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RESUMO

Os materiais lignoceluldsicos sdao uma fonte rica em celulose, hemicelulose e lignina, e
representam uma matéria prima promissora e de baixo custo para a produgdo de enzimas. A
demanda por tais catalisadores tem crescido, encorajada principalmente pela industria de
biocombustiveis, em especial para a produgado de etanol de 2* geracio. Neste contexto, o objetivo
deste trabalho foi estudar a producdo de enzimas celuloliticas (CMCase e FPase) e xilanolitica
(Xilanase) a partir da fermentacao semissdlida (FSS) e submersa (FSm) utilizando como substrato
o bagaco do sorgo sacarino variedade IPA P15 e fonte indutora o farelo de trigo, € microrganismo
metabolizador o Trichoderma reesei LCB 48. Foram realizadas caracteriza¢des dos substratos,
bagaco do sorgo sacarino (BSS) e farelo de trigo (FT), e foram construidas isotermas de dessor¢ao
desses substratos. Para o estudo da producdo das enzimas CMCase, FPase e Xilanase por
processos fermentativos foi realizado um planejamento experimental 2> com 3 pontos centrais,
analisando a influéncia das varidveis umidade inicial e o teor de farelo de trigo na FSS e na FSm
a influéncia do teor de farelo de trigo e relagdo massa/volume (m/v) da concentracio do substrato
e para cada condi¢do experimental foi realizado acompanhamento cinético da fermentacido por
240 horas. Para a condi¢do 6tima do planejamento experimental na FSS foi realizado um aumento
de escala para analisar a influéncia desse aumento nas atividades enzimadticas estudadas. A
caracterizacdo do BSS demonstrou ser este um substrato com potencial para ser utilizado na
fermentacgdo para produgdo de celulases e xilanase, por apresentar 40,5 % e 30,5 % de celulose e
hemicelulose respectivamente. As isotermas de dessor¢do dos substratos apresentaram correlagdo
entre a atividade de 4gua e umidade de equilibrio para os substratos. O modelo de GAB forneceu
um bom ajuste para os dados experimentais dos substratos, e os valores da umidade da
monocamada para cada substrato. O tratamento estatistico dos planejamentos a um nivel de
significancia de 95 %, mostrou que as varidveis umidade inicial e teor de farelo de trigo
influenciaram as atividades enzimaticas da CMCase, FPase e Xilanase na FSS, e as variaveis teor
de farelo de trigo e relacdo massa/volume (m/v) da concentragdo do substrato influenciaram as
atividades enzimadticas na FSm. Os resultados obtidos no estudo da producdo dessas enzimas por
FSS apontaram o ensaio realizado com 60 % de umidade e 50 % de FT na composicdo do
substrato, o que apresentou as maiores atividades enziméticas para todas as enzimas estudadas. A
atividade de Xilanase teve um pico de 548,7 U.g"' em 48 horas, de CMCase um pico de atividade
de 19,6 U.g''em 72 horas, e de FPase um pico de atividade de 2,1 U.g"'em 96 horas do processo.
Ja os resultados obtidos na FSm apontaram o ensaio realizado com 5 % da concentracdo do
substrato e 50 % de FT, o que apresentou as maiores atividades enziméticas para todas as enzimas
estudadas. A atividade de Xilanase teve um pico de 76,7 U.mL™" em 192 horas e de CMCase um
pico de atividade de 1,5 U.mLem 216 horas. Os picos de atividades ocorreram em tempos
diferentes que facilita a obtenc¢do das diferentes enzimas em um tnico processo. As maiores
atividades enzimadticas encontradas foi para o aumento de escala realizado com 30 g de substrato
e capacidade de 500 mL do biorreator na FSS, onde obteve-se picos de 24,7 U.g" (3,3 U.mL™")
de CMCase, 2,8 U.g"! (0,4 U.mL™") de FPase e 708,9 U.g! (94,5 U.mL™") de Xilanase.

Palavras-chave: Materiais Lignoceluldsicos, Celulases, Hemicelulases, Trichoderma reesei



ABSTRACT

Lignocellulosic materials are a rich source of cellulose, hemicellulose and lignin, and
represent a promising and low-cost raw material for the production of enzymes. The
demand for such catalysts has grown, encouraged mainly by the biofuel industry,
especially for the production of 2nd generation ethanol. In this context, the objective of
this work was to study the production of cellulolytic enzymes (CMCase and FPase) and
xylanolitic (Xylanase) from semisolid (FSS) and submerged (FSm) fermentation using
the sweet sorghum bagasse variety IPA P15 as a substrate and inducing source the wheat
bran and metabolizing microorganism Trichoderma reesei LCB 48. Characterizations of
the substrates, bagasse of sweet sorghum (BSS) and wheat bran (FT) were carried out,
and desorption isotherms were constructed for these substrates. For the study of the
production of CMCase, FPase and Xylanase enzymes by fermentative processes, an
experimental planning 2> with 3 central points was carried out, analyzing the influence of
the variables initial moisture and the wheat bran content in the FSS and FSm the influence
of the content of wheat bran and mass/volume ratio (m/v) of the substrate concentration
and for each experimental condition, kinetic monitoring of the fermentation was carried
out for 240 hours. For the optimal condition of the experimental planning in the FSS, an
increase in scale was carried out to analyze the influence of this increase in the studied
enzymatic activities. The characterization of BSS demonstrated that this is a substrate
with the potential to be used in fermentation for the production of cellulases and xylanase,
as it presents 40,5 % and 30,5 % cellulose and hemicellulose, respectively. The substrate
desorption isotherms showed a correlation between water activity and equilibrium
humidity for the substrates. The GAB model provided a good fit for the experimental data
from substrate, and the monolayer moisture values for each substrate. The statistical
treatment of the planning at a 95 % significance level, showed that the variables initial
moisture and wheat bran content influenced the enzymatic activities of CMCase, FPase
and Xylanase in FSS, and the variables wheat bran content and the mass/volume (m/v)
ratio of the substrate concentration influenced enzyme activities in FSm. The results
obtained in the study of the production of these enzymes by FSS pointed to the assay
carried out with 60 % humidity and 50 % FT in the composition of the substrate, which
showed the highest enzymatic activities for all the studied enzymes. Xylanase activity
peaked at 548,7 U.g‘1 in 48 hours, CMCase peaked at 19,6 U.g‘1 in 72 hours, and FPase
peaked at 2,1 U.g"!' in 96 hours of the process. The results obtained in FSm, on the other
hand, showed the assay carried out with 5 % of the substrate concentration and 50 % of
FT, which showed the highest enzymatic activities for all the studied enzymes. Xylanase
activity peaked at 76,7 U.mL™! in 192 hours and CMCase peaked at 1,5 U.mL"! in 216
hours. The activity peaks occurred at different times, which makes it easier to obtain the
different enzymes in a single process. The greatest enzymatic activities found were for
the scale increase performed with 30 g of substrate and 500 mL capacity of the bioreactor
in the FSS, where peaks of 24,7 U.g™!' (3,3 U.mL™!) were obtained of CMCase, 2,8 U.g"!
(0,4 U.mL™") of FPase and 708,9 Ug'l (94,5 U.mL™") of Xylanase.

Keywords: Lignocellulosic Materials, Cellulases, Hemicellulases, Trichoderma reesei
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1. INTRODUCAO

Os processos biotecnoldgicos industriais vém crescendo gradativamente, haja
vista o grande nimero de metabdlitos de interesse industrial que pode ser gerado, a partir
desses processos, sendo um dos principais exemplos, em ascensdo, a obtencdo de
enzimas, as quais sido produzidas, principalmente, por microrganismos (CARVALHO,
2013).

A producio industrial de enzimas microbianas é, geralmente, limitada pelo custo
do substrato utilizado para o cultivo dos microrganismos. Para tornar essa produ¢do mais
competitiva, tem sido explorada a utilizacdo de substratos de baixo custo e facilmente
disponiveis, como exemplo, o emprego de materiais lignocelulésicos (SUKUMARAN et
al., 2009).

Dentre esses materiais lignoceluldsicos estao incluidos varios residuos gerados na
agricultura e na agroindustria, como as palhas, cascas, hastes, bagacos e farelos, além de
madeiras, algodao e residuos da industria de polpa e papel. De modo geral, estes residuos
apresentam elevado potencial de energia, visto que contem até 70 % de carboidratos,
como celulose e hemicelulose em sua composi¢ao (CARVALHO, 2013).

As enzimas celuloliticas agem na celulose desses materiais liberando glicose. Ja
as enzimas hemiceluloliticas formam um complexo enzimdtico que degradam a
hemicelulose, liberando glicose, arabinose, xilose, galactose e manose. Os acucares
fermentesciveis obtidos a partir da hidrdlise desses materiais podem ser utilizados na
producdo de etanol de segunda geracao.

A producdo de bioenergia, em uma perspectiva de sustentabilidade, passa,
obrigatoriamente pela diversificacdo de matérias primas, direcionadas para a produgdo de
biocombustiveis de 2* geracdo, nos quais se inclui o bioetanol produzido a partir desses
materiais lignocelulésicos (BARCELOS et al., 2016).

Dentre as alternativas economicamente mais promissoras no Brasil, destacam-se
o bagaco e a palha de cana-de-agucar, além do sorgo sacarino, que apresenta colmos ricos
em agucares fermentesciveis, semelhantes a cana-de-agucar (FREITA, 2016).

O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) € uma planta com elevada capacidade
de producdo de biomassa. Quando comparado a outras culturas que possuem potencial
energético, se destaca por atender as necessidades de mercado, como: baixo custo de

implantacdo, ciclo curto, ampla adaptabilidade podendo ser cultivado em diferentes
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condic¢des edafocliméticas. E uma cultura totalmente mecanizavel, com baixa umidade e
alto poder calorifico em caldeiras (CASTRO, 2014).

A produgdo em larga escala de enzimas microbianas envolve os processos de
Fermentacdo em Estado Soélido (FES) e a Fermentacdo Submersa (FSm). Entre os
microrganismos produtores de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas destacam-se os
fungos filamentosos, pelo fato de secretarem grandes quantidades de diferentes enzimas,
sendo os mais estudados os do género Trichoderma e Aspergillus (RABELO, 2010).

Embora a producgdo de enzimas a partir de residuos agroindustriais esteja bastante
consolidada, a quantidade de celulose e hemicelulose presentes no sorgo sacarino, o torna
uma fonte com potencial para a produ¢do de enzimas de interesse industrial, como
exemplo, as enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas, que por sua vez podem ser
utilizadas na hidrélise de acticares fermentesciveis presentes no bagago do sorgo, para
posterior emprego na producdo de etanol de segunda geracdo, agregando ainda mais valor
a essa biomassa.

Tendo em vista a importancia dessas enzimas para o desenvolvimento da
tecnologia de producgdo de etanol de segunda geracdo, ambas constituem os produtos
biotecnoldgicos de interesse do presente trabalho.

Nesse contexto, o bagaco do sorgo sacarino IPA P15 (nova cultivar hibrida do
Instituto Agrondmico de Pernambuco) se enquadra como fonte lignoceluldsica de baixo
custo para obtencdo de enzimas celuloliticas e xilanolitica, através dos processos de
fermentacdo semissOlida e fermentacdo submersa, utilizando o fungo filamentoso

Trichoderma Reesi LCB 48 como o agente metabolizador de celulose e hemicelulose.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Produzir enzimas celuloliticas e xilanolitica, utilizando o microrganismo
Trichoderma Reesi LCB 48 pelos processos de fermentacdo semissélida e submersa

utilizando como substrato o bagaco do sorgo sacarino e o farelo de trigo.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (Caracterizar o bagaco do sorgo sacarino (BSS) IPA P15 quanto aos teores de
umidade, cinzas, extrativos, lignina, holocelulose, a-celulose, hemicelulose,
acucares redutores e proteinas totais e o farelo de trigo (FT) quanto aos teores de

acucares redutores e proteinas totais;

e Obter as isotermas de dessor¢ao de umidade para o bagago do sorgo sacarino IPA
P15 e a mistura BSS/FT na temperatura de 28 °C, afim de determinar a umidade
e atividade de dgua limite para o crescimento do microrganismo Trichoderma

Reesi LCB 48;

e Avaliar a influéncia da umidade inicial e a relacdo da composi¢do do substrato
(BSS/FT) sobre a producdo das enzimas celuloliticas (CMCase e FPase) e
xilanolitica (Endo-f-1,4-xilanase) na fermentacdo semissélida do bagaco do sorgo

sacarino IPA, utilizando o microrganismo Trichoderma Reesi LCB 48;

e Realizar um aumento de escala experimental do processo de fermentacdao

semissolida para a condi¢do que fornece as maiores atividades enzimaticas;

e Avaliar a influéncia relacio da composi¢do do substrato (BSS/FT) e relagdo
massa/volume (m/v) da concentracio do substrato sobre a producdo das enzimas
celuloliticas (CMCase e FPase) e xilanolitica (Endo-B-1,4-xilanase) na
fermentacdo submersa do bagaco do sorgo sacarino IPA, utilizando o

microrganismo Trichoderma Reesi LCB 48.

e Determinar as atividades enzimaticas da CMCase, FPase e Xilanase nos processos

de FSS e FSm.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Os materiais lignocelulésicos sdo os compostos organicos mais abundantes da
biosfera, representando cerca de 50% de toda a biomassa terrestre. Estes materiais sdo
oriundos da parede celular encontrada nas células vegetais (BON et al., 2008).

A escolha de materiais agroindustriais lignoceluldsicos como substrato deve-se ao
fato de serem baratos e possuirem as seguintes caracteristicas: serem recursos renovaveis,
muitas vezes um subproduto ou produto secundério, produzidos em grande quantidade e
representarem um problema localizado sob forma de rejeitos ou descarte industrial
(SINGHANIA et al., 2010; JUHASZ et al., 2005).

Residuos agricolas, como palhas, cascas, caules, hastes, bagacos e farelos,
originados de cereais (arroz, trigo, milho, sorgo), legumes (tomate, feijao, soja), frutas
(banana, manga, coco), além de madeiras deciduas e coniferas, café, cacau, algodao,
amendoim, juta, azeitona e residuos da industria de polpa e papel, sdo materiais
lignocelulésicos. (VANDAMME, 2009; SANCHEZ e CARDONA, 2008).

As biomassas lignoceluldsicas sao constituidas por trés principais fracoes
poliméricas: a celulose, a hemicelulose e a lignina, representadas na Figura 2.1

(JEFFRIES, 1990).

Figura 2.1 — Representacgdo das fracdes de materiais lignoceluldsicos.
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Fonte: (ZAMPIERI, 2011).
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A celulose, principal componente da parede celular da fibra vegetal, consiste em
unidades de glicose unidas entre si por ligagdes glicosidicas do tipo  (1—4). As ligagcdes
glicosidicas sdo formadas pela eliminagdo de uma molécula de dgua, envolvendo os
grupos hidroxilicos dos carbonos 1 e 4 de duas glicoses adjacentes. O dissacarideo
formado recebe o nome de celobiose (Figura 2.2), e € considerado a unidade estrutural

basica da celulose (LORENCINE, 2013).

Figura 2.2 - Representacéo da cadeia linear da celulose.
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Fonte: (TIMAR-BALAZSY e EASTOP, 1998).

As cadeias de celulose podem estabelecer interacdes de hidrogénio, tanto
intramoleculares quanto intermoleculares, que fazem com que as cadeias de celulose
sejam agregadas na forma de microfibrilas, na qual regides altamente ordenadas
(cristalinas) se alternam com regides menos ordenadas (amorfas). As microfibrilas
interagem entre si para formar as fibrilas, e estas, por fim, ddo origem as fibras
celuldsicas. Como consequéncia, a supraestrutura celuldsica possui alta resisténcia a
tracdo e € insoluvel na maioria dos solventes (BON et al., 2008; KLOCK et al., 2005).

As hemiceluloses (polioses) sdo misturas de heteropolimeros encontrados na
parede celular de plantas, que estdo intimamente associadas a celulose e a lignina.
Enquanto a celulose € constituida apenas por residuos de D-glicose, a composicao das
polioses € bastante heterogénea e variada, podendo ser encontrados os seguintes agucares:
xilose, manose, glicose, arabinose, galactose, dcido galactourdnico, 4cido glicourdnico e
acido metilglicour6nico. Estes polissacarideos consistem, principalmente, de cadeias
poliméricas ramificadas, além de serem amorfos e possuirem massa molar relativamente
baixa (LIMA e RODRIGUES, 2007; KLOCK et al., 2005).

A hemicelulose confere elasticidade e flexibilidade ao agregado e € constituida de
moléculas planas que tem a finalidade de auxiliar na formacao das ligacdes cruzadas entre

a lignina e a celulose (DE CARLI, 2011; AHMAD et al., 2007).
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A diversidade e complexidade da estrutura da hemicelulose requerem uma

diversidade equivalente de enzimas para a sua degradacdo. Uma variedade dessas

enzimas age exclusivamente sobre as cadeias laterais. Com a liberagdo das cadeias

laterais, a cadeia principal de xilana, principal componente da fragao hemicelulésica e o

segundo polissacarideo mais abundante na natureza, é exposta a clivagem por outras

enzimas (COLLINS et al., 2005).

A Figura 2.3 ilustra a estrutura de uma hemicelulose, na qual a cadeia linear

representa a xilana.

Figura 2.3 — Estrutura tipica da Hemicelulose.
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Fonte: (MUSSATO, 2002).
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A lignina esta presente na parede celular das plantas dando-lhes suporte estrutural.

Participa do transporte de dgua e lhe confere uma barreira contra o ataque microbiano,

protegendo os polissacarideos prontamente assimildveis. Sua cadeia € extremamente

complexa, formada por unidades de fenilpropano ligadas por diferentes tipos de ligacdes

covalentes (LI et al., 2009). Pode ser definida como um material polifendlico amorfo com

estrutura tridimensional baseada em trés mondmeros precursores (Figura 2.4): os alcodis

p-cumarilico, coniferilico e sinapilico que geram unidades p-hidroxibenzilicas,

guaiacilicas e siringilicas, respectivamente (DENCE e LIN, 1992).
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Figura 2.4 - Estruturas moleculares precursoras da lignina: (a) Alcool p-sinapilico, (b) Alcool

p-coniferilico e (¢) Alcool p-cumarilico.
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Fonte: (BARBOSA et al., 2008).

A lignina € responsdvel pela recalcitrancia dos materiais lignoceluldsicos a
degradacdo enzimdtica, limitando a acessibilidade da enzima, tornando-se um dos
principais problemas para o processo de conversdo da biomassa lignocelulésica, uma vez
que, devido ao reduzido tamanho dos capilares da biomassa, limita os sitios de ataques
enzimadticos e impede a entrada de enzimas de maior massa molecular, restringindo o
ataque a superficie externa (CARDOSO et al., 2012; RAJARATHNAM et al., 1992).

A composi¢ao basica do material lignoceluldsico depende do vegetal de origem,
da espécie da planta, da regido de cultivo, idade e periodo do ano em que se realiza a
colheita do material, dentre outros fatores que a influenciam (HASSUANI, 2005).

A Tabela 2.1 mostra algumas fontes de materiais lignoceluldsicos e sua

composicdo bdsica aproximada.

Tabela 2.1 — Composicao quimica de alguns materiais lignoceluldsicos.

MATERIAL COMPONENTES (%)
LIGNOCELULOSICO CELULOSE HEMICELULOSE LIGNINA CINZAS
Bagaco de Cana 33-36 28-30 18-20 2-5
Palha de Cana 32-36 19-21 16-18 -
Palha de Arroz 32-37 19-24 9-13 12-18
Palha de Trigo 30-33 22-28 14-18 3-7
Palha de Sorgo 34-36 45-48 25-26 -
Sabugo de Milho 34-36 16-24 15-19 -
Papel 43 13 6 -
Madeira 50 20 10 5

Fonte: (LEE, 1997).
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2.2 SORGO SACARINO

O sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) pertencente a familia da Poaceae, ¢ uma
planta origindria do continente africano mais precisamente da Africa Oriental. Foi
introduzido no Brasil no século XX provavelmente pela regido nordeste (RIBAS, 2014).
Os Estados Unidos lideram a produ¢do mundial de sorgo, seguido por México, Nigéria,
India, Argentina, Sudio, Etiépia, China e Brasil (CONAB, 2014).

A planta de sorgo se adapta a uma gama de ambientes, principalmente sob
condigdes de deficiéncia hidrica, desfavoraveis 2 maioria dos outros cereais. E uma planta
que apresenta tolerancia relacionada ao nivel bioquimico, onde € capaz de reduzir o
metabolismo, murchar e recuperar-se quando o estresse é interrompido (MAGALHAES
etal.,2014).

Os cultivares utilizados sao resultados da intervencdo humana, que melhorou a
cultura para atender as necessidades agricolas, nutricionais € econdmicas, o que a tornou
de grande importancia global, sendo um dos cereais mais cultivados no mundo, adaptados
ao cultivo de regides dridas e semidridas (DUARTE, 2010).

Ha basicamente cinco tipos de sorgo, como mostra a Figura 2.5. Esta classificacao
estd ligada a sua natureza e a forma de sua utilizagdo, todos com caracteristicas e

importancia econdomicas diversas (FERREIRA, 2015).

Figura 2.5 - Tipos de Sorgo: (a) Sorgo Granifero; (b) Sorgo Vassoura; (c) Sorgo Forrageiro; (d)

Sorgo Biomassa; (e) Sorgo Sacarino.
—

Fonte: (EMBRAPA, 2015; EMBRAPA, 2011).
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O sorgo granifero apresenta porte baixo, sua colheita pode ser manual ou
mecanizada, e seu produto principal é o grdo, produzido na extremidade superior do
vegetal (EMBRAPA, 2015). O sorgo vassoura € explorado pela agricultura familiar e suas
plantas devem possuir paniculas com rdquis longas para a confec¢do de vassouras. O
sorgo forrageiro € caracterizado pela formacao rdpida de pastagem e por apresentar boas
qualidades bromatoldgicas. O sorgo biomassa apresenta porte alto (até 6 metros) e
apresenta caracteristicas lignoceluldsicas adequadas para fins energéticos. E o sorgo
sacarino € uma cultivar que apresenta porte alto (maior que 3 metros), e colmo suculento
com alta concentracdo de agucares fermentesciveis (RODRIGUES, 2010).

O caldo extraido do colmo fresco € composto de sacarose, glicose e frutose e
podendo ser prontamente fermentados em dlcool (SAIDUR et al., 2011). Apds a extracao
do caldo, o bagaco é gerado e este pode ser utilizado na geracdo de energia térmica ou
elétrica ou na produc¢do de etanol, de celulose (etanol de 2* geracdo). Além disso, seria
possivel utilizar o bagaco na forragem para animais em confinamentos, contribuindo para
um balanco energético e econdmico favordveis (BATISTA, 2016). O sorgo sacarino,
constituido basicamente de colmo, representa cerca de 80 % de massa verde dessa cultura
(PANANAGIOTOPOULOS et al., 2010).

O sorgo sacarino se assemelha a cana-de-agtcar, uma vez que armazena acucares
simples em colmos, apresentando assim grande potencial na producdo de bioetanol.
Destaca-se em relagc@o a cana-de-agucar, sobretudo, na rapidez do ciclo de producao, na
mecanizacao da cultura e na antecipagdo da colheita em até quatro meses (RODRIGUES,
2008). A Tabela 2.2 apresenta a composi¢ao lignoceluldésica média do sorgo sacarino

baseada em estudos realizados.

Tabela 2.2 - Composicio lignoceluldsica do sorgo sacarino.

Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Referéncia
39,59 32,05 20,36 Neto, J. M. S. (2018)
37,68 17,02 13,84 Bi et al. (2017)
25,07 37,03 12,82 Lins, S. A. S. (2017)
32,07 20,14 22,82 Freita et al. (2016)
33,24 21,44 19,94 Yue et al. (2017)
40,40 20,00 19,80 Barcelos et al. (2016)

44,83 31,33 23,84 Prathyusha et al. (2016)
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2.3 ENZIMAS CELULOLITICAS E HEMICELULOLITICAS

As enzimas lignocelulésicas podem ser sintetizadas durante o crescimento de
alguns fungos a partir do uso de materiais lignoceluldsicos. Estas enzimas, sdo
responsdveis por hidrolisar os principais compostos da parede celular vegetal. As enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas atuam sobre a celulose e hemicelulose, respectivamente,
transformando estes polimeros, em acticares de menores massas moleculares. H4 também
as enzimas lignoliticas, que atuam na degradagdo da lignina presente nestes materiais.

As celulases sdo biocatalizadores especificos que atuam conjuntamente para a
liberacdo de acucares, dos quais a glicose, € o mais importante (CASTRO e PEREIRA
JR, 2010). As celulases sdo classificadas, de acordo com seu local de atuacao no substrato
celuldsico, em trés grandes grupos: endoglucanases, exoglucanases e 3-glicosidases. Sao
classificadas pela EC (Enzyme Commission) com a codificacio 3.2.1.x, onde o valor de
X varia com a enzima celulésica avaliada (LYND et al, 2002).

As endoglucanases (EC 3.2.1.4) sdo as enzimas responsaveis por iniciar a
hidrélise da molécula de celulose. Essas enzimas atuam randomicamente na regido
amorfa da cadeia de celulose, clivando ligacdes —1,4 na regido central da molécula e
liberando como produto oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdao (CASTRO
E PEREIRA JR, 2010). A carboximetilcelulose (CMC) € utilizada como substrato
preferencial para a atividade dessas enzimas. As exoglucanases ou celobiohidrolases (EC
3.2.1.91) atuam nas extremidades da molécula de celulose microcristalina, liberando
unidades de celobiose (CAO e TAN, 2002).

As celobiohidrolases podem ser de dois tipos: tipo I - que hidrolisa terminais
redutores; tipo II - que hidrolisa terminais ndo redutores. As celobiohidrolases sofrem
inibicao pelo seu produto de hidrélise, a celobiose, por isso, é de grande importancia na
atuacdo de outras enzimas do complexo celulolitico, as B—glucosidases (BON et al.,
2008). As B —glucosidases (EC 3.2.1.21) sdo enzimas que catalisam a hidrélise da
celobiose, a glicose, reduzindo, assim, a inibi¢do das endoglucanases e exoglucanases
pela presenca deste dimero (PETROVA er al., 2002). A atividade das enzimas do
complexo celulolitico € geralmente sinérgica, ou seja, a atividade combinada das enzimas
€ maior do que a soma da atividade individual de cada componente (DAROIT, 2007).

A Figura 2.6 ilustra a acdo sinérgica entre esses trés grupos de enzimas na hidrélise

da fibra celulésica.
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Figura 2.6 - Modo de ac@o sinérgica das enzimas do complexo celulolitico.
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Fonte: (Adaptado de: QUIROZ-CASTANEDA E FOLCH-MALLOL, 2011).

As celulases encontram aplicacdo em diversos setores produtivos, tais como as
industrias de alimentos, detergentes, farmacéutica, téxtil e celulose (ZUNIGA et al.,
2011). Tem merecido destaque nos tltimos anos na produ¢do de biocombustiveis, sendo
utilizadas para hidrolisar a biomassa lignoceluldsica, convertendo a celulose em glicose
(AKCAPINAR et al., 2012).

As celulases tém importante papel na nutricdo animal. Ao serem incorporadas a
racdo, essas enzimas, juntamente com as celulases produzidas pelos microorganismos
presentes no rimen do animal, aumentam a digestibilidade das fibras da parede celular
vegetal, melhorando a conversdo do alimento consumido (pastagem) em carne e leite
(CASTRO e PEREIRA JR, 2010).

As hemicelulases também sdo enzimas importantes que hidrolisam a complexa
rede da hemicelulose. Em funcdo dessa complexa estrutura, a degradacdo completa da
hemicelulose exige a a¢do conjunta de diversas enzimas hidroliticas, que atuam
cooperativamente para converter a xilana, em seus agucares constituintes (BAJPAI,
2014).

Tendo em vista que aproximadamente 70 % da hemicelulose é xilana, as
principais enzimas participantes na degradacdo desse composto sdo as xilanases e as [3-
xilosidases. A endo-B-1,4 xilanase (EC 3.2.1.8) forma o principal grupo de enzimas
envolvidas na degradacdo da xilana. Trata-se de uma endo-enzima que hidrolisa
aleatoriamente ligacdes glicosidicas do tipo B-1,4 dentro da cadeia de hemicelulose (na

cadeia principal de xilana) liberando xilooligossacarideos. A degradacdo completa desta
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cadeia principal ocorre por uma agdo sinergistica entre endo e exoxilanases, a [3-
xilosidases ou xilohidrolases (EC 3.2.1.37), que hidrolisam os xilooligdmeros de baixa
massa molecular resultantes, como a xilobiose (duas moléculas de xilose) para produzir
xilose (QUIROZ-CASTANEDA e FOLCH-MALLOL, 2011; HALTRICH et al., 1996).

A Figura 2.7 nos mostra os componentes estruturais basicos encontrados na

hemicelulose e as hemicelulases responsaveis por sua degradagao.

Figura 2.7 - Representacio esquematica da acdo das hemicelulases na estrutura da

hemicelulose.
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Fonte: (Adaptado de: GUPTA e VERMA, 2015).

As xilanases sdo enzimas induziveis, quando produzidas em substratos que
contenham xilana, xilose, xilobiose ou residuos de -Dxilopiranosil adicionados ao meio
de cultura. Ha relatos de ocorréncia de repressao catabodlica da biossintese da xilanase por
fontes de carbono facilmente metabolizadas, a exemplo da glicose (KUMAR et al., 2008;
KULKARNI et al., 1999).

Residuos de xilose, produtos da hidrélise da xilana, pelas enzimas xilanases,
podem ser fermentados por leveduras como Saccharomyces cerevisiae, Pichia stipittis e

Candida shehatea para a produgdo de etanol e xilitol. O xilitol € um polidlcool com poder
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adocante compardvel com a sacarose, utilizado como adocante ndo cancerigeno
recomendavel para diabéticos e individuos obesos (POLIZELI et al., 2005).

As xilanases, também, s@o utilizadas na formulacado de detergentes e na producao
de polissacarideos com atividades farmacoldgicas para o uso como agentes
antimicrobianos e/ou antioxidantes (COLLINS et al., 2005).

Durante décadas apenas a hidrélise da celulose foi o foco da atencdo dos
pesquisadores para a producdo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos. Estudos
apontam que a producdo de etanol de 2* geracdo a pregcos competitivos depende da
hidrélise eficiente tanto da celulose como da hemicelulose, além da fermentacao eficiente
de pentoses e hexoses liberadas e do aproveitamento da lignina (MORALES et al., 2015;
RAGAUSKAS et al., 2014; SINGHVI et al., 2014; CHOVAU et al., 2013; LIMAYEM
E RICKE, 2012).

2.3.1 Microrganismos produtores de celulases e hemicelulases

Uma vasta gama de microrganismos tem sido estudada extensivamente de forma
a tornar o processo de producdo dessas enzimas vidvel e selecionar aqueles que
apresentam alta produtividade (DAMASO et al, 2012).

A maioria das preparagdes comerciais enzimdticas é produto da fermentagdo
fungica, predominantemente das espécies Trichoderma e Aspergillus, e bacteriana,
principalmente Bacillus. As espécies do género Trichoderma produzem grandes
quantidades de celulases e outras enzimas hidroliticas (BEGUIN, 1990). Quando
cultivado estaticamente, o aspecto observado € verde brilhante, devido a grupos de
conidias presentes nas extremidades das hifas aéreas (PELCZAR et al., 1980).

O fungo Trichoderma reesei (também denominado Trichoderma viridae)
apresenta um potencial elevado para producao especifica de celulases, principalmente
quanto as fragdes de endoglucanases, sendo submetidos constantemente a técnicas de
mutagdo, com o intuito de aumentar a produgdo enzimatica. Com relacdo as
hemicelulases, o Trichoderma reesei produz um completo sistema xilanolitico que
proporcionam eficiéncia no processo de hidrdlise da hemicelulose (SINGHANIA ef al,

2010; POUTANEN et al., 1987).
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2.4 TIPOS DE PROCESSOS FERMENTATIVOS

Estudos vém utilizando residuos agroindustriais como matéria prima para a
producdo de celulases e xilanases por fungos como o Trichoderma reesei, Aspergillus
niger, entre outros, pelos processos de Fermentacdo Submersa (FSm) e Fermentacao em
Estado Sélido (FES) ou semissolido (FSS), principalmente. Estes trabalhos vem
avaliando a influéncia de véarios parametros da fermentacdo como o tipo de substrato
lignoceluldsico, influéncia do pH, temperatura de incubagdo e suplementacio do meio de
cultura com uma fonte de nitrogénio (SINGHANIA et al., 2009; NIEVES et al, 2009;
KABEL et al, 2005).

Os processos industriais de producdo de enzimas siao desenvolvidos, em sua maior
parte, em cultivos submersos aerados, em biorreatores com agitacdo mecanica, que
permite maior controle dos parametros operacionais. O cultivo em estado sélido é
também utilizado, principalmente nos paises orientais, por apresentar vantagens para a
producdo de algumas enzimas, especialmente as produzidas por fungos filamentosos
(BON et al., 2008).

A fermentacdo em estado solido (FES) ou fermentagdo semissolida (FSS), pode
ser definida como um processo referente a cultura de microrganismos sobre a superficie
de uma matriz sélida porosa, com reduzida quantidade de dgua livre. A dgua presente
nesses sistemas encontra-se ligada a matriz sélida do substrato ou como uma fina camada
absorvida pela superficie das particulas (BEHERAA e RAY, 2016; CASTRO e
PEREIRA JR, 2010). O substrato deve conter umidade suficiente para permitir o
crescimento do microrganismo e metabolismo (PANDEY, 2003).

Os substratos amildceos (arroz, trigo, centeio, cevada, milho, mandioca) sio
geralmente fermentados entre 25 a 60 % de umidade inicial. No entanto, os substratos
celulésicos (palhas, cascas, bagaco, farelos e outros) permitem trabalhar com teores de
umidade mais elevados entre 60 e 80 % (SOCCOL, 1992).

Os estudos sobre a fermentacdo semissolida tém-se intensificado por algumas de
suas vantagens: simplicidade do meio de cultura, tecnologia de baixo custo, maior
produtividade dos extratos enzimaticos, a alta concentrag@o de produtos e também menor
requerimento de espago e energia (SINGHANIA et al., 2011; MITCHELL et al., 2000).
Além de simular o hébitat natural de microrganismos fingicos selvagens, apresenta

menor susceptibilidade a inibi¢do e maior estabilidade das enzimas a variagOes de
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temperatura e pH (SINGHANIA et al., 2010; HOLKER et al., 2004). Todas estas
vantagens aumentam a economia deste tipo de fermentacao para a produgdo das enzimas.

As maiores desvantagens s@o as dificuldades no monitoramento e controle dos
parametros da fermentacdo (conteido de biomassa, pH, temperatura, umidade)
(HAMIDI-ESFAHANI et al., 2004).

Nos tltimos anos, o mecanismo utilizado para produzir diferentes enzimas com
uma ampla faixa de aplicacdes biotecnoldgicas através de FES tem aumentado (YOON
et al., 2014). As principais aplicacdes em bioprocessos sdo a biorremediagdo e
biodegradacdo de compostos perigosos, detoxificacdo bioldgica de residuos
agroindustriais, biorrefinaria, biopolpacao e produciao de metabolitos secunddrios como
alcaloides, enzimas, antibidticos e &cidos organicos (CASTRO e SATO, 2015;
SINGHANIA et al., 2009).

A fermentagcdo submersa designa-se como um processo pelo qual utiliza-se um
meio fermentativo liquido onde as fontes de nutrientes utilizadas sao soliveis (FEITOSA,
2009). Aproximadamente 90 % dos preparados enzimaticos industriais sio realizados por
processos de fermentacdo submersa e, na maioria das vezes, com microrganismos
geneticamente modificados (CASTRO et al., 2010; SINGHANIA et al., 2010).

Aém de um melhor controle do processo, a recuperacao de enzimas extracelulares
e a determinacdo de biomassa sdo facilitadas na FSm, sendo realizadas por filtracao
simples ou centrifugacdo para a remocdo das células. O sobrenadante da cultura €
utilizado para os estudos enziméticos e o crescimento microbiano € quantificado apds
secagem da biomassa, por gravimetria, podendo ainda ser realizado por densidade 6tica
no caso de cultivos com bactérias (LIMA et al., 2003).

Diversos metabdlitos de grande importincia podem ser produzidos por meio da
fermentacdo submersa. Entre eles estdo as enzimas, dcidos organicos, carotenoides,
biotina, proteinas e aminoacidos (PAPAGIANNI, 2004).

Generalizar vantagens relacionadas aos processos submersos, ou em estado
s6lido, € complexo, visto que cada microrganismo pode melhor se adequar a um ou outro
processo, bem como produzir complexos enzimdticos diferentes com atividades

enzimaticas diferentes.
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2.5 ESTADO DA ARTE

A biomassa lignocelulosica vem sendo bastante utilizada na obtencdo de
derivados biotecnoldgicos, com destaque para a produgdo de diversos tipos de enzimas,
de etanol de segunda geracdo, oligossacarideos e xilitol.

Santos et al. (2015) ao trabalharam com bagaco de sabugo de milho e palha de
milho incrementados com 50 % (m/m) de FT e com 60 % de umidade inicial, utilizando
o fungo FSDE16 na FES. Os ensaios foram realizados em erlenmeyer de 1000 mL com
100 g de meio. A temperatura de incubagdo e o tempo total de fermentagcdo foram de 30
°C e 7 dias, respectivamente. Para a andlise da atividade CMCase, foi utilizada solucdo
de CMC a 4 %. A atividade CMCase (endoglucanase) obtida com o sabugo de milho e
farelo de trigo (50 %) variou de 0,12 a 7,96 U/g, sendo que a méaxima atividade foi obtida
com tempo de fermenta¢do de 168 horas, enquanto para a palha de milho e farelo de trigo
(50 %) a variagdo foi de 0,11 a 6,44 U/g, com a maxima atividade obtida também a 168h.

Dias (2017) estudou a producdo de celulases e hemicelulases a partir do sorgo
biomassa e farelo de trigo como fonte de carbono e algumas fontes de nitrogénio, como
peptona, ureia, extrato de levedura, na FES, utilizando duas linhagens fungicas de
Aspergillus. Para a andlise das atividades da CMCase e xilanase, foram utilizadas
solucdes de 1 % de CMC e xilana. A maxima producdo de xilanase foi de 300,07 U/g em
72 h de fermentagdo, a maxima producdo de CMCase foi de 41,47 U/gem 120 he a
maxima producdo de FPase foi de 2,11 FPU/g em 144 h, utilizando o fungo Aspergillus
niger SCBM1, apenas o bagaco do sorgo biomassa como fonte de carbono e a peptona
como fonte de nitrogénio.

Lins (2017) chama a aten¢do para o potencial do sorgo sacarino cultivar IPA P222
na producdo de celulases e hemicelulases, trabalhando com o fungo o T. reesei e o farelo
de trigo como fonte indutora no processo de fermentacao semissolida. Para a anélise das
atividades da CMCase e xilanase, foram utilizadas solucdes de 2 % e 1 %, de CMC e
xilana, respectivamente. As miximas atividades das enzimas CMCase, FPase e xilanase
foram de 7,55 U/g em 72 h, 1,00 U/gem 216 h e 577,41 U/g em 216 h, respectivamente,
na umidade de 60 % e teor de farelo de trigo de 50 %.

Zamora (2017) estudou a produgao de celulases e hemicelulases a partir de caules
e folhas de Alstroemeria sp. por meio do crescimento do fungo Pleurotus ostreatus PLO6

através de FES em 14 dias. O fungo foi capaz de produzir as enzimas Xilanase, [1-
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xilosidase, endoglucanase (CMCase), exoglucanase e [-glicosidase, cujas mdéximas
atividades para a Xilanase de 74,5 U/g em 120 h e CMCase de 20,5 U/g 216 h.

Marques et al. (2018), estudaram 14 cepas de fungos endofiticos ainda nao
exploradas para producdo de celulases e xilanases por FES, utilizando uma mistura (5 g:
1:1 (m/m)) de bagaco de cana-de-acticar e farelo de trigo como substrato, com umidade
inicial de 70 % e 5 discos miceliais como indculo, por 7 dias, a 28 °C. Um dos fungos
que se destacou em atividade endoglucandsica foi o Trichoderma viridae PAJ 01
atingindo méaxima atividade de CMCase de 64,56 U/g. Para a producdo de FPase e
Xilanase, obteve méximas atividades de 0,26 e 351,74 U/g, respectivamente.

Souza et al. (2018) estudaram as condi¢des operacionais de temperatura (25, 33
ou 38 °C), umidade (50, 65 ou 80 %) e tempo de fermentagdo (24, 72 e 120 h) na produgdo
da enzima Xilanase, durante a FES do bagaco de cana-de-acicar utilizando
microrganismo Penicilium roqueforti ATCC 10110 e obteve maxima atividade de
Xilanase de 19,95 Ul/g, nas condi¢des de 65 % de umidade, temperatura de 25 °C e tempo
de fermentacdo de 72 h.

Salomao et al. (2019) estudaram as condi¢des operacionais de temperatura (28,
33 ou 38 °C) e umidade (50, 60 ou 70 %) para a producdo de celulases pelos fungos
Penicillium sp., Rhizomucor sp. e Trichoderma koningii INCQS 40331 (CFAM 422),
utilizando o bagaco da cana-de-acucar in natura, pré-tratado por uma solucdo acido-
alcalina e por peréxido de hidrogénio como substratos no processo de fermentacdo em
estado s6lido. Os ensaios foram realizados em erlenmeyer de 250 mL com 5 g de meio e
para a analise da atividade CMCase, foi utilizada solu¢do de CMC a 2 %. Os resultados
mostraram que o fungo mais adequado para a producdo de CMCase foi o Trichoderma
koningii (8,2 Ul/g), seguido por Penicillum sp (1,7 Ul /g). Além disso, os melhores
resultados foram obtidos usando NSB para todos os fungos.

Taherzadeh-Ghahfarokhi ef al. (2019), estudaram os possiveis efeitos de aditivos
carbonosos (Tween 80, betaina, carboximetilcelulose (CMC) e lactose) na producdo de
celulases e xilanases. As enzimas foram produzidas por Trichoderma reesei em FES de
palha de trigo, farelo de trigo, palha de arroz e casca de arroz. Para a melhor indugdo, a
atividade da Xilanase foi cerca de 469 U/gds com betaina como unico indutor. Aumentou
para 218 % com a mistura de Tween 80, A betaina e CMC, confirmando que a
combinacdo de aditivos € mais indutora. Utilizando o farelo de trigo na auséncia de
aditivos obtiveram madximas atividades de 1949,0, 7,6 e 6,6 U/g.d.s para as enzimas

Xilanase, CMCase e FPase, repectivamente.
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Albano (2012) trabalhou com 6 linhagens de fungos filamentosos, incluindo A.
Jumigatus e T. reesei para, utilizando como substrato apenas bagaco de cana-de-agucar
ou suplementado com farelo de trigo na produgdo de celulases e xilanases por FES
(umidade de 80 %) e FSm (relacdo de composicao do substrato no meio de 3 %). Para a
andlise das atividades da CMCase e xilanase, foram utilizadas solu¢des de 0,5 % de CMC
e xilana. Para a FSm utilizando o fungo 7. reesei as atividades maximas de CMCase e
Xilanase foram de 10,7 U/g e 666 U/g, respectivamente, sendo mais expressivas quando
comparadas as atividades por FES que foram de 7,2 U/g e 103,6 U/g quando utilizado
apenas o bagaco de cana-de-agucar.

Florencio et al. (2016) estudaram o efeito dos processos de fermentacdo submersa
(FSm) e sequencial (FSL) (semissoélida seguida de submersa), sobre a producdo de
enzimas por A. niger e T. reesei, utilizando como substrato bagaco de cana pré-tratado
por explosdo a vapor e glicose (10 g/L). Os dois fungos obtiveram atividades de xilanase
e CMCase na FSL maiores que as produzidas por FSm. Utilizando o Trichoderma reesei
Rut C30, as méximas atividades para a FSm e FSL de CMCase foram 1,6 e 2,5 U/mL, e
para a xilanase de 7,9 e 18,3 U/mL, respectivamente. Usando o fungo filamentos
Aspergillus niger A12, as méximas atividades de CMCase foram de 0,6 € 0,9 U/mL e
xilanase foram de 7,8 e 26,4 U/mL. Ja para a FPase as maximas atividades foram as
mesmas para a FSL e FSm, com valores de 0,02 e 0,01 U/mL utilizando o Trichoderma
reesei Rut C30 e o Aspergillus niger A12, respectivamente.

Salomao (2017) estudou as melhores condi¢des operacionais de temperatura (28,
33 ou 38 °C) e concentracdo de bagaco de cana (0,5, 1,6 ou 2,7 %) para produgdo de
celulases a partir dos fungos Penicillium sp., Rhizomucor sp. e Trichoderma koningii
INCQS 40331 (CFAM 422) utilizando bagaco de cana in natura e pré-tratado com
solug@o 4cido-base via FSm. Os ensaios foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de
250mL contendo 100mL de solugdo salina e o substrato nas concentragdes de trabalho. O
melhor resultado para a atividade da CMCase foi obtido com o fungo Trichoderma
koningii a 28 °C e concentracio de substrato in natura de 2,7 % de 3,130 U/mL em 72 h.
J& para o bagaco pré-tratado o melhor resultado foi 4 28 °C e 0,5 % de substrato com uma
atividade de 1,524 U/mL.

Silva et al. (2018) estudaram diferentes fontes de carbono (residuos) com ou sem
alguns pré-tratamentos (biol6gico ou quimico), a fim de aumentar a produgdo de enzimas
celulases e xilanases, produzidas usando Trichoderma reesei QM9414 no processo de

FSm. O in6culo foi obtido pela transferéncia asséptica de circulos de 10 mm de didmetro



35

da cultura do fungo para frascos de 250 mL contendo 80 mL de meio de cultura com
concentracdo de substrato de 3 %. As atividades atingiram um maximo de 0,85 FPU/mL
para a FPase e 3,14 U/mL (104,69 U/g) para a CMCase em 240 h com a casca da laranja
suplementada com sacarose e 93,08 U/mL para a Xilanase utilizando o bagaco de cana-

de-agucar sob pré-tratamento alcalino.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos desta pesquisa foram realizados no Laboratério de Engenharia
Bioquimica (LEB) da Unidade Académica de Engenharia Quimica, da Universidade

Federal de Campina Grande.

3.1 MATERIA-PRIMA

A matéria prima utilizada como substrato foi o bagaco do colmo do sorgo sacarino
(Sorghum bicolor (L.) Moench) da variedade IPA P15, cedidos pelo Instituto de Pesquisas
Agropecudrias de Pernambuco (IPA), e o farelo de trigo (in natura), adquirido no
comércio de Campina Grande, o qual foi usado como fonte indutora de nitrogénio
organico nos processos fermentativos da producio das celulases e hemicelulases.

A Figura 3.1 mostra as etapas realizadas com o substrato até ser utilizado nos

processos fermentativos.

Figura 3.1 — Etapas da preparacio do bagago do sorgo sacarino IPA P15.

BAGACD DO SORGO SACARTNG

| LAVAGEM

SECAGEM
{55 oC)

| MOAGEM |

ARMAZENAMENTO

CARACTERIZACAOD

Inicialmente o bagaco do sorgo sacarino foi lavado com dgua destilada para reduzir o
excesso de acucares redutores e outros materiais soliveis presentes no interior do bagaco.
Em seguida o BSS, foi seco em estufa com circulagdo de ar, a temperatura de 55 + 2 °C, até
atingir massa constante, e entdo triturado para a reducdo de suas particulas em um moinho de
facas tipo créton, da marca Tecnal (Figura 3.2). O material foi homogeneizado e armazenado

N

em embalagens de PVC hermeticamente fechadas a temperatura ambiente para
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posteriormente ser caracterizado e utilizado como substrato na fermentagao.

Figura 3.2 — Etapas da preparacdo: A) Bagago B) Moinho de faca; C) Moagem do bagago

3.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

A caracterizacdo fisico-quimica do bagaco do sorgo sacarino IPA P15 foi realizada
quanto aos teores de umidade, cinzas, extrativos, lignina, holocelulose e a-celulose seguindo
ametodologia descrita por Morais et al (2010). Foram realizadas também andlises de actcares
redutores e proteinas para o bagaco do sorgo sacarino e o farelo de trigo, sendo todas as

andlises feitas em triplicata.

3.2.1. Teor de Umidade

Para a realizacdo desta andlise utilizou-se cadinhos de porcelana, que foram
lavados e secos na estufa a 105 °C durante 60 min. Estes foram mantidos em dessecador
por 30 minutos, em seguida, foram pesados em uma balanca analitica, obtendo-se assim
a massa de cada recipiente seco. Dentro de cada cadinho foram colocados 8 g do material,
e o conjunto cadinho-material foi levado a estufa a 105 °C até atingir massa constante. O
conjunto foi retirado e posto em um dessecador para resfriar, por 30 minutos. Em seguida,
foi pesado e sua massa rapidamente anotada para obtencdo do teor de umidade, U(%),

conforme Equacao 3.1:

[MRAU —MRAS

U(%) = | 100 3.1)

Onde:
MRAU = Massa do conjunto recipiente + amostra imida;
MRAS = Massa do conjunto recipiente + amostra seca;

MA = Massa da amostra.
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3.2.2. Teor de Cinzas

Para essa anélise, cadinhos de porcelana vazios foram colocados na estufa a 105
°C durante 60 min. Depois foram mantidos em dessecador até atingir a temperatura
ambiente e em seguida foram pesados vazios e com 2 g da amostra seca resultante da
andlise feita para a verificacdo do teor de umidade.

Logo apds a pesagem os cadinhos foram levados a mufla, e para o aquecimento
da amostra utilizou-se uma rampa de aproximadamente 9,6 °C/min, para que a
temperatura de trabalho de 600 °C fosse atingida apds 1 hora. Essa temperatura foi
mantida por 3 horas, e, ao final desse tempo, foi regulada para 200 °C onde permaneceu
por mais 2 horas.

O conjunto cadinho-material calcinado foi colocado em um dessecador para
resfriar por 30 minutos, em seguida foi pesado em balanca analitica. Para a obten¢do do

teor de cinzas totais, Cz (%), utilizou-se a Equacdo 3.2:

CZ(%) — I:MR/:\;]—MR

- ] 100 (3.2)

Onde:
MRAC = Massa do conjunto recipiente + amostra calcinada;
MR = Massa do recipiente;

MA = Massa da amostra.

Como os dados de cinzas se referem a massa da amostra seca, logo, foi necessario
corrigir os valores do material original. O teor de cinzas corrigido foi calculado pela

Equacao 3.3:

Cz(%)(100-U(%))
CZ(%)Corrigido = 100

(3.3)

3.2.3. Teor de Extrativos

Iniciou-se esta andlise pesando um papel de filtro previamente seco em estufa a
105 °C e resfriado a temperatura ambiente em dessecador. Em seguida, foram pesadas 5,0

g do material resultante da andlise feita para a verificacao do teor de umidade.
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Feito isso, o conjunto papel-material foi dobrado, formando-se um cartucho e
depositado dentro de um Soxhlet. Montou-se o sistema de extra¢do, unindo-se o aparelho
de Soxhlet a um condensador de bolas e um baldo volumétrico de fundo redondo de 250
mL no qual foram adicionados 100 mL de dlcool etilico e 100 mL de ciclohexano como
solventes extratores. O conjunto foi colocado em uma manta aquecedora, permanecendo
assim por um periodo de 6 horas de extracao.

Ap06s esse tempo, o baldo foi removido, e o seu contetido (solvente e extrativos)
armazenado para posterior utilizacao. O cartucho de papel foi posto em uma estufa a 105
°C por 14 horas. Em seguida foi colocado em dessecador por 30 minutos para seu
resfriamento e pesado em balanca analitica. Para a obtencdo do teor de extrativos, E (%),
utilizou-se a Equacao 3.4:

E(%) =

[MRES MRRS] 100 (3.4)
Onde:

MRES = Massa do conjunto recipiente + extrativos secos;

MRRS = Massa do conjunto recipiente + residuo de solvente;

MA = Massa da amostra.

Como os dados de extrativos se referem a massa da amostra seca, foi necessario
corrigir os valores do material original. O teor de extrativos corrigido foi calculado pela
Equacao 3.5:

E(%)(100-U (%))
E(%)Corrigido == 100 (3.5)

3.2.4. Teor de Lignina

Na determinagdo de lignina utilizou-se cerca de 1,0 g da amostra na sua forma
sem umidade e sem extrativos. O material foi colocado em um almofariz, onde foram
adicionados 17,0 mL de 4cido sulfdrico a 72 % (m/m), resfriado em geladeira a 15 °C,
antes do uso. Apds a adicdo do acido, o material foi macerado por 15 minutos
cuidadosamente com um pistilo. Apds este procedimento, o material foi deixado em

digestao por 24 horas.
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Passado esse tempo, foram adicionadas 306 mL de dgua destilada ao almofariz
para diluir o dcido sulftirico a 4 % (m/m). O conteddo foi transferido para um baldo
volumétrico de fundo redondo de 500 mL. Em seguida o baldo foi conectado a0 mesmo
sistema utilizado para a determinagao de extrativos, sendo mantido sob aquecimento e
refluxo por 4 horas, contadas a partir do inicio da fervura do contetddo presente no baldo.

Em paralelo, colocou-se um funil de vidro por uma hora na estufa a 105 °C, sendo
em seguida resfriado em dessecador e pesado. O funil foi colocado sobre um kitassato de
1.000 mL. Conectou-se o kitassato com o funil através de uma mangueira a outro kitassato
€ esse com outra mangueira a bomba, para que assim formasse um sistema de vacuo para
facilitar a filtracao.

O material contido no baldo foi aos poucos sendo transferido para o funil, com
uma agitacdo constante, para evitar a perda de precipitado no interior do funil. O
precipitado recolhido no funil foi lavado com dgua destilada até que o filtrado atingisse
pH préximo ao da dgua utilizada. Em seguida, o funil foi levado a estufa a 105 °C onde
permaneceu por 2 horas. Apds resfriado em dessecador foi pesado em balanca analitica.

Para a obtencdo do teor de lignina insoluvel, LI (%), utilizou-se a Equacao 3.6:

LI(%) = |*E="2100] - C2(%) (3.6)

Onde:
MFL = Massa do conjunto funil + lignina seca;
MF = Massa do funil limpo e seco;

MA = Massa da amostra.

Como os dados de lignina se referem a massa da amostra seca € sem extrativos,
foi necessdrio corrigir os valores do material original. O teor de lignina corrigido foi

calculado pela Equacdo 3.7:

LI (%)[100—(E(%)+U(%))]
100

LI(%)Corrigido = (37)
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3.2.5. Teor de Holocelulose

Em um erlenmeyer de 500 mL, foram pesados 3,0 g do material, sem umidade e
extrativos. Em seguida adicionados 2,5 g de clorito de s6dio, com pureza aproximada de
80 %, 120 mL de agua destilada e 1 mL de 4cido acético glacial, com pureza > 99,85 %.
Foi colocada uma barra magnética para garantir uma agitacao constante durante a reacao.
Em uma capela de exaustdo, preparou-se um banho-maria, mantendo-se a temperatura
constante a 70 °C.

O erlenmeyer de 500 mL foi tampado com um erlenmeyer de 25 mL e mergulhado
no banho. Apéds 1 hora de reacdo foi realizada uma nova adicdo de 1 mL de 4cido acético.
Decorrida mais 1 hora adicionou mais 1 mL do 4cido ao meio reacional, prosseguindo-se
com o aquecimento em banho por mais 3 horas. No decorrer do aquecimento, foi
percebida a elevacao de cloro, observada pela formacdo de um gds amarelo-esverdeado
dentro do Erlenmeyer.

Em paralelo foi preparado o mesmo sistema de filtracdo utilizado para
determinac¢do da lignina. Encerrado o periodo de reagdo, o conteudo do erlenmeyer foi
transferido para o funil com uma agitag¢do constante evitando assim a perda de precipitado
(holocelulose) no interior do erlenmeyer. A filtracdo foi iniciada e o precipitado recolhido
no funil foi lavado com dgua destilada até que o filtrado atingisse pH préximo ao da dgua
utilizada.

O conjunto funil/holocelulose foi transferido para uma estufa a 105 °C, onde
permaneceu por 18 horas, a fim de que o material fosse completamente seco. Em seguida
o conjunto funil/holocelulose foi resfriado em dessecador por 30 minutos e pesados em
balanga analitica. Para a obtencao do teor de holocelulose, H (%), utilizou-se a Equacao

3.8:

MFH—-MF
MA

H(%) = | 100 (3.8)

Onde:
MFH = Massa do conjunto funil + holocelulose seca;
MF = Massa do funil limpo e seco;

MA = Massa da amostra.
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Como os dados de holocelulose se referem a massa da amostra seca e sem
extrativos, foi necessario corrigir os valores do material original. O teor de holocelulose

corrigido foi calculado pela Equacao 3.9:

H(%)[100—(E(%)+U(%))]
100

H(%)Corrigido (3~9)

3.2.6. Teor de a-celulose

Inicialmente pesou-se 1,0 g da holocelulose seca em um almofariz a temperatura
ambiente. Foram adicionados 15 mL de uma solucdo de hidréxido de sddio a 17,5 %
(m/v) e aguardou-se dois minutos de contato entre a solucdo e o material. Apds esse
contato, o material foi macerado por oito minutos. Em seguida foram acrescentados 40
mL de dgua destilada ao almofariz.

Foi preparado o mesmo sistema de filtracdo utilizado para determinacido da
lignina. O conteddo do almofariz foi transferido para o funil com agitacdo constante e o
precipitado (a-celulose) recolhido no funil foi lavado varias vezes com dgua destilada até
que o filtrado atingisse pH préximo ao da dgua utilizada.

ApOs a filtragdo, o funil foi levado a estufa a 105 °C, onde permaneceu por 18
horas. O conjunto funil/a-celulose foi colocado em um dessecador por 30 minutos para
resfriar e em seguida foi pesado. Para obtencdo do teor de a-celulose, A (%), utilizou-se

a Equacao 3.10:

MFA—-MF
MAH

A(%) = ] 100 (3.10)

Onde:
MFA = Massa do conjunto funil + a-celulose seca;
MF = Massa do funil limpo e seco;

MAH = Massa da amostra de holocelulose.

Para obter o teor corrigido de a-celulose (A (%)corrigido), cOm base no teor corrigido
de holocelulose (H(%)corigido), foi utilizada a Equacdo 3.11 para a realizacdo deste
célculo:

(H(%)corrigido A(% )) (31 1)

A(%)corrigido = 100
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E por meio do cdlculo da diferenca entre os valores de holocelulose e a-celulose
corrigidos, foi calculado o valor do percentual corrigido de hemicelulose (HeC
(%)corrigido), dado pela Equacdo 3.12:

H(%) —A(%)

= HeC(%) (3.12)

corrigido corrigido corrigido

3.2.7 Acicares Redutores

A concentracdo de acucares redutores (AR) foi determinada seguindo a
metodologia descrita por Miller (1959), com algumas adaptacdes. Baseia-se na reducdo
do acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) a 3-amino-5-nitrosalicilico, simultaneamente com a
oxidag¢do do grupo aldeido do agucar a grupo carboxilico.

Inicialmente foi pesado 1 grama da amostra (Ma) in natura em balanca analitica.
Essa massa foi diluida com dgua destilada (Va), nas propor¢des de 1:25, 1:50 e 1:100,
para ser determinada a diluicdo extratora de todos os aguicares redutores presentes na
amostra. Deixou-se em agitacdo por 30 minutos e em seguida foi realizada filtracdo da
amostra. As dilui¢des foram feitas de forma que a absorbancia lida no espectrofotometro
estivesse dentro da curva de calibracdo e assim a concentragao de acticares redutores da
amostra fossem calculadas com base no fator de conversao (Fc) da curva de calibracdo
realizada previamente.

Do filtrado transferiu-se 1 mL para tubos de ensaios e em seguida adicionou-se 1
mL da solu¢do de DNS. Em seguida os tubos foram levados para banho com dgua fervente
por exatos 5 min. Apds este intervalo, os tubos foram retirados e colocados em banho de
agua fria, até completo resfriamento. Em cada tubo foram adicionados 8 mL de dgua
destilada e depois foram homogeneizados. A leitura da absorbancia da amostra foi entdao
realizada em um espectrofotometro UV-Vis em um comprimento de onda de 540 nm,
previamente zerado com uma amostra em branco submetida a0 mesmo procedimento, no
qual 1mL do filtrado da amostra, foi substituido por 1 mL de dgua destilada que foi o
fluido utilizado na extragdo dos agicares presentes na amostra a ser analisada.

Os resultados de agucares redutores foram expressos em gramas de acucares

redutores por grama de amostra analisada, seguindo a Equacao 3.13.
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gAR _ Abs FC VA
Onde:

Abs = Absorbancia;

Fc = Fator de conversdo da absorbancia em mg de AR por mL de solucio;

Va = Volume de dgua destilada utilizado na dilui¢ao da amostra (mL);

Ma = Massa da amostra (g).
3.2.8 pH

A determinacdo do pH foi realizada seguindo a metodologia descrita em [AL
(2008). Pesou-se 2 g da amostra e adicionou-se 20 mL de dgua destilada. Apds a
homogeneizagdo da suspensdo, a mesma foi deixada por 30 minutos em repouso € em
seguida mediu-se o pH utilizando o pH-indicador strips (non-bleeding) de marca

MColorpHast.
3.2.9 Proteina

A proteina bruta foi quantificada através da determinacdo de nitrogénio, feita pelo
processo de digestdo Kjedahl com posterior destilagdo e titulacdo conforme Malavolta et
al. (1989). Esse método foi realizado em 4 etapas: Pré-digestdo ou digestdo a frio,
digestdo a quente, destilacdo e titulagdo.

Na primeira etapa de digestdo a frio, pesou-se aproximadamente 0,1 g da amostra
em papel manteiga e transferiu-se para os tubos digestores. Em cada tubo digestor foram
adcionados 0,5 g da mistura catalitica digestora (composta por 90,1 % de sulfato de sédio,
9 % de sulfato de cobre Il e 0,9 % de didxido de selénio) e 5 mL de acido sulftrico
(H2SO4). A digestao a frio ocorreu durante 12 horas enquanto as amostras permaneceram
em repouso.

A segunda etapa da digestdo a quente consistiu em colocar os tubos digestores no
bloco digestor o qual foi submetido a aquecimentos com um aumento gradual da
temperatura de 50 °C até 400 °C em intervalos regulares de 30 minutos (para cada

temperatura selecionada esperou-se estabilizar para poder iniciar a contagem dos 30 min).
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Atingidos os 400 °C, o final da digestao foi sinalizado pelo aparecimento da coloragdo
azul-esverdeada da amostra.

Terminada a digestdo, as amostras foram encaminhadas para a etapa de destilacao
onde foi adicionado 3 gotas do indicador fenolftaleina a 1 % no tubo contendo a amostra
digerida. A destilagdo foi realizada no destilador Kjedahl com a liberag@o da solucio de
hidréxido de sédio a 40 % no tubo com a amostra digestora até que ocorresse a
neutralizacdo da amostra que € evidenciada pela mudanca da cor, para uma coloragdo
marrom. A amostra destilada foi recolhida em um erlenmeyer de 250 mL acoplado abaixo
do condensador, contendo 4cido borico a 4 % como agente capturador de nitrogénio e
também 3 gotas do indicador misto. A destilagdo terminou ao completar cerca de 50 mL
dentro do erlenmeyer e a presenca de uma coloracao esverdeada na amostra destilada.

ApOs a destilagdo a amostra foi encaminhada para a titulacao na presenga de acido
cloridrico 0,1 N, previamente padronizado. O destilado foi titulado até aparecimento da
coloracdo avermelhada, obtendo assim o volume gasto na titulacdo. Em paralelo, foi
realizado uma prova em branco, contendo apenas os reagentes. O volume gasto para a
titulac@o do branco foi subtraido dos resultados dos volumes das amostras.

O teor de proteina bruta foi obtido a partir da Equagdo 3.14, onde o fator de
conversao utilizado para o farelo de trigo foi de 5,83 e para o sorgo sacarino 6,25 (IAL,

2008).

_ (VL Feger Nucl Fitrogenio f€) 100
Mg

P%

(3.14)

Onde:

VL = Volume gasto na titulacdo (VHci— VBranco) (L);

Fcucl = Fator de correcdo do Acido cloridrico a 0,1 mol/L (valor utilizado = 1,02);
Nicr = Normalidade do Acido cloridrico (valor utilizado = 0,1 N);

Fnitrogenio = Fator de correspondéncia do nitrogénio (valor utilizado = 14);

fc = Fator de conversao para percentual de proteina (valor para proteina genérica =

6.25).
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3.3 ISOTERMAS DE DESSORCAO DE UMIDADE

As curvas de dessorcdo (isotermas) foram obtidas no presente trabalho no intuito
de conhecer o comportamento do substrato que foi utilizado durante os processos de
fermentagdo, através da determinag¢do da umidade e atividade de 4gua limite para o
crescimento do microrganismo utilizado nesses processos. Foram obtidas no Laboratério
de Armazenamento e Processamento de Produtos Agricolas da Unidade Académica de
Engenharia Agricola, a partir dos dados de atividade de dgua e umidade de equilibrio,
utilizando o medidor de atividade de d4gua Aqualab 3TE (Decagon), estufa de secagem
(Marconi) e balanca analitica (Shimadzu).

O método utilizado para determinagcdo das isotermas foi de acordo com a
metodologia usada por Capriste e Rotstein (1982). Inicialmente, amostras dos substratos
usados nos ensaios da fermentacdo (BSS com 0 e 50 % de FT) foram umidificadas com
dgua destilada. Em seguida, cada amostra em embalagem hermeticamente fechada foi
mantida sob refrigeracdo “overnight” até uniformiza¢do da umidade do substrato (em
média 15 horas).

ApOs esse tempo, em balanca analitica foi pesado 1,5 g de cada amostra e levada
ao equipamento Aqualab para a determinacao da atividade de d4gua (Aw) na temperatura
de 28 °C, temperatura utilizada para produ¢do das enzimas. A amostra foi levada a estufa
de secagem a temperatura de 40 °C por 5 minutos. Apds esse periodo a amostra foi
resfriada em dessecador para posterior leitura da atividade de dgua (Aw) no medidor de
atividade de dgua em seguida pesagem em balancga analitica. A amostra foi submetida
repetidamente a esse processo (estufa-dessecador-Aqualab-balanca) até atingir o
equilibrio.

Ao final desse processo a amostra foi submetida a estufa a 105 °C, para obtengao
da sua massa seca, e consequentemente, da umidade de equilibrio. A umidade de
equilibrio, em base seca, foi determinada pela relacdo entre a massa de d4gua e a massa

seca das amostras, conforme a Equacdo 3.15:

Xeq

[ Meq — M

]100 (3.15)

Onde:
Xeq = Umidade de equilibrio (% base seca);
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Meq = Massa da amostra no equilibrio (g);

M; = Massa da amostra seca (g).

Para o ajuste matemético das curvas de dessorcdo de umidade, foi utilizado o
modelo de GAB (Equacgdo 3.16), utilizando-se o processador STATISTICA versao 7.0
(STATSOFT, 1995).

_ XmCKAy
€4 " (1 - KAy)(1 - KAy + CKAy)

X

(3.16)

Onde:

Xeq = Umidade de equilibrio;

Ay = Atividade de agua;

Xm = Umidade na monocamada molecular;

C e K = Parametros que dependem da temperatura e da natureza do produto.

3.4 PRODUCAO DAS CELULASES E HEMICELULASES

Neste trabalho foi estudada a producdo de enzimas celuloliticas (CMCase e
FPAse) e xilanolitica (Xilanase), utilizando o fungo Trichoderma ressei LCB 48 em

fermentagdo semissolida e submersa do bagaco do sorgo sacarino IPA P15.

3.4.1 Microrganismo

O fungo foi mantido em blocos de 4dgar de 4-6 mm? no interior de tubos tipo
eppendorf, preenchidos com &dgua destilada estéril e estocados no Laboratério de
Engenharia Bioquimica (LEB) a temperatura de 8 °C (CASTELLANI, 1939) até sua
utilizacao.

A repicagem do fungo foi realizada em duas etapas. A primeira etapa consistiu na
incubacdo dos esporos contidos no tubo eppendorf em placas de Petri contendo meio
BDA (Batata - Dextrose - Agar). Cerca de 39 g de BDA foram dissolvidos em dgua
destilada com agitacdo e fervura durante 1 min para dissolver completamente o meio. Em

seguida foi autoclavado por 15 min a 120 °C. Apés resfriamento, o meio estéril foi
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distribuido nas placas de Petri e apds a solu¢do de BDA solidificar o microrganismo foi
inoculado.

Ap6s a inoculacdo as placas de Petri contendo o microrganismo foram incubadas
a 28 °C por um periodo de 10 dias. Tempo necessario para que as placas estivessem

totalmente cobertas por esporos (Figura 3.3).

Figura 3.3 - Repique do Trichoderma reesei em placa de Petri.

A partir do repique em placas de Petri, foi realizada a segunda etapa, desta vez em
sabugo de milho, o qual proporciona maior crescimento e consequentemente maior
esporulacdo do fungo. Em cada placa de Petri com o microrganismo 7richoderma reesei
LCB 48, adicionou-se 8 mL de espessante (Tween 80 0,3 % v/v) e, com o auxilio de um
bastdao de vidro, foi feito o desprendimento dos esporos contidos no meio de cultivo
deixando a suspensdo homogénea. Em erlenmeyers de 125 mL foram pesados 4,6 g de
sabugos previamente cozidos, triturados e secos (55 °C), e adicionou-se 6 mL de solugdo
umidificante, contendo peptona e outros elementos. Os erlenmeyers foram fechados com
tampdo de algoddo envolvidos com gaze, homogeneizados e esterilizados em autoclave
por 15 min a 120 °C. Com o auxilio de um pipetador, transferiu-se 1 mL de suspensao de
esporos em cada erlenmeyer contendo sabugo de milho previamente autoclavado e
homogeneizado. Em seguida, os erlenmeyers de 125 mL foram fechados com tampao de
gaze e algodao e incubados a 28 °C por um periodo de 10 dias, até que todo o sabugo

estivesse coberto de esporos (Figura 3.4).
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Figura 3.4 - Repique do Trichoderma reesei em sabugo de milho.

Ap6s o periodo de cultivo do microrganismo, os erlenmeyers foram mantidos sob
refrigeragdo a 9 °C (geladeira) por periodo maximo de até 3 meses e utilizados como

indculos nos ensaios de fermentagao.
3.4.2 Inoculacio do Trichoderma reesei LCB 48

Para o preparo do in6culo a ser utilizado nas fermentacdes, adicionou-se 40 mL
de uma solu¢do de Tween 80 a 0,3 % (v/v) em erlenmeyers contendo os esporos do 7.
reesei em sabugo de milho. Apds agitacdo, a suspensdo de esporos foi filtrada em um
béquer com auxilio de gaze e algoddo (autoclavados a 120 °C por 15 minutos).

A concentracdo do microrganismo presente na suspensdo foi determinada através
da contagem de esporos em Camara de Neubauer espelhada e um microscépio 6ptico.
Para a contagem de esporos, diluiu-se a suspensdo, e a mesma foi homogeneizada com o
auxilio de um bastdo de vidro. Em seguida colocou-se esta solu¢do, entre a camara de
Neubauer e a laminula, com o auxilio de uma micropipeta para posterior contagem dos
esporos no microscépio optico.

A concentracdo de esporos na suspensado foi encontrada a partir da Equagao 3.17:
CEsporos = 25 E Fp10* 3.17)

Onde:
Cesporos = Concentragdo de esporos na suspensao;
E = Média de esporos contados na Camara de Neubauer;

Fp = Fator de diluicdo para contagem na Camara de Neubauer.
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O volume da suspensdo de esporos adicionado aos ensaios de fermentacao
semissélida foi ajustado de modo a se ter um indculo de 107 esporos.g! de meio, e para a
fermentacdo submersa uma concentracdo de inéculo de 107 esporos.mL™! de meio,

conforme a Equagao 3.18.

V _ Cinéculo M
Suspensao —

3.18
CEsporos ( )

Onde:

Vsuspensio = Volume da suspensdo que serd inoculado nos ensaios de fermentacao;

Cinéeulo = Concentracdo de inéculo desejada para a fermentagio (107);

M = Massa (g) de substrato utilizada na fermentacao semissélida (substituida pelo volume

do meio, V(mL), nos ensaios da fermentacdo submersa).

3.4.3 Fermentacao Semissolida

Para o estudo da producdo das enzimas por fermentacdo semissdlida, foi realizado
um planejamento fatorial do tipo 2*> com 3 repeti¢des no ponto central, totalizando 7
ensaios.

Com o planejamento experimental, foram analisadas a influéncia das seguintes
varidveis independentes no processo: Umidade inicial (Uj, em b.u. %) e teor de farelo de
trigo (FT, em %). As varidveis dependentes avaliadas foram as atividades celuloliticas da
FPase (celulase total) e da CMCase (Endo-B-1,4-Glucanase) e xilanolitica da xilanase
(endo-B-1,4-xilanase).

Os valores adotados para as varidveis independentes foram baseados em estudos
feitos por Lins (2017) e Rodriguez-Zuiiga et al (2011) na produgdo de celulases e
hemicelulases com diferentes residuos agroindustriais.

Nas Tabelas 3.1 e 3.2 encontram-se, respectivamente, os niveis e a matriz do

planejamento, que foram utilizados nesta pesquisa.

Tabela 3.1 - Niveis do planejamento experimental da producdo das enzimas na FFS.

Variavel Nivel
-1 0 +1
Ui (b.u. %) 60 70 80

FT (%) 0 25 50
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Tabela 3.2 - Matriz de planejamento experimental fatorial 2> com 3 repeti¢des no ponto central
da producdo de enzimas na FSS.

Ensaios Ui (b.u. %) FT (%)
1 60 0
2 80 0
3 60 50
4 80 50
5 70 25
6 70 25
7 70 25

Os ensaios de fermentacdes semissolida foram realizados em erlenmeyers de 250
mL contendo o substrato previamente umidificado, de acordo com as condi¢des do
planejamento experimental.

A umidade inicial do meio foi ajustada para 60, 70 e 80 % (base umida) pela
adicao de um volume definido de dgua destilada, que foi determinado por meio de um
balanco de massa, seguindo a Equacdo 3.19, a qual leva em consideracdo que a densidade

da 4gua é igual a 1,00 g.cm™ (a 28 °C):

_ My (U= Uy)

V
(1-Uy)

(3.19)

Onde:

V = Volume de dgua a ser adicionada ao meio (mL);
M, = Massa do meio a ser umidificado;

U; = Umidade natural do meio;

Uz = Umidade do meio desejada.

Ap6s umidificagc@o, o substrato foi deixado overnight (em média 15 horas), em
embalagem hermeticamente fechada sob refrigeracdo (8 °C), de acordo com cada ensaio
do planejamento.

Decorridas as 15 h, foram pesadas 15 g do substrato umidificado em erlenmeyers
de 250 mL, vedados com tampao de algodao envolvido com gaze e papel aluminio, e em
seguida foram autoclavados por 15 minutos a 120 °C. Apos resfriamento cada meio de
cultivo foi inoculado com o Trichoderma reesei LCB 48 na concentragdo de 1,0 x 10’

esporos.g .
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Os erlenmeyers foram incubados em camara climdtica com temperatura
controlada de 28 °C, durante um periodo de 240 horas. Foram retirados, periodicamente,
em intervalos de 24 h durante os 10 dias, um erlenmeyer, todos na mesma condicao inicial
do processo, para a andlise de umidade (base imida), pH e a extracdo das enzimas, para
serem determinados os agucares redutores (AR) e as atividades enzimaticas de cada
extrato enzimdtico durante a cinética fermentativa. Para a realizacdo das andlises
periddicas cada frasco coletado foi submetido a uma homogeneizacdo do meio

fermentado de forma a obter amostras reprodutivas e minimizar os erros de amostragem.

3.4.4 Fermentacio Submersa

Para o estudo da producio das enzimas por fermentagdo submersa, foi realizado
um planejamento fatorial do tipo 22 com 3 repeticdes no ponto central, totalizando 7
ensaios.

Com o planejamento experimental, foram analisadas a influéncia das seguintes
varidveis independentes no processo: teor de farelo de trigo (FT, em %) e relacdo
massa/volume (m/v) da concentragdo do substrato (com 0 e 50 % de FT). As varidveis
dependentes avaliadas foram as atividades celulolitica da CMCase (Endo-B-1,4-
Glucanase) e xilanolitica da xilanase (endo-f-1,4-xilanase).

Os valores adotados para as varidveis independentes foram baseados em estudos
feitos por Lins (2017) e Salomao (2017) na produgdo de celulases e hemicelulases com
diferentes residuos agroindustriais.

Nas Tabelas 3.3 e 3.4 encontram-se, respectivamente, os niveis e a matriz do

planejamento, que foram utilizados nesta pesquisa.

Tabela 3.3 - Niveis do planejamento experimental da producio das enzimas na FSm.

Nivel
L l
Variave 1 0 1
FT (%) 0 25 50

m/v (%) 1 3 5
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Tabela 3.4 - Matriz de planejamento experimental fatorial 22 com 3 repeti¢des no ponto central
da producdo de enzimas na FSm.

Ensaios FT (%) m/v (%)
1 0 1
2 0 5
3 50 1
4 50 5
5 25 3
6 25 3
7 25 3

Os ensaios de fermentacdo submersa foram realizados baseado na metodologia
descrita por Albano (2012). Em erlenmeyers de 250 mL foram adicionados 50 mL de
meio de cultivo com a seguinte composi¢ao (m/v): m/v % (1,3 e 5 %) da relagdo BSS/FT
(0,25 e 50 %), 0,4 % (NH4)2S04, 0,01 % MgS04.7H20, 0,1 % K>;HPOy4, 0,1 % KH2PO4
e 0,1 % de solucao de micronutrientes (0,1% FeSO4.7H>0; 0,005% MnSO4. H>O; 0,02 %
ZnS04). Em seguida o pH foi ajustado a 5,0 e o sistema esterilizado a 120 °C por 15 min.

O meio de cultivo foi inoculado com uma concentracio de 107 esporos/mL de
meio liquido de fermentacdo. Os erlenmeyers foram colocados em camara incubadora do
tipo shaker da marca MARCONI com temperatura controlada de 28 °C, sob agitacdo de
150 rpm, durante um periodo de 240 horas. Foram retirados, periodicamente, em
intervalos de 24 h durante 10 dias, um erlenmeyer, todos na mesma condi¢do inicial do
processo. Foi filtrado com papel de filtro Whatman n°1. O meio de cultivo livre de
biomassa foi utilizado como extrato enzimdtico bruto para serem determinadas as

atividades enzimaticas durante a cinética fermentativa.
3.5 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS
3.5.1 Extracao das Enzimas

A extragdo, do complexo enzimético produzido na fermentacdo semissdlida, foi
feita com tampao citrato de sédio (0,05 mol. L“/pH = 4,8) (BAILEY et al., 1992), na
propor¢ao de 7,5 mL de tampdo por grama de substrato fermentado. Esse material foi
homogeneizado e levado para uma incubadora do tipo shaker da marca MARCONI, sob

rotacdo de 150 rpm, em temperatura de 4 °C por 30 minutos. Logo apds a extracao, foi
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realizada a filtracdo, com gaze, algoddo e papel filtro (autoclavados a 120 °C por 15
minutos), para remog¢ao dos esporos.

O complexo enzimdtico foi utilizado para a determinacdo das atividades
enzimaticas expressas em carboximetilcelulase, celulases totais e xilanase como também

para a determinagdo dos agucares redutores presente em cada meio fermentado.

3.5.2 Endo-B-1,4-Glucanase (CMCase)

A atividade celulolitica da carboximetilcelulase (CMCase) foi determinada
seguindo o procedimento descrito em Ghose (1987), que se baseia na capacidade do
extrato enzimdtico em liberar agicares redutores na presenca de carboximetilcelulose
(CMC) devido a hidrélise da fonte de celulose em glicose.

Para a andlise, foi colocado em todos os tubos de ensaio 0,5 mL de uma solucdo
de CMC a2 % (m/v), preparada em tampao citrato de sodio (0,05 mol.L!/ pH=4.8),em
seguida nos tubos de rea¢do da enzima foi acrescentado 0,5 mL do extrato enzimaético.
Todos os tubos foram levados a um banho termostético, a 50 °C por 30 minutos. Apds
esse tempo, a reacdo foi interrompida adicionando-se nos tubos de ensaio 1,0 mL de DNS,
0,5 mL do extrato enzimético nos tubos do branco da enzima (sem reacdo) e 0,5 mL de
tampao citrato no tubo do branco do equipamento (espectrofotometro UV-Vis).

Em seguida, os tubos foram aquecidos a 100 °C por 5 minutos e resfriados em
banho de gelo. Foram acrescentados 8 mL de dgua destilada em cada tudo e os mesmos
foram homegeinezados para posterior leitura da absorbancia no espectrofotdometro UV-
Vis a 540 nm, semelhantemente a metodologia de Miller (1959).

Uma unidade de atividade enzimadtica (U) foi definida como a quantidade de
enzima capaz de liberar 1 pmol.L™! de agticar redutor, por minuto, a 50 °C. A atividade
enzimatica da CMCase foi expressa em U/g de substrato tiimido, a qual foi calculada

seguindo a Equagao 3.20:

_ ARLiperado10° _ (ARComReagé\o_ARSemReagé\o)lo6
CMCase = (180)(30) (180)(30) (3.20)
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Onde:

ARcomRreacao = Concentragdo da amostra com reacdo (g de AR liberado.g de meio
fermentado™);

ARsemRreagio = Concentracdo da amostra sem reacdo (g de AR liberado.g de meio
fermentado™);

10 = Fator de conversdo de mols de glicose para pmol de glicose;

180 = Massa molar da glicose (g/mol);

30 = Tempo de reagdo em minutos.
3.5.3 Celulase Total (FPAse)

A atividade celulolitica da FPase (Celulase Total), também foi determinada
seguindo o procedimento descrito em Ghose (1987).

Para a andlise, foi colocado em todos os tubos de ensaio 0,5 mL de tampao citrato
de sédio (0,05 mol.L™! / pH =4,8) e 0,5 mL do extrato enzimatico. Em seguida nos tubos
de reacdo da enzima foi colocada uma fita de papel de filtro Whatman n° 1 medindo 1x6
cm utilizada como substrato, e nos tubos do branco da enzima (sem reacao) ndo cotinha
o papel. Para o branco do equipamento (espectrofotometro UV-Vis) colocou-se 1 mL de
tampao citrato de s6dio. Todos os tubos foram levados a um banho termostético, a 50 °C
por 60 minutos, dando inicio a reagdo das enzimas com a celulose do papel.

A reacdo foi interrompida adicionando-se em todos os tubos de ensaio 1 mL de
DNS. Em seguida, os actcares redutores foram quantificados conforme a metodologia de
Miller (1959).

A unidade de atividade de FPase foi definida como a quantidade de enzima capaz
de liberar 1 umol.L™! de actcar redutor por minuto. O resultado foi calculado com o

auxilio da Equacdo 3.21:

FPase _ ARLiberad0106 . (ARCOmReacéo_ARSemReagao)loﬁ (3 21)
(180)(60) (180)(60) .

Onde:
ARcomRreagio = Concentracdo da amostra com reag¢do (g de AR liberado.g de meio

fermentado™);
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ARsemRreagio = Concentracdo da amostra sem reacdo (g de AR liberado.g de meio
fermentado™);

10 = Fator de conversdo de mols de glicose para pmol de glicose;

180 = Massa molar da glicose (g/mol);

60 = Tempo de reagdo em minutos.
3.5.4 Endo-p-1,4-Xilanase (Xilanase)

A atividade hemicelulolitica da xilanase foi determinada segundo a metodologia
descrita por Bailey et al (1992).

O procedimento consiste na adicdo de 0,9 mL de xilana a 1 % (Birchwood —
Sigma), preparada em tampdo citrato de sédio (0,05 mol.L™! / pH = 4,8) em todos os tubos
de ensaio e aquecida a 50 °C por 5 minutos. Em seguida foi adicionado 0,1 mL de extrato
enzimatico nos tubos de reacdo da enzima. Todos os tubos foram levados a um banho
termostatico, a 50 °C por 5 minutos. A reagdo foi interrompida adicionando-se em todos
os tubos de ensaio 1,5 mL de DNS, depois 0,1 mL do extrato enzimdtico nos tubos do
branco da enzima (sem reacdo) € 0,1 mL de tampdo citrato no tubo do branco do
equipamento (espectrofotometro UV-Vis). Os acucares redutores foram quantificados
conforme a metodologia de Miller (1959).

A unidade de atividade de xilanase foi definida como a quantidade de enzima
capaz de liberar 1 umol.L™! de xilose por minuto. O resultado foi calculado com o auxilio

da Equacdo 3.22:

AR[iberado10° _ (1‘“-"ComReag;éo_ARSemReagéo)lo6 (3 22)
(150)(5) (150)(5) '

Xilanase =

Onde:

ARcomRreagio = Concentracdo da amostra com reag¢do (g de AR liberado.g de meio
fermentado™);

ARsemreacio = Concentragdo da amostra sem reacdo (g de AR liberado.g de meio
fermentado™);

150 = Massa molar da xilose (g/mol);

30 = Tempo de reagdo em minutos;

10° = Fator de conversdo de mols de glicose para pmol de glicose.
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3.6 AUMENTO DE ESCALA

Visando analisar a influéncia do aumento de escala do processo de FSS, nas
atividades enzimaticas da CMCase, FPase e Xilanase, esse estudo foi realizado para a
melhor condicdo de umidade inicial e teor de farelo, do planejamento experimental da
Tabela 3.2, na produgdo dessas enzimas.

Para os aumentos de escala utilizou-se 30 gramas de substrato em erlenmeyers de
500 mL e 60 gramas de substrato em erlenmeyers de 1000 mL.

O processo fermentativo semisso6lido foi realizado da mesma forma que o descrito
no item 3.4.4, tendo apenas a quantidade de massa de substrato e a capacidade do

biorreator utilizado, aumentadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

A caracterizacdo fisico-quimica do bagaco do sorgo sacarino (BSS) IPA P15,
visou conhecer sua composi¢cdo com relacdo aos teores de celulose, hemicelulose e
lignina, sendo esses os componentes de maior interesse presentes em materiais
lignoceluldsicos.

Na Tabela 4.1 estdo apresentados os resultados obtidos para o BSS IPA P15,
material utilizado como substrato nos processos de FSS e FSm, quanto aos teores de
umidade, cinzas, extrativos, lignina, celulose e hemicelulose, bem como seus respectivos

desvios padrao.

Tabela 4.1 — Caracterizacio fisico-quimica do bagaco do sorgo sacarino IPA P15.

Teor

Parametros (%)
Bagaco de sorgo sacarino

Umidade (b.u.) 7,64 +£0,18
Cinzas 2,45 +0,14
Extrativos 2,41 +£0,64
Lignina 19,27 + 0,41
Celulose 40,54 + 0,44
Hemicelulose 30,45 + 0,46

O teor de umidade encontrado para o BSS foi bem préximo ao encontrado por
Oliveira et al. (2009), para o bagago de sorgo sacarino lavado, de 7,4 %. Ja Silva (2017),
caracterizou sete cultivares de sorgo sacarino, e encontrou valores entre 6,16 % a 9,39 %
de umidade, ficando o teor de umidade para o BSS dentro deste intervalo. Estes valores
de umidade sdao adequados para o armazenamento do BSS, pois permite diminui¢do da
proliferacdao de microrganismos e manuten¢do da estabilidade quimica, fisico-quimica e
bioquimica originais dos bagacos em estudo. Sendo necessaria a sua reumidificacdo para
os ensaios de FSS, como meio de recuperar a umidade inicial de equilibrio que forneca
uma atividade de &4gua adequada para o crescimento e desenvolvimento do

microrganismo.
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O teor de cinzas para o BSS foi um pouco inferior aos encontrados por Batista
(2016), que trabalhou com as cultivares de sorgo sacarino BRS 511 e BD 5404 e obteve
os valores de 3,13 % e 3,67 % de cinzas para cada cultivar. Freita et al. (2016) trabalhando
com o bagaco do sorgo sacarino e o bagaco da cana-de-acticar encontraram os valores de
2,90 % e 4,34 % de cinzas, respectivamente. O teor de cinzas depende da espécie, idade,
forma de colheita do material, e indica a quantidade de sais minerais presentes no
material. Apesar do baixo teor de cinzas, o BSS apresenta micronutrientes suficientes
para o desenvolvimento microbiano.

O teor de extrativos foi inferior ao encontrado por Neto (2018), valor de 4,76 %,
trabalhando com o sorgo sacarino IPA EP17. Lins (2017) obteve 13,99 % de extrativos
trabalhando com o bagaco do sorgo sacarino IPA P222, valor bem superior ao encontrado
neste trabalho. Este valor encontrado pode ser atribuido a diversos componentes
estruturais da parede celular do material, como alguns sais, agucares e polissacarideos
(soldveis em dgua), 4cidos ou ésteres graxos, dlcoois de cadeia longa, ceras, resinas e
compostos fendlicos e glicosideos (soltiveis em solventes organicos) (MORAIS et al.,
2010).

O teor de lignina foi bem proximo aos reportados por Barcelos et al. (2016) € Yue
et al. (2017) que obtiveram os valores de 19,80 % e 19,94 % de lignina, respectivamente,
ao caracterizar o bagaco do sorgo sacarino. Ja Bi et al. (2017) e Batista (2016), obtiveram
valores menores, sendo eles, de 13,84 % e 10,80 %, respectivamente.

O teor de celulose foi semelhante ao obtido por Guimardes (2014) e Barcelos
(2016) de 40,08 % e 40,42 %, respectivamente. Bi et al. (2017) ao caracterizar bagaco de
sorgo reportaram valores de 37,68 % de celulose. Pacheco et al. (2014) trabalhando com
quatro genétipos de sorgo sacarino para a producdo de etanol celuldsico, encontraram
valores para celulose entre 32,81 % a 36,50 %.

O teor de hemicelulose foi semelhante ao encontrado por Batista (2016), de 30,46
% de hemicelulose para a cultivar BD 5404 do bagaco de sorgo sacarino. Neto (2018)
encontrou teor de 32,05 %, para o bagago do sorgo sacarino IPA EP17. Prathyusha et al.
(2016) ao caracterizar o sorgo sacarino para ensaios de sacarificacdo obtiveram 44,83 %
de hemicelulose, sendo esse o maior valor reportado.

Silva (2017) ao caracterizar 7 cultivares de Bagaco de Sorgo Sacarino, do Instituto
de Pesquisa de Agropecudria, visando a producdo de etanol, observou variacdo de 23,16

a 41,07 % de celulose, 20,96 a 39,78 % de hemicelulose e 12,69 a 20,85 % de lignina.
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A partir dos dados reportados podemos observar que as diferentes variedades de
sorgo sacarino, ocasionaram variagdes nos parametros obtidos pelos diversos autores.
Outros fatores que influenciam nos valores desses pardmetros s@ao o solo em que foi
plantada, época da colheita e seu estdgio de maturacao.

A partir da caracterizagdo fisico-quimica, observamos que o bagaco do sorgo
sacarino [PA P15 apresenta alto potencial para ser utilizado como substrato nos processos
de FSS e FSm, para producgdo de celulases e xilanase, visto o alto percentual de celulose
e hemicelulose presentes, as quais sao utilizadas como fonte de carbono indutor na
producdo dessas enzimas.

O bagaco do sorgo sacarino ap6s processo de lavagem e o farelo de trigo, usados
como substrato e fonte indutora nos processos fermentativos para producao das enzimas,
foram caracterizados quanto aos teores de acucares redutores (AR) e proteinas. Os valores

estdo apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Resultados de AR e proteina do bagaco do sorgo sacarino e do farelo de trigo.

C % Teor
omponentes (%) Bagaco de sorgo sacarino Farelo de Trigo
AR 5,5+0,01 2,43 £0,01
Proteina 2,43 +0,53 16,77 £ 1,53

Os teores de proteinas encontrados para o BSS e o FT, foram préximos aos
encontrados por Lins (2017) trabalhando com o bagaco de sorgo sacarino e o farelo de
trigo, de 2,62 % e 17,87 %, respectivamente. Rodriguez-Zuiiga et al. (2011), trabalhando
com o bagaco de cana-de-acucar e farelo de trigo, encontraram os valores de 1,52 % e
17,61 %, respectivamente. O alto teor de proteina do farelo de trigo, o torna uma fonte de
nitrogénio organico importante para o microorganismo, o que influéncia diretamente na
inducdo das enzimas produzidas nos processos fermentativos.

A concentragdo de agucares redutores obtida para o bagaco do sorgo sacarino foi
de 5,5 %, mostrando que mesmo tendo sido lavado para remocao do excesso de agucares
no meio, permaneceu com uma quantidade de AR remanescente. J4 o farelo de trigo

apresentou valor préoximo ao encontrado por Lins (2017), de 1,5 % de AR.
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4.2 ISOTERMAS DE DESSORCAO DE UMIDADE

Foram realizadas isotermas de dessorcao dos substratos usados nos ensaios de
fermentagdo, compostos por BSS in natura com 0 % de FT, e o BSS incrementado com
50 % de FT.

As isotermas de dessorcdo de umidade foram construidas, com o intuito de
correlacionar a atividade de dgua do substrato e a umidade de equilibrio, possibilitando a
determinacdo da umidade inicial na qual o microrganismo deve ser inoculado,
proporcionando quantidade de d4gua suficiente para adaptacdo, crescimento e
metabolismo do Trichoderma reesei para a producdo de celulases e hemicelulases na
fermentagdo semissdlida.

Na Figura 4.1 sdo apresentadas as isotermas de dessorcdo de umidade dos
substratos usados durante a fermentagdo, representando os valores da umidade de
equilibrio (b.s) em fun¢do das diferentes atividades de dgua, ajustadas pelo o modelo de

GAB.

Figura 4.1 - Isotermas de dessor¢@o dos substratos usados durante a FSS.
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facilidade de reducdo da umidade. A isoterma do BSS incrementado com 50 % de FT
apresentou 0 mesmo comportamento comparada com a do BSS in natura, mostrando que
a diferenca na composicdo quimica influencia no formato da isoterma ndo influenciou no
formato da isoterma.

Cada microrganismo tem um nivel de Ay minimo para que possa efetuar suas
atividades metabdlicas, segundo Biachi et al., 2014 os fungos apresentam uma Ay minima
de 0,7 para o seu crescimento. Por meio dos dados obtidos verificou-se que abaixo de 13
%, a atividade de dgua foi inferior a 0,7, valor critico para o desenvolvimento de fungos,
e ideal para o armazenamento do substrato. J4 nas faixas de umidade acima de 15 %, as
atividades de dgua foram encontradas acima de 0,7, o que pode ser suficiente para o
crescimento de microrganismos, sob o ponto de vista desse parametro, ressalvando que
em uma fermentagdo outros pardmetros sao também importantes e imprescindiveis, como
por exemplo, a quantidade de carbono, nitrogénio e oligonutrientes, contidos no meio de
cultivo.

Na Tabela 4.3 tem-se os resultados para os paradmetros de ajuste das isotermas de
dessorcao dos substratos para o modelo de GAB, obtidos por meio de regressao ndo-

linear.

Tabela 4.3 - Pardmetros de ajuste das isotermas de dessorc¢do dos substratos para o modelo de

GAB.
Substrato Xm C K R?
BSS +0 % FT 2,3443 1,3687 0,9843 0,9989
BSS + 50 % FT 45,8342 0,2573 0,9959 0,9997

O modelo de GAB forneceu um bom ajuste para os dados experimentais, fato
demonstrado a partir dos valores do coeficiente de correlagio (R?), que variaram de
0,9989 —0,9997. J4 era esperado que o modelo de GAB tivesse bom desempenho com o
conjunto de dados experimentais obtidos, visto que o modelo € amplamente utilizado em
andlises com atividade de dgua préxima a 0,9.

Os dados exibidos na Tabela 4.3 demostram um aumento bastante expressivo na
umidade da monocamada (Xm) de 2,34 para 45,83 % (b.s.) quando adicionado o farelo de
trigo ao bagaco do sorgo sacarino. Assim o BSS com 50 % de FT, pode se apresentar
como um substrato mais adequado para o crescimento e metabolismo do Trichoderma
reesei para as umidades iniciais de equilibrio estudadas neste trabalho, o que

comprovaremos com o estudo do processo de fermenta¢do utilizando este substrato.
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Santos et al. (2013) utilizando o fungo filamentoso Aspergillus niger para
producdo de enzimas celuloliticas a partir do farelo do cacau pelo processo de
fermentacdo semissdlida, avaliaram o efeito do tempo de fermentagcdo (24, 72, e 120
horas) e atividade de dgua (0,963; 0,976 e 0,983) sob a produgdo das enzimas. Como
resultado eles obtiveram as melhores atividades de CMCase (14,42 U/mL), FPAse (7,82
U/mL) e Xilanase (11,86 U/mL) com 72 horas e com atividade de dgua de 0,976.

Santos et al. (2012), utilizaram a palma forrageira como substrato para a producao
de enzimas celuloliticas, por meio de fermentacdo semissdlida, utilizando o fungo
filamentoso Aspergillus niger como agente fermentativo. As varidveis estudadas no
processo fermentativo foram, a atividade de dgua (0,827, 0,892, 0,949, 0,988, 0,993) e o
tempo de fermentacdo (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h). Os maiores valores de producdo
da CMCase foi de 7,47 U/mL e 0,949 de atividade de dgua e para a FPase de 9,42 U/mL
e atividade de 4gua de 0,986, ambas em 72h de fermentagdo.

Para a produgdo das enzimas obtidas, no presente trabalho, foram estudados os
valores de umidade inicial dos substratos de 60, 70 e 80 % em base umida (150, 233 ¢
400 % base seca), o que corresponde a 0,856, 0,889, 0,999 (para o BSS + 50% de FT) de
atividade de agua calculadas pelo modelo de GAB, faixa suficiente da correlagdo
atividade de 4gua e umidade de equilibrio adequada para o crescimento do fungo

Trichoderma reesei.

4.3 PRODUCAO DAS ENZIMAS POR FERMENTACAO SEMISSOLIDA (FSS)

Para o processo de FSS foram analisadas a influéncia da umidade inicial (60, 70
e 80 %) e o teor de farelo de trigo (0, 25 e 50 %) compondo o substrato, durante as
cinéticas de fermentagdo para cada experimento, com duracdo de 240 horas cada. Nas
Figuras 4.2, 4.6 e 4.10 sdo apresentados os perfis cinéticos para a produgdo das enzimas

CMCase, FPase e Xilanase, referente ao planejamento experimental da Tabela 3.2.
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4.3.1 CMCase

4.3.1.1 Perfil Cinético da producao de CMCase

Na Figura 4.2, estdo apresentadas as cinéticas fermentativas de producido da

enzima CMCase, para os ensaios do planejamento experimental.

Figura 4.2 - Cinética da Fermentacio Semissélida para producio da enzima CMCase.
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Observa-se a partir da Figura 4.2, para os ensaios 1 e 2, com 60 e 80 % de umidade
inicial e compostos apenas por BSS, que ambos apresentaram o mesmo perfil com relagdo
a produgdo de CMCase, com atividade médxima de 0,52 e 0,57 U/g (0,07 e 0,076 U/mL),
em 120 h e 144 h, respectivamente. Observa-se que os valores maximos de atividade
foram bem préximos assim como o tempo de fermentacao.

O ensaio 3, com umidade inicial de 60 % e FT de 50 %, apresentou as maiores
atividades para a CMCase, durante toda a cinética fermentativa, atingindo uma atividade
méxima de 19,64 U/g (2,62 U/mL), em 72 h de fermenta¢do, com produtividade de 0,273
U/g.h, melhor tempo comparado aos demais. J4 o ensaio 4, utilizando o mesmo substrato
com 50 % de FT, porém com umidade inicial de 80 %, observou-se que o pico de
atividade foi de 12,09 U/g (1,61 U/mL) em 168 h.

Comparando os ensaios 1 e 3, com a mesma umidade inicial de 60 %, e a

composi¢ao do substrato variando (0 % e 50 %), podemos observar a forte influéncia do
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uso do FT compondo o substrato, um aumento aproximadamente de 38 vezes na atividade
enzimdtica da CMCase. Evidenciando o farelo de trigo como uma importante fonte
indutora da producdo de CMCase.

Os ensaios 5, 6 ¢ 7, com umidade inicial de 70 % e 25 % (m/m) de FT,
apresentaram aproximadamente o mesmo perfil cinético e médxima atividade de 4,60 U/g
(0,61 U/mL) em 96 horas de fermentacdo, comprovando hd reprodutibilidade e
repetibilidade do processo fermentativo.

Salomao (2019) trabalhando com FSS a temperatura de 28 °C, utilizando o bagaco
da cana-de-acucar in natura com umidade de 50%, e o fungo Trichoderma koningii,
obteve atividade de 8,2 U/g de CMCase em 72 horas de fermentagdo.

Zamora (2017) estudando a producdo de celulases e hemicelulases a partir de
caules e folhas de Alstroemeria sp. por meio do crescimento do fungo Pleurotus ostreatus
PLOG6 através de FES, obteve maxima atividade de CMCase de 20,5 U/g 216 h, valor bem
proximo ao obtido neste trabalho para o ensaio 3, com 60 % de umidade e 50 % de FT.

Marques et al. (2018) estudaram a producdo de celulases e xilanases por FES,
utilizando bagago de cana-de-agucar e farelo de trigo (50 %) como substrato, com
umidade inicial de 70% e utilizando o fungo Trichoderma viridae PAJ 01, atingiu maxima
atividade de CMCase de 64,56 U/g (produtividade 0,384 U/g.h). Embora o valor tenha
sido superior, as produtividades foram préximas. Para a produgdo de FPase e Xilanase,
obteve médximas atividades de 0,26 e 351,74 U/g, respectivamente em 168 h, inferiores
as encontradas neste trabalho.

Lins e Conrado (2015), trabalhando com 7. reesei na FSS do bagaco do caju
lavado para produgcdo de CMCase com umidade inicial de 65 %, obtiveram maxima
atividade enzimatica de 0,40 U/g em 196 horas de fermentacdo. J& Mélo et al. (2014),
trabalhando com T. reesei na FSS do residuo agroindustrial da acerola a 45 % de umidade,
obtiveram atividade médxima de 1,25 U/g de CMCase em 216 horas de fermentagao.
Ambos sem suplementar o substrato com farelo de trigo, obtiveram atividades préximas

as encontradas neste trabalho quando se utilizou apenas o BSS compondo o substrato.
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4.3.1.2 Analise Estatistica da produc¢ao de CMCase

Para a andlise estatistica do planejamento experimental na producdo de CMCase,
as atividades enzimadticas selecionadas para compor a matriz do planejamento como
varidvel resposta, foram as obtidas no tempo de 72 horas, por ser esse o tempo de
obtenc¢do de maior atividade (ensaio 3), no entanto, ressalta-se que ndo necessariamente
para os demais ensaios, nesse tempo, a atividade enzimatica foi a de valor méximo.

A Tabela 4.4 mostra os dados do planejamento experimental e como varidvel

resposta as atividades de CMCase no tempo de 72 horas.

Tabela 4.4 - Ensaios do planejamento experimental para a producdo de CMCase em 72 h na

FSS.
Ensaios Ui % (bau) FT % e Cgfgﬁize O
1 60 (-1) 0C1) 0.44 135 0.06
2 80 (+1) 0 (1) 0.53 431 0,07
3 60(-1) 50 (+1) 19.64 60,69 2.62
4 80 (+1) 50 (+1) 9.10 73.64 121
5 70 (0) 25 (0) 4.05 18.10 0,54
6 70 (0) 25 (0) 3.49 15.60 0.47
7 70 (0) 25 (0) 4.60 20.59 0.61

Na Figura 4.3 ¢ apresentado o Diagrama de Pareto mostrando a influéncia da
umidade inicial (Ui) e do teor de farelo de trigo (FT) na produ¢do da enzima CMCase

por ESS e o efeito da interacdo entre essas duas variaveis (Ur*FT).

Figura 4.3 - Diagrama de Pareto para a producdo de CMCase em 72 horas.
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Observa-se que as duas varidveis e a interagdo entre elas foram parametros
significativos. O teor de farelo de trigo (% FT) foi a varidvel que mais influenciou no
processo. Quando passamos do nivel -1 (menor % de FT) para o nivel +1 (maior % de
FT), ocorreu o aumentando da atividade enzimatica da CMCase. Observa-se também que
a umidade inicial e a interac¢do entre as duas varidveis influenciaram o processo, mas de
maneira a diminuir a atividade enzimatica da CMCase. Quando passamos do nivel -1
(menor % de umidade) para o nivel +1 (maior % de Ui), ocorreu uma diminui¢do da
atividade enzimdtica da CMCase.

Na Figura 4.4 é apresentado o grifico com os valores preditos pelo modelo

estatistico e os valores observados para cada ensaio do planejamento experimental.

Figura 4.4 — Gréafico dos valores preditivos versus valores observados para a producdo de

CMCase em 72 horas.
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A partir dos dados observados constata-se uma boa concordancia entre os valores
observados e os esperados, confirmando o modelo como linear, visto que os pontos se
aproximam da reta identidade.

Na Tabela 4.5 observa-se a andlise de variancia para os resultados de atividade

enzimatica da CMCase do planejamento experimental.
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Tabela 4.5 - Andlise de Variancia (ANOVA) para a producdo de CMCase em 72 horas.

Fonte de variacao SQ GL MQ Teste F
Regressao 248,2960242 3 82,7657 1,32
Residuo 20,21263576 3 6,7275

Total 268,5087 6

% R> 92,5

Ftabelado = 9,28 Fcalculad o= 12,28
GL - Grau de Liberdade; SQ - Soma dos Quadrados; MQ. — Média Quadratica dos
Desvios; Teste F = (Fcalculado / Ftabelado).

Os dados foram analisados em nivel estatistico de 95 % de confianga apresentando
um coeficiente de determinacdo (porcentagem de variagdo explicada) de 92,5 %. Segundo
Barros Neto et al. (1995) para valores de F maior que 1,0 o modelo estatistico €
considerado significativo. Neste caso para a producdo de CMCase o modelo ¢é
significativo ao nivel de 95 % de confianca, uma vez que o valor de F foi de 1,32.

O modelo estatistico codificado com as varidveis significativas para a atividade

enzimadtica da CMCase € apresentado na Equagao 4.1.
CMCase (U/g) = 5978 - 2,609 U; + 6,942 FT — 2,658 U; x FT 4.1)

A Figura 4.5 apresenta a superficie de resposta para a varidvel atividade
enzimatica da CMCase em fun¢do da umidade inicial (% Ui) e do teor de farelo de trigo
adicionado ao BSS, usado como substrato na fermentacido semissolida. Observa-se que
nos intervalos estudados a maior atividade enzimatica da CMCase ocorre para o nivel -1

da umidade inicial e o nivel +1 do teor de farelo de trigo.
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Figura 4.5 - Superficie de resposta para a produ¢do de CMCase em 72 horas.
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Embora a umidade inicial tenha sido um pardmetro estatisticamente significativo
no processo fermentativo de produ¢do da CMCase, por meio da superficie de resposta,
podemos observar que sua contribuicdo foi pouco expressiva quando comparada a
influéncia do teor de farelo de trigo, no entanto, se faz pertinente observar que a interacao
entre essas duas varidveis umidade inicial e teor de FT, influenciaram significativamente
e com o mesmo efeito se comparado a umidade isoladamente, como demostrado no
Digrama de Pareto.

Assim a diminui¢do do teor de 4gua e consequentemente da atividade de dgua, fez
com que o Trichoderma reesei buscasse a fonte de carbono necessdria para expressar a
CMCase em valores de maior atividade, porque estava assegurado a ele, no meio de
cultivo, uma maior quantidade de nitrogénio proveniente do FT. Assim operando nos
niveis -1 (60 %) e +1 (50 % FT) para estas varidveis, respectivamente, obtém-se

atividades enzimaticas acima de 19,64 U/g.

4.3.2 FPase

4.3.2.1 Perfil Cinético da producio de FPase

Na Figura 4.6, estdo apresentadas as cinéticas fermentativas da producdo da

enzima FPase, para os ensaios do planejamento experimental.
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Figura 4.6 - Cinética da Fermentacido Semissélida para produgio da enzima FPase.
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Observa-se pela Figura 4.6 para os ensaios 1 e 2 com 60 e 80% de umidade inicial,
comportamento da cinética de atividade similar a CMCase, com valores de atividades
méximas de 0,12 e 0,11 U/g (0,0016 e 0,0015 U/mL), ambos a 48 h. Assim verifica-se
que o valor da umidade inicial pouco influenciou na produ¢do da enzima FPase uma vez
que a atividade é considerada baixa quando o substrato € composto apenas por BSS.

No ensaio 4, onde foi utilizado como substrato o BSS com 50 % de FT, com
umidade inicial de 80 %, obteve-se o pico de atividade enzimadtica de 1,17 U/g (0,156
U/mL) em 120 h.

O ensaio 3, com umidade inicial de 60 %, obteve-se as maiores atividades para a
FPase, a partir de 72 h de fermentagdo, atingindo uma atividade maxima de 2,06 U/g
(0,275 U/mL) em 96 h de fermentagdo, com produtividade de 0,021 U/g.h.

Comparando os ensaios 1 e 3, com umidade inicial de 60 %, e composi¢do do
substrato variando, de 0 % para 50 % de FT, podemos observar a forte influéncia do uso
do FT na atividade enzimética da FPase, um aumento de 0,12 U/g para 2,06 U/g.

Os ensaios 5, 6 ¢ 7, com umidade inicial de 70 % e 25 % (m/m) de FT,
apresentaram aproximadamente o mesmo perfil cinético e méaxima atividade de 0,6411
U/g (0,085 U/mL) em 144 horas de fermentacdo, demostrando novamente que o processo
fermentativo desenvolvido nessa pesquisa foi reprodutivel.

Dias (2017) estudou a producdo de celulases e hemicelulases utilizando duas

linhagens fungicas de Aspergillus, na fermentacdo em estado sélido e obteve maxima
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producdo de FPase de 2,11 FPU/g em 144 h, utilizando o fungo Aspergillus niger SCBM 1,
com o bagaco do sorgo biomassa como fonte de carbono e a peptona como fonte de
nitrogénio. Valor de atividade bem préximo ao encontrado neste trabalho, mas com
produtividade inferior (produtividade de 0,015 U/g.h).

Florencio et al. (2016) estudaram o efeito dos processos de fermentagdo submersa
(FSm) e sequencial (FSL) (semissolida seguida de submersa), sobre a producdo de
enzimas a partir do bagaco de cana pré-tratado por explosdo a vapor e as maximas
atividades para a enzima FPase foram as mesmas para a FSL e FSm, com valores de 0,02
e 0,01 U/mL utilizando o Trichoderma reesei Rut C30 e o Aspergillus niger Al2,
respectivamente. Valores bem préximos ao encontrado neste trabalho, apesar do processo
fermentativo empregado ter sido diferente.

Almeida (2012) trabalhando com a mistura de farelo de trigo (75 %) e bagaco de
cana-de-acucar in natura, com umidade de 70 %, obteve atividade de 1,4 U/g em 7 dias
de cultivo (produtividade de 0,008 U/g.h), atingindo um pico de 3,71 U/g em 14 dias de
fermentagdo (produtividade de 0,011 U/g.h) para FPase. Valores de atividades bem

proximos ao encontrado neste trabalho, mas com produtividades inferiores.

4.3.2.2 Anadlise Estatistica da produc¢ao de FPase

Para a anélise estatistica do planejamento experimental na produgdo de FPase, as
atividades enzimaticas selecionadas para compor a matriz do planejamento como varidvel
resposta, foram as obtidas no tempo de 96 horas, tempo de obtenc¢do de maior atividade
(ensaio 3), no entanto, ressalta-se que ndo necessariamente a atividade enzimadtica foi a
de valor mdximo, nesse tempo, para os demais ensaios.

A Tabela 4.6 mostra os dados do planejamento experimental € como varidvel

resposta as atividades da FPase no tempo de 96 horas de fermentagao.
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Tabela 4.6 - Ensaios do planejamento experimental para a producido de FPase em 96 h na FSS.

Ensaios Ui % (b)) FT % FPase
Ul/g U/g.d.s U/mL
1 60 (-1) 0C1) 0.10 0.30 0.01
2 80 (+1) 0 (1) 0,08 0.65 0,01
3 60(-1) 50 (+1) 2,06 6.38 0.28
4 80 (+1) 50 (+1) 0.86 6.97 0.11
5 70 (0) 25 (0) 0.64 2.87 0,09
6 70 (0) 25 (0) 0,60 2,66 0,08
7 70 (0) 25 (0) 0.62 2.76 0,08

Na Figura 4.7 é apresentado o Diagrama de Pareto mostrando a influéncia da
umidade inicial e do teor de farelo de trigo na produ¢do da enzima FPase e o efeito da
interagc@o entre essas duas varidveis, para o tempo de maxima atividade que foi de 96

horas, como pode ser observado na Figura 4.6.

Figura 4.7 - Diagrama de Pareto para a producdo de FPase em 96 horas.
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Fica evidente que as varidveis, umidade inicial (Ui) e teor de farelo de trigo ( FT),
e sua interacdo (Ui*FT) mostram-se ser significativas a nivel de 95 % de confianca.
Observa-se que as duas varidveis e a interacao entre elas foram pardmetros significativos.
O teor de farelo de trigo (% FT) foi a varidvel que mais influenciou no processo. Quando
passamos do nivel -1 para o nivel +1 do % de FT, ocorre o aumentando da atividade
enzimdtica da FPase. A umidade inicial e a interacdo entre as duas varidveis também

influenciaram o processo, mas de maneira a diminuir a atividade enziméatica da CMCase.
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Quando passa do nivel -1 para o nivel +1 do % de Ui, ocorre uma diminui¢do da atividade
enzimatica da FPase.
Na Figura 4.8 é apresentado o grifico com os valores preditos pelo modelo

estatistico e os valores observados para cada ensaio do planejamento experimental.

Figura 4.8 — Grafico dos valores preditivos versus valores observados para a producéo
de FPase em 72 horas.
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A partir dos dados observados constata-se uma concordancia entre os valores
observados e os esperados, onde os residuos do modelo seguem distribuicao normal, visto
que os pontos se aproximam da reta identidade, confirmando o modelo como linear.

Na Tabela 4.7 observa-se a andlise de variincia para os resultados de atividade

enzimdtica da FPase do planejamento experimental.

Tabela 4.7 - Anélise de Variancia (ANOVA) para a producio de FPase em 96 horas.

Fonte de variacao SQ GL MQ Teste F
Regressao 2,61293282 3 0,8710 6,45
Residuo 0,043627837 3 0,0145

Total 2,656561 6

% R? 98,36

Ftabelado = 9,28 Fcalculado: 59,89
GL - Grau de Liberdade; SQ - Soma dos Quadrados; MQ. — Média Quadratica dos
Desvios; Teste F = (Fcalculado / Ftabelado).

Os dados foram analisados em nivel estatistico de 95 % de confianga apresentando

um coeficiente de determinagdo (porcentagem de variacao explicada) de 98,36 %.
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Segundo Barros Neto et al. (1995) para valores de F maior que 1,0 o modelo
estatistico € considerado significativo, indicando que ha relacdo entre as varidveis
independentes e dependentes. Para que um modelo ndo seja apenas estatisticamente
significativo, mas também util para fins preditivos, o valor do teste F deve ser no minimo
maior que 4,0. Neste caso para a producio de FPase o modelo € significativo e preditivo
ao nivel de 95 % de confianca, uma vez que o valor de F foi de 6,45. O modelo estatistico
codificado com as varidveis significativas para a atividade enzimdtica da FPase ¢

apresentado na Equacgdo 4.2.
FPase (U/g) = 0,708 — 0,305 U; + 0,687 FT — 0,297 U; * FT 4.2)

A Figura 4.9 apresenta a superficie de resposta para a varidvel atividade
enzimadtica da FPase em funcdo da umidade inicial (% Ui) e do teor de farelo de trigo (%
FT) adicionado ao BSS, usado como substrato na fermentacdo semissélida. Observa-se
que nos intervalos estudados a maior atividade enzimética da FPase ocorre para o nivel -

1 da umidade inicial e o nivel +1 do teor de farelo de trigo.

Figura 4.9 - Superficie de resposta para a produg@o de FPase em 96 horas.
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Analisando a superficie de resposta observa-se que o aumento da atividade
enzimatica da FPase € decorrente, positivamente, do aumento do teor de farelo de trigo

no bagacgo do sorgo sacarino.
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4.3.3 Xilanase

4.3.3.1 Perfil Cinético da producao da Xilanase

Na Figura 4.10, estdo apresentadas as cinéticas fermentativas de produgdo da

enzima Xilanase, para os ensaios do planejamento experimental.

Figura 4.10 - Cinética da Fermentacdo Semissélida para producio da enzima Xilanase.
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Observa-se na Figura 4.10 para os ensaios 1 e 2, com 60 e 80 % de umidade inicial
e compostos apenas por BSS, que ambos apresentaram aproximadamente o mesmo perfil
com relagdo a produgdo de Xilanase, com atividades maximas de 38,22 e 16,14 U/g (5,10
e 2,15 U/mL), ambos em 120 h. A partir desses valores observa-se que a umidade inicial
teve influéncia na atividade da Xilanase para os ensaios apenas com BSS, uma vez que a
atividade para o ensaio 1 foi mais que 2 vezes superior a obtida no ensaio 2, para 0 mesmo
tempo de atividade maxima.

Analisando o ensaio 4, onde foi utilizado como substrato o BSS com 50 % de FT,
com umidade inicial de 80 %, observa-se que o perfil cinético apresentou um pico de
atividade maxima de 230,45 U/g (30,73 U/mL) em 96 h de fermentacao.

O ensaio 3, com umidade inicial de 60 % e 50 % de FT, apresentou as maiores
atividades para a Xilanase, durante o periodo do processo fermentativo, atingindo uma

atividade méxima de 548,71 U/g (77,16 U/mL) em 48 h de fermentacdo, sendo muito
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superior a atividade obtida no ensaio 4, logo a umidade inicial teve forte influéncia sobre
a atividade da Xilanase, com uma produtividade de 11,43 U/g.h.

Comparando os ensaios 1 e 3, com a mesma umidade inicial de 60 %, e a
composi¢ao do substrato variando, de 0 % para 50 % de FT, podemos observar a forte
influéncia do uso do FT na atividade enzimatica da Xilanase, um aumento de
aproximadamente 15 vezes.

Os ensaios 5, 6 ¢ 7, com umidade inicial de 70 % e 25 % (m/m) de FT,
apresentaram o mesmo perfil cinético e maxima atividade de 44,81 U/g (5,97 U/mL) em
96 horas de fermentacdo. A comparacao do comportamento cinético nesses trés ensaios
permite concluir que também para a enzima Xilanase o processo fermentativo foi
reprodutivel e que a repetibilidade desse processo pode ser obtida.

Taherzadeh-Ghahfarokhi er al. (2019), estudando a produgdo de celulases e
xilanases, utilizando o Trichoderma reesei em FES, apenas com o farelo de trigo
compondo o substrato obtiveram méximas atividades de 1949,0 U/g.d.s (16,2 U/(g.d.s.)h)
de Xilanase em 120 h de incubacdo. Valor bem préximo ao encontrado neste trabalho
para o ensaio com 60 % de umidade e 50 % de FT 1695,6 U/g.d.s em 48 h (32,3
U/(g.d.s.)h) mas com produtividade bem inferior.

Souza et al. (2018) estudaram a produgdo da enzima Xilanase, durante a FES do
bagaco de cana-de-agucar utilizando microrganismo Penicilium roqueforti ATCC 10110
e obteve méaxima atividade de 19,95 Ul/g, nas condi¢des de 65 % de umidade, temperatura
de 25 °C e tempo de fermentacdo de 72 h. Valor abaixo do encontrado neste trabalho para
o ensaio nas condi¢des de 60 % de umidade e apenas BSS compondo o substrato.

Lins (2017) trabalhando com o bagaco do sorgo sacarino IPA P222 incrementado
com farelo de trigo (50 %) e 60 % de umidade em FSS, obteve atividade maxima de
577,41 U/g em 216 h de fermentacdo para Xilanase. Valores muito préximos ao
encontrado neste trabalho, mas com produtividades bem inferiores, de 2,67 U/g.h.

Terrasan e Carmona (2015), estudaram a influéncia da umidade (20, 30, 40 e 50
%) do substrato bagaco de cevada na produgdo das xilanases por FSS utilizando o
Penicillium janczewskii e obtiveram mdaxima atividade enzimatica de 370,00 U/g ao
trabalhar com 50 % de umidade. Para os valores abaixo de 50 % de umidade os autores
obtiveram forte reduc@o nos rendimentos enzimaticos.

Albano (2012), utilizando bagago de cana-de-agicar com farelo de trigo (30 %) e

umidade de 80 %, obteve um resultado de aproximadamente 150 U/g de Xilanase, valor
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préximo ao encontrado no ensaio 4 deste trabalho, teor de farelo de trigo (50 %) e 80 %

de umidade.

4.3.3.2 Analise Estatistica da producio de Xilanase

Para a andlise estatistica do planejamento experimental para producdo de
Xilanase, as atividades enziméticas selecionadas para compor a matriz do planejamento
como variavel resposta, foram as obtidas no tempo de 48 horas, tempo de obtencdo de
maior atividade (ensaio 3), no entanto, nao necessariamente a atividade enzimatica foi a
de valor mdximo, nesse tempo, para os demais ensaios.

A Tabela 4.8 mostra os dados do planejamento experimental e como varidvel

resposta as atividades da Xilanase no tempo de 48 horas de fermentacao.

Tabela 4.8 - Ensaios do planejamento experimental para a producio de Xilanase em 48 h na

FSS.
) Ui % Xilanase

Ensalos ) 1) FT % Ulg Ulg.d.s U/mL
1 60 (-1) 01 29,16 90,10 3,89
2 80 (+1)  0(-1) 12,86 104,05 1,71
3 60 (-1) 50 (+1) 548,71 1695,64 73,16
4 80 (+1) 50 (+1) 20,29 1231,14 20,29
5 70 (0) 25 (0) 38,35 171,52 5,11
6 70 (0) 25 (0) 44,81 200,41 5,97
7 70 (0) 25 (0) 31,89 142,64 4,25

Na Figura 4.11 € apresentado o Diagrama de Pareto mostrando a influéncia da
umidade inicial e do teor de farelo de trigo na producao da enzima Xilanase e o efeito da
interacdo entre essas duas varidveis, para o tempo de médxima atividade que foi de 48

horas, como pode ser observado na Figura 4.10.
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Figura 4.11 - Diagrama de Pareto para a producéo de Xilanase em 48 horas.
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Observa-se que as varidveis, umidade inicial (Ui) e teor de farelo de trigo (FT), e
sua interacao (Ui*FT) foram significativas. O teor de farelo de trigo (% FT) foi a varidvel
que mais influenciou no processo. Quando passamos do nivel -1 para o nivel +1 do % de
FT, ocorre um aumento da atividade enzimatica da Xilanase. Ja a umidade inicial e a
interacdo entre as duas varidveis também influenciaram o processo, mas de maneira a
diminuir a atividade enzimatica da CMCase. Quando passamos do nivel -1 do para o nivel
+1 do % de Ui, ocorre uma diminui¢ao da atividade enzimética da FPase.

Na Tabela 4.9 observa-se a andlise de variancia para os resultados de atividade

enzimadtica da Xilanase do planejamento experimental.

Tabela 4.9 - Anélise de Variancia (ANOVA) para a producgdo de Xilanase em 48 horas.

Fonte de variacao SQ GL MQ Teste F
Regressao 187278,8248 3 62426,2749 0,54
Residuo 37314,48631 3 12438,1621

Total 224593,3 6

% R? 83,39

Ftabelado = 9,28 Fcalculado= 5,02
GL - Grau de Liberdade; SQ - Soma dos Quadrados; MQ. — Média Quadratica dos
Desvios; Teste F = (Fcalculado / Ftabelado).

Os dados foram analisados em nivel estatistico de 95 % de confianga apresentando
um coeficiente de determinagdo (porcentagem de variacdo explicada) de 83,39 %. O

Fealculado foi inferior ao Fapelado, sendo esta razao inferior a 1, logo o modelo linear nao foi
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estatisticamente significativo ao nivel de 95 % de confianca. Provavelmente seria um

modelo curvatura, podendo ser comprovado ampliando os niveis (-a € +a).

4.4 PRODUCAO DAS ENZIMAS POR FERMENTACAO SUBMERSA (FSm)

Para o processo de FSm foram analisadas a influéncia da relacdo massa/volume
(m/v) da concentragdo do substrato (1, 3 e 5 %) e o teor de farelo de trigo (0, 25 e 50 %)
compondo o substrato, durante as cinéticas de fermentacdo para cada experimento, com
duracdo de 240 horas cada. Nas Figuras 4.12 e 4.16 sdo apresentados os perfis cinéticos
para a producgdo das enzimas CMCase e Xilanase, referente ao planejamento experimental

da Tabela 3.4.

4.4.1 CMCase

4.4.1.1 Perfil Cinético da producio de CMCase

Na Figura 4.12, estdo apresentadas as cinéticas fermentativas de producdo da

enzima CMCase pela FSm, para os ensaios do planejamento experimental.

Figura 4.12 - Cinética da Fermentacdo Submersa para producdo da enzima CMCase.
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Observa-se na Figura 4.12 para os ensaios 1 e 2, com 1 e 5 % de concentragdo do
substrato (m/v) e compostos apenas por BSS, apresentaram maédximas atividade de
CMCase de 0,31 U/mL em 168 h e 0,96 U/mL em 144 h de fermentacdo, respectivamente.
A partir desses valores observa-se que a concentracdo do substrato (m/v) teve influéncia
na atividade da Xilanase para os ensaios apenas com BSS, uma vez que a atividade para
o ensaio 2 foi 3 vezes maior que a obtida no ensaio 1.

Analisando o ensaio 3, onde foi utilizado como substrato o BSS com 50 % de FT,
e concentragdo do substrato (m/v) de 1 %, apresentou atividade maxima de 0,35 U/mL
em 144 h de fermentagdo. Para o ensaio 4, com substrato composto por BSS e 50 % de
FT, e concentragdao do substrato (m/v) de 5 %, o processo de producdo da CMCase foi
crescente, nao apresentando um pico, e sim maior atividade de 1,50 U/mL nas 216 h de
fermentacdo, indicando que se aumentassemos o tempo de fermentacdo poderiamos ainda
ter um aumento na atividade.

Comparando os ensaios 1 e 3, podemos observar que para a concentracdo do
substrato de 1 % (m/v), o % de FT na composicao do substrato, variando de 0 % para 50
% de FT, praticamente ndo teve influéncia na atividade enzimatica da CMCase.
Comparando os ensaios 2 € 4 observa-se que até o tempo de 144 h a producdo de CMCase
foi maior para a concentracdo de 1 %. A partir de 168 h de fermentacdo que a atividade
comecga a ser mais expressiva para a concentracao de 5 %, chegando a um aumento de 1,5
vezes na producdo da enzima CMCase nas 216 h.

Os ensaios 5, 6 € 7, com concentracao do substrato de 3 % (m/v) e o teor de farelo
de trigo de 25 %, apresentaram aproximadamente o mesmo perfil cinético e méxima
atividade de 1,12 U/mL em 144 horas de fermentag¢ao, comprovando hd reprodutibilidade
e repetibilidade do processo fermentativo.

Salomao (2017) estudando as melhores condi¢cdes operacionais de temperatura
(28, 33 ou 38 °C) e concentracao de bagacgo de cana (0,5, 1,6 ou 2,7 %) para producio de
celulases a partir dos fungos Penicillium sp., Rhizomucor sp. e Trichoderma koningii
INCQS 40331 (CFAM 422) utilizando bagaco de cana in natura e pré-tratado com
solugdo acido-base por FSm, obteve o melhor resultado para a atividade da CMCase com
o fungo Trichoderma koningii a 28 °C e concentragdo de substrato in natura de 2,7 % de
3,130 U/mL em 72 h. Ja para o bagaco pré-tratado o melhor resultado foi 4 28 °C e 0,5 %
de substrato com uma atividade de 1,52 U/mL, valor semelhante ao encontrado neste

trabalho para a concentragdo de 5 % e 50 % de FT.
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Albano (2012) trabalhou com 6 linhagens de fungos filamentosos, incluindo A.
Jumigatus e T. reesei, utilizando como substrato bagaco de cana-de-acticar na produgdo
de celulases e xilanases por FSm com concentrac¢do de substrato de 3 %. Para os fungos
A. fumigatus e T. reesei as atividades maximas de CMCase foram de 17, 4 e 10,7 U/g,
respectivamente. Valores inferiores aos encontrados neste trabalho, usando apenas o BSS

como substrato nas concentragdes de 1 e 5 %.

4.4.1.2 Analise Estatistica da produc¢io de CMCase

Para a anélise estatistica do planejamento experimental na produgdo de CMCase
na FSm, as atividades enzimaticas selecionadas para compor a matriz do planejamento
como varidvel resposta, foram as obtidas no tempo de 216 horas, por ser esse o tempo de
obtencdo de maior atividade (ensaio 4), no entanto, ressalta-se que ndo necessariamente
a atividade enzimatica foi a de valor maximo para os demais ensaios, nesse tempo.

A Tabela 4.10 mostra os dados do planejamento experimental e como varidvel

resposta as atividades de CMCase no tempo de 216 horas de fermentacao.

Tabela 4.10 - Ensaios do planejamento experimental para a produ¢do de CMCase em 216 h na

FSm
. CMCase
Ensaios m/v % FT % UL Ul
1 1(-1) 0 (-1 0,226 22,60
2 5(+1) 01 0,9343 18,69
3 1(-1) 50 (+1) 0,3288 32,88
4 5(+1) 50 (+1) 1,4994 29,99
5 3(0) 25 (0) 0,9539 32,79
6 3(0) 25 (0) 1,024 34,13
7 3(0) 25 (0) 0,9897 32,98

Na Figura 4.13 € apresentado o Diagrama de Pareto mostrando a influéncia da
concentracdo do substrato (m/v) e o teor de farelo de trigo (FT) na producdo da enzima

CMCase e o efeito da interagdo entre essas duas varidveis (m/v.FT).
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Figura 4.13 - Diagrama de Pareto para a produgdo de CMCase em 216 horas.
CMCASE

Fica evidente que as duas varidveis estudadas e a interacdo entre elas sdo
parametros estatisticamente significativos no processo da FSm, influenciando
positivamente na obtenc¢do de atividade celulolitica. A concentragdo do substrato (% m/v)
foi a varidvel que mais influenciou no processo. Quando passamos do nivel -1 (menor %
m/v) para o nivel +1 (maior % m/v), ocorre o aumento da atividade enzimdtica da
CMCase.

Na Figura 4.14 é apresentado o gréifico de dispersdo entre os valores previstos pelo
modelo estatistico e os valores observados para cada ensaio do planejamento

experimental.

Figura 4.14 — Grafico dos valores preditivos versus valores observados para a produgao de
CMCase em 216 horas.
CMCASE
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A partir dos dados observados constata-se uma excelente concordancia entre os
valores observados e os esperados, confirmando o modelo como linear, onde os residuos
do modelo seguem distribuicdo normal, visto que os pontos se aproximam da reta
identidade.

Na Tabela 4.11 observa-se a andlise de variancia para os resultados de atividade

enzimdtica da CMCase do planejamento experimental.

Tabela 4.11 - Andlise de Variancia (ANOVA) para a produg¢do de CMCase em 216 horas.

Fonte de variacao SQ GL MQ Teste F
Regressao 1,047519228 3 0,3492 1,10
Residuo 0,102915047 3 0,0343

Total 1,140434 6

% R? 91,05

Ftabelado = 9,28 Fealculado = 10,18
GL - Grau de Liberdade; SQ - Soma dos Quadrados; MQ. — Média Quadratica dos
Desvios; Teste F = (Fcalculado / Ftabelado).

Os dados foram analisados em nivel estatistico de 95 % de confianga apresentando
um coeficiente de determinacdo (porcentagem de variacdo explicada) de 91,05 %.

Segundo Barros Neto et al. (1995) para valores de F maior que 1,0 o modelo
estatistico € considerado significativo. Neste caso para a producdo de CMCase o modelo
€ significativo ao nivel de 95 % de confianca, uma vez que o valor de F foi de 1,10.

O modelo estatistico codificado com as varidveis significativas para a atividade

enzimdtica da CMCase € apresentado na Equacao 4.3.
cMCase (V/,,;) = 0,850 + 0,470 m/v + 0,167 FT + 0,116 m/v.FT ~ (4.3)

A Figura 4.15 apresenta a superficie de resposta para a varidvel atividade
enzimatica da CMCase em funcdo da concentra¢do do substrato (% m/v) e do teor de
farelo de trigo adicionado ao BSS, usado como substrato na fermentacdo submersa.
Observa-se que nos intervalos estudados a maior atividade enzimatica da CMCase ocorre
para o nivel +1 da concentracdo do substrato (% m/v) e o nivel +1 do teor de farelo de

trigo (FT %).



84

Figura 4.15 - Superficie de resposta para a producdo de CMCase em 72 horas.
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Observa-se que o aumento da concentracido do substrato (% m/v) e o aumento do
teor de farelo de trigo (FT %), fonte adicional de nitrogénio, propicia um aumento na
atividade enzimadtica, onde se operando nos niveis +1 (5 % m/v) e +1 (50 % FT) para

estas varidveis, respectivamente, obtém-se atividades enzimadticas acima de 1,50 U/mL.

4.4.2 Xilanase

4.4.2.1 Perfil Cinético da producio Xilanase

Na Figura 4.16, estdo apresentadas as cinéticas fermentativas de producdo da

enzima Xilanase pela FSm, para os ensaios do planejamento experimental.
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Figura 4.16 - Cinética da Fermentacdo Submersa para producio da enzima Xilanase.
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Observa-se na Figura 4.16 para os ensaios 1 € 2, com 1 e 5 % de concentracio do
substrato (m/v) e compostos apenas por BSS, ambos apresentaram picos de atividade em
168 h de fermentacdo de 12,58 e 30,29 U/mL de Xilanase, respectivamente. A partir
desses valores observa-se que, a concentragdo do substrato (m/v) teve influéncia na
atividade da Xilanase para os ensaios apenas com BSS, uma vez que a atividade para o
ensaio 2 foi mais que 2 vezes superior a obtida no ensaio 1, para 0 mesmo tempo de
atividade méxima.

Analisando o ensaio 3, onde foi utilizado como substrato o BSS com 50 % de FT,
e concentracdo do substrato (m/v) de 1 %, observa-se que o perfil cinético apresentou um
pico de atividade maxima de 12,79 U/mL em 48 h de fermentacdo. J4 o ensaio 4, com
substrato composto por BSS e 50 % de FT, e concentracdo do substrato (m/v) de 5 %,
apresentou o maior pico de atividade e maior produtividade para a producdo da Xilanase
de 76,68 U/mL em 192 h de fermentagdo, com produtividade de 0,399 U/mL.h.

Comparando os ensaios 1 e 3, pode-se observar que para a concentracdo do
substrato de 1 % (m/v), o0 % de FT na composi¢do do substrato, variando de 0 % para 50
% de FT, praticamente ndo teve influéncia na atividade enzimdtica da Xilanase.
Comparando os ensaios 2 e 4 com concentracdo do substrato de 5 %, teve-se um aumento

de 2,5 vezes na produgdo da enzima Xilanase.
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Os ensaios 5, 6 e 7, com concentracao do substrato de 3 % (m/v) e o teor de farelo
de trigo de 25 %, apresentaram aproximadamente o mesmo perfil cinético € méxima
atividade de 26,90 U/mL em 144 horas de fermentacido, demostrando novamente que o
processo fermentativo desenvolvido nessa pesquisa foi reprodutivel.

Silva et al. (2018) estudaram a produgdo de enzimas celulases e xilanases,
utilizando Trichoderma reesei QM9414 no processo de FSm, com concentragdo de
substrato de 3 %, e obtiveram uma maxima atividade de Xilanase de 93,08 U/mL (0,387
U/mL.h) utilizando o bagaco de cana-de-agtcar sob pré-tratamento alcalino em 240 h de
fermentacdo. Valor acima do encontrado neste trabalho para o ensaio com 5 % mas com
menor produtividade.

Florencio et al. (2016) estudando o efeito dos processos de fermentagcdo, submersa
(FSm) e sequencial (FSL), sobre a producdo de enzimas utilizando como substrato o
bagaco de cana pré-tratado por explosdo a vapor (concentragdo de 1 %) e glicose (10 g/L),
obtiveram atividades de xilanase na FSL maiores que as produzidas por FSm. Utilizando
o Trichoderma reesei Rut C30, as maximas atividades para a FSm e FSL foram de 7,9 e
18,3 U/mL, respectivamente, e usando o fungo Aspergillus niger Al2, as méaximas
atividades de xilanase foram de 7,8 e 26,4 U/mL para a FSm e FSL, respectivamente.
Valores para a FSm inferiores ao encontrado nesse trabalho para os ensaios apenas com
BSS e concentracao de substrato de 1 %. Ja para a FSL os valores foram proximos aos
encontrados neste trabalho com concentragdo de 3 % e 25 % de FT.

Dutra (2013) estudou a influéncia de vérias fontes de carbono na indugio de
celulases e hemicelulases utilizando o fungo Chrysoporthe cubensis, fungo patégeno de
eucalipto, na FSm. O C. cubensis produziu os maiores niveis de atividades celuloliticas e
hemiceluloliticas quando crescido em farelo de trigo e CMC (concentragdo de 1 % m/v),
com valores de maximas atividades de Xilanase de 14,2 U/mL e 10,7 U/mL,

respectivamente.

4.4.2.2 Analise Estatistica da producao de Xilanase

Para a anélise estatistica do planejamento experimental na produgdo de Xilanase
na FSm, as atividades enziméticas selecionadas para compor a matriz do planejamento
como varidvel resposta, foram as obtidas no tempo de 192 horas, tempo de obtencdo de
maior atividade (ensaio 4), que ndo necessariamente foi o tempo, de maior atividade para

os demais ensaios.
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Tabela 4.12 mostra os dados do planejamento experimental e como varidvel

resposta as atividades de Xilanase no tempo de 192 horas de fermentacao

Tabela 4.12 - Ensaios do planejamento experimental para a produg@o de Xilanase em 192 h na

FSm.
. Xilanase
Ensaios m/v % FT % Uil Ule
1 1(-1) 0(1) 10,59 1058,54
2 5(+1) 0(1) 28,15 563,05
3 1(-1) 50 (+1) 10,37 1037,39
4 5(+1) 50 (+1) 76,68 1533,53
5 3(0) 25 (0) 25,00 833,33
6 3(0) 25 (0) 31,32 1043,81
7 3(0) 25 (0) 28,16 938,57

Na Figura 4.17 € apresentado o Diagrama de Pareto mostrando a influéncia da
concentracdo do substrato (m/v) e o teor de farelo de trigo (FT) na producdo da enzima

Xilanase e o efeito da interagcdo entre essas duas varidveis.

Figura 4.17 - Diagrama de Pareto para a produgdo de CMCase em 216 horas.
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Observa-se que as duas variaveis estudadas e a interagdo entre elas sdo parametros
estatisticamente significativos no processo da FSm, influenciando positivamente na
obtencdo de atividade xilanolitica. A concentracdo do substrato (% m/v) foi a varidvel
que mais influenciou no processo. Quando passamos do nivel -1 (menor % m/v) para o

nivel +1 (maior % m/v), ocorre o aumentando da atividade enzimatica da Xilanase.
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Na Figura 4.18 é apresentado o grafico de dispersao entre os valores previstos pelo
modelo estatistico e os valores observados para cada ensaio do planejamento

experimental.

Figura 4.18 — Grifico dos valores preditivos versus valores observados para a produgdo de
Xilanase em 192 horas.
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A partir dos dados observados constata-se uma excelente concordancia entre os
valores observados e os esperados, onde os residuos do modelo seguem distribui¢do
normal, visto que os pontos se aproximam da reta identidade, confirmando o modelo
como linear.

Na Tabela 4.13 observa-se a andlise de varidncia para os resultados de atividade

enzimdtica da Xilanase do planejamento experimental.

Tabela 4.13 - Andlise de Variancia (ANOVA) para a producio de Xilanase em 192 horas.

Fonte de variacao SQ GL MQ Teste F
Regressao 2935,851027 3 978,6170 8,23
Residuo 38,46307842 3 12,8210

Total 2974,314 6

% R> 98,70

Ftabelado = 9,28 Fcalculado = 76,33
GL - Grau de Liberdade; SQ - Soma dos Quadrados; MQ. — Média Quadratica dos
Desvios; Teste F = (Fcalculado / Ftabelado).
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Os dados foram analisados em nivel estatistico de 95 % de confianca apresentando
um coeficiente de determinagdo de 98,70 %, percentual de variacdes explicadas pelo
modelo.

Segundo Barros Neto et al. (1995) para valores de F maior que 1,0 o modelo
estatistico é considerado significativo, indicando que ha relacdo entre as varidveis
independentes e dependentes. Para que um modelo ndo seja apenas estatisticamente
significativo, mas também util para fins preditivos, o valor do teste F deve ser no minimo
maior que 4,0. Neste caso para a producdo de Xilanase o modelo € significativo e
preditivo ao nivel de 95 % de confianca, uma vez que o valor de F foi de 8,23. O modelo
estatistico codificado com as varidveis significativas para a atividade enzimdtica da

CMCase ¢ apresentado na Equacdo 4.4.
Xilanase (U /mp) = 30,038 + 20,967 m/v + 12,078 FT + 12,184 m/v.FT (4.4)

A Figura 4.19 apresenta a superficie de resposta para a varidvel atividade
enzimdtica da Xilanase em funcdo da concentra¢do do substrato (% m/v) e do teor de
farelo de trigo adicionado ao BSS, usado como substrato na fermentacdo submersa.
Observa-se que nos intervalos estudados a maior atividade enzimdtica da Xilanase ocorre
para o nivel +1 da concentracdo do substrato (% m/v) e o nivel +1 do teor de farelo de

trigo (FT %).

Figura 4.19 - Superficie de resposta para a producio de Xilanase em 192 horas.
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Verifica-se a grande influéncia que a concentracdo do substrato tem na producio
de Xilanase e que também a suplementacdo do BSS com farelo de trigo, contribui para o

aumento da atividade da Xilanase produzida por Thichoderma reesei LCB 048.
4.5 AUMENTO DE ESCALA PARA A FERMENTACAO SEMISSOLIDA

4.5.1 CMCase

Na Figura 4.20 estdo os acompanhamentos cinéticos dos aumentos de escala do
processo de producdao da CMCase, por fermentacao semissdlida com Trichoderma reesei
LCB 48 em BSS, com 60 % de umidade e 50 % de farelo de trigo, condi¢des na qual
obteve-se o maior pico de atividade enzimética da CMCase (19,64 U/g) dentre os ensaios

do planejamento experimental da Tabela 3.2.

Figura 4.20 - Cinéticas da Fermentacdo Semissélida para os aumentos de escala da produgio
da enzima CMCase.

[ —w—m=30g:v=500mL] [ _®_ m=60g;vV=1000mL || Umidade| [ —#—pH |

- 80 10,0
9,5
9,0
8,5
8,0
7,5
7,0
6,5
6,0
55
5,0

26 |
24 o

1 \ -70
227 3
20 ] x - 60
18 1 /,7 N\ Xv?

i PRI S A & L 50 |

>
(%)

14 4 v Y L 400

e

_ '_3 405

CMCase ((U/g)
°  Umidade (

t 35
i d r 3,0
8 L 20 T 25
6 ] L t 20
7 1,5
4 [ J - 10 1,0
2 v -t os
0o Loo

. —
0 24 48 72 9 120 144 168 192 216 240
Tempo (h)

Observa-se na Figura 4.20 que o aumento de escala em massa da producdo de
CMCase utilizando 30 gramas de meio em erlenmeyer de 500 mL, obteve-se um pico de
atividade de 24,72 U/g (0,21 U/g.h) de CMCase em 120 h de fermentacdo, e para a
segunda condicao de aumento de escala utilizando 60 gramas de meio em erlenmeyer de

1000 mL o pico de atividade foi de 21, 07 U/g em 96 h, com produtividade de 0,22 U/g.h.
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Ambas as condi¢des de aumento de escala em massa, apresentaram maiores atividades de
CMCase quando comparadas a escala inicial, que foi de 19,64 U.g’!, e embora tenha
apresentado um valor de atividade um pouco inferior, apresentou maior produtividade.

Observa-se que a umidade do meio se manteve praticamente constante durante
toda a cinética fermentativa, variando de 58 a 65 %. O controle do nivel de umidade é
essencial para a otimizagdo do processo de fermentacao semissélida. Andrade (2013) ao
estudar a produgdo de proteases utilizando uma porcentagem de farelo de trigo, afirma
que a presenga desse substrato ajuda a tornar a umidade do meio constante em todo o
processo fermentativo, sem precisar controla-la, facilitando a producdo da enzima.

O pH do meio apresentou um comportamento praticamente constante no decorrer
das 240 horas, com uma pequena variacdo entre 6,1 e 6,5. O pH no processo fermentativo
€ um dos pardmetros mais criticos, afetando diretamente o metabolismo dos
microrganismos €, consequentemente, sua producdo. Muitos meios de cultivo, como o
desse trabalho, apresentam uma boa capacidade tamponante, diminuindo a necessidade
de controle dessa varidvel.

Santos et al. (2015) trabalhando com bagaco de sabugo de milho e palha de milho
incrementados com 50 % FT e com 60 % de umidade inicial, utilizando o fungo FSDE16
na FES, realizaram as fermentacdes em erlenmeyer de 1000 mL com 100 g de meio
durante 7 dias. A maxima atividade de CMCase obtida com o sabugo de milho e farelo e
trigo foi de 7,96 U/g em 168 h, enquanto para a palha de milho e farelo de trigo foi de
6,44 U/g a 168h. Comparando esses valores com a segunda condi¢do de aumento de
escala deste trabalho, foi utilizado o mesmo reator mas a massa foi maior, o que pode ter
acarretado um aumento na espessura do meio, € como consequéncia uma reducdo na
atividade enzimatica, quando comparada a obtida neste trabalho.

Barros et al. (2014) estudaram a producdo de celulases pelo fungo isolado do solo
da industria sucroalcooleira, o FSDE3, através da FSS utilizando como substrato, o
bagaco da cana com 50 % de farelo de trigo e a palha da cana com 50 % de farelo de
trigo. As fermentacdes foram realizadas em erlenmeyers de 1000 mL contendo 100g do
substrato, com umidade de 50 %, durante 120 horas. Nao foi observado crescimento de
fungo no bagaco, ja na palha o fungo se desenvolveu bem, obtendo pico de atividade de
CMCase para o FSDE3 6,21 U/g em 120 h.

Valores bem inferiores comparando com a segunda condicdo do aumento de

escala deste trabalho, sendo semelhante as utilizadas pelos autores acima.
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Almeida (2012) trabalhando com a mistura bagaco de cana-de-agicar in natura e
75 % de farelo de trigo, 70 % de umidade, utilizando o fungo Trichoderma ressei RUT
C-30 na em FSS, utilizando 30 g de meio em Erlenmeyer de 500 g, obteve atividade de
aproximadamente 25 U/g em 168 h, valor bem préximo ao encontrado neste trabalho
para as mesmas condi¢des, mas com produtividade inferior. Em 21 dias de fermentagao
atingindo um pico de 93,7 U/g para CMCase. Embora seja um valor superior ao
encontrado nesse trabalho, a produtividade foi inferior (0,19 U/g.h), sendo o T. reesei

RUT C-30 um fungo geneticamente modificado propiciando niveis elevados de celulases.

4.5.2 FPase

Na Figura 4.21 estdo os acompanhamentos cinéticos dos aumentos de escala do
processo de producdo da FPase, por fermentacdo semissdlida com Trichoderma reesei
LCB 48 em BSS, com 60 % de umidade e 50 % de farelo de trigo, condi¢do na qual
obteve-se 0 maior pico de atividade enzimatica da FPase (2,06 U/g) dentre os ensaios do

planejamento experimental da Tabela 3.2.

Figura 4.21 - Cinéticas da Fermentacdo Semissélida para os aumentos de escala da produgio
da enzima FPase.
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Observa-se na Figura 4.21 que o aumento de escala em massa da producdo de

FPase utilizando 30 gramas de meio em erlenmeyer de 500 mL, obteve-se um pico de
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atividade de 2,81 U/g de FPase em 120 h de fermentacdo. Se destacando como a maior
atividade e produtividade de FPase deste trabalho.

Ja para a segunda condi¢do de aumento de escala utilizando 60 gramas de meio
em erlenmeyer de 1000 mL o pico de atividade foi de 1,75 U/g em 96 h. Valor um pouco
inferior ao encontrado na escala inicial. Esse decaimento na atividade pode ter sido
influenciado pela espessura do meio no biorreator.

As varidveis massa de substrato e espessura da camada do meio dentro do
biorreator estdo diretamente relacionadas com o crescimento e metabolismo do
microrganismo para producido de enzimas. Pandey (2004) verificou que, com altura de
substrato acima de 40 mm, a transferéncia de massa e calor, era limitada, dificultando a
producdo enzimadtica.

Apesar da capacidade do biorreator ter sido, 2 e 4 vezes maior que a capacidade
do biorreator inicial, seus didmetros nio apresentam crescimento proporcionais,
acarretando um aumento na espessura da camada, quando se dobrou e quadruplicou a

massa de substrato a ser fermentada.

4.5.3 Xilanase

Na Figura 4.22 estdo os acompanhamentos cinéticos dos aumentos de escala do
processo de producgdo da Xilanase, por fermentacao semissolida com Trichoderma reesei
LCB 48 em BSS, com 60 % de umidade e 50 % de farelo de trigo, condi¢do na qual
obteve-se o maior pico de atividade enzimdtica da Xilanase (548,71 U/g) dentre os

ensaios do planejamento experimental da Tabela 3.2.
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Figura 4.22 - Cinéticas da Fermentacdo Semissoélida para os aumentos de escala da produgio
da enzima Xilanase.
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Observa-se na Figura 4.22 que o aumento de escala em massa da producgdo de
Xilanase utilizando 30 gramas de meio em erlenmeyer de 500 mL, obteve-se um pico de
atividade de 708,90 U/g de Xilanase em 48 h de fermentacdo. Se destacando como a
maior atividade e produtividade de Xilanase deste trabalho.

J& para a segunda condi¢cdo de aumento de escala utilizando 60 gramas de meio
em erlenmeyer de 1000 mL o pico de atividade foi de 568,60 U/g em 72 h. Valor de

atividade superior a escala inicial, mas com produtividade inferior.
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5. CONCLUSOES

e A caracterizagdo fisico-quimica do bagaco do sorgo sacarino IPA P15 demostrou
o potencial do BSS, para producdo das enzimas CMCase, FPase e Xilanase por

FSS, devido aos altos teores de celulose e hemicelulose encontrado;

e As isotermas de dessor¢do dos substratos apresentaram correlacdo entre a
atividade de 4gua e umidade de equilibrio para os substratos. O modelo de GAB
forneceu um bom ajuste para os dados experimentais dos substratos estudados,
com coeficiente de correlacdo entre 0,9989 — 0,9997, e pode-se obter parametros

com significado fisico como o valor da umidade da monocamada;

e As varidveis umidade inicial e teor de farelo de trigo influenciaram
significativamente a atividade enzimdtica das celulases (CMCase e FPase) e
xilanase (Endo-B-1,4-xilanase) no processo de fermentacdo semissélida, e as
maiores atividades de CMCase, FPase e Xilanase foram obtidas usando-se 50 %
(m/m) de farelo de trigo ao bagago do sorgo sacarino IPA P15 e umidade inicial
de 60 %, em tempos diferentes, 72 h, 96 h e 48 h, respectivamente, fato esse que

facilita em um unico processo a obtencdo das diferentes enzimas;

e As variaveis teor de farelo de trigo e relagdo massa/volume (m/v) da concentragao
do substrato influenciaram significativamente a atividade enzimética da celulase
(CMCase) e xilanase (Endo-B-1,4-xilanase) no processo de fermentacdo
submersa, e as maiores atividades de CMCase e Xilanase foram obtidas usando-
se 50 % (m/m) de farelo de trigo ao bagaco do sorgo sacarino IPA P15 e
concentracdo de substrato de 5 %, em tempos diferentes, 216 h e 192 h,
respectivamente, fato esse que facilita em um unico processo a obtencao das

diferentes enzimas;

e As maiores atividades enzimdticas para a CMCase, FPase e Xilanase deste
trabalho foram obtidas com o aumento da escala inicial, usando-se 50 % de FT ao
BSS e umidade inicial de 60 %, em 30 gramas de substrato e biorreator com 500

mL de capacidade, nos tempos de 120 h, 120 h e 48 h, respectivamente.
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