta celulase (Figura 7).

Tendo em vista que no experimento 3 utiliza-se a solugcado nutriente padréo,
conclui-se que o melago, nas diluicbes empregadas, ndo foi um bom substituinte
para esta solugéo. A producao de celulases pode ter sido reprimida pelas maiores
concentragdes de glicose ou dissacarideos componentes do melaco. Este fenbmeno
€ chamado de repressao catabdlica e ocorre devido a formagcdo de uma cascata de
sinais no interior da célula, iniciada pela presenca da molécula sinal (glicose),
causando a ativacdo da molécula repressora. Esta molécula se liga a regido
promotora dos genes de celulase, bloqueando a transcricdo e expressao destes
genes (SANCHEZ, 2009). A repressao catabolica, entdo pode ter impedido os
fungos de sintetizarem uma quantidade maior de celulases, devido as circunstancias
de abundancia de fonte de carbono facilmente assimilavel.

Ellila e colaboradores (2017) também realizaram um estudo visando diminuir
os custos da producéo de celulases fungicas, em processo de batelada alimentada.
Porém, utilizaram uma linhagem mutante do fungo Trichoderma reesei, e, além
disso, empregaram casca de soja e sulfato de ambnio como fontes iniciais de
carbono e nitrogénio, respectivamente, utizando o melagco de cana-de-agucar para
alimentar o processo. Para proporcionar melhor resultado adicionaram acido
cloridrico, que realiza a funcdo das invertases que ndo sdo sintetizadas pelo T.
reesei, para inverter a sacarose do melaco antes do seu uso. Compararam as
atividades enzimaticas obtidas deste processo, com as atividades enzimaticas
obtidas em cultivo da linhagem original em cultivo com apenas em palha de cana.
Apos 120 horas de fermentagdo, observaram que a atividade de B-glicosidases
produzidas foi 400 vezes maior quando produzidas pela linhagem mutante em
processo alimentado com o melago. Porém, cabe ressaltar que a linhagem original
nao produziu nenhuma enzima a partir do melaco. A maioria dos estudos
empregando melaco na producdo de celulases, o utiliza como como fonte de
carbono, e ndo como fonte de outros nutrientes como no presente estudo,
dificultando a comparacdo dos resultados aqui obtidos com outros da literatura
(SILVA, 2014; GORI e MALANA, 2010; BAE e SHODA, 2004).

Em relacao ao cultivo sob as condi¢gbes do experimento 3 (solucéo nutriente +
solucao de sais, com substratos triturados), o resultado foi comparado com aquele

obtido pelo cultivo em mesmas condigcbes de agitacdo, carga de inoculo e de
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substrato, quando este nao foi triturado (item 5.2, figura 5). Quando utilizaram-se
substratos néo triturados, as atividades enziméticas méaximas foram 4,13 U/mL para
endoglucanase, 1,79 U/mL para exoglucanase, 0,30 FPU/mL para FPase e 4,31
U/mL para B-glicosidase. A atividade maxima de exoglucanase obtida pelo cultivo
sob as condic¢des do experimento 3 (0,50 U/mL) foi menor quando comparada com a
maxima obtida pelo cultivo utilizando-se substratos néo triturados. Ja as atividades
de FPase e B-glicosidade foram praticamente iguais, e a atividade endoglucanase foi
significativamente maior utilizando-se substratos néo triturados. Desta forma, optou-
se por ndo utilizar a palha de cana e o farelo de soja triturados nos préximos
experimentos, o que também representa economia no processo.

Pereira (2014), com o objetivo de analisar a producédo de celulases pelos
isolados MD 01, MD 03, MD 04 e MD 08 de Aspergillus niger, cultivou-os por
fermentacdo submersa em meio contendo 1% farelo de trigo triturado e peneirado
em malha de 0,84 mm como indutor da producdo de enzimas celuloliticas. As
culturas foram mantidas por 7 dias a 40°C em agitacdo a 170 rpm. As atividades de
exoglucanase, B-glicosidase e FPase também foram inferiores a 1 U/mL,
comparaveis as obtidas no presente trabalho. Zimbardi (2014), afirma que o
tamanho e a porosidade de farelos lignocelulésicos sdo interessantes para a fixacao
dos microrganismos e excrecdo de enzimas, podendo justificar os menores

resultados obtidos quando utilizou-se os substratos triturados.

5.5 Selecao das melhores condi¢cdes de cultivo isolado e co-cultivo dos fungos

Buscando-se a otimizacéo das condi¢cdes de cultivo e consequente obtencéo de
maiores atividades enzimaticas, os fungos foram cultivados isoladamente e em co-
cultivo no meio 2, por 144 horas, a 28 °C, variando-se a carga de substrato, a carga
de in6culo e a velocidade de agitacdo. Os experimentos foram realizados
empregando-se um delineamento composto central rotacional (DCCR), como

descrito no item 4.3.4.

5.5.1 Co-cultivo de Botryosphaeria sp. AM01 e Saccharicola sp. EJC04

A primeira execucdo do planejamento experimental foi realizada na condicéo

de co-cultivo das espécies de trabalho, ja que todas as triagens foram realizadas
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nessa condi¢cdo. Além disso, nos experimentos onde se avaliou a influéncia da
proporcdo de inoculo, as maiores atividades enzimaticas foram observadas no
extrato obtido a partir do ensaio que empregou carga de inoculo equivalente dos
dois fungos (item 5.3), sugerindo que o co-cultivo poderia ser melhor que os cultivos
isolados. A Tabela 8 apresenta as variaveis estudadas, bem como seus niveis
codificados e reais, além das respostas obtidas, em termos de atividades de

endoglucanase e [-glicosidase.

Tabela 8 - Delineamento composto central rotacional, niveis codificados e reais (entre
paréntesis), empregado no co-cultivo dos fungos Botryosphaeria sp.AM01 e Saccharicola
sp. EJC04, por fermentac@o submersa, em meio 2 (palha de cana pré-tratada + farelo de

soja), por 144 horas, a 28 °C.

Variaveis Respostas
Ensaios X, X, X Endczgl/lrjnclfl)nase B-gl(iLc”ons]:_d)ase

1 -1 (2) 1(4) -1 (120) 4,18 8,19
2 1(5) -1 (4) -1 (120) 3,34 3,6

3 -1(2) 1(8) -1 (120) 4,05 8,76
4 1(5) -1(8) -1 (120) 2,71 4,04
5 -1(2) 1(4) 1 (220) 3,19 8,64
6 1(5) -1 (4) 1 (220) 3,97 16,28
7 -1(2) 1(8) 1 (220) 3,12 9,13
8 1(5) -1 (8) 1 (220) 2,97 15,47
9 0(3,5) 0 (6) 0 (170) 3,46 12,29
10 0(3,5) 0 (6) 0 (170) 3,66 12,97
11 0(3,5) 0 (6) 0 (170) 3,33 12,3
12 0 (3,5 0 (6) 0 (170) 3,68 11,97
13 -1,68 (1) 0 (6) 0 (170) 3,86 3,86
14 1,68 (6) 0 (6) 0 (170) 4,92 9,39
15 0(3,5) -1,68 (3) 0 (170) 3,61 13,59
16 0(3,5) 1,68 (9) 0 (170) 4,86 12,01
17 0(3,5) 0 (6) -1,68 (86) 0,94 0,6

18 0(3,5) 0 (6) 1,68 (254) 3,6 13,12

X1 - substrato (% m/v); X, - indculo (discos); X3 - agitacdo (rpm)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como pode-se observar, as atividades de endoglucanase e [B-glicosidase
variaram de 0,94 a 4,92 U/mL e de 0,60 a 16,28 U/mL, respectivamente. A condi¢cao
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de cultivo que proporcionou a maior atividade de endoglucanase (ensaio 14) néo foi
a mesma que proporcionou a maior atividade de 3-glicosidase (ensaio 6).

Os efeitos que cada variavel e suas interacées exerceram sobre as atividades
enzimaticas de endoglucanase e [-glicosidase sdo apresentados no Diagrama de
Pareto (Figura 8) e podem ser confirmados pela analise de variancia (ANOVA)

apresentada nas Tabelas 9 e 10.

Figura 8 - Diagrama de Pareto e efeitos estimados das variaveis sobre as atividades de (3-
glicosidase (A) e endoglucanase (B) obtidas pelo co-cultivo dos fungos Botryosphaeria sp.
AMOL1 e Saccharicola sp. EJC04, por fermentacdo submersa, empregando-se delineamento
composto central rotacional (DCCR).

(3)Agitacéo (rpm)(L) -12‘2341 Agitacio (rpm)(Q) l P 25184

1Lby3L |B,UQSQGE 1Lby3L ‘1 236358

Substrato (% mv)(Q) ‘6,65972 (3)Agitacdo (rpm)(L) ‘1.1 58627

Agitagéio (rpm)(Q) ‘-6,35442 Substrato (% mAYQ) ‘1.1 02526
(1)Substrato (% m/v)(L) ‘3,708374 Discos (Inoculo)(Q) 8470524
Discos (Inoculo)(Q) 1,24821 1Lby2L -629178

1Lby2L 49709 2Lby3L -,136305

(2)Discos (Inoculo)(L) - 46719 (1)Substrato (% miv)(L) 0732346
2Lby3L - 46232 (2)Discos (Inoculo)(L) 10153395

p=,05 p=,05
A B

Fonte: Elaborado pelo autor.

Pela andlise da variancia (ANOVA) pode-se observar que o valor do
coeficiente de determinacdo (R?) para a atividade de B-glicosidase foi de 0,97,
indicando que os experimentos se ajustam em 97 % ao modelo proposto. Para esta
enzima, os efeitos lineares e quadraticos das variaveis carga de substrato e agitacao
foram significativos (p < 0,05), bem como a interacao entre elas (Tabela 8). Ja para a
atividade de endoglucanase, o valor de R? foi 0,60, indicando falta de ajuste aos
dados experimentais, ou seja, 0S erros experimentais foram maiores que 0s
tolerados, tornando o modelo ndo confiavel. Ainda em relacdo a endoglucanase,

nenhuma variavel nem suas interacdes apresentaram efeito significativo (Tabela 9).
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Tabela 9 - Analise da variancia (ANOVA) para a atividade de B-glicosidase obtida pelo co-
cultivo dos fungos Botryosphaeria sp. AMO1 e Saccharicola sp. EJC04, por fermentacéo
submersa, empregando-se delineamento composto central rotacional (DCCR).

B-glicosidase

Soma Graus de Média
guadratica liberdade quadratica

(1)Substrato (% m/v)(L) 14,2259 1 14,2259 13,7520 0,005970

Variaveis P

Substrato (% m/v)(Q) 45,8800 1 45,8800 44,3519 0,000159
(2)Discos (Inoculo)(L) 0,2258 1 0,2258 0,2183 0,652821
Discos (Inoculo)(Q) 1,6117 1 1,6117 1,5580 0,247247
(3)Agitacao (rpm)(L) 154,8321 1 154,8321 149,6750 0,000002
Agitacao (rpm)(Q) 41,7699 1 41,7699 40,3786  0,000220
1L by 2L 0,2556 1 0,2556 0,2471 0,632497
1L by 3L 67,8030 1 67,8030 65,5447 0,000040
2L by 3L 0,2211 1 0,2211 0,2137 0,656160

Erro 8,2756 8 1,0345

Total 328,7933 17

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

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 10 - Analise da variancia (ANOVA) para a atividade de endoglucanase obtida pelo
co-cultivo dos fungos Botryosphaeria sp. AMO1 e Saccharicola sp. EJC04, por fermentacéo
submersa, empregando-se delineamento composto central rotacional (DCCR).

Endoglucanase

Variaveis quaaratica Iberdade quadiitica  © P
(1)Substrato (% m/v)(L)  0,00346 1 0,003463 0,005363 0,943417
Substrato (% m/v)(Q) 0,78490 1 0,784897 1,215565 0,302292
(2)Discos (Inoculo)(L) 0,00016 1 0,000162 0,000251 0,987750
Discos (Inoculo)(Q) 0,46329 1 0,463292 0,717498 0,421581
(3)Agitacdo (rpm)(L) 0,86666 1 0,866656 1,342184 0,280061
Agitacdo (rpm)(Q) 3,27423 1 3,274230 5,070779 0,054411

1L by 2L 0,25561 1 0,255613 0,395865 0,546774

1L by 3L 0,98701 1 0,987012 1,528580 0,251391

2L by 3L 0,01201 1 0,012013 0,018604 0,894879

Erro 5,16564 8 0,645705
Total 12,80545 17

*Termos lineares estéo associados a letra L e termos quadréticos a letra Q.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A partir da resposta atividade de B-glicosidase (Y) foi possivel modelar uma
equacéo polinomial de segunda ordem em funcdo das variaveis independentes X; -

substrato (% m/v); Xz - indculo (discos); Xs - agitagdo (rpm) (Equacéo 2):

Y,=-8,42556226 + 0,186411411*x; -0,000720362191*x?-0,840693197*x, +
0,105388322*x,”+ 0,391176277*x3 - 0,84993697x5° -0,0016625*x1*x, +
0,0388166667*x1*x3 -0,0595833333*X2*X3
(Equacéao 2)

Fonte: Elaborado pelo autor.

As superficies de resposta geradas pelo modelo para a atividade de [-
glicosidase sdo apresentadas na Figura 9, a fim de demonstrar os efeitos de
interacdo das variaveis e identificar os niveis ideais de cada uma, buscando-se obter
as melhores condicbes de cultivo para a obtencdo de atividades maximas da

enzima.

Figura 9 - Superficies de resposta para a atividade de B-glicosidase obtida pelo co-cultivo
dos fungos Botryosphaeria sp. AM0O1 e Saccharicola sp. EJC04 em funcao das variaveis
velocidade de agitacéo, carga de indculo e carga de substrato.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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A metodologia de superficie de resposta (MSR) vem sendo utilizada em
programas de pesquisa em Biotecnologia e processos industriais, por ser um dos
métodos de otimizacdo mais praticos. Ela possibilita a identificacdo dos efeitos das
variaveis individuais e a busca das condi¢des 6timas para um sistema multivariado.
Com isso, o efeito da interacdo de varios parametros pode ser entendido,
geralmente resultando em maiores rendimentos de produgcdo e na reducdo do
namero de experimentos (KUMAR et al., 2011).

Pela analise da Figura 9A observa-se que a faixa de carga de substrato que
proporcionou maior atividade da enzima € a mesma (> 3 e < 5), independentemente
de a carga de indculo aplicada ser a minima (3) ou a maxima (9) testada.

Observa-se que a carga de inoculo ndo € determinante na faixa de agitacao
gue proporcionou as melhores producdes de B-glicosidase (Figura 9C). Ou seja, 170
e 254 rpm, tanto a carga maxima quando a minima de in6culo apresentaram 0s
melhores resultados, além de as cargas intermediarias terem apresentado boa
producdo também. A representacao de tais interacdes confirma que a variavel carga
de in6culo realmente nédo foi significativa.

Além disso, pode-se observar (Figura 9B), que as maiores atividades de [3-
glicosidase sdo obtidas quando as variaveis velocidade de agitacdo e carga de
substrato sdo empregadas em seus niveis maximos (254 rpm e 6%,
respectivamente). O comportamento da superficie sugere que o aumento nos niveis
dessas variaveis proporciona aumento na atividade enzimatica e que,
possivelmente, sob estas condi¢cdes se alcance a otimizacdo das condi¢cbes de
cultivo. Porém, alguns autores afirmam que a velocidade de agitacdo excessiva do
meio de cultivo tem uma variedade de efeitos sobre os microrganismos, incluindo a
ruptura da parede celular, mudanca na morfologia dos microrganismos filamentosos,
variacdo na eficiéncia e taxa de crescimento e também variacdo na taxa de
formacdo do produto desejado (PORCEL et al. 2005; DARAH e IBRAHIM, 1996;
PAPAGIANNI et al., 2001). Desta forma, optou-se por ndo realizar experimentos com
velocidade de agitacao acima de 254 rpm.

Utilizando-se o modelo de regressao obtido pode-se otimizar a atividade de B-
glicosidase, através da funcdo de desejabilidade do software Statistica 10.
Utilizando-se esta funcdo, € possivel estimar o nivel de cada variavel que

maximizaria a atividade enzimatica. Assim, a atividade maxima prevista para esta
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enzima (17,30 U/mL) seria obtida empregando-se as varidveis de carga de substrato
a 6 %, 9 discos de inoculo (4,5 de cada fungo), sob agitacao de 254 rpm (Figura 10).

Figura 10 - Perfis dos valores previstos/otimizados e de desejabilidade das variaveis carga
de substrato e velocidade de agitagdo para a maxima atividade de B-glicosidade obtida pelo
co-cultivo de Botryosphaeria sp. AMO1 e Saccharicola sp. EJCO04.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A validacdo experimental dos resultados foi realizada pelo co-cultivo dos
fungos sob a condigao citada acima, em triplicata, e a média de atividade de B-
glicosidase obtida foi 18,8 + 0,11 U/mL confirmando que o modelo proposto permitiu
representar os experimentos (uma vez que o valor se encontra dentro dos 10% de
margem de erro permitidos sobre a atividade enzimatica prevista pela funcédo de

desejabilidade). Sob estas condi¢fes, a atividade de endoglucanase foi 3,77 U/mL.

5.5.2 Cultivo isolado de Botryosphaeria sp. AMO1

ApOGs avaliagdo da influéncia das varidveis empregadas no planejamento

experimental para a producdo do extrato por co-cultivo dos fungos de trabalho,
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optou-se por realizar os cultivos isolados dos mesmos, a titulo de comparagdo dos
extratos resultantes da melhor condicdo de cultivo indicada pelo software. A Tabela
11 apresenta as variaveis estudadas, em seus niveis codificados e reais, além das
respostas em termos de atividades de endoglucanase e [B-glicosidase obtidas no

cultivo isolado de Botryosphaeria sp. AMO1.

Tabela 11 - Delineamento composto central rotacional, niveis codificados e reais (entre
paréntesis), empregado no cultivo isolado do fungo Botryosphaeria sp. AMO1, por
fermentacdo submersa, em meio 2 (palha de cana pré-tratada + farelo de soja), por 144
horas, a 28 °C, tendo como resposta as atividades de celulases.

Variaveis Respostas
Ensaios 1 % X3 Endczgl/lrjnclfl)nase B-gl(iﬁ/ons]:_d)ase
1 -1(2) 1(4) -1 (120) 2,42 1,00
2 1(5) -1 (4) -1 (120) 2,05 0,64
3 -1 (2) 1(8) -1 (120) 2,49 1,19
4 1(5) -1(8) -1 (120) 2,43 1,27
5 -1(2) 1(4) 1 (220) 4,05 8,94
6 1(5) -1 (4) 1 (220) 4,84 18,71
7 -1(2) 1(8) 1 (220) 3,92 6,28
8 1(5) -1 (8) 1 (220) 3,09 17,34
9 0(3,5) 0 (6) 0 (170) 4,04 12,19
10 0(3,5) 0 (6) 0 (170) 4,28 14,01
11 0(3,5) 0 (6) 0 (170) 3,96 9,39
12 0(3,5) 0 (6) 0 (170) 3,97 10,37
13 -1,68 (1) 0 (6) 0 (170) 2,99 5,34
14 1,68 (6) 0 (6) 0 (170) 4,45 6,71
15 0(3,5) -1,68 (3) 0 (170) 4,35 12,73
16 0(3,5) 1,68 (9) 0 (170) 3,97 13,92
17 0(3,5) 0 (6) -1,68 (86) 1,64 0,79
18 0(3,5) 0 (6) 1,68 (254) 3,71 14,78

x1 - substrato (% m/v); X2 - inoculo (discos); x3 - agitacdo (rpm)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se que as atividades de endoglucanase e B-glicosidase variaram de
1,64 a 4,84 U/mL e de 0,64 a 18,71 U/mL, respectivamente. A condi¢cao de cultivo
que proporcionou a maior atividade de endoglucanase foi a mesma que
proporcionou a maior atividade de B-glicosidase (ensaio 6) e os valores maximos

obtidos para as duas enzimas ndo foram préximos, sendo mais uma vez notavel o
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destaque na atividade de B-glicosidase. E possivel visualizar ainda que o ensaio 14
também se destacou para a atividade de endoglucanase, seguido dos ensaios 15 e
5, em decréscimo de atividade, respectivamente. Para B-glicosidase, o ensaio 8
também apresentou destaque, com atividade enzimatica muito proxima a maxima
obtida.

Como realizado anteriormente o Diagrama de Pareto foi gerado (Figura 11) e
seus dados podem ser confirmados pela analise de variancia (ANOVA) apresentada
nas Tabelas 12 e 13.

Figura 11 - Diagrama de Pareto e efeitos estimados das varidveis sobre as atividades de (3-
glicosidase (A) e endoglucanase (B) obtidas pelo cultivo isolado do fungo Botryosphaeria sp.

AMO1, por fermentacdo submersa, empregando-se delineamento composto central
rotacional (DCCR).

(3)Agitacdo (rpm)(L) - 5.745409
(3)Agitacio (rpm)iL) -7,508516
Agitacio (rpm)(Q) ‘-4‘2795‘1
Substrato (% m/v)(Q) ‘-3‘37971
2Lby3L -1,75696
1Lby3L ‘2,92?51 8
N Substrato (% m/v)(Q) -1,47712
Agitaczo (rpm)(Q) ‘—2,43429
(1)Substrato (% miv)(L) ‘2,431902 (2)Discos (Inoculo)(L} 119963
2byaL | 671936 (1)Substrato (% miv)(L) 1.126865
1Lby2L 24021 1Lby2L -.988798
(2)Disces (Inoculo){L) - 157386 Discos (Inoculo)(Q) -400558
Discos (Inoculo)(Q) 1535988 1Lby3L 286016
A p=,05 B p=05

Fonte: Elaborado pelo autor.

Através da analise de variancia observa-se que o valor do coeficiente de
determinacdo (R?) para a atividade de B-glicosidase foi de 0,91 indicando que os
experimentos se ajustam em 91 % ao modelo proposto. Para esta enzima, os efeitos
lineares e quadraticos das variaveis carga de substrato e agitacdo foram
significativos (p < 0,05), bem como a interacdo entre elas. Para a atividade de
endoglucanase, o valor de R? foi 0,88, indicando que o modelo ndo se ajusta bem
aos dados experimentais. Para esta enzima, apenas a variavel agitacdo apresentou

efeitos lineares e quadraticos significativos.
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Tabela 12 - Andlise da variancia (ANOVA) para a atividade de B-glicosidase obtida pelo
cultivo do fungo Botryosphaeria sp. AMO1, por fermentacdo submersa, empregando-se
delineamento composto central rotacional (DCCR).

B-glicosidase

L Soma Graus de Média
Variaveis Quadratica liberdade guadratica F P
(1)Substrato (% m/v)(L) 38,4329 1 38,4329 5,91415 0,041080

Substrato (% m/v)(Q) 74,2286
(2)Discos (Inoculo)(L) 0,1610
Discos (Inoculo)(Q) 0,1533 0,1533 0,02359 0,881730
(3)Agitagao (rpm)(L) 366,3696 366,3696  56,37781 0,000069

1 742286 1142247 0,009646
1
1
1
Agitagdo (rpm)(Q) 40,1065 1 40,1065  6,17168 0,037858
1
1
1
8

0,1610 0,02477 0,878840

1L by 2L 0,3750 0,3750 0,05770 0,816208
1L by 3L 55,6943 55,6943 8,57036 0,019070
2L by 3L 2,9340 2,9340 0,45150 0,520553
Erro 51,9878 6,4985

Total 618,7057 17

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

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 13 - Analise da variancia (ANOVA) para a atividade de endoglucanase obtida pelo
cultivo do fungo Botryosphaeria sp. AMO1, por fermentacédo submersa, empregando-se
delineamento composto central rotacional (DCCR).

Endoglucanase

o Soma Graus de Média
variaveis Quadratica liberdade quadratica F P
(1)Substrato (% m/v)(L) 0,28144 1 0,281437 1,26983 0,292461

Substrato (% m/v)(Q) 0,48358
(2)Discos (Inoculo)(L) 0,31896
Discos (Inoculo)(Q)  0,03556 0,035560  0,16045 0,699230
(3)Agitacao (rpm)(L) 7,31605 7,316045 33,00972 0,000431

1 0,483578  2,18189 0,177892
1
1
1
Agitacdo (rpm)(Q) 4,05978 1 4,059783 18,31759 0,002688
1
1
1
8

0,318956 1,43912 0,264602

1L by 2L 0,21670 0,216695 0,97772 0,351721

1L by 3L 0,01813 0,018131 0,08181 0,782132

2L by 3L 0,68416 0,684157 3,08689 0,116988
Erro 51,9878 6,4985

Total 618,7057 17

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

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Uma equacéao polinomial de segunda ordem foi modelada a partir da resposta
atividade de B-glicosidase (YY), em funcéo das variaveis independentes X; - substrato
(% m/v); X - indculo (discos); X3 - agitacao (rpm) (Equacao 3):

Y,=-25,6861+ 2,2765*x; -1,0811*x;%0,3302*x, + 0,0325*x,2+ 0,2568*X3 -
0,0007x32 0,0722*x1*X» + 0,0352*X1*X3 -0,0061*X,*X3
(Equacéo 3)

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 12 apresenta as superficies de resposta geradas pelo modelo para a

atividade de B-glicosidase, demonstrando os efeitos da interacdo das variaveis e 0s
niveis ideais de cada uma.

Figura 12 - Superficies de resposta para a atividade de [B-glicosidase obtida pelo cultivo do
fungo Botryosphaeria sp. AMO1 em fun¢do das variaveis velocidade de agitacdo, carga de
in6culo e carga de substrato.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Observa-se que a faixa de carga de substrato que proporcionou maior
producdo da enzima é a mesma (> 3 e < 5), independentemente de a carga de
in6culo aplicada ser a minima (3) ou a maxima (9) testada (Figura 12A).

Pode-se visualizar que entre 170 e 254 rpm, em todas as cargas de inéculo
testadaS, os resultados foram semelhantes confirmando que a variavel carga de
in6culo realmente néo foi significativa (Figura 12C).

Pelos dados apresentados, nota-se também que as maiores atividades de [3-
glicosidase sdo obtidas quando as varidveis velocidade de agitacdo e carga de
substrato sdo empregadas em seus niveis maximos (254 rpm e 6%,
respectivamente) (Figura 12B). O comportamento quadratico da superficie sugere
gue o aumento nos niveis dessas variaveis proporciona aumento na atividade
enzimatica e que, possivelmente, sob estas condi¢fes se alcance a otimizacdo das
condi¢cGes de cultivo. Porém, assim como no planejamento anterior, optou-se por
nao realizar experimentos com velocidade de agitacdo acima de 254 rpm devido a
fatores bioldgicos citados na literatura.

Utilizando-se 0 modelo de regressao obtido pode-se encontrar as melhores
condi¢des para alcangar a melhor atividade de B-glicosidase, através da funcdo de
desejabilidade do software Statistica 10. Utilizando-se esta funcdo, a atividade
maxima prevista para esta enzima (18,88 U/mL) seria obtida empregando-se as
variaveis de carga de substrato a 6 %, 6 discos de inoculo, sob agitacdo de 254 rpm
(Figura 13).
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Figura 13 - Perfis dos valores previstos/otimizados e de desejabilidade das variaveis carga
de substrato e velocidade de agitacdo para a maxima atividade de (-glicosidade obtida pelo
cultivo de Botryosphaeria sp. AMO1.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A validacdo experimental dos resultados foi realizada pelo cultivo do fungo
sob a condicdo citada acima, em ftriplicata, e a média de atividade de B-glicosidase
obtida foi 17,5 = 0,11 U/mL confirmando que o modelo proposto permitiu representar
0s experimentos (uma vez que o valor se encontra dentro dos 10% de margem de
erro permitidos sobre a atividade enzimatica prevista pela funcdo de desejabilidade).

Sob estas condic¢des, a atividade de endoglucanase foi 3,66 U/mL.

5.5.3. Cultivo isolado de Saccharicola sp. EJC04

Apés avaliacdo da influéncia das variaveis empregadas nos planejamentos
experimentais anteriores (itens 5.5.1 e 5.5.2) realizou-se o cultivo isolado de
Saccharicola sp. EJC04, a titulo de comparacdo dos extratos resultantes da melhor

condicdo de cultivo indicada pelo software. A Tabela 14 apresenta as variaveis
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estudadas, em seus niveis codificados e reais, além das respostas obtidas em

termos de atividades de endoglucanase e [3-glicosidase.

Tabela 14 - Delineamento composto central rotacional, niveis codificados e reais (entre
paréntesis), empregado no cultivo isolado do fungo Saccharicola sp. EJC04, por
fermentagdo submersa, em meio 2 (palha de cana pré-tratada + farelo de soja), por 144

horas, a 28 °C, tendo como resposta as atividades de celulases.

Variaveis Resposta
Ensaios 1 %2 3 End(zglllrjncljnase B-gl(il(j/ons]:_o;ase
1 -1 (2) 1(4) -1 (120) 0,93 3,62
2 1 (5) -1(4) -1 (120) 1,01 1,97
3 -1(2) 1(8) -1 (120) 0,77 2,65
4 1(5) -1(8) -1 (120) 0,97 1,96
5 -1 (2) 1(4) 1 (220) 0,65 5,48
6 1(5) -1(4) 1 (220) 0,29 4,35
7 -1 (2) 1(8) 1 (220) 0,24 4,10
8 1(5) -1 (8) 1 (220) 0,55 7,10
9 0(3,5) 0 (6) 0 (170) 0,41 9,66
10 0(3,5) 0 (6) 0 (170) 0,39 11,37
11 0(3,5) 0 (6) 0 (170) 0,39 8,01
12 0(3,5) 0 (6) 0 (170) 0,36 8,56
13 -1,68 (1) 0 (6) 0 (170) 0,48 5,09
14 1,68 (6) 0 (6) 0 (170) 0,63 10,68
15 0(3,5) -1,68 (3) 0 (170) 0,33 10,06
16 0(3,5) 1,68 (9) 0 (170) 0,51 8,59
17 0(3,5) 0 (6) -1,68 (86) 0,49 1,60
18 0(3,5) 0 (6) 1,68 (254) 0,28 5,89

x1 - substrato (% m/v); X2 - in6culo (discos); x3 - agitacdo (rpm)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se que as atividades de endoglucanase e B-glicosidase variaram de
0,24 a 1,01 U/mL e de 1,60 a 11,37 U/mL, respectivamente (Tabela 14). A condicéo

de cultivo que proporcionou a maior atividade de endoglucanase (ensaio 2) néo foi a

mesma que proporcionou a maior atividade de [3-glicosidase (ensaio 10) e os valores

maximos obtidos para as duas enzimas apresentaram grande diferenca, sendo

notavel o destaque na atividade de B-glicosidase.
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As variaveis testadas e suas interacdes exerceram efeitos sobre as atividades

enzimaticas de endoglucanase e [-glicosidase, que estdao representados pelo

Diagrama de Pareto na Figura 14. Estes efeitos podem ser confirmados pela andlise

de variancia apresentada nas Tabelas 15 e 16.

Figura 14 - Diagrama de Pareto e efeitos estimados das variaveis sobre as atividades de (3-
glicosidase (A) e endoglucanase (B) obtidas pelo cultivo isolado do fungo Saccharicola sp.
EJCO04, por fermentacdo submersa, empregando-se delineamento composto central
rotacional (DCCR).

Agitacdo (rpm)(Q)
(3)Agitacéo (rom)(L)
Substrato (% m/v)(Q)
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(2)Discos (Inoculo)(L)

A

2124675
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=
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1,044401

7835142
647628
3613996
-223586

p=,06

Fonte: Elaborado pelo autor.
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De acordo com o coeficiente de determinacdo (R?) dado pela andlise de

variancia para [(-glicosidase (0,75) afirma-se que o0s experimentos realizados se

ajustam em apenas 75% ao modelo proposto. Para a atividade desta enzima,

apenas o efeito quadratico da variavel agitacdo foi significativo (p < 0,05). Para a

atividade de endoglucanase, o valor de R? foi 0,69, indicando que o modelo também

nao ajusta bem aos dados experimentais, e apenas o efeito linear da variavel

agitacdo apresentou significancia.
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Tabela 15 - Analise da variancia (ANOVA) para a atividade de 3-glicosidase obtida pelo
cultivo do fungo Saccharicola sp. EJC04, por fermentacdo submersa, empregando-se
delineamento composto central rotacional (DCCR).

B-glicosidase
Soma Graus de Média
Quadrdtica  liberdade  quadratica

(1)Substrato (% m/v)(L) 5,7705 1 5,77046 1,09077 0,326829
Substrato (% m/v)(Q) 17,7540 1 17,75400 3,35599 0,104327
(2)Discos (Inoculo)(L)  0,2645 1 0,26446 0,04999 0,828683

Discos (Inoculo)(Q) 8,7723 1 8,77234 1,65821 0,233844
(3)Agitagao (rpm)(L) 23,8815 1 23,88148  4,51425 0,066341
Agitacao (rpm)(Q) 89,0880 1 89,08800 16,84004 0,003420

1

1

1

8

Variaveis F P

1L by 2L 3,2477 3,24765 0,61389 0,455893
1L by 3L 2,2188 2,21885 0,41942 0,535365
2L by 3L 0,6910 0,69096 0,13061 0,727159

Erro 42,3220 5,29025
Total 175,0592 17

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

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 16 - Analise da variancia (ANOVA) para a atividade de Endoglucanase obtida pelo
cultivo do fungo Saccharicola sp. EJC04, por fermentacdo submersa, empregando-se
delineamento composto central rotacional (DCCR).

Endglucanase

Variaveis Qusa(()jrrg?ica I(isbrs::jigg quggrdéllfilca F P
(1)Substrato (% m/v)(L) 0,016911 1 0,016911 0,44260 0,524581
Substrato (% m/v)(Q)  0,146672 1 0,146672 3,83888 0,085750
(2)Discos (Inoculo)(L) 0,000432 1 0,000432 0,01130 0,917975
Discos (Inoculo)(Q) 0,064430 1 0,064430 1,68634 0,230263
(3)Agitacao (rpm)(L) 0,387290 1 0,387290 10,13666 0,012923
Agitacdo (rpm)(Q) 0,025077 1 0,025077 0,65635 0,441282
1L by 2L 0,077796 1 0,077796 2,03617 0,191438
1L by 3L 0,012022 1 0,012022 0,31465 0,590202
2L by 3L 0,000300 1 0,000300 0,00784 0,931602
Erro 0,305655 8 0,038207
Total 0,990100 17

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

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Devido aos baixos valores dos coeficientes de determinacdo (R? para a
producéo das enzimas pelo cultivo isolado de EJCO04, optou-se por nao realizar a
validagdo experimental deste cultivo. Levou-se em consideragdo também, que as
atividades enzimaticas obtidas nesse planejamento foram inferiores as obtidas nos
ensaios de co-cultivo dos fungos e no cultivo isolado de Botryosphaeria sp. AMOL1.

Matkar et al. (2013) utilizaram a metodologia de superficie de resposta para
otimizar a composi¢cao do meio de cultivo paraa producéo de celulases pelo fungo
Aspergillus sydowii, variando as fontes de carbono e nitrogénio. O modelo foi
validado, a lactose foi a fonte de carbono que proporcionou melhor indugéo e foram
obtidas atividades de 1,32 U/mL de endoglucanase, e 9,24 U/mL de B-glicosidase,
ambos no 6° dia de fermentagdo submersa, a 40 °C e 120 rpm. Oliveira et al. (2016)
estudaram a otimizacdo das condicbes de cultivo para a producdo de
endoglucanases pelo fungo Penicillium sp. 17-05, utilizando palha de cana e
milhocina como substratos indutores, adotando também o DCCR como ferramenta
estatistica, variando a carga dos dois substratos. A validacdo mostrou que a
condicao otimizada para a atividade de endoglucanase foi 1,5% de palha de cana e
0,15% de milhocina, no 5° dia de fermentacdo, apresentando um maximo de 2,56
U/mL.

Apoés analise dos resultados dos trés planejamentos experimentais e visando
a obtencdo das melhores condicBes de cultivo para producdo de um extrato com
melhores atividades de B-glicosidase, definiu-se como mais viavel a producédo de
celulases por cultivo isolado de Botryosphaeria sp. AMO1, com carga de substrato de
6 %, 6 discos de inoculo e a 254 rpm. Para tal definicdo levou-se em conta que as
atividades enzimaticas obtidas desse cultivo, quando comparadas as obtidas no co-
cultivo dos fungos de trabalho, apresentaram uma variacdo muito pequena (1,3
U/mL). Tendo em vista que para o co-cultivo a carga de inéculo empregada é maior
(9 discos) e que é mais viavel trabalhar com a producéo de pré-inéculo de apenas
um fungo, confirmou-se a selecdo do extrato enzimatico produzido pelo cultivo

isolado de Botryosphaeria sp. AMO1 para a continuidade do trabalho.
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5.5.4 Cultivo isolado de Botryosphaeria sp. AMO1 em meio contendo celulose como
substrato

Realizou-se este cultivo tendo como substrato celulose (Sigma-Aldrich) (1%
m/v), a titulo de comparacéo. O cultivo foi realizado em triplicata, nas condi¢es de
agitacdo e carga de inéculo que levaram as melhores atividades enzimaticas no
planejamento experimental (254 rpm e 6 discos, respectivamente). Os resultados
sdo apresentados na Tabela 17, em compara¢éo aqueles obtidos quando utilizou-se

0 meio 2 como substrato.

Tabela 17 - Comparacéo das atividades enzimaticas obtidas a partir dos cultivos de
Botryosphaeria sp. AMO1 em meio 2 (farelo de soja 0,5% m/v + palha de cana pré-tratada
0,5% m/v) e em meio contendo celulose 1% m/v, sob as melhores condigdes de cultivo para
a producéo de celulases, selecionadas mediante planejamento experimental.

Enzimas Meio 2 Celulose
(PC 0,5% + FS 0,5%) (1%)
Endoglucanase 3,66 1,43
Exoglucanase 1,09 0,60
FPase 0,33 0,05
B-glicosidase 17,5 0,27

*Atividades enzimaticas das celulases expressas em U/mL;
*Atividade enzimética de FPase expressa em FPU/mL.
*PC: Palha de cana de acUcar; FS: Farelo de Soja.

Fonte: Elaborado pelo autor

Pode-se visualizar que, nas mesmas condi¢cdes de cultivo, com alteracédo do
substrato, o fungo Botryosphaeria sp. AMO1 produziu um extrato cujas atividades
das celulases foram notavelmente maiores quando a fonte de carboidratos
empregada foi os materiais lignocelulésicos. Pode-se destacar a atividade de [3-
glicosidase, que foi 57 vezes superior quando o fungo foi cultivado em meio 2, o que
€ interessante em relagcéo aos custos do processo.

Ramanathan et al. (2010) otimizaram as condicbes para a producdo de
celulases por Fusarium oxysporum. O fungo, quando cultivado em meio contendo
1% de carboximetilcelulose como substrato, a 50 °C, por 12 dias, produziu um
extrato cujas atividades enzimaticas obtidas foram 1,92, 1,34 e 1,78 U/mL para

endoglucanase, FPase, e B-glicosidase, respectivamente.
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5.6 Caracterizacéao fisico-quimica de endoglucanase e B-glicosidase presentes
no extrato selecionado produzido a partir do cultivo isolado de Botryosphaeria
sp. AMO1

Os testes do efeito de pH e temperatura sobre a atividade das enzimas foram
realizados com o objetivo de se descobrir o 6timo dessas duas variaveis para a

acdo enzimatica.

5.6.1 Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade das enzimas

A Tabela 18 apresenta as variaveis estudadas, em seus niveis codificados e
reais, aléem das respostas em termos de atividades relativas de endoglucanase e [3-
glicosidase obtidas na analise do efeito da temperatura e pH sobre estas atividades.
Foi considerada como 100% a maior atividade enzimatica encontrada nestes

experimentos.

Tabela 18 - Delineamento fatorial do tipo face centrada 22, niveis codificados e reais (entre
paréntesis), empregado na caracterizacdo enzimatica, e atividades relativas de
endoglucanase e [(B-glicosidase presentes no extrato do cultivo isolado de Botryosphaeria

sp. AMO1.
Variaveis Resposta
Ensaios pH Temperatura (°C) B—g(lbc/(r)nsﬂ()jase Endo(%lllﬁé:f;ase
1 -1 (3,5) -1 (50) 23,5 33,5
2 +1 (7,5) -1 (50) 26,9 45,3
3 -1 (3,5) +1 (70) 14,0 16,8
4 +1 (7,5) +1 (70) 49,1 36,5
5 -1 (3,5) 0 (60) 31,7 35,0
6 +1 (7,5) 0 (60) 50,9 58,1
7 0 (5,5) -1 (50) 61,6 62,7
8 0 (5,5) +1 (70) 64,2 63,6
9 0 (5,5) 0 (60) 98,7 99,6
10 0 (5,5) 0 (60) 99,0 100,0
11 0 (5,5) 0 (60) 100,0 97,8
12 0 (5,5) 0 (60) 98,5 98,1

*100% = 5,52 U/mL para Endoglucanase e 24,51 U/mL para B- glicosidase.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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As atividades relativas variaram de 14% a 100% para endoglucanase e de
16,8% a 100% para B-glicosidase, demonstrando a grande influéncia que as
variaveis estudadas apresentam sobre a atividade destas enzimas.

Observa-se que as atividades de B-glicosidase e endoglucanase foram
menores em pH 3,5 nas 3 temperaturas testadas, o que indica que quanto mais
acido o pH, menor a acdo enziméatica. Em pH 7,5, as atividades enziméticas foram
um pouco maiores, tendo sido a mais alta, dentre elas, a do ensaio 6, sugerindo que
60°C e pH mais proximo a neutralidade auxilia a acdo enzimética. Pode-se ressaltar
gue para ambas as enzimas, a combinacdo de pH acido com alta temperatura
resultaram na menor atividade enzimatica (ensaio 3). Por fim, € notavel que as
melhores atividades se deram nos ensaios de 9 a 12 que representam as quatro
repeticdes do ponto central do planejamento experimental (Tabela 18).

Pelo diagrama de pareto sdo apresentados os efeitos das variaveis pH e
temperatura, e o efeito da interacdo entre elas sobre as atividades de
endoglucanase e B-glicosidase (Figura 15), que podem ser confirmados pela analise
de variancia apresentada nas Tabelas 19 e 20.

Figura 15 - Diagrama de Pareto e efeitos estimados das variaveis sobre as atividades
relativas de B-glicosidase (A) e endoglucanase (B) obtidas pelos ensaios de caracterizacao

enzimatica do extrato de cultivo isolado do fungo Botryosphaeria sp. AMO01, empregando-se
delineamento fatorial do tipo face centrada 22
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se através da analise de variancia que, para ambas as enzimas, 0s
efeitos quadraticos de pH e temperatura e o efeito linear de pH foram significativos

(p < 0,05). O valor do coeficiente de determinacdo (R? para a atividade de B-
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glicosidase foi de 0,97 indicando que o0s experimentos se ajustam em 97% ao
modelo proposto. J4 para a atividade de endoglucanase, o valor do R? foi de 0,96
indicando que os experimentos se ajustam em 96% ao modelo proposto.

Tabela 19 - Andlise da variancia (ANOVA) para a atividade relativa de B-glicosidase obtida
pelos ensaios de caracterizagcao enzimatica do extrato de cultivo isolado do fungo
Botryosphaeria sp. AMO1, empregando-se delineamento fatorial do tipo face centrada 22

B-glicosidase

Varidvels o riica_liberdade _quadritica P
Q) pH (L) 33,2249 1 33,2249 9,09021 0,023548
pH (Q) 341,1304 1 341,1304 93,33192 0,000070
(2) Temperatura (°C) (L) 2,3428 1 2,3428  0,64097 0,453884
Temperatura (°C) (Q) 96,4017 1 96,4017 26,37511 0,002145
1L by 2L 15,1587 1 15,1587 4,14736 0,087868

Erro 21,9301 6 3,6550
Total 700,8879 11

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

Fonte: Elaborado pelo autor.
Tabela 20 - Analise da variancia (ANOVA) para a atividade relativa de endoglucanase obtida

pelos ensaios de caracterizacao enzimatica do extrato de cultivo isolado do fungo
Botryosphaeria sp. AMO1, empregando-se delineamento fatorial do tipo face centrada 22

Endoglucanase
Soma Graus de Média
Quadratica liberdade quadratica

(1) pH (L) 1,50913 1 1,50913 7,21770  0,036217

Variaveis F P

pH (Q) 13,81181 1 13,81181 66,05748 0,000186
(2) Temperatura (°C) (L) 0,30720 1 0,30720 1,46925 0,271025
Temperatura (°C) (Q) 4,92441 1 4,92441 23,55187 0,002843
1L by 2L 0,04745 1 0,04745  0,22694 0,650653
Erro 1,25453 6 0,20909
Total 30,38189 11

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

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Apés o tratamento dos dados por andlise de regressao multipla, a equacéo
polinomial de segunda ordem foi derivada para representar a atividade prevista de (3-
glicosidase (Equacéao 4), e de endoglucanase (Equacao 5) em funcéo das variaveis

independentes avaliadas. As equacdes sdo apresentadas abaixo, em niveis reais:

Y, =-256,754 + 26,440%X, - 2,828*x,% + 6,742*X, - 0,060*X,% + 0,097*X1*X >
(Equacéo 4)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Y,=-59,1023 + 6,1826*x; -0,5690*x;% + 1,5781*X, -0,0136*X,> + 0,0054*X1*X>
(Equacéo 5)

Fonte: Elaborado pelo autor.

As superficies de resposta geradas pelo modelo para as atividades de [3-
glicosidase e endoglucanase sao apresentadas na Figura 16, a fim de demonstrar os
efeitos de interagcdo das variaveis e identificar os niveis ideais de cada uma,

buscando-se obter as melhores condicdes para a atividade das enzimas.

Figura 16 - Superficies de resposta para as atividades relativas de 3-glicosidase (A) e
endoglucanase (B) presentes no extrato enzimatico obtido pelo cultivo do fungo
Botryosphaeria sp. AMO1.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Pela analise das figuras 16A e 16B, observa-se que as maximas atividades de
B-glicosidase e endoglucanase foram obtidas na condi¢éo de 60 °C e pH 5,5.
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De acordo com a figura 17, o pH 5,5 e a temperatura de 60 °C s&o apontados
pela funcdo de desejabilidade como os valores 6timos que levariam a uma maxima
atividade de endoglucanase e f-glicosidase. A validacdo experimental dos
resultados foi realizada com ensaios de reacdo enzimatica em triplicata, sob estas
condic¢des. Os resultados obtidos foram 99,68% + 0,01 para atividade residual de
endoglucanase e 100% + 0,08 para B-glicosidase, indicando reprodutibilidade dos

dados e confirmando a validagdo do modelo.

Figura 17 - Perfis dos valores previstos/otimizados e de desejabilidade das variaveis pH e
temperatura para as maximas atividades de 3-glicosidade e endoglucanase presentes no
extrato obtido pelo cultivo isolado de Botryosphaeria sp. AMO1
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A maioria das enzimas tem um pH 6timo no qual sua atividade é maxima, e
acima ou abaixo desse valor a atividade enzimatica diminui. ISso ocorre porque 0s
fons H" e o OH/, liberados por acidos e bases respectivamente, podem alterar a
estrutura tridimensional da enzima, alterando sua estabilidade, sua afinidade como

substrato e seu poder de catalise uma vez que competem com suas as ligacoes
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ibnicas, principalmente no sitio ativo. Niveis 6timos de temperatura também sé&o
importantes para que enzimas expressem atividades elevadas. Acima da
temperatura Otima, ocorre a desnaturacdo da enzima, onde h& perda da sua
estrutura tridimensional, causada por quebra de ligacées de hidrogénio e de outras
ligacBes ndo covalentes. Com isso ocorre um desarranjo dos aminoacidos no sitio
ativo, alterando sua forma e provocando perda de atividade. Alteracbes extremas de
pH também podem resultar em desnaturacédo enzimatica. (TORTORA, FUNKE &
CASE, 2012; BORZANI et al.,, 2001). Portanto € importante que se conheca as
faixas de temperatura e pH onde ocorra melhor atuagéo, e onde ndo ocorra perda da
atividade das enzimas, principalmente quando estas sao de potencial biotecnolégico
industrial.

Segundo a literatura, geralmente, as celulases produzidas por fungos
filamentosos apresentam valores 6timos de pH na faixa acida (3,6-5,0). Castro e
Pereira Jr. (2010), em seu artigo de revisdo, citaram que o0 fungo
Ceriporiopsis subvermispora produz endoglucanases cuja melhor atividade é
alcancada em pH 3,5, a 60 °C, e B-glicosidases que atuam melhor nesta mesma
temperatura, mas em pH 4,5; Thricoderma viride, produz endoglucanases que atuam
melhor em 60 °C e pH 4,8; e Humicola isolens produz endoglucanases e [3-
glicosidases que atuam melhor em 50 °C e pH 5,0. Endoglucanases produzidas por
Trichoderma reesei Rut C30 por fermentacdo submersa de bagaco de cana de
acucar apresentaram maior estabilidade em pH 4,5 e 55 °C (FLORENCIO et al.,
2013). pB-glicosidases produzidas por Monascus purpureus em fermentacao
submersa utilizando residuos de uva e peptona como substrato, apresentaram
atividade o6tima em 50 °C e pH 5,5 (DAROIT, 2007). Endoglucanases e -
glicosidases produzidas por Streptomyces sp. em cultivo submerso empregando
farelo de trigo e extrato de levedura como substrato apresentaram atividades 6timas
em pH 4,5 e 50 °C e pH 4,5 e 65 °C, respectivamente (VILELA, 2013). Estes dados
sdo comparaveis com os obtidos na caracterizacdo de endoglucanase e -
glicosidase de Botryosphaeria sp. AM0O1, que também mostram maiores atividades
em pH moderadamente acido e temperaturas acima de 50 °C, preferencialmente a
60 °C.
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5.6.2 Efeito do pH e da temperatura sobre a estabilidade das enzimas

Ap6s a otimizacdo das varidveis pH e temperatura para a atividade das
enzimas endoglucanase e B-glicosidase presentes no extrato obtido a partir do
cultivo isolado de Botryosphaeria sp. AMO1, avaliou-se o efeito do pH e da
temperatura sobre a estabilidade das enzimas. Para avaliagdo do efeito do pH, o
extrato enzimatico foi incubado, por 24h, a temperatura de 24 °C, em solucbes
tampdo na faixa de pH de 3,5 - 10,5 e, ap0s este periodo, a atividade residual foi
determinada, sob as condi¢Bes 6timas de reacao de cada enzima (pH 5,5, a 60 °C).
Para avaliacdo do efeito da temperatura, o extrato enzimatico foi incubado por 1h, a
temperaturas entre 30 e 80 °C, seguida da determinacdo da atividade residual, sob
as condigbes otimas de atividade. Foi considerado como 100% a atividade da
enzima quantificada no seu pH e temperatura 6tima de atividade, antes do periodo
de incubacgéo. Os resultados obtidos foram plotados em forma de atividade relativa e
podem ser visualizados na Figura 18.

Figura 18 - Efeito do pH (A) e da temperatura (B) sobre a estabilidade de endoglucanase e
B-glicosidase presentes no extrato obtido pelo cultivo isolado de Botryosphaeria sp. AMO1
em meio 2, a 254rpm, 28°C, por 144h. *100% = 5,52 U/mL para Endoglucanase e 24,51
U/mL para - glicosidase.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se que em pH 5,0 e 5,5 ambas as enzimas mantiveram atividade
préxima a 100%. Em pH mais acido, entre 3,5 e 4,5, a enzima endoglucanase
manteve de 97 a 95% de atividade e a partir dessa faixa, quanto mais alcalino o pH,
menor a atividade dessa enzima. A enzima [3-glicosidase teve sua atividade reduzida

a 80 % entre os pH 3,5 e 4, e, em pH neutro e alcalino seu comportamento é



81

semelhante ao da endoglucanase. Em geral, entre pH 45 e e 5,5, ambas as
enzimas apresentaram acima de 95% de atividade, o que € interessante em uso
industrial, pois em biorreatores de alta capacidade, é mais dificil a manutencdo de
homogeneidade em todo o meio. Assim, quanto maior a faixa de pH 6timo, menor a
perda de eficiéncia. No pH mais basico testado, ambas atingiram um minimo de
65/66 % de atividade. A avaliagdo da termoestabilidade foi realizada em pH 5,5, no
gual ambas as enzimas mantiveram boa estabilidade.

A temperatura demonstrou maior influéncia na estabilidade das enzimas,
sendo capaz de reduzir a atividade de endoglucanase a 5% e de -glicosidase a 1%,
guando testada em seus niveis maximos. Entre 30 e 35 °C, ambas as enzimas
mantiveram suas atividades praticamente inalteradas e, entre 35 e 55 °C, menos de
20% da atividade de ambas foi perdida. A partir de 70 °C ambas apresentaram
atividades muito baixas, indicando a desnaturacdo quase total destas enzimas do
extrato selecionado.

B-glicosidases produzidas por Monascus purpureus apresentaram atividade
residual de 78 % ap0s incubacédo a 60 °C por 120 minutos (DAROIT, 2007). As
atividades de endoglucanases produzidas por Streptomyces sp. mantiveram-se
inalteradas apos incubacao a 60 °C por 120 minutos, e B-glicosidases produzidas
por este mesmo fungo mantiveram mais de 75% de sua atividade inicial apos
incubacdo 60 °C por 150 minutos (VILELA, 2013). A maior estabilidade térmica
residual obtida para a enzima endoglucanase produzida pelo fungo Penicillium
simplicissimum foi de 69,4 %, apos incubacdo em temperatura de 50 °C por 30
minutos. Quanto a avaliacdo de estabilidade frente ao pH, estas endoglucanases,
apresentaram 95,2 e 52,3 % de atividade residual apds 1 hora de incubacédo em pH
5,0 e 3,0, respectivamente (KAPP et al., 2016) Estes resultados mostram que, ainda
gue a um menor tempo de incubacao, a B-glicosidase produzida por Botryosphaeria
sp AMO1 apresenta maior termotolerancia se comparada com as citadas. Portanto,
suas caracteristicas ndo deixam de ser interessantes para aplicacdo biotecnoldgica.
A endoglucanase produzida por Botryosphaeria sp. AMOl1l apresenta menor
termotolerancia se comparada aquela produzida por Monascus purpureus, € maior
termotolerancia se comparada a produzida por Penicillium simplicissimum. Em pH 5,
as enzimas de Botryosphaeria sp. AMO1 e Penicillium simplicissimum apresentaram

comportamentos semelhantes, em um mesmo periodo de incubagéo.
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5.6.3 Efeito de glicose e etanol sobre a atividade de B-glicosidase

Realizaram-se dois testes, visando obter conhecimento sobre o efeito da
glicose e do etanol sobre a atividade de [-glicosidase presente no extrato
selecionado, uma vez que a selecdo do mesmo foi baseada na maior quantidade
desta enzima. Os resultados obtidos foram plotados em forma de atividade relativa,
onde 100% corresponde a atividade da enzima sob as condi¢des 6timas, definidas
no topico 3.5.1, e podem ser visualizados na Figura 19.

Figura 19 - Efeito da glicose (A) e do etanol (B) sobre a atividade da enzima B-glicosidase
presente no extrato obtido pelo cultivo isolado de Botryosphaeria sp. AMO1 em meio 2, a
254rpm, 28°C, por 144h. *100% = 24,51 U/mL para - glicosidase.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se que a presenca de glicose inibe a atividade enzimatica de [3-
glicosidase proporcionalmente a medida que seu fornecimento é aumentado. Porém,
mesmo com a maxima quantidade de glicose fornecida, a atividade relativa mostrou-
se mediana (64 %) (Figura 19A).

Em relacéo a influéncia do etanol (Figura 19B), nota-se que, na presenca de 5
e 10% deste alcool ocorrem aumentos para 104 e 105 %, respectivamente, na
atividade enzimatica. Com o aumento na procentagem de etanol, a atividade
enzimatica diminui. Porém, com 20% de etanol no meio, a atividade de B-glicosidase
mantém-se em 73%.

A glicose, sendo produto final da acdo das [-glicosidases, pode inibir a

atividade dessas enzimas pelo processo bioquimico definido como inibigdo. Isso
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pode justificar a reducdo na atividade em concentracbes crescentes deste aclcar
(TORTORA, FUNKE & CASE, 2012).

O aumento da atividade observado em baixas concentragbes de etanol (5 e
10 %) pode ser atribuido a atuacao da B-glicosidase como uma -glicosiltransferase.
O etanol pode aumentar as taxas de reacao atuando como aceptor preferencial dos
residuos glicosil durante a acdo enzimatica, substituindo a agua na reacdo e dando
origem a outro glicosideo, com o etil-glicosideo. A hidrélise e a transglicosilacao
ocorrem através de uma rota comum, sendo diferentes apenas pelo tipo de aceptor
final, que pode ser, respectivamente, agua ou outra molécula, tendo em vista que
alcodis (etanol ou metanol) parecem apresentar melhor associacdo ao sitio ativo
dessas enzimas do que a agua (LUCAS et al., 2000; BHATIA et al 2002;
KURASHIMA et al. 2003). Em contrapartida, a reducdo da atividade enzimatica
conforme o aumento da taxa de etanol esta relacionado, provavelmente, a
desnaturacdo ou a modificacdes conformacionais da enzima, como consequéncia da
alteracao da polaridade do meio (TORTORA, FUNKE & CASE, 2012).

B-glicosidases produzidas por Monascus purpureus tiveram sua atividade
reduzida em 58% na presenca de 10 mm de glicose (DAROIT, 2007). Belancic e
colaboradores (2003) observaram a atividade de [-glicosidases produzidas por
Debaryomyces varinjiae na presenca de 5 e 10 mm de glicose, e tiveram como
resposta o mantimento de 98% e 86% da atividade enzimatica. Comparando com o
observado no presente trabalho, onde a presenca de 4 mm e 10 mm de glicose
resultaram em 86% e 71% de atividade, temos que B-glicosidases produzidas pro
Botryosphaeria sp AMO1 em condi¢des 6timas sao inibidas em maior porcentagem.

O estudo da inibicdo de B-glicosidases por alcodis € interessante, pois estas
enzimas podem ser expostas a quantidades consideraveis dessas substancias
durante aplicacdes biotecnolégicas (SUN e CHENG, 2002). Daroit (2007) observou
gue concentracfes de etanol entre 5 e 10 mmol/L estimularam a atividade
enzimatica, tendo alcancado atividade relativa de 105 % na presenca de 10 mmol/L
de etanol (100% = atividade maxima observada sem adi¢céo de alcodis). Estes dados
sdo semelhantes aos observados para a atividade de [-glicosidase de

Botryosphaeria sp. AMO1, a qual também aumentou na presenca de etanol.
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5.7 Sacarificagdo enzimatica das palhas de cana-de-acUcar pré-tratadas.

A solucao enzimética obtida pelo cultivo de Botryosphaeria sp. AMO1 sob a
melhor condigdo para a produgédo de [(-glicosidase (item 5.5.2) foi utilizada nos
experimentos de sacarificacdo das palhas de cana pré-tratadas e as quantidades de
glicose e xilose foram determinadas nos hidrolisados (Tabela 21). As condi¢ces de
sacarificacdo foram: carga de palha de 5 % (p/v), sob 50 °C, a 250 rpm, por 24
horas. As cargas enzimaticas empregadas nos ensaios foram 88, 324, 21,8 e 4,02 U

totais para endoglucanase, B-glicosidase, exoglucanase e FPase, respectivamente.

Tabela 21 - Sacarificacéo das palhas de cana-de-acucar submetidas a diferentes pré-
tratamentos utilizando-se o extrato enzimatico obtido pelo cultivo de Botryosphaeria sp.
AMO1, por fermentacdo submersa, em meio 2, sob a melhor condi¢éo de cultivo definida
para a producgao de B-glicosidase (cargas de substrato e inoculo a 6,0 % e 6 discos
miceliais, respectivamente, sob agitacdo de 254 rpm). Os ensaios foram conduzidos com
carga de substrato (palha pré-tratada) a 5,0 % (p/v), sob 50 °C e 250 rpm, por 24h.

Acucares (mg/mL)

Pré-tratamento Glicose Xilose Soma
Hidrotérmico 2,66 2,5 5,16
Acido-Alcalino 3,29 0,27 3,56
Alcalino 1,17 0,61 1,78
Acido 0,13 0,18 0,31

Fonte: Elaborado pelo autor.

A maior liberacdo de glicose foi observada quando utilizou-se a palha
submetida a pré-tratamento acido seguido de alcalino. Porém, a sacarificacdo da
palha submetida a pré-tratamento hidrotérmico sem adicdo de quimicos,
proporcionou maior liberacdo dos acucares glicose e xilose, se somados. Cabe aqui
ressaltar que, quando é realizado o pré-tratamento acido, ocorre a extracdo das
pentoses, restando a fragdo sdlida correspondente a lignina e celulose, podendo
justificar o resultado obtido.

Marques (2017) empregou o extrato enzimatico de Botryosphaeria sp. AMO1
obtido por fermentacdo em estado solido, em condi¢cdes otimizadas para a producéo
de endoglucanase, na sacarificagdo de bagaco de cana-de-agucar submetido a pré-
tratamento hidrotérmico alcalino. Sob condi¢cdes de sacarificagcdo ndo otimizadas

(5% p/v de carga de bagaco, 200 rpm, a 50 °C, por 24 horas, 142,1 U totais de
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endoglucanase e 346,8 U totais de B-glicosidase), a concentragédo de glicose obtida
no hidrolisado foi de 2,74 mg/mL. Estes resultados mostram que o0s extratos
enzimaticos de Botryosphaeria sp. AMO1, produzidos sob diferentes condigbes,
empregados na sacarificagédo de diferentes biomassas, sendo estas submetidas a
tipos de pré-tratamentos distintos, podem proporcionar obtencdo de concentracdes
de glicose proximas. A seguir, sob condicbes oOtimas de sacarificacdo (carga de
bagaco a 18,82% plv, carga de enzima de 410,71 U totais de endoglucanase, 280
rpm, 50 °C, e 24h) a autora obteve concentracdes de 8,05 e 9,48 mg/mL de glicose
e xilose, respectivamente. Tais dados sugerem que as concentracdes de glicose e
xilose obtidas no presente trabalho podem ser melhoradas se forem empregados
planejamentos experimentais para otimizacdo das variaveis temperatura, agitacao,
tempo, carga de palha, e carga de enzima, na sacarificagdo enzimatica.

Lucarini et al. (2017) estudaram a sacarificagdo enzimatica da palha de cana
de acucar submetida a deslignificacdo alcalina, para a obtencdo de acucares
fermentesciveis empregando duas celulases, uma purificada de T. reesei (0,96
FPU/mL) e uma comercial, a Cellic® CTec2 produzida pela Novozymes (0,46
FPU/mL). ApGs selecdo dos melhores niveis das variaveis pH, concentracdo de
enzima e tempo de sacarificacdo, 0os ensaios foram realizados em frascos de 250
mL, contendo 5g de palha, a quantidade de enzima necesséaria para a carga
enzimatica desejada (10 FPU por grama de palha), 100 mL de tampéao citrato 50
mmol/L, e foram levados a incubador rotativo por 24 horas, a 45 °C e 150 rpm. As
guantidades de glicose obtidas foram de 3,27 e 2,75 mg/mL quando utilizaram-se as
celulases de T. reesei e Cellic® CTec2, respectivamente. Segundo os autores, a
Cellic® CTec2 € um biocatalisador concentrado, que contém um complexo de
enzimas formulado para melhorar o seu desempenho e reduzir a dosagem requerida
para a conversao da celulose em glicose. Devido ao elevado teor de B-glicosidase,
enzima que permite a conversdao final da celobiose em glicose, o produto
proporciona melhor desempenho ao hidrolisar substratos lignocelulésicos pré-
tratados com maiores quantidades de sélidos totais. Tendo em vista que neste
estudo foi empregada uma carga de FPase 3,1 vezes maior do que a empregada
nos experimentos de sacarificacdo do presente trabalho, e que, ainda assim, foram
obtidas aqui concentragbes de glicose praticamente iguais (apesar de 0s pré-
tratamentos aos quais foram submetidas as palhas que proporcionaram esses

resultados serem distintos) € possivel inferir que o extrato enzimatico de
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Botryosphaeria sp. AMO1 seja mais eficiente do que as enzimas utilizadas pelos
autores, na sacarificacdo deste tipo de residuo.

Pereira (2013) realizou um estudo sobre a sacarificacdo de diferentes tipos de
biomassas, incluindo o bagaco de cana de acucar submetido a pré-tratamento
hidrotérmico. A sacarificacdo deste residuo foi realizada por um complexo de
celulases liofilizado, Powercell®, empregando-se carga de 20 FPU por grama de
bagaco. Os ensaios foram realizados a 60 °C, sob agitacdo de 150 rpm. Em 24
horas, foram obtidas concentragdes de 11,71 e 1,63 mg/mL de glicose e xilose,
respectivamente, no hidrolisado. Uma vez que, neste estudo, foi empregada uma
carga de FPAse 5 vezes maior do que a utilizada no presente trabalho, é possivel
inferir que o extrato de Botryospharia sp. AM01 tem melhor potencial para obtencéo
de maiores concentracdes de glicose e xilose quando empregado na sacarificacédo
de palha de cana submetida ao pré-tratamento hidrotérmico do que o complexo
enzimatico Powercell® quando empregado na hidrdlise do bagaco de cana
submetido ao mesmo tipo de pré-tratamento. Trata-se de um dado interessante, ja
gue complexos enzimaticos microbianos comerciais sdo conhecidos por serem mais
eficientes do que enzimas ndo comerciais produzidas por novas linhagens, além de
reafirmar o que a literatura vem apresentando sobre a palha apresentar potencial
equivalente ou superior ao bagaco para obtencdo de acgUcares utilizados na
producdo de etanol de segunda geracdo (SANTOS et al., 2012; FREITAS et al.,
2017; OLIVEIRA et al.,, 2013; OIIVEIRA et al., 2014; MOUTTA et al.,, 2014;
LUCARINI et al., 2017).

Pelo exposto, conclui-se que as celulases produzidas pelo fungo
Botryosphaeria sp. AMO1 apresentaram eficiéncia de sacarificacdo semelhante, ou
até mesmo maior, do que de as celulases citadas acima, tanto as comerciais quanto
as purificadas produzidas por fungos filamentosos amplamente estudados e
destacados pela literatura como melhores produtores de celulases. Além disso, o
emprego do extrato enzimatico aqui produzido resultou em maiores concentracdes
de acucares redutores a partir da palha de cana submetida ao pré-tratamento
hidrotérmico sem a adicdo de quimicos, 0 que é benéfico em termos econémicos e

ambientais.
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6 CONCLUSOES

A pesquisa realizada é de grande importancia, pois ndo ha relatos na
literatura sobre a producdo de celulases pelos fungos Saccharicola sp. EJC04 e
Botryosphaeria sp. AMO1 em fermentacdo submersa.

A realizacdo de triagens iniciais para selecdo do melhor substrato para a
producéo das enzimas, bem como para a avaliacédo da influéncia de condi¢cdes como
agitacdo e tempo de cultivo foram importantes para obtencdo de melhores
resultados em termos de atividades enziméaticas.

O emprego destes fungos endofiticos na producdo de celulases por
fermentacdo submersa empregando-se a ferramenta de planejamentos
experimentais proporcionou aumento satisfatério nas atividades de -glicosidases a
partir do estudo das variaveis carga de substrato, carga de indculo e velocidade de
agitacédo, tanto para o co-cultivo quanto para os cultivos isolados dos fungos.

O fungo Botryosphaeria sp. AMO1 produziu um extrato enzimatico cujas
atividades celuloliticas foram notavelmente maiores tendo materiais lignocelulésicos
como fonte de carbono, se comparado ao extrato produzido quando celulose
comercial foi utilizada como substrato. Cabe ressaltar que a atividade de -
glicosidase foi 57 vezes superior quando o fungo foi cultivado em substrato
lignocelulésico, o que € interessante em relacdo aos custos da producdo enzimatica.

As celulases produzidas por Botryosphaeria sp AM01, sob condi¢des ideais,
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas que sdo adequadas a aplicacdo em
processos biotecnologicos envolvendo a de hidrélise de materiais lignoceluldsicos.
Além disso, a utilizacdo das enzimas na sacarificacdo de palhas de cana-de-agucar
submetidas a diferentes pré-tratamentos levou a obtencéo de quantidades de glicose
e xilose comparaveis as citadas na literatura, considerando-se que 0 processo nao
foi otimizado.

Dado o exposto, os resultados do presente trabalho, além de contribuirem
como Pesquisa Basica com dados sobre celulases de géneros pouco estudados,
estimulam estudos posteriores sobre a otimizagcdo das condi¢cdes de hidrolise
enzimatica das palhas de cana pré-tratadas empregando-se 0 extrato enzimatico
produzido por Botryosphaeria sp. AMO1 em fermentagdo submersa, sob condi¢Ges

ideais, visando a obtencdo de maiores concentracdes de agucares fermentesciveis.
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