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RESUMO

A biomassa lignocelulésica pode ser considerada como uma fonte inesgotavel de matéria-
prima de baixo custo para a producdo de biocombustiveis, que sdo alternativos aos
combustiveis fosseis. Entretanto, a disponibilidade de enzimas eficientes e econdmicas € um
dos gargalos para se chegar a xaropes de glicose, etapa anterior a fermentacdo no
desenvolvimento da tecnologia do etanol celuldsico. O nabo forrageiro (Raphanus sativus L.)
é uma planta com grande potencial para a producdo de biodiesel, pois apresenta elevado teor
de 6leo em suas sementes, comparativamente a outras oleaginosas. A obtencdo de 6leo do
nabo forrageiro gera uma torta, considerada como residuo (RNF), com elevada concentracdo
de proteinas (em torno de 40%). Neste trabalho, avaliou-se a conveniéncia do emprego de
RNF para a formulagdo de meios para a producdo microbiana de celulases, visando a
substituicdo total ou parcial de componentes, como o farelo de trigo e o farelo de soja. Como
microrganismo para secre¢cdo das enzimas, utilizou-se o mutante SIM29 de Penicillium
echinulatum, considerado um bom produtor de celulases. A producéo de celulases e xilanases
foi estudada tanto em cultivo em estado solido (CES) como em cultivo submerso (CS). Foi
constatado o crescimento do fungo tanto em CES como em CS, contendo apenas RNF como
principal fonte de carbono e nitrogénio ou nos meios com variagdes nas concentracfes de
RNF, em substituicdo aos farelos de trigo e de soja. Quando os meios foram constituidos
somente com RNF, as atividades enzimaticas ndo foram satisfatdrias, provavelmente devido
as baixas concentracdes de substratos indutores (celulose e xilose), a elevada concentragédo de
proteinas ou ao Oleo residual. No cultivo em estado solido, verificou-se que é possivel
substituir parcialmente o farelo de trigo (FT) por RNF, permitindo a producdo de B-
glicosidases com titulos enzimaticos de 22,62 Ul/g, endoglicanases com 210,5 Ul/g e
xilanases com 1.137,59 Ul/g. Em cultivo submerso, a substituicdo parcial ou total de farelos
de trigo e de soja por RNF permitiu titulos enziméaticos de B-glicosidases de 0,18 Ul/ mL,
endoglicanases de 8,3 UI/mL e xilanases de 14,3 Ul/mL, que foram semelhantes ao meio
controle que utiliza suplementacdo de farelo de trigo e farelo de soja. Os complexos
enzimaticos produzidos nas duas condi¢des, CES e CS, mostraram-se mais eficientes do que o
complexo enzimatico utilizado como controle quanto a capacidade de hidrolise em celulose,

Avicel ®, bagaco de cana-de-accar e capim elefante in natura e pré-tratados.

Palavras-chave: nabo forrageiro (Raphanus sativus L.), celulases, hidrélise enzimatica,

Penicillium echinulatum.



ABSTRACT

The lignocellulosic biomass can be considered as an inexhaustible source of raw
material of low cost for the production of biofuels, which are alternatives to fossil fuels.
However, the availability of efficient and low cost enzymes is one of the bottlenecks to obtain
glucose syrups step prior to fermentation in the development of the technology for cellulosic
ethanol. The fodder radish (Raphanus sativus L.) is a plant with great potential for the
production of biodiesel, because it presents, high oil content in their seed, compared toother
crops. The obtaining of oil of fodder radish seed generates a cake, considered as
residue (FRC), with a high concentration of protein (around 40 %). In this study, was
evaluated the convenience of use of FRC for the formulation of cellulases production
medium, or even the total or partial replacement of components, such as the wheat bran and
soybean meal. As microorganism for secretion of enzymes it was used the mutant S1M29
of Penicillium echinulatum, considered a good producer of cellulases. The production of
cellulases and xylanases was studied both in solid-state cultivation (SSC) and submerged
cultivation (SC). It was noted the growth of the fungus in both SSC as in SC, containing only
FRC as the main source of carbon and nitrogen, or in the medium with different
concentrations of FRC, in replacement of the wheat bran and soybean meal. When the
medium were formed only with FRC, enzyme activities were not satisfactory, probably due to
the low concentrations of substrates inductors (cellulose and xylose), the high concentration
of proteins or of residual oil. In SSC, it was found that it is possible to replace partially the
wheat bran by FRC, enabling the production of B-glucosidases with titles enzymatic of 22.62
IU/g, endoglucanases with 210.5 1U/g and xylanases with 1,137.59 1U/g. In SC, total or
partial replacement of soybean meal and wheat bran by FRC allowed B-glucosidases titles of
0.18 1U/mL, endoglucanases of 8.3 IU/mL and xylanases of 14.3 1U/mL, which were similar
to control, which uses supplementation of wheat bran and soybean meal. The enzymatic
complexes produced in two conditions, SSC and SC, shown to be more efficient than the
enzymatic complex used as a control for the ability of hydrolysis of cellulose, Avicel ®, sugar

cane bagasse and elephant grass in natura or pre-treated.

Keywords: fodder radish (Raphanus sativus L.), cellulases, enzymatic hydrolysis,

Penicillium echinulatum.
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A crescente demanda por energia advinda do elevado crescimento populacional e
econdmico, a inseguranca com relacdo aos recursos petroliferos e as preocupagdes ambientais
associadas ao uso de combustiveis fosseis tém priorizado o desenvolvimento de combustiveis
alternativos, através da otimizacao de processos e desenvolvimento de novas tecnologias.

A biomassa lignocelulésica pode fornecer matérias-primas de baixo custo para a
producdo de biocombustiveis, oferecendo, assim, vantagens econdmicas e ambientais. Os
materiais lignocelul6sicos que contém, principalmente, celulose, hemicelulose e lignina, sdo
fontes atrativas para a producdo de biocombustiveis, pois sdo abundantes, renovaveis e ndo
competem com 0 consumo humano e animal, em muitos casos. Podem ser citados como
exemplos: palha, serragens, cavacos de madeira, gramineas de rapido crescimento, residuos
agricolas e de papéis, entre outros.

A utilizacdo de dleos vegetais como fonte de energia e matéria-prima na producao de
produtos biodegradaveis torna-se, também, uma alternativa para a diminuicdo da dependéncia
do petrdleo, o que tem estimulado a busca por plantas ricas em Gleo. Entre essas plantas, o
nabo forrageiro (Raphanus sativus L.) torna-se uma alternativa.

O nabo forrageiro é uma especie vegetal da familia das Cruciferas, das mais antigas
espécies anuais utilizadas como fonte de dleo, cultivada principalmente na Asia Oriental e em
paises europeus como Roménia, Alemanha e Espanha. Esta cultura foi introduzida no Brasil
na década de 80 como fonte de matéria organica para cobertura do solo e alimentacédo animal,
vindo a se tornar uma importante espécie de adubo verde, tendo a capacidade de recuperar a
fertilidade e a estrutura do solo. Além disso, apresenta resisténcia moderada ao frio e ciclo
curto, sendo empregada no inverno antes do plantio de culturas de verdo, como soja e milho,
no Rio Grande do Sul.

O nabo forrageiro apresenta ampla produtividade de graos (500 a 2000 kg/ha), com teor
de 6leo na semente de 20 a 40% e adapta-se ao plantio de entressafra da soja. O ciclo médio
de 130 dias, apresentado entre a semeadura e a colheita, € menor do que o de outras espécies
alternativas para a fabricacao de biocombustivel.

O teor de 6leo extraido registra uma média de 35% em relacdo a massa da semente,
inferior ao de outras culturas. No entanto, esse Oleo vegetal se destaca pela sua baixa
viscosidade, o que garante melhor desempenho do motor. O 6leo do nabo forrageiro apresenta
elevada presenca de triglicerideos e baixa concentracdo de acidos graxos livres, substancias

que, quando em contato com catalisadores, transforma-se em sabdo, que dificulta o processo e
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reduzem a qualidade do biodiesel. Assim, verifica-se que o nabo forrageiro é uma cultura
promissora para a producdo de biodiesel. Para cada tonelada de grdos, ha a extracdo de 350
litros de Oleo, resultando do processo a sobra de residuos ricos em proteinas e fibras, que
podem ser utilizados como substitutos de farelo de trigo para a producdo de enzimas celulases
e xilanases.

Celulases e xilanases sdo enzimas que apresentam aplicacbes em diversos segmentos
industriais, como na alimentacdo animal, alimentos, téxteis, detergentes e na industria de
papel, mas destaca-se 0 seu potencial para serem empregadas na hidrolise de lignocelulésicos
visando a producdo de etanol de segunda geracdo. Entretanto, nesse processo, 0 custo das
enzimas ainda € um gargalo.

A hidrolise da celulose e da hemicelulose, polissacarideos presentes na biomassa
lignocelulésica, pode ocorrer com emprego de acidos ou enzimas para que haja liberacéo de
acucares fermentaveis.

A tecnologia enziméatica emprega, entre outras enzimas, trés tipos principais:
celobiohidrolases, endoglicanases e p-D-glicosidades. Essas enzimas agem de forma
cooperativa e sinérgica.

As enzimas celuloliticas sdo produzidas de forma extracelular por alguns fungos
filamentosos e algumas bactérias. Atualmente, a maior quantidade de enzimas utilizadas
provém de Trichoderma e Aspergillus, sendo Trichoderma reesei 0 microrganismo mais
explorado. Podem ser citados, também, outros fungos celuloliticos como Trichoderma
koningii, as espécies Penicillium spp., Fusarium, Humicola, Phanerochaete e Rhizopus.

Entre as espécies de Penicillium, Penicillium echinulatum tem mostrado um elevado
potencial produtor de enzimas celuloliticas, cujo complexo celulolitico apresenta estabilidade
térmica a 50 °C e sua atividade de B-glicosidase e FPA é balanceada, permitindo a hidrolise
completa de celulose.

Linhagens de P. echinulatum produzem celulases tanto em cultivos em estado sélido
como em cultivos submersos, sendo que esforcos vém sendo empregados para aumentar a
produtividade de enzimas, bem como a reducdo dos custos com a formulacdo de meios de
cultivo, visando o emprego de suas celulases na producdo de etanol de segunda geracdo e
outros produtos como xilitol, 2,3-butanodiol e n-butanol.

Tendo em vista a formulacdo de meios de menor custo para a producdo de celulases com
P. echinulatum, estudou-se neste trabalho o emprego de residuos de nabo forrageiro apos a
extracdo de Oleo (torta) como fonte alternativa de carbono e nitrogénio para a producdo de

celulases e xilanases.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a producdo de celulases e xilanases em cultivos submersos e no estado sélido,
utilizando residuos de nabo forrageiro, obtidos apds a extracdo de Oleo, como fonte de
carbono e nitrogénio, empregando o fungo celulolitico Penicillium echinulatum S1M29,
visando a obtencdo de preparacdes enzimaticas para serem empregadas na hidrdlise de

materiais lignocelulésicos.

2.2 Objetivos especificos

= Auvaliar o emprego de diferentes propor¢des de residuos de nabo forrageiro obtidos
apos a extragdo de 6leo e farelo de trigo em formulacGes para cultivos no estado solido.

= Avaliar a producdo de celulases e xilanases em cultivos submersos com diferentes
formulacdes de meios, empregando residuos de nabo forrageiro obtidos apos a extracdo de
0leo, em frascos mantidos sob agitacéo reciproca.

= Analisar o potencial hidrolitico dos complexos enzimaticos obtidos em cultivos em
estado solido e em cultivos submersos empregando residuos de nabo forrageiro obtidos apés a

extracao de Gleo.
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3.1 Energias renovaveis

Com o répido desenvolvimento da economia global, o consumo de energia tem
aumentado, especialmente em paises emergentes. A constatacdo de que os combustiveis
fosseis estdo se tornando escassos e que as mudancas climéticas estdo relacionadas com a
emissdo de carbono para a atmosfera tém aumentado o interesse em economia de energia e
protecdo ambiental (BANOS et al., 2011).

Apesar de o Brasil, historicamente, empregar elevadas quantidades de energias
renovaveis em sua oferta total de energia, o réapido crescimento econbémico e a
industrializacdo nas ultimas décadas tém implicado uma crescente dependéncia de
combustiveis fosseis ndo renovaveis e, como consequéncia, em aumento de emissdo de CO,
(SZKLO et al., 2005).

O desenvolvimento de energia renovavel é a abordagem eficaz para tratar de
seguranca energética e mudancas climaticas. Paises como Estados Unidos, Japdo, Brasil e
outros tém, no desenvolvimento de energias renovaveis, uma importante estratégia para o
futuro (ZHANG et al., 2011).

Entre as energias consideradas renovaveis, encontram-se as energias eolica, hidrica,
fotovoltaica, geotérmica e bioenergia (BANOS et al., 2011; MONONO et al., 2013).
Bioenergia é energia renovavel produzida a partir de materiais derivados de fontes biologicas.

Muitas fontes de energia renovavel tém sido identificadas para diminuir a emissao de
CO,, sendo o etanol produzido pela fermentacdo de acgUcares a principal alternativa de
combustivel liquido. AcgUcares simples, para serem fermentados, podem ser obtidos a partir de
biomassa e amido (MONONO et al., 2013). A biomassa, uma fonte de energia renovavel,
advém de material bioldgico, incluindo plantas e animais. Qualquer tipo de combustivel
gerado de biomassa é chamado de biocombustivel. A biomassa pode ser convertida em gas
metano, etanol e biodiesel (JOHN et al., 2011).

O processo de producdo de etanol de primeira geracdo é baseado em técnicas
tradicionais de fermentacdo, empregando-se a levedura Saccharomyces cerevisiae, utilizando
acucares como a sacarose de cana-de-acUcar e a glicose do milho. No processo de producao
de etanol de segunda geracdo, por sua vez, ocorre fermentacdo de aclUcares derivados da

hidrélise da fragdo lignoceluldsica de biomassa (TAYLOR et al., 2009). Entre as biomassas
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utilizadas nesse processo, pode-se citar bagaco de cana-de-agucar, palhas de trigo, de milho e
de arroz (KADAM & McMILLAN, 2003; SARKAR et al., 2012). Também, pode-se citar
palha da cana-de-agUcar, de soja e de aveia, capim elefante, casca de arroz, sabugo de milho e
restos de madeira. Uma composicao geral do farelo de soja pode ser observada na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo quimica geral do farelo de soja.

Analise %
(m/m) em base seca

Matéria seca 88,05
Proteina bruta 44,00
Extrato etéreo 1,92
Fibra bruta 5,60
Matéria mineral 6,05
Calcio 0,33
Fosforo 0,52

Fonte: Adaptado de Nascimento et al. (2008) e Henz et al. (2009).

Devido ao seu elevado teor de amido e polissacarideos, conforme pode ser observado
na Tabela 2, o farelo de trigo pode ser usado para a producdo de etanol. Embora o amido
possa ser hidrolisado enzimaticamente por amilases a glicose, a hemicelulose e a celulose ndo
sdo completamente degradadas por tratamentos enzimaticos. Assim, ha a necessidade de
processos fisico-quimicos adicionais, como tratamentos térmicos e hidrélise acida. Também,
o farelo de trigo hidrolisado pode ser utilizado como meio de fermentacdo para a producéo
combinada de acetona, butanol e etanol com a utilizacdo de linhagens mesofilas de
Clostridium spp (APPRICH et al., 2014).
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Tabela 2. Composicao geral do farelo de trigo.

Analise %
(m/m) em base seca
Agua 12,1
Proteina 13,2-18,4
Gordura 3,5-3,9
Carboidratos totais 56,8
Amido 13,8-24,9
Celulose 11,0
Glicose (total) 25,4
Xilose (total) 20,3
Arabinose (total) 9,3
Galactose (total) 1,9
Lignina Klason 8,0
Cinzas 3,4-8,1

Fonte: Adaptado de Apprich et al. (2014) e Reisinger et al. (2014).

Os biocombustiveis de terceira geracdo podem ser considerados uma fonte alternativa
viavel de energia (NIGAM et al., 2011). A biomassa de algas marinhas pode ser usada como
matéria-prima para biocombustiveis de terceira geracdo. Alem de ser uma biomassa potencial
para bioetanol, as algas podem, também, ser usadas para producédo de biodiesel, combustiveis
de aviacdo, bioplasticos, entre outros. As algas, com sua fina camada de celulose, tém uma
composicao rica em carboidratos com capacidade de produzir 60 vezes mais etanol do que a
soja por hectare de terra, além de dez vezes mais etanol do que o milho por area de cultivo.
N&o competem diretamente com os alimentos e consomem uma taxa elevada de CO, durante
0 crescimento, o que a torna ambientalmente correta (LIMAYEM et al., 2012).

Os principais componentes da biomassa lignocelul6sica séo a celulose, hemicelulose e
a lignina (Figura 1). Celulose é um polimero linear de unidades de anidroglicopiranos, com
ligacbes PB-(1-4)-glicosidicas, que se dispem paralelamente mantidas por ligacbes de
hidrogénio e forcas de van der Waals. A celulose geralmente esta presente como uma forma
cristalina e pequenas quantidades de cadeias ndo organizadas de forma amorfa. Hemiceluloses
sdo polimeros constituidos de unidades principalmente de pentoses, como a D-xilose e L-
arabinose, mas também hexoses como a D-glicose, D-galactose, D-manose, diferindo da
celulose por serem estruturas menores e amorfas (SANCHEZ, 2009; CARRIER et al., 2011).

A principal diferenca entre a celulose e a hemicelulose s&o as ramificacdes laterais curtas
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consistindo de diversos acgucares da hemicelulose e os oligmeros facilmente hidrolisaveis da
celulose. A lignina é uma substancia complexa, de estrutura tridimensional formada por
unidades diferentes de fenilpropano. Esses compostos fendlicos podem atuar como inibidores
da hidrolise ou da fermentacdo de agucares. A lignina forma uma vedacédo fisica na parede
celular da planta (SANCHEZ, 2009; MABEE et al., 2011).

Os extrativos sdo encontrados na biomassa, em pequenas quantidades, e incluem
gomas, resinas, breu, ceras, esterois, flavonoides, taninos, terpenos, quinonas, agucares ndo
estruturais, clorofila e outros compostos (ANG et al., 2013). Também, pectina, proteinas,
cinzas e acidos graxos (LIN et al., 2010; XIN et al., 2013).

Biomassa lignoceluldsica

Céluta vegetal

Parede celular

Microfibrila
celuldsica

/"’
Moléculas de // )J
glicose .
: Glicose

Figura 1. Estrutura basica da biomassa lignoceluldsica (SANTOS et al., 2012).
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As fontes de biomassa podem ser divididas em quatro grupos: residuos agricolas,
residuos de madeira, culturas energéticas e residuos solidos municipais (ABNISA et al.,
2011).

Nabo forrageiro (Raphanus sativus L.) € uma oleaginosa que pertence a familia
Brassicaceae (ou Cruciferae). E herbéacea e cresce verticalmente, atingindo até 1,8 m e fica
pronta para a colheita em quatro meses. O nabo forrageiro é usado como adubo verde e para
fornecer néctar para as abelhas nas regiGes Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil. As
sementes oleaginosas contém de 40 a 54 % de sua massa em 0leo (DOMINGOS et al., 2008).

A torta resultante do processo de prensagem mecanica, com 93,53% de matéria seca,
apresenta composicdo de 39,01% de proteina bruta; 4,98% de matéria mineral; 13,15% de
extratos etéreos (gorduras) (AVILA & SODRE, 2012; BRASI et al., 2013).

As caracteristicas do nabo forrageiro como matéria-prima para o biodiesel ainda nao
foram extensivamente analisadas, mas o Oleo extraido apresenta estabilidade a oxidacdo,
baixa degradacdo e baixa polimerizacdo indicando potencial para a producdo de biodiesel
(AVILA & SODRE, 2012).

3.2 Enzimas lignoceluldsicas

A conversdo biotecnologica de celulose em acucares fermentaveis pode requerer a
acdo cooperativa de celulases e hemicelulases. Também, sdo necessarias para expor as
microfibrilas de celulose cobertas por hemiceluloses enzimas acessorias, como acetil-xilano
esterases, arabinofuranosidades e, em alguns casos, esterases fenolicas (ZHANG et al., 2012).
Outras proteinas também podem participar, como swollenins e expansis, que sdo produzidas,
respectivamente, por fungos ou plantas, e afetam a sacarificacacdo de materiais celulésicos,
mas ndo apresentam comportamento hidrolitico (SILVEIRA et al., 2012). Swigtek et al.
(2014) citam pB-mananase, amiloglicosidase, a-arabinosidase e a-glicoronidase como enzimas
acessorias.

Celulases sdo utilizadas para degradar as cadeias de polissacarideos da biomassa a
glicose. No entanto, para que as celulases tenham acesso a cadeia dos polissacarideos o
suficiente para haver a ligacdo em um sulco do sitio ativo, a mesma deve estar livre do estado
cristalino. Também, as celulases sdo enzimas relativamente lentas, sendo utilizadas em

elevadas concentragcbes. Recentemente, foi demonstrado que as enzimas oxidativas
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monoxigenases de polissacarideos (PMOs), também conhecidas como enzimas GH61, as
quais sdo dependentes do cobre, podem aumentar a eficiéncia das celulases em até duas vezes.
A acdo sinérgica de PMOs decorre de sua capacidade de se ligar a celulose e de sua
capacidade oxidativa de clivagem das ligacGes glisosidicas, aumentando, assim, a
acessibilidade das celulases ao substrato (WILMOT, 2012; WESTERENG et al., 2013).

Celulases, xilanases e pectinases contribuem, atualmente, com quase 20% do mercado
mundial de enzimas. O alto custo e o baixo rendimento de producdo sdo o gargalo para
aplicacdes industriais de enzimas. Portanto, métodos alternativos de producdo de enzimas
usando substratos mais econdémicos, com maior rendimento, é objetivo dos estudos nesse
segmento (ANG et al., 2013).

3.2.1 Celulases

As celulases sdo um grupo de enzimas que catalisam a hidrdlise de celulose e celo-
oligosacarideos. S8 compostas de uma mistura complexa de proteinas enzimaticas com
especificidades diferentes para hidrolisar as ligagdes p-1,4-glicosidicas. A acdo sinergética da
hidrolise enzimatica ocorre com a acdo de pelo menos trés grupos de enzimas: endo-(1,4)-p-
D-glicanase (EC 3.2.1.4), exo-(1,4)-p-D-glicanase (EC 3.2.1.91) e pB-glicosidases (EC
3.2.1.21). As exoglicanases (celobiohidrolases - CBH) agem nas extremidades da cadeia de
celulose, liberando p-celobiose, como produto final; as endoglicanases (EG) atuam
randomicamente atacando ligacdes O-glicosidicas internas, resultando em cadeias de glicanos
de diferentes tamanhos; as [B-glicosidases (BGL) agem especificamente na p-celobiose
liberando glicose (DILLON, 2004; SANCHEZ, 2009; KUHAD et al., 2011; NARRA et al.,
2012; VALENCIA & CHAMBERGO, 2013). Na Figura 2, esta representada a estrutura
lignoceluldsica e a atuacao das celulases.

As celulases sdo enzimas altamente especificas. O processo de acdo dessas enzimas
ocorre em trés estagios sucessivos: adsorcao da celulase na superficie celuldsica, hidrélise da

celulose a glicose e dessorgéo da celulase da superficie do substrato (SWIATEK et al., 2014).
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Figura 2. Representacdo da atuacdo das enzimas celulases sobre a matriz celulésica (SILVA, 2012).

Assim, as celulases sdo responsaveis pela bioconversdo de celulose em acucares
soluveis, sendo a bioconversdo de biomassa celuldsica empregando celulases para producdo
de etanol uma das mais importantes aplicacdes destas enzimas (LI et al., 2007; SINGHANIA
et al., 2010; MELLO-DE-SOUZA, 2011). Desempenham, também, papel importante em
outras aplicagdes comerciais especializadas, como detergentes, modificacdo de tecidos, de
papel, na industria de polpa de papel e na industria alimentar (LI et al., 2007).

As celulases tém sido usadas na industria téxtil devido a sua capacidade de modificar as
fibras celulésicas de maneira controlada, melhorando a qualidade dos tecidos. O tratamento
de tecidos de algoddo é uma maneira ecoldgica de melhorar a propriedade dos tecidos
(PAZARLIOGLU et al., 2005).

As celulases, juntamente com as xilanases, sdo utilizadas, também, na extracédo de 6leos
vegetais, esséncias, alcaloides, produtos para pele e como adjuvantes para o malte da cerveja,
clarificacdo de sucos e producéo de vinhos (BHAT, 2000; MELLO-DE-SOUZA et al., 2011).
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3.2.2 Xilanases

As xilanases microbianas (1,4-B-D-xilano-hidrolase) sdo catalisadores da hidrolise de
xilana (Figura 3). Essas enzimas sdo produzidas por inimeros organismos como bactérias,
algas, fungos, protozoérios, gastropodes e artropodes. A maior parte dos fungos e bactérias
secretam xilanases extracelulares que atuam sobre o material hemicelulésico (KULKARNI et
al., 1999).

Da degradacdo das hemiceluloses participam vérias enzimas, como endo-1,4-p-
xilanase, B-xilosidase, a-glicuronidase, a-L-arabinofuranosidase e acetilxilano esterase, que
agem em diferentes heteropolimeros. Para a degradacdo de glicomananos, participam B-
manosidases (KUMAR et al., 2008). Na Figura 3 sdo representados os sitios de acdo das
xilanases.

Xilanases sdo usadas comercialmente nas industrias de papel, alimentos e ragcéo animal
(LIAB et al., 2000). Na industria de papel e celulose, as xilanases melhoram o branqueamento
da polpa, diminuindo a quantidade de compostos de cloro no processo e, consequentemente,
diminuem a emissdo de organoclorados no efluente.

O interesse nas xilanases com outras propriedades bioquimicas aumentaram devido a
aplicabilidade na producéo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos. Nesse processo, 0s
materiais lignoceluldsicos sdo, usualmente, pré-tratados em meio &cido e, depois, a hidrolise
enzimatica € realizada para hidrolisar a celulose remanescente e as xilanases hidrolisam a

hemicelulose a agtcares monoméricos (PARACHIN et al., 2009).
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Figura 3. Representacdo da atuacdo das enzimas hemicelulases sobre a matriz hemicelulésica.

Sequéncia simplificada com énfase na degradacéo da xilana (SILVA, 2012).

3.3 Producdo de celulases e xilanases

3.3.1 Microrganismos produtores de celulases

Os fungos sdo os microrganismos mais estudados para a producdo de celulases e, entre
estes, destacam-se Trichoderma reesei, a forma anamdrfica de Hypocrea jecorina (KUBICEK
et al., 2009), cuja linhagem selvagem foi inicialmente estudada pelo Dr. Reese e Dr?
Mandels, nos laboratdrios de Natick-USA e, posteriormente, utilizada em varios programas de
melhoramento genético, como o que resultou na linhagem RUT C30, que € um mutante
desreprimido a glicose (PETERSON & NEVALAINEN, 2012).
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Podem ser citadas, também, linhagens de Aspergillus produtoras de celulases, como o
A. japonico (HERCULANO et al., 2011) e A. niger (DHILLON et al., 2012). Outra espécie
também estudada para a producdo de celulases ¢ Humicola insolens (KARLSSON et al.,
2002).

No género Penicillium, existem véarias espécies que apresentam potencial para a
producdo de celulases, como Penicillium decumbens (LIU et al., 2011), Penicillium
echinulatum (DILLON et al., 2006; DILLON et al., 2011), Penicillium funiculosum
(CASTRO et al., 2010), Penicillium janthinellum (SINGHVI et al., 2011).

Embora a producdo comercial atual de celulases seja de origem fungica, as celulases
bacterianas tém sido estudadas e tém grande interesse devido a alta taxa de crescimento,
termoestabilidade e propriedades alcalinas (SADHU & MAITI, 2013). Entre as celulases de
bactérias, o complexo denominado celulossoma, tal como o encontrado na bactéria termifilica
Clostridium thermocellulam, tem despertado interesse (ZHANG & LYND, 2004). Trata-se, 0
celulossoma, de um complexo de enzimas especializado na adesdo e degradacdo de celulose
que se localiza como protuberancias na superficie bacteriana, apresentando uma porgéo
central ndo catalitica (scaffoldin) que contém um dominio de ligacdo a celulose e varios sitios
(cohesins) onde se ligam as regides (dockerin) pertencentes as subunidades enzimaticas que
portam seus dominios cataliticos (SADHU & MAITI, 2013).

Como nas celulases fungicas, as celulases bacterianas, como as que estdo presentes em
Fibrobacter succinogenes (MCGAVIN & FORSBERG, 1989) e Runinococcus albus
(MORRISON & MIRON, 2000) apresentam regides de ligacdo a celulose.

Entre as bactérias celuloliticas, tem despertado interesse Anoxybacillus sp. (LIANG et
al., 2010), Bacillus subtilis (DEKA et al., 2013), Bacillus amyoliquefaciens (LEE et al, 2008),
Pseudomonas fluorescens (BEKARE et al, 2005), Nocardiopsis sp. (SARATALE & OH,
2011).

Entre as linhagens que tém um sistema de enzima celulolitica baseada na alta atividade
sobre papel filtro (FPA), encontra-se P. echinulatum 9A02S1 (DILLON et al., 2006). Esse
mutante foi obtido por tratamento com H,O, (um agente mutagénico), 2-deoxiglicose e por
aplicacdo de uma metodologia baseada no trabalho de Montenecourt & Eveleigh (1977).

O mutante 9A02S1 mostra estabilidade a 50 °C (CAMASSOLA et al., 2004) e altos
niveis de producdo enzimatica (CAMASSOLA & DILLON, 2007 a, b; 2009). O sistema
enzimatico de 9A02S1 mostra uma alta proporcao de B-glicosidase quando comparada com T.

reesei (MARTINS et al., 2008). Também, P. echinulatum tem a habilidade de crescer em
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sacarose, sendo um meio de baixo custo e soluvel, diferentemente do que foi observado para
T. reesei (DRUZHININA et al., 2006).

A partir do mutante 9A02S1 foi isolada uma nova linhagem variante genética por
mutagénese com H,O, e dois passos de triagem, suplementado com 2-deoxiglicose e
microfermentacdo em cultivo submerso. O mutante obtido, S1MZ29, proporcionou maior
atividade sobre papel filtro (FPA) e endoglicanase, alcangando mais rapidamente 0s picos

para essas enzimas do que a linhagem parental (DILLON et al., 2011).

3.3.2 Condicdes de cultivo e de controle

Sob cultivo submerso, diversos fatores influenciam a producdo de celulases e
xilanases, como a qualidade e a concentragdo do substrato, nutrientes, aeracdo, temperatura e
pH (BAILEY & TAHTIHARJU, 2003; HAKI & RAKSHIT, 2003; DELABONA et al.,
2012).

Para a producdo de celulases capazes de hidrolisar a biomassa a um custo reduzido, é
essencial a selecdo de linhagens de fungos que possuam elevadas capacidades de expresséo e
uma diversidade de enzimas celuloliticas com elevada atividade especifica (DELABONA et
al., 2012).

Algumas formas de celulose ou seus derivados induzem a maioria das enzimas
celuloliticas e, portanto, desempenham um papel importante na producdo (OLSSON et al.,
2003; JORGENSEN et al., 2005; JUHASZ et al., 2005). A celulose é considerada uma das
mais importantes fontes de carbono (NIRANJANE et al., 2007) e muitas celuloses tém sido
usadas como fonte de carbono para producéo de celulases, como, por exemplo, Avicel® e
Solka Floc®. No entanto, essas substancias tém um custo elevado, encarecendo processos em
grande escala. Fontes de material lignoceluldsico sdo mais econdmicas, tais como a palha de
trigo, bagaco de cana-de-agUcar e outros residuos da agricultura (LIMING & XUELIANG,
2004).

Delabona et al. (2012) utilizaram sacarose, lactose, glicerol e fruto-oligossacarideo
como fonte de carbono para producdo de celulases e xilanases utilizando Trichoderma
harzianum. Foram alcancadas atividades enzimaticas de 1,21 FPU/mL de celulase, 80,00
Ul/mL de xilanase e 17,32 Ul/mL de B-glicosidase com a utilizacdo de bagaco pré-tratado

com vapor seguido por deslignificacdo com NaOH mais sacarose em biorreator.
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Brijwani et al. (2010) apresentam, na Tabela 3, uma comparacdo entre T. reesei, A.
oryzae e a cultura mista contendo os dois microrganismos, apos 96 horas de cultivo em estado

solido, utilizando o substrato farelo de soja suplementado com farelo de trigo.

Tabela 3. Atividade celulolitica e xilanasica em Trichoderma reesei, Aspergilus oryzae e em cultura
mista com o0s dois microrganismos crescidos em cultivo em estado sélido, ap6s 96 horas de
fermentacdo (BRIJWANI et al., 2010).

Cultura Celulase total B-glicosidase Endoglicanase Xilanase
(FPU/g) (Ul/g) (Ul/g) (Ul/g)
T. reesei 6,55 6,30 60,17 515,90
A. oryzae 6,70 9,45 68,36 512,16
Mista 10,78 10,71 100,67 504,98

Os mutantes de P. echinulatum secretam celulases (medidas como FPA) acima de 2,0
Ul/mL quando se utiliza 1 % (m/v) de celulose como fonte de carbono em cultivo submerso
(DILLON et al., 2006; DILLON et al., 2011). Em cultivo em estado sélido (CES), com o
emprego de bagaco de cana-de-agUcar e farelo de trigo, foram observados titulos de FPA de
45,82 U/gdm em cultura com seis partes de bagacgo para quatro partes de farelo de trigo, apds
trés dias (CAMASSOLA & DILLON, 2010).

Hideno et al. (2011) utilizaram palha de arroz pre-tratada e celulose comercial como
fonte de carbono para a producdo de celulase, em cultivo submerso, pelo fungo Acremonium
cellulolyticus. Foram obtidos 0,58 U/mg de FPase, 1,25 U/mg de B-glicosidade e 19,73 U/mg
de CMCase com a utilizacdo de palha de arroz liofilizada ap6s moagem Umida em disco.

A producdo do complexo celulasico de A. niger NS-2 em CES no periodo de 96 horas,
utilizando-se diferentes residuos agricolas e domésticos sem pré-tratamento, resultou em
310,6 £ 3,0 U/gds de CMCase, 16,8 + 0,15 U/gds de FPA ¢ 33,0 + 1,2 U/gds de B-glicosidade
com farelo de trigo. Com a utilizacdo de bagaco de cana-de-acUcar, as atividades obtidas
foram 5,0 £ 0,1 U/gds de CMCase, 1,5 + 0,005 U/gds de FPA ¢ 3,0 + 0,03 U/gds de B-
glicosidade. Com o uso de cascas de batatas como substrato, o valor de 31,3 + 0,3 U/gds de
CMCase, 5,9 £ 0,17 U/gds de FPA e 18,3 + 0,43 U/gds de B-glicosidade (BANSAL et al.,
2012).

Prévot et al. (2013) observaram que o complexo enzimatico produzido em CES com

T. reesei Rut-C30, utilizando como fonte de carbono farelo de trigo, mostrou maior eficiéncia
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da acdo de celobiohidrolase e melhor capacidade de conversdo com farelo de trigo,
provavelmente devido a presenca de enzimas acessorias. Observaram concentragdes de 103,0
U/g para endoglicanase ¢ 38,1 U/g para B-glicosidase. Concluiram que o CES pode ser uma
tecnologia promissora para hidrolisar biomassas e baixar o custo do processo.

Tem-se sugerido que a producédo de enzimas em plantas comerciais de etanol seja feita
com a utilizacdo do material lignoceluldsico disponivel como fonte de carbono, pois o custo é
menor, ha menos processamento a jusante e o tempo de armazenamento é reduzido. Também,
tém-se sugerido que o cultivo de fungos em material lignoceluldsico especifico pode produzir
enzimas diferentes e com composicao especialmente adequada para a hidrélise deste material
em particular JORGENSEN & OLSSON, 2006).

A repressdo pela glicose para sintese de celulases constitui-se em uma caracteristica
que esta distribuida nos microrganismos celuloliticos e vérias tentativas tém sido feitas para o
desenvolvimento de mutantes resistentes a repressdo catabdlica (MONTENECOUT &
EVELEIGH, 1981; DILLON et al., 2006; SINGHANIA et al., 2010; DILLON et al., 2011;
RAGHUWANSHI et al., 2014).

Tanto a natureza quanto a quantidade de nitrogénio disponivel também exercem
grande influéncia sobre a producdo de enzimas celuloliticas extracelulares (LEVIN et al.,
2010). Garcia-Martinez et al. (1980) testaram, com Clostridium thermocellum, vérias fontes
de nitrogénio para crescimento e producdo de celulases em comparacdo com sulfato de
amonio. Foram testados nitrato de amonio, nitrato de potassio, ureia e valina. O nitrato e o
sulfato de aménio suportam altos niveis de crescimento, mas a ureia proporciona altos titulos
de B-glicosidases.

Doppelbauer et al. (1987) suplementaram a solucdo mineral basica (MANDELS &
REESE, 1957) com 0,05 a 2,0 % (m/v) de peptona. Quando houve aumento de 0,05 para 2,0
% (m/v) de peptona no meio com polpa sulfitada, houve duplicagdo de producdo de B-
glicosidase. Ndo houve um efeito mensuravel para producédo de FPA.

O uso de surfactantes (p. ex. Tween-80®, Tween-60® e Tween-20®), além das
condicBes do processo e uso de indutores, sd0 necessarias para aumentar a atividade de
celulases e xilanases por T. reesei e Trichoderma viride (CALLOW & JU, 2012).

A adicdo de surfactantes ndo idnicos, como o Tween 80, em culturas flngicas,
resultou em aumento da producdo de enzimas (REESE & MAGUIRE, 1969). O efeito
positivo do Tween 80® é geralmente aceito e a maioria dos pesquisadores usam concentracdes
de 0,1 a 0,2% (m/v) em culturas de frascos sob agitacdo (ESTERBAUER et al., 1991).
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A sintese e secrecdo de enzimas por fungos sdo reguladas por diversos fatores
ambientais. O mais importante é o pH extracelular, que atua como um sinal essencial para o
crescimento, diferenciacdo e viruléncia de fungos patogénicos. Assim, o0s fungos
desenvolveram mecanismos eficientes para sentir e responder a alteragdes no pH do ambiente
(RAMIREZ-COUTINO et al., 2010). Sendo observado que as maiores producdes de xilanases
em pH 6,0 (em torno de 95 Ul/mL) e de celulases em pH 4,5 (em torno de 4,3 Ul/mL) por T.
reesei Rut C-30 sdo favorecidas (XIONG et al., 2004). Valores de pH entre 5 e 6 parecem ser
favoraveis a producdo de enzimas por T. harzianum. Mantendo-se o pH em 5,0 para T.
harzianum ocorre diminuigdo da contaminagdo microbiana (DELABONA et al., 2012).

Amdnia é consumida durante o crescimento de microrganismos e o pH cai, podendo
interferir na producdo enzimética, assim como na acdo de enzimas (STERNBERG &
DORVAL, 1979). Em frascos sob agitacdo, ha grande dificuldade de regular o pH, assim
solugdes tampdes sdo utilizadas (GARCIA-MARTINEZ et al., 1980; ESTERBAUER et al.,
1991).

T. reesei Rut C-30 é conhecido por produzir maior atividade de celulases em pH 4,5 e
para a producéo de xilanase, enquanto para o crescimento o pH 6timo é 6,0 (CALLOW & JU,
2012). Para P. echinulatum S1M29, as maiores atividades de xilanases (18,5 IU/mL),
endoglicanases (8,2 Ul/mL) e FPA (0,9 Ul/mL) foram obtidas em pH inicial entre 6,0 e 7,0,
em frascos sob agitacdo. Em biorreator, as maiores atividades para essas enzimas foram
obtidas em pH entre 5,5 e 6,5 (REIS et al., 2014). O maior crescimento de Clostridium
thermocellum (~ 0,7 mg/mL) foi observado em pH inicial de 7. A atividade de endo-j-
glicanase (~ 1,20 UI/mL) ocorreu a um pH inicial de 7,4 (GARCIA-MARTINEZ et al.,
1980).

Assim como o pH é um importante parametro de cultivo para obtengdo da maxima
producdo de enzimas celulases, a temperatura também é critica (JUHASZ et al., 2005;
SOHAIL et al., 2009). A temperatura 6tima para a producdo de celulases em frascos sob
agitacdo em T. reesei é de 25 a 28 °C e para o crescimento do microrganismo é de 30 °C
(ESTERBAUER et al., 1991).

Foram produzidas atividades de celulases (FPA = 8,3 Ul/mL; endoglicanases = 37,3
Ul/mL) e xilanases (177 Ul/mL) por P. echinulatum S1M29 em culturas em batelada
alimentada com temperatura mantida em 28 °C e pH mantido em 6,0. Nesse experimento, a

concentracdo de oxigénio dissolvido foi mantida acima de 30 % e a frequéncia dos agitadores
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entre 270 e 750 rpm (REIS et al., 2013). Delabona et al.( 2012) ajustaram o nivel de O,
dissolvido para que ndo ficasse abaixo de 30% da saturacdo do ar.

Outro fator importante é a formagdo de espuma, que pode ser controlada no meio pela
adicdo de agentes antiespumantes, como por exemplo, polipropileno glicol em concentracGes
de 1 mL/L (DELABONA et al. 2012). Também, silicone pode ser adicionado ao meio como
agente antiespumante (DOPPELBAUER et al., 1987).

3.3.3 Processos de cultivos sélidos e liquidos para producdo de enzimas

Sistemas de cultivos solidos e liquidos tém sido usados para producdo de enzimas, mas
0 primeiro apresenta vantagens adicionais, pois tem um custo mais baixo, menor consumo de
energia, um meio de fermentagédo simples, tem produtividade superior, ndo requer um controle
rigoroso de parametros de fermentacdo e produz pouco efluente liqguido (BANSAL et al.,
2012; CUNHA et al., 2012).

Cultivo em estado solido (CES) ou fermentacdo em estado solido (solid-state
fermentation) pode ser definido como o crescimento de microrganismos em materiais solidos
na auséncia ou quase auséncia de agua livre. Crescimento de fungos em CES é diferente
quando comparado com o crescimento em cultivos submersos (CS) por causa de diferentes
fendmenos de superficie, umidade e composi¢cdo quimica do substrato. Varios estudos tém
registrado maior atividade enziméatica em CES do que em CS, quando se comparam a mesma
linhagem e meio de cultivo (WINQUIST et al., 2008; SINGHANIA et al., 2010; CUNHA et
al., 2012; PREVOT et al., 2013).

O CES para producéo de celulases tem despertando o interesse como uma tecnologia de
custo eficaz, pois produz titulos relativamente elevados de celulase, devido as condicdes de
cultivo, que apresentam semelhanca com o ambiente natural. O CES pode ser considerado
como uma tecnologia de futuro para producdo comercial de celulases, considerando o baixo
custo inicial e a capacidade de utilizar fontes naturalmente disponiveis de celulose como
substrato. CES oferece muitas vantagens sobre CS, incluindo maiores atividades enzimaticas,
maior concentracdo de produtos, menor geracdo de efluentes e repressdo catabolica baixa
(SINGHANIA et al., 2010).

Comercialmente, a maior parte das celulases e xilanases sdo produzidas em CS, pois
se tem considerado que os fatores de producdo sdo mais faceis de controlar e manter. No

entanto, o método pode ser complexo, pois envolve mistura, aeracdo, controle e
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monitoramento de temperatura, pH, oxigénio dissolvido, entre outros fatores. Também, os
fungos filamentosos, que sdo considerados como fortes excretores de celulases e xilanases,
apresentam melhor desempenho utilizando CES, pois o meio so6lido simula o habitat
natural dos fungos. Além disso, CES é mais vantajoso, uma vez que apresenta maiores
atividades enzimaticas, maior estabilidade do produto, baixo risco de contaminacao e custos
instrumentais menores. Outra vantagem é o uso de residuos agro-lignoceluldsicos solidos de
baixo custo que atuam como fonte de carbono e energia, diminuindo ainda mais a necessidade
de meio nutritivo dispendioso (LEVER et al., 2010; ANG et al., 2013), pois o substrato
utilizado é fator determinante no processo para reducdo de custos de producdo de enzimas.
Varios substratos celulésicos tém sido utilizados, como bagaco de cana-de-agUcar, palha de
milho, farelo de trigo, farelo de soja, entre outros.

Cultivo submerso (CS), ou fermentacdo submersa (submerged fermentation), é definido
como o cultivo na presenca de excesso de agua (SINGHANIA et al., 2010; PREVOT et al.,
2013). Quase todas as instalacdes produtoras de enzimas em grande escala estdo usando a
tecnologia de CS, devido a um melhor monitoramento e facilidade de manuseio
(SINGHANIA et al., 2010).

Para cultivos com fungos, a maioria dos modelos citados na literatura descreve o CS em
meios homogéneos, onde a morfologia dos fungos pode ser de micélios livres ou pellets, ou
uma combinacéo dos dois (KOUTINAS et al., 2003).

O CS gera produtos mais diluidos, mas uma vantagem dos sistemas homogéneos
submersos sdo as técnicas de controle e monitoramento do biorreator ja serem bem
estabelecidas (CUNHA et al., 2012). Os CS tém inconvenientes como as enzimas produzidas
terem estabilidade menor em relacdo a temperatura, pH e ions metalicos. Algumas enzimas
ndo sdo secretadas para 0 meio como em CES (LI et al., 2013).

Celulases e xilanases podem ser produzidas por CS em frascos sob agitacdo ou em
biorreatores. Os processos em biorreatores podem ser operados de trés modos: em batelada,
continuo ou em batelada alimentada. Em operacGes em batelada, todos os nutrientes devem
estar presentes no inicio do processo, antes da inoculagdo. Em um processo de cultivo
continuo, hd uma entrada e uma saida no meio para que o volume e a concentracdo de
nutrientes mantenham-se constantes. Nos processos em batelada alimentada, um ou mais
nutrientes sdo fornecidos ao meio, mas ndo ha fluxo de saida durante o experimento
(MINIHANE & BROWN, 1986; JOHNSON, 1987; REIS et al., 2013).
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Embora a maioria dos processos utilizados seja em batelada, ha tentativas de se produzir
celulases em batelada alimentada com maior producdo de enzimas ou em modo continuo, que
supostamente pode ajudar na repressao causada pelo acimulo de agUcares redutores no meio
(HENDY et al., 1984; JOHNSON, 1987; SZABO et al., 1996; SINGHANIA et al., 2010;
REIS et al., 2013).

No cultivo descontinuo alimentado, um ou mais nutrientes sdo fornecidos enquanto as
células e os produtos permanecem no biorreator até o fim da operagdo. Este processo &,
geralmente, superior ao processamento em batelada quando as concentragdes de nutrientes
afetam a produtividade e o rendimento do produto final (MINIHANE & BROWN, 1986; LEE
etal., 1999).

Vérias estratégias tém sido desenvolvidas para controlar a concentracdo de nutrientes
num intervalo 6timo de tempo. Esse controle ndo é simples, uma vez que faltam modelos
precisos para descrever o crescimento celular e a formacdo de produto, a natureza do
bioprocesso ndo é linear, 0 processo apresenta resposta lenta e faltam sensores seguros para
controles dos parametros on-line (LEE et al.,1999).

A fim de controlar o processo, varios parametros sdo usados e podem ser classificados
como variaveis medidas ou manipuladas. Varidveis medidas diretamente incluem a
temperatura, o pH, oxigénio dissolvido (OD), concentracdo do substrato, pressdo e
composicao do gas na saida. Esses parametros podem ser medidos diretamente por oximetros,
pHmetros, termdmetros, espectrofotdmetros, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
analisadores de glicose, cromatografos a gas e espectrdmetros de massa. As variaveis
indiretamente determinadas (manipuladas) podem ser a taxa de crescimento especifico (l),
concentracdo de células (x), taxa de consumo de oxigénio (OUR), taxa de transferéncia de
oxigénio (OTR), taxa de evolucdo de dioxido de carbono (CER) e quociente respiratorio
(RQ). As variaveis manipuladas incluem a velocidade de agitacdo e a taxa de alimentacdo de
substrato (MINIHANE & BROWN, 1986; JOHNSON, 1987; SZABO et al., 1996; LEE et al.,
1999; VALENTINOTTI et al., 2003).

3.4 Hidrdlise e pré-tratamentos
O processo para a producdo de etanol a partir de materiais lignocelul6sicos requer uma

etapa de hidrolise para a obtencdo de agucares fermentaveis, podendo ser hidrélise acida ou

enzimatica. As condicGes para a hidrélise &cida sdo severas, tais como temperaturas elevadas
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e pH baixo. Assim, para essas condi¢Oes, sd0 necessarios equipamentos de custo elevado,
resistentes a corrosdo. Também, ha a exigéncia de neutralizacdo antes da fermentacdo. Outro
fator é a producéo de inibidores como o furfural e o 5-hidroximetilfurfural. Em contrapartida,
a hidrolise enzimatica € realizada em condi¢cGes mais brandas e tem potencial para total
conversdo de biomassa em glicose, devido a alta especificidade das reacfes enzimaticas
(KHAWLA et al., 2014).

A hidrdlise enzimatica de materiais celulésicos através de enzimas celulésicas € um dos
caminhos mais promissores para a obtencdo de combustiveis e produtos quimicos alternativos
(ADSUL et al., 2005; KHAWLA et al., 2014).

A hidrolise enzimatica da celulose ocorre através de um sistema complexo de reacdes
envolvendo varias etapas: transferéncia de enzimas da fase aquosa até a superficie das
particulas celulésicas; adsorcdo da enzima e formacdo do complexo enzima-substrato
(considerada a etapa critica do processo); hidrdlise da celulose; transferéncia de celodextrinas,
glicose e celobiose da superficie das particulas celulésicas até a fase aquosa; hidrolise das
celodextrinas e celobiose a glicose na fase aquosa (WALKER & WILSON, 1991).

O rendimento da hidrolise enziméatica depende do tipo do material e de outros fatores,
podendo-se citar o conteudo e, principalmente, a acessibilidade da celulose na matriz,
eficiéncia das enzimas utilizadas, modo de interagé@o entre as celulases e a fibra celuldsica, o
grau de ruptura mecénica, fatores fisico-quimicos (temperatura, pH, duracdo de exposicao,
concentracdo inicial de enzimas, presenca de inibidores, concentracdo de substrato, natureza
das celulases empregadas, entre outros fatores) (WALKER & WILSON, 1991; SINGHANIA
etal., 2010; BRUMMER et al., 2014; RAGHUWANSHI et al., 2014).

Muitas caracteristicas especificas sdo desejadas em celulases para conversdo de
biomassa, tais como alta eficiéncia catalitica sobre substratos celuldsicos insoluveis, maior
estabilidade a temperaturas elevadas e em um determinado pH e elevada tolerancia a inibicéo
do produto final. A maioria dos fungos filamentosos, tais como T. reesei e A. niger produzem
celulases acidas, que sdo adequadas para a hidrdlise da biomassa. Normalmente, a
temperatura de 50 ° C é utilizada para a hidrélise por celulase (CAMASSOLA et al., 2004;
SINGHANIA et al., 2010).

Tem-se mostrado frequentemente que o percentual e a extensdo da hidrélise celul6sica
sdo influenciados pela estrutura do substrato celulésico. Os dois itens considerados mais
importantes sdo a area superficial e a cristalinidade. A celulose € um substrato poroso

heterogéneo com superficie externa e interna. As fibras celul6sicas contém regides amorfas e
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cristalinas. As regides cristalinas sdo consideradas de maior dificuldade para degradacéo.
Assim, tém sido desenvolvidos pré-tratamentos para reduzir a cristalinidade e aumentar a area
superficial da celulose, através da remocdo da lignina e hemicelulose (Figura 5). Os pré-
tratamentos podem ser fisicos, fisico-quimicos, quimicos ou biolégicos (WALKER &
WILSON, 1991; SUN & CHENG, 2002; MAEDA et al., 2011; MOOD et al., 2013).

Lignina

Celulose

Hemicelulose

Pré-tratamento

Figura 4. Representacdo esquematica do efeito do pré-tratamento em material lignocelulésico
(MOOQOD et al., 2013).

Entre os pré-tratamentos fisicos, podem ser citados a trituracdo mecénica, moagem
(moinho de bolas, moagem de dois rolos, moagem por martelo, moagem coloidal e moagem a
disco sdo o0s processos mais utilizados), extrusdo, congelamento, radiacdo por micro-ondas,
entre outros. O objetivo desses processos € reduzir o tamanho das particulas de materiais
lignocelulésicos e, também, diminuir o grau de polimerizacdo e conduzir a descristalizacao da
matéria-prima. Em muitos casos, combinacGes de pré-tratamentos fisicos e outros pre-
tratamentos sdo utilizadas (SUN & CHENG, 2002; ALVIRA et al., 2010; MOOD et al.,
2013).

Como pré-tratamentos fisico-quimicos, sdo utilizados a exploséo a vapor, a explosdo de
fibra com amdnia (AFEX — ammonia fiber explosion) e a explosdo com CO,. A explosdo a

vapor é o método mais comumente utilizado. Neste método, lascas de biomassa sdo tratadas



37

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

com vapor saturado de alta pressdo e, em seguida, a pressao € reduzida rapidamente, o que faz
com que os materiais sejam submetidos a uma descompressdo explosiva. Esse processo
normalmente € iniciado a uma temperatura de 160-260 °C (correspondendo a presséo de 0,69-
48,83 MPa), durante alguns segundos a alguns minutos antes que o material seja exposto a
pressdao atmosférica. Esse processo provoca a degradacdo da hemicelulose e lignina devido a
alta temperatura, aumentando o potencial de hidrolise. No processo AFEX, 0s materiais
lignocelulésicos sdo expostos a amoniaco liquido a temperatura e pressao elevadas durante
um periodo de tempo e, em seguida, a pressdo é reduzida rapidamente. Esse processo pode
melhorar significativamente as taxas de sacarificacdo de vérias culturas herbéceas e
gramineas. Também, pode ser usado para o pré-tratamento de palhas, farelos e outros
materiais lignocelulésicos. O processo de explosdo com CO, é semelhante aos processos de
explosdo a vapor e AFEX. Postula-se que o CO, formaria acido carbonico, aumentando a taxa
de hidrolise (SUN & CHENG, 2002; MOOD et al., 2013).

Os pre-tratamentos quimicos descritos para lignocelulosicos séo a ozondlise, a hidrolise
acida, a hidrolise alcalina, a delignificagdo oxidativa e o processo com solventes organicos
(SUN & CHENG, 2002). Também, podem ser citados os pré-tratamentos com liquidos
ibnicos (MOOD et al., 2013).

Na ozonolise, o ozbnio € usado para degradar a lignina e a hemicelulose. Tem como
vantagens a remocao eficaz da lignina, ndo produz efluente toxico, as reacdes sdo realizadas
em temperatura e pressdo ambientes. O inconveniente € que ha a necessidade de quantidades
elevadas de 0z6énio, tornando o custo do processo elevado. Na hidrolise &cida, acidos sulfdrico
e cloridrico concentrados sdo usados para tratar os materiais lignocelulésicos. S&o agentes
poderosos para a hidrélise da celulose, mas sdo toxicos, corrosivos, perigosos e necessitam de
reatores resistentes a corrosdo. Ainda, o acido concentrado deve ser recuperado apos a
hidrolise, para que o processo seja viavel economicamente. O processo de hidrolise alcalina
pode utilizar algumas bases como hidréxido de so6dio e amoniaco. O tratamento de materiais
lignocelulésicos com NaOH diluido causa intumescimento no material, levando a um
aumento da area superficial interna, diminuicdo do grau de polimerizacdo, decréscimo da
cristalinidade, separacdo das ligacdes estruturais entre a lignina e hidratos de carbono e
ruptura da estrutura da lignina. No processo de deslignificacdo oxidativa, a biodegradacdo da
lignina pode ser catalisada pela enzima peroxidase na presenca de H,0,. O processo com
solventes (organosolv) utiliza solventes organicos ou solventes organicos aquosos juntamente

com catalisadores &cidos inorgéanicos (HCI ou H,SO,) para quebrar as ligagdes internas de
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lignina e hemicelulose. Podem ser utilizados solventes como metanol, etanol e acetona (SUN
& CHENG, 2002; MOOD et al., 2013). O pré-tratamento com liquidos idnicos (LIs) pode
dissolver carboidratos e lignina simultaneamente. Sdo usados sais organicos compostos de
cations e ions, normalmente grandes cations organicos e pequenos ions inorgénicos. A
celulose pode ser dissolvida por Lls contendo cloreto, formato, acetato ou ions
alquilfosfonatos. Ligacfes de hidrogénio sdo formadas entre os ions ndo hidratados de LIs e
o0s prétons hidroxila dos agucares que conduzem a degradacdo da rede complexa de celulose,
hemicelulose e lignina (MOQOD et al., 2013).

Nos processos de pré-tramento bioldgico, microrganismos como fungos da podridao, sdo
usados para degradar a lignina e a hemicelulose. Os fungos da podriddo marrom atacam
principalmente celulose e os fungos da podriddo branca e mole atacam tanto celulose quanto
lignina. Os fungos da podriddo branca sdo os basidiomicetos mais eficazes para o pré-
tratamento biologico de materiais lignocelulosicos (SUN & CHENG, 2002; MOOD et al.,
2013).

A adicdo de agentes tensoativos durante a hidrolise é capaz de modificar as propriedades
de superficie da celulose e minimizar a ligacdo irreversivel da celulase com a celulose. Os
surfactantes ndo i6nicos utilizados na hidrélise enzimatica incluem Tween 20°, 80°,
polioxietileno glicol, Tween 81%, Emulgen 147®, anfotérico Anhitole 20BS®, e os catidnicos
Q-86W®, ramnolipido e bacitracina. Os efeitos inibitorios foram observados com catiénico Q-
86W® em concentraco elevada e com o surfactante aniénico Neopelex F-25®. Assim, acredita-
se que os surfactantes ndo idnicos sdo mais apropriados para aumentar a hidrélise da celulose
(SUN & CHENG, 2002).

3.5 Processos de producéo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos

A biomassa sacarificada é utilizada para a fermentacdo. No entanto, a utilizacao
industrial de lignoceluloses para producdo de bioetanol € dificultada pela falta de
microrganismos que possam fermentar, de forma eficiente, pentoses e hexoses. Um
microrganismo ideal deve desencadear ampla utilizacdo do substrato, ter alto rendimento e
alta produtividade, resistir a altas concentracGes de etanol e altas temperaturas, deve ser
tolerante aos inibidores presentes no hidrolisado e ter atividade celulolitica para que a
producdo do etanol seja viavel. Assim, vém sendo estudados microrganismos geneticamente
modificados para obter a total utilizacdo dos agucares presentes no hidrolisado (TALEBNIA
et al., 2010; SARKAR et al., 2012).



39

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os microrganismos mais conhecidos para a producéo de etanol a partir de hexoses séo
a levedura Saccharomyces cerevisiae e a bactéria Zymomonas mobilis, que apresentam altos
rendimentos em etanol (90-97 % do valor tedrico) e tolerancia elevada ao etanol no meio de
fermentacdo. A incapacidade de utilizar xilose, o principal acglicar C5 derivado da
hemicelulose, € a principal desvantagem das linhagens nativas de S. cerevisiae e Z. mobilis
(TALEBNIA et al., 2010).

Os processos estudados para fermentacdo de hidrolisado lignocelul6sico sdo
sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF) e hidrélise e fermentacdo separadas (SHF). O
processo SHF tem sido o mais usado, mas SSF é superior para a producdo de etanol, uma vez
que pode aumentar o rendimento, removendo a inibicdo do produto final e eliminando a
necessidade de reatores separados, mas a diferenca nas condi¢cdes de temperatura ideal da
enzima para a hidrolise e o desenvolvimento da fermentacdo é um limitante. Pode-se diminuir
a desvantagem de SSF pela utilizagdo de microrganismos termotolerantes,
como Kluyveromyces marxianus, que podem suportar temperaturas mais elevadas, necessarias
para a hidrolise enzimatica (BINOD et al., 2010; TALEBNIA et al., 2010; SARKAR et al.,
2012).

Além de SSF ou SHF, as alternativas disponiveis sdo bioprocessamento consolidado —
CBP - (BINOD et al.,, 2010; SARKAR et al., 2012) e sacarificacdo com cofermentacao
simultdnea — SSCF - (SARKAR et al., 2012). No CBP, a hidrélise da biomassa, a producéo
de celulases e a fermentacdo do etanol séo realizados juntos em um dnico reator. O processo
também é conhecido como conversdo microbiana direta — DMC - (TALEBNIA et al., 2010;
SARKAR et al., 2012). Mono ou cocultura de microrganismos sdao geralmente utilizadas para
fermentar celulose diretamente a etanol.

Nos hidrolisados lignoceluldsicos, a glicose e a xilose sdo 0s agucares em maior
concentracdo. A principal dificuldade de utilizar dois microrganismos para a cofermentacéo
destes dois tipos de acglcares é a incapacidade de fornecer as condigdes ambientais Gtimas
para as duas linhagens de forma simultanea. Muitos estudos relatam que, enquanto a
fermentacao de glicose na mistura de agUcar prosseguiu de forma eficiente com uma levedura
de fermentacdo de glicose tradicional, a fermentacdo da xilose foi frequentemente lenta e de
baixa eficiéncia, devido ao conflito de requisitos de oxigénio entre as duas leveduras e/ou a
repressdo catabdlica na assimilacdo da xilose causada pela glicose (BINOD et al., 2010).

O CBP, no entanto, ndo é um processo eficiente por causa do baixo rendimento na

producdo de etanol e periodos longos de fermentacdo (3-12 dias). Em SSCF, os
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microrganismos da cofermentacdo precisam ser compativeis em termos de pH e temperatura
de operacdo. Uma combinacdo de Candida shehatae e S. cerevisiae foi relatada como sendo
adequada para o processo SSCF. Fermentacdo sequencial com dois microrganismos diferentes
em diferentes periodos do processo de fermentacdo para a melhor utilizacdo do agucar
também tem sido empregada com S. cerevisiae na primeira fase para a utilizacdo de hexoses
e C. shehatae na segunda fase para a utilizacdo das pentoses, mas os rendimentos de etanol
atingidos ndo séo elevados (SARKAR et al., 2012).

Alternativamente, a engenharia genética tem sido empregada para desenvolver em um
Unico microrganismo a capacidade de fermentar concomitantemente a glicose e a frutose
(BINOD et al., 2010; SARKAR et al., 2012).

Diante desse contexto, este trabalho visou a producdo de celulases e xilanases com a
substituicdo parcial ou total de farelo de trigo e/ou de soja por residuos de nabo forrageiro, em
cultivos em estado solido e submerso, aumentando, assim, 0s conhecimentos em processos ja
existentes. Também, visou auxiliar a obtencdo de uma nova aplicacdo para o residuo de nabo

forrageiro (torta).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismo

Foi utilizada a linhagem S1M29 de P. echinulatum, obtida a partir da linhagem de
9A02S1, apos etapas de mutagénese com H,O, (DILLON et al., 2011). A linhagem utilizada
pertence & cole¢do de microrganismos do Laboratorio de Enzimas e Biomassa do Instituto de
Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul (UCS).

4.2 Meios de cultivo

Meio sélido para crescimento e manutencdo da linhagem de P. echinulatum S1M29:
para preparar 100 mL do meio, utilizou-se 10 mL de SM, 0,1 g de proteose peptona, 40 mL da
suspensdo de 2,5 % (m/v) de celulose intumescida, 2 g de agar e 50 mL de agua destilada.

A solucdo mineral (SM) baseou-se na formulacdo de Mandels & Reese (1957) e foi
composta por: KH,PO4 (2,0 g); (NH4)2SO4 (1,3 g); CO(NH2), (0,3 g); MgSO,4.7H,0 (0,3 9);
CaCl, (0,3 g); FeS04.7H,0 (5,0 mg); MnSO,4.H,0 (1,56 mg); ZnSO,.7 H,0 (1,4 mg); CoCl,.6
H,0 (2,0 mg). Estes sais foram dissolvidos em 1000 mL de &gua destilada, sendo a solugédo
autoclavada e armazenada a 4 °C.

Meio controle para producéo de celulases em cultivos em estado sélido (CES): o meio
controle de CES foi constituido de 1,0 g de farelo de trigo e 1,0 mL de SM. Foi avaliada a

variacdo da composicéo do meio controle utilizando-se residuo de nabo forrageiro (Tabela 4).

A torta de nabo forrageiro (Raphanus sativus L.) resultante da extracdo do éleo foi
cedida pelo professor Gabriel Pauleti, do Curso de Agronomia da Universidade de Caxias do
Sul. Essa torta foi designada como residuo de nabo forrageiro (RNF). Para retirar o 6leo
excedente ainda presente na torta, foi realizado processo de extracdo em extrator Tecnal TE-

044, durante 2 horas, com alcool etilico.
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Tabela 4. Composi¢cdo dos meios de cultivo em estado solido empregados para a producéo de
celulases e xilanases por Penicillium echinulatum.

FT (9) RNF

(9)

Meio 1 (controle) 1,0 -
Meio 2 - 1,0
Meio 3 0,5 0,5
Meio 4 0,75 0,25
Meio 5 0,25 0,75

FT — farelo de trigo; RNF - residuo de nabo forrageiro ap6s a extracdo do 6leo.

Meio liquido controle de crescimento e producédo de celulases em cultivos submersos:
utilizou-se, para cada 100 mL do meio, 10 mL de SM, 0,5 g de farelo de trigo, 0,2 g de farelo
de soja, 1 g de celulose, 0,1 mL de Tween 80®, 90 mL de &gua destilada. Apds a
autoclavagem, adicionou-se 0,16 mL de solucdo de ciprofloxacino (dissolucdo de um
comprimido de cloridrato de ciprofloxacino Proflox®- EMS S/A correspondendo a uma
quantidade de 500 mg de ciprofloxacino em 40 mL de &gua destilada esterilizada. Para cada
100 mL de meio de cultivo, acrescentou-se 0,16 mL da solucdo de antibiotica para atingir uma
concentracdo final minima de 0,02 mg/mL).

Foi avaliada a possibilidade de utilizar o residuo de nabo forrageiro em substituicdo ao
farelo de soja, farelo de trigo e celulose ou combinagdes dos mesmos, como descrito na
Tabela 5.

Tabela 5. Composicdo dos meios de cultivo empregados para a producdo de celulases e xilanases por
Penicillium echinulatum em cultivo submerso.

Celulose Farelo de trigo Farelo de soja RNF
(9/100 mL) (9/100 mL) (9/100 mL) (9/100 mL)
Meio 1 (controle) 1,0 0,5 0,2 -
Meio 2 1,0 - - 0,7
Meio 3 - - - 1,7
Meio 4 1,0 - 0,2 0,5

RNF - residuo de nabo forrageiro ap6s a extragéo do 6leo

Todos os meios de cultivo preparados para este trabalho foram autoclavados a 1 atm

durante 15 minutos.
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4.3 Procedimentos
4.3.1 Crescimento e manutencao de linhagens

As culturas foram crescidas em tubos de ensaio contendo o meio de crescimento e
manutenc¢do, incubadas durante sete (07) dias a 28°C até a formacdo de conidios. Os tubos
foram armazenados a 4°C até a serem utilizados para a preparacdo das suspensbes de

conidios.
4.3.2 Producéo de celulases e xilanases em cultivos em estado solido

Para CES conduzidos em bancada, foram utilizados frascos de vidro de 12 cm de altura
por 4 cm de didmetro, contendo 1 grama de substrato embebido com 1 mL de SM, conforme
Mandels & Reese (1957). Os ensaios foram realizados em quadriplicatas. Os frascos foram

autoclavados a 1 atm durante 15 minutos. Apds, 0os meios foram inoculados com 1 mL de uma

suspensdo 1 x 108 conidios/mL. Os frascos foram mantidos em camara com umidade relativa
em torno de 95 % e temperatura de 28 a 30 °C, durante seis (06) dias. As coletas foram
realizadas em 48, 72, 96, 120 e 144 horas. As amostras coletadas ndo retornaram a camara
umida.

O meio foi homogeneizado e, apos, foram adicionados 10 mL de agua destilada e o pH
foi determinado (pHtex® PHS-3B). Em seguida, 17 mL de tamp#o citrato 0,05 mol/L com pH
ajustado em 4,8 foram acrescentados a cada frasco visando a extracdo da enzima. Os frascos
foram mantidos sob agitacdo (120 rpm) durante 30 minutos. Apds, as amostras foram
transferidas para tubos e centrifugadas a 4000 rpm, a temperatura de 4 °C, durante 30
minutos. O sobrenadante foi utilizado na determinacdo de acUcares redutores e atividades

enzimaticas.
4.3.3 Producao de celulases e xilanases em cultivos submersos

Frascos Erlenmeyers de 500 mL, contendo 100 mL do meio liquido para a producéo de
celulases, foram inoculados com uma suspensdo de conidios para possibilitar 1x10°
conidios/mL. Os ensaios foram realizados em quadriplicatas. Os frascos foram mantidos a 28

°C e agitagdo reciproca (180 rpm), durante cinco dias. As amostras foram coletadas a cada 24
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horas para a realizacdo das dosagens enzimaticas e ndo retornaram ao agitador. Apos a coleta
das amostras, foi determinado o pH e as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm, a

temperatura de 4 °C, durante 30 minutos.

4.3.4 Hidrolise enzimatica de residuos lignocelulésicos

A avaliacdo do potencial hidrolitico do complexo enzimético produzido na presenca de
residuo de extracdo de Gleo de nabo forrageiro foi realizada de acordo com Adsul et al.
(2005), com algumas modificacbes. Foi avaliado o potencial hidrolitico sobre diferentes
substratos: capim elefante, capim elefante pré-tratado por explosdo a vapor, bagaco de cana-
de-acucar, bagaco de cana-de-acUcar pre-tratado por exploséo a vapor. Tambem, empregou-se
celulose Celufloc E® (Celuflok Celulose e Amidos Ltda.) e Avicel® (celulose microcristalina
Fluka).

Em frascos de 50 mL, foram adicionados 1 g de diferentes substratos celulosicos. Esse
processo foi realizado em triplicata. Foram utilizadas 10,0 Ul de FPA/g de substrato,
proveniente de extratos enzimaticos obtidos em diferentes cultivos: CES (50 % RNF + 50 %
FT), CS (41,18% RNF + 58,82 % Cel) e EP (Enzima Padrdo) produzida em CES (50 %
bagaco de cana-de-acUcar + 50% de farelo de trigo). Completou-se o volume para 50 mL com
tampdo citrato (pH 4,8; 50 mmol/L) e foi adicionada azida sddica para obtencdo de
concentracdo final de 0,02 % (m/v). Esta mistura colocada em banho-maria a 50 °C - condicao
Otima para atividade enzimatica de P. echinulatum, conforme Camassola et al. (2004) - com
agitacdo mantida a 150 rpm. Volumes de 1 mL foram coletados em 0O, 3, 6, 12, 24, 48 e 72

horas para analise de agucares.

4.4 Métodos analiticos

4.4.1 Determinacdo de FPA (atividade enzimatica sobre papel filtro)

Para a dosagem de celulases totais foi utilizada a analise de atividade enzimatica sobre
papel filtro (FPA), adaptada de Mandels et al. (1976), descrita em Camassola & Dillon
(2012).

Foram utilizadas placas de polipropileno de 96 pogos (com volume de 1,5 mL em cada

po¢o). Em cada poco da placa, foram adicionados 50 pL de solu¢do enzimatica e 100 pL de
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tampdo citrato de s6dio 0,05 mol/L pH 4,8. A placa foi colocada em banho a 50 °C, durante
10 minutos, com a finalidade de elevar a temperatura do meio contendo a enzima e o tampao
citrato de sédio até a temperatura ideal de hidrélise dessa enzima.

Em seguida, foram adicionados em cada poco 5 mg de papel filtro (Whatman n° 1) em tiras de
1 cm x 0,6 cm, mantendo-os por 60 minutos em banho a 50 °C. Em seguida, foram
adicionados 300 pL da solucdo do reagente DNS. A solucdo para dosagens de agucares
redutores (DNS) que foi utilizada foi descrita por Miller (1959), sendo composta por: acido
3,5-dinitrosalicilico (2,12 g), hidréxido de sddio (3,92 g), tartarato de sodio e potéssio (61,20
g), fenol (1,52 g), metabissulfito de sddio (1,66 g) e &gua destilada (283,3 mL).

. De acordo com esse método, o DNS sofre reducdo de um de seus grupos nitro ao reagir
com os carboidratos, formando um composto que apresenta forte absor¢cdo em 545 nm. A
placa foi colocada em banho a 100 °C, por 5 minutos.

Apos resfriamento em temperatura ambiente, foram adicionados 100 pL de amostra em
placa de poliestireno cristal de 96 pocos (com volume individual de 0,4 mL) e adicionados
200 pL de agua destilada, sendo a absorbancia medida em espectrofotémetro (Molecular
Devices Spectra Max 190) a 545 nm.

A determinacdo das atividades sobre papel filtro presentes nas amostras foram
determinadas por meio de curva de calibracdo construida com solucGes de glicose em tampéo
citrato de sodio 0,05 mol/L e pH 4,8 com concentragdes de 0, 0,2, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mg.mL™,
por meio de regressdo linear.

A unidade de FPA foi assumida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol/L

de acucar redutor por minuto.

4.4.2 Determinacéo de endoglicanase

A determinacdo da atividade de endoglicanase, segundo Ghose (1987) com
modificacdes (CAMASSOLA & DILLON, 2012), foi realizada empregando-se 10 uL da
solucdo enzimatica diluida em 40 pL de tampéo citrato de sddio 0,05 mol/L e pH 4,8 em cada
poco da placa de 96 pocos. A placa foi colocada em banho a 50 °C, por 5 minutos, a fim de
elevar a temperatura do meio até a temperatura ideal de acdo dessa enzima. Em seguida,
foram adicionados em cada poc¢o 50 pL de solucdo de carboximetilcelulose a 2 % (m/v)
(preparada em tampdo citrato de sddio 0,05 mol/L e pH 4,8, acrescida de 0,1 mL de solucédo

de azida sodica a 0,5 % (m/v)) previamente aquecida a 50 °C, mantendo-se as placas por 30
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minutos em banho a 50 °C. Apds, a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 300 pL da
solucgéo do reagente DNS e a placa foi colocada em banho a 100 °C, por 5 minutos.

Apos resfriamento em temperatura ambiente, foram adicionados 100 uL de amostra em
placa de poliestireno cristal de 96 pocos (com volume individual de 0,4 mL) e adicionados
200 pL de &gua destilada, sendo a absorbancia medida em espectrofotdmetro (Molecular
Devices Spectra Max 190) a 545 nm.

A determinagdo das atividades de endoglicanase presentes nas amostras foram
determinadas através de curva de calibracdo construida com solucdes de glicose em tampao
citrato de sodio 0,05 mol/L e pH 4,8 com concentragdes de 0, 0,2, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mg.mL™,
por meio de regresséo linear.

A unidade de endoglicanase foi assumida como a quantidade de enzima capaz de liberar

1 pumol/L de aglcar redutor por minuto.

4.4.3 Determinacio de p-glicosidase

A determinagdo da atividade de p-glicosidase foi realizada empregando-se a
metodologia adaptada de Daroit et al. (2008). Uma mistura reacional contendo 10 pL da
amostra e 90 uL de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (p-NPG 4,0 g/L em tampéo citrato de
sodio 50 mM e pH 4,8) foi incubada a 50 °C por 30 minutos, sendo interrompida com a
adicdo de 200 pL de uma solugdo de Na,CO3 a 10 % (m/v). A absorbancia de B-glicosidase
foi estimada espetrofotometricamente a 405 nm.

Uma unidade de B-glicosidase foi definida como a quantidade de enzima requerida para

liberar por hidrolise 1 pmol de p-NPG por minuto nas condic¢Ges do ensaio.

4.4.4 Determinacdo de xilanase

A determinacdo das atividades de xilanase foi realizada segundo Bailey et al. (1992).
Em cada poco da placa de 96 pocos foram adicionados 10 pL de caldo enzimatico e 40 pL de
tampao citrato de sddio 0,05 mol/L e pH 4,8 juntamente com 50 pL de uma solucdo de xilana
de aveia a 1% (m/v) (preparada em tampdo citrato de sddio 0,05 mol/L e pH 4,8 acrescido de
0,1 mL de solucédo de azida sddica a 0,5 % (m/v)) previamente aquecida a 50 °C. A placa foi
mantida em banho a 50 °C por 5 minutos. A reacdo foi interrompida adicionando-se 300 pL

de DNS e a placa foi mantida em banho a 100 °C por 5 minutos.
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Apos resfriamento em temperatura ambiente, foram adicionados 100 pL de amostra em
placa de 96 pocos e adicionados 200 pL de agua destilada. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro a 545 nm.

As concentracBes de xilanases presentes nas amostras foram determinadas atravées de
curva de calibracdo construida com solugdes de xilose 0,01 mol/L em tampdo citrato de sddio
0,05 mol/L e pH 4,8 com concentracdes de 0, 10, 25, 50, 75 e 100 pL.mL™, por meio de
regressdo linear.

Uma unidade de atividade de xilanase foi definida como a quantidade de enzima capaz
de liberar 1 umol/L de xilose por minuto.

4.4.5 Determinacao de acuUcares redutores

O teor de acUcares redutores (AR) presentes nos meios foi determinado pelo método
do DNS (MILLER, 1959). Uma mistura reacional contendo 100 pL da amostra (diluida,
quando necessario) e 300 pL da solu¢do do reagente DNS foi mantida em banho a 100 °C por
5 minutos e, em seguida, resfriada em banho de gelo.

Apos resfriamento, adicionou-se 100 uL da reagdo em placa tipo Elisa contendo 200
uL de agua destilada e a absorbancia das amostras foi medida em espectrofotometro (545 nm).

As concentracfes de AR presentes nas amostras foram determinadas através de curva
de calibracdo construida com solugdes de glicose com concentragdes de 0,0-2,0 mg/mL, por

meio de regressao linear.

4.4.6 Determinacdo de sacarose

A determinacdo do consumo de sacarose foi realizada por hidrélise acida de acordo com
0 método preconizado por Falcone & Marques (1965), com modificacdes. Para tanto, 0,5 mL
da amostra, cujos valores de AR foram previamente determinados, foram hidrolisados com
0,5 mL de HCI 2 mol/L por 10 minutos a 65 °C. Apoés resfriamento das amostras, foram
acrescentados 1,25 mL de NaOH 1 mol/L para a neutralizacdo e 2,75 mL de agua destilada
para obter uma diluicdo final de 1:10. Em seguida, 0,25 mL da amostra hidrolisada e diluida,
acrescida de 0,75 mL de DNS, foram fervidos por 5 minutos para reacdo com 0s acucares
redutores. Em seguida, foram acrescentados 4,0 mL de agua destilada, para posterior leitura

no espectrofotdmetro a 545 nm. A concentracdo de sacarose foi determinada através de curva
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de calibracdo construida com solugdes de sacarose com concentracdes de 0, 0,4, 0,8, 1,2,1,6 e

2,0 mg/mL, por meio de regresséo linear.

4.4.7 Determinagéo indireta da concentragdo da massa miscelial

A massa fungica (micelial) foi determinada indiretamente pela concentracdo de N-
acetil-D-glicosamina pela hidrdlise enzimética da quitina da parede celular (BITTENCOURT
et al., 2002). Para tal procedimento, 1 mL da amostra lavada foi mantida em estufa, em
temperatura em torno de 40 °C, por 24 horas. Apoés, foram adicionados 3 mL de tampédo
citrato (pH 4,8, 0,05 mol/L) e as amostras foram tratadas em ultrassom por 60 min. Em cada
amostra foram adicionados 2 mL de enzima a 30 % (Viscozyme L®) por 24 horas a 45 °C.
Apos este periodo, as amostras foram fervidas por 10 minutos para desativacdo da enzima. As
amostras foram resfriadas e centrifugadas em centrifuga Eppendorf® a 4000 rpm, por 20
minutos.

Para a determinacdo da concentracdo de N-acetil-D-glicosamina resultante da
hidrolise da quitina foi utilizada a metodologia segundo Aidoo et al. (1981). Em tubos
contendo 1 mL da amostra hidrolisada e centrifugada, foi adicionado 1 mL da solucdo de
acetilacetona (0,75 mL de acetilacetona completandpara 25 mL com solucéo de carbonato de
calcio 1,25 N). As amostras foram fervidas por 20 minutos. Apos o resfriamento, adicionou-
se 6 mL de etanol e 1 mL de 4-dimetilaminobenzaldeido (DMAB) (3,2 g em 20 mL de etanol
e 20 mL de HCI). Os tubos foram incubados a 65 °C por 10 minutos e a absorbancia lida a
530 nm.

Para a conversdo das concentracdes de N-acetil-D-glicosamina presentes nas
amostras de cultivo em estado solido, foi construida uma curva com micélio (0 a 30 mg/mL)
de P. echinulatum (S1M29) de cultivo liquido, afim de obter os teores de N-acetil-D-
glicosamina no micélio. As absorbancias resultantes das diferentes concentragdes de micélio
foram convertidas em N-acetil-D-glicosamina a partir de curva padrdo construida com

concentracdes de N-acetil-D-glicosamina entre 0,5 a 1 mg/mL.
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4.4.8 Zimogramas

Para a deteccdo da atividade de endoglicanases em gel de poliacrilamida e
dodecilsulfato de sddio (SDS-PAGE), a metodologia foi baseada em Sun et al. (2008). O gel
separador a 12 % (m/v) foi preparado com adigdo de carboximetilcelulose (CMC) a 2 % (m/v)
até concentracéo final de 0,2 % no gel (LAEMNLI, 1970).

A preparagdo das amostras, que foram solubilizadas em solugdo tampéo, foi realizada
em microtubos de 2 mL. Apds, as amostras foram aplicadas nas canaletas do gel com
subsequente corrida eletroforética a 200 V por 1 a 2 horas.

O gel foi lavado, para a remogéo do SDS, durante 30 minutos em solugéo a 25 % (v/v)
de isopropanol em tampéo citrato de sddio 50 mmol/L, pH 4,8 e, apds, lavado por mais 10
minutos no mesmo tampéo, sendo ambos 0s processos realizados sob agitacdo de 60 rpm e
temperatura ambiente. Em seguida, o gel foi incubado por 10 minutos a 40 °C em solucédo de
tampao citrato de sodio 50 mmol/L, pH 4,8. O gel foi corado com solugéo de 0,1 % (m/v) de
vermelho congo durante 30 minutos e revelado com solugdo de NaCl 1 mol/L. As bandas
claras visualizadas no fundo vermelho indicaram a degradacao do CMC.

Para a analise de xilanase, os procedimentos foram semelhantes aos utilizados para
endoglicanase, sendo que o substrato da reacdo (CMC) foi substituido por solucdo aquosa de
xilana a 1% (m/v).

A andlise de B-glicosidase foi realizada em gel de poliacrilamida a 12 % (m/v), sendo a
metodologia baseada em Schwarz et al. (1987).

A preparacdo da amostra foi realizada em microtubos de 2 mL. As amostras foram
liofilizadas para obtencdo do pellet. O pellet seco foi solubilizado em 25 pL de tampéo
amostra e aplicado na canaleta do gel. A corrida eletroforética foi realizada tal qual para
endoglicanase.

Para a remocdo do SDS e renaturacdo das enzimas, o gel foi lavado durante 30
minutos em solucdo de isopropanol a 25 % (v/v) em tampao citrato de sddio 0,05 mol/L e pH
4,8 e, apos, lavado por mais 10 minutos no mesmo tampao. Em seguida, o gel foi imerso em
solucdo de esculina a 0,2 % (m/v) em tampdo citrato de sddio 0,05 mol/L e pH 4,8 por 30
minutos. Os processos foram realizados sob agitacdo de 60 rpm e temperatura ambiente. Para
a revelacdo, utilizou-se uma solucdo de 1 % (m/v) de FeCls. As bandas escuras em fundo
claro indicam a atividade de p-glicosidase. Os geis foram fotografados nos primeiros 15

minutos da reacao.
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Para a obtencdo dos zimogramas de EP, CES e CS foram utilizados os mesmos
volumes de caldo enziméatico que para a hidrdlise, sendo completado o volume para 50 mL.
Apos, foram liofilizados 3 pL de cada amostra para o zimograma de endoglicanase e de

xilanase e 100 pL para o de B-glicosidase.

4.4.9 Determinacdo da concentracdo de agUcares, xilitol, glicerol, &cido acético e etanol

As amostras coletadas da hidrolise enzimatica foram avaliadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC — high-performance liquid chromatography) para analise das
concentracdes de glicose, xilose, celobiose, arabinose, xilitol, glicerol, acido acético e etanol.
Para a analise cromatogréafica isocratica, foi utilizada uma coluna cromatogréafica Aminex
HPX-87H (Bio-Rad, 300 x 7,8 mm de didmetro interno), operada a 60 °C e tendo como
eluente uma solucéo 5 mmol.L™ de 4cido sulfarico com fluxo de 0,6 mL.min™ e um detector
Shimadzu modelo RID-10A para indice de refracdo. A quantificacdo foi determinada com

base em curvas de calibracdo construidas para cada componente monitorado.

4.4.10 Analise quimica do residuo de nabo forrageiro

A composicao quimica do RNF foi realizada de acordo com o método “TAPPI T222
0s-74” para a determinacgdo de lignina de Klason.

Uma quantidade de amostra seca (100 mg) de RNF foi tratada com 1 mL de &acido
sulfarico a 72 % (v/v) a 25 °C pelo periodo de 1 hora, sob agitacdo constante. Apos este
periodo, a mistura foi diluida até uma concentracdo de 3 % (v/v) em acido sulfurico e a
suspensdao mantida em autoclave (1 atm) por 1 hora para promover a hidrélise total de
oligossacarideos e polissacarideos. Posteriormente, filtrou-se a mistura em cadinho de Gooch
porosidade 2 (30 mL) previamente tarado. O residuo foi lavado com agua quente, seco em
estufa a 90 °C até peso constante e a percentagem de lignina insolivel em &cido foi
determinada em relacdo a massa seca de amostra (GOMIDE & DEMUNER, 1986). O filtrado
foi recolhido e aferido em baldo volumétrico de 100 mL para determinacao da lignina soltvel
em acido por espectrofotometria, através da equacao:

C (g/L) = 4,53 (Al - Ac),
300

onde Al e Ac correspondem a absorvancia em 210 e 280 nm, respectivamente (LIN &
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DENCE, 1992).

A composicdo em carboidratos e grupos acetil dos substratos celulésicos foi
determinada no hidrolisado resultante da determinagéo de Klason.

Aliquotas dos hidrolisados de Klason foram centrifugadas a 10.000 g, filtradas em
filtros depolitetrafluoroetileno (PTFE) de 0,2 um e analisadas em sistema cromatografico
Shimadzu modelo LC20AD, desgaseificador de fase mdvel modelo DGU 14A, forno de
aquecimento de coluna modelo CTO 20A e detectores modelos RID10A para indice de
refracdo e SPD-20A com rede de fotodiodos para espectrofotometria no ultravioleta. A analise
foi realizada em coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) a 60 °C, precedida por pré-coluna
Cation-H e eluida com fase movel H,SO, 5 mmol/L a uma vazdo de 0,6 mL/min. A
quantificacdo foi efetuada por padronizacdo externa, com base em curvas de calibracdo
construidas para cada componente monitorado (celobiose, glicose, xilose, arabinose, &cido
acetico, hidroximetilfurfural e furfural), levando-se em conta seus respectivos fatores de
hidrolise acida. Estes fatores, que foram de 0,95 para a celobiose, 0,90 para a glicose, 0,88
para Xilose e arabinose e 0,72 para 0 acido acético, serviram para converter cada componente
nos seus respectivos derivados anidros. Os fatores referentes ao hidroximetilfurfural e
furfural, que foram de 0,70 e 0,64, respectivamente, serviram para converter estes compostos
em seus respectivos carboidratos de origem (glicose e xilose e arabinose, respectivamente).
Os resultados obtidos para anidroglicose (computados glicose, celobiose e
hidroximetilfurfural nesta operacdo), anidroxilose, anidroarabinose (computados 50 % do
valor correspondente ao furfural para cada anidroagUcar) e grupo acetil foram, entdo,

expressos em relacdo ao peso seco do material original.
4.4.11 Determinacao do teor de cinzas do residuo de nabo forrageiro

Uma amostra de 200 mg de RNF foi acondicionada em cadinho de porcelana
previamente calcinado e tarado. Apos, a amostra foi calcinada em mufla a uma temperatura de
575 °C por 2 horas, segundo a norma “TAPPI T211 om-93”. O teor de cinzas foi obtido pela
diferenca de massas, que foi expressa em relacdo a quantidade de amostra inicial.

4.4.12 Determinacao de extraiveis do residuo de nabo forrageiro

Uma amostra de 500 mg de RNF foi submetida a um processo de extragdo em



52
4 MATERIAIS E METODOS

aparelho Soxhlet, utilizando como solvente etanol a 95 % (v/v), segundo a norma “TAPPI
T204 om-88”. Apds a extracdo, o solvente foi removido por roto-evaporagdo, em evaporador
rotativo na temperatura de 50 °C e o residuo foi seco em baldo previamente tarado. Por
diferenca de massas, p&de-se obter o percentual do extrato em relagdo a massa seca do

material originalmente empregado no ensaio.

4.4.13 Determinacdo da massa seca do residuo de nabo forrageiro

Uma amostra de 300 mg de RNF foi colocada em pesa filtro previamente pesado. Esse
processo foi realizado em quadriplicata. Este material foi colocado em estufa a 105 °C por 2
horas para a eliminagdo da umidade. Logo ap6s, o material foi esfriado em dessecador a

vacuo, pesado e o peso seco foi calculado em relagcdo a massa seca do material original.

4.4.14 Determinacao de proteinas do residuo de nabo forrageiro

A concentracao de proteinas foi determinada pelo Laboratorio de Analises e Pesquisas
em Alimentos - LAPA, Universidade de Caxias do Sul, segundo a AOAC Official Method
2001.11 adaptado.

4.4.15 Dosagem de proteinas nos caldos enzimaticos

Para a determinacdo das proteinas foi utilizado o método de Bradford (1976). Foi
construida uma curva de calibracdo, utilizando-se solucfes-padrdes de albumina bovina
(fracdo V) com concentracdes entre 2 e 30 mg/L. Para a determinacdo das proteinas das
amostras, a reacdo foi realizada pela mistura de 1 mL da amostra ou de uma dilui¢do
apropriada e 500 uL do reagente de Bradford, em triplicata. Depois de transcorridos 10

minutos, o complexo foi quantificado em espectofotdmetro a 595 nm.

4.4.16 Analise dos resultados

Os resultados foram analisados estatisticamente pela analise da variancia com o pos-
teste de Tukey para um p<0,05, utilizando-se o software Prism Graph Pad (GraphPad
Software, Inc., USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composi¢ao quantitativa basica do residuo de nabo forrageiro

A composicdo quantitativa basica do RNF foi determinada conforme metodologias
descritas no item Materiais e Métodos e esta apresentada na Tabela 6. Verifica-se que 0 RNF
contém elevado conteldo de proteina, além da presenca de celulose e hemicelulose em
menores quantidades, sugerindo que este residuo apresenta potencial para compor
formulacdes de meios de cultivo para producdo de enzimas, especialmente para producéo de
enzimas de degradacédo de parede celular. Também, foi verificada a presenca de extraiveis, 0s
quais apresentaram valores de 27,13%. Esta elevada concentracdo é devida a remocédo de

proteinas e lipidios ainda presentes na amostra.

Tabela 6. Composicdo quantitativa média do residuo de nabo forrageiro (RNF) ap6s a extracdo de

6leo (torta).

Composicao quantitativa do RNF %
(m/m) em base seca

Proteinas 42,51
Umidade 8,67
Celulose 13,81
Hemicelulose 15,37
Lignina soluvel 16,36
Lignina insoluvel 9,67
Cinzas 6,17

5.2 Producio de celulases, p-glicosidases e xilanases em cultivos em estado sélido

Neste trabalho, residuos de nabo forrageiro (RNF) apos extracdo do 6leo (torta), foram
inicialmente utilizados para producdo de celulases em cultivo em estado sélido, tendo como
objetivo verificar a possibilidade de substituir o farelo de trigo, total ou parcialmente, como

fonte de carbono e de inducéo de enzimas no meio de CES.
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5.2.1 Atividades enzimaticas sobre papel filtro, endoglicanases, B-glicosidases e xilanases

em cultivos em estado solido

Na Figura 5 A, referente aos dados de endoglicanases, verifica-se um incremento da
atividade enziméatica com o tempo em todos os cultivos, sendo que no cultivo com farelo de
trigo ocorreu a indugdo mais precoce destas enzimas. Entretanto, atividades de 210,5 + 5,8
Ul/g foram alcancadas no meio 0,75 g FT + 0,25 g RNF, ap6s 144 horas, que ndo difereriram
do meio com farelo de trigo e com o meio 0,5 g FT + 0,5 g RNF. As atividades de
endoglicanases, para os demais meios, foram menores e apresentaram-se estatisticamente
semelhantes entre si.

Para B-glicosidases (Figura 5 B), a substituicdo de FT por RNF, total ou parciamente,
parece ndo afetar a producdo desta enzima. A maior atividade ocorreu em 96 horas, com
atividades proximas a 22,62 Ul/g, ndo havendo diferenca estatistica entre os meios com farelo
de trigo (1,09 FT, 0,759 FT + 0,25g RNF e 0,25 g FT + 0,75 g RNF), exceto o meio com 0,5
g FT + 0,5 g RNF, cuja atividade foi menor. J& para 120 e 144 horas, todos 0s meios
apresentaram atividades estatisticamente semelhantes, sendo exce¢do que, em 144 horas, a
atividade do meio somente com RNF foi menor.

Os dados de FPA (Figura 5 C), que representam a atividade das celulases como um
todo, sugerem a conveniéncia do uso da mistura 0,75 g FT + 0,25 g RNF, pois em 120 horas
apresentou a maior atividade (21,5 £ 1,4 Ul/g). Ja para 144 horas de cultivo, as atividades
enzimaticas dos meios 75 g FT + 0,25 g RNF, 1,0 g FT, 0 e 0,5 g FT + 0,5 g RNF foram
estatisticamente semelhantes, sendo mais elevadas que em 120 horas.. O perfil de FPA para o
meio apenas com RNF sugere que este residuo utilizado isoladamente ndo é conveniente para
a producdo de celulases, pois apresentou 0s menores valores de FPA.

Para a atividade de xilanases (Figura 5 D), a composi¢do 0,75 g FT + 0,25 g RNF em
120 horas ndo se diferenciou do meio apenas com FT. Entretanto, a maior atividade para
xilanases foi obtida no meio contendo somente FT, em 144 horas de cultivo (1.137,59 £ 4,76
Ul/g). Observa-se que o FT apresenta menores concentracdes de lignina (Tabela 1) em
relacdo ao RNF (Tabela 6), assim como apresenta menor teor de proteinas. Tal como para
endoglicanase e FPA, a menor atividade também foi verificada no meio formulado com RNF,

provavelmente devido ao teor de 6leo ainda presente neste residuo.
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Figura 5. Atividades de endoglicanases (A), B-glicosidases (B), FPA (C) e xilanases (D) em culturas
em estado solido, empregando-se o fungo Penicillium echinulatum S1M29, em diferentes meios de
cultivo, utilizando-se o residuo de nabo forrageiro como substrato. Os tratamentos com as mesmas
letras para 0 mesmo horéario ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

FT —farelo de trigo; RNF —residuo de nabo forrageiro.



56
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados apresentados permitiram verificar que meios constituidos somente com RNF
ndo apresentaram atividades enzimaticas satisfatorias, com exce¢do da PB-glicosidase. Esse
fato pode ser devido a quimica do substrato, ou seja, a interacdo dos componentes do RNF,
celulose, fontes de proteinas e lipideos, com a producdo das enzimas. Outro fato determinante
pode ter sido o grau de empacotamento do meio, tal como sugerem Ang et al. (2013), em
relagdo a cultivos em estado sélido.

Os dados de atividade enzimatica apresentados sdo maiores que 0s apresentados por
Deswal et al. (2011), com o fungo Fomitopsis sp. RCK2010, com a utilizagdo de farelo de
trigo, que obtiveram 71,526 Ul/g de CMCase, 3,268 Ul/g de FPAse e 50,696 Ul/g de j-
glicosidase. Utilizando farelo de soja, obtiveram 84,127 Ul/g de CMCase, 4,682 Ul/g de
FPAse e 69,083 Ul/g de B-glicosidase. Somente os valores de B-glicosidase foram maiores do
que os obtidos no presente trabalho.

Para T. reesei RUT C30, empregando farelo de trigo, foram obtidos 22,8 U/gds de
FPase, 299,55 U/gds de CMCase ¢ 4,5 U/gds de B-glicosidase (SUKUMARAN et al., 2009).
Os valores de endoglicanase foram superiores aos obtidos no presente trabalho, mas o teor de
B-glicosidase foi muito inferior.

Na Tabela 7, sdo apresentados dados de comparacdo de atividades enzimaticas obtidas
neste trabalho com outros dados da literatura, com a utilizacao de diferentes microrganismos e

diferentes meios em CES.

Tabela 7. Atividade enzimaticas para diferentes microrganismos crescidos em substratos diversos, em
cultivo em estado solido.

Microrganismo Substrato Atividades enzimaticas (Ul/g) Referéncia
FPA EG BG Xilanase
P. echinulatum  0,75FT+0,25 RNF 24,22 210,5 22,62 784,73 Neste trabalho
S1M29
P. echinulatum RNF 9,98 123,17 18,31 392,1 Neste trabalho
S1M29
P. echinulatum  Bagaco de cana-de- 32,89 282,36 58,95 10,0 Camassola &
9A02S1 acucar + FT Dillon, 2007b
A. niger NS-2 Bagaco de cana-de- 3,0 5,0 0,03 - Bansal et
acucar al.,2012
T. asperellum Farelo de trigo 2,2 13,13 9,2 - Raghuwanshi et
SR1-7 al., 2014
T. reesei + A, Farelo de trigo 22,89 117,71 24,54 2.710,62 Dhillon et al.,
niger 2011
A. niger NRRL Casca de 113,68  172,3 60,09 - Dhillon et al.,
567 arroz+Bagaco de 2012
maca
A. fumigatus Tronco de 3,36 54,27 4,51 418,70 Ang et al., 2013
SK1 dendezeiro

FPA: atividade sobre papel filtro; EG: endoglicanase; BG: B-glicosidase
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Comparando-se a produgdo enzimatica de FPA, endoglicanase ¢ B-glicosidase de P.
echinulatum S1M29 do meio 0,75 g FT + 0,25 g RNF, verifica-se que os dados do presente
trabalho foram apenas inferiores aos dados obtidos para P. echinulatum 9A02S1 em
Camassola & Dillon (2007b), os quais estdo entre os maiores da literatura. A mesma situagao
pode ser verificada quando sdo comparadas as producfes enzimaticas com A. niger NRRL
567 (Dhillon et al., 2012). Entretanto, salienta-se que os valores deste trabalho sdo superiores
as médias dos dados obtidos em CES. Em relacdo & cultura mista de T. reesei e A. niger
(Dhillon et al., 2011), as concentra¢es enzimaticas com P. echinulatum S1IM29 com o meio
0,75 g FT + 0,25 g RNF séo relativamente semelhantes.

5.2.2 Determinacgdo da massa micelial em cultivos em estado solido

Visando, tambem, avaliar a biomassa nas diferentes condi¢des, sdo apresentados, na
Figura 6, os dados de massa micelial para diferentes meios com o cultivo em estado sélido
apos 120 horas, utilizando-se o fungo P. echinulatum S1M29, sendo esta estimada
indiretamente pela analise de N-acetil-D-glicosamina resultante da hidrolise enzimética da
quitina presente na parede celular do fungo.

Observa-se que o cultivo no meio com FT apresentou a maior quantidade de N-acetil-
D-glicosamina liberada. Apds, o cultivo no meio com 0,75 g FT + 0,25 g RNF apresentou
maiores valores de massa micelial. Depois, as concentragdes no meio com 0,50 g FT + 0,50 g
RNF, seguido dos outros meios com concentracfes estatisticamente semelhantes. Nos meios
contendo maiores quantidade de RNF ocorreram as menores concentracdes de massa micelial.

Isso pode indicar uma menor acessibilidade do fungo ao substrato.
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Figura 6. Concentracdo de massa micelial em 120 horas, em diferentes meios, em cultivos em estado
s6lido, empregando-se o fungo Penicillium echinulatum S1IM29.
FT — farelo de trigo; RNF — residuo de nabo forrageiro.

5.2.3 Liberacédo de acgucares redutores durante o cultivo em cultivos em estado solido

A celulase produzida durante o cultivo provoca a hidrolise da celulose e, assim, libera
acucares redutores (AR) no meio (YOON et al., 2013). Nos ensaios, a maior liberacdo de AR
(Figura 7) foi observada em 96 horas no cultivo com FT 0,5 g + RNF 0,5 g, valor
estatisticamente semelhante ao dosado no meio somente com RNF. Como pode ser verificado,
os valores decrescem até o final do experimento para valores proximos a 10 mg/g (144 horas).
Observa-se que, a partir de 96 horas, sdo apresentadas as maiores atividades enzimaticas,
contrastando com o decréscimo de AR no meio. Esse fato pode ser devido ao consumo de AR

para o crescimento fungico.
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Figura 7. AcgUcares redutores liberados de cultivos em estado solido pelo fungo Penicillium
echinulatum S1M29, em diferentes meios de cultivo, utilizando-se o residuo de nabo forrageiro e
farelo de trigo em diferentes propor¢cfes. As médias dos tratamentos com as mesmas letras para um
mesmo dia ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

FT — farelo de trigo; RNF — residuo de nabo forrageiro; AR — acucares redutores.

5.2.4 VariagOes de pH durante o cultivo em cultivos em estado sélido

O perfil do pH durante o cultivo foi acompanhado, pois a liberacdo de acidos ou
mesmo a liberacdo de amdnia, como sugerem Sternberg & Dorval (1979), podem ser
indicativos do metabolismo. Como se observa na Figura 8, para os dados de pH sem
correcdo, o valor inicial do meio com RNF ficou em torno de 5,1 e quando o meio utilizado
foi o FT, ficou em 5,6. Ocorreu um leve decréscimo do valor do pH nas 96 horas iniciais
para quase todos os meios. Neste periodo, provavelmente houve consumo de nutrientes,
acidificando o meio a valores proximos de 4,0. Ap6s 96 horas, quando ocorreu aumento das
atividades enzimaticas, o pH subiu para valores entre 6,0 e 7,0.

Sternberg & Dorval (1979), utilizando Trichoderma reesei, observaram que o aumento
de pH depois que cessou o consumo de NH," pareceu ser devido a secrecdo de amonia pelo
fungo.

Com o0 meio somente com FT, ap06s 48 horas de cultivo, ocorreram 0s menores valores

de pH, ao contrério do que foi observado por Camassola & Dillon (2007b).
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Figura 8. Variacdo de potencial hidrogeniénico em diferentes tempos, em diferentes meios, em
cultivos em estado solido, empregando-se o fungo Penicillium echinulatum S1M29.
FT — farelo de frigo; FS — farelo de soja; RNF — residuo de nabo forrageiro; Cel — Cclulose.

Como visto nos dados apresentados nas Figuras 6 a 9, quando utilizado como Unica
fonte de carbono, RNF ndo se constitui como meio para producdo de celulases em CES.
Entretando, a associacdo de 0,75 g FT + 0,25 g RNF resultou nas maiores atividades gerais
em comparacdo com a utilizacdo de FT. Assim, hd vantagem no emprego do RNF juntamente
com o farelo de trigo como fontes de carbono para a producéo de celulases. Possivelmente,
pode ter havido maior porosidade do meio na combinagdo de FT e RNF e 0 empacotamento
diminuido, condicdo observada quando o meio é apenas constituido de farelo de trigo, tal
como sugerem Camassola & Dillon (2007b), quando FT foi associado com bagaco de cana-

de-acucar.

5.3 Producio de celulases, p-glicosidases e xilanases em cultivos submersos

Os residuos de nabo forrageiro também foram estudados como aditivos na composicéo
de meios para cultivo submerso, visando a producdo de enzimas em P. echinulatum. O uso de
RNF para producdo de celulases visou a possibilidade de substituir o farelo de trigo, como
fonte de proteinas ou nitrogénio no meio de cultivo, visto que o farelo de trigo ja tem uso na

alimentacdo animal.
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5.3.1 Atividades enzimaticas sobre papel filtro, endoglicanases, B-glicosidases e xilanases

em cultivos submersos

Nos dados apresentados na Figura 9 A, verifica-se que, isoladamente, o RNF
apresentou as menores atividades de endoglicanases, possivelmente devido ao excesso de
proteinas no meio e a menor quantidade da fonte indutora (celulose) em sua composigdo. A
maior atividade enzimaética (9,3 £ 0,5 Ul/mL) foi observada no meio controle (FT 0,5 g + FS
0,2 g + Cel 1,0 g), embora, em 120 h de cultivo, sejam verificadas atividades estatisticamente
semelhantes no cultivo (RNF 0,7 g + FS 0,2 g + Cel 1,0 g), onde o farelo de trigo foi
substituido por RNF. Quando houve a substituicdo total dos farelos de trigo e soja por RNF,
as atividades foram menores do que o controle, mas ndo foram diferentes do cultivo (RNF 0,5
g+ FS 0,2 g+ Cel 1,0 g), indicando que a composi¢do desta biomassa suplementada com
celulose apresenta limitado potencial para desencadear a producéo de endoglicanases.

Para B-glicosidases, observa-se, na Figura 9 B, que o meio constituido apenas de RNF
apresentou as menores atividades. Em 96 horas, a maior atividade enzimatica (0,18 + 0,03
Ul/mL) ocorreu para o controle (FT 0,5 g + FS 0,2 g + Cel 1,0 g). Os maiores valores foram
obtidos em 120 horas, entretanto, sem diferenca estatistica entre os meios (RNF 0,5 g + FS
0,2g+Cel1,09), (RNF0,7g+FS0,2g+Cel1,09) e (RNFO0,7¢g+ Cel 1,0Q9).

Para FPA (Figura 9 C) verifica-se, também, que o meio constituido apenas de RNF
mostrou as menores atividades. No cultivo controle (FT 0,5 g + FS 0,2 g + Cel 1,0 g)
ocorreram as maiores atividades enzimaticas (1,2 + 0,02 Ul/mL), ap6s 120 horas de cultivo,
que foi seguido pelas atividades dos cultivos (RNF 0,79 +FS0,2g+ Cel 1,09) e (RNF 0,7 g
+ Cel 1,0 g), as quais ndo se diferenciaram estatisticamente entre si.

Verificou-se que os cultivos formulados com RNF apresentaram atividades xilanases
(Figura 9 D) similares as obtidas nos meios formulados com farelo de trigo, a exemplo do
observado para endoglicanases e pB-glicosidases. Diferentemente das outras enzimas, a maior
atividade foi observada em 96 h de cultivo (15,7 £ 0,5 Ul/mL). Novamente, 0 meio com

apenas RNF mostrou a menor atividade.
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Figura 9. Atividades de endoglicanases (A), B-glicosidases (B), FPA (C) e xilanases (D) em frascos
mantidos sob agitagdo reciproca em cultivos submersos empregando o fungo Penicillium
echinulatum S1M29, em diferentes meios de cultivo, utilizando-se o residuo de nabo forrageiro
como substrato. As médias dos tratamentos com as mesmas letras para um mesmo tempo nao
diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
FT —farelo de frigo; FS — farelo de soja; RNF — residuo de nabo forrageiro; Cel — celulose.
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As menores atividades enzimaticas observadas nos cultivos formulados apenas com
RNF podem estar relacionadas a menores concentracdes de celulose, cuja composicao esta em
13,81 % de celulose e de 15,37 % de hemicelulose, associadas a elevada concentracdo de
proteinas e, possivelmente, a presenca de éleo.

Camassola & Dillon (2009) utilizaram fungo da podriddo branca Pleurotus sajor-
caju PS 2001 para pré-tratamento de bagaco de cana-de-agUcar, visando 0 seu emprego na
formulacdo do meio. Apds o pré-tratamento, a biomassa foi utilizada na producdo de
celulases e xilanases pelo P. echinulatum 9A02S1, mas as atividades enzimaticas obtidas
com o bagaco de cana pré-tratado biologicamente (PSCB) foram menores do que as com 0s
controles celulose e bagaco de cana nédo tratado (SCB). Para o meio suplementado com PSCB,
as atividades maximas meédias obtidas foram 0,13, 1,0, 0,18, e 0,33 U/mL respectivamente
para FPA, endoglicanase, B-glucosidase e xilanase, enquanto para celulose, os valores obtidos
foram 0,52, 1,20, 0,20, e 1,46 U/mL e os valores de SCB foram 0,95, 1,60, 0,21 e 1,49.

Os valores de atividades enziméticas observados no presente trabalho podem ser
comparados com dados de outros fungos, que apontam para 0 posicionamento superior dos
valores obtidos para P. echinulatum. Marjamaa et al. (2013) fizeram comparacdes de
producdo enzimatica entre T. reesei QM6a, T. reesei RutC30, Penicillium pulvillorum TUB F-
2220 e Penicillium cf. simplicissimum TUB F-2378. Para atividade de celulase volumétrica
(FPU), as culturas das novas linhagens Penicillium apresentaram nivel semelhante ao T.
reesei RutC30. Ao contrario, a atividade volumétrica de xilanase nas duas culturas de
Penicillium foram inferiores a cultura com Trichoderma. As maximas atividades relativas
foram obtidas a 45 °C e em pH 5. Quando foi utilizada palha de trigo pré-tratada, a atividade
FPA foi maior para o RutC30 (0,94 + 0,06 UlI/mL) em seis dias de cultivo. A atividade de
xilanase mais elevada foi de 2,69 + 0,24 Ul/mL, em seis dias de cultivo para o0 QM6a. Para [3-
glicosidase, o F-2220 apresentou atividade de 1,34 + 0,05 UlI/mL em seis dias de cultivo. Para
a atividade de endoglicanase, o maior valor foi 6,44 + 0,59 UlI/mL em seis dias de cultivo com
0 RutC30.

Apenas maximas atividades de FPA (0,59 Ul/mL), endoglicanase (0,33 UIl/mL),
exoglicanase (24 Ul/mL) e B-glicosidase (4,34 Ul/mL), foram observadas em seis dias de
cultivo com A. sydowii (MATKAR et al., 2013), salientando-se que o género Aspergillus €
um produtor de B-glicosidase.

Cinco diferentes substratos foram estudados por Goldbeck et al. (2013) na producéo
de enzimas celuloliticas por Acremonium strictum: bagaco de cana sem pré-tratamento,

bagaco submetido a pré-tratamentos leve, médio e forte e celulose comercial Avicel® como
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comparativo. Foi observado que a maior atividade CMCase (endoglicanase) foi de 139,42
UI/L (1,39 U/mL) em 240 horas de cultivo com bagago com pré-tratamento leve. Para o
mesmo substrato, a maxima atividade FPA foi de 10,82 UI/L (1,08 U/mL) em 192 horas de
cultivo e de 3,48 UI/L para B-glicosidade em 240 horas de cultivo.

Os valores de atividade enzimética também foram semelhantes aos dados apresentados
por Reis et al. (2014), que em cultivos em frascos sob agitagdo com o fungo P. echinulatum
S1M29, obtiveram atividade para FPA de aproximadamente 0,9 Ul/mL apéds 120 h de cultivo,
em pH inicial de 6,5 e 7,0. Para atividade de endoglicanase, o valor obtido apds 96 horas de
cultivo foi de 8,2 UI/mL para um pH entre 6,0 e 7,0. A atividade méxima de xilanase obtida
com pH inicial de 7,0 foi de 18,5 Ul/mL, apés 120 horas de cultivo. Em termos de B-
glicosidase, a maior atividade (aproximadamente 0,38 Ul/mL) foi obtida em pH 4,0 no
mesmo periodo de tempo.

Fazer comparagOes de atividade enzimatica em processos fermentativos é uma tarefa
ardua, pois sdo varios metodos, condicdes, substratos, diferentes microrganismos empregados,
entre outros fatores. Os numeros mostram diferencas que podem ser apenas mencionadas. Na
Tabela 8, verifica-se que, em cultura submersa, os dados de atividades de endoglicanase deste
trabalho sdo mais elevados do que as produzidas por Trichoderma citrinoviride, mas
inferiores as produzidas pelos outros microrganismos. Os valores de FPA estdo mais
elevados do que os de P. janthinellum, T. harzianum e T. citrinoviride, mas abaixo dos
demais. Para atividades de B-glicosidases, valores semelhantes ou inferiores foram obtidos
nos meios formulados com RNF. As atividades de xilanase foram inferiores as produzidas por

T. harzianum.
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Tabela 8. Atividades enzimaticas para diferentes microrganismos crescidos em substratos diversos,
crescidos em cultivo submersos.

Microrganismo

Substrato

Atividades enzimdticas (Ul/mL)

Referéncia

FPA  Endoglicanase B- Xilanase
glicosidase
P. echinulatum Celulose e RNF 0,84 7,70 0,17 13,43 Neste trabalho
P. echinulatum RNF 0,31 4,51 0,075 10,31 Neste trabalho
P. echinulatum Bagaco de cana- 0,95 1,55 0,22 1,50 Camassola &
de-agucar Dillon, 2009
Neurospora Palha de trigo 1,33 19,7 0,58 - Romero et
crassa al., 1999
P. janthinellum Bagaco de cana- 0,55 21,5 2,3 - Adsul et al.,
de-agucar 2004
T. reesei Papeldo ondulado 2,27 - - - Szijarto et al.,
RUTC30 2004
Trichoderma Bagaco de cana 0,88 33,8 0,33 - Adsul et al.,
viride 2004
T. citrinoviride - 0,63 3,12 8,22 - Mahesh et al.,
2009
T. harzianum Bagaco pré- 0,78 - 9,18 36,96 Delabona et al.,
tratado a vapor 2012

5.3.2 Determinacdo da massa micelial em cultivos submersos e concentracédo de aclcares

redutores

O desenvolvimento da massa fangica e a liberacdo de acUcares redutores séo
parametros que devem ser utilizados para analise em conjunto com as atividades enzimaticas,
pois maiores atividades enzimaticas podem ser consequéncia da quantidade de massa fangica
ou do aumento da capacidade de secrecdo. A liberacdo de agUcares redutores no meio pode
sugerir a producéo de enzimas hidroliticas e sua atuacdo e o aproveitamento destes pela massa
fangica.

Na Figura 10, sdo apresentados os dados de concentracdo de massa micelial para os
diferentes meios em cultivo submerso utilizando-se o fungo P. echinulatum S1M29. Observa-
se que 0 maior crescimento do microrganismo aconteceu no intervalo entre 48 e 72 horas de
cultivo, sendo que, entre os cultivos, 0 maior crescimento ocorreu no meio com RNF 0,7 g +
Cel 1,0 g. De 72 a 96 horas, verifica-se diminuicdo da massa fungica e de 96 horas até 120
horas ndo houve alteracdo da massa fungica.

Pela analise da massa flngica em conjunto com a atividade enzimatica, verifica-se que
em 96 horas ocorreu a maior atividade de B-glicosidase e em 120 horas as maiores atividades
de FPA, endoglicanase e xilanase. Nota-se, assim, que ndo ha correspondéncia entre o

crescimento do fungo e a producdo enzimatica para essas condi¢cdes. A menor concentragdo
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de massa micelial foi verificada com a utilizacdo apenas de RNF. Entretanto, quando RNF foi
associado a celulose no cultivo (RNF 0,7 g + Cel 1,0 g), parece existir uma interacdo positiva

para o crescimento fungico.

40-
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Figura 10. Concentracdo de massa micelial em diferentes tempos, em diferentes meios, em cultivos
submersos, empregando-se o fungo Penicillium echinulatum S1M29.
FT — Farelo de trigo; FS — Farelo de soja; RNF — Residuo de nabo forrageiro; Cel — Celulose.

Observa-se, na Figura 11, que de 48 para 72 horas ocorreu reducdo dos agUcares

redutores em todos os cultivos, indicando o consumo destes pelo microrganismo.

08 -~ FT0,5+FS 0,2+ Cel 1,0
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Figura 11. Concentragdo de agucares redutores em cultivos submersos empregando-se o fungo
Penicillium echinulatum S1M29, em diferentes meios de cultivo, utilizando-se o residuo de nabo
forrageiro como substrato, em diferentes tempos. As médias dos tratamentos com as mesmas letras
para um mesmo dia ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

FT —farelo de trigo; FS — farelo de soja; RNF — residuo de nabo forrageiro; Cel — celulose.
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5.3.3 Variagdes de pH durante os cultivos submersos

Na Figura 12, observa-se que, durante o experimento, o pH apresentou uma queda nas
primeiras 48 horas, sendo provavelmente este o periodo de crescimento do fungo, quando ha
consumo de nutrientes, acidificando o meio a valores em torno de 4,0. No restante do tempo
de cultivo, houve elevacao do pH para valores finais entre 6 e 7. Todos 0s meios apresentaram
comportamento semelhante de variacdo de pH, sendo o meio somente com RNF o que
apresentou valores mais elevados. A queda do pH durante o cultivo, segundo Sternberg &
Dorval (1976) para T. reesei, pode ter sido consequéncia da entrada de aménia na célula a
partir de amonio com o H* que permaneceria no exterior do fungo e a fase de alcalinizagio

seria decorrente da liberagdo de amonia pelas células.

-~ FTO0,5+ FS 0,2+ Cel 1,0
-% RNF 0,7 + Cel 1,0

6 b —+ RNF 1,7
-+ RNF 0,5+ FS 0,2+ Cel 1,0

0 T T T T T
0 24 48 72 96 120

Tempo (h)

Figura 12. Variacdo de pH em diferentes tempos, em diferentes meios, em cultivos submersos,
empregando-se o fungo Penicillium echinulatum S1M29.
FT —farelo de trigo; FS — farelo de soja; RNF — residuo de nabo forrageiro; Cel — celulose.

Entretanto, como observado por Camassola & Dillon (2009), mesmo com crescimento
fangico, ndo houve diminuicdo nos valores de pH em cultivos com bagaco de cana pré-
tratado biologicamente e bagaco sem tratamento, sendo que o pH se manteve em torno de
6,5. O cultivo com celulose apresentou uma queda no pH no terceiro dia para valores
proximos de 4,0, aumentando nos dias seguintes, mas ficando abaixo de 6,0 até o sexto dia.

Em cultivos com T. reesei RutC30, P. pulvillorum F-2220 e P. cf simplicissimum F-

2378, com pH inicial um pouco acima de 5,5, as linhagens Penicillium apresentaram
comportamento semelhante entre si com queda ap6s um dia de cultivo e elevacdo posterior
depois de trés dias, até pH em torno de 5,5. Diferentemente, a linhagem Trichoderma
apresentou queda no pH, ficando o mesmo um pouco acima de 4,5 ao final do experimento
(MARJAMAA et al., 2013).



68
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como observado no estudo de cultivo submerso, o meio de cultivo formulado com
(0,7 g RNF + 1,0 g Cel) apresentou atividades com valores proximos aos do meio controle
(FT 0,5 g+ FS 0,2 g + Cel 1,0 g) para endoglicanase, B-glicosidase e xilanase. Somente para
FPA apresentou valores menores em relacdo ao meio controle. Estes dados permitem sugerir
que RNF pode ser empregado na formulagdo de meios para a producdo de celulases e

xilanases.

5.4 Producao de celulases, B-glicosidases e xilanases em cultivos submersos contendo

residuos de nabo forrageiro, com e sem acréscimo de sacarose

Em Dillon et al. (2011), verifica-se que a adicdo de sacarose (0,5 e 1% - m/v) a
celulose aumenta a atividade de celulases no cultivo, sendo, portanto, importante analisar o
emprego de sacarose também nos estudos com RNF.

Nas Figuras 13, 14, 15 e 16 sdo apresentados dados de atividades de endoglicanase, 3-
glicosidase, FPA e xilanase, respectivamente, obtidos em cultivo submerso realizados com e
sem adicdo de sacarose (0,5 % - m/v).

Na Figura 13, observa-se que, nos cultivos onde a sacarose nao foi empregada (Figura
13 B) como visto anteriormente, a maior atividade de endoglicanase (9,3 Ul/mL) ocorreu em
120 horas no meio controle (FT 0,5 g + FS 0,2 g + Cel 1,0 g). Atividades enzimaticas
menores, mas estatisticamente semelhantes, ocorreram nos meios RNF 0,5 + FS 0,2 + Cel 1,0
e no RNF 0,7 + Cel 1,0. Como esperado, no cultivo com adicdo de sacarose ((Figura 13 A)),
a maior atividade (9,9 Ul/mL) foi atingida no meio FT 0,5 + FS 0,2 + Cel 1,0 em 120 horas.
Para 0 meio com RNF 0,7 + Cel 1,0, houve uma queda acentuada na atividade enzimatica,
comparando-se ao meio somente com RNF, sendo provavel uma inibicdo por acucares.
Verificou-se que, pelo menos para a producédo de endoglicanases com RNF, ndo é interessante

a adicdo de sacarose ao meio.
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Figura 13. Atividades de endoglicanases sem adicdo (A) e com adicdo (B) de 0,5% (m/v) de
sacarose, em frascos mantidos sob agitagdo reciproca em cultivos submersos empregando o fungo
Penicillium echinulatum S1M29, em diferentes meios de cultivo, utilizando-se o residuo de nabo
forrageiro como substrato. As médias dos tratamentos com as mesmas letras para um mesmo tempo
ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

FT — farelo de trigo; FS — farelo de soja; RNF — residuo de nabo forrageiro; Cel — celulose

Na Figura 14, observa-se que, nos cultivos sem sacarose (Figura 14 B), ndo ocorreram
diferencas estatisticas para atividade de B-glicosidase em 120 horas entre 0s meios RNF 0,5
+FS 0,2 + Cel 1,0, RNF 0,7 + Cel 1,0 e 0 controle FT 0,5 + FS 0,2 + Cel 1,0. Nos cultivos
com sacarose, 0s valores foram mais elevados do que nos cultivos sem sacarose, tal como
observado anteriormente por Dillon et al. (2011), mas ndo houve diferenca nas maiores
atividades entre os meios, com excecdo do meio RNF 0,7 + Cel 1,0, cuja atividade foi

inferior.
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Figura 14. Atividades de B-glicosidases sem adicdo (A) e com adi¢do (B) de 0,5% (m/v) de sacarose,
em frascos mantidos sob agitacdo reciproca em cultivos submersos empregando o fungo Penicillium
echinulatum S1IM29, em diferentes meios de cultivo, utilizando-se o residuo de nabo forrageiro como
substrato. As médias dos tratamentos com as mesmas letras para um mesmo tempo nado diferem pelo
teste de Tukey (p > 0,05).

FT — farelo de trigo; FS — farelo de soja; RNF — residuo de nabo forrageiro; Cel — celulose

Na Figura 15, dados de FPA, verifica-se que nos cultivos sem sacarose (Figura 15 B),
a maior média para atividade enzimatica (em torno de 1,17 Ul/mL) ocorreu em 120 horas com
0 meio controle (FT 0,5 + FS 0,2 + Cel 1,0). Menores e estatisticamente semelhantes foram os
valores de FPA para os meios RNF 0,5 + FS 0,2 + Cel 1,0 e com RNF 0,7 + Cel 1,0 (em torno
de 0,8 Ul/mL). O meio somente com RNF apresentou valores mais baixos. Nos cultivos com
sacarose, a FPA do meio com RNF 0,5 g + FS 0,2 g + Cel 1,0 g ndo diferiu do controle (em
torno de 1,0 Ul/mL), entretanto com valores aparentemente inferiores aos verificados nos
cultivos sem sacarose. Para o meio com RNF 0,7 + Cel 1,0, de maneira semelhante ao
ocorrido com a endoglicanase, a FPA reduziu acentuadamente, comparando-se aoc meio

somente com RNF.
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Figura 15. Atividades FPA sem adicdo (A) e com adi¢do (B) de 0,5% (m/v) de sacarose, em frascos
mantidos sob agitacdo reciproca em cultivos submersos empregando o fungo Penicillium echinulatum
S1M29, em diferentes meios de cultivo, utilizando-se o residuo de nabo forrageiro como substrato. As
médias dos tratamentos com as mesmas letras para um mesmo tempo nao diferem pelo teste de Tukey
(p > 0,05).

FT — farelo de trigo; FS — farelo de soja; RNF — residuo de nabo forrageiro; Cel — celulose

Os dados de xilanase (Figura 16) evidenciam que, nos cultivos sem sacarose (Figura
16 B), a maior atividade de xilanase (em torno de 15,6 Ul/mL) ocorreu em 96 horas no meio
controle (FT 0,5+ FS 0,2 + Cel 1,0). Na sequéncia, observam-se os valores enzimaticos dos
meios com RNF 0,5 + FS 0,2 + Cel 1,0 e RNF 0,7 + Cel 1,0, que apresentaram atividades
similares. Como em todos os outros cultivos, o meio com RNF foi o que apresentou
atividades inferiores. No grafico dos cultivos com sacarose (Figura 16 A), o meio RNF 0,5 +
FS 0,2 + Cel 1,0 foi 0 que apresentou a maior atividade de xilanase (17,0 Ul/mL) em 120
horas de cultivo. O meio controle, assim como 0 meio com RNF 0,7 + Cel 1,0, apresentou
queda nas atividades de xilanase em relacdo ao cultivo sem sacarose. Nao se encontrou uma
explicacdo para o fato de que o meio com RNF 0,7 + Cel 1,0 apresentou valores ainda

menores do que 0 meio somente com RNF.
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Figura 16. Atividades de xilanases sem adicdo (A) e com adicdo (B) de 0,5% (m/v) de sacarose, em
frascos mantidos sob agitacdo reciproca em cultivos submersos empregando o fungo Penicillium
echinulatum S1IM29, em diferentes meios de cultivo, utilizando-se o residuo de nabo forrageiro como
substrato. As médias dos tratamentos com as mesmas letras para um mesmo tempo ndo diferem pelo

teste de Tukey (p > 0,05).
FT — farelo de trigo; FS — farelo de soja; RNF — residuo de nabo forrageiro; Cel — celulose

Na Figura 17, sdo apresentados os graficos da concentragdo de massa micelial, sem
(Figura 17 A) e com (Figura 17 B) o uso de sacarose, durante o cultivo submerso com o fungo
P. echinulatum S1M29.

Pode-se notar que, no cultivo com sacarose (Figura 17 B), ocorre uma diminuicao nas
concentracdes de massa micelial no meio com RNF 0,7 + Cel 1,0. Por outro lado, ocorre um

aumento na concentracdo de massa micelial para o meio com RNF 0,5 + FS 0,2 + Cel 1,0.
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Figura 17. Concentracdo de massa micelial em diferentes tempos, em diferentes meios, em cultivos
submersos, empregando-se o fungo Penicillium echinulatum S1M29, sem adicédo (A) e com adigéo (B)
de 0,5% (m/v) de sacarose.

FT — Farelo de trigo; FS — Farelo de soja; RNF — Residuo de nabo forrageiro; Cel — Celulose.

Comparando-se 0 comportamento da concentracdo de agUcares redutores durante 0s
cultivos na Figura 18, observa-se que com a adi¢do de sacarose (Figura 18 B), a concentracéo
de AR do meio somente com RNF diminuiu. No meio controle, houve aumento das

concentracdes de AR liberados em relagéo ao cultivo sem sacarose (Figura 18 A).
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Figura 18. Concentracdo de agucares redutores em cultivos submersos empregando-se o fungo

Penicillium echinulatum S1M29, em diferentes meios de cultivo, utilizando-se o residuo de nabo

forrageiro como substrato, sem adi¢do (A) e com adicdo (B) de 0,5% (m/v) de sacarose. As médias dos

tratamentos com as mesmas letras para um mesmo tempo ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
FT — Farelo de trigo; FS — Farelo de soja; RNF — Residuo de nabo forrageiro; Cel — Celulose

Observa-se, na Figura 19 B, que, com adicdo da sacarose, ocorrem variagdes no
comportamento do pH durante o cultivo. A queda do pH foi mais acentuada nas primeiras 48
horas de cultivo e o valor do pH caiu abaixo de 4,0. Ao final do cultivo, o pH ficou em 7,3

para 0 meio somente com RNF, valor semelhante ao observado no meio sem sacarose.
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Figura 19. Variacdo de pH em cultivos submersos empregando-se o fungo Penicillium echinulatum
S1M29, em diferentes meios de cultivo, utilizando-se o residuo de nabo forrageiro como substrato,
sem adicdo (A) e com adicdo de 0,5 % (m/v) de sacarose (B). As médias dos tratamentos com as
mesmas letras para um mesmo tempo ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

FT — Farelo de trigo; FS — Farelo de soja; RNF — Residuo de nabo forrageiro; Cel — Celulose

Observa-se, na Figura 19, que em 72 horas ocorre elevacdo do pH, sendo que no
mesmo tempo ocorre decréscimo da concentracdo da massa miscelial conforme observado
na Figura 17.

Uma vez que a intencdo € utilizar o RNF como fonte de carbono e nitrogénio nos
cultivos e, com o uso de sacarose, a partir da analise dos graficos de cultivo submerso com e
sem adicao de sacarose, ocorrem diminuigdes nas atividades de endoglicanase, -
glicosidase, FPA e xilanase em meios formulados com esse substrato, pode-se verificar que
a adicdo desse acucar ndo € interessante tecnoldgica e economicamente.

O consumo de sacarose, que foi adicionada ao cultivo submerso, pode ser observado

na Figura 20.
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Figura 20. Consumo de sacarose em cultivos submersos com adicdo de 0,5 % (m/v) de sacarose
bempregando-se o fungo Penicillium echinulatum S1MZ29, em diferentes meios de cultivo,
utilizando-se o residuo de nabo forrageiro como substrato. As médias dos tratamentos com as
mesmas letras para um mesmo dia ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

FT — farelo de trigo; FS — farelo de soja; RNF — residuo de nabo forrageiro; Cel — celulose;

Apos 48 horas, ocorreu uma queda brusca na concentracdo de sacarose na solugéo,
sugerindo que a mesma foi consumida durante o crescimento do fungo, fato que pode ser
observado na Figura 10, onde a maior concentracdo de massa micelial € apresentada no

periodo entre 48 e 72 horas. Neste periodo ocorreu 0 consumo praticamente total da sacarose.

5.5 Hidrolise enzimatica

Além da determinacdo das atividades enzimaticas apresentadas nos itens anteriores,
considerou-se relevante verificar a performance dos caldos enzimaticos obtidos na hidrolise
de diferentes substratos celuldsicos. Para tanto, estudou-se os substratos celulose, Avicel ®,
bagaco de cana-de-agucar, bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado por explosdo a vapor, capim
elefante e capim elefante pré-tratado por explosao a vapor.

Na sequéncia, sdo apresentados resultados referentes as hidrélises realizadas com 0s
caldos (ou extratos) enzimaticos produzidos com o RNF como substrato em cultivo submerso
(CS) e cultivo em estado sélido (CES), utilizando-se uma solucdo enzimatica (enzima padréao
- EP) produzida no Laboratorio de Enzimas e Biomassas do Instituto de Biotecnologia da

Universidade de Caxias do Sul, também proveniente de cultivos com P. echinulatum.
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5.5.1 Producéo das enzimas para a hidrolise

A partir da Figura 5, observou-se que o meio com 0,5 g FT + 0,5 g RNF apresentou
FPA estatisticamente igual ao meio controle em 144 horas de cultivo em estado solido.
Também, houve incremento da atividade de endoglicanase. Assim, visando utilizar maiores
quantidades de RNF do que de farelo de trigo para a producdo de enzimas, optou-se pela
utilizacdo do meio formulado com 0,5 g FT + 0,5 g RNF para a produc¢édo do caldo enzimatico
em cultivo em estado solido.

Na Figura 9, observa-se que com o meio RNF 0,7 g + Cel 1,0 g foram obtidas
atividades de FPA proximas ao do meio controle em 120 horas de cultivo para o cultivo
submerso. As atividades de B-glicosidase e de xilanase foram estatisticamente semelhantes ao
meio controle. Como o interesse era a utilizagdo de maiores quantidades do RNF, esse foi o
meio escolhido para a producéo do caldo enzimatico em CS.

As atividades enzimaticas de FPA, xilanase, B-glicosidase e endoglicanase foram
determinadas nos caldos enzimaticos de producdo das enzimas. As atividades das enzimas
para o CS foram: 42,81 Ul/mL de endoglicanase, 21,7 Ul/mL de B-glicosidase e de 478,9
Ul/mL de xilanase. Para o CES as atividades foram: 567,7 Ul/mL de endoglicanase, 11,82
Ul/mL de B-glicosidase e de 517,54 Ul/mL de xilanase. As atividades para a EP foram: 24,91
Ul/mL de endoglicanase, 10,55 Ul/mL de B-glicosidase e de 49,76 Ul/mL de xilanase. A
Figura 21 apresenta, de forma comparativa, as atividades dos caldos enzimaticos produzidos
em diferentes formas de cultivo. O caldo enzimatico do CES apresenta atividades de
endoglicanase mais elevadas em relacdo aos outros caldos. Também, nota-se que o teor de

xilanase € maior para esse caldo. O caldo EP apresentou as menores atividades enzimaticas.
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Figura 21. Representacdo das atividades enzimaticas médias determinadas nos volumes de caldos
enzimaticos utilizados durante a hidrélise. Utilizou-se como padrdo o volume de enzima contendo 10
FPA/g de substrato. As atividades de FPA e B-glicosidade estdo representadas dez vezes maiores que
as utilizadas durante as hidrolises enzimaticas para possibilitar a sua visualizacéo.

CS — cultivo submerso; CES — cultivo em estado sélido; EP — enzima padréo.

Na Figura 22, sdo apresentados dados de proteinas totais presentes nos extratos
enzimaticos utilizados na hidrolise dos substratos. Observa-se, no complexo EP, maior
concentracdo de proteinas totais. A maior concentracdo de proteinas totais nesse caldo pode
ser devido a maior concentracdo de enzimas acessOrias, cOmo as monoxigenases, que

apresentam um importante papel na hidrdlise.
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Figura 22. Teor médio de proteinas totais determinadas nos volumes de caldos enzimaticos utilizados

durante a hidrolise enzimatica.
CS — cultivo submerso; CES — cultivo em estado solido; EP — enzima padréo
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5.5.2 Hidrélise com caldos enzimaticos de Penicillium echinulatum

Foram utilizadas 10,0 Ul de FPA/g de substrato de enzima produzida em CES (50 %
RNF + 50 % FT), em CS (41,18 % RNF + 58,82 % Cel) e de EP (enzima padrdo do
Laborat6rio de Enzimas e Biomassa da UCS produzida em CES com 50 % bagaco de cana-
de-acucar + 50 % de farelo de trigo).

Os dados de hidrolise da celulose, apresentados na Figura 23 A, permitem verificar
que, apds 24 horas, a maior concentracdo de AR foi liberada pelo complexo enziméatico EP
(890,04 + 26,45 mg de AR/g de substrato). Entretanto, a maior liberacdo de AR (997,45 +
0,26 mg de AR/g de substrato) foi observada com o uso do complexo enzimatico CS ap0s 48
horas de hidrélise. Depois de 48 horas, houve uma queda na concentracdo de AR liberados
pelo complexo do CS e do CES, sendo que para a EP houve um leve aumento. As menores
concentracdes de AR foram liberadas com o caldo do CES.

Para a celulose, o caldo enziméatico de CES apresentou a menor eficéncia na liberacao
de AR em relagéo aos outros complexos enzimaticos. Esse fato talvez esteja relacionado com
a composicdo das endoglicanases e exoglucanases, que possivelmente foram induzidas
diferentemente, quando da producdo dos complexos enzimaticos CS, CES e EP. A
celobiohidrolase, sendo o principal componente do sistema de celulases, pode hidrolisar a
celulose altamente cristalina (SANCHEZ, 2009). Possivelmente, o caldo do CES apresentou
menores teores dessa enzima. Provavelmente, os caldos de CS e EP tenham apresentado
maiores concentracdes dessa enzima, pois foi maior a eficiéncia na hidrélise de Avicel ®,
substrato com maior cristalinidade da celulose. Também, esses caldos podem ter apresentado
maior concentracdo de monoxigenases, aumentando, assim, a eficiéncia das celulases.

O declinio na hidrolise pode ser devido a resisténcia apresentada pelo substrato
(NARRA et al., 2012). Também, esse declinio pode ter ocorrido devido a inibicdo causada
pelos produtos da hidrélise, como glicose e celobiose. Podem ter ocorrido impedimentos
estéricos na superficie da celulose, o0 que pode ter diminuido a eficiéncia da hidrolise.

Na Figura 23 B, que corresponde & hidrélise de Avicel ®, que se trata de uma fonte
pura de celulose microcristalina, as curvas de liberacdo de AR sdo semelhantes as da Figura
23 A. Observa-se que, em 48 horas, ocorreu a maior liberacdo de AR (em torno de 858 mg de
AR/g de substrato) com o uso do caldo enzimatico do CS. O caldo do CES apresentou as
menores concentracdes de AR. Apos 48 horas, observa-se queda nos teores para o CES e para

0 CS, havendo um leve aumento para a EP.
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Alternativamente ao verificado nas Figuras 23 A e B, quando o substrato utilizado
para a hidrélise foi 0 bagaco de cana-de-acucar, as enzimas produzidas pelo CES apresentram
a maior liberagdo de AR (Figura 23 C). A maior concentragdo observada foi em 48 horas
(758,66 + 20,64 mg de AR/g de substrato). Apos, houve queda na liberacdo de aglcares. O
caldo enzimético da EP apresentou as menores liberagdes de AR durante o ensaio.

A atividade superior de xilanases, no complexo enzimético de CES, pode explicar a
maior eficiéncia. Entretanto, a presenca de swolleninas também pode ter contribuido para os
maiores rendimentos da hidrélise enzimatica, como sugerem Maeda et al. (2011). Também, a
maior proporcao de endoglicanases no caldo do CES pode ter sido fator da maior eficiéncia na
hidrdlise desse substrato.

Na Figura 23 D, sdo apresentadas as concentracdes de AR liberadas durante a hidrolise
de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado. A maior concentracdo de AR (~ 790,33 mg de AR/g
de substrato) foi liberada, também, com o uso do complexo CES, que foi maxima apés 24
horas de hidrolise. Os caldos de CS e de EP apresentaram comportamento semelhante entre si
e apresentaram uma maior liberacdo de AR para o bagaco pré-tratado do que para o bagaco
sem tratamento.

Para os dados de hidrélise de capim elefante (Figura 23 E), a maior liberacdo de AR (~
656 mg de AR/g de substrato) ocorreu apds 24 horas com o complexo CES. Parao CS e EP, a
liberacdo de AR foi semelhante, mas em concentracdes inferiores.

Na Figura 23 F, os dados de liberacdo de AR no capim elefante pré-tratado apds a
hidrolise, evidenciam que, depois de 24 horas, a hidrolise com o caldo enziméatico do CES
apresentou a maior concentracdo de AR (~ 606 mg de AR/g de substrato). Apos as 24 horas,
houve queda na liberacdo de AR. Os caldos de CS e de EP apresentaram comportamentos
semelhantes entre si.

Para os substratos capim elefante e capim elefante pré-tratado (Figura 23 E e F), 0s
teores de AR liberados com o uso de CES foram semelhantes. Para os caldos de CS e EP,
houve um acréscimo na liberacdo de AR com o substrato capim elefante pré-tratado. Pode-se
sugerir que as enzimas presentes no CES apresentam uma formulacdo mais adequada para a

hidrolise de substratos contendo, além da celulose, lignina e hemicelulose.
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Figura 23. Liberacdo de aglicares redutores durante hidrélise de celulose (A), Avicel ® (B), bagaco
de cana-de-aglcar (C), bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado por explosdo a vapor (D), capim
elefante (E) e capim elefante pré-tratado por explosdo a vapor (F) com caldos enzimaticos
produzidos em cultivo em estado so6lido e cultivo submerso utilizando-se o residuo de nabo
forrageiro como substrato, em comparacdo com enzima padrdo produzida por cultivo em estado
solido com bagago de cana-de-aglcar e farelo de trigo empregando-se o fungo Penicillium
echinulatum S1M29. As médias dos tratamentos com as mesmas letras para um mesmo dia hao

diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
CES - cultivo em estado s6lido; CS — cultivo submerso; EP — enzima padréo.
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O pré-tratamento interrompe a ligacdo entre a lignina, hemicelulose e celulose, assim
como diminui a cristalinidade do substrato, criando poros mais acessiveis e area superficial
especifica para a acdo das celulases e xilanases (ANG et al, 2013). Ja Maeda et al. (2011)
observaram que a deslignificacdo do bagaco de cana-de-acucar levou a um aumento constante
na proporgao e no tamanho dos cristais de celulose. No entanto, o aumento da cristalinidade,
naquelas condi¢des, ndo impediu a hidrolise enzimatica, sendo que houve um incremento na
liberagdo de glicose nas amostras estudadas. Tambem, o pré-tratamento aumentou a
acessibilidade das enzimas as microfibrilas de celulose.

O material lignoceluldsico contém lignina, que pode absorver as enzimas. Esta
absorcdo é considerada parcialmente irreversivel, sendo que apenas 50 % das enzimas
adicionadas podem ser recuperadas ap6s a conclusdo da hidrolise (JORGENSEN &
OLSSON, 2006). Esse fator pode ser uma possivel causa da diminuicdo da eficiéncia da
hidrolise ao longo do processo.

O pré-tratamento ndo melhorou a acessibilidade do complexo enzimético do CES
tanto para o bagaco como para o capim elefante, pois os valores de AR liberados foram
semelhantes. Para os complexos CS e EP, houve incremento na concentracdo de AR liberados
com os pre-tratamentos. Sendo assim, a remocéo da lignina foi adequada para melhorar a
acessibilidade das enzimas dos complexos CS e EP ao substrato.

Os dados de proteinas totais mostrados na Figura 22 podem explicar a maior liberacéo
de aclcares para o bagaco de cana-de-acucar e para o capim elefante pré-tratados.
Provavelmente, esse fato ocorreu devido a enzimas acessorias presentes nos caldos do CS e
EP.

Os valores apresentados no presente trabalho, para a hidrélise enzimatica dos
diferentes substratos celulésicos, sdo semelhantes ou mesmo mais elevados do que 0s
descritos em outros trabalhos, tal como comentado na sequéncia.

Em Adsul et al. (2005), foram obtidos 307,6 mg de AR para o uso de Avicel ® com
caldo enzimatico de P. janthinellum NC1M 1171 com a utilizacdo de 0,5 g de bagaco, com
uma primeira hidrolise seguida de uma segunda hidrélise com os residuos da primeira.
Utilizando-se 0,5 g de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por exploséo a vapor seguido por
branqueamento, o teor de AR foi de 473 mg de AR.

O rendimento maximo de hidrélise (479 mg/g) com palha de arroz foi obtido em 20
horas com caldo enzimatico de A. terreus (NARRAS et al., 2012).

As enzimas sobrenadantes do cultivo de P. pulvillorum TUB F-2220 possibilitaram

maiores rendimentos de AR (em torno de 65 %) na hidrélise de celulose microcristalina
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(Avicel ®) comparativamente as enzimas do P. cf simplicissimum TUB F-2378 e T. reesei
RUT C30 (MARJAMAA et al., 2013).

A hidrélise de bagaco pré-tratado com celulases comerciais liberou em torno de 15 g/L
de AR apos 35 horas (ZHU et al., 2012).

A sacarificacdo com o complexo enzimatico do mutante SR1-7 de Trichoderma
asperellum RCK2011 apresentou concentracdes de agUcares redutores de 530,061 mg/g de
substrato para palha de milho pré-tratada com alcalis, 337,741 mg/g de substrato para bagaco
de cana-de-acucar e 288,219 mg/g de substrato para palha de trigo (RAGHUWANSHI et al.,
2014).

5.5.3 Analises de componentes liberados apds a hidrolise

A quantificacdo dos componentes dos polimeros celulose e hemicelulose pode ajudar a
entender a agdo das enzimas sobre as fontes destes polimeros utilizadas na hidrdlise
enzimatica.

Na Figura 24, séo apresentadas as concentracdes de glicose e xilose determinadas por
HPLC ap0s 24 horas de hidrolise de diferentes substratos.

Verifica-se, na Figura 24 A, que na hidrolise de celulose com o complexo CS, houve
uma maior liberagdo de glicose (em torno de 400 mg/g de substrato) do que o complexo CES.
A concentracgéo de xilose (em torno de 60 mg/g) foi estatisticamente semelhante para o CES e
para o CS e maior em relacéo a liberada pelo complexo EP.

Para Avicel ® (Figura 24 B), as proporcBes destes monossacarideos foram
semelhantes, pois se observa que a concentracdo de glicose (345 + 31 mg/g de substrato) foi
maior com a utilizacdo do complexo CS. Em relacdo a xilose liberada, ndo houve diferenca
entre a hidrolise com os complexos CES e EP, mas a concentracdo menor foi verificada nos
acucares liberados por CS.

Na hidrdlise do bagaco de cana-de-agucar (Figura 24 C), a maior concentracdo de
glicose foi liberada pelo complexo EP (365,2 £ 20,64 mg/g de substrato), ndo havendo
diferenca entre a quantidade deste acucar liberado por CES e CS. Por outro lado, a
concentracdo de xilose liberada foi maior para o CES, seguido de CS e EP.

Uma possivel explicacdo para o caldo enzimatico EP ter liberado maior concentracédo
de glicose pode ser o fato de que este foi produzido com bagaco de cana-de-agucar, estando as
enzimas em propor¢des ideais para a hidrdlise deste substrato, tal como sugerem Goldbeck et
al. (2013).
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J4 a liberagdo de glicose do bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado (Figura 24 D) pelos
complexos CS e EP (em torno de 160 mg/g de substrato) foram estatisticamente iguais e
superiores ao complexo CS. Para liberagdo de xilose, o complexo CES foi mais eficiente,
sendo que para CS e EP as concentra¢des desse acucar foram semelhantes.

Na hidrélise do capim elefante (Figura 24 E), a liberagdo de glicose foi
estatisticamente semelhante com a utilizagdo do complexo CS (em torno de 106,5 mg/g de
substrato) e EP e maior do que a liberada por CES. A xilose foi liberada de forma semelhante
pelo caldo do CES (em torno de 75,5 mg/g de substrato) e do CS, sendo menor para o caldo
da EP.

Para o capim elefante pré-tratado (Figura 24 F), observa-se que a liberacdo de glicose
(em torno de 383,8 mg/g de substrato) com o complexo EP foi maior, inclusive em relagdo ao
capim elefante sem pré-tratamento, como esperado. Nas hidrolises com CES e EP, a
concentracdo de xilose é mais elevada.

Verifica-se que, entre os substratos utilizados, o capim elefante in natura liberou,
aparentemente, menores quantidades de glicose e de xilose, em relagcdo aos outros substratos,
salientando-se que os dados entre as fontes de carbono ndo foram comparadas
estatisticamente. Este fato se deve, provavelmente, a estrutura desse substrato sem tratamento,

impedindo a acdo das enzimas.
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Figura 24. ConcentracOes de glicose e xilose determinadas por HPLC apds 24 horas da hidrolise
enzimética de celulose (A), Avicel ® (B), bagaco de cana-de-agtcar (C), bagaco de cana-de-acuicar
pré-tratado por explosdo a vapor (D), capim elefante (E) e capim elefante pré-tratado por explosdo a
vapor (F). As enzimas foram produzidos em cultivo em estado s6lido (CES) e cultivo submerso
(CS), utilizando-se o residuo de nabo forrageiro como substrato em comparagdo com um complexo
enzimatico padrdo (EP) produzido por cultivo em estado s6lido com bagaco de cana-de-agucar e
farelo de trigo, empregando-se o fungo Penicillium echinulatum S1M29. As médias dos tratamentos
com as mesmas letras para um mesmo aglcar ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05), para cada

substrato.



86
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As demais substancias (celobiose, arabinose, xilitol, glicerol, &cido acético e etanol)
detectadas por HPLC no hidrolisado, ap6s 24 horas de hidrdlise enzimética de diferentes
substratos, podem ser observadas na Figura 25.

Destaca-se, na Figura 25 A, a maior concentragdo de celobiose (57 + 0,5 mg/g de
substrato) liberada pelo complexo CS do substrato celulose.

Dados semelhantes sdo encontrados na Figura 25 B, em que o CS liberou a maior
quantidade de celobiose (em torno de 43 mg/g de substrato) de Avicel ®. Por outro lado, a
liberacdo de celobiose do bagaco de cana-de-agucar foi baixa (Figura 25 C), onde se observa
maior concentracdo de arabinose, assim como para 0 bagaco pré-tratado (Figura 25 D) e
capim elefante (Figura 25 E). Para o capim elefante pré-tratado (Figura 25 F), o CES liberou
maior quantidade de celobiose.

De maneira geral, a liberacdo de arabinose para os diferentes substratos foi

semelhante com os complexos CES e do CS.
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Figura 25. Concentracdes de celobiose, arabinose, xilitol, glicerol, &cido acético e etanol
determinados por HPLC apés 24 horas da hidrélise enzimatica de celulose (A), Avicel ® (B), bagaco
de cana-de-aglcar (C), bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado por explosdo a vapor (D), capim
elefante (E) e capim elefante pré-tratado por explosdo a vapor (F), com caldos produzidos em cultivo
em estado sélido (CES) e cultivo submerso (CS) utilizando-se o residuo de nabo forrageiro como
substrato em comparagdo com enzima padrdo (EP) produzida por cultivo em estado sélido com
bagaco de cana-de-agucar e farelo de trigo empregando-se o fungo Penicillium echinulatum S1IM29.
As médias dos tratamentos com as mesmas letras para a mesma substancia nao diferem pelo teste de
Tukey (p > 0,05).
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O CES apresentou, para todos os substratos, concentracdo elevada e similar (em torno
de 50 mg/g) de arabinose, 0 que indicou que esse aglcar estava presente no caldo enzimatico
antes da hidrélise. Sendo a arabinose um acucar raro (Adsul et al., 2005), este método de
producéo de enzimas com o CES pode ser utilizado para produzi-lo.

Foi realizada a analise por HPLC de glicose, xilose, arabinose, glicerol e celobiose
presentes nos caldos enzimaticos brutos de CES, CS e EP. Os valores encontrados foram
subtraidos das concentracGes encontradas desses produtos apos a hidrélise dos diferentes
substratos. No caldo enzimético do CES, a concentracdo de glicose foi de 135,3 mg/g de
substrato. Este caldo apresentou, também 33,20 mg/g de xilose e 37,50 mg/g de arabinose.
No caldo do CS, a concentracdo de xilose foi de 5,85 mg/g. Para a EP, as concentracGes
foram inferiores.

Sendo fato conhecido, as enzimas do complexo celulasico sofrem inibicdo pelos seus
produtos finais de hidrélise. A acdo das celulases é inibida pela celobiose produzida durante a
hidrolise enziméatica (SOARES et al., 2011). A B-glicosidase pode contornar o problema da
inibicdo e, se estiver disponivel numa mistura de enzimas para a hidrdlise de biomassa, pode
melhorar a eficiéncia, deslocando o equilibrio para uma maior concentracdo do produto
(SINGHANIA et al., 2013). Observa-se que houve producdo de altas concentracGes de glicose
em relacdo a pequenas concentraces de celobiose para todos os substratos indicando que,
devido a presenga de B-glicosidase, houve conversdo de celobiose a glicose. De modo geral, o
caldo do CS apresentou maior eficiéncia na liberacdo de glicose. Assim, esse caldo
enzimatico pode ser utilizado para producdo de etanol de segunda geragdo com controles
especificos do processo.

A produtividade de glicose neste trabalho, quando foi utilizado celulose como
substrato, foi de 8,0 g/L. Para o bagaco pré-tratado, a produtividade foi se 3,29 g/L. Na
literatura, sdo apresentados trabalhos de hidrolise de diferentes substratos com diferentes
microrganismos, com caldos produzidos por diferentes cultivos, apresentando valores
superiores e inferiores de produtividade em relacdo a glicose.

A concentracdo final de acUcares redutores a partir da hidrolise de tronco de palma
(produtora de 6leo) pré-tratado com NaOH com o extrato enzimatico de A. fumigatus SK1 foi
de 8,55 g/L (ANG et al., 2013). A analise por HPLC indicou que a degradacdo enzimatica
produziu varios aglcares fermentaveis. A concentracdo de glicose foi de 5,09 g/L e a de
celobiose foi de 1,43 g/L. Segundo Ang et al. (2013), a baixa concentracdo de celobiose

ocorreu devido a presenca de f-glicosidase que converteu esse agucar a glicose. O teor de
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xilose e arabinose foi, provavelmente, devido a presenca de a-L-arabinofuranosidase no
extrato enzimatico.

Com extrato enzimatico de T. reesei Rut-C30 em SSF, apds 72 horas de hidrélise com
farelo de trigo como substrato, foram obtidas as concentragdes de 3,39 g/L de glicose, 0,67
g/L de celobiose, 2,59 g/L de xilose e 0, 34 g/L de arabinose. Para o substrato Avicel ©, o teor
de glicose foi de 7,53 g/L e de celobiose de 4,04 g/L (PREVOT et al., 2013).

Pereira et al. (2013) avaliaram o desempenho do complexo celuldsico produzido por
P. echinulatum em comparacdo com o complexo enzimatico comercial (Accelerase 1500) na
hidrélise de bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado por vapor, ap6s 72 horas. O complexo
enzimatico produzido por P. echinulatum mostrou o melhor desempenho em termos de
concentracdo maxima de glicose (rendimentos de 15,5 para P. echinulatum e 6,1 g/L para o
Accelerase 1500). Niveis baixos semelhantes de xilose foram obtidos para os dois complexos
de enzimas e a concentracdo de arabinose estava em niveis abaixo do detectavel para ambos

0s complexos.

5.5.4 Zimogramas para atividade de p-glicosidase, endoglicanase e xilanase nos

diferentes cultivos

A analise por zimogramas de uma solucdo enzimatica pode ser uma ferramenta de
comparagdo entre distintas misturas enzimaticas. Os zimogramas para atividade de B-
glicosidase, endoglicanase e xilanase sdo mostrados na Figura 26. Foram analisadas as
diferentes proteinas produzidas por P. echinulatum nos diferentes tipos de cultivos através de
corrida eletroforética em gel de poliacrilamida na presenca de SDS. Para a obtencdo dos géis
de atividade, o SDS foi removido.

O gel de atividade (Figura 26 A) mostrou bandas de atividade de B-glicosidase sobre
esculina com posicionamento relativo a 219,6 kDa para os caldos enzimaticos de CS e de
CES e de 219,4 kDa para da EP.

Na Figura 26 B, sdo observadas bandas de atividade de endoglicanase em CMC. Para
o complexo CS, o posicionamento relativo das bandas de atividade enzimatica sdo de 25,8,
43,8, 73,8 e 150 kDa. Para o caldo do CES, o posicionamento relativo das bandas sao de 25,3,
26,3 e 76,2 kDa. Ja para o caldo da EP, o posicionamento relativo das bandas sao 25,9, 68,9 e
75,2 kDa. O caldo enzimatico do CS apresentou maior quantidade de bandas em relacdo aos

outros caldos para essa enzima.
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Para xilanase (Figura 26 C), o posicionamento relativo da banda observada ficou em
118,1 kDa para o caldo de CS. Para o caldo do CES, ocorreram duas bandas de hidrolise de
posicionamento relativo de 58,9 e 105,3 kDa. Para o caldo da EP, o posicionamento relativo
das bandas ficaram em 62,4, 106,1, 121,1 e 146,7 kDa. Nota-se que o caldo EP apresentou
maior quantidade de bandas em relacdo aos outros caldos para essa enzima e, na hidrdlise do

bagaco de cana-de-aclcar e do capim elefante pré-tratado, apresentou maior eficiéncia na

liberacéo de glicose.

M (kDa) cs CES EP M (kDa) cs CES EP

B C

Figura 26. Perfis das atividades de B-glicosidase (A), endoglicanase (B) e xilanase (C) dos caldos
enzimaticos de Penicillium echinulatum S1M29 separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida.
As informagdes na parte superior da figura relacionam-se ao tipo de cultivo (CES — cultivo em estado
sélido; CS — cultivo submerso; EP — enzima padrdo) e M é o marcador de massa molecular, com
bandas de 25 a 250 kDa. O valor da massa molecular de cada enzima estd marcada sobre a banda.

Reis et al. (2014) verificaram géis de atividade de endoglicanase para o complexo
enzimatico de P. echinulatum com posicionamento relativo de bandas em torno de 36 kDa
para cultivos em pH 5,5 a 6,0, ndo sendo possivel observar a mesma banda em cultivos a pH
4,0 e 7,0. A banda de posicionamento relativo a 32 kDa foi menos intensa quando o cultivo
ocorreu em pH 7,0, em relacdo aos outros valores testados. Em pH 5,0 foram observadas

bandas de posicionamento relativo de 25 a 250 kDa.
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Zampieri et al. (2013) avaliaram a atividade de endoglicanase em gel para P.
echinulatum e observaram posicionamento relativo de 70,13 a 78,83 kDa. A atividade de -
glicosidase foi detectada na posicdo relativa a 220 kDa, para diferentes condigdes de
producéo. Nos meios formulados com celobiose e glicerol, essas enzimas foram observadas
em posigdes relativas a 146,95 e 150,22 kDa do marcador.

Os zimogramas forneceram uma visdo geral sobre os principais componentes de
endoglicanase, B-glicosidase e xilanase presentes nos caldos enzimaticos de P. echinulatum e
que foram utilizados para a hidrolise dos diferentes substratos.

Com o caldo enzimatico do CS foi obtida a maior eficiéncia na hidrolise dos substratos
celulose e Avicel ®. Para o bagago de cana-de-aclcar, o caldo da EP apresentou a maior
liberacdo de glicose e os caldos CES e CS liberaram glicose de maneira semelhante
estatisticamente. Para 0 bagaco de cana-de-agucar pré-tratado, o CS e EP foram os caldos que
liberaram maior concentracdo de glicose. Na hidrolise de capim elefante, a liberacdo de
glicose foi semelhante para o CS e para EP. O caldo enzimatico da EP apresentou maior
eficiéncia na liberacdo de glicose na hidrolise do capim elefante pré-tratado. Assim, de
maneira geral, o caldo enzimatico de P. echinulatum produzido em cultivo submerso (CS) foi
0 que apresentou maior eficiéncia na liberacdo de glicose apds a hidrolise de diferentes
substratos.

Diante do exposto, verifica-se que os resultados da producdo de celulases e xilanases
demonstraram que o RNF apresenta potencial para a producdo de enzimas pelo fungo P.
echinulatum S1IM29 em CES e em CS, em substituicdo parcial e/ou total aos farelos de trigo
e/ou farelo de soja, como fonte de proteinas ou nitrogénio no meio de cultivo. O complexo
enzimatico produzido em CS com RNF apresentou eficiéncia na liberacdo de glicose na
hidrolise de diferentes substratos. Assim, o0 RNF tem potencial para ser utilizado como fonte
alternativa de carbono em substituicdo parcial ao FT e ao FS na producdo de complexos
enzimaticos, contribuindo, assim, no desenvolvimento de novas tecnologias para a producéo

enzimatica e, consequentemente, na producéao de bioprodutos.
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Pode-se concluir, a partir dos dados apresentados neste trabalho, que:
- 0 fungo P. echinulatum S1M29 pode crescer tanto em cultivo em estado solido como em
cultivo submerso, com meios contendo RNF como componente para substituicdo parcial ou
total do farelo de trigo ou de soja e produzir enzimas celulasicas;
- 0s resultados da producéo de celulases e xilanases demonstraram que o RNF apresenta
potencial para substituir parcialmente o farelo de trigo, como fonte de proteinas ou nitrogénio
no meio de cultivo, na producédo de enzimas pelo fungo P. echinulatum S1M29 em CES para
serem empregadas em processos de hidrolise de materiais lignocelulésicos;
- 0 RNF apresenta potencial para substituir parcial ou totalmente o farelo de trigo e o farelo de
soja na producdo de enzimas pelo fungo P. echinulatum S1M29 em CS para serem
empregadas em processos de hidrolise de materiais lignocelulésicos, fato observado nos
resultados da producdo de celulases e xilanases;
- 0 uso de sacarose aumentou as atividades de endoglicanase, FPA, B-glicosidase e xilanase
em meios formulados com RNF 0,59 + FS 0,2 g + Cel 1,0 g em CS;
- 0S meios constituidos somente com RNF ndo apresentaram atividades enzimaticas
satisfatorias; as menores atividades enzimaticas observadas nos cultivos formulados apenas
com RNF podem estar relacionadas a menores concentrac6es de substratos indutores (celulose
e xilana), associadas a elevada concentracdo de proteinas, o que pode ter acarretado na
auséncia de inducdo e em repressao catabolica;
- foi obtida maior eficiéncia na liberacdo de glicose na hidrolise de diferentes substratos com
o0 complexo enzimatico do CS e, entre estes, a hidrolise foi mais eficiente com celulose e
Avicel ®;
- ha possibilidade de utilizacdo do RNF como fonte alternativa de carbono em substituicdo

parcial ao FT e ao FS para produzir complexos enzimaticos.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se, para futuros trabalhos:
- estudar a producéo de celulases com o uso de RNF em biorreatores;
- estudar a producdo de celulases com a utilizagdo de diferentes concentracdes de torta de
nabo forrageiro;
- estudar a producéo de celulases com a utilizacdo de farelo de nabo forrageiro;
- avaliar a fermentacdo dos aclcares produzidos pela hidrélise dos caldos enziméticos do
fungo P. echinulatum S1M29 com complexos enzimaticos produzidos com RNF;
- avaliar a producdo de etanol a partir de RNF hidrolisado pelo complexo enzimético
produzido pelo fungo P. echinulatum S1M29 em meios com RNF;
- avaliar os custos de producdo empregando RNF em relagéo ao cultivo com farelos de soja e
trigo para uma melhor estimativa da vantagem do emprego de RNF em substituicdo aos
farelos;
- estudar a producdo de outros bioprodutos (como xilitol, n-butanol, 2,3-butanodiol)
empregando RNF.
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