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RESUMO

As holocelulases (i.e., celulases e hemicelulases) apresentam aplicacées em
varios setores industriais, em especial na sacarificagcdo de material lignocelul6sico
em biorrefinarias. No entanto, o elevado custo dessas enzimas demanda o
desenvolvimento de bioprocessos mais eficientes e econdmicos. Este estudo
investigou a producéo dessas enzimas por fermentacdo em estado sdlido (FES),
um processo de custo operacional reduzido, utilizando as linhagens recém isoladas
Aspergillus niger 5J, Trichoderma asperellum FEV e Penicillium pedernalense
F4B1. Essas linhagens foram cultivadas em subprodutos da industria
sucroalcooleira e cervejeira, especificamente bagaco de cana e levedura residual.
Para isso, foi produzido um extrato de levedura por autélise a partir de levedura
cervejeira residual. Em seguida, os fungos foram triados em meios solidificados
contendo bagaco de cana, e a producdo de enzimas foi comparada em
experimentos de FES utilizando bagaco de cana tratado por exploséo a vapor e in
natura como fontes de carbono. Apenas a linhagem A. niger 5J e o sistema
utlizando bagaco in natura foram selecionados para um estudo de parametros de
fermentacao, que incluiram também concentracdes iniciais de extrato de levedura,
NaNOs e concentracdo de conidios. Os resultados obtidos mostraram baixas
atividades enzimaticas de FPase e CMCase, mas elevadas atividades de endo-[3-
1,4-xilanase (691U/g), de B-glicosidase (4484U/g) e B-xilosidase (4138U/g). Desta
forma, o presente estudo demonstra o grande potencial da linhagem Aspergillus
niger 5J na producao de enzimas endo-$-1,4-xilanase, (B-glicosidase e 3-xilosidase,
na presenca de residuos agroindustriais.

Palavras-chave: celulase, xilanase, fermentacédo em estado sdlido, extrato de

levedura, Aspergillus niger, Trichoderma asperellum, Penicillium pedernalense.



ABSTRACT

Holocellulases (i.e., cellulases and hemicellulases) have applications in
various industrial sectors, particularly in the saccharification of lignocellulosic
material in biorefineries. However, the high cost of these enzymes necessitates the
development of more efficient and cost-effective bioprocesses. This study
investigated the production of these enzymes by solid-state fermentation (SoSF), a
process with reduced operational costs, using newly isolated strains Aspergillus
niger 5J, Trichoderma asperellum FEV, and Penicillium pedernalense F4B1. These
strains were cultivated on by-products from the sugar-alcohol and brewing
industries, specifically sugarcane bagasse and residual yeast. For this purpose, a
yeast extract was produced by autolysis from residual brewing yeast. Subsequently,
the fungi were screened on solid media containing sugarcane bagasse, and enzyme
production was compared in SoSF experiments using steam-exploded and raw
sugarcane bagasse as carbon sources. Only the A. niger 5J strain and the system
using raw bagasse were selected for a fermentation parameter study, which also
included initial concentrations of yeast extract, NaNOs, and conidia concentration.
The results showed low FPase and CMCase activities but high endo-B-1,4-xylanase
(691 U/g), B-glucosidase (4484 U/g) and B-xylosidase (4138 U/g) activities. Thus,
this study demonstrates the significant potential of the Aspergillus niger 5J strain for
the production of endo-B-1,4-xylanase, B-glucosidase, and [B-xylosidase in the

presence of agroindustrial residues.

Keywords: cellulase, xylanase, solid state fermentation, yeast extract,

Aspergillus niger, Trichoderma asperellum, Penicillium pedernalense.
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1. INTRODUCAO

Vivemos uma emergéncia climética. O aquecimento da superficie do
planeta ao longo dos ultimos 50 anos se deve ao aumento da presenca de gases
de efeito estufa na atmosfera, causada pelo uso de energia ndo sustentavel,
mudanca do uso da terra e pelos padrdes atuais de consumo e producdo. Ha
impactos que ja tém sido observados, bem como ameacas futuras a saude e
bem-estar humano, a saude do planeta, perda de biodiversidade, prejuizos a
producédo de alimentos e disponibilidade de agua, eventos climaticos extremos,
danos a infraestruturas e perdas de territorios costeiros. As consequéncias
ameacam de forma desigual os paises mais pobres e em desenvolvimento.
Algumas alternativas de mitigacdo sdo o uso de energias sustentaveis e
aumento da eficiéncia energética, sobretudo no transporte e industria, reducao
do desperdicio de alimentos e residuos solidos, reducdo do desmatamento e
reflorestamento (IPCC, 2023).

O Brasil é uma grande poténcia agropecuaria, quadro que eleva a
vulnerabilidade da economia as mudancas do clima, mas também viabiliza
novas oportunidades de desenvolvimento sustentavel. Nesse sentido, o pais
apresenta um grande potencial de desenvolvimento econdmico sustentavel:
trata-se do pais com a maior biodiversidade do mundo, concentrando cerca de
15 a 20% do total de espécies conhecidas (SCARAMUZZA et al., 2017). Além
de garantir servicos ecossistémicos, como provisdo de agua, ciclagem de
nutrientes, polinizagdo, entre outros, a conservacdo da diversidade bioldgica
pode permitir sua exploracéo para obtencéo de produtos. Tal bioeconomia pode
incentivar a continuidade da preservacdo, em um ciclo virtuoso no qual o
desenvolvimento e a biodiversidade tornam-se plenamente integrados e
codependentes (SCARANO; SANTOS, 2018).

A rica biodiversidade nacional inclui os microrganismos, em especial a
biodiversidade fungica (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2024).
Contraditoriamente, h4 falta de producgéo nacional de enzimas lignoceluloliticas,
produtos de alto valor agregado obtidos em grande parte a partir de fungos (DE
OLIVEIRA RODRIGUES et al., 2020). Essas enzimas tém diversas aplicacdes,

por exemplo nas industrias de alimentos, tecidos e biocombustiveis.



Além disso, esses produtos podem ser obtidos a partir de residuos
agroindustriais de baixo valor agregado provenientes da prépria producdo de
biocombustiveis, em processos de baixo custo, como a fermentacdo em estado
sélido, que podem ser integrados a plantas industriais (SIQUEIRA et al., 2020).
Por exemplo, a biomassa lignocelulésica proveniente da industria sucroalcoleira
pode ser suplementada por outro residuo rico em nutrientes, que € a levedura
residual, a qual pode ser obtida da prépria usina ou de uma cervejaria. Esse
substrato pode ser usado para obtencdo de enzimas on site, que podem ser
enriquecidas e vendidas como produtos de alto valor agregado ou usadas no
proprio local para hidrélise de material lignocelulésico, parte do processo de
producédo de bioetanol de segunda geracdo. Para a obtencédo dessas enzimas
lignoceluloliticas, tém sido utilizados principalmente fungos filamentosos, entre
0s quais se destacam os dos géneros Trichoderma, Aspergillus e Penicillium
(PASSOS; PEREIRA; CASTRO, 2018; ROTH; HOELTZ; BENITEZ, 2020).
Diante desse cenario, o presente estudo avaliou a producdo de holocelulases,
enzimas capazes de hidrolisar a fracéo polissacaridica da biomassa vegetal, por
meio da dosagem da dosagem das atividades de FPase, CMCase, endo-3-1,4-
xilanase (endoxilanase), B-glicosidase e [-xilosidase. Para o processo de
fermentacdo em estado sélido, utilizou-se bagaco de cana, levedura cervejeira
residual e as novas linhagens fungicas Aspergillus niger 5J, Penicillium

pedernalense F4B1 e Trichoderma asperellum FEV.

1.1 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A biomassa lignocelulésica é um tipo de matéria-prima originaria
principalmente de residuos da agricultura, silvicultura ou urbanos. Sendo assim,
€ um material de baixo custo, que tradicionalmente é utilizado para finalidades
com retorno financeiro limitado, como producdo de energia por combustao
direta. No entanto, utilizar materiais lignoceluldsicos para obtencéo de produtos
de alto valor agregado é possivel e diversas rotas tém sido estudadas (DE
BHOWMICK; SARMAH; SEN, 2018).

1.1.1 ESTRUTURA QUIMICA DO MATERIAL LIGNOCELULOSICO
O material lignocelulésico presente na natureza tem diversas fungdes

fisiologicas e estruturais, incluindo protecéo e sustentacao de células e tecidos



vegetais, de algas e alguns microrganismos. Assim, sua estrutura molecular
consiste em um conjunto de polimeros que precisa ser resiliente contra ataques
de outros organismos. Apesar disso, grande parte dessas cadeias é composta
de acUcares e pode ser metabolizada até seus mondémeros, com alto conteado
energético. Isso as torna alvo de ataques de microrganismos e atrai interesse
biotecnoldgico, uma vez que esses monémeros sao fermentesciveis, podendo
ser usados para obtencao de diversos produtos. (BONECHI et al., 2017).

As paredes celulares vegetais sdo formadas por material lignoceluldsico,
mais especificamente: polimeros de celulose, hemicelulose, pectina e lignina,
organizados em um arranjo complexo (Figura 1-1). Essas moléculas constituem
grande parte das massas dessas células e sua sintese representa um grande
custo metabdlico para as plantas. De fato, estima-se que dos cerca de 27000
genes de plantas do género Arabdopsis, aproximadamente 15% sejam
necessarios para biogénese e modificacdo da parede celular (ZHANG et al.,
2021). A fracao deste conjunto de polimeros constituida apenas pelos principais

sacarideos é chamada de holocelulose (i.e. celulose e hemicelulose).

Hemicelulose

Celulose (e.g. xilana)

Lignina

Celulose Celulose Celulose
cristalina amorfa cristalina

Figura 1-1: Estrutura quimica do material lignocelulésico. Em laranja estéo
representadas as fibrilas de celulose, com as ligac6es de hidrogénio representadas em
cinza. Em azul estdo representadas as cadeias de hemicelulose, com suas
ramificac6es em verde. Em marrom esta representada a lignina. Fonte: proprio autor.



1.1.1.1 Celulose

A celulose consiste em longas cadeias ndo ramificadas de glicose (10.000
a 50.000 unidades de glicose) associadas por ligagdes p-(1,4), formando fibrilas
organizadas em multiplas escalas. Esses polimeros constituem a maior parte da
biomassa lignocelulésica e sdo as macromoléculas organicas mais abundantes
da Terra (ALBERTS et al., 2015).

A configuragao B favorece a formagao de ligagdes de hidrogénio entre
cadeias paralelas, o que permite a formacao de microfibrilas longas e resistentes
a tensdao (BERG et al., 2015). As microfibrilas sdo cadeias de celulose
conectadas por ligagdes cruzadas formadas por glicanas. Escalando os niveis
hierarquicos de organizacdo, multiplas microfibrilas se organizam em
macrofibrilas e estas em fibras de celulose. O grau de interacdo entre as cadeias
paralelas nas fibrilas determina a sua cristalinidade, ou seja, 0 quanto essas
cadeias estdo empacotadas. Normalmente, essas estruturas tém um arranjo
periodico, alternando entre regides cristalinas e amorfas (Figura 1-1) (BONECHI
et al., 2017).

1.1.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose compde cerca de 20 a 30% da biomassa lignoceluldsica
(BONECHI et al., 2017). E constituida por uma mistura de sacarideos que inclui
xilanas, mananas, B-glucanas e xiloglucanas. Essa fracdo complexa tem a
funcdo de aumentar a flexibilidade biomecanica na parede celular,
especialmente na parede celular secundaria (LI, 2021).

As xilanas s&o os polimeros mais abundantes na hemicelulose e consistem
em cadeias de xilose unidas por ligagdes 3-(1,4), com cadeias laterais curtas
associadas as cadeias principais por liga¢des a-(1,2) (Figura 1-1). A composicao
e frequéncia dessas substituicdes varia, gerando uma diversidade de xilanas.
Assim, as xilanas podem ser classificadas de acordo com as suas substitui¢des:
arabinoxilanas, com substituicbes compostas por arabinoses com cadeias
laterais de o-feruloil arabinoses; glicuronoxilanas, com substituicbes
constituidas de acido glicurbnico e &cido 4-o-metil-glucurénico; e
glicuronoarabinoxilanas, que contém substituintes de arabinoses e acido
glicurénico (LI, 2021).



Outros polimeros que constituem a hemicelulose incluem: mananas
lineares, que sdo polimeros de 3-1,4-manose; glicomananas, que consistem de
cadeias lineares de manose e (glicose com ligagdes [B-(1,4);
galactoglicomananas, semelhantes as anteriores, porém com cadeias laterais
de galactose com ligagdes a-(1,6); galactomananas, que tém as mesmas
cadeias laterais, porém com a cadeia linear central composta apenas por
manose (ANDERSON; KIEBER, 2020).

O grupo das hemiceluloses contém também [B-glicanas, que sdo cadeias
lineares de glicose com 50-70% de ligagbes B-(1,4) e cerca de 30% B-(1,3). Além
disso, xiloglicanas séo outros polimeros encontrados na hemicelulose, os quais
tém cadeias lineares de residuos de glicose ligados entre si em conformacéo [3-
(1,4), com substituigcdes laterais de xilana unidas por ligagdes a-(1,6). Esses
substituintes podem ainda ter galactoses com ligagdes 3-(1,2), as quais podem
ser ligadas a fucoses através de ligagdes a-(1,2) (ANDERSON; KIEBER, 2020).

1.1.1.3 Lignina e Pectina

A pectina € composta por uma rede de polissacarideos ricos em acido
galacturdnico. Sua estrutura € altamente hidratada e constitui uma matriz que
banha as fibrilas de celulose. Esse conjunto de moléculas est4 presente
principalmente em células vegetais novas, em suas paredes celulares priméarias,
as quais sdo extensiveis. Ja a lignina € constituida de compostos fendlicos
ligados covalentemente, formando moléculas complexas de alta massa
molecular. Ela esta presente nas paredes celulares secundarias das plantas, as
quais crescem por baixo das paredes primarias. Um conjunto de células
lignificadas forma um tecido chamado esclerénquima, sendo a lignina
fundamental para sua rigidez (ALBERTS et al., 2015).

1.2 RESIDUOS DA INDUSTRIA SUCROALCOOLEIRA E
CERVEJEIRA

O Brasil ocupa o primeiro lugar na producdo mundial de cana-de-acucar.
O cultivo estd associado a industria sucroalcooleira e concentra-se
principalmente na regido sudeste, com protagonismo do estado de S&o Paulo,
gue produziu 383 milhdes de toneladas de cana-de-agucar na safra 2023/24. No

Rio de Janeiro, a producao de etanol € muito mais expressiva que a de acucar



e nessa mesma safra, produziu-se 1,42 milhGes de toneladas de cana-de-
acgucar e 82 mil m3 de alcool, apenas neste estado (CONAB-OBSERVATORIO
AGRICOLA, 2024).

Em uma usina sucroalcoleira baseada em cana-de-acucar tipica,
resumidamente este material passara por um processo de lavagem, seguido de
moagem, onde o caldo sera separado. Este liquido poderé sofrer um tratamento
guimico por sulfitacdo, seguido de ajuste pH com hidréxido de calcio. Apés isto,
ocorre a clarificacdo para remocéo de solidos remanescentes, que consiste de
floculagéo, sedimentacao e filtragdo. Este liquido podera ser evaporado, cozido,
centrifugado, cristalizado e seco, para obtencdo de melaco e/ou acgucar.
Alternativamente, o liquido podera ser aquecido e levado a um fermentador para
producédo de etanol. Na fermentacao utiliza-se leveduras, que em geral tém um
reciclo, usualmente agregado a uma lavagem com reduc¢éo de pH por um &cido.
O caldo apés a fermentacéo passa por etapas de destilacdo para obtencao de
alcool hidratado e/ou anidro (OLIVEIRA; VALDES SERRA; MAGALHAES,
2013).

Decorre do processo descrito que o0s principais subprodutos sao o bagacgo
de cana (juntamente com a palha de cana), obtido na moagem, e a vinhaca (ou
vinhoto), subproduto de fundo da destilacdo. Depois destes, estdo a torta de
filtracdo, obtida na clarificacéo do caldo, além da levedura residual do processo
fermentativo e outros, como a agua residual da lavagem da cana e subprodutos
da destilacdo mais volateis que o alcool (RABELO; DA COSTA; VAZ ROSSEL,
2015).

1.2.1 BAGACO DE CANA

O bagaco de cana é uma biomassa lignocelulésica proveniente da industria
sucroalcoleira que pode ser utilizada como substrato ou matéria-prima em
outros processos biotecnoldgicos, como a producdo de etanol de segunda
geracéo (2G) e uso como racédo animal e adubo, ou mesmo na queima para co-
geracao de energia. Aproximadamente 157 milhdes de toneladas de bagaco de
cana foram produzidas no Brasil em 2022, cerca de 26% da massa total de cana-
de-acUcar produzida nesse ano. Esse subproduto é empregado na producéo de
energia por meio da queima direta em caldeiras, sendo cerca de 36% para uso

no proprio setor energético, 48% para a geracao de energia em outros setores
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da industria e 16% excedentes para transformacéo em energia elétrica, parcela
gue sozinha constitui 4,7% da oferta interna de eletricidade do pais (EMPRESA
DE PESQUISA ENERGETICA, 2023).

Apesar de bem-sucedido, o uso do bagaco apenas para obtencdo de
energia apresenta limitagdes econdmicas, principalmente por estar vulneravel a
variacdes do preco da energia no Brasil, pais que conta com matriz energética
muito diversa. Além disso, perspectivas de aumento de demanda por etanol
devido ao aumento da frota brasileira e da proporcdo de etanol anidro
adicionado a gasolina (ELISEU NICULA DE CASTRO et al., 2019) levam a
necessidade de aumento de produtividade por hectare. Considerando isso, 0
etanol de segunda geracdo se viabiliza, de modo que a empresa Raizen
inaugurou em 2024 a maior planta do mundo com esta finalidade, capaz de um
ganho de até 50% em produtividade (RAIZEN S.A., 2024).

Também tém se apresentado novas possibilidades para obtencdo de
produtos de maior valor agregado a partir do bagaco, de modo a maximizar a
valorizacdo do subproduto. Uma opc¢ao para isso consiste em processos que
tiram proveito da estrutura molecular do material lignocelulésico para obtencéo,
por exemplo, de furfural e moléculas correlatas a partir de pentoses, na
hemicelulose e diversas outras moléculas de alto valor agregado. Algumas
dessas sao produtos finais, comodities e outras sdo quimicos plataforma, que
servem de blocos de construgdo para materiais, compostos bioativos,
combustiveis de alta performance e intermediarios para outros produtos
(BUDZIANOWSKI, 2017). Outra opcédo € a hidrdlise do bagaco para uso em
processos fermentativos, ou utilizd-lo diretamente como substrato em
fermentacdes utilizando fungos, para obtencdo de enzimas, acidos organicos,
metabolitos secundarios bioativos, fragrancias entre outros (CHILAKAMARRY
et al., 2022). Mais especificamente, ja foi demonstrada a possibilidade de seu
uso para a producdo de enzimas lignoceluloliticas (ABDULLAH et al., 2018;
MORAN-AGUILAR et al., 2021a).

1.2.1.1 Pré-tratamento do bagaco de cana: explosdo a vapor

O bagaco de cana tem sido amplamente utilizado como subproduto para
obtencdo de etanol de segunda geracao, podendo incluir outros produtos de

valor agregado, como enzimas, acgucares e compostos aromaticos e



antioxidantes. Considerando apenas 0 etanol, esses processos podem ser
divididos em trés grandes blocos: pré-tratamento do bagaco; hidrolise
(sacarificacdo) do bagaco pré-tratado; e fermentacdo alcodlica
(VANDENBERGHE et al., 2022).

O pré-tratamento é uma etapa muito importante para promover a
modificacdo da estrutura da biomassa e/ou alteragdo da sua composicao de
modo a garantir uma conversdo mais eficiente na etapa subsequente, de
hidrolise enzimatica. Para isso, podem ser usados meétodos quimicos, fisicos,
biolégicos ou uma combinacdo desses métodos. Alguns exemplos de pré-
tratamentos sé@o a exploséo a vapor, a pirélise, a explosdo com CO2 supercritico,
ozonodlise, a AFEX (explosao da fibra com amdnia), o pré-tratamento acido, o
pré-tratamento alcalino e a hidrolise biolégica mediada por microrganismo (DE
BHOWMICK; SARMAH; SEN, 2018).

A escolha do método depende do material lignocelulésico, dos produtos de
interesse, dos tipos de processos subsequentes e de um balanco entre
eficiéncia, custos e geracao de subprodutos indesejados. Por exemplo, alguns
pré-tratamentos, sobretudo 0s que ocorrem a altas temperaturas e pressfes e
baixos valores de pH, podem levar a formacado de compostos considerados
toxicos ou inibidores de enzimas, como compostos fenodlicos derivados da
lignina, compostos furanicos derivados da degradacdo de pentoses (como
furfural e 5-hidroximetilfurfural) e acidos, o que ndo € o mais apropriado para
processos que optam pela hidrélise enzimética da biomassa (ANTUNES et al.,
2019). O material lignocelulésico disponivel também influenciara essa deciséo.
Por exemplo, a presenca em alguns materiais de grupos acidos, como acido
urdnico e grupos acetil, permite a auto-hidrolise parcial da hemicelulose em
oligossacarideos por meio de um tratamento fisico a altas temperaturas, devido
a liberagcdo desses acidos para o meio com o aquecimento (FOCKINK;
SANCHEZ; RAMOS, 2018). Assim, essa pode ser uma estratégia apropriada
nesses casos.

Entre os pré-tratamentos citados, a explosdo a vapor € um método fisico-
guimico que consiste na exposicdo da biomassa a vapor saturado a até 200°C,
sob alta pressdopor alguns minutos, seguida de uma rapida descompressao.
Durante esse processo acontece uma série de fenbmenos que causam a

desagregacao da estrutura complexa da parede celular do vegetal. LANGAN et

8



al. (2014) estudaram esses fen6menos detidamente por meio da comparacao
entre analises cristalograficas (cristalografia de raios X e dispersao de néutrons)
e simulagdes por dindmica molecular ao longo do pré-tratamento de lascas de
madeira de alamo (Populus tremuloides) por explosao a vapor.

As primeiras mudancas de conformagdo sao regidas pela tendéncia
constante do sistema a minimizar a energia livre de Gibbs (G) total, que é
definida pela equacdo G = H — TS, em que H € a entalpia, T € a temperatura
absoluta e S é a entropia (IRA N. LEVINE, 2012). Os resultados observados por
LANGAN et al. (2014) indicaram que a associacdo de agua as fibrilas de
celulose € entropicamente desfavoravel e s6 € mantida devido as ligacdes de
hidrogénio entre essas moléculas, que diminuem o termo entalpico da energia
livre de Gibbs. Entao, inicialmente o aumento da temperatura faz com que o
termo da entropia se torne mais importante para a G total, levando a liberacéo
dessa &gua para a matriz circundante, que é mais rica em hemicelulose. Por
consequéncia, as fibrilas de celulose se agregam mais, 0 que permanece
mesmo apds o retorno para a temperatura ambiente. Essa agregacao pode
causar o aumento da cristalinidade da celulose, sendo um efeito negativo desse
tipo de pré-tratamento.

Em segundo lugar, a presenca de grupamentos acidos, como grupos acetil,
leva a auto-hidrélise da hemicelulose, o que reduz sua proporcao na estrutura.
Enguanto isso, a lignina associada a hemicelulose diminui essa interacdo e
passa a se colapsar em glébulos. A hemicelulose desassociada da lignina passa
entdo a se associar a agua, e suas cadeias se estendem, aumentando de
comprimento (extrusao). Por isso, a parede celular vegetal aumenta de tamanho
(incha), com mais agua em sua estrutura, e os globulos de lignina se afastam
mais entre si. Apesar de mais afastados, os polimeros da lignina e hemicelulose
permanecem conectados, por meio de ligagcbes covalentes existentes entre
essas moléculas. Em tratamentos com acido diluido ou em bagagos com maior
abundancia de substituintes acidos na hemicelulose, até mesmo essas ligacdes
podem ser quebradas, liberando os globulos de lignina (LANGAN et al., 2014).
Além disso, a despressurizacao rapida do vapor saturado leva a vaporizacao e
expansao rapida da agua contida nas paredes celulares, o que contribui ainda
mais com a desestruturacéo do material (FOCKINK; SANCHEZ; RAMOS, 2018).



1.2.1.2 Composicdo do bagaco de cana

Alguns trabalhos avaliaram as composi¢des de amostras de bagaco de
cana in natura (I.n.) e apés pré-tratamento por exploséo a vapor (E.v.). Alguns
dos resultados podem ser observados na tabela a seguir, na qual sdo omitidos

os teores de cinzas e outros componentes (Tabela 1-1).

Tabela 1-1: Composi¢cfes do bagacgo de cana in natura (I.n.) e pré-tratado por explosao
a vapor (E.v.). **Celulose: soma de glicanas, e anidrohexoses nao identificadas.
*Hemicelulose: soma de xilanas, grupos acetil, arabinana e anidropentoses nao
identificadas. ***Lignina: soma de lignina soltvel e insolivel em &cido. Condi¢des do
pré-tratamento por explosdo a vapor (sem acido): (1) 205°C, 7,5min; (2) 15bar, 8min;
(3) 195°C, 7,5min; (4) 16,67bar, 8min. “ALD”: abaixo do limite de detec¢do do método.
Fonte: proprio autor.

FOCKINK: ,
SANCHEZ: Siﬁ?'g';zl PITARELO  ANDRADE
RAMOS (2019) " etal. (2016) etal. (2017)
(2018)
Composicdo (%) ILn. Ev.® In. Ev.@ |In. Ev.® In. Ev.®
Celulose™ 322 502 401 531 38 474 394 506
a a
406 583
Hemicelulose* 18,9 3,2 27,2 8,2 25,7 ALD 219 8,1
a a
281 135
Lignina™ 205 349 236 29 208 335 196 282
a a
227 316

Conforme descrito anteriormente, o pré-tratamento causa a diminuicao da
porcentagem de hemicelulose, que nesses trabalhos varia de valores entre 18,9
e 28,1% no bagaco in natura para 13,5 a 3,2% no bagaco pré-tratado. Ja
proporcao de celulose aumenta de 32,2 a 40,6% no bagaco in natura para 47,4
a 58,3% apo6s o pré-tratamento. A propor¢cdo de lignina também apresenta
aumento em todos os casos, indo de 19,6 a 29,5% no bagago in natura para
28,2 a 34,9% no bagaco pré-tratado. Esses aumentos se devem a solubilizacdo
e remocéao grande parte da hemicelulose, o que eleva as propor¢des dos outros
componentes. Além disso, 0 aumento da proporcdo de lignina condiz com o
mecanismo descrito por LANGAN, et.al. (2014), no qual esse polimero se
condensa em glébulos, mas ndo se torna solivel nem se desassocia da

estrutura polimérica, entdo néo é removido.
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Como descrito na sec¢édo 1.1.1.2, a hemicelulose é um conjunto complexo
de polimeros e sua exata composi¢cdo varia de acordo com o material
lignocelulésico. Por exemplo, em madeiras, a hemicelulose mais abundante € a
xilana e, entre os tipos de xilana, o mais comum nesse material € a xilana linear,
constituida somente de residuos de D-xilose, 70% da qual é acetilada
(BONECHI et al., 2017). Ja no bagaco de cana, a maior parte da hemicelulose
é formada pela glucurono-arabinoxilana, constituida de uma principal de p-1,4-
xilose com substituintes nas posi¢cdes C3 e C4 que incluem residuos arabinose,
acido urénico e grupos acetil. Entre estes, a pentose arabinose € o substituinte
mais comum e se liga a cadeia principal por liga¢des a-1,2 e a-1,3. Substituintes
de galactose também ja foram encontrados em pequenas quantidades, ligados
a cadeia principal de xilana por ligagdes B-1,5 (KHALEGHIPOUR et al., 2021).
Além disso, conforme descrito na secdo 1.2.1.1, a presenca dos grupos acido
urdnico e, principalmente, de acetilacdes permite a auto-hidrélise acida das

cadeias de hemicelulose e celulose.

1.2.2 EXTRATO DE LEVEDURA

Além da industria sucroalcoleira, ha também producdo de grandes
guantidades de levedura residual por cervejarias. A producdo de cerveja no
Brasil no ano de, 2023, foi mais de 15,4 bilhdes de litros, sendo 8,2 bilhdes
apenas na regido sudeste. O estado do Rio de Janeiro tem 129 cervejarias, 7%
do numero total do pais (MARCUSSO et al., 2024). Com uma grande producéo
de cerveja, também ha& como consequéncia uma grande quantidade de
subprodutos gerados, destacando-se (i) o bagaco de malte, que € o residuo da
etapa de brassagem, com esgotamento do malte moido; (i) o trub quente,
constituido por proteinas coaguladas na coccao da cerveja e outros compostos
insoluveis; (iii) e a levedura residual, descartada devido a perda da capacidade
metabdlica apds a multiplicagdes sucessivas durante a fermentagéo alcoolica e
ao numero limitado de ciclos de reuso nas bateladas de producédo de cerveja,
acao essa necessaria para garantir a qualidade da bebida. Estima-se a
producgéo de 1,5 a 3Kg de levedura residual, com 85 a 90% de umidade, a cada
100 litros de cerveja (MATHIAS; DE MELLO; SERVULO, 2014). Ou seja, o Brasil

produz cerca de 230 a 460 mil toneladas de levedura cervejeira residual.
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Essa levedura residual pode ter varios usos, entre eles como nutriente em
processos fermentativos, apds passar por processo de hidrélise catalisada ou
por autélise. Nesses casos, ela serve principalmente como fonte de nitrogénio e
também fornece varios micronutrientes (JIANG et al.,, 2010). Além disso,
DHAKAR et al. (2015) observaram o aumento da producao de ligninases, em
especial de lacases, com a adigédo de extrato de levedura em processo utilizando
uma cepa de Aspergillus niger tolerante a pH acido. Semelhantemente,
GONZALEZ-BAUTISTA et al. (2020) observaram aumento da producéo de
lacases e degradacdo de compostos fendlicos em bagaco de cana
suplementado com extrato de |évedo, usando o basidiomiceto Pycnoporus
sanguineus. Apesar de esses trabalhos néo indicarem o mecanismo pelo qual
esse aumento ocorre, ele pode se dever ao aumento da biomassa pelo
fornecimento de nutrientes, incluindo nitrogénio, como observado por
MIKIASHVILI et al. (2006). Assim, esses indicios de que o extrato de levedura
age como potenciador da producdo de ligninases mostram que essa
suplementacao também pode facilitar o acesso do microrganismo a celulose e

hemicelulose, aumentando indiretamente a producédo das celulases e xilanases.

1.3 ENZIMAS HOLOCELULOLITICAS

Holocelulose é a fracdo da lignocelulose composta de polissacarideos
insoluveis, que compreendem a celulose e hemicelulose. Assim, as
holocelulases incluem principalmente as celulases e xilanases, enzimas com
alto potencial de aplicacdo em varios setores industriais por sua capacidade de
hidrolisar, respectivamente, a celulose e a hemicelulose mais abundante, que é
a xilana (SINGHANIA et al., 2021).

1.3.1 CELULASES

Celulases séo hidrolases capazes de quebrar ligagdes -1,4 entre residuos
(mondmeros) de glicose. Dependendo da regido das microfibrilas de celulose
em que atuam, elas podem ser endo-3-1,4-D-glicanases (EC 3.2.1.4), exo-[3-
1,4-D-glicanases (EC 3.2.1.91), também chamadas celobiohidrolases, e B-D-
glicosidases (EC 3.2.1.21), ou celobiases (THAPA, S. et al., 2020).

Essas enzimas atuam de forma sinérgica (Figura 1-2) para degradacéo da

celulose. De modo geral, as endoglicanases atuam primeiro nas regiées mais
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amorfas (menos cristalinas) das fibrilas de celulose, liberando oligossacarideos
de diferentes tamanhos e expondo extremidades das cadeias glicosidicas. Por
sua vez, essas extremidades sofrem acdo das exoglicanases, que na realidade
sdo enzimas diferentes e especificas para a extremidade ndo redutora (CBH I)
e redutora (CBH II). Por fim, a B-glicosidase atuam nos dissacarideos liberados
pela exoglicanase, chamados celobiose (MAFA; PLETSCHKE, 2021).

] &
. (]

Figura 1-2: Representacdo esquematica da agdo sinérgica das celulases. CBH:
celobiohidrolase (ou exo-B-1,4-glicanase). EG: endoglicanase (ou endo-B-1,4-
glicanase). BG: B-glicosidase. Fonte: préprio autor.

1.3.2 XILANASES

As enzimas capazes de hidrolisar a xilana sdo a endo-$-1,4-D-xilanase
(endoxilanase - EC 3.2.1.8), B-xilosidase (EC 3.2.1.37) e uma série de enzimas
desramificadoras, como a a-L-arabino-furanosidase (EC 3.2.1.55), a-D-
glicuronidase (EC 3.2.1.139), acetilxilana esterase (EC 3.1.1.72), esterase de
acido ferulico (EC 3.1.1.73) e esterase de &cido p-coumérico (EC 3.1.1. B10).
Assim como as celulases, essas enzimas atuam de forma sinérgica entre si e
com as proprias celulases (Figura 1-3). A endoxilanase quebra as cadeias
principais de B-1,4-xilana. Enquanto isso, as enzimas desramificadoras, como a
arabinofuranosidase, atacam diferentes ramificacdes, facilitando ainda mais a
acao da endoxilanase. Por fim, a B-xilanosidase atuam quebrando as ligacbes
B-1,4 dos xilo-oligossacaridios (THAPA, S. et al., 2020).
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Figura 1-3: Representacdo esquematica da acao sinérgica das xilanases totais. EX:
endo-B-1,4-xilanase. ARA: arabinofuranosidase. BX: B-xilosidase. Em roxo e amarelo:
representacdo de outros tipos de ramificacbes e suas respectivas enzimas
desramificadoras. Fonte: proprio autor.

1.3.3 ATIVIDADE ENZIMATICA

Para avaliacdo de um processo de producdo de enzimas, estas podem ser
guantificadas em termos de sua atividade, isto €, a quantidade de solucéo
contendo enzimas necessaria para converter uma gquantidade de substrato por
unidade de tempo em determinadas condicfes previamente padronizadas
(LABUDA et al., 2018).

A atividade de uma enzima varia de acordo com o estado espacial e
guimico dessa proteina. Isto porque enzimas aceleram reacdes com alta
especificidade devido ao modelo do ajuste induzido, o que depende da estrutura
tridimensional e quimica do sitio catalitico. Este sitio assume diferentes
conformacdes ao interagir com 0s substratos e intermediarios da reacao,
reduzindo a energia de ativacéo para a transicéo de substrato a produto. Apos
a formacgéo da estrutura transitéria, o sitio catalitico libera os produtos. Todos
esses eventos podem ser prejudicados caso o sitio catalitico ndo possa assumir

suas conformagdes de forma estavel (NELSON; COX, 2014).
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A conformacao enzimética é estavel quando sua energia livre de Gibbs é
minimizada, ainda que seja um minimo local. Isto € obtido por uma agéo
conjunta de ligacbes covalentes e interacfes ndo covalentes. As ligacbes
covalentes ocorrem entre aminoacidos cisteina (pontes dissulfeto). Ja as nao
covalentes ocorrem entre aminoacidos ou com moléculas do solvente para
minimizacdo da entropia, sendo divididas em hidrofébicas, ligagbes de
hidrogénio e ibnicas. A desestabilizacdo completa dessas interacdes e perda da
estrutura tridimensional da enzima é chamada desnaturacédo. Este processo
pode ou ndo ser reversivel. Além da possibilidade de desnaturacdo, a
conformacao espacial e quimica dos sitios cataliticos pode ser alterada de forma
sutil, afetando a catalise (NELSON; COX, 2014).

Dessa forma, a conformacdo das enzimas e, consequentemente, a
atividade enzimética pode ser afetada por fatores como temperatura, polaridade,
forca ibnica, ionizacdo dos aminoacidos em funcdo do pH e presenca de
substancias capazes de reduzir pontes dissulfeto. Assim, existem valores 6timos
desses parametros para maximizacdo da atividade enzimatica (LIMA et al.,
2001). Quanto ao parametro temperatura, existe um fendmeno além do
conformacional para explicar o ponto 6timo: o0 aumento dessa variavel leva ao
aumento das colisdes e velocidade de reacdo, segundo a lei de Arrhenius
(FOGLER et al., 2016), o que é limitado pela temperatura na qual ocorre a
desnaturacao.

Outras variaveis que podem mudar a atividade sdo a presenca de outros
ligantes além dos substratos. Um tipo de ligante sdo os moduladores alostéricos,
moléculas que se ligam em um sitio diferente do sitio catalitico e provocam
alterac6es nesse. Um modulador pode ser uma molécula diferente do substrato
ou o préprio substrato e pode ativar ou inibir a atividade enzimatica. Inibidores
sdo ligantes que reduzem a velocidade de reacdo reversivelmente. Ja os
inativadores sédo ligantes que reduzem a velocidade de reacédo
irreversivelmente. Em processos reais, a presenca de inibidores pode ter efeitos
significativos na cinética e rendimento das reacdes. Eles podem ser impurezas
vindas de etapas anteriores, como compostos fendlicos do pré-tratamento do
bagaco de cana (ANTUNES et al., 2019), o proprio substrato ou o produto de
uma enzima, como a celobiose, que pode inibir exo-B-1,4-glicanases (GHAZALI
et al., 2019).
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Além desses ligantes, existem os cofatores, que podem ser ions
inorganicos (Zn?*, Mg?*, etc), necessarios em sitios cataliticos para facilitar
interacbes ibnicas ou transferéncias de elétrons, ou pequenas moléculas
organicas chamadas coenzimas. Estas podem ser dissociaveis ou firmemente

ligadas as enzimas, chamadas grupos prostéticos (BERG et al., 2015).

1.3.4 SINTESE ENZIMATICA E EXIGENCIAS NUTRICIONAIS

Enxofre e nitrogénio sdo atomos necessarios para a sintese dos
aminoacidos que compdem as enzimas, além de carbono. Uma fonte de enxofre
bastante usada é o ion sulfato. O enxofre contido no sulfato inorganico é
absorvido e passa pela via de assimilagdo de sulfato, onde é reduzido a sulfito
(MENDOZA-COZATL et al., 2005). Esse pode ser incorporado a moléculas
organicas, em particular os aminoacidos cisteina e metionina, além da outras
moléculas fundamentais como a coenzima A e centros de ferro-enxofre
(ALBERTS et al., 2015).

Exceto para os microrganismos fixadores de nitrogénio, esse elemento

precisa ser assimilado na forma de amoénia, nitrato ou associado a moléculas
como amino&cidos, acidos nucleicos, ureia e metilaminas. ApoOs isso, 0
nitrogénio entra nas vias de biossintese de aminoacidos por meio do glutamato
ou glutamina. Estas vias derivam da via glicolitica, ciclo do acido citrico e da via
das pentoses-fosfato (NELSON; COX, 2014). Ao longo dessa rede complexa de
reacdes de biossintese, o nitrogénio pode ser intercambiado entre diferentes
moléculas, com custos energéticos variados, para obtencao final de um conjunto
adequado de aminoacidos para producdo das proteinas necessarias
(LJUNGDAHL; DAIGNAN-FORNIER, 2012).
Além dos constituintes basicos das proteinas, outras moléculas precisam estar
presentes para o funcionamento correto das vias metabdlicas que levam a sua
producéo e para o crescimento da biomassa de fungos que ir4 produzi-las. S&o
necessarias fontes de fésforo, potassio, sodio, calcio e micronutrientes, como
ferro, zinco, cobre, manganés, magnésio e cobalto. Também podem ser
necessarios fatores de crescimento, como alguns aminoacidos especificos,
cofatores e vitaminas, como biotina e riboflavina. Todas essas exigéncias variam
de acordo com o microrganismo utilizado e com os produtos de interesse
(SCHMIDELL et al., 2001).
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Além das exigéncias tréficas, a presenca de algumas substancias ou
condi¢cdes estressoras pode induzir o aumento da expressdo de alguns
metabdlitos, entre eles enzimas lignoceluloliticas. Por exemplo, a interacao
interespecifica entre fungos em um consorcio microbiano pode causar 0
aumento da producdo de véarios metabolitos secundarios, entre eles enzimas
lignoceluloliticas (BODDY; HISCOX, 2016; IJOMA; SELVARAJAN; TEKERE,
2019). A producéao de lignocelulases também pode ser estimulada pela adicdo
de surfactantes (FANG et al., 2013) ou pela presenca de biossurfactantes, como
rhamnolipidios (LIU et al., 2006) e soforolipidios (LO; JU, 2009).

Além disso, a producédo de lignocelulases pode ser induzida pela presenca
dos substratos dessas enzimas. A producdo de celulases, por exemplo, &
induzida em Trichoderma reesei pela soforose intracelular, produzida a partir
celulose e seus oligossacarideos em uma sequéncia de etapas que envolvem
sua quebra em dissacarideos, transporte destes para o interior da célula e
transglicosilacdo a soforose. Ainda outra via de inducdo ocorre a partir da
presenca de lactose (YAN; XU; YU, 2021). A partir do conhecimento desses
mecanismos, ha o estudo de moléculas especificas para aumento da expressao
dessas enzimas, como a soforose, lactose, celobiose, manobiose e moléculas
derivadas destas (HUANG; WAGES, 2016; MA et al., 2024). Também devido a
esses mecanismos de inducéo, todos os estudos encontrados na literatura para
producdo de enzimas lignoceluloliticas e citados no presente trabalho utilizam
algum tipo de biomassa lignocelulésica ou produto derivado desse tipo de
material para a inducéo da expressao das enzimas (KAUR et al., 2020; MA et
al., 2024). Um exemplo é o proprio bagaco de cana, que serve ndo s6 como

fonte de carbono, mas também como indutor de expresséo lignocelulases.

1.35 APLICAC@ES E MERCADO DE HOLOCELULASES

Celulases e hemicelulases tém aplicacbes em diversos setores industriais.
Celulases podem ser adicionadas a sabdes para rejuvenescimento de tecidos
de algoddo e usadas na industria téxtii com fungcdo semelhante no
condicionamento de fibras ou de forma mais intensa para abrasao de jeans. Na
industria de papel e celulose, podem modificar fibras, acelerar a descoloracéo e
a drenagem da celulose. Na industria de alimentos, celulases e hemicelulases

auxiliam no condicionamento de massas, reducao da viscosidade ou presenca
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de precipitados em bebidas, aumento do teor alcodlico ou de aromas, auxilio na
extracdo de Oleo de oliva, carotendides, compostos fendlicos, entre outras
aplicacdes. Ha aplicacdo também na pecuaria, onde podem ser adicionadas a
graos para alimentacdo animal (EJAZ; SOHAIL; GHANEMI, 2021,
NOVOZYMES A/S, 2013; SINGHANIA et al., 2021).

Além destas, uma aplicacdo com interesse crescente é para producao de
etanol de segunda geracdo. Nesses processos, pode-se utilizar holocelulases
para a hidrélise da fracdo sacaridica de materiais lignocelulésicos, por exemplo,
bagaco de cana-de-agUcar. Dessa forma, obtém-se monémeros fermentesciveis
gue podem ser transformados em outros compostos, como o bioetanol. O uso
de biocombustiveis como esse pode ser uma estratégia importante para a
transicdo da matriz fossil para a renovavel, com reducao gradual das emissdes
de carbono (IPCC, 2023; CHUM et al., 2011).

Existe hoje um conjunto de empresas que fornecem celulases especificas
para conversdo de biomassas, como a Novozymes, Genencode, Dupont, DSM
e Dyadic (VAISHNAV et al., 2018). Em um processo de producao de etanol de
segunda geracdo que utiliza hidrélise enzimatica do material lignocelulésico,
esses catalisadores tém sido a matéria-prima mais cara. Neste quadro, &
importante observar a falta de producdo nacional de holocelulases, o que
aumenta os custos do processo devido a necessidade de importacdo (DE
OLIVEIRA RODRIGUES et al., 2020).

1.3.6 PRODUQAO DE HOLOCELULASES E O CONCEITO DE
BIORREFINARIAS

Biorrefinarias sdo plantas industriais analogas a refinarias de petroleo,
porém baseadas em biomassa. Ou seja, sdo unidades onde matérias-primas de
origem sustentavel e ndo fossil sdo processadas para obtencéo de bioenergia,
biocombustiveis e uma série de produtos comercializaveis de base biologica
(JONG et al., 2011; VANDENBERGHE et al., 2022).

Neste conceito, uma usina de cana-de-agucar se tornaria uma planta com
uma diversidade de unidades, para valorizacdo maxima da biomassa. Em
primeiro lugar, existe a possibilidade de uso de parte do bagaco de cana para
producédo de etanol de segunda geragéo, em contraste com 0 USO apenas para

coprocessamento e producdo de energia elétrica. LEAL; WALTER; SEABRA
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(2013) fizeram, ainda na década passada, uma avaliacdo econb6mica que
comparou essas opgoes e demonstrou que o etanol de segunda geracgéao ja era
promissor. Ao longo dessa década, houve avancos tecnoldgicos e instalacdo de
novas plantas que empregam essa tecnologia de forma a validar a viabilidade
econdmica desses empreendimentos. Além disso, existem varios bioprodutos
com alto nivel de maturidade tecnoldgica (i,e, TRL 8) que ja podem ser
produzidos paralelamente em biorrefinarias de base sucroalcoleira (ROSALES-
CALDERON; ARANTES, 2019). Essas alternativas podem robustecer a
viabilidade econdmica frente a pressdes e riscos econémicos, como flutuacdes
do preco do petroleo.

Com essa mesma finalidade, diferentes caminhos tecnolégicos tém se
apresentado para maior integracdo dos processos. Existe a possibilidade de
producdo de enzimas on-site (no proprio local), utilizando o préprio material
lignocelulésico, 0 que apresenta vantagens sobre a producéo off-site (fora do
local). Uma vantagem dessa abordagem € que enzimas produzidas no local,
podem ser mais eficientes para a sacarificacdo do mesmo substrato, uma vez
gue as isoformas de celulases expressas sdo otimizadas para esse substrato.
Além disso, essa estratégia reduz custos do processo como um todo, ja que o
substrato é barato, disponivel e sdo necessarias menos etapas de purificacao
do extrato enziméatico, assim como armazenamento e transporte (CARPIO et al.,
2022; SIQUEIRA et al., 2020).

Integracdes ainda mais profundas sao os processos em etapa Unica, nos
guais a hidrélise do material lignocelulésico e a fermentacdo acontecem em uma
s6 operacao por meio da acéo conjunta de enzimas e leveduras no substrato. A
empresa estadunidense Poet anunciou em 2017 a inauguracao de um sistema
chamado “Project LIBERTY”, no qual as enzimas séo produzidas on-site e
levadas diretamente para a fermentacgéo, para a sacarificacdo da biomassa e
producdo de bio-etanol de forma integrada (POET-DSM, 2017).
Alternativamente, existem estudos de processos consolidados, que utilizariam
microrganismos modificados ou consoércios microbianos capazes de produzir

etanol e também lignocelulases (LIU et al., 2018).
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1.4 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE ENZIMAS
HOLOCELULOLITICAS

No mundo ha pelo menos 157.497 espécies de fungos documentadas
(KIRK, 2024; CUNNINGHAM et al., 2024; HYDE, 2022). No Brasil, ha pelo
menos 8223 espécies de fungos documentadas (FLORA E FUNGA DO BRASIL,
2024). No ano de 2015, um levantamento dessa biodiversidade (MAIA et al.,
2015) apontou que a quantidade de fungos identificados depende da
disponibilidade de especialistas em diferentes grupos (i.e. filos) e em diferentes
regides. Por exemplo, ha mais especialistas em basidiomicetos do que em
ascomicetos, de forma que estes poderiam estar sub-representados. Quanto as
regides, o levantamento apontou que no Sudeste ha muitos especialistas e
muitas novas espécies documentadas, enquanto em estados como Tocantins,
os dados sdo quase nao existentes. Ou seja, devido as dimensdes do Brasil,
limitacGes tecnoldgicas e de pessoal, a amostra de fungos conhecidos ainda
nao era representativa o suficiente. Dessa forma, segundo os autores, ainda
teriamos um longo caminho a percorrer até termos boas estimativas sobre a real
biodiversidade fungica no pais.

Assim sendo, € possivel afirmar que se trata de uma grande
biodiversidade, constituindo um potencial biotecnolégico a ser explorado, para
possivel producdo de diversos metabdlitos de interesse (HYDE et al., 2019).
Soma-se a isso o fato de que o Brasil ainda depende da importacdo de muitos
produtos biotecnolégicos, como enzimas, que poderiam ser desenvolvidas e
produzidas no pais (DE OLIVEIRA RODRIGUES et al., 2020). Assim, o acimulo
de conhecimentos e inovacdes biotecnoldgicas utilizando o patrimdnio genético
nacional sdo condi¢cdes necessarias, apesar de ndo suficientes, para que se
estabelegca um novo modelo de desenvolvimento agro-bio-industrial.

Nesse contexto, € possivel encontrar enzimas capazes de fragmentar as
fracdes polissacaridicas de materiais lignocelulésicos em diversos lugares da
natureza, como em insetos, nas microbiotas de animais ruminantes, no solo, no
mar e em ambientes extremos, com temperaturas, pH ou salinidades incomuns
e hostis para a maioria das enzimas, exceto as adaptadas a esses ambientes.
Essas enzimas séo produzidas principalmente por microrganismos e muitos

deles apresentam grandes possibilidades de aplicagbes no campo da
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biotecnologia industrial (THAPA, S. et al., 2020). Para essas aplicacoes reais,
utiliza-se principalmente fungos filamentosos, que produzem as enzimas com
diferentes eficiéncias, porém, o estudo de novas linhagens continua sendo
necessario (ELEGBEDE; LATEEF, 2018).Fungos produtores de holocelulases

A maior parte das grandes empresas que produzem celulases utilizam
fungos do género Trichoderma, exceto pela Rovabio, produzida pela Adisseo
(Franca) a partir de Penicillium funiculosum (VAISHNAYV et al., 2018). Ja entre
0Ss géneros de fungos mais pesquisados para esta finalidade, o primeiro
colocado é o Trichoderma, seguido do Aspergillus, Penicillium, Fusarium e
Rhizopus (PASSOS; PEREIRA; CASTRO, 2018).

A producdo de xilanases pode ser observada em uma variedade de fungos
e bactérias, como fungos dos géneros Aspergillus, Trichoderma,
Phanerochaete, Chytridiomyces, e as bactérias dos géneros Streptomyces,
Fibrobacter, Clostridium, Bacillus. Contudo, a maioria das preparacdes
comerciais contendo xilanases, utilizadas em escala industrial ou laboratorial, é
de origem fungica, sendo a producédo conduzida por linhagens de Trichoderma
ou Aspergillus geneticamente modificadas (ROTH; HOELTZ; BENITEZ, 2020).

Embora diferentes espécies do género Trichoderma sejam amplamente
utilizadas e consideradas excelentes produtores de celulases, o coquetel
enzimatico obtido a partir desses fungos pode apresentar deficiéncia na
atividade de B-glicosidase. Portanto, é necessario suplementar esse coquetel
com enzimas provenientes de outras fontes, como, por exemplo, o extrato
enzimatico de Aspergillus niger. (GHAZALI et al., 2019). Enguanto isso,
pesquisas indicam que linhagens de fungos pertencentes ao género Penicillium
podem ser substitutas promissoras para Trichoderma. Isso se deve ao fato de
gue esses fungos produzem um conjunto de celulases com uma melhor
propor¢cao de atividades de exoglucanase e [(-glicosidase, além de serem
capazes de produzir essas enzimas em altas quantidades (VAISHNAV et al.,
2018).
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14.1 PRODU(;AO DE HOLOCELULASES POR FERMENTA(;AO EM
ESTADO SOLIDO

Fermentacdo em estado sélido (FES) € um processo em que
microrganismos se desenvolvem em um material particulado sélido, entre o qual
h& espacos preenchidos com fase gasosa, com auséncia de agua livre (MANAN;
WEBB, 2017). Portanto, o processo difere-se da fermentagdo submersa, uma
vez que nessa a fase gasosa nao esta presente, a ndo ser em bolhas resultantes
de aeracéo forcada, e o meio consiste de uma suspensado somada ou ndo a um
material particulado, o qual, se presente, est4 envolto apenas por liquido.

Se comparado a fermentacdo submersa, esse tipo de processo utiliza com
maior facilidade residuos sélidos pouco sollveis e apresenta melhor adaptacéo
dos fungos filamentosos, baixo custo operacional, menor consumo de energia
com agitacéo e esterilizagdo do meio, menor risco de contaminagéo, obtencao
de produto em concentracdo mais alta e com menor consumo de agua, o que
reduz os custos dos processos downstream (MORAN-AGUILAR et al., 2021). J&
a fermentacdo submersa tem &agua como principal componente. O meio
reacional é continuamente agitado e todo o volume de &agua precisa ser
esterilizado, o que representa um custo maior de energia. No entanto, ainda é o
método mais usual devido a maior facilidade de controle e automacgéo, maiores
taxas de transferéncia de massa e calor, maior produtividade e grau de
desenvolvimento tecnoldgico (PASSOS; PEREIRA; CASTRO, 2018).
Atualmente, cerca de 80% da producdo mundial de hemicelulases é feita por
fermentacdo submersa, mas novas pesquisas podem mudar este numero
(ROTH; HOELTZ; BENITEZ, 2020).

Entre as variaveis de processo que influenciam a obtencéo de enzimas por
FES estdo o pH, umidade, temperatura, agitacao e aeracao forcada. Durante o
processo, o seio do fermentador pode alcancgar altas temperaturas, o que é dificil
de ser controlado. A agitacéo pode auxiliar na remocéao desse calor, controle da
guantidade de oxigénio e outras variaveis do processo. No entanto, com
aumento da agitagéo, a morfologia do micélio pode ser alterada ou danificada
(SINGH et al., 2021). Essa e outras dificuldades de controle no processo tém
sido enderecadas com diferentes designs de biorreator. Além do reator mais
simples de bandeja, existem os de leito fixo, leito agitado, leito fluidizado, tambor
rotativo, tambor de balango e tambor agitado (MANAN; WEBB, 2017).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a producdo de holocelulases por fermentacdo em estado soélido

(FES), usando bagaco de cana da industria sucroalcoleira, levedura residual de

industria cervejeira e as linhagens de fungo Aspergillus niger 5J, Trichoderma

asperellum FEV e Penicillium pedernalense F4B1.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a influéncia do choque &acido e do tempo de incubacdo na
eficiéncia de obtencdo de extrato de levedura cervejeira por autolise,
considerando como critérios a quantidade extraida, em termos de
proteinas e massa seca.

Realizar a triagem de fungos produtores de holocelulases por meio de
avaliacao do seu crescimento em meios contendo material
lignocelulésico como fonte de carbono.

Selecionar, entre 0 bagaco de cana tratado por explosdo a vapor e
bagaco in natura, qual substrato proporciona as maiores atividades
enzimaticas das holocelulases FPase, CMCase, [-glicosidase e
endoxilanase, considerando diferentes espécies de Ascomycota por FES.
Verificar a influéncia dos parametros concentracdo de extrato de
levedura, nitrogénio inorganico e concentracao inicial de conidios através
de um planejamento fatorial, com o objetivo de maximizar, dentro de um

dominio de estudo pré-definido, as produtividades de holocelulases.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DE EXTRATO DE LEVEDURA

Para obtencdo do extrato de levedura, inicialmente o método foi
padronizado, testando diferentes condi¢des. Apds isso, foi produzido o extrato
a partir de todo o volume de levedura disponivel.

3.1.1 COLETA E ARMAZENAMENTO DA LEVEDURA CERVEJEIRA

A levedura cervejeira usada, da espécie Saccharomyces pastorianus, foi
coletada em frasco previamente esterilizado com auxilio do mestre cervejeiro
diretamente do fermentador da cerveja tipo pilsen, aquela produzida em mais
larga escala pela Cervejaria Noi, em Sao Francisco, Niterdi. A suspensao foi
separada do mosto por centrifugacdo a 3.000rpm por 10min, lavada com agua
deionizada estéril, centrifugada novamente com 0s mesmos parametros e

armazenada a 4°C por até 2 meses.

3.1.2 AUTOLISE DE LEVEDURAS: AVALIACAO DO CHOQUE ACIDO E
TEMPO DE INCUBACAO

O procedimento de autdlise foi adaptado de (AVRAMIA; AMARIEI, 2022),
usando os parametros otimizados por (ALVES; DE SOUZA; DE OLIVA NETO,
2021): concentracdo de leveduras secas, condi¢coes de incubacgéo e tratamento
com choque &cido.

A suspensédo de leveduras foi lavada mais uma vez com agua destilada
estéril (3.000rpm, 10min) e foi feita uma medida de massa seca em triplicata.
Para isso, adicionou-se aliquotas de 1mL da suspenséo a capsulas previamente
secas e pesadas, as quais foram colocadas em estufa a 80°C por 24h. O
restante da suspensao foi armazenado sob refrigeracdo (4°C) durante este
periodo. Considerando a concentragdo em massa seca verificada antes da
diluicdo (CSAD), foi feita uma diluicdo da suspenséo para que chegasse a 7,5%
em massa de leveduras secas por volume, (ALVES; DE SOUZA; DE OLIVA
NETO, 2021). Foi feita mais uma medida de massa seca para verificar a
concentragéo exata da nova suspenséao obtida depois da diluicdo (CSDD).

Em seguida foram iniciadas autdlises, com amostras de sacrificio em

duplicata para o tempo de 0 h e triplicata para 24, 45 e 69 horas. Além disso,
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comparou-se as autolises com e sem tratamento por choque acido, totalizando
22 amostras. Para isso, transferiu-se 6,6,2mL da suspensdo diluida (7,5% de
leveduras secas), preparadas no dia, para tubos de ensaio 15x150mm com
tampas vedadas. Para as amostras que receberam choque acido, adicionou-se
acido sulfurico concentrado para a concentragdo final de 10uL por grama de
células secas, considerando CSAD.

Apos isso, foi retirada uma amostra correspondente ao tempo Oh e as
demais foram incubadas a 59°C e 120rpm com os tubos deitados. As amostras
obtidas em cada tempo foram centrifugadas a 3.000rpm, 10min e retirou-se
cuidadosamente 1mL do sobrenadante. Tanto o sobrenadante quanto o

precipitado foram armazenados a -20°C.

3.1.3 AUTOLISE DE LEVEDURA: PREPARO DE EXTRATO DE LEVEDURA
PARA USO NAS FERMENTAQ@ES

Um novo lote de levedura cervejeira foi coletado, separado do mosto por
centrifugacéo, lavado com agua destilada e separado novamente a 3.000rpm
por 10min. A massa seca deste novo lote foi determinada nas mesmas
condi¢des da secao anterior. Apoés isso, foi feita a diluicdo da suspensao para
7,5% em massa de células secas. Essa suspenséo foi incubada por 24h a 59°C
e 120rpm em frasco vedado.

Foi retirada uma amostra no tempo 0Oh a qual foi centrifugada a 3.000rpm
por 10min. Em 24h, todo o contetdo do frasco foi também centrifugado segundo
0S mesmos parametros e em ambiente estéril. As massas secas dos
sobrenadantes obtidos em Oh e 24h foram determinadas por gravimetria (24h,
80°C). Os sobrenadantes foram homogeneizados, fracionados em tubos de
15mL e armazenados a -20°C até andlise de concentracbes de nitrogénio
organico pelo método de Kjeldahl.

3.1.4 ANALISES PELO METODO DE KJELDAHL

As concentracdes de nitrogénio organico nas amostras de extrato de
levedura (sobrenadante) foram analisadas usando o meétodo de Kjeldahl
(MARTIN; SARRIA; ASUERO, 2017). Estas analises foram feitas no Laboratério

de Bromatologia da Faculdade de Farmacia (UFF).
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Foram retiradas aliquotas (Vaiquota) de 600uL para as amostras de Oh e
200uL para as demais amostras. A cada aliquota, adicionou-se 3mL de &cido
sulfurico concentrado e 0,5 g de catalisador sulfato de cobre e sulfato de
potassio em proporcao 2:1, seguido de aguecimento a 450°C em bloco digestor,
até que o liquido estivesse incolor, caracterizando a digestdo completa do
conteudo organico.

Em outro dia, apds o resfriamento das amostras, cada uma foi colocada
em um sistema de destilacdo a vapor vedado. Na saida do sistema, foi colocado
um frasco contendo 10mL de &cido borico 4% e um indicador de pH composto
de vermelho de metila e verde de bromocresol. Apos isso, adicionou-se
hidroxido de sédio ao tubo até mudanca de coloracdo de incolor para preto,
caracterizando a formacdo de hidréxido de aménio. Em seguida, foi feita a
destilacdo a vapor, na qual toda a amonia foi absorvida pela solugdo de acido
borico, formando borato. Essa espécie foi entdo titulada com solucao
padronizada de acido sulfurico 0,01N.

A padronizacdo do acido sulfarico foi feita pela titulacdo em triplicata de
solucdes do padréo primario carbonato de sodio. Este foi seco a 105°C por pelo
menos 2h e resfriado em dessecador. Pesou-se 0,0106g de carbonato de sodio
para Erlenmeyers de 250mL e adicionou-se 75mL de agua e 2 gotas de
alaranjado de metila 0,1%(m/V). Esta mistura foi titulada com a solucéo de acido
sulfarico até a viragem do indicador. O fator de correcdo da concentracédo de
acido sulfurico (Frzsoa4) é dado por:

; _ Massade Na,CO; (9)
H250% ™ 0,053 - Vp(mL) - Norm(N)

Ve € 0 volume de solucdo de acido sulfurico gasta na titulacdo
(padronizacédo) e Norm é a normalidade da solucao a padronizar.
A concentracao de nitrogénio organico (Cnorg) Nas amostras é dada por:
Vizs04(ML) * Fiyps04 * 107° - MMy (g/mol)
V aiquota(mL)

VHzso4 € 0 volume de solugdo de 4cido sulfarico 0,01N usada na titulagéo

CNorg (g/mL) =

do borato, MMn € a massa molar do atomo de nitrogénio (14,0067g/mol) e

Valiquota € 0 VOlume de aliquota de extrato de levedura usado.
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O rendimento da autdlise em massa estimada de proteinas por células
secas usadas foi calculado considerando que as proteinas tém cerca de 16% de

nitrogénio:

%

massa de proteinas ) Cnorg(g/mL)

Rendimento? ( 0
endimento% (16/100) - CSDD(g/mL)

massa de células secas

3.2 BAGACO DE CANA UTILIZADO

O bagaco de cana, originario inicialmente do Laboratorio Nacional de
Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE/CNPEM), foi cedido pelo Laboratoério
de Ecologia e Processos Microbianos, da Escola de Quimica, UFRJ. Foram
utilizados bagaco de cana in natura e bagaco tratado por explosdo a vapor a

200°C por 7 minutos.

3.2.1 UMIDADE DOS BAGACOS DE CANA
Foi feita a homogeneizagédo por quarteamento de cada um dos bagacos,
seguida da retirada de amostras para determinacdo da massa seca por
gravimetria. Para isso, 3 amostras foram pesadas antes e depois da secagem a
105°C por 24h e determinou-se a porcentagem de umidade em cada uma.
Para determinagédo da massa Umida, foi utilizada a férmula:

CBU(g) — CBS(g)
CBU(g) — CS(g)

CBU é a massa da céapsula com bagaco umido, CBS é a massa da capsula

UMIDADE% = 100 %

com bagaco seco e CS é a massa da cipsula seca vazia.

3.3 MICRORGANISMOS UTILIZADOS

Para producdo de enzimas, foram utilizadas linhagens de fungos
filamentosos anteriormente isolados no Laboratorio de Tecnologia Microbiana,
identificados morfologicamente e molecularmente como Trichoderma
asperellum, Penicillium pedernalense e Aspergillus niger. As duas primeiras
linhagens, denominadas de Trichoderma asperellum FEV e Penicillium
pedernalense F4B1, foram isoladas de solo contaminado com finalidade de
biorremediacdo autéctone de derramamento de petréleo na area de protecao
ambiental da Bacia do Rio S&o Joao/Mico-Ledo-Dourado, localizada no
municipio de Silva Jardim, Rio de Janeiro (BLANC; DUARTE; FIAUX, 2024). Ja

a linhagem de Aspergillus, denominada Aspergillus niger 5J, foi isolada a partir
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de fava d’anta umedecida exposta ao ar no jardim da Faculdade de Farmacia
da UFF, no municipio de Niteréi, Rio de Janeiro, durante pesquisa para
producdo de quercetina a partir de fava d’anta (DA SILVA, 2016). Numero do
cadastro SISGEN do projeto: AB12CB4.

As cepas foram mantidas congeladas. Para isso foram inoculadas em
garrafas de cultura de 50 mL contendo meio agar Sabouraud a 28°C. Ap0s isso,
0s conidios foram extraidos usando solucéo estéril de Tween 0,01%. Toda a
suspensao foi filtrada com gaze estéril para remocéo de hifas. Posteriormente,
adicionou-se quantidade suficiente de glicerol (50%) para obter a concentracdo
final de 10%(m/V), seguida de contagem em camara de Neubauer. As
suspensdes foram transferidas para tubos de microcentrifuga estéreis e

armazenadas a -20°C.

3.4 DETERMINACAO DAS TAXAS DE CRESCIMENTO EM
MEIOS SOLIDIFICADOS

Foram feitas as culturas dos fungos de interesse em meios solidificados,
gue foram avaliadas em termos da taxa de crescimento do micélio, medindo seu
diametro. Também foram observadas informacfes como a aparéncia das
colbnias e o tempo até a formacgao de conidios visiveis a olho nu.

Os meios de cultivo contendo material lignocelulésico como Unica fonte de
carbono foram compostos de 10g/L do material lignoceluldsico, 15g/L de agar e
uma mistura de sais, segundo Mandel, modificada com a seguinte composi¢cao
(LIN et al., 2011), em g/L: NaNOs 2; KH2PO4 1,5; CaClz 0,3; MgS04.7H20 0,3;
FeS04.7H20 0,005; MnSO4.H20 0,0016; ZnSO4.H20 0,0014; CoCl2 0,0005. Os
materiais lignocelulésicos usados foram o bagaco de cana tratado por exploséo
a vapor (meio MBtA), o bagaco ndo tratado (meio MBnA), carboximetilcelulose
(meio MCA), e xilana (xilana de sabugo de milho, massa molecular 300-900 —
Biosynth Carbosynth) (meio MXA). Para estes testes, os meios tiveram pH
ajustado para 5,0 antes da adigdo do material lignocelulosico e de agar.

Os fungos foram inoculados no centro de cada placa com auxilio de uma
agulha de inoculacao e o diametro foi medido ao longo do tempo, em intervalos
variaveis de acordo com o fungo, até o preenchimento da placa ou interrupgéo

do experimento. Todas as culturas foram feitas ao abrigo da luz, em recipiente
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contendo algoddo umido, para manutencdo da umidade, a temperaturas de
25°C ou 30°C.

3.5 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Os experimentos por fermentacdo em estado sélido foram realizados em
Erlenmeyers de 250mL contendo 5g de bagaco de cana tratado por exploséo a
vapor ou in natura. Estes foram pesados apds homogeneizacdo por
guarteamento, de modo a garantir distribuicdo semelhante de tamanhos de
particulas entre as amostras. Os Erlenmeyers com bagaco foram esterilizados
e umidificados em proporcédo 1:4 (20mL de liquido a cada 5g de bagaco) com
solucédo de Mandel (conforme a secdo 3.4) e extrato de levedura. Acrescentou-
se solucdo de sais segundo Mandel previamente esterilizada, de modo a que a
composicdo na solucdo umidificante do bagaco, apds adicdo da solucdo de
extrato de levedura, fosse igual a usada no item 3.4. Em alguns experimentos a
concentragdo de NaNOs foi variada. Em seguida, adicionou-se extrato de
levedura em quantidade definida pela quantidade de nitrogénio organico por
grama de bagaco para cada experimento. O extrato de levedura ndo foi
esterilizado, pois ja havia passado por uma incubacédo a 59°C por 24h. A solucao
de sais segundo Mandel adicionada foi preparada em concentracdo um pouco
maior, de modo a chegar a concentracao final desejada apenas ao totalizar o
volume final de 20mL, quando acrescidas do extrato de levedura.

Os fungos foram previamente cultivadas por 7 a 10 dias em &gar batata
dextrose a 30°C a partir da cultura congelada. Os conidios obtidos no cultivo
foram suspensos em solucdo de Tween 80 0,01%, contados em camara de
Neubauer e, se necessario (para facilitar a inoculacéo), diluidos na solu¢éo de
Tween 80 para inoculacéo.

Cada Erlenmeyer contendo o meio foi inoculado com volume de suspensao
de conidios suficiente para a concentracao inicial de conidios especificada em
cada experimento (sec¢oes 3.5.1 e 3.5.2). Em todos os experimentos, os frascos
Erlenmeyers que seriam usados como amostras referentes ao dia O de cultivo
ndo receberam indculo fangico. Apods a inoculacao, os frascos foram incubados
a 30°C, sem agitacdo e sem luz em estufa contendo bandeja com lamina de

agua, para manutencédo da umidade. Apos o cultivo, 0 meio solido foi extraido
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conforme item 3.6 e as atividades enzimaticas foram analisadas conforme item
3.7.

3.5.1 EXPERIMENTO CINETICO INICIAL: COMPARACAO DE BAGACOS E
FUNGOS

Para este experimento, foram testados o bagaco de cana pré-tratado por
exploséo a vapor e o bagaco in natura, usando os fungos Aspergillus niger 5J,
Trichoderma asperellum FEV e Penicillum pedernalense F4B1 em culturas
axénicas. A fermentacdo em estado sélido foi realizada com amostras de
sacrificio em triplicata nos dias 0, 5, 7 e 10 de incubacéo, totalizando 60
amostras.

A cada frasco com 5g de bagaco (Figura 3-1), adicionou-se 40mg de
NaNOs (concentragdo final de 2g/L na solu¢do de Mandel), extrato de levedura
em quantidade equivalente a 15mg de nitrogénio organico e 10° conidios

fungicos.

Figura 3-1: Frascos contendo apenas bagaco de cana tratado por explosdo a vapor
(esquerda) e in natura (direita) apés autoclavacao.
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3.5.2 ESTUDO DE PARAMETROS DE FERMENTA(;AO: PLANEJAMENTO
FATORIAL

Foi realizado um planejamento fatorial completo em dois niveis (23) com
triplicata do ponto central para estudo das seguintes variaveis independentes:
concentracdo de extrato de levedura preparado (medida em nitrogénio
organico); nitrato de sodio, como fonte de nitrogénio; e quantidade inicial de
conidios (Tabela 3-1; Tabela 3-2). Concentracdes iniciais de conidios utilizadas
foram (conidios/5g de bagaco): 2,5-10°, 2,5-10% e 2,5-107. Estes valores tiveram

gue ser inseridos no modelo de forma linearizada, por meio de logaritmo.

Tabela 3-1: Dominio experimental do planejamento fatorial completo 22 para estudo dos
parametros de FES que influenciam a atividade enzimética.

Extrato de Levedura NaNOs (mg/5g Log1o [conidios
(mgN/5g de bagaco) bagaco) (quant/5g de bagaco)]
-1 5 40 5,40
15 220 6,40
1 25 400 7,40

Tabela 3-2: Planejamento fatorial completo 22 para estudo dos parametros de FES que
influenciam a atividade enzimatica.

Experimento Extrato de NaNO: Conidios
Levedura
1 1 1 1
2 1 1 -1
3 1 -1 1
4 1 -1 -1
5 -1 1 1
6 -1 1 -1
7 -1 -1 1
8 -1 -1 -1
9 0 0 0

-
o
o
o
o

11 0 0 0

Foram retiradas amostras de sacrificio nos tempos de incubacéo de 3, 5,
7 e 10 dias para cada experimento. Foi feita também uma amostra inicial (dia 0)
para cada condicdo, na qual ndo houve inoculacdo de fungos, totalizando 5
amostras, uma para cada grupo de experimentos com mesma mistura de extrato
de levedura e NaNOs: {1;2}, {3;4}; {5;6}; {7;8}; {9;10;11}. Assim, ao todo foram
obtidas 49 amostras, que foram extraidas e analisadas para as atividades

FPase, CMCase, B-glicosidase e endoxilanase.
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Os dados obtidos no planejamento foram analisados tendo como variaveis
resposta a produtividade de atividade enziméatica, ou seja, a atividade por massa
de bagaco dividida pelo tempo, em dias (em U/g/dia). O software
STATISTICA™, versao 14.1 (Statsoft®) foi utilizado para a analise.

Para validar o planejamento fatorial, a fermentacdo foi repetida na
condicdo que resultou na méxima producdo no estudo de parametros. Esta
condicdo foi validada em quadruplicata, seguindo o mesmo procedimento

utilizado no ensaio anterior.

3.6 OBTENCAO DE EXTRATO ENZIMATICO

As extracfes das enzimas apés as fermentacdes foram realizadas de
formas diferentes dependendo do experimento (Tabela 3-3). O procedimento
geral consistiu na adicao de tampao citrato 50mM, pH 5,0 em volume de 25mL
(proporcéao 1:5) ou 50mL (proporcédo 1:10), seguida ou ndo do uso de espatula
para quebra da massa de bagaco e micélio e homogeneizacdo no tampao. Em

seguida, foi feita agitacdo do Erlenmeyer por 30min a 250rpm e o conteudo

extraido foi filtrado com gaze estéril para um tubo de 50mL (Figura 3-2).

Figura 3-2: Esquema da filtrag&o e recolhimento dos extratos enzimaticos.

Todo este procedimento, incluindo a extragdo, agitacdo e filtracdo com
gaze, foi realizado apenas uma vez ou foi repetido, dependendo do experimento.
Nos casos em que foram feitas extracdes sequenciais, 0s conteudos das
mesmas podem ou nao ter sido misturados, dependendo do experimento
(Tabela 3-3). No experimento cinético inicial, com o intuito de garantir a extracao
de maior parte da enzima disponivel no meio ao final da fermentacao, no décimo
dia utilizou-se uma quantidade maior de tampao (50mL) que nos outros dias
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(25mL) e também foi feita uma homogeneizacdo do bagaco com espatula,
diferente dos dias anteriores. No estudo de parametros de cultivo por
planejamento fatorial, para cada amostra foi feita apenas uma extracdo com
50mL, com o intuito de facilitar a comparacéao desses resultados com a literatura.
A partir desse experimento, o volume de 25mL de tamp&o nao foi mais usado
porque com essa quantidade, ndo era possivel garantir que todo o bagaco
estivesse completamente submerso durante a extracdo em todos os frascos,
uma vez que optou-se por nao realizar a moagem do material. Na validagdo do
planejamento fatorial, realizou-se uma extragdo a mais, a qual foi dosada em
separado para avaliar quanto de enzima ainda restaria no bagaco apds a

primeira extracao.

Tabela 3-3: Diferentes procedimentos de extracdo em cada experimento.

Experimento cinético Estudo de parametro Validacao
Experimento inicial: comparagéo de cultivo: do ponto
de bagacos e fungos planejamento fatorial maximo

Dias0,5e 7 Dia 10 Dias 0, 3,5,7e 10 Dia 3

Tempos de
incubacao
Volume de
tampao na 25mL 50mL 50mL 50mL
extracéo 1

Homogeneizacéo

com espatula na N&o Sim Sim Sim
extracdo 1

Tempo a 250rpm

~ 30min 30min 30min 30min
na extracéo 1
Filtragdo com Sim Sim Sim Sim
gaze?
Volume de Apenas 1
tampéo na 25mL 50mL b ~ 50mL
~ extracdo
extracao 2
Homogeneizacéo
com espétula na N&o Nao Apena§ L Néao
~ extragdo
extracao 2
Tempo a 25~Orpm 30min 30min Apena§ L 30min
na extracao 2 extracéo
Filtracdo com Sim Sim Apena§ 1 Sim
gaze? extracao
Produtos das Apenas 1
duas extracbes Sim Sim penas N&o
) extracao
misturados?
Volume total das Apenas 1 Extracbes
extracdes 50mL 100mL P &

misturadas extragdo independentes
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Apbs as filtragbes com gaze, os tubos foram centrifugados a 32349 por
15min e os sobrenadantes foram filtrados a vacuo. Foram usadas membranas
de éster celulose mista (MCE), com porosidade de 0,22um para remoc¢ao de
conidios dos extratos. Em seguida os extratos foram congelados para

posteriores andlises de atividade enzimatica.

3.7 ANALISES DE ATIVIDADE ENZIMATICA

3.7.1 ATIVIDADE FPase (CELULASE TOTAL)

A atividade de celulase total (FPase) foi medida por andlise de liberacéo
de acucares redutores usando papel filtro como substrato. Para isso, foi usada
uma metodologia em escala reduzida, adaptada de protocolos padronizados,
porém estequiometricamente idéntica, exceto pela massa de papel filtro utilizada
(ADNEY; BAKER, 1996; GHOSE, 1987). Segundo GHOSE (1987), a medida de
atividade FPase ndo € linear em funcéo da diluicdo, entdo ele sugere a seguinte
padronizacdo: para cada amostra, deve-se encontrar a diluicdo necessaria para
gue se obtenha uma liberacéo de agucares redutores equivalente a 2mg/mL de
glicose. Assim o célculo da atividade é feito considerando essa diluicdo
necessaria, o que s6 pode ser obtido ao se realizar a medida de atividade com
pelo menos duas diluicBes diferentes para cada amostra. Esse procedimento,
no minimo, dobraria o esforco e material necessario para as analises. No
entanto, o proprio autor indica que, caso as amostras tenham baixas atividades
enziméaticas, de forma que mesmo sem serem diluidas, ndo levem a producéo
da quantidade critica de acucares redutores (equivalente a 2mg/mL de glicose),
0 método pode ser aproximado como linear, dispensando esse procedimento.
Para as amostras analisadas, as atividades enziméticas FPase encontradas
foram baixas e apenas algumas ultrapassaram a quantidade critica de aclcares
redutores, de modo que as analises foram aproximadas como lineares.

Em banho de gelo, adicionou-se 20uL de extrato enzimatico a 40uL de
tampéao citrato 50mM, pH 4,8, e discos de papel filtro 80g/m2 com 6mm de
didmetro. A reacdo enzimatica foi iniciada por incubacéo a 50°C por 60min e
finalizada pela adigao de 120uL de solugdo de DNS (acido 3,5-dinitrosalissilico
1% e tartarato de sodio e potassio 30% em hidroxido de sddio 1,6%) em banho

de gelo. ApGs isso, 0 sistema foi incubado em agua fervente por 5 min e
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arrefecido em banho de gelo. Essas reacdes foram feitas em triplicata para cada
amostra.

Foi preparado também, para cada amostra, um controle de substrato e
enzima (t0) de forma semelhante ao descrito, porém com adi¢cdo da solucéo de
DNS antes de tudo para inativagdo enzimatica. O controle usado para calibracéo
do espectrofotbmetro (branco) foi preparado com um disco de papel filtro, 60uL
de tampéao e 120uL de DNS, sendo também fervido para a reagdo do DNS.

Apos as reacgOes, adicionou-se 800uL de agua destilada, os tubos foram
homogeneizados em agitador do tipo vértex e foram feitas leituras a 540nm no
prazo de até 2h apds o fim das reacodes.

3.7.2 ATIVIDADE CMCase (CARBOXIMETILCELULASE)

As endo-B-1,4-glicanases foram medidas pela atividade
carboximetilcelulase, usando uma metodologia em escala reduzida (GHOSE,
1987). Em triplica para cada amostra, adicionou-se, em banho de gelo, 50uL de
extrato enzimatico a 50uL de substrato carboximetilcelulose 2% (preparado em
tampao citrato 50mM pH 4,8). A reacdo enzimatica foi iniciada pela incubacéo a
50°C e terminada apos 15min pela adigdo de 300uL de solugdo de DNS em
banho de gelo. ApGs isso, a reacdo com DNS foi realizada pela incubagédo em
agua fervente por 5min e o sistema foi arrefecido em banho de gelo.

De forma analoga a anélise de FPase, foi feito um controle tO para cada
amostra, preparado pela adicdo do DNS antes da reacéo enzimatica. O branco
para calibracdo do espectrofotdmetro foi preparado com 100uL de tampéo
citrato 50mM pH 4,8 e 300uL de solugdo de DNS, seguido de fervura por 5min.

Apos as reacoes, adicionou-se 1.500uL de agua destilada a cada amostra
e foram feitas leituras de absorvancia a 540nm no prazo de até 2h apos o fim
das reacoes.

3.7.3 ATIVIDADES B-GLICOSIDASE E B-XILOSIDASE

A atividade B-glicosidase foi determinada pela hidrélise enzimatica de p-
nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (PNG), liberando p-nitrofenol (ARAUJO SILVA et
al., 2018). Uma mistura de 160uL de tampao acetato de sodio 0,5M, pH 5,0,
520uL de agua destilada e 40uL de extrato enzimatico foi incubada a 50°C por

5min para estabilizacdo da temperatura. Em seguida, a reacao foi iniciada pela
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adicao de 80uL de substrato (PNG 10mM em tampéo de sddio 0,5M, pH5,0) e
finalizada apés 10min com a adi¢gao de 400uL solucédo de carbonato de sédio
1M.

Foi utilizado um controle negativo (t0) nas mesmas condi¢cfes da reacéo,
porém com adicdo de agua no lugar do substrato. Para calibragdo do
espectrofotbmetro, o branco usado foi 4gua. Apds as reacdes, as amostras
foram homogeneizadas e a absorbancia foi lida a 420nm.

A atividade B-xilosidase foi determinada adotando o mesmo procedimento,

porém substituindo o PNG por p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo.

3.7.4 ATIVIDADE ENDO-B-1,4-XILANASE (ENDOXILANASE)

A atividade endo-B-1,4-xilanase (aqui chamada apenas de endoxilanase
ou apenas xilanase) foi medida pela hidrélise de xilana liberando acuUcares
redutores (BAILEY; BIELY; POUTANEN, 1992).

Em banho de gelo, adicionou-se 90uL do extrato enzimatico a 270uL do
substrato constituido de xilana de madeira de faia (beechwood) 1% em tampao
citrato 50mM pH 5,3. A reacéo enzimatica foi iniciada pela incubacdo a 50°C e
encerrada apdés 15min com a adi¢cdo de solucdo de DNS em banho de gelo.
Esse sistema foi preparado em triplicata para cada extrato enzimatico.

Para cada amostra, foi preparado também um controle tO igual ao descrito,
porém com adicdo do DNS antes de tudo. O controle usado para calibracao do
espectrofotdbmetro também foi igual as amostras, porém com tampao citrato (pH
5,3) no lugar do extrato enzimatico.

ApoOs isso, as amostras foram incubadas em agua fervente por 5min,
arrefecidas em banho de gelo e a absorbancia foi lida a 540nm no prazo de até

2h apos o fim das reag6es.

3.7.5 CURVAS PADRAO E CALCULOS DE ATIVIDADE

Para determinagdo das atividades, foram utilizadas curvas padrao de
acordo com a mesma metodologia das andlises de amostras, porém sem
incubacdo a 50°C e substituindo o extrato enzimatico por padrbes de glicose
(FPase e CMCase), xilose (xilanase) em diferentes concentracdes, expressas
em mg/mL, ou p-nitrofenol (B-glicosidase e B-xilosidase) em concentracdes

variadas, expressas em pmol/mL.
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3.7.5.1 Calculos para medidas usando DNS: FPase, CMCase e Xilanase

A partir das absorvancias obtidas e das concentragdes dos
monossacarideos, foram feitas curvas e regressdes lineares, forcando a
passagem pelo ponto (0,0). Assim, foram obtidos coeficientes angulares (Cof),
gue representam a razao entre a absorvancia a 540nm e a concentracéo de
glicose ou xilose mg/mL.

A unidade internacional de atividade enzimatica (Ul) é definida como pmol
de substrato convertido (ou produto formado) por minuto (LABUDA et al., 2018).
A partir disso, sdo definidas atividades enziméticas padronizadas, em condi¢cfes
reacionais especificas e em termos de volume de enzima adicionado (GHOSE,
1987):

{produto liberado}(umol)

{ Atividade
Enzimatica

U/mL) =
}( /mL) t(min) - {volume de enzima}(mL)

Aplicando a massa molar da glicose e a diluicdo das amostras nos ensaios,
em comparacao com a curva padréo, obtém-se a equacao:

_ AbSsag * Vimon(mL) - Fd
~ Cof (mL/mg) - MM (mg/umol) - Vey, (mL) - t(min)

{ Atividade
Enzimatica

fwmu)

Abssa0 € a absorvancia a 540nm. A absorvéancia considerada para o0s
célculos na realidade foi dada pela média das absorvancias das analises (feitas
em triplicata para cada amostra) subtraida da absorvancia do controle t0. Vmon
€ 0 volume de monossacarideo usado na curva padréo (glicose ou xilose), Fd é
o fator de diluicdo do extrato enzimatico, Cof € o coeficiente angular da curva
padrdo de cada método, MM é a massa molar do monossacarideo usado na
curva padréo (glicose ou xilose), Venz € 0 volume de enzima utilizado na analise
et € o tempo de incubacéo a 50°C em minutos.

A equacdo pode ser simplificada, uma vez que foi pré-definido nos ensaios
gue Vmon=Venz. Além disso, para processos de fermentacdo em estado sélido, &
Gtil o uso da atividade enzimética por grama de substrato (bagaco de cana), o
gue pode ser obtido aplicando na equacéo anterior a massa de bagacgo (Mb) € 0

volume total de tampao utilizado (Vt):

{Ativid. enzimatica por} (U) AbSsyo - Fd - Vi (mL)

g/~ Cof (mL/mg) - MM (mg/umol) - t(min) - My (g)

massa de substrato g
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3.7.5.2 Calculos para B-glicosidase e B-xilosidase

Para as atividades enziméticas medidas pela liberacdo de p-nitrofenol, a
unidade de atividade enzimatica (U) corresponde a 1umol de p-nitrofenol
liberado por minuto. Nestes casos, fazendo as mesmas consideracdes feitas em

3.7.5.1, a equagao utilizada encontra-se abaixo:

{ Atividade enzimatica } (U) AbSyyo - Fd - Vt(mL)

por massa de substrato E - Cof (mL/umol) - t(min) - My (g)

3.7.5.3 Calculos dos dados e analise estatistica

Os resultados foram calculados a partir dos dados experimentais utilizando
o software Excel® da Microsoft®. As analises dos dados dos planejamentos
experimentais foram realizadas utilizando o software STATISTICA™, verséo
14.1 (Statsoft®). Demais analises estatisticas foram realizadas no GraphPad
Prism v.9.5 (GraphPad Software, San Diego, Califérnia USA).
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4. RESULTADOS

4.1 OBTENCAO DO EXTRATO DE LEVEDURA

Para obtencdo do extrato de levedura, foi realizado experimento para
comparar os tempos de incubacéo e também avaliar a efetividade do tratamento
com &cido sulfarico antes da incubacdo. Depois dessa avaliacdo, os melhores
parametros foram usados para autolise de uma quantidade maior de levedura

cervejeira para uso nas fermentacdes subsequentes.

4.1.1 AUTOLISE DE LEVEDURAS: AVALIAC}AO DO CHOQUE ACIDO E
TEMPO DE INCUBACAO

ApoOs a lavagem das células a serem usadas para a obtencao do extrato,
a concentracdo de material seco na suspensao de células foi de 9,75% (m/V).
De acordo com a metodologia utilizada, essa concentracdo estava acima do
valor 6timo e a suspenséo foi diluida para a faixa desejada, obtendo-se apoés a
diluicdo 7,42% (m/V) de material seco.

As concentracdes de nitrogénio organico foram determinadas pelo método
de Kjeldahl (Figura 4-1). Foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) two
way excluindo o tempo Oh, seguida de compara¢cbes mdltiplas apenas com a
variavel relevante (tratamento) e p6s-teste de Sidak com nivel de significancia
a=0,1 para avaliar a diferenca estatistica entre as medidas (Tabela 4-1, Figura

4-1). Os dados apresentaram distribuicdo normal (Shapiro-Wilk p=0,58).

Tabela 4-1: Analise de variancia 2way para os tempos de incubagéo e tratamentos com
ou sem choque acido na autdlise da levedura residual

Fator Soma dos Graus de Quadrado F (GLn, P-valor
guadrados liberdade médio GLd)
(GL)
Tempo 0,437 2 0,219 F(2,12) P=041
= 0,962
Tratamento 2,07 1 2,07 F(1,12) P=0,01
=9,11
Tempo x 0,260 2 0,130 F(2,12) P=0,58
Tratamento =0,573
Residuo 2,73 12 0,227
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Figura 4-1: Concentracdo de nitrogénio organico no extrato de levedura (sobrenadante)
em funcéo do tempo de autélise (a 59°C) e tratamentos com e sem choque acido.

Assim, observou-se que nao houve diferenca significativa entre os
diferentes tempos de incubacado para a autdlise (Tabela 4-1, Figura 4-1). Desta
forma, é possivel optar pelo menor tempo, no caso, 24h. Para este tempo, 0
melhor tratamento foi sem choque &acido, com diferenca significativa (p<0,1). O
valor médio obtido nestas condi¢@es foi de 4,69mg/mL de nitrogénio organico e

o rendimento, em massa de proteinas por massa de células secas, foi de 39,1%.

4.1.2 AUTOLISE DE TODA A LEVEDURA DISPONIVEL

Foi feita, entdo, a autdlise de toda a levedura disponivel por 24h, sem
choque &cido. Antes da autélise, a concentracdo de material seco na suspenséo
total de células obtida foi de 21,7% (m/V). Essa suspensao precisou ser diluida
para a faixa otimizada, e apds a diluicdo, obteve-se uma concentracdo de
células secas de 7,67% (m/V).

A concentracdo de solidos secos no sobrenadante antes da autélise foi
1,42% (m/V) e depois (apbs 24 h) foi 4,53% (m/V). Dividindo estes valores pela
concentragéo inicial de células secas (7,67%), obtém-se o percentual de soélidos
extraido (Figura 4-2 — esquerda). Assim, apds 24h, o percentual médio de
solidos extraidos foi de 59,4%, com um rendimento de 40,7%, descontando o
tempo 0.

A concentracao de nitrogénio organico do sobrenadante no tempo zero foi
de 1,14 + 0,05 mg/mL. J4 em 24h, a concentragcado de nitrogénio organico foi de
5,46 + 0,11 mg/mL (Figura 4-2 — direita). O rendimento, em massa de proteinas
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por células secas apés 24h foi de 44,7%, sem descontar o tempo Oh, ou 35,4%
descontando o tempo Oh.
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|
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o
1
Concentracéo de
N organico (mg/mL)

S

o

T T 0 T T
Oh 24h Oh 24h

Solidos secos extraidos (%)

Figura 4-2: Percentual de sélidos extraido (esquerda) e concentracdes de nitrogénio
organico (direita) obtidas antes (Oh) e apds (24h) a autdlise a 59°C. Barras de erro
padrdo da média (EPM).

4.2 DETERMINACAO DAS TAXAS DE CRESCIMENTO EM
MEIOS SOLIDIFICADOS

Foram feitos experimentos para medir as taxas de crescimento dos fungos
indicados na secdo 3.3 em placas de Petri contendo material lignocelulésico

como Unica fonte de carbono e o resultado esté apresentado na Figura 4-3.

—~ 10
S
-
© 87 —e— T. asperellum FEV em MBnA
S 65— —— T. asperellum FEV em MBtA
o
; —— A. niger 5J em MBnA
2 49 —— A. niger 5J em MBtA
g 9= P. pedernalense F4B1 em MBtA
-“DE P. pedernalense F4B1 em MBnA
0 LELELELELELELE BLELELELELELELELELE BLELELELELELELEL LA |
0 100 200 300
Tempo (h)

Figura 4-3: Crescimento de fungos em meios contendo bagaco de cana pré-tratado por
explosado a vapor (MBtA) e in natura (MBnA) como Unica fonte de carbono, a 30°C em
placas de Petri de 9cm de didmetro. Pontos com simbolo de asterisco: primeiros
registros de formacao de conidios. Barras de erro (EPM) ndo estéo visiveis por serem
pequenas.
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As maiores taxas de crescimento foram vistas para o fungo T. asperellum
FEV, no entanto seu micélio inicialmente era muito fino se comparado aos outros
(Figura 4-4). Apenas ap6s tomar toda a placa (9cm de diametro), o micélio desta
cepa se tornou mais denso e formou conidios (Figura 4-5). Para o A. niger 5J
(Figura 4-6), visualizou-se a olho nu conidios com cerca de 40h de incubacéo e
para o P. pedernalense F4B1 (Figura 4-7), com cerca de 90h. Comparando entre

os dois meios de cultivo, as taxas de crescimento sdo muito semelhantes para

P. pedernalense F4B1 e T. asperellum FEV.

Figura 4-4: Trichoderma asperellum apés 64h a 30°C em meio com bagaco in natura
(MBnA - a esquerda) e com bagaco tratado por exploséo a vapor (MBtA — a direita).

Figura 4-5: Trichoderma asperellum ap6s 87h a 30°C em meio com bagaco in natura
(MBnA — & esquerda) e com bagaco tratado por exploséo a vapor (MBtA — a direita).
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Figura 4-6: Aspergillus iger apos 64h a 30°C em meio com bagaco in natura (MBnA —
a esquerda) e com bagaco tratado por exploséo a vapor (MBtA — a direita).

ngpat
Figura 4-7: Penicillium pedernalense ap6s 238h a 30°C, em meio com bagaco in natura
(MBnA — a esquerda) e com bagaco tratado por exploséo a vapor (MBtA — a direita).
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4.3 EXPERIMENTO CINETICO INICIAL — COMPARACAO DE
BAGACOS E FUNGOS

4.3.1 UMIDADE INICIAL DO BAGACO
As umidades iniciais dos bagacos foram medidas por peso seco, como
descrito em 3.2.1. Para o bagaco tratado por explosao a vapor, a umidade foi de

5,727% e para o bagaco in natura, a umidade foi de 7,266%.

4.3.2 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Foi realizado um experimento de fermentacado inicial por 10 dias, para
verificar a capacidade de producdo das enzimas holoceluloliticas pelos trés
fungos que tiveram bons resultados de crescimento em placas de Petri com
meios contendo material lignocelulésico como Unica fonte de carbono:
Aspergillus niger 5J, Trichoderma asperellum FEV e Penicillium pedernalense
F4B1. Durante os experimentos, foi possivel observar crescimento consideravel
dos micélios fungicos em todos os cultivos. Apos os 10 dias de cultivo, os meios
sélidos foram extraidos, centrifugados e filtrados de acordo com o item 3.6.

A partir dos extratos filtrados, foram medidas as atividades enzimaticas
FPase, CMCase, endoxilanase e B-glicosidase. Foi feita uma ANOVA 2way para
cada dia, para cada enzima, de forma a comparar entre os fungos, bagacos e
suas interagcdes em cada dia. Apoés isso, foram feitas comparacdes mdltiplas
com a=0,1, considerando apenas as intera¢des significativas. Foram usados os
pos-testes de Tukey ou Sidak (Figura 4-8).

Os valores das atividades medidas, ndo descontadas do dia 0, estdo
apresentados na forma de tabelas no Apéndice 8.1 (Tabelas 8-1 a 8-4). As

tabelas das ANOVAs encontram-se no Apéndice 8.2 (Tabelas 8-5 a 8-8).
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Figura 4-8: Atividades enzimaticas produzidas por A. niger 5J, T. asperellum FEV e P.
pedernalense F4B1, com respectivas analises estatisticas. S&o apresentados 0s
resultados das comparagBes mdltiplas para os dias 5 (A), 7 (B) ou 10 (C). Sé&o
mostradas apenas as comparacfes par-a-par nas quais é alternada uma variavel por
vez. Onde ndo ha comparacdes, nao houve diferenca significativa (p>0,1). Barras de
erro: EPM. “EV”: bagaco pré-tratado por explos&o a vapor; “NT”: bagaco in natura.




Os resultados (Figura 4-8) mostram que entre os fungos estudados, T.
asperellum FEV apresentou as menores producdoes ou sem diferenca
significativa detectada, exceto na comparacao com P. pedernalense F4B1 para
producéo de B-glicosidase usando bagaco nédo tratado nos dias 5, 7 e 10.

Ja os melhores resultados foram da cepa de A. niger, que apresentou
producdes maiores do que os outros fungos, ou sem diferenca significativa em
todas as comparacfes. Apenas para atividades FPase e para endoxilanase
usando bagaco de cana in natura as meédias dos resultados de P. pedernalense
foram maiores que de A. niger, mas com p-valores maiores que 0,1. Quanto aos
bagacos usados, obteve-se atividades maiores ou semelhantes em quase todos
0s casos utilizando o bagaco in natura, exceto para producao de B-glicosidase
utilizando P. pedernalense.

Quanto aos tempos, nao é possivel comparar o dia 10 com os outros dias,
uma vez que a extragdo foi realizada de forma muito diferente. Para cada
enzima, foram realizados também analises de variancia 1way apenas com 0s
dados dos dias 5 e 7, todos lado a lado, e compara¢gdes multiplas apenas entre
os pares onde foi usado o mesmo fungo e bagaco, diferenciando apenas os dias
(e.g. “A. niger in natura dia 5” vs “A.niger in natura dia 7”). Todas essas
comparacoes rejeitaram a hipétese de médias iguais (a=0,1) e o menor p-valor
foi de p=0,23, para a comparacdo entre os dias 5 e 7 com P. pedernalense
usando bagaco pré-tratado por explosao a vapor.

As atividades apresentadas foram descontadas da média das atividades
no dia 0, entdo estes valores ndo foram explicitados nos graficos. Por isso, &
importante ressaltar que foram medidas atividades maiores nos dias 0 utilizando
bagaco tratado por exploséo a vapor do que no bagaco nao tratado (in natura).
Essas medidas fazem diferenca, especialmente para as andalises de FPase e
CMCase. Para FPase, a média das atividades no dia 0 foi de 1,02U/g usando o
bagaco pré-tratado, e 0,21U/g usando o bagaco in natura. Para CMCase, estes
valores foram, respectivamente, 1,17U/g e 0,10U/g. Novas amostras de tempos
0 foram preparadas, extraidas, filtradas e analisadas em diferentes laboratorios
(LEPM e LTM), com resultados semelhantes se repetindo. Para endoxilanase,
a meédia dos dias 0 usando bagago pré-tratado também foi um pouco maior do

gue para o bagaco in natura, mas esta diferenca foi muito pequena, se
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comparada ao valor total de atividade das amostras (40U/g). Para 3-glicosidase,
esse fendbmeno ndo aconteceu.

Em todas as analises desta secdo, as amostras apresentaram distribuicao
normal (Shapiro-Wilk p<0,5), exceto para as analises de B-glicosidase do dia 7,
em particular nas amostras de A. niger usando o bagaco pré-tratado e in natura
(Shapiro-Wilk p=0,0071 e 0,0327) e T. asperellum usando bagaco pré-tratado
(Shapiro-Wilk p=0,0201). Neste caso, os resultados das analises multiplas onde
a hipotese de médias iguais € rejeitada so foram considerados porque 0s p-
valores obtidos nas compara¢des multiplas sdo muito menores que o nivel de

significancia definido.

44 ESTUDO DE PARAMETROS DE FERMENTACAO:
PLANEJAMENTO FATORIAL

A partir dos resultados anteriores, foi realizado um planejamento fatorial
completo para o estudo de 3 fatores em dois niveis (22), com triplicata do ponto
central, usando apenas o fungo Aspergillus niger 5J e o bagaco de cana in
natura. Foram estudadas as variaveis concentracdo de extrato de levedura
preparado (medido como nitrogénio organico), concentracdo de NaNOs e
concentracdo inicial deconidios. Para estes experimentos, o pH inicial foi
medido, sendo este igual a 4,7. Foram dosadas as atividades FPase, CMCase,
B-glicosidase e endoxilanase.

A seqguir sdo apresentadas algumas fotografias dos cultivos, ap6s um, dois
e trés dias de fermentacdo em estado sélido, apresentando o crescimento do
micélio de Aspergillus niger 5J nos experimentos 9, 10 e 11, que correspondem
ao ponto central (Figuras 4.9 a 4.11). Ao longo das 72h de fermentacao,
observou-se que houve crescimento expressivo do miceélio fungico em todos os
experimentos. Isso pode ser verificado nas fotografias por meio do
escurecimento do bagaco, caracteristico da formacdo de conidios de

Asperqillus.
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Figura 4-9: Fotografias do experiento 9 (ponto central) do planejaento atorial 23
apos 1, 2 e 3 dias de fermentagcédo em estado sélido.

Figura 4-10: Fotografias do experimento 10 (ponto central) do planejamento fatorial 23
apos 1, 2 e 3 dias de fermentagdo em estado sélido.
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Figura 4-11: Fotografias do experimento 11 (ponto central) do planejamento fatorial 23
apos 1, 2 e 3 dias de fermentagcédo em estado sélido.

4.4.1 ATIVIDADES ENZIMATICAS

Os valores de atividade para cada enzima e experimento estdo
apresentados na forma das tabelas 8-9 até 8-12 (Apéndice 3). Aqui estdo
apresentados os resultados na forma de grafico para melhor visualizacao
(Figura 4-12, Figura 4-13, Figura 4-14 e Figura 4-15).
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Figura 4-12: Atividades FPase produzidas por A. niger 5J no experimento de
planejamento fatorial 23, com 3 pontos centrais. Barras de erro: EPM.
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Figura 4-13: Atividades CMCase produzidas por A. niger 5J no experimento de

planejamento fatorial 23, com 3 pontos centrais. Barras de erro: EPM.
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Figura 4-14. Atividades endoxilanase produzidas por A. niger 5J no
planejamento fatorial 23, com 3 pontos centrais. Barras de erro: EPM.
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Figura 4-15: Atividades B-glicosidase produzidas por A. niger 5J no experimento de
planejamento fatorial 23, com 3 pontos centrais. Barras de erro: EPM.

A partir desses resultados, observou-se que as maiores atividades
enzimaticas maximas (entre os experimentos 1 a 11) foram obtidas no 3° dia de
cultivo, exceto para a atividade FPase. Para esta atividade, o valor maximo foi
obtido no experimento 11, do dia 5, que faz parte das réplicas do ponto central.
No entanto, a média dessas réplicas (1,56U/g) foi menor do que o valor de
1,75U/g, obtido no experimento 3 deste mesmo dia, 0 qual teve as variaveis
codificadas (1; -1; 1). O valor maximo para CMCase, de 12,96U/g, ocorreu no
experimento 8 (-1; -1; -1) do dia 3. Para B-glicosidase, o0 maximo foi 7155U/qg,
ocorrido no experimento 1 do dia 3 (1; 1; 1). Para endoxilanase, o maximo de
888,0U/g foi alcancado no experimento 4 (1; -1; -1) do dia 3.

4.4.2 PRODUTIVIDADES DE ATIVIDADES ENZIMATICAS

Foram calculadas também as produtividades, ou seja, as atividades
enziméaticas obtidas por tempo de cultivo. Para isso, descontou-se os resultados
do dia 0 das amostras correspondentes e esses resultados foram divididos pelo
numero de dias de incubacédo, ajustados pelas horas exatas de retirada de

amostras.
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Figura 4-16: Produtividades de atividade FPase obtidas por A. niger 5J no experimento
de planejamento fatorial 23, com 3 pontos centrais. Barras de erro: EPM.
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Figura 4-17: Produtividades de atividade CMCase obtidas por A. niger 5J no
experimento de planejamento fatorial 23, com 3 pontos centrais. Barras de erro: EPM.
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Produtividade de atividade B-glicosidase

Figura 4-18: Produtividades de atividade [B-glicosidase obtidas por A. niger

por massa de bagaco (U-g™t-dia™)
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Figura 4-19: Produtividades de atividade endoxilanase obtidas por A. niger 5J no
experimento de planejamento fatorial 23, com 3 pontos centrais. Barras de erro: EPM.

A partir desses calculos, observa-se que os experimentos que levaram aos

valores maximos de produtividade sdo os mesmos que levaram aos valores

maximos de producédo, exceto para a produtividade de atividade FPase. Nesta,

0 maximo experimental encontra-se no ponto central do dia 5, com média de

0,30 U/g/dia. No entanto, este valor foi quase igual ao alcangado no experimento

2 (1; 1; -1), com diferenca apenas na quarta casa decimal. Para esta enzima, é

possivel observar também que a produtividade maxima obtida no dia 3 ocorreu
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no experimento 7 (1; -1; 1), que alcancou 0,27 U/g/dia, mesmo valor da média

das amostras do dia 5.

4.4.3 ANALISES DE VARIANCIA CONSIDERANDO TODOS OS FATORES
A partir das produtividades obtidas para o dia 3, foram feitas as analises
de variancia a partir do modelo de planejamento experimental fatorial. A seguir
sdo apresentados apenas os graficos de Pareto relativos as andlises de
variancia completas, incluindo todos os fatores e interacdes possiveis, tendo
como variaveis resposta (variaveis dependentes) a produtividade de cada
enzima. Com esses gréficos, é possivel visualizar quais variaveis independentes
provocam maiores alteracdes nas variaveis dependentes e com que grau de
significancia. Também pode-se observar em que sentido essas correlacdes
estdo, baseado nos valores dos efeitos estimados. A cada analise, obteve-se
também o coeficiente de determinacéo, ou de correlacdo (R?) e o valor desse
coeficiente ajustado pelo niumero de variaveis preditoras disponiveis no modelo
(R?ajustado). Essas duas medidas variam de 0 a 1 e demonstram maior ajuste ao

modelo quanto mais préximo de 1 estiverem.

(1)Extr Levedo --3,207

(3)In6eulo ‘-1,767
1by2 ‘ 1436
1by3 ‘ 1,154
2by3 ‘ 694

AE7XE] 567
Curvatr. ,252
(2)NaNO3 ,006

p:ll
Estimativa de Efeito Padronizada (Valor Absoluto)

Figura 4-20: grafico de Pareto completo da produtividade de atividade FPase obtida
com planejamento fatorial completo 23 com triplicata do ponto central.

O fator que interfere na produtividade de atividade FPase com maior

significancia € o extrato de levedura, com um efeito negativo, enquanto o fator
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mais distante de provocar alteracdes na varidvel dependente é o NaNOs. Para

este modelo, o valor de R? é 0,898 e R?justado € igual a 0,492.

(3)Indeulo
1by2
(2)NaNO3
Curvatr.

1%2*3

(1)Extr Levedo
1by3

2by3

‘-1,880

‘ 1,573

‘ -1,358

‘ 1,250

‘-1,242

!

Je

-,256

189

-,106

p=1

Estimativa de Efeito Padronizada (Valores Absolutos)

Figura 4-21: grafico de Pareto completo da produtividade de atividade CMCase obtida
com planejamento fatorial completo 2 com triplicata do ponto central.

Para CMCase a andlise de variancia considerando todas os fatores

possiveis apresentou um RZajustado Muito distante de 1 (0,235) e R?=0,847.

Nenhuma das variaveis teve efeito significativo sobre a produtividade da

atividade enziméatica.

(1)Extr Levedo

(2)NaNO3

1by3

1by2

(3)Inéculo

Curvatr.

1*2*3

2by3

10,561

2,06

1,99

1,50

-1,27

1,04

34

-2,80

p=

Al

Estimativa de Efeito Padronizada (Valor Absoluto)

Figura 4-22: grafico de Pareto completo da produtividade de atividade B-glicosidase
obtida com planejamento fatorial completo 23 com triplicata do ponto central.
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Para B-glicosidase, o extrato de levedura tem um efeito positivo e
altamente significativo. O NaNOs esta proximo de a, sendo apenas
marginalmente significativo. R?=0,985 e R?Zjustado=0,925, podendo ser

considerado um bom ajuste aos dados.

(2)NaNO3 | -7,16

(3)Indculo + -3,68

(1)Extr Levedo t+ 3,31

Curvatr. | 2,74

2by3 | 2,58

1by3 | 2,12

1by2 | -1,76

1*2*3 ¢ -13

p=,1
Estimativa de Efeito Padronizada (Valor Absoluto)

Figura 4-23: gréfico de Pareto completo da produtividade de atividade endoxilanase
obtida com planejamento fatorial completo 23 com triplicata do ponto central.

Para a produtividade de atividade endoxilanase, todas as variaveis
principais foram significativas, mas ndo as interagdes. A curvatura esteve
proxima de a, mas nao foi significativa. Os valores de R? e de RZjjustado foram

0,903 e 0,758, respectivamente.

4.4.4 ANALISES DE VARIANCIA E MODELOS SIMPLIFICADOS
BASEADOS NO PLANEJAMENTO FATORIAL 23

Apos essas anadlises, os modelos foram simplificados, removendo os

efeitos néo significativos com menores valores de p, um por vez, e tendo como

critério principal o valor de RZ?ajustado €, €m segundo lugar, a falta de ajuste ao

modelo (lack of fit). Isso porque o coeficiente de determinacéo ajustado permite

a comparacdo de ajuste ao modelo com diferentes niumeros de variaveis

preditoras, diferente do R? simples. Em todas as simplificacdes, algumas
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variaveis ndo significativas (p>0,1) ainda tiveram que ser consideradas no

modelo porque ao ignorar alguma delas, 0 R?ajustado diminuia.

Nas analises apresentadas, em nenhum dos casos a curvatura teve efeito

significativo e em nenhum momento durante todas essas simplificacfes isso

deixou de ser verdade. Entdo por fim, o efeito da curvatura também foi ignorado,

de forma que os modelos podem ser considerados lineares.

Tabela 4-2: Andlise de variancia (ANOVA) do modelo simplificado de produtividade de
atividade FPase obtida com planejamento fatorial completo 22 com triplicata do ponto
central. R?=0,8788; R%justado=0,7575.

Fator Somados Grausde Quadrado F p-valor
quadrados liberdade médio
(LExtrato ) 532691 1 0,033591 10,28475 0,085016
de Levedo
(3)ng_1o 0,010200 1 0,010200 3,12309 0,219224
(conidios)
1by 2 0,006738 1 0,006738 2,06305 0,287428
1by 3 0,004350 1 0,004350 1,33181 0,367761
2by 3 0,001574 1 0,001574 0,48185 0,559377
Falta de 0,001257 3 0,000419 0,12825 0,935194
ajuste
Erro puro 0,006532 2 0,003266
Total SS 0,064242 10
(1)Extr Levedo -3,21
(3)Inéeulo -1,77

1by2 1,44

1by3 -1,15

2by3 -,69

Estimativa de Efeito Padronizada (Valor Absoluto)

p=.1

Figura 4-24: gréfico de Pareto do modelo simplificado de produtividade de atividade

FPase obtida com planejamento fatorial completo 22 com triplicata do ponto central.

Simplificando o modelo, o0 mesmo fator continuou significativo, com efeito

no mesmo sentido: extrato de levedura. A coeficiente de determinacéo ajustado
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aumentou para RZajustado=0,757 € 0 R? simples diminuiu um pouco, para 0,879.
Além disso, a falta de ajuste (lack of fit) ndo foi significativa.

Tabela 4-3: Andlise de variancia (ANOVA) do modelo simplificado de produtividade de
atividade CMCase obtida com planejamento fatorial completo 2 com triplicata do ponto
central. R?=0,7239; RZjustado =0,4478.

Fator Soma dos Graus de Quadrado F p-valor
quadrados liberdade médio

(Bxtrato 4 515903 1 0,012903 0,065781 0,821553
de Levedo
(2)NaNO;  0,361705 1 0.361705 1,844017 0.307388
(3)Log10 0,693052 1 0,693052 3533267 0,200907
(conidios)
1%2 0485646 1 0,485646 2 475883 0.256252
1%2*3 0,302748 1 0,302748 1,543449 0,340017
Falta de 0.315595 3 0,105198 0,536314 0.702326
ajuste
Erro puro  0,392301 2 0,196151
Total SS 2563951 10
(3)Inéculo -1,880
1by2 1,573
(2)NaNO3 11,358
1*2*3 -1,242
(1)Extr Levedo -,256
p=1

Estimativa de Efeito Padronizada (Valor Absoluto)

Figura 4-25: grafico de Pareto do modelo simplificado de produtividade de atividade
CMCase obtida com planejamento fatorial completo 2 com triplicata do ponto central.

Para CMCase, apesar de ainda muito baixo, 0 RZajustado aumentou um
pouco com a simplificacédo, sendo este valor igual a 0,448 e R>=0,724. O p-valor
da falta de ajuste n&o apresentou significancia. Apesar disso, nenhum fator se
tornou significativo, o que significa que qualquer valor das variaveis no dominio

estudado leva & méxima producéo.
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Tabela 4-4: Andlise de variancia (ANOVA) do modelo simplificado de produtividade de
atividade B-glicosidase obtida com planejamento fatorial completo 23 com triplicata do
ponto central. R?>=0,9722; R?justado=0,9304.

Fator Soma dos Graus de Quadrado F p-valor
guadrados liberdade médio

(DExtrato ) o0/ 6a7 1 1684637 110,4813 0,008930
de Levedo
(2)NaNOs 119928 1 119928 7.8651 0,107103
(3)Log10 34256 1 34256 22465 0.272657
(conidios)
12 60399 1 60399 3,9611 0,184837
1*3 64521 1 64521 42314 0,175958
1%2+3 16368 1 16368 1,0734 0,409014
Falta de 26206 2 13103 0,8593 0,537836
ajuste
Erro puro 30496 2 15248
Total SS 2036811 10
(1)Extr Levedo 10,51
(2)NaNO3 | 12,80
1by3 | 206
1by2 | 1,99
(3)Inéculo 1,50
1273 | 1,04

p=1
Estimativa de Efeito Padronizada (Valor Absoluto)
Figura 4-26: grafico de Pareto do modelo simplificado de produtividade de atividade B-
glicosidase obtida com planejamento fatorial completo 22 com triplicata do ponto central.

Para B-glicosidase, o modelo simplificado apresentou R?=0,97216 e
RZajustado=0,9304, muito proximos da andlise de variancia envolvendo todos os
fatores. Apenas a variavel extrato de levedura foi significativa, com efeito
positivo. O nitrato de sddio esteve proximo do nivel de significancia, com

p=0,107, sendo apenas marginalmente significativo.
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Tabela 4-5: Andlise de variancia (ANOVA) do modelo simplificado de produtividade de
atividade endoxilanase obtida com planejamento fatorial completo 22 com triplicata do
ponto central. R?=0,9034; R?justado =0,7585.

Fator Soma dos Graus de Quadrado F p-valor
guadrados liberdade médio
(1)Extr Levedo 2998,44 1 2998,44 10,97307  0,080307
(2)NaNOs 14012,54 1 14012,54 51,28027  0,018948
(3)L0,g.1o 3494,53 1 3494,53 12,78859  0,070075
(conidios)
1*2 843,20 1 843,20 3,08577 0,221061
1*3 1227,03 1 1227,03 4,49044 0,168222
2*3 1812,59 1 1812,59 6,63334 0,123450
Falta de ajuste 2060,91 2 1030,45 3,77105 0,209598
Erro puro 546,51 2 273,25
Total SS 26995,74 10
(2)NaNO3 | -7.16
(3)Indculo t -3,58
(1)Extr Levedo 3,31
2by3 | 2,58
1by3 2,12
1by2 1,76
p=,1

Estimativa de Efeito Padronizada (Valor Absoluto)
Figura 4-27: grafico de Pareto do modelo simplificado de produtividade de atividade
endoxilanase obtida com planejamento fatorial completo 23 com triplicata do ponto
central.

Para endoxilanase, a concentracéo de nitrato de s6dio apresentou o maior
p-valor, com efeito no sentido negativo. Apds ele esta a quantidade de conidios
adicionada, também com efeito negativo e entdo a quantidade de extrato de
levedura, com efeito positivo. Nenhuma das interacbes entre fatores foi
significativa. R?=0,903 e RZajustado=0,758, demonstrando um ajuste do modelo
simplificado um pouco pior do que o modelo com todos os fatores. Isto ocorreu
apos o efeito da curvatura ser ignorado, o qual havia apresentado um p-valor
préximo do nivel de significancia definido (p=0,111), mas ainda nao significativo.

Apesar disso, esse efeito permaneceu sendo ignorado para que fosse possivel
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calcular os coeficientes de regressdo considerando valida a hipétese de
linearidade.

Assim, determinados os modelos, foi possivel calcular os efeitos estimados
dos fatores nas variaveis dependentes, bem como seus coeficientes de
regressdo. Com estes, € possivel estabelecer as equacgfes que correlacionam
os fatores com cada variavel dependente (Tabela 4-6). As estimativas de efeitos
sdo feitas com base no modelo normalizado, no qual as variaveis estdo no
intervalo entre -1 e 1. Também séo apresentadas as equacdes, com coeficientes
calculados com as varidveis normalizadas e absolutas (entre os intervalos

definidos no dominio - Tabela 3-1).

Tabela 4-6: Efeitos estimados, e equagdes obtidas com planejamento fatorial completo
23 com triplicata do ponto central. Eq norm: equacéo para fatores normalizados [-1;1].
Eq absol: equacgbes para os valores absolutos das variaveis, em termos de quantidade
adicionada por 5g de bagaco. “n/a”: fatores ignorados nos modelos. As variaveis
dependentes, na primeira coluna, sdo produtividades de atividade enzimatica (U/g/dia).
Em vermelho estéo os fatores significativos (p<0,1) em cada modelo.

Fatores
Linear I:j(t(rl') N"’Eg)o‘* '”‘2‘3:;"0 12 103 243 1%2%3
Efeito 0166  -0,130 n/a 00714 00580 -0,0466 -0,0281  n/a
@ p-valor 0,011 0,085 n/a 0,219 0,287 0,368 0,559 n/a
§ Eq norm y =,166 —,0648x; —,0357x5 +,0290x,x, —,0233x,x3 —,0140x,x3
Eq absol y =,268 +,00470x, +,0082x3 +,000017x;x, —,00233x;x3 —,00004x,x3
Efeito 3,44 -0,0803 0,425 -0,589 0,493 n/a nla -0,389
§ p-valor 0,002 0,822 0,307 0,201 0,256 n/a nla 0,340
% Eqg norm y = 3,44 —,0402x; —,213x, —,294x; +,246x,x, — ,194x;x,%;
© Egabsol  y =5,463 —,0341x; —,00323x, —,195x3 +,000328x,x, —,0000299x, x, x5
b Efeito 1713 918 -245 131 174 180 n/a 90,5
é p-valor 0,0005 0,009 0,107 0,273 0,185 0,176 n/a 0,409
§ Egnorm  y =1713 + 458,9x; — 122,4x, + 65,4x3 + 86,9x,x, + 89,8x; x5 + 45,2x;x,x3
mz'j.) Eqabsol y=1777 —5,980x; — 1,4x, — 69,3x3 —,0254x;x, + 6,45x;x5 +,0115x;x,%3
) Efeito 206 38,7 -83,7 -41,8 -20,5 24,8 -30,1 n/a
é p-valor 0,001 0,0803 0,0189 0,0701 0,221 0,168 0,123 n/a
g Eq norm y =206+ 19,4x; —41,9x, — 20,9x3 — 10,3x,x, — 12,4x;x3 — 15,1x,x3
'i Eq absol y =106+ 11,1x; +,388x, + 16,1x3 —,0057x,x, — 1,24x,x3 — ,0836x,x5
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A partir da informacao de que a curvatura nao foi significativa e o ajuste do
modelo foi bom para todas as produtividades, podemos considerar lineares 0s
modelos que descrevem a dependéncia da produtividade de cada enzima com
as variaveis independentes. Para determinar as condi¢des 6timas de producao,
o modelo é sempre utilizado. No caso de modelos lineares, podem ser levados
em conta os sinais (direcdo) das estimativas de efeito de cada fator, ja que
demonstram sua contribuicdo no célculo final da produtividade a partir do
modelo normalizado. Nesta analise e tomada de decisGes, pode-se olhar
apenas para os valores das variaveis com efeitos significativos (p<0,1) (valores
em vermelho - Tabela 4-6) e ignorar as outras variaveis.

Para a produtividade de endoxilanase, o efeito estimado da concentracéo
de extrato de levedura € positivo, enquanto os efeitos para a concentracéo de
NaNOs e de in6culo sdo negativos. Assim, o ponto maximo de produtividade de
atividade para a endoxilanase dentro do dominio estudado devera ocorrer no
valor maximo de extrato de levedura (25mgN/5g de bagaco), minimo de NaNOs
(40mg/5g de bagaco) e minimo de inéculo (10° conidios/5g de bagaco).

Tabela 4-7: Valores das variaveis independentes para produtividade maxima de
atividade endoxilanase dentro do dominio.

Variavel independente Valor no ponto maximo escolhido
Extrato de levedura 25 mgN/5g bagaco

NaNOs3 40mg/5g de bagaco

In6culo 2,5*10° conidios/5g de bagaco

Para a B-glicosidase o efeito estimado da concentracdo de extrato de
levedura também é positivo, entdo o valor maximo de extrato de levedura
(25mgN/5g de bagaco) deve ser o escolhido para sua producdo. Ja as
concentragdes de NaNOs e de conidios ndo foram significativas. Isso quer dizer
gue podem ser escolhidos quaisquer valores para essas variaveis dentro do
dominio estudado. A melhor escolha é o valor minimo de concentracdo de
NaNOs e de conidios, 0 que pode contribuir para diminuir o custo da producéo
e também representa a mesma condicdo de produtividade maxima de
endoxilanase (Tabela 4-7).

Para a CMCase o valor de cada variavel independente pode ser qualquer

um dentro do dominio, uma vez que nenhum dos fatores teve efeito significativo.
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Considerando que a producédo de todas as enzimas sera realizada ao mesmo
tempo, a melhor escolha é a que considera os mesmos valores escolhidos para
a B-glicosidase e endoxilanase (Tabela 4-7).

No entanto, para atividade FPase, o efeito estimado da concentracdo de
extrato de levedura € contrario a sua produtividade, o que estd em conflito com
os efeitos para B-glicosidase e endoxilanase. Em comparacdo com outros
resultados encontrados na literatura, a producdo de celulases totais neste
trabalho, medida pela atividade FPase, estd entre as mais baixas. Ja as
producbes de endoxilanase e B-glicosidase encontram-se proximas das mais
altas ja relatadas (GRIGOREVSKI-LIMA et al.,, 2013; KAUR et al., 2020;
MORAN-AGUILAR et al., 2021; TEIXEIRA et al., 2021). Assim, optou-se por
privilegiar estas duas ultimas enzimas nos experimentos subsequentes, com a

escolha do ponto maximo mencionada anteriormente (Tabela 4-7).

445 VALIDAQAO DO PONTO MAXIMO ESCOLHIDO

As condi¢des escolhidas para a producao foram: 72h de fermentacéo,
concentracdo de extrato de levedura de 25mgN/5g de bagaco, concentracao de
NaNOs de 40mg/5g de bagaco e concentracdo inicial de conidios de 10°
conidios/5g de bagaco. Os valores de atividade enzimatica previstos pelo
modelo para esta condicdo sao (obtidos multiplicando as produtividades
previstas pelo modelo por 3 dias): 0,370U/g para FPase; 10,8U/g para CMCase,;
6.312,0U/g para B-glicosidase; e 887,0U/g para endoxilanase. Para validar este
resultado, o experimento foi repetido nas mesmas condi¢cdes em quadruplicata.

Assim, apdés a fermentacdo por 72h, foram dosadas atividades
endoxilanase e p-glicosidase. Além disso, foram dosadas atividades [3-
xilosidase, com a finalidade de obter um quadro mais geral da producdo de
endoxilanase (Tabela 4-8 e Tabela 4-9). Atividades FPase e CMCase néo foram
dosadas, uma vez que o modelo indica produtividades mais baixas dessas
atividades, em comparagao com as outras e com a literatura. Adicionalmente,
foi realizada uma extracdo a mais, com 0 mesmo volume da anterior, para
avaliar a presencga de enzima remanescente no bagaco.

Tabela 4-8: Atividades enzimaticas obtidas na repeticdo do ponto maximo do
planejamento fatorial e sua estatistica descritiva.

Atividades enzimaticas (U/Q)
Endoxilanase B-xilosidase B-glicosidase
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Extr.1 Extr.2 Extr.1 Extr.2 Extr.1 Extr.2

Réplica A 572 292 3617 1066 3950 2159
RéplicaB 721 272 4643 855 4498 1991
Réplica C 713 242 4420 1213 5058 2240
Réplica D 759 244 3872 973 4430 2173
Média 691 263 4138 1027 4484 2141
Mediana 717 258 4146 1019 4464 2166
Desvio 81,7 23,8 4749 151,0 454,1 106,2
padrdo

EPM 40,8 11,9 2374 75,5 227,0 53,1

Tabela 4-9: Produtividades enzimaticas obtidas na repeticdo do ponto maximo do
planejamento fatorial e sua estatistica descritiva.
Produtividades (U/g/dia)
Endoxilanase B-xilosidase B-glicosidase
Extr.l Extr.2 Extr.l Extr.2 Extr.1 Extr.2

Réplica A 191 97 1206 355 1317 720
RéplicaB 240 91 1548 285 1499 664
Réplica C 238 81 1473 404 1686 747
Réplica D 253 81 1291 324 1477 724
Média 230 88 1379 342 1495 714
Mediana 239 86 1382 340 1488 722
Desvio 27,2 7,9 158 50,3 151 35,4
padrdo

EPM 13,6 4,0 79,1 25,2 75,7 17,7

As produtividades de atividades endoxilanase e B-glicosidase podem ser

comparadas com as predi¢cdes dos respectivos modelos (Tabela 4-10).

Tabela 4-10: Produtividades de atividade enzimatica experimentais e preditas pelo
modelo. Intervalos de confianca com a=0,1.
Produtividade (U/g/dia) — 12 extracdo somente
Experimento de validagdo Modelo do experimento fatorial

Média Interv. de Previsto Interv. de confianca
confianca
B-glicosidase 1495 (1317; 1673) 2104 (1751; 2457)
endoxilanase 230 (198,5; 262,5) 295,5 (251,2; 339,8)
B-xilosidase 1379 (1193; 1566)

Nessas comparacdes, apenas a primeira extracdo foi considerada, visto

gue o modelo também foi elaborado com apenas uma extracdo. O resultado
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previsto pelo modelo ndo foi reproduzido para [(-glicosidase nem para
endoxilanase, sendo observadas atividades abaixo do previsto. Mesmo com
nivel de confianga de 90% (a=0,1), em nenhum dos casos, a média do
experimento de validac&o esta dentro do intervalo de confianga do modelo, e o
valor central previsto pelo modelo também n&o esta dentro do intervalo de
confianga do experimento em nenhum dos casos. No caso da endoxilanase,
apesar de a média do experimento de validacédo ndo estar dentro do intervalo
de confianca do modelo, o valor maximo obtido entre as 4 réplicas (253 U/g/dia)

esta dentro do intervalo.
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5. DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DO EXTRATO DE LEVEDURA

O extrato de levedura é capaz de fornecer nitrogénio organico,
micronutrientes, vitaminas, aminoacidos e outros fatores de crescimento para
um processo fermentativo, 0 que motivou sua escolha como parte do meio de
cultivo. Grande parte da levedura residual produzida no Rio de Janeiro é
proveniente da industria cervejeira, uma vez que na industria sucroalcoleira,
pode-se utilizar o reciclo dessas células por mais geracoes. Por isso, optou-se
pela levedura cervejeira. No entanto, em um processo fermentativo
sucroalcoleiro, as células se multiplicardo e eventualmente também se tornardo
residuos. Isso abre a possibilidade do seu uso em um processo integrado de
producdo de enzimas on-site a partir de bagaco de cana para producédo de
etanol de segunda geragdao com parametros semelhantes aos estudados neste

trabalho.

5.1.1 AUTOLISE DE LEVEDURAS: AVALIAC}AO DO CHOQUE ACIDO E
TEMPO DE INCUBACAO

O experimento de autolise das leveduras foi baseado sobretudo no artigo
de (ALVES; DE SOUZA; DE OLIVA NETO, 2021). Nesse trabalho, também foi
utilizada uma levedura utilizada na producao de cerveja do tipo lagger (pilsen) e
aqui tentou-se reproduzir as condicbes 6timas da autélise obtidas naquele
trabalho: concentracdo de células secas durante a autédlise de 7,5% e
temperatura de 59°C. O éxito da autolise foi medido como nitrogénio organico.
No trabalho citado, obteve-se o maximo de nitrogénio organico com o uso de
um tratamento com choque 4&cido, utilizando 10uL de &cido sulfurico
concentrado por grama de células secas. No entanto, isso nao foi reproduzido
aqui. Além disso, no trabalho citado, a producdo méxima ocorreu em 48h,
enquanto no presente trabalho ndo houve diferenga entre esses tempos.

O proprio artigo discute que a autélise € caracterizada pela elevacao da
atividade de enzimas como quitinases, proteases, lipases, nucleases,
glicanases, manases, entre outras. Cada enzima tem temperaturas e pHs

otimos, de modo que a exposicdo a uma temperatura elevada ocasiona uma
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acdo enzimatica sinérgica que degrada a parede celular, organelas e
macromoléculas. Assim, todas essas caracteristicas podem variar muito
dependendo do mosto cervejeiro e da cepa de levedura utilizada. Além disso, o
artigo realiza um tratamento prévio para precipitacdo de peptideos (sobretudo
apolares) e outras moléculas relacionadas ao amargor (debittering) (HU et al.,
2023; RAHMA; RAO, 1984) por meio da lavagem com soluc¢éo diluida de NaOH
(seguida de mais uma lavagem com agua), o que nao foi realizado aqui. Isto
pode ter influenciado no resultado, uma vez que peptideos apolares nao
removidos neste processo podem ter facilitado a precipitacdo de outras
proteinas e sua remocéao na centrifugacéo pés-autdlise.

Ainda assim, a producdo maxima total de nitrogénio organico no
experimento foi de 39,1%, em massa de proteinas por células secas. Este
experimento se seguiu da autélise completa de quantidade maior de leveduras,
nas mesmas condi¢cdes da producdo maxima. Neste caso, o rendimento
alcancado foi de 44,7%. J4 o percentual de soélidos secos solubilizados e
extraidos no sobrenadante chegou a 59,36%. Esses numeros sdo mais altos
gue os resultados maximos do artigo de referéncia, que foram entre 36,8% e
41,2% de proteinas e entre 48,5% e 58,5% de soélidos extraidos. Assim, mesmo
sem o tratamento prévio de debittering e sem o tratamento com choque acido,

obteve-se rendimentos maiores que o esperado.

5.2 DETERMINACAO DAS TAXA DE CRESCIMENTO EM MEIOS
SOLIDIFICADOS

Os resultados obtidos para os testes em placas de Petri permitem a
comparacao de um mesmo fungo em diferentes meios de cultivos, no entanto,
a comparacao entre diferentes fungos deve ser feita com cautela, uma vez que
a medida do diametro foi utilizada como parametro de acompanhamento, mas
como sera exposto a seguir, o volume micelial aparente (ndo medido, apenas
verificado a olho nu) e outras caracteristicas das col6nias, como a formacao de
conidios, séo observagdes que também devem ser consideradas.

Observou-se que o crescimento do fungo Trichoderma asperellum FEV foi
0 mais rapido nos meios contendo bagaco como fonte de carbono. No entanto
seu micélio se apresentou muito fino e sem conidios até que a placa foi

completamente tomada, de forma que o volume de micélio aparente foi 0 menor
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entre os 3 fungos que apresentaram crescimento. Ja Aspergillus niger 5J e
Penicillium pedernalense F4B1 apresentaram micélios volumosos, mas P.
pedernalense F4B1 apresentou crescimento claramente mais lento e fase de
adaptacao mais longa.

Quanto as diferencas entre os bagacos, apenas A. niger apresentou
crescimento mais rpido em meio de cultivo contendo bagagco de cana pré-
tratado do que no bagaco in natura, o que pode ter varios significados. Algumas
possibilidades seriam: (1) este fungo teria baixa producéo de ligninases, o que
seria um problema menor no bagaco pré-tratado, pois este tem fibras mais
desestruturadas; (2) o fungo teria producao mais alta de endo-glicanases do que
de outras celulases, de forma que o bagaco a celulose mais acessivel (pré-
tratado) estaria mais suscetivel em um primeiro momento; (3) o fungo teria baixa
producdo de hemicelulases, o que permitiria um crescimento maior em bagaco
pré-tratado, com menor teor de hemicelulose e maior e acesso a celulose. Além
dessas, pode haver outros fatores, relacionados a regulacdo da producéo de
enzimas na presenca de diferentes propor¢cdes entre fontes de carbono, entre
outras possibilidades. Quanto a possibilidade (3), sabe-se que os fungos do
género Aspergillus sdo bons produtores de hemicelulases (Tabela 5-2). Apesar
disso, dadas essas hipéteses, ndo é possivel chegar a uma conclusao sobre o

motivo dessa diferenca apenas com esse experimento.

5.3 EXPERIMENTO CINETICO INICIAL — COMPARACAO DE
BAGACOS E FUNGOS

O experimento cinético inicial, que comparou diferentes fungos, tempos de
cultivo e o bagaco pré tratado e in natura teve como ponto de partida os
resultados obtidos por DA SILVA (2021), que produziu holocelulases utilizando
Aspergillus niger 5J. A partir deste trabalho, definiu-se a quantidade inicial de
conidios, a quantidade de bagaco por frasco e a umidade inicial. A solugcéo de
sais de Mandel partiu do trabalho de LIN et al. (2011). J&4 a quantidade de extrato
de levedura foi uma estimativa préxima a média encontrada em diferentes
trabalhos, convertidos para quantidade de nitrogénio organico (DESAI; IYER,
2020; FARRAG; EL-HAW; AL-BOKHOMY, 2021; MARTINEZ-PACHECO et al.,
2020; NANJUNDASWAMY; OKEKE, 2020; NAVANEETHAPANDIAN et al.,
2021; NAWAZ et al., 2018).
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O fungo que produziu, de modo geral, menores atividades enzimaticas foi
T. asperellum FEV, o que corrobora o resultado do teste anterior em placas de
Petri, no qual o micélio fungico observado foi muito fino até que preenchesse
toda a placa. Apenas em um caso este fungo conseguiu superar a producao de
alguma atividade enzimética: [-glicosidase, em comparacdo com P.
pedernalense F4B1, utilizando baga¢o de cana in natura. Esse resultado &
intrigante porque normalmente os fungos do género Trichoderma ndo séo bons
produtores de B-glicosidase (VAISHNAV et al., 2018). No entanto, essa
comparacao deve levar em consideracao que as producdes dessa enzima foram
muito baixas para Penicillium em todos os tempos de fermentacéo, o que nao
ocorreu ao utilizar o bagaco de cana pré-tratado. Ou seja, para que este fungo
produza essa enzima, aparentemente € necessario o pré-tratamento do bagaco.

O oposto ocorreu para a producédo de endoxilanase por P. pedernalense
F4B1: as atividades foram maiores no bagaco in natura. Isto pode ser explicado
pelo maior teor de hemicelulose (FOCKINK; SANCHEZ; RAMOS, 2018),
constituida majoritariamente por xilana, neste bagaco. Esta combinacédo de
fungo e bagaco produziu nos dias sétimo e décimo, as maiores atividades
médias de endoxilanase entre todas as andlises. Apesar disso, ndo foi possivel
verificar diferenca significativa (p>0,1) entre esses resultados e o0s obtidos para
A. niger 5J em nenhum dos dias avaliados, de modo que esta diferenca pode se
dever apenas ao erro de analise. O fungo T. asperellum FEV também produziu
mais endoxilanase no bagaco in natura, possivelmente pelo mesmo motivo
elucidado.

A cepa Aspergillus niger 5J produziu, de modo geral, as maiores atividades
enziméaticas, em todos 0s casos, exceto o citado acima e também para FPase.
Para essa atividade enzimatica, os valores médios produzidos por P.
pedernalense F4B1 foram maiores em ambos os bagacos e em todos os dias.
Apesar disso, ndo foi possivel verificar diferenca significativa (p>0,1), entdo essa
diferenca pode ter ocorrido apenas devido ao erro experimental.

Diferente dos outros, A. niger 5J foi praticamente insensivel a diferencas
no bagago para a producao de B-glicosidase e endoxilanase. O mesmo nédo
aconteceu para FPase e CMCase.

Todos os fungos apresentaram producdo maior de FPase no bagaco in
natura que no bagago pré-tratado, com diferengas significativas detectadas para
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os dias 5 e 7, exceto para T. asperellum FEV no dia 7. Para CMCase, houve
uma tendéncia de producao maior no bagaco in natura, que se repetiu em todos
0s tempos, para os fungos A. niger 5J e P. pedernalense F4B1. No entanto, a
diferenca foi pequena e apenas no valor da média, podendo ter ocorrido devido
ao erro experimental (p>0,1).

A estimacdo do crescimento da biomassa fangica em fermentacdo em
estado sdlido pode ser feita, mas envolve processos caros ou dificeis de serem
escalonados, como dosagem de N-acetil-glicosamina, que compde a parede
celular fungica, e a aplicacdo do PCR quantitativo (AIDOO; HENDRY; WOOD,
1981; SIMENG et al., 2015). Nesse contexto, a comparagdo com taxas de
crescimento em meio solidificado, apesar de limitada, pode ser util para buscar
entender o processo. Como o micélio fungico de T. asperellum FEV era muito
fino até cobrir todo o meio de cultivo, as comparacgfes a seguir se limitardo a P.
pedernalense F4B1 e A. niger 5J.

O crescimento do fungo P. pedernalense F4B1 em meio solidificado foi
mais lento que A. niger 5J. Apesar disso, as producfes de enzimas por estes
fungos estiveram préximas. Além disso, devido a este crescimento mais lento,
seria esperado observar diferengas entre os dias 5 e 7 para o P. pedernalense
F4B1, o que néo foi visto, indicando que a producdo de enzimas pode nao estar
associada a taxa de crescimento neste fungo.

Para A. niger 5J, a maior atividade [B-glicosidase média foi 2348U/g,
produzida no décimo dia com bagaco pré-tratado, e as maiores atividades
FPase, CMCase e endoxilanase, obtidas também no décimo dia, mas usando o
bagaco in natura, foram 2,48U/g, 5,38U/g e 590U/g, respectivamente (apds
descontadas da atividade média no dia 0). Ja KAUR et al. (2020) utilizou A. niger
P-19 em bagaco de cana, por fermentacdo em estado sélido e obteve as
atividades p-glicosidase, FPase, CMCase e endoxilanase, iguais a,
respectivamente, 2,81U/g, 7,15 Ul/g, 12,15U/g e 138U/g. Comparando esses
dados com as producdes de A. niger 5J, observa-se que esse € melhor produtor
de B-glicosidase e endoxilanase do que de endoglucanase (atividade CMCase)

e celulases totais (atividade FPase).
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54 ESTUDO DE PARAMETROS DE FERMENTACAO:
PLANEJAMENTO FATORIAL

A partir dos resultados obtidos no estudo cinético que comparou diferentes
fungos e bagacos, conclui-se que as maiores atividade enzimaticas foram
obtidas usando A. niger 5J com bagaco de cana in natura. O primeiro tempo de
fermentacao utilizado nesses estudos cinéticos foi de 5 dias e é possivel que
antes desse dia a producao de algumas enzimas tenha sido maior utilizando o
bagaco tratado por explosdo a vapor, sobretudo para as atividades FPase e
CMCase. Ainda assim, considera-se que a utilizacao do bagaco in natura € mais
apropriada, pois se o pré-tratamento for desnecessario, 0s custos do processo
em uma usina ou biorrefinaria serdo reduzidos sensivelmente.

Para a escolha do dominio do processo, foram levados em conta alguns
trabalhos que utilizaram quantidades iniciais de conidios proximos a faixa
escolhida no presente trabalho (DA SILVA, 2021; KAUR et al., 2020; MORAN-
AGUILAR et al., 2021b). As quantidades de extrato de levedura foram definidas
tendo o experimento anterior como ponto central, enquanto para a quantidade

adicionada de NaNOs, tomou-se 0 experimento anterior como 0 ponto minimo.

5.4.1 ATIVIDADES ENZIMATICAS

Em principio, podem ser analisadas as cinéticas das atividades obtidas
para cada enzima. Para atividade de FPase, a maioria dos experimentos
mostrou um padréo de atividade maior para o quinto dia do que para o terceiro,
seguido de queda constante nos dias seguintes. As excec¢des foram o0s
experimentos 4 e 7, que tiveram aumentos no do sétimo para o décimo dia.
Esses experimentos tém em comum somente a quantidade de NaNOs
adicionado, que foi minima (40mg/5g de bagaco), enquanto 0s outros
parametros foram opostos. A maior producéao foi obtida no experimento 3, quinto
dia (1,75U/g), que recebeu o maximo de extrato de levedura e o minimo dos

outros parametros (Figura 5-1).
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Figura 5-1: Cinética de producédo de FPase para algumas amostras e ponto central no
experimento de planejamento fatorial 23, com triplicata do ponto central. Barras de
erro: EPM.

Para CMCase, em todos os experimentos, a cinética foi de producao
maxima no terceiro dia, drastica queda do terceiro para o quinto dia, seguida de
estabilizacdo ou ligeira queda do quinto dia para os dias subsequentes. A maior
producéo foi obtida no experimento 8, terceiro dia (12,96U/g), que recebeu a

quantidade minima de todos os parametros (Figura 5-2).
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Figura 5-2: Cinética de producdo de CMCase para algumas amostras e ponto central
no experimento de planejamento fatorial 23, com triplicata do ponto central. Barras de
erro: EPM.
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Para B-glicosidase, as cinéticas da maioria dos experimentos também
apresentaram maximas no terceiro dia, seguidas de queda. Duas excecdes
foram os experimentos 5 e 6, nos quais as producdes do terceiro dia foram as
menores entre todos 0s experimentos neste tempo e muito proximas ao obtido
nos dias subsequentes. Esses dois experimentos tém em comum a quantidade
minima de extrato de levedura e méaxima de NaNOs. Além desses, 0s
experimentos 2 e 7 apresentaram aumentos da atividade enzimatica depois da
gueda, ou seja, depois do quinto dia. Para o experimento 2, houve aumento
entre o quinto e sétimo dia; e o experimento 7 apresentou aumento do sétimo
para o décimo dia. Apesar disso, esses dois experimentos ndo tém nada em
comum. O experimento 2 recebeu o maximo de extrato de levedura, maximo de
NaNOs e minimo de inéculo, enquanto o experimento 7 recebeu o oposto desses
parametros. A maior producdo foi obtida no experimento 1, terceiro dia
(7.155U/g), que recebeu a quantidade maxima de todos os parametros (Figura
5-3).
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Figura 5-3: Cinética de producgao de B-glicosidase para algumas amostras e ponto
central no experimento de planejamento fatorial 23, com triplicata do ponto central.
Barras de erro: EPM.

Para atividade endoxilanase, a maioria dos experimentos teve seu maximo
no terceiro dia. O experimento 1 foi uma excecéo, pois teve aumento do terceiro
para o quinto dia, seguido de pouca variacdo. Este recebeu a quantidade
maxima de todas as variaveis. Além desse, 0s experimentos 2 e 5, tiveram

maximos no quinto dia, seguidos de quedas nos dias subsequentes. Apesar
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dessa semelhanca, os valores absolutos das atividades do experimento 2 foram
maiores que do experimento 5. Esses dois experimentos s6 tém em comum a
guantidade de NaNOs, que foi maxima. Ja a quantidade de extrato de levedura
foi maxima no experimento 2 e minima no experimento 5, enquanto inéculo
usado foi o0 minimo no experimento 2 e maximo no experimento 5. A maior
producéo foi obtida no experimento 4, terceiro dia (888,0 U/g), que recebeu o

maximo de extrato de levedura e minimo dos outros parametros (Figura 5-4).
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Figura 5-4: Cinética de producao de endoxilanase para algumas amostras e ponto
central no experimento de planejamento fatorial 23, com triplicata do ponto central.
Barras de erro: EPM.

A partir desses resultados, € possivel afirmar que o melhor dia para a
producdo da maioria das enzimas € o terceiro. A FPase é a Unica excecdo, que

apresentou atividades maiores no quinto dia.

5.4.2 PRODUTIVIDADES DE ATIVIDADES ENZIMATICAS

A produtividade € uma forma usual de medir a performance de um
processo fermentativo, pois representa quanto de um produto pode ser obtido
por tempo (SCHMIDELL et al., 2001). No presente trabalho, foi possivel verificar
gue as produtividades maximas e médias de quase todas as enzimas ocorrem
no terceiro dia de fermentacéo, exceto para FPase. No entanto, como ja foi
discutido anteriormente (se¢ao 5.3), A. niger 5J ndo foi um bom produtor destas
enzimas nas condi¢des de cultivo utilizadas até aqui. O mesmo ocorreu em um

trabalho anterior, no qual foram dosadas holocelulases produzidas por este
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fungo utilizando o fruto da fava d’anta (Dimorphandra mollis) como substrato (DA
SILVA, 2021). Assim, optou-se por privilegiar as outras enzimas e realizar as
analises subsequentes considerando apenas as produtividades obtidas no

terceiro dia.

5.4.3 ANALISES DE VARIANCIA E MODELOS BASEADOS NO
PLANEJAMENTO FATORIAL 23

A partir das analises de variancia considerando todos os fatores, verificou-
se que, para todas as enzimas, nenhuma das curvaturas checadas tiveram
efeito significativo nas varidveis de resposta (p>0,1). Assim, foi possivel
considerar que no dominio estudado, o modelo € linear. Isso significa dizer que,
dentro do dominio estudado n&o deve haver curvatura, entdo ndo haveria
inflexdo, ponto de maximo ou minimo dentro desse dominio, o que do contrario
caracterizaria um modelo quadratico e seriam necessarios mais experimentos
para a determinacdo do modelo.

O coeficiente de determinacdo ajustado (RZajustado) indica a correlacéo entre
as variaveis independentes (fatores) e a variavel dependente (produtividade
enzimatica). Ou seja, significa o quanto da variacdo das produtividades
enziméaticas pode ser explicado pela variacao dos fatores. Apés a simplificacédo
dos modelos e a consideracdo de linearidade, obteve-se os seguintes valores
de RZjustado para cada produtividade de atividade enzimatica: FPase, 0,7575;
CMCase, 0,4478; B-glicosidase, 0,9304; endoxilanase, 0,7585. Considera-se
gue para sistemas complexos como os bioldgicos, valores acima de 0,7 indicam
a existéncia de correlacdo. Tendo um valor de RZ3justado abaixo disso, segundo o
modelo, a produtividade de CMCase nédo foi impactada de forma linear pela
variacdo dos fatores.

Desta forma, considerando que ndo ha inflexdo dentro do dominio
estudado, para as produtividades de atividade FPase, B-glicosidase e
endoxilanase, entende-se que o ponto 6timo para as variaveis estudadas no
dominio estudado estara exatamente nos limites desse dominio. Ja para
CMCase, 0 R?justado € Nnenhum fator teve efeito significativo (p>0,1). Assim, é
possivel que todo o dominio amostral esteja em um platd constante de

produtividade para esta atividade enzimatica. Dessa forma, nenhuma variacao
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seria percebida e o modelo estaria tentando se ajustar somente ao ruido
experimental.

As interacdes entre os fatores estudados ndo foram significativas para
nenhuma das produtividades de atividades enzimaticas. Quanto aos fatores
principais, a avaliacdo de quais foram significativos para cada enzima esta
explicitada no item 4.4.4. Para CMCase, nenhum dos fatores principais foi
significativo. Ja para FPase e B-glicosidase, o fator extrato de levedura foi
significativo, porém com efeitos estimados em sentidos opostos: no sentido
negativo para FPase e positivo para B-glicosidase. Assim, entende-se que, no
dominio estudado, os fatores concentracdo de NaNOs e concentracgao inicial de
conidios nao tém efeito na producéo das celulases.

Para endoxilanase, todos os fatores principais foram significativos, com
efeito estimado positivo para extrato de levedura e negativo para NaNOs e
concentracéo inicial de in6culo.

E interessante observar as diferencas nos efeitos do extrato de levedura e
NaNOs em cada atividade enzimatica obtida, considerando que ambos séo
fontes de nitrogénio. Para compreender isso, € necessario levar em conta que
o extrato de levedura também é fonte de diversos fatores de crescimento,
nucleotideos, minerais e vitaminas (ALVES; DE SOUZA; DE OLIVA NETO,
2021), além de peptideos bioativos, compostos volateis, entre outras
substancias (DEMIRGUL et al., 2022; MIRZAEI et al., 2021). Esse conjunto
complexo de componentes pode ter impactos diversos no crescimento fangico
e producdo de enzimas.

Outra diferenca entre o extrato de levedura e o NaNOs é a forma como eles
fornecem nitrogénio para as células. O extrato de levedura € um componente
complexo e seu nitrogénio esta associado principalmente a aminoacidos. Assim,
sua entrada no metabolismo dos fungos ndo passa pelas etapas que o nitrato
precisa passar, que incluem sua redugcdo a amoénia, sintese de glutamato,
seguida de glutamina, da qual derivam os outros aminoacidos (NELSON; COX,
2014). Segundo TUDZYNSKI et al. (2014), NH4* ou aminoacidos como
glutamina séo fontes de nitrogénio favorecidas energeticamente, consumidos
preferencialmente, em contraponto a fontes que exigem maior custo energeético,

como nitrato, ureia, acido urico, aminas, amidas, purinas e pirimidinas.
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Os valores de atividade enzimatica previstos pelo modelo com os
parametros escolhidos (Tabela 4-7) e trés dias de cultivo foram: 0,370U/g para
FPase; 10,8U/g para CMCase; 6312U/g para B-glicosidase; e 887U/g para

endoxilanase.
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5.4.4 VALIDACAO DO PONTO MAXIMO ESCOLHIDO

Muitos outros estudos foram feitos com producéo de celulases e xilanases
por FES (Tabela 5-1 e Tabela 5-2).

Tabela 5-1: Atividades celulases de alguns trabalhos encontrados na literatura.

Referéncia

Substrato

Fungo

Atividade (U/g de substrato)
e tempo de cultivo em dias

FPase CMCase B-glicosidase

(KAUR et al., Bagacgo de cana  A. niger P-19 7,15 (5d) 12,15 2,81 (5d)
2020) (5d)
(KAUR et al., Palhadearroz  A. niger P-19 68,95 25,12 34,45 (5d)
2020) (5d) (5d)
(KAUR et al., Farelode trigo  A. niger P-19 58,35 15,72 22,25 (5d)
2020) (5d) (5d)
(DHILLON etal.,  Bagago de A. niger NRRL- 133,68 172,31 60,09 (2d)
2012) maca 567 (2d) (2d)
(GAO etal., 2008) Palhade milho  Aspergillus 243 (4d) 581 (4d) 128 (4d)

terreus M11
(HERCULANO et Ferelode Aspergillus 9534 191,6 88,3 (5d)
al., 2011) mamona japonicas (5d) (5d)

URM5620
(KALOGERIS et Palha de trigo Thermoascus - 1235 (7d) 105 (7d)
al., 2003) aurantiacus
(KANG et al., Palha de arroz A niger KK2 19,5 (4d) 129 (5d) 100 (6d)
2004)
(SANDHU et al., Palha de arroz/  A. niger HN-1 36,7 (4d) 416,3 252,3 (4d)
2013) bagaco de trigo (4d)

(4:1)

(CAMASSOLA; Bagago de cana  Penicillium 45,82 290,47 40,13 (30d)
DILLON, 2010) e palhade trigo  echinulatum (3d) (3d)

9A02S1
(GUTIERREZ- Bagago de cana  Trichoderma 13,3 (3d) 22,6 (4d) 9,1 (4d)
CORREA; reesei LM-UC4E1
TENGERDY,
1997, 1998)
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Tabela 5-2: Atividades xilanases de alguns trabalhos encontrados na literatura.
Atividade em U/g de substrato

Referéncia Substrato Fungo (tempo de cultivo em dias)
Endoxilanase B-xiloxidase

(KAUR et al., 2020) Bagaco de A. niger P-19 138,16 (5d) -

cana
(KAUR et al., 2020) Palha de arroz  A. niger P-19 536,45 (5d) -
(KAUR et al., 2020) Farelo de trigo  A. niger P-19 615,69 (5d) -
(MORAN-AGUILAR et Dreche A. niger CECT 2210,23 (5d) -
al., 2021) cervejeira 2700
(DHILLON et al., Bagaco de A. niger NRRL-567  1412,58 (3d) -
2012) maca
(KANG et al., 2004) Palhade arroz  A. niger KK2 5070 (5d) 193 (6d)
(SANDHU et al., Palha de arroz/  A. niger HN-1 2593,5 (4d) 8,9 (4d)
2013) bagaco de

trigo (4:1)
(LEMOS; MARIA; Bagaco de Aspergillus 1125 (2,5d) 87,5 (2,5d)
PEREIRA, 2001) cana awamori NRRL

3112

(CAMASSOLA; Bagaco de P. echinulatum 37,87 (3d) -
DILLON, 2010) cana e palha 9A02S1

de trigo
(GUTIERREZ- Bagaco de T. reesei LM- 1968 (3d) -
CORREA; cana UCA4E1
TENGERDY, 1997,
1998)

A partir dos resultados do planejamento fatorial, constatou-se que o A.
niger 5J, aliado as condi¢des de cultivo utilizadas, produziu pouca quantidade
de endo e exo-celulases, mas apresentou quantidades altas das outras
enzimas. De fato, as maiores atividades FPase e CMCase encontradas no
planejamento fatorial (secdo 5.4.1) sdo menores que todos os valores
apresentados na Tabela 5-1.

Assim, foi feita uma validacdo das condi¢cdes de cultivo escolhidas,
repetindo os mesmos parametros, mas sem analisar FPase e CMCase. Ao invés
disso, foi analisada uma atividade enzimatica adicional: B-xilosidase. As
produtividades obtidas para B-glicosidase, endoxilanase e B-xilosidase, com
intervalos de confianga dados com nivel de significancia o=0,1, foram,
respectivamente (U/g/dia): 1.495+178; 230+32,5; e 1.379+187. Em termos de
atividade com 3 dias de producéo, isto equivale a, respectivamente (U/g): 4.484
(B-glicosidase); 691 (endoxilanase); e 4.138 (B-xilosidase). Comparando esses
valores com os obtidos em trabalhos anteriores (Tabela 5-1 e Tabela 5-2),

observa-se que a endoxilanase produzida nessa validagcao esta proxima a média
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desses trabalhos, sendo uma producéo relevante, enquanto as atividades (-
glicosidase e B-xilosidase do presente trabalho estdo muito acima dos valores
gue ja foram obtidos. As produtividades obtidas na validagéo ficaram abaixo do
previsto pelo modelo, provavelmente devido a diferencas no bagaco de cana.
Diferente de outros trabalhos na literatura (Tabela 5-1 e Tabela 5-2), aqui optou-
se por nao realizar a moagem deste substrato, de modo que o mesmo
apresentou tamanhos de particula muito variados. Esta estratégia foi adotada
na tentativa de obter uma melhor representacdo do que poderia ocorrer em uma
aplicacdo em processo real. No entanto, a desvantagem foi a menor
homogeneidade entre as amostras, mesmo com procedimentos de
homogeneizacdo do material particulado e uso de vidrarias iguais (Erlenmeyers
da mesma marca, geometria e tamanho). Além disso, foram usados bagacos de
lotes diferentes, armazenados por tempos diferentes, para o planejamento
fatorial e para a validacéo, apesar de serem ambos provenientes do Laboratorio
Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE/CNPEM).

Atualmente, a maior parte da celulase comercial é obtida utilizando
Trichoderma reesei. No entanto, as enzimas deste fungo tém sido
complementadas com 3-glicosidase produzida por outros fungos, por exemplo,
do género Aspergillus (GHAZALI et al., 2019). De fato, segundo VAISHNAYV et
al. (2018), o produto Cellic® Ctec2, da empresa Novozyme, apresenta melhor
performance do que seu antecessor na linha de celulases dessa empresa, o
Celluclast®. Os autores atribuem essa melhoria a uma maior quantidade de B-
glicosidase no produto atualizado. Este aumento é necessario para evitar a
inibicdo por produto que pode acontecer no processo enzimatico com acumulo
do dissacarideo celobiose, o qual é capaz de inibir as atividades exoglucanases
(medidas junto com as celulases totais por meio da atividade FPase) e
endoglucanases (CMCase) (LIN et al., 2023). Ou seja, a suplementacdo de
outras enzimas celuloliticas € uma boa possibilidade de aplicacdo do extrato
enzimatico obtido no presente trabalho.

Tendo em vista essa proposta, uma quantidade apreciavel de xilanases
também pode ajudar na suplementagdo de celulases comerciais. Segundo
ROTH; HOELTZ; BENITEZ (2020), a suplementacéo de uma mistura enzimatica
gue continha apenas celulases com xilanases foi capaz de aumentar em 25% a

sacarificacéo de palha de arroz pré-tratada com alcali.
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Segundo ROHMAN; DIJKSTRA; PUSPANINGSIH (2019), a B-xilosidase é
responsavel pela hidrélise de mais ligagbes glicosidicas do que qualquer outra
enzima xilanolitica. Além disso, os mesmos autores dizem que essas enzimas
hidrolisam xilo-oligossacarideos, que sédo potentes inibidores de xilanases e
celulases. Desta forma, a suplementacdo dessas enzimas junto com outras
holocelulases também pode gerar um conjunto de enzimas mais eficiente para

a hidrélise de hexoses e pentoses no material lignocelulésico.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

E possivel obter extrato de levedura a partir de levedura residual de
processo cervejeiro do tipo lagger (pilsen), com eficiéncia maior do que o
relatado anteriormente (44,7% de proteinas e 59,4% de sdlidos extraidos da
massa seca inicial) a 59°C por 24h, sob agitacdo, sem necessidade de
tratamentos adicionais.

O novo isolado fungico Aspergillus niger 5J € o melhor produtor de
holocelulases dentre os diferentes fungos testados. Utilizando esse fungo, é
possivel obter boa producdo de holocelulases a partir de bagaco de cana in
natura como substrato por fermentacdo em estado sélido

Por meio de planejamento fatorial utilizando A. niger 5J e considerando a
cinética da fermentacédo, a melhor condicdo para obtencdo de B-glicosidase e
endoxilanase dentro do dominio experimental é a fermentacéo por trés dias,
utilizando (para 5g de bagaco): 25mgN de extrato de levedura, 40mg de NaNOs,
2,5-10° conidios. No entanto, o fungo apresenta baixas produtividades de
CMCase e FPase.

O extrato de levedura obtido a partir de levedura residual da industria
cervejeira tem efeito positivo sobre a produgédo da maioria das holocelulases
analisadas, no dominio experimental estudado.

A enzima endoxilanase (691U/g) é produzida com bom rendimento e as
enzimas B-glicosidase (4.138U/g) e B-xilosidase (4.484U/g) sdo obtidas com
rendimentos excepcionais utilizando o fungo e as condi¢gbes selecionadas no
trabalho, se comparados a outros dados da literatura. Assim, considera-se que
0s extratos enzimaticos obtidos tém aplicacbes potenciais, sobretudo para
suplementacao de outras misturas enzimaticas.

Nesse sentido algumas perspectivas futuras incluem testes de estabilidade
dessas enzimas, estudo dos pontos 6timos de temperatura e pH de atividade,
purificacdo ou enriquecimento, testes de hidrélise de material lignoceluldsico em
conjunto com outras enzimas comerciais e busca de parcerias para producéo,
imobilizacdo e funcionalizagdo das enzimas purificadas. Além disso, pode-se
estudar o co-cultivo, sobretudo com outros microrganismos que sejam bons

produtores de exo e endo celulases.
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8. APENDICES

8.1 APENDICE

1: ATIVIDADES

ENZIMATICAS

NO

EXPERIMENTO CINETICO INICIAL — COMPARACAO DE
BAGACOS E FUNGOS

Tabela 8-1: Atividades FPase produzidas por A. niger 5J, T. asperellum FEV e P.

pedernalense F4B1.

Aspergillus niger 5J

Bagaco: Exploséo a vapor

Bagaco: In natura

Dia0 1,006 1,106 0,940 0,131 0,270 0,237
5°dia 1,810 1,444 1,613 1,618 1,648 1,896
7°dia 1,981 1,547 1,700 1,744 1,369 1,540
10°dia 2,302 2,377 2,255 2,452 2,761 2,958
Penicillium pedernalense F4B1
Bagaco: Exploséo a vapor Bagaco: In natura
Dia0 1,006 1,106 0,940 0,131 0,270 0,237
5°dia 1,639 2,194 1,828 1,927 2,009 1,278
7°dia 1,899 2,016 2,340 1,880 1,946 1,995
10°dia 1,974 3,755 2,958 1,064 3,258 3,732
Trichoderma asperellum FEV
Bagaco: Exploséo a vapor Bagaco: In natura
Dia0 1,006 1,106 0,940 0,131 0,270 0,237
5°dia 1,484 1,768 1,601 1,252 1,329 1,578
7°dia 1,568 1,542 1,896 0,952 1,275 1,744
10°dia 1,050 - 2,384 - 1,852 2,307
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Tabela 8-2: Atividades CMCase produzidas por A. niger 5J, T. asperellum FEV e P.
pedernalense F4B1.

Aspergillus niger 5J

Bagaco: Exploséo a vapor Bagaco: In natura
Dia0 1,197 1,066 1,249 -0,033 0,216 0,105
5°dia 3,552 3,611 3,565 3,604 2,875 3,146
7°dia 3,483 3,094 3,110 3,297 1,982 2,309
10°dia 5,612 3,872 5,050 5,952 5,599 4,971
Penicillium pedernalense F4B1
Bagaco: Exploséo a vapor Bagaco: In natura
Dia0 1,197 1,066 1,249 -0,033 0,216 0,105
5°dia 1,681 2,930 2,512 1,694 2,165 1,011
7°dia 2,708 2,486 2,649 1,903 2,172 1,576
10°dia 7,339 5,494 4,147 2,002 5,141 3,571
Trichoderma asperellum FEV
Bagaco: Exploséo a vapor Bagaco: In natura
Dia0 1,006 1,106 0,940 0,131 0,270 0,237
5°dia 1,484 1,768 1,601 1,252 1,329 1,578
7°dia 1,568 1,542 1,896 0,952 1,275 1,744
10°dia 1,050 - 2,384 - 1,852 2,307

Tabela 8-3: Atividades B-glicosidase produzidas por A. niger 5J, T. asperellum FEV e
P. pedernalense F4B1.

Aspergillus niger 5J

Bagaco: Exploséo a vapor Bagaco: In natura
Dia 0 8,3 6,5 18,5 34,3 6,0 5,6
5° dia 993 848 861 945 885 885
7° dia 854 1316 852 890 1363 899

10°dia 2678 2683 1724 1827 1816 2691
Penicillium pedernalense F4B1

Bagaco: Exploséo a vapor Bagaco: In natura
DiaO 8,3 6,5 18,5 34,3 6,0 5,6
5° dia 635 824 699 192 224 252
7° dia 929 836 915 220 248 218
10°dia 2616 1552 1613 766 700 659

Trichoderma asperellum FEV

Bagaco: Exploséo a vapor Bagaco: In natura
Dia 0 8,3 6,5 18,5 34,3 6,0 5,6
5°dia 754 744 706 797 1014 869
7° dia 751 696 750 843 850 834

10°dia 1200 1564 1774 1663 1658 2428
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Tabela 8-4: Atividades Endoxilanase produzidas por A. niger 5J, T. asperellum FEV e
P. pedernalense F4B1.

Aspergillus niger 5J

Bagaco: Exploséo a vapor Bagaco: In natura
Dia 0 35,2 -10,3 79,4 -0,8 -16,5 -0,2
5° dia 648 545 556 375 461 122
7° dia 739 443 620 663 432 472
10° dia 569 333 601 273 624 901
Penicillium pedernalense F4B1
Bagaco: Exploséo a vapor Bagaco: In natura
Dia 0 35,2 -10,3 79,4 -0,8 -16,5 -0,2
5° dia 342 352 462 662 637 378
7° dia 244 259 322 625 532 826
10° dia 702 121 50 19 853 1235
Trichoderma asperellum FEV
Bagaco: Exploséo a vapor Bagaco: In natura
Dia 0 35,2 -10,3 79,4 -0,8 -16,5 -0,2
5° dia 95 82 105 286 333 423
7° dia 121 11 89 97 232 398
10° dia 20 60 106 218 75 270
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8.2 APENDICE 2: ANOVAS TWO-WAY PARA EXPERIMENTO
CINETICO INICIAL - COMPARACAO DE BAGACOS E
FUNGOS

Tabela 8-5: Andlises de variancia two-way para atividades FPase do experimento
cinético inicial, comparando os fatores Fungo e Bagaco.

Dia 5
Fator SQ GL GM F (GLn, GLd) P valor
Interagdo 0,0884 2 0,0442 F (2,12)=0,765 P=0,4865
Fungo 0,290 2 0,145 F(2,12)=2,51 P=0,1226
Bagaco 227 1 227 F(1,12)=39,4 P<0,0001
Residuo 0,693 12 0,0578

Dia 7
Fator SQ GL GM F (GLn, GLd) P valor
Interagdo 0,0331 0,0166 F (2,12)=0,295 P=0,7498
Fungo 0,845 2 0,423 F(2,12)=7,53 P=0,0076
Bagaco 150 1 150 F(1,12)=26,8 P=0,0002
Residuo 0,673 12 0,0561

Dia 10
Fator SQ GL GM F (GLn, GLd) P valor
Interacdo 0,343 2 0,171 F(2,10)=0,253 P=0,7813
Fungo 1,94 2 0968 F(2,10)=1,43 P=0,2845
Bagaco 3,80 1 380 F(1,10)=561 P=0,0394
Residuo 6,78 10 0,678

N
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Tabela 8-6: Andlises de variancia two-way para atividades CMCase do experimento
cinético inicial, comparando os fatores Fungo e Bagaco.

Dia 5
Fator SQ GL GM F (GLn, GLd) P valor
Interagdo 0,862 2 0,431 F(2,12)=1,49 P=0,2645
Fungo 10,9 5,45 F(2,12)=18,8 P=0,0002
Bagago 0,231 0,231 F(1,12)=0,800 P=0,3888
Residuo 3,47 12 0,289

Dia 7
Fator SQ GL GM F (GLn, GLd) P valor
Interacdo 0,0798 0,0399 F(2,12)=0,122 P=0,8859
Fungo 242 2 121 F(2,12)=3,72  P=0,0554
Bagaco 0,318 1 0,318 F(1,12)=0,977 P=0,3425
Residuo 3,91 12 0,326

Dia 10
Fator SQ GL GM F (GLn, GLd) P valor
Interagcdo 5,95 2 297 F (2,10) =2,20 P=0,1611
Fungo 8,21 2 411 F (2, 10) = 3,04 P=0,0929
Bagaco 0,100 1 0,100 F(1,10)=0,0744 P=0,7906
Residuo 13,5 10 1,35

N

H

N

100



Dia 5
Fator SQ GL GM F (GLn, GLd) P valor
Interagdo 352495 2 176248 F (2,12)=34,4 P<0,0001
Fungo 623654 2 311827 F(2,12)=60,9 P<0,0001
Bagaco 60126 1 60126 F(1,12)=11,7 P=0,0050
Residuo 61453 12 5121

Dia 7
Fator SQ GL GM F (GLn, GLd) P valor
Interagdo 554102 2 277051 F(2,12)=11,2 P=0,0018
Fungo 656325 2 328162 F(2,12)=13,2 P=0,0009
Bagaco 137256 1 137256 F (1, 12)=5,54 P=0,0365
Residuo 297358 12 24780

Dia 10
Fator SQ GL GM F (GLn, GLd) P valor
Interagdo 1997789 2 998894 F (2,12)=5,00 P=0,0263
Fungo 2547108 2 1273554 F (2,12)=6,38 P=0,0130
Bagaco 581032 1 581032 F(1,12)=2,91 P=0,1137
Residuo 2395157 12 199596

Tabela 8-7: Analises de variancia two-way para atividades B-glicosidase do experimento
cinético inicial, comparando os fatores Fungo e Bagaco.
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Tabela 8-8: Andlises de variancia two-way para atividades endoxilanase do
experimento cinético inicial, comparando os fatores Fungo e Bagaco.

Dia 5
Fator SQ GL GM F (GLn, GLd) P valor
Interagdo 81492 2 40746 F(2,12)=3,49 P=0,0640
Fungo 357338 2 178669 F (2,12)=15,3 P=0,0005
Bagaco 117889 1 117889 F(1,12)=10,1 P=0,0080
Residuo 140212 12 11684

Dia 7
Fator SQ GL GM F (GLn, GLd) P valor
Interagcdo 161719 2 80859 F(2,12)=5,62 P=0,0189
Fungo 523576 2 261788 F (2,12)=18,2 P=0,0002
Bagaco 173798 1 173798 F(1,12)=12,1 P=0,0046
Residuo 172502 12 14375

Dia 10
Fator SQ GL GM F (GLn, GLd) P valor
Interagdo 91470 2 45735 F(2,12)=0,424 P=0,6636
Fungo 636149 2 318075 F(2,12)=2,95 P=0,0906
Bagaco 282897 1 282897 F(1,12)=2,63 P=0,1311
Residuo 1292931 12 107744

102



8.3 APENDICE 3: ATIVIDADES ENZIMATICAS NO ESTUDO DE
PARAMETROS DE FERMENTACAO:
FATORIAL

Tabela 8-9: Atividades FPase produzidas por A. niger 5J em planejamento fatorial
completo 22 com triplicata do ponto central.

PLANEJAMENTO

Extrato de NaNO; Conidios . Lo
Levedura (mg/5g (quant/5g Atividades enzimaticas (U/g de bagago)
(mgNiSgde  bagago) debagago) ~ o, 7150 1185h 164,75h 2355h
bagago)
Exp.1 25 400 2,5E+07 0,225 0,422 1,561 1,482 1,198
Exp.2 25 400 2,5E+05 0,225 0,789 1,693 1,437 1,252
Exp.3 25 40 2,5E+07 0,481 0,519 1,753 1,690 1,341
Exp.4 25 40 2,5E+05 0,481 0,856 1,479 1,374 1,507
Exp.5 5 400 2,5E+07 0,087 0,568 1,336 1,428 1,050
Exp.6 5 400 2,5E+05 0,087 0,793 1,313 1,315 1,067
Exp.7 5 40 2,5E+07 0,026 0,831 1,303 1,144 1,280
Exp.8 5 40 2,5E+05 0,026 0,753 1,470 1,210 1,125
Exp.9 15 220 2,5E+06 0,089 0,657 1,587 1,381 1,411
Exp.10 15 220 2,5E+06 0,089 0,743 1,324 1,470 1,247
Exp.11 15 220 2,5E+06 0,089 0,415 1,761 1,231 1,184

Tabela 8-10: Atividades CMCase produzidas por A. niger 5J em planejamento fatorial
completo 22 com triplicata do ponto central.

Extrato de NaNO; Conidios . L

Levedura (mg/5g (quant/5g Atividades enzimaticas (U/g de bagago)

(mgN/5g de  bagago)  de bagago) Oh 71,5h 1185h  164,75h  235,5h

bagaco)
Exp.1 25 400 2,5E+07 0,147 8480 3595 3615 3484
Exp.2 25 400 2,5E+05 0147 1167 4538 3,392 3,301
Exp.3 25 40 2,5E+07 0452 9,842 3759 3,037 2,777
Exp.4 25 40 2,5E+05 0452 1051 3713 3202 3595
Exp.5 5 400 2,5E+07 -0,046 8394 3811 2,678 2,489
Exp.6 5 400 2,5E+05 -0,046 8911 3576 2986 2993
Exp.7 5 40 2,5E+07 0210 10,32 2,934 2449 3314
Exp.8 5 40 2,5E+05 0210 12,96 3,392 2921 3314
Exp.9 15 220 2,5E+06 0118 1153 3,091 3490 3523
Exp.10 15 220 2,5E+06 0,118 12,29 3,032 2,947 2580
Exp.11 15 220 2,5E+06 0,118 9,721 3,693 2757 3,720
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Tabela 8-11: Atividades B-glicosidase produzidas por A. niger 5J em planejamento
fatorial completo 2 com triplicata do ponto central.

Extrato de NaNO; Conidios . o
Levedura (mg/5g (quant/5g Atividades enzimaticas (U/g de bagago)
(mgN/Sgde  bagago) ~debagago) — on 715hn 1185h 164,75h 235,5h
bagaco)
Exp.1 25 400 2,5E+07 63 7155 4868 4649 4317
Exp.2 25 400 2,5E+05 63 5873 2932 4170 3950
Exp.3 25 40 2,5E+07 8 6955 4976 4764 5063
Exp.4 25 40 2,5E+05 8 6387 6018 4282 4977
Exp.5 5 400 2,5E+07 15 3021 3278 3129 2651
Exp.6 5 400 2,5E+05 15 3347 2927 2348 2891
Exp.7 5 40 2,5E+07 15 4450 2902 2993 4572
Exp.8 5 40 2,5E+05 15 4413 3735 3142 3538
Exp.9 15 220 2,5E+06 10 4455 4438 3669 3331
Exp.10 15 220 2,5E+06 -0 4972 3298 3687 3784
Exp.11 15 220 2,5E+06 -10 5166 5030 3258 3974

Tabela 8-12: Atividades endoxilanase produzidas por A. niger 5J em planejamento
fatorial completo 22 com triplicata do ponto central.

Extrato de NaNO; Conidios . o

Levedura (mg/5g (quant/5g Atividades enzimaticas (U/g de bagaco)

(mgN/5g de  bagago) de bagaco) Oh 71,5h 118,5h  164,75h  235,5h

bagaco)
Exp.1 25 400 2,5E+07 12,3 3566 5218 5357 4839
Exp.2 25 400 2,5E+05 12,3 6491 7394 539,8 4257
Exp.3 25 40 2,5E+07 348 7838 6982 6741 6444
Exp.4 25 40 2,5E+05 348 8880 6774 6002 5953
Exp.5 5 400 2,5E+07 358 4042 5916 4503 3143
Exp.6 5 400 2,5E+05 358 5402 4618 3652 4487
Exp.7 5 40 2,5E+07 426 6844 4947 4005 4474
Exp.8 5 40 2,5E+05 426 6499 5967 4580 4437
Exp.9 15 220 2,5E+06 35 6769 6272 4237  380,1
Exp.10 15 220 2,5E+06 35 6373 5865 4362 4483
Exp.11 15 220 2,5E+06 35 7352 7120 4076 4790
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