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RESUMO

A possibilidade da escassez de combustiveis fOsseis e preocupacdes
com o meio ambiente, fizeram com que surgisse a necessidade de fontes
alternativas para a producdo de combustiveis. Uma das alternativas é a
producdo de Etanol de Segunda Geracdo (2G) utilizando biomassa
lignoceluldsica, como a do capim elefante (Pennisetum purpureum). Nesse
processo ha utilizacdo de enzimas que fazem a degradacdo da biomassa,
deixando o processo muito caro, entdo uma solucdo seria a producédo dessas
enzimas a partir de fungos. O objetivo deste trabalho foi a producéo de
enzimas celulases fangicas a partir de capim elefante por fermentacdo em
estado soélido (FES). Inicialmente foi realizado o screening de fungos que
selecionou as espécies Aspergillus niger I, Trichoderma viride e Trichoderma
asperellum para a FES. Mediante uso de planejamento experimental, verificou-
se a influéncia de fatores como a umidade e pH iniciais. A partir da condicéo
Otima da FES obteve-se o extrato enzimatico que por sua vez foi utilizado na
hidrélise do capim elefante pré-tratado para a geragdo dos acUcares
fermentesciveis. Foi também elaborada a modelagem matematica para o
estudo da cinética da hidrélise enzimatica. O fungo que se destacou na
producdo das enzimas celulases totais (FPase) e endoglicanases (CMCase) foi

o T. viride, obtendo 35 U g * e 39 U g *, respectivamente, com umidade inicial



na FES de 80% e pH de 5,0. Nos ensaios de hidroélise foi usada a concentracao
de 40 g L™ de substrato (capim elefante pré-tratado) onde foram avaliados os
perfis cinéticos de producdo de acucares redutores (AR) gerados. A espécie
que mais se destacou na hidrdlise enzimatica foi o T. viride obtendo em 12h de
hidrélise 8,4 g L ™ de aclcares redutores. Na modelagem matematica da
hidrélise foi possivel observar que tanto para a enzima obtida a partir da FES
como para a enzima comercial, usada para fins de comparacéo, que quanto

maior a concentracao inicial de enzima, maior a velocidade inicial de reacéo.

Palavra-chave: celulases, Trichoderma viride, hidrélise enziméatica
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ABSTRACT

The possibility of a shortage of fossil fuels and concerns about the
environment has led to the need for alternative sources for fuel production. One
of the alternatives is the production of the Second Generation Ethanol (2G)
using lignocellulosic biomass, such as elephant grass (Pennisetum purpureum).
In this process there is use of enzymes that make the degradation of the
biomass, leaving the process very expensive, then a solution would be the
production of these enzymes from fungi. The objective of this work was the
production of fungal cellulase enzymes from elephant grass by solid state
fermentation (FES). The fungi screening was performed to select the species
Aspergillus niger |, Trichoderma viride and Trichoderma asperellum for FES.
Using experimental planning, the influence of factors such as initial moisture
and pH were verified. From the FES optimal condition the enzymatic extract
was obtained, which in turn was used in the hydrolysis of pre-treated elephant
grass to generate the fermentable sugars. Mathematical modeling was also
developed to study the kinetics of enzymatic hydrolysis. The fungus that stood
out in the production of the total cellulases (FPase) and endoglicanases
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(CMCase) was T. viride, obtaining 35 U g * and 39 U g ™, respectively, with
initial moisture in the FES of 80% and pH 5.0. In the hydrolysis assays, the
concentration of 40 g L ! substrate (pre-treated elephant grass) was used to
evaluate the kinetic profiles of the production of reducing sugars (RS). The
specie that most stood out in the enzymatic hydrolysis was the T. viride
obtaining in 12h of hydrolysis 8,4 g L * of reducing sugars. In the mathematical
modeling of the hydrolysis it was possible to observe that for the enzyme
obtained from the FES and for the commercial enzyme used for comparison,
that the higher the initial enzyme concentration, the higher is the initial reaction

rate.

Key words: cellulases, Trichoderma viride, enzymatic hydrolysis
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1. INTRODUCAO

Fatores como a possibilidade de escassez de reservas fosseis,
preocupacdes com questdes ambientais, crescente demanda de combustiveis
e também o aumento do preco do petréleo, intensificaram as pesquisas na
busca de fontes renovaveis, tendo como consequéncia o aumento nos estudos
utilizando biomassa para a producdo de etanol de segunda geragcao (2G)
(ROSA, 2014). Uma das alternativas para a producdo de biocombustiveis sao
as chamadas biomassa residual, que sdo residuos provenientes da
agroindustria, entre elas industrias de grdos, madeira, papel, entre outras. A
utilizacao de biomassa residual pode aumentar expressivamente a producao de
bioetanol em litros por hectare sem aumentar a area (ROCHA et al., 2017).

Outra alternativa para producdo de etanol 2G é a utlizacdo de
biomassas vegetais, que séo definidas como toda matéria organica vegetal que
pode ser convertida em energia. A biomassa vegetal € utilizada na producéo de
biocombustiveis como o etanol, sendo produzido a partir da cana-de-acucar e
do milho (SANTOS et al., 2012). A biomassa vegetal é constituida basicamente
de celulose, hemicelulose e lignina. Esses componentes fazem parte da parede
celular de todas as plantas. A hemicelulose e a lignina fazem a protecédo da
celulose. A lignina é muito resistente, esse composto que dificulta a hidrolise
enzimatica. Assim, por ser fonte de energia renovavel, ndo competir com a
agricultura voltada a alimentagcdo, ser encontrado em abundéncia e possuir
baixo custo, o capim elefante (Pennisetum purpureum) € uma biomassa vegetal

ideal para a producao de etanol 2G.

Sao necessarias quatro etapas para ocorrer a producdo de etanol 2G:
pré-tratamento e hidrolise enzimatica da biomassa para liberacdo dos
acucares, fermentacdo alcoodlica e destilacdo. Ha varios tipos de pré-
tratamento, entre eles pode ser citado o alcalino oxidativo, que utiliza perdxido

de hidrogénio que faz a remocéao da lignina.

Na hidrélise enzimética as enzimas celulases sao aquelas capazes de
degradar materiais lignoceluldsicos, como o capim elefante. As celulases séo

um complexo enzimatico, sendo constituidas primordialmente de
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endoglucanases, exoglucanases e B-Glicosidases. Essa classificacdo se deve
ao local onde ocorre a acdo no polimero da celulose. Essas enzimas fazem a
degradacdo da biomassa vegetal e convertem a celulose em acgucares

fermentesciveis para a producéo de etanol 2G.

Na producao de etanol 2G podem ser utilizadas enzimas comerciais ou
entdo pode-se produzir as enzimas com a utilizacdo de microrganismos,
preferencialmente os fungos. Industrialmente, na producdo das enzimas
celulases, sao utilizados dois processos, a Fermentacdo Submersa (FSm) e a
Fermentacdo em Estado Sdlido (FES). Segundo Singhania et al. (2010), a FES
apresenta algumas vantagens como, simplicidade no processo, menor espaco,
baixos custos operacionais, menores chances de contaminagcdo, maior
produtividade e maior estabilidade das enzimas em relacdo a temperatura e
pH.

Ha véarios microrganismos que podem ser utilizados na FES para
produzir celulases. Os mais utilizados sdo os fungos, dentre eles os fungos
filamentosos do género Aspergillus, Penicillium e Trichoderma. Na FES, o
capim elefante podera servir como nutriente (substrato) e suporte para o

crescimento dos fungos filamentosos, que secretam as enzimas celulases.

A enzima celulase produzida por FES com fungos tendo como substrato
o capim elefante pré-tratado, foi usada para a hidrélise do mesmo substrato
pré-tratado, liberando os acucares fermentesciveis necessarios para posterior
producdo de etanol de segunda geracdo. Alternativamente pode-se, ao invés
de produzir a enzima com fungos, utilizar uma enzima comercial para realizar a
hidrolise do capim. Entretanto, o fato de produzir a enzima por FES usando o
mesmo capim pré-tratado, que sera posteriormente hidrolisado, tem a
vantagem de se obter uma enzima celulase mais seletiva e apresentar maior
especificidade enzima/substrato, podendo com isso apresentar maiores

rendimentos de hidrélise.

15



1.1. Objetivo geral

Producédo de enzimas celulases fangicas por FES tendo como substrato

o capim elefante (Pennisetum purpureum) pré-tratado.

1.1.1. Objetivos especificos
e Screening de fungos;

e Producgédo das enzimas celulases por FES usando planejamento
experimental com foco na otimizacdo do processo para trés

espécies fungicas selecionadas;

e Avaliacdo da cinética da FES com valida¢gdo do ponto étimo para

os trés fungos selecionados;
e Hidrdlise enzimética do capim elefante pré-tratado;

e Modelagem matematica e simulacdo da cinética de hidrélise

enzimatica do capim elefante.

16



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Materiais lignocelulésicos

Os materiais lignoceluldsicos ou biomassas vegetais sao fontes ricas de
compostos organicos, com grande potencial como matéria prima para producao
de combustiveis, alimentos, enzimas e outros diversos bens de consumo
(LATIF & RAJOKA, 2001). A biomassa € constituida de celulose, hemicelulose
e lignina, onde, a celulose € um polimero hidrofilico glucano que consiste em
uma cadeia linear de unidades de glicose (CgH12,06), contendo grupos de
hidroxila alcodlicos e resulta em um feixe coeso e com elevada resisténcia a
tracdo (MOHANTY et al., 2005). A hemicelulose € um polimero semelhante a
celulose em termos de estrutura quimica, porém, possui menor peso molecular
e tem estrutura amorfa (DITTENBER & GANGARAO, 2012). Segundo Muensri
et al. (2011), a lignina € um complexo polimérico fendlico, formada pela unido
covalente de varios mondémeros fendlicos com ligagdes do tipo éter. Constitui-
se de uma molécula tridimensional amorfa polifendlica, com unidades principais
guaiacil, sirigil e B-hidroxifenil. Sua funcdo é ocupar os espacos em torno do
feixe de fibras que estdo se formando, cimentando-as e blindando a estrutura
fisica.

Zhang et al. (2006), citam a celulose como a fonte de recursos
renovaveis mais abundante produzida na biosfera, sendo produto primario da
fotossintese nos ambientes terrestres. Segundo Martins (2005), a celulose é o
constituinte basico da parede celular, sendo encontrado em vegetais primitivos
e em plantas evoluidas. Basso (2010) afirma que a hemicelulose é a estrutura
gue oferece resisténcia e flexibilidade a parede celular, sendo muito hidratada,
nesse local ficam imersas as microfibrilas de celulose. De acordo com Sipos
(2010) a hemicelulose comporta-se como um adesivo, formando ligacdes entre

a celulose e a lignina.

A lignina tem funcdo de suporte estrutural, impermeabilidade e
resisténcia a ataques microbianos e oxidativos (SANCHES, 2009). A lignina

reduz a digestibilidade do material vegetal pelos animais, isso dificulta o
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processo de hidrolise, pois o material lignocelulésico é recalcitrante para a
hidrélise (BASSO, 2010).

2.2. Capim elefante

Uma potencial fonte de biomassa é o capim elefante (Pennisetum
purpureum), uma graminea perene nativa da Africa, trazida para o Brasil em
1920, que apresenta rapido crescimento, € resistente a doencas, de féacil
adaptabilidade, necessitando o minimo de gerenciamento e de propagacao
facil (AROEIRA et al., 1999).

Figura 2.1. Capim elefante. Fonte: Embrapa (2015).

O capim elefante possui estrutura morfoldgica semelhante ao bagaco de
cana-de- acucar, sendo sua composicdo 37% de celulose, 30% de
hemicelulose, 5% de lignina e 10% de carboidratos ndo estruturais, esses

valores correspondem a 105 dias de maturagcdo (CAMPOS et al., 2002).

O capim elefante tem sido pesquisado para producéo de bioetanol, mas
apresenta poucas referéncias a respeito. Para sua utilizacdo h& a necessidade
de otimizar as condi¢bes de operacdo para melhorar a eficiéncia da producéo,
principalmente na etapa de pré-tratamento da biomassa (CARDONA et al.,
2013; MENEGOL et al., 2014a).
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Desde 2009 sao realizados testes na Embrapa com capim elefante para
producdo de etanol 2G, os experimentos iniciaram com intuito de identificar
fontes alternativas de biomassa para producao de biocombustiveis (EMBRAPA,
2015). Segundo Van Zyl et al. (2011), a biomassa do capim elefante possui
vantagem econdmica na producdo de etanol 2G sobre outras culturas, como
milho, cana de aclcar e soja, além de periodo curto de producéo e baixo custo,
ja citado anteriormente, seu cultivo ndo interfere na producdo de alimentos.
Outra vantagem, citada por Fontoura et al. (2015), € o grande aproveitamento
da biomassa, pois o capim elefante se desenvolve em condi¢cdes e solos

adversos.

A maior producgédo de capim elefante ocorre no Rio Grande do Sul, onde
pode ser realizada até quatro colheitas anuais, utilizando-se poucos insumos
para seu ciclo de producdo (MENEGOL et al., 2014a; SCHOLL et al., 2015a;
FONTOURA et al., 2015). Para a utilizacdo do capim elefante para a producao

de etanol 2G € necessaria a bioconversdo da celulose em acucares

fermentesciveis.

2.3. Bioconversao de materiais lignoceluldsicos

O processo de degradacdo de materiais lignocelulésicos na natureza
ocorre com auxilio de microrganismos como os fungos filamentosos, que
crescem sobre esse residuo, produzem celulases e hidrolisam o0s
polissacarideos estruturais (KHAN et al.,, 2007). Esse processo ocorre de
maneira lenta e segundo Arantes & Saddler (2010) é devido a grande
resisténcia da celulose e da lignina. Assim para a utilizacdo de residuos
lignoceluldsicos na producdo de bioetanol € necessario a realizacdo de uma
etapa chamada de pré-tratamento, tornando a hidrélise mais eficiente (SILVA,
2012).

Segundo Silva (2011) o pré-tratamento é a principal etapa do processo,
devido ao seu custo e influéncia nos processos seguintes. Nessa etapa ocorre
a alteracdo da estrutura da biomassa facilitando a agdo da enzima. Os
objetivos do pré-tratamento sdo diminuir a cristalinidade da celulose, aumentar

a area superficial da celulose e diminuir a interagdo lignina-carboidrato
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(MOISER et al., 2005; JONSSON et al., 2013). Segundo Spier (2005), o pré-

tratamento faz a quebra da lignina, conforme Figura 2.2.
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Figura 2.2. Efeito do pré-tratamento sobre o material lignocelulésico. Fonte: Pena
(2011).

De acordo com Rabelo et al. (2008), os métodos de pré-tratamentos
possuem diferentes rendimentos e efeitos sobre a biomassa, sendo
classificados em quatro categorias: fisico, quimico, biolégico e combinado. Os
métodos fisicos convertem a biomassa em poés finos, aumentando a superficie
especifica da celulose, facilitando a hidrdlise. O tratamento quimico consiste
em remover a lignina e a hemicelulose sem degradar a cadeia celulésica
(MOISER et al., 2005). J& no pré-tratamento bioldgico, utiliza-se da tecnologia
envolvendo microrganismos como fungos e bactérias, na producdo de enzimas
que removem a lignina da matriz lignoceluldsica, permitindo uma maior
eficiéncia no processo de hidrélise (LORENCINI, 2013). Um pré-tratamento
com alta eficiéncia visa reduzir os custos e aumentar o produtividade do
bioetanol (HENDRIKS & ZEEMAN, 2009; SILVA, 2011).

Uma das alternativas de pré-tratamento é o alcalino oxidativos que utiliza
agentes oxidantes na forma alcalino, entre eles o perdxido de hidrogénio
(H20,), ozbnio e acido paracético (C,H;03). O perdxido de hidrogénio, através
da oxidacdo remove a lignina sem formar residuos solidos. O peréxido de
hidrogénio atua em substancias acidas e basicas, é seletivo quando submetido
a condicbes de temperatura, concentracdo, tempo reacional, ou seja, em

condicdes especificas. Essas condi¢cdes o torna agente de redutor com acao
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em diferentes espécies. Fatores como pH e temperatura podem acelerar sua
acao, segundo Mattos et al. (2013), a temperatura é um fator muito importante,
pois aumenta a decomposic¢ao cerca de 2,5 vezes para cada 10°C.

A enzima que faz a degradacdo da celulose sdo as celulases, que
hidrolisam ligagdes glicosidicas B-1,4 entre unidades de glicose. As celulases
podem romper as ligacdes glicosidicas da celulose, liberando oligossacarideos
e glicose (SILVA, 2010), que por sua vez sao acgUcares fermentesciveis

podendo ser usados para producao do etanol 2G.

2.4. Enzimas

As enzimas sdo catalisadores biolégicos que participam de varias
reacdes bioquimicas, tendo como fator fundamental o controle metabdlico
(COELHO et al., 2008). Sao utilizadas em processos industriais devido a sua
especificidade, aumento na qualidade do produto utilizando processos que
reduzem o impacto ambiental e devido a reducdo do custo final do processo
(BON et al., 2008).

A producd@o das enzimas celulases em escala industrial deu inicio na
década de 80, tendo diversas aplicacdes na industria de alimentos e indUstria
téxtil. As enzimas celulases séo utilizadas na liberacdo de acucares a partir de
materiais lignocelulésicos para posterior producdo de etanol (CASTRO &
PEREIRA JR, 2010).

O alto custo é uma das grandes dificuldades encontradas na producao
das enzimas. Segundo Xing et al. (2013) o investimento com a producéao de
enzimas no processo de producédo de etanol sdo de 10 a 20%. Esse custo se
torna alto devido a vérios fatores, como a dificuldade na purificacdo enzimatica
e o preco elevado do substrato (BOMTEMPO et al., 2017).

A partir disso muitos estudos vém sendo realizados com intuito de
reduzir esses custos. As alternativas sao a producao de enzima, a utilizagao de
fungos filamentosos (FAHEINA JUNIOR et al, 2015) e a utlizacdo de
biomassa vegetal, por ser um recurso abundante, renovavel e rico em
componentes como celulose, lignina e hemicelulose (CAVALCANTE et al.,
2018).
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As enzimas que fazem parte do complexo -celulolitico sdo as
endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases, que também sédo conhecidas
como celulases totais ou enzimas do papel filtro- FPase (ZHANG et al., 2006).

A atuacdo de cada uma delas pode ser observada na Figura 2.3.
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Figura 2.3. Atuacao das enzimas celulases sobre a matriz celuldsica. Fonte:
TOSCAN (2013).

A degradacdo da celulose envolve as trés classes de enzimas: as
endoglucanases iniciam a hidrolise da celulose, diminuindo o comprimento e
gerando novas extremidades livres, as exoglucanases sao constituidas de
celobiohidrolases e glucano hidrolase, essas enzimas liberam glicose
diretamente da fibra celulésica (WEIZMANN, 2010). As B-glicosidases
hidrolisam a celobiase em glicose (HORN et al., 2012).

As B-glicosidases sdo um grupo de grande expressdo dentre as enzimas
hidroliticas (WEIZMANN, 2010). Esse grupo possui papel essencial para
completar a hidrolise da celulose em glicose e para evitar acumulo de
celobiose, que inibe as celulases (SOCCOL et al., 2010).
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Por volta de 1920 a 1930 foi descoberto o primeiro derivado da celulose,
carboximetilcelulose (CMC), conhecida como goma de celulose. E insoltvel em
solventes organicos como metanol, etanol, propanol, acetona entre outros.
Possui diversas aplicacdes, como em alimentos, industrias téxteis e de papel,
industrias de cosmeéticos, farmacéuticas e de detergentes, além de aplicacbes
agroindustriais (BARBA et al.,, 2002; MANSOURI et al., 2015). A CMC
purificada, em forma de p6 apresenta cor branca a creme, insipida, inodora
(MARIO et al., 2005).

2.5. Microrganismos

A celulase € uma classe de enzimas que sdo produzidas essencialmente
por fungos, bactérias e protozoarios que catalisam a hidrolise da celulose
(RIBEIRO, 2010). Os fungos filamentosos que mais se destacam na producao
dessa enzima sdo os géneros Aspergillus, Penicilium e Trichoderma
(SINGHANIA et al., 2010)

O género Aspergillus foi descrito pela primeira vez por Van Tieghen em
1867, sendo o mais comum dos fungos filamentosos, tendo colonias de
crescimento rapido (SANTOS, 2007). De acordo com Martins et al. (2005),
suas colbnias se desenvolvem em menos de sete dias, no inicio tendo aspecto
de camurca branca, como pode ser observado na Figura 3 A, que em pouco
tempo ficam cobertas de uma camada de cabecas conidiais negras, sendo
observadas na Figura 3 B. Sua distribuicdo € abundante, estando presente no
ar, na agua, em organismos vegetais e animais, sendo caracterizado como

decompositores de matéria organica e bons produtores de enzimas.
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Figura 2.4. Aspecto da espécie A. niger: (A) camurca branca e (B) cabecas

conidiais negras. Fonte: Da Autora

O género Penicilium (Figura 2.5 (A)) possui ampla distribuicdo
geografica, sendo sempre encontrados em solos no mundo todo, onde sdo
também caracterizados como decompositores de matéria organica e bons
produtores de enzimas (LIAO et al., 2015).

O fungo do género Trichoderma (Figura 2.5(B)) pertence ao Filo
Ascomycota, sédo de vida livre, com reproducdo assexuada, estdo presentes
em solos de clima temperado e tropical, colonizam madeira e sua diversidade
genética é alta (HARMAN et al., 2004).

A

Figura 2.5. Géneros: (A) Penicillium sumatrense. Fonte: Rodrigues et al. (2015). (B)
Trichoderma cremeum, T. longipile, T. viride, T. harzianum, T. atroviride e T.

citrinoviride. Fonte: Btaszczyk et al. 2014.
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2.6. Processos fermentativos

Para producéo da celulase pode ser utilizada a técnica de fermentagéo
em estado sdlido (FES), sendo a que mais se aproxima do que acontece no
ambiente de forma natural (VINIEGRA GONZALES et al., 2003). Sua principal
caracteristica € auséncia de agua no meio, sendo necessdria somente a
umidade, para que crescimento e desenvolvimento do microrganismo
(PANDEY & RADHAKRISHNAN, 1992). Segundo Zuniga (2010), os
microrganismos utilizados nessa técnica devem possuir porosidade e tamanho
adequados, com grande area superficial por unidade de volume. Tais
caracteristicas facilitardo a acessibilidade e a penetracdo do organismo no
substrato. Segundo Castilho et al. (2000), essa técnica de producdo de
enzimas € de interesse econdmico em especial para paises com abundancia
em residuos agroindustriais e biomassa, visto que estes podem ser utilizados
como matérias-primas de baixo custo.

Os autores Gawande & Kamat (1999), afirmam que a FES possui as
seguintes vantagens: economia de espaco, maior rendimento de producéo e
baixo nivel de contaminacdo. J4 Castro & Pereira Jr. (2010) apontaram as
desvantagens da técnica: menor gama de produtos e microrganismos aptos a
crescer na condicdo que a técnica oferece, dificuldades no controle do
processo, dificuldade na adicdo de solu¢cdes e menor disponibilidade de
informacgdes na literatura.

Maciel (2006) afirma que, apesar das desvantagens a FES é utilizada
em muitos setores da industria devido ao seu conjunto de vantagens, tornando-
se de interesse econémico o desenvolvimento de novos processos que utilizem
este sistema, assim como a otimizac&do dos processos ja existentes. Rutz et al.
(2008) afirma que a maior vantagem da FES € a producdo de um complexo
natural de enzimas e ndo somente uma enzima especifica.

Quando comparada com a fermentagéo submersa (FSm), a FES requer
menos energia e produz menos residuo liqguido (PANDEY, 2003). A diferenca
entre a FES e a FSm esta na presenca ou auséncia de agua livre no meio
reacional, entdo € necessario observar que em um bioprocesso a agua possui
muitas funcdes, dentre elas a difusédo de nutrientes no meio e a absorcao
destes pelos microrganismos (RAIMBAULT, 1998).
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Ha muitos fatores que interferem na FES, como umidade, temperatura,
pH, atividade de &gua, nivel de oxigénio, concentracdo de nutrientes e Varios
outros, mas o0 que mais se destaca € a 4gua, sendo relacionada a outros dois
parametros: a umidade e a atividade de agua. A umidade € a porcentagem de
agua na massa total do meio e atividade de agua (Aw) € um parametro
termodinamico relacionado ao potencial quimico da agua, ou quantidade de
moléculas disponiveis (PINTO et al., 2005).

Nos processos de FES a agua possui varias fungdes como: influéncia na
constituicdo do microrganismo, transporte de enzimas, nutrientes e metabolitos
e intervencao na solubilizacdo do gas oxigénio (ORIOL et al., 1988). Segundo
Pandey (2003) a umidade alta resulta em diminuicdo da porosidade do
substrato impedindo a penetracdo do oxigénio, podendo causar contaminacao
bacteriana, ja com a umidade baixa ocorre um baixo crescimento microbiano,
pois a acessibilidade aos nutrientes se torna menor, resultando numa baixa
guantidade de enzimas produzidas no final do processo.

Farinas (2015) afirma que o teor ideal de umidade nos processos de
FES estdo relacionados ao tipo de substrato, microrganismo, sistema de
biorreatores e outras condi¢des utilizadas no processo, sendo entdo necessario
um estudo integrado de todas as variaveis.

Pinto (2003) afirma que a temperatura € um fator importante, devido ao
acumulo de calor metabdlito gerado e também porque a temperatura influencia
diretamente no crescimento dos fungos filamentosos.

Assim como outros fatores, o pH também possui grande influéncia no
processo de FES para producdo de enzimas celulases. Diferente dos outros
fatores que nédo se alteram durante o processo, o pH muda em resposta as
atividades metabdlicas que ocorrem durante o processo (RAIMBAULT, 1998).
Palma (2003) afirma que o pH & um parametro dificil de ser controlado na FES,
podendo ser verificado com precisdo somente no inicio da fermentacdo e apos
seu término.

Mesmo que os fungos filamentosos desenvolvem-se bem numa faixa
distante de pH (2,0 a 9,0), com crescimento 6timo entre 3,8 e 6,0 (BANSAL et
al., 2012), porém Maurya et al. (2012) afirma que a variagdo muito longe do pH
o0timo pode causar desnaturacdo das enzimas e diminuir a capacidade de

sintese enzimatica pelo fungo. Del Bianchi et al. (2001) apresenta como
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solucdo a escolha de um substrato com boa capacidade tamponante ou a

utilizacao de solug¢des-tampé&o durante a etapa de umidificagéo do substrato.
Segundo Segel (1993), o pH influencia na atividade enzimética devido

aos sitios ativos das enzimas, que dependem da presenca de espécies idnicas

para manter as conformacdes, permitindo uma ligacéo eficiente ao substrato.

O capim elefante vem sendo utilizado na FES como substrato para
producdo de enzimas celulases. Scholl et al. (2015a) avaliaram a producao
de celulases e xilanases por Penicillium echinulatum S1M29 em cultivo em
estado sdlido utilizando capim elefante pré-tratado por explosdo a vapor em
diferentes temperaturas e tempos de residéncia. Os autores utilizaram 100% de
capim elefante pré-tratado por meio de explosdo a vapor ou em combinacdo
com farelo de trigo (50%). Verificou-se as atividades maximas de 32,93 1U g
de FPA, 205,83 1U g *para endoglucanase e 148,96 IU g ' para as B-
glucosidases. Os autores concluiram que hé possibilidade do uso de capim
elefante pré-tratado por explosdo a vapor como substrato para a producdo de

celulases.

Menegol et al. (2016) avaliaram o potencial do capim elefante para
producdo de celulase e xilanase pelo mutante celulolitico Penicillium
echinulatum 9A02S1 em cultivo submerso. Os autores utilizaram o capim
elefante ndo tratado, pré-tratado com diferentes concentracdes de NaOH,
H.SO, ou NH4OH, ou pré-tratado com H,O a 121 °C. Para a atividade de papel
filtro, todo o cultivo realizado com capim elefante pré-tratado nas condicdes
avaliadas mostrou atividade superior quando comparado ao controle (capim
elefante ndo tratado). As atividades de endoglucanases e B-glicosidases foram
maiores no cultivo preparado a partir de amostras pré-tratadas do que o
controle feito com celulose (Celuflok ®). Sem o pré-tratamento, o capim
elefante pode ser utilizado para a producdo de xilanase, possibilitando
atividades semelhantes as obtidas no cultivo com celulose, reduzindo o custo
de producdo da enzima. Estes resultados indicam que o pré-tratamento do
capim-elefante, especialmente quando pré-tratado com H,SO,, pode ser usado
como uma substituicdo parcial ou total da celulose para a producédo de
celulase, e capim elefante ndo tratado pode ser usado para a producdo de

xilanase.
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2.7. Hidroélise Enzimatica

A hidrélise enzimatica € a etapa mais importante na conversao da
biomassa, onde ocorre producdo de acgUcares a partir de biomassas
lignoceluldsicas. Ha dois tipos de hidrdlises, a acida e a enzimatica. Segundo
Castro (2006), a hidrolise acida é realizada com utilizagdo de acido diluido ou
concentrado, enquanto a enzimatica € realizada com a acdo das enzimas
celulases. Uma das alternativas mais adequadas é a hidrdlise enzimatica, pois
utiliza condi¢cbes suaves durante o processo, levando a uma menor quantidade
de subprodutos toxicos (acidos organicos como o acido acético, derivados de
furano como o furfural e mondémeros fendlicos como a vanilina) na fermentacao
e produzindo maiores rendimentos em glicose (BASSO, 2010). De acordo com
Lynd et al. (2002), necessita de equipamentos menos resistentes a corrosao e
altas temperaturas quando comparada com a hidrélise acida.

A hidrélise enzimatica é afetada por diferentes fatores, tais como:
temperatura, tempo, pH, carga enzimatica, concentracdo de substrato,
concentracdo de produtos e caracteristicas estruturais da biomassa
(FUENTES, 2009. De acordo com Modenback & Nokes (2013) um dos fatores
que mais influenciam na hidrélise enzimatica é a concentracdo do substrato,
manter alta concentracdo de substrato permite a obtencdo de uma solucao
concentrada de acgUcares, que sao extremamente importantes na fermentacéao.

O custo da hidrolise enzimética € um grande problema para producéo de
etanol de 2G quando se utiliza materiais lignocelulésicos, uma das formas de
reduzir esse custo € a producdo do extrato enzimatico no mesmo local onde o
processo fermentativo sera realizado (Xin et al., 2013).

As trés classes de enzimas que compdem as celulases, agem de
maneiras diferentes durante a hidrolise enzimatica. As endoglucanases fazem
a degradacdo das ligacbes internas do polimero, que sédo as regifes da
celulase que possuem menos cristalinidade. Essas enzimas sdo capazes de
fazer a hidrdlise de forma aleatéria nas ligagdes [-(1-4)-glicosidicas nas
regides amorfas da celulose (SUN & CHENG, 2002).

As exoglucanases atuam fazendo despolimerizacdo removendo as
unidades de celobioses terminais. Essas enzimas fazem a hidrélise das

unidades de celobiose das extremidades redutoras e ndo redutoras da cadeia
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(HEIKINHEIMO, 2002). Segundo Zhao et al. (2004), as exoglucanases sao as
principais enzimas do complexo celulolitico, sendo componente chave na
degradagdo da celulose. Enquanto as B-glicosidases fazem a hidrolise de
celobiose em glicose, fazendo diminuir o efeito da celobiose sobre as

endoglucanases e exoglucanases.

2.8. Modelagem matematica da hidrolise enzimética

A hidrdlise enzimatica que utiliza material celulésico para produzir
acucares redutores, vem sendo bastante utilizada por apresentar um grande
potencial para produzir recursos alimenticios e energéticos (Bhat, 2000). Por
outro lado, o alto custo das enzimas, a velocidade de reacdo lenta e o ndo
aproveitamento total do complexo enzimatico sdo fatores que devem ser
avaliados para obter o rendimento maximo do processo de hidrélise enzimética.

Assim sendo, muitos modelos cinéticos, incluindo modelos empiricos e
mecanisticos tém sido propostos extensivamente nas Uultimas décadas.
Modelos empiricos como os de rede neural artificial e os modelos de
metodologia de superficie de resposta poderiam prever a reacdo enzimatica, e
as condicOes de reacdo poderiam ser otimizadas usando esses modelos. No
entanto, esses modelos ndo fornecem uma visdo sobre os detalhes
mecanisticos do processo a ser aplicado fora das condicdes sob as quais eles
séo desenvolvidos. Por outro lado, modelos mecanisticos baseados em certos
principios, teorias e suposicfes poderiam superar algumas desvantagens.
Esses modelos sempre contém muitas equacdes diferenciais e seus
parametros sao frequentemente dificeis de serem determinados. Além disso, a
maioria deles ndo fornece informacdo sobre os ajustes da concentracdo
enzimatica e o tempo de hidrdlise. Fatores estes que sao criticos quantos aos
aspectos econdmicos da utilizacdo das enzimas celulases na industria (Zhang
et al., 2010).

Tem sido geralmente aceito que a desativacdo da celulase durante o
processo hidrolitico enzimatico resulta em alguma taxa de desaceleracao
hidrolitica. A celulase pode ser desativada por muitos fatores, incluindo forcas

de cisalhamento, temperatura, forgca ibnica, inibicdo do produto e adsorcdo
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ineficaz da celulase. Muitos modelos ja foram propostos, porém sem considerar

a desativacao da celulase (Zhang et al., 2010).

Considerac0es finais referentes a revisao bibliogréafica

A utilizacdo da biomassa do capim elefante possui vantagens como
baixo custo de producao e grande disponibilidade da biomassa na regido. Além
disso, um fator relevante em utilizar o capim elefante como substrato para os
fungos para producdo de enzimas celulases, as quais seriam usadas na
hidrolise dessa biomassa e posterior producdo de etanol 2G seria a
especificidade da enzima produzida. Neste trabalho, inicialmente o capim
elefante pré-tratado foi utilizado como substrato, nutriente e suporte na FES
para produzir as enzimas celulases. Na etapa seguinte, féz-se a hidrolise
enzimatica do capim elefante pré-tratado utilizando a enzima produzida. Nessa
etapa ocorreu a conversao da celulose do capim elefante, resultando em
acucares fermentesciveis para posterior fermentacdo com leveduras com
producdo de etanol 2G. Assim, a utilizacdo do capim elefante pré-tratado como
substrato na FES (para producdo da celulase) e na hidrélise enzimatica do
mesmo capim resultaria na maior especificidade da enzima obtida. Nessa
abordagem da especificidade, poucas referéncias foram encontradas no
tocante ao uso do capim elefante e nenhuma referéncia relacionando a

modelagem matematica da hidrélise enzimatica do capim elefante.
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3. MATERIAL E METODOS

A sequéncia dos procedimentos experimentais utilizados esta

representada conforme fluxograma na Figura 3.1, com foco principal na

obtencéo das celulases na FES e dos acucares na hidrélise.

Screening de fungos

Capim elefante bruto

Aclcares R
fermentesciveis Extracdo das
celulases

Figura 3.1. Fluxograma dos procedimentos experimentais realizados no

presente trabalho. Fonte: Da autora.

3.1. Microrganismos

3.1.1. Conservacao e manutencdo dos microrganismos

As espécies de fungos utilizadas neste trabalho foram conservadas
conforme a metodologia de Castellani (1967), que consiste em inserir
pequenos blocos de agar com fungos ja crescidos em tubos de ensaio

contendo agua destilada estéril e armazenados em geladeira por periodo de
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até dois anos. A manutencdo dos fungos foi realizada através de repiques

semestrais em tubos de ensaio contendo meio batata dextrose agar (BDA).

3.1.2. Screening de fungos

Nesta etapa foram selecionadas espécies fungicas produtoras das
enzimas celulases através de testes em placa de Petri contendo meio base
(sais e extrato de levedura) e como fonte de carbono foi adicionado CMC
(Carboximetilcelulose). Para a realizagdo do screening de fungos, foram
utilizadas as seguintes espécies:

. Aspergillus  niger | (lA-Isolado Ambiental), Trichoderma
stromaticum, Trichoderma harzianum e Trichoderma viride disponiveis na
Colecédo de microrganismos do Laboratério de Biotecnologia ICB/UFMG;

o Aspergillus niger Il (MH- Monumento Historico) e Aspergillus
niger Il (IC- Isolamento Clinico), disponiveis na Colecdo de microrganismos do
Laboratério de Micologia ICB/UFMG;

. Trichoderma asperellum, Trichoderma longibrachiatum,
Trichoderma virens TNH, e Trichoderma virens TM,, disponiveis na Colecéo de
microrganismos do Grupo de Pesquisa Controles Biol6gico e Alternativo em
Fitossanidade - COBALFI Unioeste/ Marechal Candido Rondon;

. Penicillium  sumatrense, disponivel no Laboratério de
Microbiologia Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE).

Foi realizada a inoculacdo dos esporos em placas de Petri contendo
meio agar bacterioldgico, sais nutrientes e substrato especifico para inducéo de
enzimas celulases (CMC, carboximetilcelulose), conforme a Tabela 1. As
placas foram colocadas em estufa bacteriologica a 27°C por 72h para
crescimento dos fungos e observacdo da formacdo de possiveis halos
contendo a enzima celulase que por sua vez seriam identificados por corante

especifico (vermelho congo a 1%).
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Tabela 3.1. Composi¢éo do meio de cultura para screening

Sais nutrientes Quantidade (g L %)

MgSO4 0,2

NaCl 0,1

Extrato de levedura 0,4

KH,PO4 0,4

KH2HPO, 0,1
Agar bacteriol6gico 15
CMC 1

Fonte: Rodrigues et al. (2015)

3.1.3. Preparo da solucéo de esporos (in6culo)

O preparo do in6culo foi realizado em camera de fluxo laminar. Em
Erlenmeyers de 1L foram preparados 250 mL de meio BDA inclinado, onde
foram-adicionadas as espécies mencionadas no item 3.1.2. O crescimento dos
fungos ocorreu em estufa bacteriol6gica 28°C por 15 dias e a raspagem dos
esporos foi realizada apos adicdo de 100 ml de 4gua deionizada. As solucbes
de esporos foram acondicionadas em frascos de vidro ambar e preservados em

geladeira.

3.2. Pré-tratamento alcalino oxidativo do capim elefante

O capim elefante utilizado tem como nome cientifico Pennisetum
purpureum Schum., cultivar BRS Capiagu, produzido no campo da Fazenda
Brizhanta, distrito de Sao Miguel localizado no municipio de Toledo, PR, Brasil
(24°81'26.0"S 53°86'12.1"W, a 417m de altitude), em julho de 2016, em sulcos
de 0,20 m de profundidade e com adubacé&o de plantio realizada de acordo
com a analise de solo e recomendacfes para a cultura de capim elefante.
Segundo o produtor e fornecedor das amostras, esse capim elefante foi colhido
com 365 dias ap0s o plantio. Apés a colheita, o capim elefante foi encaminhado

ao laboratorio, lavado, e seco em estufa de secagem por 7 dias a 50°C. Apos,
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foi triturado no liquidificador e acondicionado em pacotes plasticos sendo

mantidos em geladeira.

O pré-tratamento alcalino oxidativo foi adaptado da metodologia de
Krishna et al., (2000), onde para cada grama de capim elefante foi adicionado
50mL de Perdxido de Hidrogénio 1%. Foram utilizados Erlenmayers de 2L,
contendo 25g de capim com 1250 mL de perdxido de hidrogénio 1%. O pH foi
ajustado para 11,5 com NaOH e os erlenmeyers colocados em incubadora
Shaker por 16h com agitacdo de 100 rpm. ApOs esse periodo a solucao foi
filtrada a vacuo e o Capim elefante lavado com agua destilada. O solido
resultante foi colocado em um béquer de 5L com agua destilada e ajustado o
pH para 7,0 com adicdo de H3PO,4. Apos filtragdo, o capim elefante foi colocado
em recipiente de aluminio, levado a estufa de secagem por 48 h a 50°C. O

sélido foi acondicionado em papel aluminio e congelado.

3.3. Fermentacdo em Estado Sélido (FES)

Na etapa de screening foram selecionadas as espécies T. viride, A.
niger | e T. asperellum, as quais foram submetidas aos ensaios da FES em
frascos Erlenmeyers de 250 mL. Em cada frasco foi adicionado 2,0 g de capim
elefante pré-tratado, em seguida os frascos foram levados a autoclave
(Phoenix AV75) e esterilizados por 20min a 121°C. Apds resfriar, foi adicionada
a solucao de nutrientes em volume determinado conforme a umidade inicial do
meio fermentativo a ser trabalhada como varidvel do planejamento
experimental. A solucdo nutriente foi esterilizada em autoclave e a composicao
utilizada esta descrita na Tabela 3.2. Ajustou-se o pH inicial que também foi
trabalhada como variavel do planejamento experimental. Foram adicionados
0,5 mL de solucao de esporos do fungo.

Para o planejamento experimental, foram retiradas amostras apds 48h
até 120h de fermentagdo para andlise das atividades enzimaticas. Para o0s
experimentos da cinética de producdo das enzimas foram retiradas amostras
de 24 em 24h de fermentagdo para analise das atividades enzimaticas. As

amostras contendo material fermentado foram armazenadas em freezer.
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Finalizado o processo de fermentacdo, as amostras foram submetidas ao

processo de extracao.

Tabela 3.2. Composicao da solucéo nutriente

Nutriente Quantidade (g L ™)

KH.PO, 4,0
(NH4),SO0, 2,6
Uréia 0,6
MgS04.7H,0 0,6
CaCl, 0,6
FeS0,4.7H,0 0,1
MnSO4.1H,0O 0,03

ZnS0,4.7H,0 0,029

CoCl,.6H20 0,004

Fonte: Mandels & Reese, 1957

3.3.1. Planejamento experimental da FES

Para cada um dos trés fungos selecionados foi realizado um
planejamento experimental do tipo delineamento composto central rotacional
(DCCR) de duas variaveis (pH inicial e umidade inicial do meio de fermentacéo)
cujos niveis estudados estdo descritos na Tabela 3.3. As condi¢Bes utilizadas
para a realizacdo destes ensaios foram: umidade inicial de 60 a 100% para
todas as espécies e pH 4,0 a 6,0 para T. viride, 4,0 a 8,0 para A. niger e 5,0 a
9,0 para T. asperellum.

Com esse tipo de planejamento sdo gerados 11 ensaios de FES, com
triplicata no ponto central, onde é possivel gerar modelos empiricos
(estatisticos) para cada resposta obtida nos experimentos. As respostas
avaliadas foram atividade enzimatica da FPase (celulase total) e da CMCase
(endocelulase). A resposta obtida pode ser ajustada segundo um modelo
quadratico polinomial conforme a equacéao (3.1).
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Vi =P+ B X1+ Br1- X2+ Bo.Xo + Bz X2+ P12 X1 Xo + € (3.1)

onde Y; é o valor da resposta prevista pelo modelo, X; e X, as variaveis pH e
umidade iniciais, respectivamente, Bo a constante (intercepto), 1 e B2 0s
coeficientes dos termos lineares de X; e Xy, respectivamente , 31, 0 coeficiente
do termo de interacdo linear das variaveis X; e Xz, B11 € P22 0s coeficientes dos

termos quadréticos de X; e Xj, respectivamente, e “e” o valor do erro

experimental aleatério (Montgomery, 2013).

Tabela 3.3. Variaveis do DCCR (niveis codificados e reais) da FES

Fungo Variavel -1,414 -1 0 +1 +1,414
pH 4,0 43 50 5,7 6,0

T. viride U@®) 60,0 660 80,0 940 100,0
pH 5,0 56 7,0 8,4 9,0

T.asperelum oy 600 660 800 94,0 100,0
| pH 4,0 46 6,0 7.4 8,0

A. niger U(@®%) 60,0 660 80,0 940 100,0

A andlise estatistica do planejamento experimental (DCCR) foi realizada
utilizando o software STATISTICA™, v. 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa, USA). A
metodologia de superficie de resposta utilizada incluiu a analise de residuos, a
analise de variancia (ANOVA), avaliacdo da significancia dos efeitos das
variaveis sobre as repostas, além dos testes para checagem do ajuste do
modelo estatistico aos dados experimentais.

3.4. Extracdo das enzimas

A extragdo das enzimas celulases ocorreu adicionando-se uma solugéo
tampéao fosfato de s6dio 50 mM, pH 7,0, na proporgéo 1:17 (g de solido/mL de
solugdo tampdo) em cada Erlenmeyer contendo o material resultante da
fermentacdo em estado solido e inseridos em incubadora shaker por 2 h, a uma

temperatura de 35 °C com agitacdo de 150 rpm. O sélido foi removido por
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filtracdo a vacuo com papel filtro, sendo o filtrado posteriormente centrifugado
(centrifuga Parsec CT — 0603) por 20 min em rotacdo de 3000 rpm. O
sobrenadante de cada amostra foi armazenado em freezer em frascos até

posterior determinacdo da atividade enzimatica.

3.5. Hidrélise enzimética

A hidrdlise enzimatica foi realizada seguindo a metodologia de Oliveira
(2012), a qual consiste em inserir em Erlenmeyers quantidade necessaria da
solucdo tampéo citrato de sédio, pH 4,8 (50 mM), juntamente com 2g de capim
elefante (4%) pré-tratado e quantidade necesséria de extrato enzimético. Apos
a solugéo foi colocada em incubadora Shaker a 50 °C e 150 rpm. Amostras
foram retiradas em tempos distintos até o tempo final de 72h, para analises de

acucares redutores e glicose.

3.6. Meétodos analiticos

3.6.1. Determinacédo da atividade enzimatica

A determinacdo de atividade enzimatica da celulase (FPase), foi
adaptada da metodologia de atividade enzimatica em papel filtro descrito por
GHOSE (1987) a qual consiste em inserir tiras de papel de filtro Whatmann n° 1
(1x6 cm) em tubos de ensaio. Posteriormente, adicionou-se 1 mL de solugéo
tampao citrato de sédio pH 4,8. Os tubos foram dispostos em banho-maria ultra
termostatico a temperatura de 50°C por 5 min. Em seguida, foram adicionados
0,5 mL do extrato enzimatico obtido a partir da FES e mantidos por 60 min,
agitando-se em intervalos de 10 min. Os ensaios foram realizados em triplicata
e acompanhados de ensaio em branco onde substituiu-se o caldo enzimético
por tampé&o citrato de sédio pH 4,8. Apds o término do tempo de incubacdo em
banho-maria, procedeu-se a determinacdo dos acucares redutores (AR) e
calculou-se a atividade enzimatica (AE). Segundo GHOSE (1987), uma

unidade de atividade enzimatica libera 1umol de acucar redutor por mL de
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caldo por min, ou seja, U = pmol.mL*.min®. Os resultados de atividade

enzimatica (AE) foram convertidos para U.gms™

Para a determinacdo da atividade enziméatica da CMCase foi usado o
mesmo  procedimento, com excecdo do substrato, que foi o
carboximetilcelulose (CMC). Uma unidade de atividade enzimatica de CMCase
libera 1umol de agucar redutor por mL de caldo por min, ou seja, U= pmol.mL"
! min™. Os resultados de atividade enzimatica foram convertidos para massa

secaU.g ™

3.6.2. Determinacéo de agucares redutores (AR)

O método de determinacéo da concentracdo de acgucares redutores (AR)
€ baseado no método proposto por MILLER (1959), o qual utiliza o reagente
DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico). A quantificacdo foi realizada misturando-se 0,5
mL do extrato enzimatico com 0,5 mL do reagente DNS e levando ao banho
aguecido a 100 °C por 5 minutos. Resfriou-se em banho de gelo e adicionou-se
5,0 mL de agua deionizada. O branco foi preparado pela adicdo de 0,5 mL de
agua deionizada substituindo a amostra. A amostra teve absorbancia medida
em espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu UV-1800) em comprimento de onda
de 540 nm. Uma curva padrdo de glicose, na faixa de 0,1 a 1,0 g.L™, foi
construida nas mesmas condicbes da amostra, gerando um modelo de
regressao linear e o coeficiente de determinacédo da glicose em funcédo da
absorbancia medida. O reagente DNS foi preparado obedecendo a seguinte
sequéncia: 16 g de Hidréxido de sodio (NaOH) diluidos em 200 mL de agua
destilada, 300 g de tartarato duplo de sédio e potassio diluidos em 500 mL de
agua destilada. Apos as solucdes sdo misturadas e adicionadas 10,0 g de
acido 3,5-dinitrosalicilico e o volume final aferido para 1L com agua destilada.

3.6.3. Determinacéao da celulose

O capim-elefante foi analisado de acordo com o método de Siqueira et
al. (2016), onde pesou-se 1,0 g da amostra de capim-elefante e adicionou-se

16,5 mL de uma solucéo de reagente acido, previamente preparado com &cido
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acético glacial 72,73%, agua destilada 18,18% e acido nitrico 9,09%, ou seja,
12 mL de acido acético glacial 3 mL de agua destilada e 1,5 mL de acido
nitrico. Posteriormente foi realizada a etapa de digestdo da celulose, onde a
amostra foi colocada em banho-maria, em ebulicdo, por 30 min. Apos a
digestao foi adicionado 20 mL de alcool etilico PA em seguida, todo o material
foi filtrado, adicionando 20 mL de benzeno e 20 mL de éter sulfdrico e lavado
com 20 mL de é&lcool etilico. O conteudo filtrado foi levado & estufa a 105 + 2 °C
até peso constante. O teor de celulose (em %) foi calculado utilizando a

Equacéo 3.2:

Teor de celulose = (%;Mf) * 100 (3.2)

Onde:
Mfc = massa funil + celulose (g);
Mf = massa do funil (g);

Ma = Massa da amostra (g);

3.7. Desenvolvimento do modelo mateméatico

A hidrélise enzimética é representada a partir da enzima celulase (E) (g
L) sendo adsorvida nos sitios ativos do substrato insolivel (S) (g L™) que
posteriormente forma o complexo (ES) (g L™), o qual ird produzir glicose (P) (g
L) e a enzima celulase (E), sendo este procedimento representado pela
Equacéo 3.3 (Shen & Agblevor, 2008):

k1
E+S 2 ES_E+P (3.3)

k-1

Em que k; (L/h.g) é a constante cinética de adsorcédo da enzima, k_;
(h~1) é a constante cinética de desorcdo da enzima e k, é a constante cinética
de formacgéao de produto. Aplicando a lei de acdo de massa e a teoria de estado

semi-estacionario, tem-se as seguintes equac¢fes matematicas deduzidas,
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sendo estas representadas pela Equacéao 3.4 e Equacao 3.5 (Shen & Agblevor,
2008):

[P] = [So] - [1 —exXp (_kz fOt [E](EliKe)] (3.4)
K, = % (3.5)

Em que K, é a constante cinética de equilibrio, [So] é a concentracdo
inicial de substrato, [P] é a concentracdo de produto e [E] € a concentracao de
enzima. A Equacédo 3.4 expressa a relacdo entre a concentracdo de produto
(glicose) e tempo de hidrolise o qual indica que a concentracdo de produto

aumenta com o tempo e a maxima concentracao de produto é [So].

Para obter a relacdo entre concentracdo de glicose e tempo, é
necessario conhecer a atividade da enzima celulase durante o processo de
hidrolise enziméatica e a fase de desativacdo da celulase. Portanto,
considerando a desativacao da celulase uma reacdo de segunda ordem, a taxa

de desativacdo pode ser expressa pela Equacgéao 3.6:

U = —Kgez - [F?] 36)

Em que k4., (L/h.g) é a constante cinética de ordem 2 de desativacao da
celulose. A partir da Equacgédo 3.6, considerando a condicao inicial ([E] = [Eo])

em t = 0, se obtém a Equacéo 3.7:

[Eo]
1+[E0]kdezt

[E] = (3.7)

Substituindo a Equacdo 3.7 na Equacdo 3.4 e integrando com a

condicao inicial ([P] = 0 em t=0), obtém-se a Equacao 3.8:
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ko

Ke'[Eo] kdez t]Ke kdez] (3.8)

Ke+[Eo]

[P] = [So] - [1—[1+

A Equacédo 3.8 representa o modelo matematico obtido, explicitando a
relacdo entre a concentracdo de produto [P] e o tempo de hidrélise t para uma
contracao inicial de enzima [Eo]. Na Equacéo 3.8, t e [Eo] sdo as variaveis
independentes e [P] é a variavel dependente. Ao utilizar este modelo
matematico, ajustando a concentracdo enzimatica e o tempo de hidrdlise, é
possivel obter o maximo aproveitamento da celulase para aplicacdes

industriais.
3.7.1. Determinacao da velocidade inicial da hidrolise (vo)

Foi possivel também determinar a velocidade inicial da hidrélise
enzimatica (vo) (g/L-h), um parametro bastante importante para estudar a
cinética das enzimas. Para o modelo matematico estabelecido, sabe-se que vo
€ igual a variacdo da concentracdo de produto com o tempo, sendo assim,

diferenciando a Equacéo 3.4, tem-se:

atryy  _ kalsol gl
de 1t=0 7 k. +EFo

vo = | (3.9)

A Equacgdo 3.9 representa um modelo que se relaciona com a
concentracdo de substrato, assim como Henri-Michaelis-Menten (Zhang et al.,
2010). Porém, para o presente trabalho, se torna mais adequado relacionar vo
de acordo com a concentracéo inicial de enzima [Eo] representando a Equacéao
3.10 (Bailey, 1989; Zhang et al., 2010):

_ Vemax'[E0]
vo = Eel (3.10)

Em que V.4 (9/L-h) é a maxima velocidade inicial de hidrélise
enzimatica e K,, € a constante cinética de meia saturacdo. Ao comparar as

Equacdes 3.9 e 3.10, é possivel deduzir que:
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Ky, =

Vemax =

Ke

k- [So]

(3.11)

(3.12)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Screening de fungos

Foram avaliados trés géneros de fungos por meio de crescimento em
placa e por observacdo nos halos formados da produgcédo de enzima celulase
por meio de coloracdo caracteristica. Foram testadas trés espécies de
Aspergillus niger, sete fungos do género Trichoderma, além do Penicillium
sumatrense, conforme descricdo no item 3.1.2. A analise realizada foi
qualitativa, verificando a presenca de halos e a corrosdo do meio contido nas
placas de Petri. Portanto, através da Figura 4.1 € possivel verificar a presenca
das enzimas celulases quando utilizadas as espécies T. viride, A. niger | e T.

asperellum.

Trichoderma viride Aspergillus niger Trichoderma asperellum

Figura 4.1. Espécies fungicas produtoras das enzimas celulases. Fonte: Da

autora.

Resultado semelhante ao presente estudo foi relatado por Florencio
(2011), em seu estudo sobre microrganismos produtores de celulases, onde
concluiu que a linhagem Trichoderma sp CG 104NH foi a melhor produtora de
celulases, sendo a que mais se destacou entre as 78 linhagens nos processos

guantitativos, coincidindo com a espécie utilizada no presente estudo. A autora
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ainda conclui que o método screening pode ser utilizado para selecionar
linhagens dentro de um grande banco de dados.

Scheufele (2012) em seu estudo sobre a Bioconversao de residuos
agroindustriais por microrganismos do Bioma Amazobnico produtores de
enzimas lignoceluloliticas, concluiu que a espécie que mais se destacou na
producdo das enzimas celulases foi a Trichoderma sp., coincidindo com a
espécie utilizada no presente screening de fungos.

No presente estudo ndo houve a realizacdo da medida dos halos,
somente foi verificado sua presenca ou auséncia nas placas, mas revelou
espécie A. niger | como sendo potencial produtora da enzima celulase, sendo
semelhante ao estudo de Griebeler et al. (2015) que por meio de selecao de
fungos filamentosos produtores de amilases, proteases, celulases e pectinases,
dos 180 isolados, 39 produziram as enzimas celulases e o destague na
medicao dos halos foi para Aspergillus sp, tendo 17,4 mm de halo,

Outro estudo que revela a espécie Aspergillus sp. como produtor
enzimatico é de Rosa et al. (2017). Os autores verificaram a producdo de
celulases e formacéao de acucares fermentesciveis pela degradacédo do bagaco
de cana-de-acglcar e chegaram a conclusédo que das seis espécies de fungos
isoladas do bagaco de cana-de-acucar a que obteve melhores resultados foi
Aspergillus sp.

Estudo com resultados semelhantes ao presente trabalho foi de
Sarsaiya et al. (2018) que estudaram a dinamica da atividade de celulases de
fungos que habitam residuos sélidos urbanos organicos, sendo isolados 82
espécies, as quais foram submetidas aos testes em placas com revelacdo em
Vermelho Congo. As espécies que se destacaram como produtoras de

celulases foram T. viride, A. niger, A. fumigatus e Fusarium oxysporum.

4.2. Producdao de celulases por FES

Foram realizadas fermentacdes em estado solido para a produgédo de
enzimas celulases utilizando capim elefante pré-tratado como substrato e cada
um dos trés fungos pré-selecionados. Essas fermentacdes foram feitas

utilizando um planejamento experimental DCCR para cada fungo onde foram
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avaliadas as condi¢cfes de pH inicial e umidade inicial (U) da FES. Cada DCCR
apresenta 11 ensaios e tendo como respostas as atividades de FPase e
CMCase. As andlises estatisticas dos planejamentos serdo apresentadas

separadamente para cada fungo.

4.2.1. Planejamento DCCR da FES para o Trichoderma viride

A Tabela 4.1 apresenta os resultados de atividade enzimatica de FPase
e CMCase produzidas por FES, no tempo de 48h, para o T. viride para o

planejamento DCCR tendo como variaveis a umidade (U) e o pH.

Observa-se que as maiores atividades enzimaticas para ambas as
enzimas ocorreram nos ensaios de triplicata do ponto central (ensaios 5, 6 e 7),
tendo 80% de umidade inicial e pH inicial 5,0. Os valores variaram de 34,1 a
37,4 U g * para FPase e 36,9 a 42,2 U g ** para CMCase.

Tabela 4.1. Matriz de dados do DCCR para o Trichoderma viride. Resultados
de FPase e CMCase no tempo de 48h da FES

. FPase CMCase
Ensaio U (% H - :
0 PH wg) ug)

1 66 4,3 16,9 50
2 94 4,3 19,1 3,4
3 66 5,7 22,6 14,9
4 94 5,7 11,5 19,8
5 80 5 34,6 42,2
6 80 5 34,1 36,9
7 80 5 37,4 38,5
8 80 4 18,9 9,8
9 80 6 18,0 12,5
10 60 5 11,3 3,3
11 100 5 12,9 9,8

Resultados semelhantes ao presente trabalho foram descritos por Xin et
al. (2013), que estudaram a producdo de bioetanol a partir de residuos de
hortalicas usando, para a hidrolise, misturas de enzimas fungicas brutas
produzidas por FES e obtiveram os melhores resultados utilizando 80% de

umidade e pH 5,0 com a espécie fungica T. reesei. Os autores obtiveram
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menor atividade enzimatica de Fpase (15 U g ™) e maiores atividades de
CMCase (90,5U g ™).

Segundo Scheufele (2012) estudando a bioconversdo de residuos
agroindustriais por microrganismos do bioma amazonico produtores de
enzimas lignoceluloliticas, chegou a conclusdo que altos teores de umidade,
em torno de 80%, proporcionaram maiores resultados na produgéo de
celulases na FES utilizando o género Trichoderma sp.

Florencio (2011) estudou microrganismos produtores de celulase por
meio de selecdo de isolados de Trichoderma sp. e concluiu que a linhagem,
produz a maior quantidade de enzima na FES com umidade 80%, equivalendo
com o resultado da presente pesquisa. Quando a fermentacéo foi submetida a
umidade de 85% a autora observou uma queda significativa na producao da
enzima CMCase. Nesse mesmo estudo a autora avaliou a atividade enzimatica
das enzimas FPAse e CMCase utilizando o bagaco de cana-de-acucar e farelo
de trigo, onde obteve resultados inferiores ao presente trabalho, obtendo
FPase 1,87 Ug ™" e CMCase 25,93 Ug ™.

Resultados semelhantes em relacdo a atividade enzimatica da Fpase
foram relatados por Scholl et al. (2015a) em seu estudo sobre Capim elefante
pré-tratado por explosdo a vapor para induzir a excrecdo de celulases e
xilanases pelo cultivo em estado so6lido de Penicillium echinulatum S1M29,
onde obteve para Fpase 32,93 U g *,sendo inferior ao encontrado no presente
estudo que foi de 35,36 U g . Nesse mesmo estudo a atividade enzimética da
CMCase obtida foi de 205, 83 U g ! sendo superior ao presente trabalho que

teve como em média no ponto central 39,2 U g .

Juhasz et al. (2004) avaliaram estratégias de controle de pH utilizando o
fungo T. reesei e 0 melhor resultado para producao de celulase foi com pH 5,0,
tendo os mesmos pH e fungo utilizados no presente estudo.

Segundo Astolfi et al. (2014), em seu estudo sobre a obtencdo de
CMCase por T. reesei por FES usando como substrato a casca de soja,
concluiram que o pH 6timo para a enzima foi 4,6 e obtiveram uma quantidade

de 0,31 U mL *. Tendo pH bem préximo ao verificado no presente estudo.

A Tabela 4.2 apresenta o calculo dos efeitos que as variaveis pH e
umidade iniciais, com os termos lineares (L) e quadraticos (Q), exercem sobre
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as respostas das atividades enzimaticas de FPase e CMCase. O p-valor obtido
para cada termo indica a significancia ou nédo do efeito do termo sobre a
resposta, sendo que quando o p-valor for menor que o nivel de significancia
estabelecido na estatistica (no caso, a = 0,10) o termo passa a ser significativo.
Tanto para a FPase como para a CMCase, os dois termos quadraticos de pH e
umidade s&o significativos e com efeito negativo, indicando que o aumento
dessas variaveis no processo, a partir do ponto central, acarreta a diminuicdo

de ambas as atividades de FPase e CMCase.

Tabela 4.2. Estimativa de efeitos e coeficientes da regressao quadratica do
DCCR de ambas as enzimas para a FES com o Trichoderma viride (a = 0,10).
Efeito p-valor Coeficiente
FPase CMCase FPase CMCase FPase CMCase
Média/Intercepto 35,42 39,22 0,001 0,002 35,42 39,22

Variavel

(1) U (L) -1,61 311 0328 07244 -0,81 1,55
U (Q) 21,89 -31,36 0,005 0,005 -10,95 -15,68
(2) pH (L) -0,78 744 0597 0,060 -0,39 3,72

pH (Q) 15,69  -26,82 0,000 0,007 -7,85  -13,41

Interacdo (1) x (2)  -6,62 321 0,066 0357 -3,31 1,61

Na Tabela 4.3 sdo mostrados os resultados da andlise de variancia
(ANOVA) para ambas as respostas FPase e CMCase. O baixo p-valor da
“regressao” (< 0,10) e o alto p-valor da “falta de ajuste” (> 0,10) indica que o
modelo (regressao) estatistico (equacdes 4.1 e 4.2) gerado ajusta bem os
resultados experimentais obtidos. Isso € corroborado pela analise dos residuos
gerados pelo modelo conforme o “grafico dos residuos vs valores preditos”
(Figura 1 do Anexo) onde se observa a aleatoriedade dos residuos em torno do
zero indicando uma distribuicdo normal dos mesmos e também pela analise do
“grafico da probabilidade normal dos residuos” (Figura 2 do Anexo) onde se
observa que os residuos brutos encontram-se dentro do espectro de residuos
padronizados (-1,96 a +1,96) de uma distribuicdo normal indicando a auséncia
de pontos influentes (valor extremo) ou valor atipico (outlier) (que significa uma
observacdo com "alto” residuo). Se um valor extremo for influente, ele
interferiria sobre a funcdo de regressao ajustada (a inclusédo ou nédo do ponto

modificaria substancialmente os valores ajustados).
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FPase (U g™) = 35,42 — 0,81.U - 10,95.U - 0,39.pH - 7,85.pH* — 3,31.U.pH (4.1)

CMCase (U g) = 39,22 + 1,55.U - 15,68.U% + 3,72.pH - 13,41.pH* + 1,611.UpH (4.2)

Tabela 4.3. Tabela ANOVA do DCCR de ambas as enzimas para a FES com o
Trichoderma viride (a = 0,10).

» SQ MQ Fcalc p-valor

Variavel GL

FPase CMCase FPase CMCase FPase CMCase FPase CMCase
(1) U (L) 5,266 19,544 1 5,266 19,544 1,651 2,667 0,328 0,244
U (Q) 695,799 1427,259 1 695,799 1427,259 218,171 194,797 0,005 0,005
(2)pH (L) 1,240 111,899 1 1,240 111,899 0,389 15,272 0,597 0,060
pH (Q) 357,494 1044,068 1 357,494 1044,068 112,094 142,498 0,009 0,007
1L x 2L 43,876 10,327 1 43,876 10,327 13,757 1,409 0,066 0,357
Regressdo 877,306 2048,242 5 175,461 409,648 30,211 55,910 0,001 0,0002
Zjﬂ;?ede 22,661 71,203 3 7,554 23,734 2,369 3,239 0,311 0,245
Erro puro 6,378 14,654 2 3,189 7,327
Residuos 29,040 85,857 5 5,808 17,171

Total

906,345 2134,098 10

FPase: R“= 0,96796; R” yjs = 0,93592 CMCase: R”= 0,95977; R” 5, = 0,91954
Frap (5;5;0,05)=5,05 Teste F p/ Regressao: FPase: Fcalc/Fra,=5,98 CMCase: Fcalc/Frap=11,1

Por outro lado, os elevados valores dos coeficientes de determinacdo do
modelo R? e a sua proximidade com o R? ajustado (R%sjus) indicam um bom
ajuste das regressodes. Além disso, o teste F para regressao resulta na relacao
Fcalc/Frap de 5,98 para a FPase e 11,1 para CMCase as quais sao elevadas
atestando a validade de ambos os modelos obtidos (Montgomery, 2013). A
Figura 4.2 mostra as respectivas superficies de resposta onde verificam-se

picos de producao das enzimas proximo do ponto central.

Os melhores resultados experimentais obtidos de atividade da FPase
(média 35,4 £ 1,78) e da CMCase (média 39,2 + 2,72) foram no ponto central
(ensaios 5, 6 e 7) com 80% de umidade e pH 5,0. Por meio de dupla integracao
das equacbes (4.1) e (4.2) pode-se determinar os pontos de maximo (pontos
criticos) previstos pelos modelos (Tabela 4.4), onde se verifica a proximidade

com os resultados experimentais.

48



FPase - T. viride CMCase - T. viride
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Figura 4.2. Superficie de resposta da FPase e CMCase do planejamento
DCCR para a FES com o Trichoderma viride

Tabela 4.4. Valores criticos para a umidade e pH no ponto de maximo predito

pelo modelo quadratico e valores de atividade obtidos para a FES com T.
viride.

Enzima (méax. predito) U (%) pH

FPase (35,44 U g™%) 79,52 4,98
CMCase (39,53 U g7) 80,79 5,10
Enzima (obtida FES) U (%) pH
FPase (35,36 U g}) 80 5,0
CMCase(39,2 U g} 80 5,0

Um calculo que permite a determinacdo do ponto 6timo que satisfaca
simultaneamente as duas respostas € o da funcdo desejabilidade (desirability).
Quando se tem mais de uma varidvel de resposta, geralmente esta-se
interessado em encontrar os valores operacionais 6timos das variaveis
independentes que satisfacam simultaneamente todos o0s requisitos
necessarios as variaveis dependentes. Para isso, 0 primeiro passo €
determinar o modelo apropriado para descrever as variaveis de resposta e
entdo encontrar uma série de condi¢cdes operacionais que otimize todas as
respostas ou, no minimo, mantenha—as em faixas desejaveis. A busca dessa
faixa desejavel pode ser feita graficamente, através da superposicdo das

curvas de nivel para todas as respostas onde se usa o0 procedimento da
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otimizacdo com restricdo (BARROS NETO et al., 2007). Assim, a Figura 4.3
apresenta os valores dos pontos 6timos das 2 variaveis de resposta: FPase =
35,36 U.g™*, CMCase = 39,42, e as condicdes operacionais que levam ao 6timo
das respostas: U = 80% e pH = 5,05. A funcéo desejabilidade global neste caso
foi de 0,9244.

Profiles for Predicted Values and Desirability - T. viride
Umidade (%) pH Desirability

45,000

35,357

FPase

11,346 24301 37437

0,0000
60,000

o416 |- ] L ST

S
326532 7442 196
CMCase

10,00

92441

Desirability

60, 80, 100, 4, 5,05 6,

Figura 4.3: Perfis de valores preditos da FPase e CMCase e desejabilidade do
DCCR para a FES com o Trichoderma viride (a = 0,10).

4.2.2. Planejamento DCCR da FES para o Trichoderma asperellum

A Tabela 4.5 apresenta os resultados de atividade enzimética de FPase
e CMCase produzidas por FES, no tempo de 48h, para o T. asperellum.
Observa-se, assim como para o T. viride, que as maiores atividades
enzimaticas para a FPase ocorreram nos ensaios de triplicata do ponto central
(ensaios 5, 6 e 7), tendo 80% de umidade inicial, porém com pH inicial 7,0. Os
valores variaram de 19,3 a 22,2 U g . Para a CMCase o melhor resultado foi
obtido no ensaio 11 (42,6 U g ™) com umidade inicial de 100% e pH 7,0.
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Tabela 4.5. Matriz de dados do DCCR para a FES com o Trichoderma
asperellum. Resultados de FPase e CMCase no tempo de 48h da FES.

Ensaio Umidade pH FPaie CMszllse
(%) Ug) Ug)
1 66 5,6 9,3 13,0
2 94 5,6 12,9 17,2
3 66 8,4 10,1 5,6
4 94 8,4 11,4 17,9
5 80 7 20,9 29,3
6 80 7 22,2 31,1
7 80 7 19,3 27,0
8 80 5 7,9 10,2
9 80 9 11,9 2,6
10 60 7 9,8 15,7
11 100 7 9,1 42,6

Estudos realizados por Raghuwanshi et al. (2014) sobre
bioprocessamento da producdo de celulases a partir de um mutante de
Trichoderma asperellum RCK2011 e sua aplicacdo na hidrélise da celulose,
utilizando como substrato a espiga de milho obtiveram valores inferiores nas
atividades enzimaticas das celulases. Os melhores resultados foram FPase 2,2
U g™ e CMCase 13,2 U g *, enquanto no presente estudo as atividades de
FPase e CMCase foram 20,8 U g * e 42,6 U g ™, respectivamente. Nesse
mesmo estudo foram avaliados os parametros umidade e pH. Os autores
obtiveram 90% de atividade 6tima quando o pH variou de 4,0 a 9,0, estando a
variavel pH 7,0 do presente estudo dentro da variacdo estudada pelos autores.
A umidade ideal nesse estudo foi de 1:2,5, e quando se submeteu um nivel

maior de umidade os valores de atividade enzimatica sofreram queda.

O parametro pH foi avaliado por Ibrahim et al. (2013) em seu estudo
sobre celulase bruta de 6leo de palma pelo Trichoderma asperellum UPM1 e
Aspergillus fumigatus UPM2 para producgdo de agucares fermentesciveis onde
obtiveram melhores resultados de atividade enzimatica para FPase (0,8 U ml ™)
e CMCase (24,7 U ml ) em pH 7,0 utilizando a espécie Trichoderma

asperellum UPM1 coincidindo com o pH do presente estudo.

Valores muito superiores em relagéo a atividade enzimatica da CMCase

foram relatados por Nava-Cruz et al. (2016) em seu estudo sobre Agave
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atrovirens (planta nativa do México) como substrato e suporte por fermentacéo
em estado solido para producdo de celulases por T. asperellum, onde
obtiveram com 216 horas de fermentacao atividade enziméatica de 12. 860,8 U
g . Os autores utilizaram umidade 80%, a mesma utilizada no presente

estudo.

A Tabela 4.6 apresenta o célculo dos efeitos que as variaveis pH e
umidade iniciais, com os termos lineares (L) e quadréticos (Q), exercem sobre
as respostas das atividades enzimaticas de FPase e CMCase no nivel de
significancia estabelecido (a = 0,10). Para a FPase os dois termos quadraticos
de pH e umidade sao significativos e com efeito negativo, indicando que o
aumento dessas variaveis no processo, a partir do ponto central, acarreta a
diminuicdo de ambas as atividades de FPase e CMCase. Para a CMCase o pH
foi significativo, tanto para o termo linear como para o termo quadratico com

efeito negativo. A umidade apresentou efeito linear significativo e positivo.

Tabela 4.6. Tabela de efeitos e coeficientes da regressao quadratica do DCCR
de ambas as enzimas para a FES com o Trichoderma asperellum (a = 0,10).

Efeito p-valor Coeficiente
FPase CMCase FPase CMCase FPase CMCase
Média/Intercepto 20,81 29,05 0,00168 0,00169 20,81 29,05

Variavel

(1) U (L) 0,96 13,60 045051 0,01131 0,48 6,80

U (Q) 10,60  -2,17  0,01316 0,33393  -530  -1,08
(2) pH (L) 1,26 435  0,34794 0,09621 0,63 2,17
pH (Q) 10,19  -24,44  0,01423 0,00491  -509  -12,22

Interagdo (1)x(2) -1,19 4,00 050448 0,19339  -0,59 2,00

Na Tabela 4.7 sdo mostrados os resultados da andlise de variancia
(ANOVA) para ambas as respostas FPase e CMCase. Assim como para o
Trichoderma viride, o baixo p-valor da “regressao” (< 0,10) e o alto p-valor da
“falta de ajuste” (> 0,10) indica que o modelo (regresséo) estatistico (equacdes
4.3 e 4.4) gerado ajusta bem os resultados experimentais obtidos. Isso é
corroborado pela analise dos residuos gerados pelo modelo conforme o
“grafico dos residuos vs valores preditos” (Figura 3 do Anexo) onde se observa
a aleatoriedade dos residuos em torno do zero indicando uma distribuicdo

normal dos mesmos (menos evidente para a CMCase) e também pela anélise
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do “grafico da probabilidade normal dos residuos” (Figura 4 do Anexo) onde se
observa que os residuos brutos encontram-se dentro do espectro de residuos
padronizados (-1,96 a +1,96) de uma distribuicdo normal indicando a auséncia

de pontos influentes (valor extremo) ou valor atipico (outlier).

FPase (U g*) =20,81 + 0,48.U — 5,3.U? + 0,63.pH — 5,09.pH? — 0,59.U.pH (4.3)

CMCase (U g™) = 29,05 + 6,80.U — 1,08.U? — 2,17.pH — 12,22.pH* + 2,00.U.pH  (4.4)

Por outro lado, os valores dos coeficientes de determinagédo do modelo
R?, tanto para a FPase como para a CMCase, ndo foram tdo bons quanto os
obtidos para o fungo T. viride indicando um menor ajuste das regressodes. Além
disso, o teste F para regressao resultou na relacdo Fcalc/Fra, de 3,06 para a
FPase e 2,43 para CMCase valores considerados baixos para fins de validagao
dos modelos obtidos (Montgomery, 2013).

Tabela 4.7. ANOVA do DCCR de ambas as enzimas para a FES com o
Trichoderma asperellum (a = 0,10).

» SQ MQ Fcalc p-valor
Variavel GL
FPase CMCase FPase CMCase FPase CMCase FPase CMCase

(D) U (L) 1,90 373,59 1 1,90 373,59 0,87 86,94 0,4505 0,0113
U (Q) 163,28 6,85 1 163,28 6,85 74,48 1,59 0,0131 0,3339
(2) pH (L) 3,24 38,33 1 3,24 38,33 1,48 8,92 0,3479 0,0962
pH (Q) 150,81 867,11 1 150,81 867,11 68,79 201,79  0,0142 0,0049
1L x 2L 1,43 16,00 1 1,43 16,00 0,65 3,72 0,5044 0,1933
Regressédo 247,69 1338,85 5 49,54 267,77 15,44 12,26 0,005 0,0078
Zﬂ;?ede 11,66 100,60 3 380 3353 177 780 03805 0,157
Erro puro 4,38 8,59 2 2,19 4,30

Residuos 16,04 109,20 5 3,21 21,84

Total 263,73 1448,04 10

FPase: R”=0,93918; R” 5y =0,87835 CMCase: R”=0,92459; R? 5, =0,84918

Frap (5;5;0,05)=5,05 Teste F p/ Regresséo: FPase: Fcalc/Fr,,=3,06 CMCase: Fcalc/Fra,=2,43

A Figura 4.4 apresenta as respectivas superficies de resposta onde
verifica-se picos de producdo das enzimas préximo do ponto central para a

FPase. Para a CMCase verifica-se uma superficie de resposta com formato de
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cela onde valores crescentes de umidade induzem aumento na atividade de
forma linear e significativa (p-valor = 0,011) e valores de pH com influéncia nao
linear altamente significativa (p-valor = 0,00491). Os melhores resultados
experimentais obtidos de atividade da FPase (média 20,8 + 1,48) foram no
ponto central (ensaios 5, 6 e 7) com 80% de umidade e pH 7,0. Para a
CMCase o melhor resultado experimental (42,6 U g*) foi obtido no ensaio 11
com U = 100% e pH 7,0. Por meio de dupla integracéo das equacdes (4.3) e
(4.4) pode-se determinar os pontos de maximo (pontos criticos) previstos pelos
modelos (Tabela 4.8), onde se verifica a proximidade com os resultados
experimentais para a FPase. Para a CMCase o valor da umidade critica
encontra-se fora da faixa de trabalho do planejamento (60 a 100%).

FPase (U g™') - T. asperellum CMCase (U g'1) - T. asperellum

FPase (U g™) CMcCase (U g™)
39 g0 [

20
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g
B
H
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Figura 4.4. Superficie de resposta da FPase e CMCase do planejamento
DCCR para a FES com o Trichoderma asperellum

Tabela 4.8. Valores criticos para a umidade e pH no ponto de maximo predito
pelo modelo quadréatico e valores de atividade obtidos para a FES com T.
asperellum.

Enzima (méx. predito) U (%) pH

FPase (20,84 U g7) 80,59 7,08
CMCase (40,06 U g™ 126,13 7,25
Enzima (obtida FES) U (%) pH
FPase (20,8 U g}) 80 7,0
CMCase (42,6 U g™) 80 7,0
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Assim, a Figura 4.5 apresenta os valores dos pontos 6timos das 2
variaveis de resposta: FPase = 20,52 U.g', CMCase = 30,91 U.g}, e as
condi¢cdes operacionais que levam ao 6timo das respostas: U = 84% e pH =

7,0. A funcéo desejabilidade global neste caso foi de 0,79079.

Profiles for Predicted Values and Desirability - CMCase - T. asperellum
Umidade (%) pH Desirability

30,000

20,519

7 870315036 22 205
FPase

0,0000
60,000

30,912

2 56402 5642 564
CMCase

-10,00

,79079

60, 84, 100, 5, 7, 9, |

Figura 4.5. Perfis de valores preditos da FPase e CMCase e desejabilidade do
DCCR para a FES com o Trichoderma asperellum (a = 0,10).

4.2.3. Planejamento DCCR da FES para o A. niger |

A Tabela 4.9 apresenta os resultados de atividade enzimética de FPase
e CMCase produzidas por FES, no tempo de 48h, para o A. niger I. Observa-
se, assim como para o T. viride e T. asperellum, que as maiores atividades
enzimaticas para a FPase ocorreram nos ensaios de triplicata do ponto central
(ensaios 5, 6 e 7), tendo 80% de umidade inicial, porém com pH inicial 6,0. Os
valores variaram de 14,6 a 16,7 U g . Para a CMCase o melhor resultado foi
obtido no ensaio 11 (25,2 U g ™) com umidade inicial de 100% e pH 6,0.

Em estudos realizados por Dhillon et al. (2011) sobre agregacao de valor

a residuos agricolas para producdo de celulase xilanase via FES utilizando
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cultura mista de fungos, foram observados valores semelhantes quanto a
atividade enzimatica de FPase. Os autores utilizaram a espécie fungica A. niger
e, como substrato uma mistura na proporgéao de 3:2 de palha de arroz e farelo
de trigo, obtendo atividade enzimética para FPase de 13,57 U g*, estando
préximas do presente estudo, que foi de 15,63 U g . Para CMCase, os autores
obtiveram atividade de 89,54 U g !, superiores aos encontrados no presente
trabalho.

Tabela 4.9. Matriz de dados do DCCR para a FES com o A. niger |. Resultados
de FPase e CMCase no tempo de 48h da FES.

Ensaio Umidade pH FPa§le CMC@lse
(%) Ug) Ug)
1 66 4,6 7,3 2,4
2 94 4,6 7,2 1,6
3 66 7.4 3,3 12,0
4 94 7.4 10,3 9,3
5 80 6 15,6 19,8
6 80 6 16,7 17,3
7 80 6 14,6 18,1
8 80 4 7,6 4,6
9 80 8 2,5 3,7
10 60 6 6,6 15
11 100 6 12,9 25,2

Valores semelhantes para atividade enzimatica de FPase também foram
encontrados nos estudos realizados por Facchini et al. (2011) que estudaram a
producdo de enzimas fibroliticas por Aspergillus japonicus CO03 utilizando
residuos agroindustriais, tendo como resultado 19,38 U g * de FPase para

farelo de trigo e utilizando umidade em torno de 70%.

Em relacdo aos valores de atividade enzimatica de CMCase, pode-se
citar Senna (2014) que estudou o isolamento e selecao de fungos filamentosos
produtores de xilanases e celulases utilizando residuos agroindustriais. Nesse
trabalho o valor de atividade enzimética de CMCase foi inferior ao encontrado
neste trabalho, obtendo 5,90 U g ™ utilizando como substrato o farelo de trigo e
a linhagem de Aspergillus sp 1 IP8-Al.

Ibrahim et al. (2013) em seu estudo sobre celulase bruta de Oleo de
palma pelo T. asperellum UPM1 e A. fumigatus UPM2 para producdo de

56



acucares fermentesciveis obtiveram melhores resultados de atividade
enzimatica para FPase(1,7 U ml ) e CMCase (24,2 U ml ) em pH 6,0 quando

a espécie A. fumigatus UPM2 foi avaliada, coincidindo com o pH deste estudo.

Segundo Mrudula & Murugammal (2011), que estudaram a producao de
celulase utilizando A. niger na FES, o pH ideal para a producdo da enzima
encontra-se em 6,0, coincidindo com o pH do presente estudo. Os autores
também avaliaram a atividade enzimatica de Fpase (3,56 U g ') e CMCase
(8,89 U g ™), tendo resultados inferiores ao presente estudo, tanto para Fpase
(15,63 U g %) quanto para CMCase (25,2 U g 7).

A Tabela 4.10 apresenta o calculo dos efeitos das variaveis pH e
umidade inicial para as atividades enzimaticas de FPase e CMCase para a =
0,10. Para a FPase a umidade foi significativa afetando positivamente de forma
linear e negativamente de forma nédo linear (quadratica) a partir do ponto
central e o pH afetou negativamente de forma n&o linear. Para a CMCase
ambas as variaveis foram significativas com maior énfase na influéncia

negativa do pH néo linear.

Tabela 4.10. Tabela de efeitos e coeficientes da regressdo quadratica do
DCCR de ambas as enzimas para a FES com o A. niger | (a = 0,10).

Efeito p-valor Coeficiente
FPase CMCase FPase CMCase FPase CMCase
Média/lntercepto 15,59 18,36 0,001465 0,001591 15,59 18,36

Variavel

(1)U (L) 3,89 7,51 0,033279 0,013854 1,94 3,75
U (Q) 598  -6,17 0,019968 0,027990 -2,99  -3,08
(2)pH (L) 2,02 3,94 0108631 0,047727 -1,01 1,97
pH (Q) -10,59 -15,23 0,006509 0,004761 -529  -7,61

Interacédo (1) x (2) 3,57 -0,98 0,074455 0,519286 1,78 -0,49

Na Tabela 4.11 sdo mostrados os resultados da ANOVA para ambas as
respostas FPase e CMCase. Pode-se observar que apenas a FPase
apresentou ajuste aos dados experimentais pois 0 p-valor da regressao
(equacao 4.5) foi menor que 0,01 e o p-valor da falta de ajuste foi maior que
0,01. Para a CMCase nao se verificou ajuste.
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Para a FPase, isso fica evidenciado pela analise dos residuos gerados
pelo modelo conforme o “grafico dos residuos vs valores preditos” (Figura 5 do
Anexo) onde se observa a aleatoriedade dos residuos em torno do zero
indicando uma distribuicdo normal dos mesmos e também pela analise do
“grafico da probabilidade normal dos residuos” (Figura 6 do Anexo) onde se
observa a auséncia de outliers. Para a CMCase fica evidente na Figura 6 a

tendéncia ndo linear na distribuicdo dos residuos.

FPase (U g%) = 15,59 + 1,94.U — 2,99.U% -1,01.pH — 5,29.pH? + 1,78.U.pH (4.5)

Tabela 4.11. ANOVA do DCCR de ambas as enzimas para a FES com o A.
niger | (a = 0,10)

Varidvel SQ MQ Fcalc p-valor
FPase CMCase FPase CMCase FPase CMCase FPase CMCase
(LHUmid (L) 30,60 114,11 1 30,60 114,11 28,56 70,69 0,0332 0,0138
Umid (Q) 52,06 55,26 1 52,06 55,26 48,59 34,23 0,0199 0,0279
(2)pH (L) 8,29 31,42 1 8,29 31,42 7,73 19,46 0,1086 0,0477
pH (Q) 163,01 336,63 1 163,01 336,63 152,13 208,53 0,0065 0,0047
1L x 2L 12,80 0,97 1 12,80 0,97 11,95 0,60 0,0744 0,5192
Regressédo 227,02 487,00 5 45,40 97,40 27,84 2,12 0,0011 0,2147
Falta de ajuste 6,01 226,65 3 2,00 75,55 1,87 46,80 0,3669 0,0209
Erro puro 2,14 3,23 2 1,07 1,61
Residuos 8,16 229,88 5 1,63 45,98
Total 235,18 716,87 10

FPase: R” = 0,96532; R 5t = 0,93064 CMCase: R?= 0,67933; R st = 0,35867
Frab (5;5;0,05)=5,05 Teste F p/ Regressao: FPase: Fcalc/Fa, =5,51 CMCase: Fcalc/Frq,=0,42

Para a FPase os elevados valores dos coeficientes de determinacao do
modelo R? e a sua proximidade com o R? ajustado (R%sus) indicam um bom
ajuste da regressao. Além disso, o teste F para regressao resulta na relagédo
Fcalc/Frap de 5,51 para a FPase a qual é elevada atestando a validade do
modelo obtido (Montgomery, 2013). A Figura 4.6 mostra as respectivas
superficies de resposta da FPase e da CMCase onde verificam-se picos de
producdo das enzimas proximo do ponto central para a FPase. Para a CMCase
verifica-se uma superficie de resposta com formato com tendéncia de cela
onde valores crescentes de umidade induzem aumento na atividade de forma

linear e significativa (p-valor = 0,0138) e valores de pH com influéncia ndo
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linear altamente significativa (p-valor = 0,0047). Assim como para o T.
asperellum, os melhores resultados experimentais obtidos de atividade da
FPase (média 15,63 + 1,05) foram no ponto central (ensaios 5, 6 e 7) com 80%
de umidade inicial porém com pH inicial 6,0. Da mesma forma, para a CMCase
o melhor resultado experimental (25,2 U g™) foi obtido no ensaio 11 com U =
100% e pH 6,0. Os pontos criticos sado apresentados na Tabela 4.12, onde se
verifica a proximidade com os resultados experimentais para a FPase. Para a
CMCase o valor da umidade critica é de 88,40% e pH 6,15 com valor inferior

de atividade (19,60 U g™) decorrente do ajuste ndo satisfatério do modelo
gerado.

FPase - A. niger CMCase - A. niger

FPase (U g™

CMCase (U g)
20

30

Figura 4.6. Superficie de resposta da FPase e CMCase do DCCR para a FES
com o A. niger |

Tabela 4.12. Valores criticos para a umidade e pH no ponto de maximo predito

pelo modelo quadratico e valores de atividade obtidos para a FES com A. niger
l.

Enzima (méx. predito) U (%) pH

FPase (15,92 U g™) 84,37 5,94
CMCase (19,60 U g*) 88,40 6,15
Enzima (obtida FES) U (%) pH
FPase (15,63 U g7) 80 6,0
CMCase (25,2 U g} 80 6,0
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A Figura 4.7 apresenta os valores dos pontos 6timos das 2 variaveis de
resposta; FPase = 15,83 U.g', CMCase = 19,49 U.g}, e as condicBes
operacionais que levam ao 6timo das respostas: U = 86% e pH = 6,1. A fungéo
desejabilidade global neste caso foi de 0,84532.

Profiles for Predicted Values and Desirability - A. niger
Umidade (%) pH Desirability
22.000 s e e

15,832

FPase

2,5000 95752 16,650

-2,000
35,000

19,495

1542113 375,213
CMCase

-10,00

,84532

Desirability

Figura 4.7: Perfis de valores preditos da FPase e CMCase e desejabilidade do
DCCR para a FES com o A. niger | (a = 0,10).

4.3. Cinéticada producédo das enzimas na condicdo 6tima

Nos pontos 6timos de operacao determinados nos planejamentos DCCR
para cada fungo (Tabela 4.13), foram feitas replicatas (triplicata) das
fermentacdes em estado sdlido para os trés fungos, considerando a cinética da
fermentacao até o tempo de 168h (7 dias).

Pode-se observar (Figuras 4.8, 4.9 e 4.10) que no tempo de 48h se
verifica o pico de producdo da enzima com valores das atividades enzimaticas
préximas as obtidas nos planejamentos experimentais (DCCR) para ambas as
enzimas e os trés fungos, confirmando assim o estudo de otimizacdo. Observa-
se também que a concentracdo dos acucares redutores decresce ao longo da

FES, como era esperado. A Tabela 4.14 apresenta 0s resultados das
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atividades enzimaticas da FPase e da CMCase para os trés fungos na FES no

tempo de 48h, conforme obtido nas Figuras 4.8 a 4.10.

Tabela 4.13. Valores étimos de operacdo (umidade e pH inicial) determinados
nos planejamentos DCCR para o0s trés fungos.

Fungo U (%) pH Desejabilidade
T. viride 80 5,0 0,924
T. asperellum 84 7,0 0,791
A.Niger | 86 6,0 0,845

Tabela 4.14. Resultados de atividade enzimatica da cinética de ambas as
enzimas para os trés fungos na FES no tempo de 48h.

Fungo AE FPase (U g™) AE CMCase (U g}
T. viride 35,0 39,0
T. asperellum 20,8 30,2
A. Niger | 15,6 18,4
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Figura 4.8. Cinética da FES do fungo T. viride. Perfis de producao de FPase e
CMCase.
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Figura 4.9. Cinética da FES do fungo T. asperellum. Perfis de producéo de
FPase e CMCase.
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Figura 4.10. Cinética da FES do fungo A. niger I. Perfis de producéo de FPase
e CMCase.

A Tabela 4.15 apresenta os parametros de produtividade das enzimas
no tempo de 48h (AE/48h), bem como os resultados de fator de converséo
produto/substrato Yps (AE/celulose), este ultimo considerando a concentracéo
inicial de celulose de 0,50 g.gms™, a qual foi determinada no capim elefante

pré-tratado. E possivel observar os maiores niveis de produtividade e de
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conversao Yp/s obtidos para o fungo T. viride para ambas as enzimas FPase e

CMCase.

Tabela 4.15. Valores méaximos de AE observados na FES em 48h e célculo da
produtividade e fator de conversao produto/substrato Ygs.

Enzima

AE

Produtividade

Celulose

Yeis

(Ugms™) (Ugms™h?® (g.gms™ (U.gcel™
Trichoderma viride
FPase 35 0,73 0,5 70
CMCase 39 0,81 0,5 78
Trichoderma asperellum
FPase 20,8 0,43 0,5 41,6
CMCase 30,2 0,63 0,5 60,4
Apergillus niger |
FPase 15,6 0,33 0,5 31,2
CMCase 18,4 0,38 0,5 36,8

Tabela 4.16. Comparacdo com enzimas lignoceluloliticas produzidas por FES

Enzima Fungo Atlv. Enzim. Fonte Carbono Referéncia
(U.gms-1)
Penicillium :
echinulatum 32,93 Capim elefante [SCHOLL et al. (2015)
Penicilium L JORGENSEN &
brasilianum 0.59 Pinheiro OLSSON (2006)
T”Ccicr’%‘;rma 0,4 |Bagago de cana| ADSUL et al. (2004)
FPase o AGUIAR & LUCENA
Aspergillus niger 0,3 Bagaco de cana
(2011)
Aspergillus niger 0,098 Bagaco de cana | SCHEUFELE (2012)
Aspergillus niger 17,32 Palma forrageira REIS (2015)
Penicillium 205,83 | Capim elefante |[SCHOLL et al. (2015)
echinulatum
CMCase Aspergillus niger 3,35 Palma forrageira REIS (2015)
Actinomicetos 403 CMC e sulfato JANG & CHEN
Streptomyces ' de aménio (2003)

Uma analise comparativa das atividades enzimaticas obtidas no

presente trabalho com aquelas de literatura (Tabela 4.16) indicam que o fungo
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estudado apresenta quantidade consideravel de enzimas do complexo
celulolitico. Para a enzima FPase, resultados inferiores aos apresentados neste
trabalho, foram encontrados na literatura, mesmo para outras fontes de
carbono e outros fungos. Ja para a enzima CMCase, poucos trabalhos foram
encontrados para a obtencdo de uma comparacao de producédo de enzimas em

condi¢cbes semelhantes.

4.4. Hidrdlise Enzimatica do capim elefante pré-tratado

Foram realizados experimentos para avaliar a cinética da hidrélise
enzimatica do Capim elefante pré-tratado utilizando os extratos enzimaticos
obtidos da FES no tempo de 48h na condi¢cdo otimizada (Tabela 4.14). Nos
ensaios de hidrélise foi usada a concentracdo de 40 g L™ de substrato (Capim
elefante pré-tratado). A cinética da hidrolise enzimatica teve duracédo de 72 h,

conforme se pode observar na Figura 4.11.
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Figura 4.11. Cinética da hidrdlise enzimética do capim elefante pré-tratado.
Perfis de producédo de AR para os extratos enzimaticos das trés espécies
fungicas.

Observando a Figura 4.11 é possivel notar os perfis de producédo de
acucares redutores gerados na hidrdlise considerando os extratos enzimaticos

obtidos apds FES com os fungos A. niger |, T. viride e T. asperellum. E possivel
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notar que a partir de 12 h de hidrolise os valores de AR se estabilizam, tendo
pouca variacdo até o final da cinética (72h) para as trés espécies.

A espécie A. niger | tem estabilidade no teor de AR a partir de 12h de
hidrélise, tendo 4,9 g L™ e obtendo ao final da cinética (72h) um teor de 5,5 g L
"1 O teor de AR da espécie T. asperellum em 12 h de cinética é de 6,9 g L ™,
tendo ao final da cinética um teor de 7,4 g L . A espécie que mais se destacou
no teor de AR foi T. viride obtendo em 12 h de hidrélise 8,4 g L™ e tendo ao
final da cinética 8,6 g L *de AR.

O capim elefante também foi utilizado como substrato para obtencao de
AR por Menegol et al. (2014a) estudando o potencial de um complexo
enzimatico de Penicillium echinulatum produzido em culturas submersas ou em
estado solido para hidrolise enzimatica de capim elefante, obtiveram o maior
rendimento de AR no tempo de 48 h (558,56 mg g™) com capim elefante pré-
tratado com 3% de NaOH.

Em outro estudo de Menegol et al. (2014b), os autores verificaram o
aumento da libertacdo de acUcares fermentaveis de capim elefante por
hidrolise enzimatica na presenca de surfactantes, onde obtiveram em 8 h de
hidrélise 516,06 mg g* de AR sem adicéo de surfactantes, tendo um tempo de
hidrélise menor que o presente estudo. Com a adicdo do surfactante Tween
80® houve a liberacdo de 566,92 mg g* de AR e quando foi utilizado o
surfactante Triton X-100® a liberacéo de AR foi de 717,02 mg g, ambos em 8
h de hidrolise. A partir disso, 0s autores concluiram que a adicdo de
surfactantes melhora a eficiéncia da hidrélise enzimaticas de materiais

lignocelulésicos.

O capim elefante também foi utilizado na hidrélise enzimatica nos
estudos de Scholl et al.(2015b) sobre producdo de etanol a partir de acucares
obtidos durante a hidrélise enzimatica de capim elefante pré-tratado por
explos&o a vapor, tendo picos de AR em 36 h de hidrélise com 1054, 82 mg g™

obtidas a partir de fibras de celulose deslignificadas por Celuflock®.

Muniz et al. (2015) estudaram a potencialidade do capim elefante para a
producdo de etanol de segunda geracdo usando enzima comercial Celluclast®
1,5 L obtendo na hidrélise enzimatica 1,94 g L™ de AR com pré-tratamento
alcalino usando hidroxido de sddio 0,25 M. Obtendo resultados inferiores ao
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presente estudo, mesmo comparando o menor rendimento de AR, que foi para

o fungo A. niger I, que obteve 5,5 g L™* em 72 h de hidrdlise.

Scheufele (2012) estudando a bioconversdo de residuos agroindustriais
por microrganismos do Bioma Amazonico produtores de enzimas
lignoceluloliticas, utilizando bagaco de cana pré-tratado com H,0O,, em
fermentacdo submersa por A. niger, obteve teor de AR de 1,263 g L™ no tempo
de 96 h de fermentac&o. Apesar do autor utilizar maior tempo de fermentacao

os teores de AR foram inferiores aos encontrados neste trabalho.

A espécie T. asperellum foi utilizada por Nava-Cruz et al. (2016), onde
0s autores estudaram Agave atrovirens, uma planta usada como substrato e
suporte para FES para producdo de celulase por Trichoderma asperellum e
obtiveram 0,07 g L™ de AR utilizando o tratamento quimico com NaOH (2%),
obtendo assim resultados inferiores ao encontrados neste trabalho, que foi de
7.4 gL em 72 h de hidrélise.

Outro estudo utilizando a espécie fungica T. asperellum foi o realizado
por Ibrahim et al.(2013) que estudaram sobre celulase bruta obtida de 6leo de
palma pelo T. asperellum UPM1 e A. fumigatus UPM2 para producao de
acucares fermentesciveis e obtiveram 1,47 g L " de AR em 72 horas utilizando

5% de concentracdo de enzima para a espécie T. asperellum.

Estudos realizados por Raghuwanshi et al. (2014) sobre
bioprocessamento da producdo de celulases a partir de um mutante de T.
asperellum RCK2011 e sua aplicacdo na hidrélise da celulase, utilizando o

bagaco de cana de aclcar, mostram valores de AR de 210,1 mg g™.

Os autores Xin et al. (2013) estudaram a producao de bioetanol a partir
de residuos de hortalicas usando misturas de enzimas fangicas brutas
produzidas por FES e obtiveram uma quantidade de 25,06 g L * de AR usando
extrato enzimatico de T. reesei RUT- C30 num periodo de hidrélise enzimatica
foi de 72 h. O tempo de hidrélise foi idéntico ao presente estudo e a quantidade
de AR foram bem superiores aos encontrados neste trabalho para a mesma

espécie, T. viride que foi de 8,6 g L * de AR.

Maehara (2016) estudou a producdo de enzimas pelo co-cultivo de
fungos filamentosos por FES e aplicacdo do meio integral na sacarificacdo da
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biomassa para obtencdo de etanol celulésico e obteve um teor de 14,1 g L™
de AR apo6s 36 horas de hidrélise enzimatica. A autora utilizou na FES o
bagaco de cana-de-acUcar tratado com explosdo a vapor e como extrato
enzimatico o co-cultivo de T. reesei e A. oryzae. Obtendo resultados

superiores de AR em um menor tempo de hidrdlise enzimatica.

4.5. Modelagem e simulacdo da cinética de hidrolise enzimatica do
capim elefante

4.5.1. Dados experimentais da hidrélise enzimatica

A Tabela 4.17 apresenta os resultados experimentais da cinética de
hidrélise do capim elefante pré-tratado utilizando o extrato enzimatico bruto
obtido por FES com o fungo T. viride. A Tabela 4.18 apresenta os resultados
experimentais da cinética de hidrélise do capim elefante pré-tratado utilizando
um extrato enzimético comercial Celluclast® (Sigma), conforme dados obtidos
de Godinho (2018) para fins de compara¢do. Com o uso do extrato enziméatico
bruto obtido por FES com o T. viride, foram testadas trés concentragdes iniciais
da enzima (10 g/L, 20 g/L e 30 g/L). A hidrdlise foi realizada em duplicata pelo
periodo de 72 h, sendo feitas amostragens nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8, 13, 24,
36, 48 e 72 h apos o inicio da reagéo.

Ao analisar os dados das Tabelas 4.17 e 4.18, fica evidente o efeito das
diferentes concentracfes iniciais de enzima de acordo com o tempo de
hidrélise enzimética, o que torna evidente, que ao aumentar o tempo da
hidrolise e a concentracao inicial da enzima maior sera a obtencéo (conversao)

de glicose.

Além disso, é possivel observar que de acordo com o passar do tempo,
a velocidade de hidrdlise enzimatica reduz, demonstrando que a maior
obtencdo de glicose ocorre nas primeiras horas. Tal fato se deve,
principalmente, a desativacdo enzimatica, a qual € influenciada por muitos
fatores, como tensédo de cisalhamento, temperatura, inibicdo de produtos e

adsorcao ineficaz da celulase. Além da desativacdo enzimatica, a atuacéo de
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complexos contendo hemiceluloses/ligninas/cinzas contra a adsorcéo
enzimatica e a perda da consisténcia do substrato séo fatores que interferem

na taxa do processo de hidrélise enzimatica (Ganesh et al., 2000).

Observa-se que a hidrdlise enzimatica na qual utiliza a solucdo de
enzima comercial produz mais glicose se comparada a hidrélise enzimatica
feita com a enzima produzida pela fermentacdo em estado solido para

concentragoes iniciais de enzima de 10 g/L e 20 g/L.

Tabela 4.17. Cinética de hidrolise utilizando diferentes concentracdes da
enzima (Eo) obtida a partir da fermentacdo em estado solido.

Tempo (h) [Eo]=30g/L  [Eo]=20 g/L [Eo]=10 g/L
2 4,34 + 0,30 3,47 +£0,24 2,17 £0,14
4 5,44 + 0,50 4,35+ 0,40 2,72 £0,24
6 6,00 £ 0,40 4,80 + 0,32 3,0+£0,19

8 5,86 £ 0,20 5,30+ 0,10 3,10+ 0,09
13 6,72 £ 0,50 5,38 £ 0,20 3,36 £ 0,32
24 6,72 £ 0,40 5,70+ 0,40 3,36 £ 0,24
36 6,50 £ 0,20 5,65 £ 0,06 2,90 £ 0,096
48 6,80 + 0,50 5,44 + 0,60 3,20+ 0,24
72 6,88 + 0,40 5,50 + 0,02 3,30+ 0,24

Tempo (h) [Eo]=20g/L [Eo]=10 g/L [Eo]=5 g/L
2 5,04 +£0,71 4,49+ 1,01 0,47 £0,02
4 575+0,24 496 +0,08 0,70+£0,0016
6 7,08 £ 0,15 575%20,24 0,87 £ 0,006
8 8,96 £ 0,19 6,53+£0,12 0,95+ 0,04
13 9,33+ 0,02 7,08 £ 0,15 1,11 £ 0,03
24 9,33+ 0,02 8,11 £ 0,08 1,16 £ 0,026
36 10,42 £0,53 8,96 +£0,19 1,22 £ 0,005
48 11,43 £0,27 9,29 £ 0,07 1,25 +£ 0,02
72 12,00£0,50 9,33+£0,025 1,35+ 0,005

Tabela 4.18. Cinética de hidrdlise utilizando diferentes concentracbes da
enzima comercial (Eg). Fonte: Godinho (2018).
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4.5.2. Simulacdo do modelo matematico

A partir da Equacgéo 2.6, foram substituidos os dados da Tabela 4.17 e
4.18, os quais foram ajustados pelo modelo matematico néo linear e
comparados com os dados experimentais para cada tipo de enzima, sendo
esta comparacao representada pelas figuras 4.12 a 4.17. Posteriormente, a
partir do ajuste ndo-linear, foram obtidos os parametros cinéticos K,, k4., € k,,

0S quais estdo apresentados na Tabela 4.19.
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Figura 4.12. Simulacdo do modelo matematico utilizando 20 g/L de
concentracéo inicial de enzima comercial. Fonte: Godinho (2018).
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Figura 4.13. Simulacdo do modelo matematico utilizando 10 g/L de
concentracao inicial de enzima comercial. Fonte: Godinho (2018).
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Figura 4.14. Simulag&o do modelo matematico utilizando 5 g/L de
concentracéo inicial de enzima comercial. Fonte: Godinho (2018).
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Figura 4.15. Simulacdo do modelo matematico utilizando 30 g/L de
concentracgéo inicial de enzima obtida a partir da FES.
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Figura 4.16. Simulacdo do modelo matematico utilizando 20 g/L de
concentragéo inicial de enzima obtida a partir da FES.
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Figura 4.17. Simulacdo do modelo matemaético utilizando 10 g/L de
concentragéo inicial de enzima obtida a partir da FES.

Observa-se na Tabela 4.19 que quanto maior a concentragao inicial de
enzima, maior sera a desativacdo enzimatica k,.,, maior sera a constante de
equilibrio (Ke) € maior sera a formacgédo de produto (ko). Tais fatos podem ser
explicados pela inibicdo do produto e pela adsorgéo ineficaz entre produto e
substrato, observando que para uma maior concentracdo inicial de enzima,
maior serd a producdo de glicose e de celulase ndo adsorvida (Zhang et al.,

2010). Também, foi possivel observar que o ajuste ndo-linear para a enzima
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obtida a partir da fermentacdo em estado soOlido ndo é satisfatorio, pois

apresenta coeficiente de determinacao baixo (R?).

Tabela 4.19. Valores determinados para os parametros cinéticos K,, kg.», k, €
coeficiente de determinacdo do modelo (R? para diferentes concentracdes
iniciais de enzima. Valores obtidos para a enzima comercial e para a solucao
de enzima bruta obtida a partir da FES.

Parametros Enzima comercial

[Eo]= 20 g/L [Eo]= 10 g/L [Eo]=5 g/L
K, 28,125 26,5632 19,0672
k, 0,9102 0,69123 0,4514
kge2 0,890662 0,70148 0,602063
R2 0,974224 0,987701 0,957858
Parametros Enzima obtida a partir da FES

[Eo]=30g/L [Eo]=20g/L [Eo]=10 g/L
K, 27,9916 27,5542 25,7543
k, 0,8912 0,8851 0,75642
Kge2 1,2981 1,243 1,2291
R2 0,9084 0,8865 0,79879

4.5.3. Determinacgao da velocidade inicial da hidrélise enzimatica (vo)

Substituindo os dados da Tabela 4.19 nas Equagbes 3.10, 3.11 e 3.12,
foram obtidos os dados que estdo apresentados nas Tabela 4.20.

Tabela 4.20. Valores determinados para os parametros cinéticos V,,,.x € vo
para diferentes concentragOes iniciais de enzima. Valores obtidos para a
enzima comercial e enzima obtida a partir da FES.

Enzima comercial

Parametros [Eo]=20g/L | [Eo]=10g/L | [Eo]=5glL
Vomax (9/L-h) 45,51 34,56 22,57

vo (g/L-h) 18,91 9,45 4,68

Enzima obtida a partir da FES
Parametros
[Eo]=30g/L [Eo]= 20 g/L [Eo]=10g/L

Vomax (9/L-h) 44,56 44,26 37,82

vo (g/L-h) 23,05 18,61 10,58
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Ao observar os resultados obtidos presentes na Tabela 4.20, observa-se
para a enzima comercial e, também para a enzima obtida a partir da FES, que
quanto maior a concentracdo inicial de enzima, maior serd V.. €.
consequentemente, vo. Além disso, foi possivel observar que para a enzima
obtida pela FES a mesma apresenta menores V.., € vo se comparada a

enzima comercial.
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5. CONCLUSAO

Dentre as espécies de fungos submetidas ao screening, pode-se
destacar as cepas de T. viride, T. asperellum e A. niger |, que se revelaram
como potenciais cepas produtoras de enzimas celulases.

Em termos de produgéo das enzimas celulases, o fungo que mais se
destacou na obtencdo das enzimas celulases totais (FPase) e endoglicanases
(CMCase) foi o T. viride, obtendo 35 U g * e 39 U g ™, respectivamente, com
umidade inicial na FES de 80% e pH de 5,0. O pH para producédo das enzimas
celulases variam de acordo com a espécie fungica utilizada, sendo o ideal o pH
5,0 para a espécie T. viride, 6,0 para a espécie A. niger | e 7,0 para a espécie
T. asperellum.

Nos ensaios de hidrélise a espécie que mais se destacou no teor de AR
gerado foi o T. viride obtendo em 12h de hidrélise 8,4 g L. Na modelagem
matematica da hidrdlise foi possivel observar que tanto para a enzima obtida a
partir da FES como para a enzima comercial, usada para fins de comparacao,
gue quanto maior a concentragao inicial de enzima, maior a velocidade inicial
de reacgdao.

Conclui-se que na hidrélise enzimatica do Capim elefante para a
geracdo dos acucares fermentesciveis necessarios para a producéo de etanol
2G é possivel e viavel a utilizacdo de enzimas celulases fungicas obtidas por
FES do capim elefante, o que confere carater de especificidade enzimatica

como aspecto vantajoso no estudo.
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Figura 1: Gréfico dos residuos vs valores preditos da FPase e CMCase do
DCCR para o Trichoderma viride (a =0,10).
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Figura 2: Grafico da probabilidade normal dos residuos da FPase e CMCase do

Raw Residuals

DCCR para o Trichoderma viride (a =0,10).

Predicted vs. Residual Values Predicted vs. Residual Values
g
FPase (Ug") - T. asperellum CMCase (Ug™) - T. asperellum
2,5 8
2,0 . 6 .
1,5
* 4
1,0 w .
T 2 .
05 re 0 ._g .,
0,0 * é 0 . .
.
205 3, .
14
1,0 - 4
.
1,5 .. . '
-6
-2,0
2,5 -8
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Predicted Values Predicted Values

Figura 3: Gréfico dos residuos vs valores preditos da FPase e CMCase do
DCCR para o Trichoderma asperellum (a = 0,10).
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Normal Prob. Plot; Raw Residuals
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Figura 4: Gréfico da probabilidade normal dos residuos da FPase e CMCase do
DCCR para o Trichoderma asperellum (a = 0,10).
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Figura 5: Gréfico dos residuos vs valores preditos da FPase e CMCase do
DCCR para o A. niger (a=0,10).
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Figura 6: Grafico da probabilidade normal dos residuos da FPase e CMCase do
DCCR para o A. niger (a = 0,10).
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