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RESUMO

O reaproveitamento de residuos agroindustriais tem sido profundamente
estudado a medida que se percebe que estes sdo uma matéria-prima correntemente
desperdicada e sua utilizacdo para a produgdo de biomoléculas a partir de
processos fermentativos € um viés sustentavel e que pode e deve ser viabilizado.
Enzimas hemiceluloliticas e celuloliticas possuem aplicagdes diversas em varias
industrias e tém recebido bastante atencéo gracas ao seu potencial de aplicabilidade
na producado de biocombustiveis de segunda geracdo. Este trabalho teve como
objetivo produzir, e recuperar celulases e hemicelulases utilizando os cachos vazios
dos frutos de palma oleaginosa (EFB), para posterior aplicagdo na produgao de
acucares fermentesciveis para producdao de bioetanol. Foi possivel selecionar
linhagens de fungos filamentosos produtores de complexos enzimaticos compostos
de celulases e hemicelulases. Foram obtidas atividades expressivas de FPase (4,0 +
0,29 U/mL), endoglucanase (23,2 + 1,1 U/mL) e xilanase (169,1 + 0,4 U/mL), bem
como também foi possivel detectar atividade de mananases (0,52 + 0,05 U/mL).
Dentre elas, uma linhagem de Aspergillus sp. com capacidade de produgao de todas
as enzimas desejadas se destacou. O meio de produgéao foi otimizado em termos de
fontes de carbono e nitrogénio, e suplementagao mineral. A otimizagéo levou a um
modelo estatisticamente significativo para o processo fermentativo com R? de 0,92.
O tempo de produgéo também foi avaliado, sendo a melhor produtividade obtida em
cinco dias de fermentacdo para FPase, CMCase e xilanase. O processo foi
reproduzido eficientemente em reatores de colunas de bolhas em escala de
bancada. O meio otimizado aplicado em biorreatores para o Aspergillus sp. levou a
obtencdo de atividades de 9,9 + 0,1 U/mL de FPase, 29,0 + 0,1 U/mL de
endoglucanases e 73,3 + 0,1 U/mL de xilanase. Foi avaliada a influéncia da aeragao
sobre a producdo das enzimas em biorreatores tipo coluna de bolhas e
caracteristicas do caldo fermentado, em que 1,5 vvm mostrou-se a melhor condigao
para a producdo das enzimas. Foi realizada, através de micro e ultrafiltracbes, a
recuperacao das enzimas de interesse, bem como sua concentracdo. Também foi
avaliada a utilizacdo de aditivos quimicos para estabilizagcdo das enzimas, dentre os
quais o acido benzoico e o0 sorbitol mostraram-se mais promissores para
manutencdo da atividade enzimatica apos 15 dias de exposicdo a condicbes de
estresse térmico. Em testes de estabilidade a longo prazo, o produto formulado
manteve 100% da atividade de FPase, CMCase e mananase e 73% da atividade de
xilanase em 60 dias de armazenamento sob refrigeracdo. O complexo enzimatico
mostrou-se promissor para aplicacdo na hidrélise do EFB a acucares
fermentesciveis. Foi possivel estabelecer um bioprocesso para a produgao e
aplicagao on-site das enzimas lignoceluloliticas.

Palavras-chave: Celulases. Xilanase. cachos vazios de palma. Biomassa
lignocelulésica. Etanol de segunda geragao.



ABSTRACT

Reusing agroindustry residues has been profoundly studied as it is perceived
that they are useful feedstocks usually wasted. Their use for bioproducts
development through fermentative processes is a sustainable bias that can be and
must be feasible. Hemicellulolytic and cellulolytic enzymes are applied on several
industry fields and they are receiving even more attention due to their potential on
second generation biofuels production. This study aimed to produce and recover
cellulases and hemicellulases from oil palm empty fruit bunches for further
application on lignocellulose conversion to fermentable sugars for biofuel production.
It was possible to select fungal strains capable of producing (hemi)cellulolytic
complexes. Activity values of 4.0 + 0.29 U/mL for FPase, 23.2 + 1.1 U/mL for
CMCase, 169.1 + 0.4 U/mL for xylanase and 0.52 + 0.05 U/mL for mannanase were
detected too. An Aspergillus sp. strain produced all the enzymes of the complex and
so it was selected for enzyme production. The fermentation media was optimized in
terms of carbon and nitrogen sources, as well as mineral supplementation. The
optimization led to a statistically significant model, with R? = 0,92. Production time
was studied, reaching best productivities within 5 days fermentation for FPase,
CMCase and xylanase. Process was efficiently reproduced to bubble column
bioreactors in lab scale. Optimized medium in bioreactors led to activities of 9.9 + 0.1
U/mL for FPase, 29.0 + 0.1 U/mL for CMCase and 73.3 + 0.1 U/mL for xylanase.
Aeration influence was also studied over enzyme production in bubble column
reactor and fermented broth characteristics, in which it was found that 1.5 vvm
provided the best condition for enzyme production. The enzymes were recovered
and concentrated through micro and ultrafiltration. The use of chemical additives was
also studied, from which it was possible to choose benzoic acid and sorbitol
presented better results of enzymatic activity maintaining after 15 days of thermal
stress exposure. Concerning to long-term stability, the formulated maintained 100%
of FPase, CMCase, and mannanase activities, and 63% of xylanase activity after 60
days of storage under refrigeration. The enzymatic product with additives maintained
100% of FPase, CMCase and mannanase activities and 73% of xylanase activity
after 60 days of storage under refrigerated conditions. The enzymatic complex is
promising for EFB hydrolysis to fermentable sugars. It was possible to develop a
bioprocess for on-site production and application of lignocellulolytic enzymes.

Key-words: Cellulase. Xylanase. EFB - Oil Palm Empty Fruit Bunches.
Lignocellulosic biomass. Second generation ethanol.
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1. INTRODUGAO

A producéo e aplicagdo de enzimas (hemi)celuloliticas ditas on site, ou seja,
aquelas que sao produzidas e aplicadas dentro de um mesmo processo, tem sido
explorada em estudos cientificos mais recentemente (INOUE et al, 2016; ZHAO et
al, 2018), considerando o aumento no interesse sobre o uso dessas enzimas na
producdo de combustiveis renovaveis, em detrimento do uso de combustiveis

fosseis.

O Brasil € um pais de base agroindustrial, que, por consequéncia possui
uma producdo de material residual advindo dessas industrias. Parte desses residuos
tem composicédo lignocelulésica, ou seja, possui uma estrutura composta de
celulose, hemicelulose e lignina, componentes estruturais da parede celular dos
vegetais, que conservam uma grande quantidade de energia em suas estruturas,

empregada atualmente, em sua maioria, na produgao de energias térmica e elétrica.

Residuos como bagaco de cana, farelo de soja, cascas de cacau e de
processamento de palma oleaginosa sdo abundantes no pais. Este ultimo apresenta
variadas configuragdes residuais, sendo a mais proeminente os cachos vazios dos
frutos prensados no processo produtivo, cujo montante gerado é de 1,1 tonelada
para cada tonelada de oleo produzido (ADITIYA et al. 2015).

Uma das dadivas da biotecnologia é a sua capacidade de agregar valor a
materiais muitas vezes considerados residuos. A proposta de adicionar valor vem ao
encontro da necessidade de encontrar destinos mais sustentaveis para os residuos

de industria.

A unido da necessidade de reaproveitamento com o interesse na produgao e
aplicacdo on site de enzimas, leva aos processos de producido dessas proteinas
utilizando esse tipo de residuo como matéria-prima (DELABONA et al., 2012; LI et
al., 2017). A proposta é que as enzimas produzidas nessas condi¢gdes substituam
total ou parcialmente as enzimas comerciais dentro da cadeia de aproveitamento
desses residuos, uma vez que os produtos enzimaticos comerciais sdo caros e
podem inviabilizar a produgéo a partir destes. A substituicdo pelas enzimas on site
permite que seja utilizado um insumo mais barato na produgdo dos acgucares

fermentesciveis para producdo de combustiveis ou de outras biomoléculas.
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Dentro do contexto de reaproveitamento de residuos agroindustriais
brasileiros, a empresa VALE S.A., responsavel por grande parte da produgédo de
oleo de palma no pais, em sua divisdo Biopalma da Amazénia S.A., desenvolveu
projetos, em parceira com o Departamento de Engenharia de Bioprocessos e
Biotecnologia da UFPR, de reutilizagdo de biomassa residual do processamento de
palma oleaginosa para produgdao de biomoléculas de interesse comercial. Este
trabalho faz parte dos subprojetos de produgéo e aplicacdo de enzimas na cadeia

produtiva do etanol de segunda geracgéao.

Dadas as informagdes a respeito da producdo e aplicacdo on site de
enzimas, este trabalho teve como objetivo produzir, recuperar, concentrar, formular e
aplicar um complexo enzimatico (hemi)celulolitico utilizando material residual da
industria da palma oleaginosa através de processos fermentativos catalisados por

fungos filamentosos.
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2.

2.1.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Produzir e aplicar enzimas (hemi)celuloliticas no contexto da produgcéo on

site, para obtencao de agucares fermentesciveis, utilizando cachos vazios de frutos

de palma oleaginosa (EFB).

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Selecionar micro-organismos para produgéo das enzimas.

Realizar estudos de otimizacdo do meio de cultivo em fermentacao
em estado semissélido para producédo das enzimas.

Produzir as enzimas em biorreatores do tipo de coluna de bolhas em
escala de bancada.

Estudar a cinética de producdo das enzimas nas condigdes
otimizadas.

Caracterizar, recuperar e concentrar as enzimas produzidas.

Realizar estudos de formulagdo de um produto enzimatico, bem como
avaliar sua estabilidade e determinar as melhores condi¢cbes de
armazenamento.

Aplicar o produto formulado na hidrdlise de residuo de EFB para

produzir agcucares fermentesciveis.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A discussao em torno das biorrefinarias tem tido destaque crescente nas
ultimas décadas. A bioeconomia tem se desenvolvido cada vez mais e os residuos
agroindustriais tém sido vistos mais como matéria prima e menos como lixo, assim
como outros tipos de materiais frequentemente descartados, como colocado pela
ambientalista Fernanda Cortez, no terceiro forum de economia limpa, da Folha de
Sao Paulo, em 27 de agosto de 2018 (FOLHA, 2018).

A utilizacdo desses residuos pode baratear a producdo de biomoléculas e
reduzir a quantidade de material depositado na natureza ou queimado para
producdo de energia e, consequentemente, de poluentes. E preciso entender como
funcionam os mecanismos de agao para a producdo dessas biomoléculas; como
atuam micro-organismos responsaveis por suas biotransformagdes, onde podem ser
encaixadas cada uma das pecas no quebra-cabecas de um bioprocesso para que
possamos, com a ajuda e permissdo da natureza, molda-la, dando ao mundo a

possibilidade de ser produtivo e sustentavel.

3.1. PALMA OLEAGINOSA

A industria dos oleos comestiveis tem como produto predominante, em
termos de producgado, o dleo de palma, que é destinado, sobretudo, a industria de
alimentos, cosmeéticos e energia. Em alimentos, é utilizado em margarinas, 6leos e
uma grande variedade de produtos processados. Ainda € aplicado em producgao de
detergentes e sabonetes. Mas é na industria de biodiesel que o éleo de palma vem
ganhando destaque nos ultimos anos. Segundo dados publicados pela revista New
Scientist (2018), nos proximos anos, a tendéncia € de que a principal aplicacdo do
O0leo de palma seja a produgao de biodiesel, enquanto a produgao de alimentos,
principal destino atual, ndo deve aumentar na mesma proporgéo (LE PAGE, 2018).
Dentre os Oleos vegetais, o 6leo de palma € o mais utilizado na producdo de
biodiesel (OIL WORLD apud UFOP, 2017).
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A utilizagdo do oleo de palma em detrimento dos demais Oleos vegetais se
deve a sua grande produtividade, em termos de milhdes de toneladas por hectare
plantado, o que rendeu a palmeira a alcunha de cultivar de ouro (do inglés Golden
crop), sendo dez vezes mais produtiva que a soja (PALM OIL WORLD, 2018). Ainda
pode ser adicionado a conta da produtividade da palma a produgcdo do 6leo de
palmiste, que também pode ser utilizado em alimentos, cosméticos e produtos de
higiene pessoal; e da torta de palmiste, frequentemente utilizada para ragdo animal
(BIOPALMA, 2018a).

Mundialmente, no biénio 2017/2018 o 6leo de palma foi o mais produzido,
com 67 milhdes de toneladas, seguido de soja, com 56 milhdes de toneladas, colza
com 29 milhdes de toneladas e girassol com 18 milhdées de toneladas (USDA apud
UFOP, 2017). Paises do Sul da Asia, tais como a Malasia e a Indonésia, tem se
destacado na producgado do d6leo de palma, dominando cerca de 85% da producao
mundial (SIMEDARBY, 2013). Dados do Index Mundi colocam a Indonésia como a
maior produtora em 2017, seguida de Malasia e Tailandia (FIGURA 3-1) (INDEX
MUNDI, 2018a). De acordo com a fundacdo WWF (2012), a previsao € de que a

producéo do oleo aumente, mundialmente, mais de 65% até 2020.

FIGURA 3-1 - DISTRIBUICAO DA PRODUGAO DE OLEO DE PALMA NO MUNDO

Producao de éleo de Palma no Mundo
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FONTE: A autora, com dados de INDEX MUNDI (2018).
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No Brasil, em 2017, a producéao de 6leo de palma foi 1,31% do total mundial
com 410.000 toneladas sendo produzidas naquele ano (INDEX MUNDI, 2018b). E
notavel que houve um crescimento consideravel no total de produgao nos ultimos 20
anos; esta, entretanto, tem se mantido estavel nos ultimos 4 anos, sem grandes
aumentos de produgdo, como mostra o grafico do Index Mundi, elaborado pelo
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (FIGURA 3-2).

FIGURA 3-3 - PRODUGCAO DE OLEO DE PALMA NO BRASIL DE 1964 A 2014

Brazil Palm 0il Production by Year
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FONTE: INDEX MUNDI (2018b).

Boa parte da producao de 6leo de palma no Brasil é feita pela Biopalma da
Amazobnia S.A., empresa do grupo VALE S.A., que esta presente na regido Norte do
pais nas cidades de Acara, Moju, Tomeé-Agu e Concérdia do Para, trabalhando em
associagao com o Programa Nacional de Agricultura Familiar, do Governo Federal.
Sua producgao inclui o oleo de palma, o 6leo de palmiste e a torta de Kernel
(BIOPALMA, 2018b).

3.1.1. “Golden crop” - A cultivar de ouro

A producédo do 6leo de palma se da a partir de algumas variedades de
palmaceas do género Elaeis, sobretudo as da espécie Elaeis guineensis. Tais

arvores (FIGURA 3-3), também conhecidas como dendezeiros, pertencem a familia
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das Arecaceae, crescem até vinte metros de altura e suas folhas podem atingir de
trés a cinco metros de comprimento. Os frutos atingem a maturacao de cinco a seis
meses apos a polinizacdo, apresentando-se, posteriormente, na forma de fruto
oleaginoso com uma semente também oleaginosa (SUMATHI; CHAI; MOHAMED,
2008). A FIGURA 3-4 mostra a classificacdo taxondmica resumida da Elaeis
guineensis, desde seu reino até a espécie, passando por filo, classe, subclasse,

ordem, familia, género e espécie.

FIGURA 3-2 - ARVORES Elaeis guineensis

=

77

FONTE: PALMPEDIA. (2016)

LEGENDA: (A) Plantagdo em Cuba; foto por L. H. BAILEY
HORTORIUM (2012).

(B) Cingapura; foto do acervo da PALMPEDIA
(2007).

(C) Costa Rica, Foto de ECOPORT (2013).
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FIGURA 3-3 - CLASSIFICACAO TAXONOMICA DA ARVORE DA PALMA
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Arecaceae
Elaeis
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guineensis

FONTE: A autora (2017). Com informagdes de NCBI (2002); SIMPSON, M. G. (2010); NCBI (2017);
ORWA et al. (2009).

O género Elaeis possui apenas duas espécies e pertence a familia
Arecaceae, também denominada palmae, que contempla as palmaceas. A familia

Arecaceae € a unica de sua ordem, das Arecales.

3.1.2. Processamento do 6leo de palma

O processo de extragao comega com a esterilizagcdo ou cozimento dos frutos
frescos, que pode ser feito por vapor ou por agua quente, a cerca de 130°C, sob
pressao de 2,5 a 3 atm. Esse tratamento é feito para inativar enzimas que possam
degradar o 6leo e para reagdes de hidrélise e autoxidagdo. Em seguida, os frutos
sdo debulhados, separando os frutos dos cachos. Os cachos sdo o primeiro residuo
do processamento propriamente dito do 6leo. Em seguida os frutos seguem para a

prensagem, podendo antes passar por uma digestdo a quente para auxilio na
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ruptura das células. A prensagem é feita em prensa continua, na qual o 6leo do
mesocarpo carnoso (FIGURA 3-5) é removido. Apds essa etapa, o 6leo passa por
processos de clarificacdo e purificacdo, onde sdo removidas particulas pesadas,
sujeiras e impurezas, geralmente essas etapas sao feitas em centrifugas e
decantadores. A mistura que vai para clarificagao contém residuo de dleo, agua e
borra se torna material residual, denominado POME, do inglés palm oil mill effluent
(efluente de processamento de 6leo de palma). Realizando uma secagem do
material, a borra pode ser destinada a alimentacao animal. As fibras sdo o segundo
residuo do processo, geralmente destinadas a queima. Ja as améndoas sao
separadas para producao do oleo de palmiste, através de uma quebra e posterior
prensagem das améndoas. O residuo solido dessa segunda prensagem resulta na
torta de Kernel, que é utilizada para alimentacdo animal (MORAIS et al., 2013;
BIODIESELBR, 2018; FAO, 2018).

FIGURA 3-4—FRUTO DA PALMEIRA Elaeis guineensis DO QUAL SAO EXTRAIDOS O OLEO DE
PALMA E DE PALMISTE

Mesocarpo carnoso:
origem do 6leo de
palma

Améndoa: origem do
dleo de palmiste

FONTE: GREEN PALM SUSTAINABILITY (2018)

A extragao do oleo de palma a partir dos frutos da Elaeis guineensis gera
biomassa residual de diversas partes da planta: folhas, caule e os cachos vazios dos
quais foram retirados os frutos, usualmente denominados “EFB” (do inglés empty
fruit bunches). Estes ultimos correspondem a 20% da massa total do fruto fresco,
sendo a fragdo de residuo produzida em maior quantidade no processo (4,42
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toneladas/hectare.ano) (CHANG, 2014), com uma produgao de 1,1 tonelada de EFB
para cada tonelada de o6leo produzido. Somente na Malasia, o residuo total da
industria da palma € responsavel por 85% dos residuos agroindustriais do pais
(ADITIYA et al., 2016). Diversos destinos de reaproveitamento tém sido estudados
para esses residuos, sobretudo o EFB, tais como a produgdo de gas metano,
bioplasticos, acidos organicos, produgdo de carvdao e produgdo de etanol de

segunda geracao (CUI et al., 2014).

3.1.3. Cachos vazios dos frutos da palma

Os cachos vazios oriundos da debulhagem dos frutos da palma oleaginosa
(FIGURA 3-6), normalmente, sdo destinados a queima para geragéo de energia e/ou
para fertilizacdo dos campos de palma. Essa pratica, porém, tem sido desencorajada
devido a grade quantidade de fumacga poluente que produz (YUSOFF, 2006;
ABRAPALMA, 2018). Dessa forma, diversos estudos tém sido desenvolvidos com
objetivo de encontrar uma forma de reutilizar esse residuo para produgdo de

diferentes bioprodutos e energia de forma sustentavel.

FIGURA 3-5-CACHOS VAZIOS DE FRUTOS DE PALMA EM DETALHE (A) E ACUMULADO APOS
EXTRACAO (B)

FONTE: (A) FELDA PALM INDUSTRIES (2016); (B) BIOENERGY CONSULTS ([20--]).
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O principal produto pesquisado sdo os acgucares fermentesciveis que podem
ser obtidos a partir do material lignocelulésico que compde a fibra. Tais agucares
séo, principalmente, a glicose (SITI AISYAH; UEMURA, YUSUP, 2014; ZAKARIA;
HIRATA; HASSAN, 2015), que pode ser obtida a partir da hidrdlise da celulose, e a
xilose (ZHANG et al., 2012), obtida a partir da hidrélise da hemicelulose, ou ambas
em um mesmo processo (SHAMSUDIN et al., 2012; YING et al., 2014; ZANIRUN et
al., 2015). A producdo desses agucares visa a producdo de etanol de segunda
geracao, (SUDIYANI et al., 2013; TAN et al., 2013; CARDONA et al., 2018), além de

outras biomoléculas de interesse.

Além desses produtos de destaque, procura-se ainda utilizar a lignina
presente no material e produzir outros bioprodutos, tais como acidos organicos
(BARI et al.,, 2009; CHIN et al., 2015), hidrogénio (SIVASANGAR et al., 2015),
enzimas (ALAM et al., 2009; KIM; KIM, 2012) e nanofibras de celulose (FAHMA et
al., 2010; JONOOBI et al., 2011).

Os cachos vazios dos frutos da palma tem uma composi¢ao lignocelulésica
ja reportada por diversos autores, como pode ser observado na TABELA 3-1. A
maioria dos estudos feitos mostram composicdo em torno de 20 a 30% de
hemicelulose, 30 a 40% de celulose e 20 a 30% de lignina, tais caracteristicas
podem variar de acordo com os locais de origem desse material, condigdes de solo,

clima, tempo e estagao do ano em que foram coletados.
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TABELA 3-1 = COMPOSIGAO LIGNOCELULOSICA DOS CACHOS VAZIOS DOS FRUTOS DA
PALMA EM DIFERENTES REGIOES DO MUNDO

Composigao

Origem Referéncia
Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)

44,5 26,5 19,1 Malasia Yunus et al. 2010
438 35 16,4 Malasia Hamzah, ars; Shuan
13,75 12,79 7,79 Colémbia P'ag;‘ﬁz% ,QZL‘(')T?O’
34,3 21,8 21,5 Cingapura Zhang et al. 2012
39,8 17,3 28,8 Malasia Kim; Kim, 2013
32,14 29,05 24,38 Malasia Sidik, Ngadi e Amin. 2013
37,26 14,62 31,68 Indonésia Sudiyani et al 2013
30,41 20,70 35,94 Indonésia Kristiani et al. 2015
36,8 19,3 17,9 Malasia Tan et al. 2013
29,6 18,8 22,9 Benin Chiesa; Gnansounou 2014

28 24,12 19,96 Brasil Medina et al. 2016
35,3 18,4 23,2 Malasia Tan et al. 2016

FONTE: A autora (2016)

A TABELA 3-1 permite concluir que, nos paises asiaticos, o material residual
analisado possui maiores teores de celulose e apresenta composi¢ao diferente

daqueles analisados em paises da América e Africa.

3.2. ESTRUTURAS LIGNOCELULOSICAS

A utilizacdo de residuos lignoceluldésicos para produgcédo do etanol de
segunda geragdo ja é uma realidade, além de poder ser utilizado também para
outros fins de biorrefinaria, tais como produgdao de acidos organicos e enzimas
(RAVINDRAN; JAISWAL, 2016). Esses residuos sao usualmente queimados nas
industrias de origem, sendo uma pequena quantidade destinada a produgdo de
combustiveis ou a pratica de mulching. Eles podem dar origem a trés diferentes
fontes de energia, por via termo ou bioquimica: biodiesel e bioetanol, biogas e
eletricidade (MENON; RAO, 2012).
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A estrutura lignocelulésica € uma macroestrutura firme e complexa que
promove a sustentacéo e rigidez do tecido dos vegetais. Tem como funcao atuar
como defensora de ataques microbianos as plantas, sobretudo as superiores. Sua
composicao €& predominantemente celulose, hemicelulose e lignina, além de
algumas também possuirem pectinas; e todas, em maior ou menor grau, contém
extraiveis em éter, etanol e agua, tais como lipideos e pigmentos e de algumas
cinzas (ZAMANI, 2014; SARI et al., 2015; RAVINDRAN; JAISWAL, 2016).

Os lignoceluldsicos podem ser classificados em quatro grupos: os residuos
de florestas, residuos solidos urbanos, papel, e residuos de cultivos e
agroindustriais. Sua composi¢cao quimica é estimada, em base elementar, em 48%
de carbono, 6% de hidrogénio, 45% de oxigénio e uma pequena quantidade de
material inorgénico. Essa composicdo, entretanto, € muito variavel, devido a fatores
genéticos e ambientais (BALAT, 2011). Em termos de macromoléculas, a
composig¢ao varia entre 30 e 50% de celulose, 15 a 35% de hemicelulose e 10 a
35% de lignina, a depender do tipo de vegetal (ZAMANI, 2014).

A matriz formada pelas trés estruturas € intrincada e sua interacao forma
uma estrutura unica. A cadeia de celulose, por possuir uma grande quantidade de
hidroxilas, forma pontes de hidrogénio fortes, que dao origem a estrutura cristalina
do polimero, que confere sustentacao as plantas. Entremeadas a sua volta estdo a
hemicelulose e a lignina (ZAMANI, 2014).

A hemicelulose é também um polissacarideo, porém sua estrutura nao é
cristalina e resistente como a celulose, sendo esta composta de subunidades de
hexoses e a aquela de unidades mistas de pentoses e hexoses. A lignina, por sua
vez, é um polimero de subunidades fendlicas (WERTZ; BEDUE, 2013).

3.2.1. Lignina

A estrutura polifendlica da lignina tem origem a partir de trés moléculas base:
o alcool trans-coniferilico, o alcool trans-sinapilico e o alcool trans-cumarico. Esses
alcoois dao origem aos mondmeros da estrutura da lignina, e, quando na estrutura,

s&o denominados hidroxifenil, (unidades H), guaiacil (unidades G) e siringil
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(unidades S), respectivamente. O polimero gerado nao €& unico e varia entre
espécies, entre cultivares e até entre individuos do mesmo cultivar (HATAKEYAMA,;
HATAKEYAMA, 2009; WERTZ; BEDUE, 2013; LIMA et al., 2016). Entende-se que
nao ha uma estrutura realmente definida para a lignina, mas que ela € um material
heterogéneo e de dificil caracterizagdo completa, sendo entdo possivel classifica-la
de acordo apenas com os seus precursores (HATAKEYAMA; HATAKEYAMA, 2009).

A lignina é o segundo polimero mais abundante na Terra. Nos vegetais, atua
na sustentagdo e manutencao da integridade celular, sendo a principal barreira entre
micro-organismos - € suas enzimas - e a celulose. Tem também fungao de conducao
de seiva, impermeabilidade e rigidez (PILATE; DEJARDIN; LEPLE, 2012).

As ligninas presentes nos materiais lignoceluldsicos podem ser solubilizadas
e utilizadas na obteng¢ao de bioprodutos, embora essa produgao seja dificultada pela
grande heterogeneidade das ligninas nos diversos materiais. Para a industria que
utiliza as hemiceluloses e a celulose como substratos, encontrar um meio de agregar
valor a lignina € uma grande vantagem, uma vez que esta € utilizada apenas como
fonte de energia nos processos atualmente (ZAMANI, 2014) e tem potencial para
geracao de outros produtos, tais como o biometano, nanoparticulas com as mais
diversas aplicagbes (ROOPAN, 2017; FIGUEIREDO et al., 2018; MATTINEN et al.,
2018), resinas (JABLONSKIS et al., 2018), além de ligninases e diversos
biopolimeros (CALVO-FLORES et al.,, 2015). As agdes antimicrobianas e
antioxidante das ligninas, devido a sua estrutura fendlica, também tém levado a
estudos no desenvolvimento de aplicagbes médicas e farmacéuticas (CALVO-
FLORES et al., 2015).

O interesse em dar um destino mais rentavel a lignina se sobressai quando o
teor de lignina na biomassa é elevado, fator que torna mais dificil a obtengdo dos
produtos celulésicos (SCHROYEN et al.,, 2015). Dentro de suas aplicagdes
industriais, a heterogeneidade das ligninas apresenta vantagens e desvantagens,
sendo o principal ponto positivo a maior variedade de produtos que podem ser
obtidos em relagcdo aos obtidos da matriz de petrdleo. A principal desvantagem ¢é a
quantidade de tecnologias necessarias para obter esses produtos (DALE; KIM,
2006; CHERUBINI; STROMMAN, 2011).
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3.2.2. Hemiceluloses

A estrutura das hemiceluloses € muito variavel, assim como a da lignina,
sendo, diferentemente da celulose, um heteropolissacarideo amorfo e com cadeias
curtas (MUSSATO; TEIXEIRA, 2010; NAIDU; HLANGOTHI; JOHN, 2018).
Compostas de pentoses e hexoses, elas podem possuir em sua composi¢ao xilanas,
mananas, glucomananas e xiloglucanas, além de estruturas mistas e
polissacarideos que também podem ser encontrados nas pectinas, tais como as
arabinanas (SCHELLER; ULVSKOV, 2010). Essas definicbes, contudo, ndo sao
unanimidade entre pesquisadores da area, sendo possivel encontrar referéncias que
incluam os polimeros pécticos no grupo das hemiceluloses (NAIDU; HLANGOTHI,
JOHN, 2018). Outras alteragbes estruturais da hemicelulose ocorrem em suas
cadeias laterais, que variam em tipos, distribuicdo, localizacdo e distribuicdo de
ligagdes glicosidicas (EBRINGEROVA, 2006). Algumas das diversas estruturas das

hemiceluloses podem ser vistas na FIGURA 3.7:
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FIGURA 3-6 — EXEMPLOS DE ESTRUTURAS DIVERSAS PARA A HEMICELULOSE
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FONTE: (NAIDU, HLANGOTHI; JOHN, 2018).

LEGENDA: (a) — galactomananas; (b) — glucomananas;

(c) — galactoglucomananas; (d) — xilana (homopolimérica);
(e) — arabinoxilana; (f) — glucoroxilana; (g) — arabinoglucana;

(h) — xiloglucana

O polimero hemicelulésico possui grau de polimerizagdo em torno de 200
unidades monomeéricas (SUN et al., 2016) e, apesar de aparentarem ser amorfas e
sem alto grau de organizag&do, as hemiceluloses geralmente parecem apresentar
orientagdo na mesma direcdo das microfibrilas de celulose (SJOSTROM, 1993) A
estrutura das hemiceluloses é caracterizada pela presenga de uma ligagao
glicosidica B (1—4) em configuracdo equatorial entre suas subunidades
(SCHELLER; ULVSKOV, 2010).
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Dentre os polimeros que compde as hemiceluloses, 0 mais comum € a
xilana, estrutura composta de unidades de xilose (B-D-xilopiranosil) conectadas,
assim como as unidades de celulose, por ligagdes glicosidicas -(1—4) (SUN et al.,
2016), além de também poder apresentar unidades de arabinose na sua estrutura
(NAIDU; HLANGOTHI; JOHN, 2018). Os monémeros precursores das hemiceluloses
sao sintetizados a partir de modificacbes enzimaticas sobre a glicose formada no
processo de fotossintese (SJIOSTROM, 1993).

Outra estrutura relativamente comum sdo as mananas, polimeros
geralmente compostos por unidades de glicose e manose unidas por ligacoes -
(1—4), podendo conter também galactose, a depender do tipo de planta. As
mananas sao 0s componentes majoritarios das hemiceluloses das coniferas e
podem ser classificadas em mananas lineares, glucomananas, galactomananas e
galactoglucomananas (MALGAS; VAN DYK; PLETSCHKE, 2015; CHAUHAN;
GUPTA, 2015). As hemiceluloses sao facilmente hidrolisaveis por acidos aos seus
componentes primarios (SJOSTROM, 1993).

Industrialmente, as hemiceluloses tém apresentado aplicagbes como agente
emulsificante e estabilizante, além de envoltério e embalagem para alimentos,
devido a sua capacidade de formacao de biofilmes. Porém, essas caracteristicas
foram identificadas tardiamente em relacao a identificagcdo da celulose, uma vez que
as hemiceluloses s&o facilmente degradaveis durante a maioria dos processos de
obtengao de celulose (ZAMANI, 2014).

3.2.3. Celulose

Biologicamente, a celulose pode ser definida como o polimero estrutural
mais importante da parede celular vegetal e mais abundante no planeta. Dentro da
célula, ela esta ligada a moléculas de hemicelulose e ambas est&o ligadas a lignina,
formando o que se conhece como complexo lignocelulésico (HASUNUMA et al.,
2013; JUTURU; WU, 2014). A primeira observagao da estrutura fibrosa da celulose e
suas caracteristicas basais ocorreu em 1838 pelo quimico francés Anselme Payen
(McNAMARA; MORGAN; ZIMMER, 2015).
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A celulose € a principal responsavel pela manutencdo da estrutura das
plantas. Suas unidades de repeticdo sdao dimeros de glicose, denominados
celobiose. Nao é considerada a glicose como unidade devido a orientagdo espacial
das moléculas. Cada dimero esta posicionado a 180° da préxima unidade de
repeticdo, fazendo com que a conformagao das moléculas de glicose nao seja igual
(FIGURA 3-8). A unidao das moléculas de glicose na polimerizacédo da celulose
remove uma molécula de agua, de modo que as unidades monoméricas sao
denominadas unidades de anidroglicose (Ql, 2017; McNAMARA; MORGAN;
ZIMMER, 2015, McDONALD; ROOKS; MCCARTHY, 2012). O grau de polimerizagao
da celulose pode variar de algumas centenas até dezenas de milhares, e é

significativamente variavel entre os organismos (SUN et al., 2016; LI et al., 2014).

FIGURA 3-7 - ESTRUTURA DA CELULOSE, COM UNIDADES DE CELOBIOSE
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Fonte: A autora (2017)

Quimicamente, as unidades da glicose estdo unidas por ligagdes glicosidicas
B (1—4). Com uma disposicdo de alta linearidade, a celulose possui uma tendéncia
de formar pontes de hidrogénio intra e intermoleculares. Sua estrutura é muito
resistente, apresentando alto grau de cristalinidade na maior parte da unidade
polimérica, ainda assim apresentando zonas amorfas. Essa construgéo se organiza
em microfibrilas, com cerca de 15 a 45 cadeias, que por sua vez, se organizam em
fibrilas, cujos feixes sao chamados de fibras. Dada essa configuracao fibrosa e sua
alta capacidade de formacédo de pontes de hidrogénio, as moléculas de celulose

apesentam baixa solubilidade na maioria dos solventes (SJOSTROM, 1993;
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JUTURU; WU, 2014; SUN et al., 2016). Sua insolubilidade é caracteristica a partir de
um grau de polimerizagao de seis a oito e a agregacao intermolecular € formada por
ligacbes de Van der Waals (McNAMARA; MORGAN; ZIMMER, 2015).

As caracteristicas de cristalinidade da celulose e suas fortes ligagbes intra e
intermoleculares também lhe conferem outras propriedades, tais como viscosidade
quando em solugao, capacidade de formar estruturas fibrilares e dificuldade de fusao
(Ql, 2017).

A biossintese da celulose nos vegetais se inicia com a produgao de glicose,
gerada na fotossintese. A polimerizagéo € catalisada por um complexo de enzimas
celulose sintase, atrelado a membrana de todos os organismos cuja estrutura &
celulésica. Entre os reinos desses organismos existe uma grande variagdo na
estrutura da celulose sintase, apesar desta manter a estrutura do sitio catalitico para
todos eles (LI et al., 2014). A celulose sintase & uma glicosiltransferase, que catalisa
a formacgao de cadeias lineares a partir do precursor, que € um agucar ativado,
(nucleosideo UDP-D-glicose), este é formado quando a glicose se liga a um
nucleotideo trifosfato (LELOIR, 1970, SJIOSTROM, 1993, McNAMARA; MORGAN;
ZIMMER, 2015).

Varias formas polimorficas da celulose podem ser obtidas, sendo a mais
comum delas a celulose |, ou celulose nativa, outras formas (polimorfos Il, 1ll, IV) sdo
obtidas apds tratamentos quimicos (KULASINSKI et al., 2014; RAVINDRAN;
JAISWAL, 2016). A celulose | é formada nas membranas dos seres vivos, tal como
descrito anteriormente, em um arranjo extremamente especifico de proteinas
denominado complexo terminal, onde varias celulose-sintases sao arranjadas em
diferentes estruturas. Nas plantas superiores, esse arranjo possui um formato ja
conhecido, de rosa, cujas divisdes (similares as pétalas) atravessam a membrana e
o citoplasma das células. A composigao proteica total dessa estrutura ndo € muito
bem conhecida, mas sabe-se que ela é responsavel pela sintese simultanea de
diversas cadeias de glucanas (LI et al., 2014; SAXENA; BROWN JR, 2005).

Em nivel industrial, a celulose apresenta um papel muito importante na
producdo de polpa e papel, industria téxtil e de alimentos, nesta ultima atuando
principalmente como espessante, e ainda na producao de nanocelulose (ZAMANI,
2014). A participagao da celulose na industria téxtil figura na utilizagdo do algodao,
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cuja estrutura é determinada como sendo 100% celulose. Além disso, a celulose,
dadas suas caracteristicas e abundancia, aparece como fonte majoritaria de

carboidratos fermentesciveis para a producédo de biocombustiveis alternativos.

3.3. BIORREFINARIAS

A utilizacdo de biomassa vegetal, ou lignocelulésica, em processos
industriais € bem conhecida e difundida em varios ambitos. Essa biomassa pode ser
quimicamente definida como material cuja composi¢ao basica é carbono, hidrogénio
e oxigénio (YAMAN, 2004). Os processos de producdo de moléculas de interesse
industrial e energia utilizando biomassa como matéria-prima s&o definidos como
processos de biorrefinarias (PETRUCCIOLI et al., 2011). Nesse contexto, moléculas
para as industrias de biocombustiveis, de alimentos, farmacéutica, quimica, de polpa
e papel e de polimeros podem ser produzidas por biorrefinarias (CHERUBINI,
STROMMAN, 2011).

A obtencao de produtos de biorrefinaria se da através do aproveitamento de
estruturas da biomassa lignocelulésica, que sdo polimeros presentes na parede
celular dos vegetais, tais como celulose, hemicelulose, lignina e pectinas. Esses
produtos podem ser classificados em dois grupos basicos: aqueles que sao obtidos
diretamente dos polimeros lignocelulésicos, e aqueles que sao obtidos a partir dos
produtos de hidrélise desses polimeros (ZAMANI, 2014).

Os estudos de agregacao de valor aos residuos agroindustriais tém como
objetivo incluir esse material - inicialmente descartado e/ou incinerado - em
processos de biorrefinaria, alcangando um aproveitamento do residuo associado a
obtencdo de um produto sustentavel e de baixo custo. A biomassa lignocelulésica,
em conjunto com as demais fontes de energia renovavel, tem se tornado cada vez
mais atrativa na substituicdo dos combustiveis fésseis. Dentre tais fontes, a
utilizacao deste tipo de biomassa tem destaque por possuir menor custo efetivo e
ainda permitir a utilizagdo de residuos, que estdo presentes em grande quantidade
no planeta (GUPTA; VERMA, 2015).
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Dentro do contexto apresentado neste trabalho, a FIGURA 3-9 mostra um
esquema de um processo de biorrefinaria para o aproveitamento de biomassa

residual de palma oleaginosa para producéo e aplicagao de enzimas on-site:

FIGURA 3-8 — ESQUEMA DE PROCESSO DE BIORREFINARIA PARA PRODUGAO E
APLICACAO ON-SITE DE ENZIMAS (HEMI)CELULOLITICAS
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FONTE: A autora (2018)

Na FIGURA 3-9 sdo consideradas as operagdes unitarias do processo, que
incluem bioprocesso de produgdo das enzimas utilizando o residuo de palma
oleaginosa como fonte de carbono, seu downstream em processos sequenciais de
separacao por filtracdo e a aplicacdo desse concentrado enzimatico em biomassa de

palma oleaginosa pré-tratada para produgcao de agucares fermentesciveis.

3.4. CELULASES

A hidrolise enzimatica da celulose ocorre através das celulases, ou enzimas
celuloliticas. Essa hidrélise € conduzida por um complexo enzimatico composto,
principalmente, por trés diferentes enzimas, as endocelulases, exocelulases ou

celobiohidrolases e celobiases ou B-glugosidases, de forma que as trés atuam em
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sinergia, cada uma possui um mecanismo de acgao e é responsavel por uma etapa
durante todo o processo hidrolitico (SINGHANIA et al., 2010; SIQUEIRA et al.
2020a). De modo geral, as trés sédo responsaveis por clivar as ligagdes glicosidicas
B1—4 das moléculas de glicose e dos seus respectivos produtos de degradacao
(JUTURU; WU., 2014).

Além de aplicadas em biocombustiveis, as celulases possuem ainda outras
diversas aplicagdes: séo utilizadas na extragdo e clarificagcédo de bebidas (RAJU;
BAWA, 2006), no amolecimento e mudanga de coloragao de jeans (JUTURU; WU,
2014), alimentagao animal (JACOBS; MCALLAN, 1991; SATHYA; KHAN, 2014),
reciclagem de papel (LEE et al, 2016; PATHAK; BHARDWAJ; SINGH., 2014),

decomposicao de residuos (HAN; HE, 2010) e industria de detergentes.

As celulases apresentam uma caracteristica peculiar quando comparadas
com as demais enzimas, uma vez que degradam um substrato insoluvel, o faz com
que, em sua estrutura, possuam uma estrutura denominada dominio de ligagao
(CBD — cellulose binding domain), que normalmente esta proxima ao dominio
catalitico, ligada por um peptideo flexivel de ligagao (VIIKARI, 2003; WILSON,
2011). O dominio de ligagdo conecta-se ao substrato de modo a permitir a atuagao
do dominio catalitico (JUTURU; WU, 2014). O mecanismo de agado pode se dar por
duas vias: o mecanismo de retengcdo e o mecanismo de inversdo. Ambos sao
caracterizados por um ataque nucleofilico por parte dos residuos de aminoacidos do
dominio catalitico da enzima sobre a ligagao glicosidica (SIQUEIRA et al., 2020;
MOSIER et al., 1999).

Nas células microbianas, elas podem ser produzidas de forma complexada
ou ndo complexada. Quando originada de bactérias anaerodbias, sdo complexadas e
produzidas em uma estrutura denominada celulossoma; em que as enzimas sao
ligadas a uma estrutura da unidade proteica. Essa ligagdo € mantida gracas as
interagcdes nao covalentes existentes entre o0 médulo de acoplamento e os modulos
complementares. Ainda na estrutura do celulossoma existe um dominio capaz de se
ligar a carboidratos, que complexa a enzima a superficie da celulose. Ja a forma nao
complexada das celulases é produzida por fungos e secretada no meio para
degradacéao da celulose (HASUNUMA et al., 2013).
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A hidrodlise se inicia pelas regides amorfas da celulose, que sao de mais facil
acesso para as enzimas. De acordo com sua estrutura e fungdo no complexo
celulolitico, as celulases atuam catalisando diferentes reagcdes que conduzem desde
a quebra da estrutura amorfa da celulose até a converséo da celobiose em unidades

de glicose.

3.4.1. Endoglucanases

As Endo B-1,4-glucanases (EG ou Endo-1,4-p-D-glucana 4-
glucanohidrolases EC 3.2.1.4) (SUKUMARAN; SINGHANIA; PANDEY, 2005) sao
responsaveis pela clivagem das regides amorfas da celulose, liberando como
produtos celo-oligossacarideos com diferentes quantidades de mondmeros e
terminais ndo redutores (LYND et al., 2002; JUTURU; WU, 2014). Devido a sua
estrutura, que contém pequenos loops e é relativamente aberta, elas podem se ligar
diretamente ao polimero através do seu dominio de ligacao e realizar o processo de
catalise (UBHAYASEKERA et al., 2005).

3.4.2. Exoglucanases (celobiohidrolases)

Agindo em sinergia com as endoglucanases, as exoglucanases (CBH 1,4-3-
D-glucana celobiohidrolases EC 3.2.1.91) clivam os oligossacarideos liberados, em
suas extremidades redutoras ou n&o redutoras, gerando as celobioses. A reagao
ocorre quando o substrato se insere na estrutura da enzima, que é espiralada,
assemelhando-se a um tunel (SUKUMARAN; SINGHANIA; PANDEY, 2005;
UBHAYASEKERA et al., 2005; JUTURU; WU, 2014). As celobiohidrolases podem
ser de dois tipos, as que clivam as cadeias com terminais redutores e as que clivam
os terminais nao redutores. As celobioses liberadas sao entao clivadas em glicose
pelas celobiases ou B-glucosidases (JUTURU; WU, 2014).
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3.4.3. B-glucosidases

As celobiases, ou B-glucosidases (BG EC 3.2.1.21) atuam na quebra da
ligacado glicosidica presente entre as unidades de glicose da celobiose e outros
sacarideos de baixa polimerizagao e, finalmente, gerando o produto final da reagéo,
que €& a glicose (LYND et al., 2002). Dentro do complexo enzimatico, as [-
glucosidases sao as chamadas enzimas limitantes, uma vez que é facilmente inibida

tanto pelo produto quanto pelo substrato (SINGHANIA et al., 2011).

3.5. HEMICELULASES

As hemicelulases s&o, assim como as celulases, enzimas hidroliticas
responsaveis pela converséo de polissacarideos em agucares de menores graus de
polimerizagao. Devido a variedade de composi¢cdes das hemiceluloses, conforme ja
descrito, as hemicelulases s&o ainda divididas em grupos, tais como as xilanases,
responsaveis pela clivagem dos polimeros de xilana e as mananases, que clivam

polimeros com estrutura principal de mananas.

Possuem mecanismo de agao similar ao das celulases, de modo que varios
grupos de enzimas atuam sinergicamente para que haja a quebra completa dos
polimeros de hemiceluloses, tais como as endo-xilanases (EC.3.2.1.8), B-xilosidases
(EC. 3.2.1.37), a-arabionofuranosidase (E.C.3.2.1.55), acetilxilano esterase
(E.C.3.1.1.72) (JUTURU; WU, 2012).

3.5.1. Xilanases

As xilanases sdo enzimas que degradam os polimeros de xilana, estruturas
predominantes na maioria das hemiceluloses. Elas sdo, assim como as celulases,
um grupo amplo de enzimas que atuam em sinergia, sendo as principais as endo-
xilanases e as B-xilosidases. A estrutura das xilanases também apresenta certa

semelhanga com a estrutura das celulases, por apresentarem um dominio de ligagao
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(XBD - xilan binding domain), assim como as celulases apresentam o CBD, que tem
como objetivo ligar a enzima a estrutura do polimero que sera degradado (JUTURU;
WU, 2012; VIIKARI, 2003).

As endoxilanases s&o as enzimas responsaveis pela clivagem da xilana a
xilo-oligbmeros, enquanto as B-xilosidases e arabinofurosidases atuam convertendo
esses oligbmeros em unidades de xilose (JUTURU; WU, 2012; ROSMINE et al.,
2017).

As primeiras aplicagdes das xilanases tiveram como objetivo substituir o gas
cloro em processos de clareamento nas industrias de polpas (VIIKARI, 2003).
Atualmente, sdo também utilizadas na industria de alimentos para clarificacédo de
sucos e auxilio na extracdo de polpas, alimentagdo animal, biocombustiveis,

tratamento de residuos, detergentes e industria téxtil (ROSMINE et al, 2017).

A produgdo de xilanases por micro-organismos pode se dar tanto por
bactérias quanto por fungos (JUTURU; WU, 2012), sendo sobretudo as oriundas de
fungos filamentosos as mais comuns. Linhagens do género Aspergillus, com
destaque para o Aspergillus niger, sdo frequentemente reportadas como produtoras
dessas enzimas. Espécies de Penicillium (LIAO et al., 2015) ja foram estudadas

como produtoras de xilanases.

3.5.2. Mananases

As mananas podem ser hidrolisadas por diversas enzimas agindo
sinergicamente, tais como as mananases, glucosidases, manosidases e
galactosidases. As B-mananases (EC. 3.2.1.78) sdo responsaveis pelo inicio da
hidrolise das mananas, randomicamente clivando as ligagdes glicosidicas e
liberando [B-1,4-mano-oligbmeros como manobioses € manotrioses. As f-
manosidases (EC 3.2.1.25) atuam clivando as ligagdes dos manosideos, liberando
manose das terminagdes ndo redutoras das mananas e dos oligossacarideos de
mananas. Podem atuar nesse processo ainda glucosidades e galactosidases
(MALGAS; VAN DYK; PLETSCHKE, 2015).
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3.4. PRODUCAO DE ENZIMAS (HEMI)CELULOLITICAS

Além de utilizados na hidrélise de material celulésico para produgao de
agucares fermentesciveis, os residuos lignocelulésicos também tém sido estudados
como substratos para produgdo das enzimas (hemi)celuloliticas. Essa produgao
pode ocorrer via fermentacdo em estado solido ou submersa. A utilizagao desses
residuos na produgdo das enzimas tem por objetivo reduzir os custos de producéo,
de forma a baratear o produto final (HANSEN et al., 2015).

Muitos estudos tém sido desenvolvidos em torno das fermentagdes em
estado sélido, uma vez que estas levam a maiores concentragcdes do produto. Além
disso, tém vantagem quando sao empregados fungos filamentosos por se mostrar
semelhante ao seu habitat natural, com quantidade de agua livre reduzida. A
formagao de micélio é tanto integrativa ao meio quanto aérea (BIESEBEKE et al.,
2002; HANSEN et al., 2015). Entretanto, industrialmente, a producédo de enzimas — e
da maioria dos bioprodutos — ocorre via fermentagdo submersa, uma vez que esta é
mais facilmente aplicavel e pode ser controlada de forma mais efetiva em termos de
seus parametros fisico-quimicos (KRISHNA, 2005; HANSEN et al., 2015).

No caso da utilizagdo de substratos n&o soluveis como fontes de carbono,
uma alternativa estudada a fermentagcdo em estado soélido, sdo os processos
fermentativos semissolidos, que utilizam sélidos em suspensdo no meio liquido,
como ja é aplicado na produgao de vinhos, por exemplo (ZOU et al., 2016). Para a
producao de enzimas, ja foram utilizados diversos substratos nessas condicdes, tais
como o bagaco de cana-de-agucar (CUNHA; BADINO; FARIAS, 2017), farelo de
trigo (HAN et al., 2017) e farelo de arroz (INOUE et al., 2016).

3.4.1. Micro-organismos produtores

A maioria dos estudos reportados em literatura utilizam fungos filamentosos
dos géneros Aspergillus e Trichoderma como produtores das enzimas (TABELA 3-

2), sendo também aplicados na producéao industrial de celulases. Entretanto, outros
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géneros tém sido estudados, ainda que em menor grau, tais como os Penicillium
(JING et al., 2015; JUNG Y. et al., 2015; SAINI et al., 2015).

TABELA 3-2 — ESTUDOS DE PRODUGAO DE ENZIMAS (HEMI)CELULOLITICAS UTILIZANDO
FUNGOS FILAMENTOSOS

Micro- Substrato Enzimas - I Referéncia
. Atividade enzimatica
organismo
FPase CMCase Xilanase
A. niger Residuos de Celulases 17 FPU-g" 310U-g" - Bansal et
cozinha al., 2012
A. niger Vagem de Celulase e 41,07 FPU-g"* 480 U-g" 2800 U-g* Sharma R.
ervilhas xilanase et al.,, 2015
A. niger Farelo de trigo Celulase 7 FPU-g" 174Ug" - Hemansi et
al, 2018
A. fumigatus Tronco de Celulase e 3,36 FPU-g" 54,27 U-.g' 418,70U-g" Angetal,
palma xilanase 2013
oleaginosa
A. terreus Palha de arroz Celulases 10,96 FPU-g' -—— Narra et al,
2012
T. harzianum Bagaco de Celulasee 2,27 FPU-mL- - 106,40 Delabona et
cana xilanase 1 U-mL-1 al. 2016
T. reesei Bagaco de Celulase e 3,25 FPU-g! 4,14 U-g"* 366,91 U-g'  Gasparotto
cana xilanase etal., 2015
P. Palha de trigo Celulasee 1,85 FPU-mL- 39 U-mL-1 42,2 U-mL~! Sharma B.
Janthinellum Xilanase 1 et al, 2015
P. Bagaco de Celulases 0,91 U-mL-" 1,12 - Maeda et
funiculosum cana-de- U-mL-* al, 2013
agucar

FONTE: A autora (2017)

As tentativas para reducdo dos custos de producdo das enzimas tém sido
exploradas devido ao alto custo das preparacbes enzimaticas aplicadas
industrialmente. O uso dos substratos residuais surge como alternativa, uma vez que
permitem a produgdo das enzimas sem a necessidade de compra de substratos
mais caros, como a celulose pura. Além disso, por ser material oriundo da
agricultura, o residuo lignocelulosico também pode ser rico em minerais requeridos
pelo micro-organismo para crescimento e produgdo das enzimas, reduzindo a
necessidade de suplementacdo dos meios de fermentagdo. Esses minerais variam
desde os macroelementos para crescimento até os elementos trago (HANSEN et al.,
2015). Varios substratos alternativos ja foram estudados para a producédo de
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celulases, desde os residuos lignoceluldsicos agroindustriais como bagago de cana
(GASPAROTTO et al., 2015; DELABONA et al.,, 2016) até residuos de cozinha
(BANSAL et al., 2012) e domésticos (LIBARDI et al., 2017).

3.5. PROCESSOS DE RECUPERACAO E PURIFICACAO DE ENZIMAS
(HEMI)CELULOLITICAS

A competitividade de um produto biologico esta relacionada a quantidade e
complexidade dos processos necessarios para sua aplicacao efetiva, estabilidade as
condicbes de processo, transporte e armazenamento. Essas condicdes sao
caracteristicas de uma série de processos definidos como downstream, um conjunto
de etapas que transformam uma biomolécula produzida em um produto aplicavel

e/ou comercializavel.

Usualmente, um processo de downstream pode seguir guias heuristicos de
processos, a depender da perspectiva de aplicagdo. Porém, para algumas moléculas
— tais como as enzimas —, podem ser utilizados processos ja consolidados que
funcionam de forma eficiente com pouco ou nenhum dano a atividade biolégica.
Esses processos ja foram extensivamente estudados e estdo reportados em artigos,
patentes e processos industriais. Ainda assim, € necessario cuidado na escolha dos
processos pos-producgao, varios fatores devem ser bem pensados antes mesmo do
inicio da produgao (de CARVALHO et al., 2017).

3.5.1. Separacao celular

Em escala laboratorial, a separacdo do mosto fermentado pode se dar por
filtracdo simples ou por centrifugagcédo, a depender das caracteristicas do material
produzido. Um caldo fermentado produzido com substratos semissolidos de baixa
granulometria, por exemplo, pode apresentar presenga de materiais particulados
capazes de passar pelos poros de alguns filtros, e de causar entupimento desses
poros a partir de formacdo de torta. Nesse caso, a centrifugacdo seria um

procedimento mais adequado.
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A separagao celular € dependente também do objetivo que se tem ao
separar mosto celular de caldo fermentado. Se o bioproduto de interesse for
extracelular, como é o caso das (hemi)celulases e pectinases produzidas por fungos
filamentosos, descartam-se as células e é recuperado o sobrenadante; se o produto
for intracelular, € descartado o sobrenadante e mantido o mosto celular, que sera
lisado para recuperagdo (CENTANNI; ROY, 2017).

3.5.2. Filtracao tangencial

Ja bastante estudada e utilizada na separacdo de diversas biomoléculas
(DIXON; WILKEN, 2017; SHUKLA et al., 2017; ROYCE; LIDERFELT; ROBINSON,
2018; MUKHERJEE, 2019; ZACCARIA et al., 2019), a filtracdo tangencial é
extremamente vantajosa quando comparada a filtragdo convencional, uma vez que o
material a ser filtrado flui paralelamente @ membrana, reduzindo a formagao de torta.
Sua alta eficiéncia permite que seja um processo aplicado em escala de
microfiltracdo, com poros em um e até mesmo de ultrafiltragcdo, como poros na
escala de Daltons (Da), e nandfiltragdo, aplicada em sistemas de osmose reversa.
Adicionalmente, esse processo pode ser escalonado sem grandes entraves,
mantendo o cut-off determinado em laboratério, modificando-se apenas as
condicbes de execucado, que devem ser otimizadas quando do escalonamento
(SEADER; HENLEY; ROPER, 2011; HARRISON et al. 2015; de CARVALHO et al,
2017).

A eficiéncia do processo é dependente de algumas variaveis, tais como a
pressao aplicada, a resisténcia da membrana e das particulas que aderem a
superficie da membrana, que se somam. Ainda assim, essas particulas podem ainda
ser removidas pelo fluxo de liquido que permeia continuamente a superficie da
membrana (de CARVALHO et al., 2017).
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3.5.2.1. Microfiltragéo e ultrafiltragdo

A separagao de componentes potencialmente prejudiciais ou contaminantes
e isolamento das moléculas alvo pode ser realizada utilizando uma ferramenta ja
bastante difundida e utilizada industrialmente para a separacdo de diversos
bioprodutos: a microfiltracdo em fluxo tangencial, que pode ser realizada em
membranas de varias configuragbes. Esse tipo de separagédo € considerado
essencial aos processos bioquimicos devido ao seu menor custo de processo
quando comparado a outros métodos, baixo efeito de fouling e disponibilidade de
membranas com varias capacidades de fluxo (SINGH; PURKAIT, 2019). Também
sao utilizadas filtracbes através de membranas de microporos, em que a passagem
ou retencdo do material de interesse é realizada através de centrifugacéo. A
microfiltracdo pode também ser utilizada em processos upstream, nos quais é
aplicada para filtragdo de células inteiras e fragmentos celulares; nesse caso, as
membranas possuem poros entre 0,05 ym e 1,0 um (MERCK-MILLIPORE, 2003;
DAVIS, 2019).

Além de isolar a proteina alvo removendo compostos de alto peso molecular,
também ¢ ideal que seja feita uma pré-purificagdo do produto microfiltrado, utilizando
sistemas de ultrafiltracdo com cut-off pré-determinado, no qual a maior parte da
proteina-alvo fique retida e os componentes de menor peso molecular sejam
removidos. A remogao de proteinas que nao sejam de interesse para o produto €
essencial para o aumento de sua pureza. A ultrafiltragado também pode ser utilizada
para a concentragdo da(s) proteina(s) alvo, a partir de refluxo do extrato sobre a
mesma membrana. Tais processos de separacdo e concentragdo sao efetivos no
downstream de varios bioprodutos (MAEDA et al.,, 2013; POLETTO et al., 2015;
HUNG,; LIU, 2018; KHEMAKHEM et al., 2017; LIBARDI et al. 2019).

3.6. FORMULAGCAO DE PRODUTOS BIOTECNOLOGICOS

O extrato enzimatico clarificado e recuperado, para ser aplicado ou
comercializado deve ser estavel e ter uma vida de prateleira viavel a sua aplicagao.

Varios fatores influenciam a estabilidade de um produto enzimatico. Como este é
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essencialmente composto de proteinas, esta suscetivel a desnaturacédo ou formagao
de agregados. Fatores como pH do produto, temperatura de armazenamento,
estado i6nico, umidade relativa e contaminagdo microbiana sdo frequentemente
causadores da desestruturacado e/ou perda de atividade biolégica de uma proteina
(YANG et al., 2018).

A estabilidade que um produto enzimatico demanda pode ser obtida a partir
da inclusdo de aditivos com funcdes diversas na formulagdo do produto. E, entdo,
necessario definir quais e em que proporcdes devem ser utilizados no
desenvolvimento do produto enzimatico. O processo de formulacdo de uma enzima
pode, muitas vezes, ser a etapa que ira conferir ao produto sua caracteristica
diferencial no mercado. Por isso, a nivel industrial, aspectos dessa formulagao sao
mantidos em segredo. (NUNES; PHILIPPS-WIEMANN, 2018). Isso se deve,
mormente, ao fato de que os componentes utilizados na formulagéo tém o intuito de
manter a atividade enzimatica ao longo do tempo, evitando contaminagdes

microbiologicas e desestabilizacdo da estrutura da proteina.

No desenvolvimento de pesquisas e tecnologias, os diferentes tipos de
formulagcbes s&o estudados, tais como a-amilases na forma liquida (HAN, BASF
ENZYMES, 2016), enzimas anti-inflamatérias na forma de pérolas ou capsulas
(imobilizadas) (YANG et al, 2018) e L-Asparaginase na forma soélida em
nanoparticulas (SHARMA; RATH; GOYAL, 2019).

O produto formulado pode ser apresentado em forma liquida ou em po, a
depender de sua aplicacdo e a forma em que apresenta maior estabilidade as
intempéries e, consequentemente, maior vida de prateleira. Comercialmente,
enzimas (hemi)celuloliticas sdo apresentadas na forma liquida, tais como a série
Ctec e a Celluclast, ambas da Novozymes® (MILLIPORE-SIGMA, 2019a, b), que
devem ser armazenadas sob refrigeracao; ou ainda na forma de p¢ liofilizado, como
€ o caso das celulases de Trichoderma reesei ATCC 26921 e de Aspergillus niger,
ambas da Sigma-Aldrich® (MILLIPORE-SIGMA, 2019c,d), que também devem ser
mantidas sob refrigeragcdo. Algumas delas devem, ainda, ser armazenadas
congeladas, como € o caso da hemicelulase de Aspergillus niger da Sigma-Aldrich®
(MILLIPORE-SIGMA, 2019e). As condi¢cdes de armazenamento sdo determinadas
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de modo que preservem, juntamente com os aditivos, a estrutura e atividade

biolégica das enzimas.

A aplicagao do produto enzimatico determina a pureza que deve apresentar
e os tipos de aditivos que podem ser utilizados na formulacdo para manutengao das
caracteristicas desejadas. O uso desses materiais € regulamentado por 6rgéos
governamentais, orientado por tipo de aplicagdo, uma vez que produtos que venham
a ser utilizados em alimentos, farmacos e nutricdo animal, precisam de maior

cuidado, ja que alguns desses compostos podem causar danos a saude.

No Brasil, essa regulamentacao é feita pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). Na Resolugéo da Diretoria Colegiada — RDC n° 54, de 07 de
outubro de 2014, a ANVISA descreve o regulamento técnico para produgao de
preparagdes enzimaticas para uso em alimentos (BRASIL, 2014a). Nessa RDC, é
descrito que a formulacdo produzida por via microbiana ndo pode possuir residuos
de biomassa, além de que o produto deve ser “adequadamente caracterizado” e
atender requisitos das especificagcbes da FAO/WHO Expert Comittee on Food
Additives, divisdo de seguranga alimentar da Organizagcdo Mundial de Saude; do
Food Chemicals Codex; ou da Food and Drug Administration (FDA), 6rgéo de
regulamentacgao estadunidense. Ja a Resolugdo RDC 53/2014 (BRASIL, 2014b) lista
enzimas, aditivos e veiculos autorizados para desenvolvimento de enzimas

aplicaveis em alimentos.

Os aditivos sédo geralmente classificados de acordo com sua fungdo no
produto: se sao estabilizantes, antimicrobianos, antiumectantes, umectantes,
crioprotetores. Tanto handbooks de produtos farmacéuticos e biotecnolégicos
quanto as proprias resolugdes dos 6rgédos de regulamentacdo apresentam as

funcdes de tais componentes nas formulacdes.

3.7. HIDROLISE ENZIMATICA

O processo de conversao da celulose em agucares pode ser realizado
quimica ou bioquimicamente. A hidrélise quimica é realizada em meio acido

concentrado, enquanto a bioquimica € conduzida por enzimas: as celulases. A
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catalise acida da degradacdo da celulose, porém, além de utilizar reagentes
corrosivos em seu decorrer, demanda equipamentos complexos e ainda pode
causar degradagdo de acgucares (MANSFIELD; ESTEGHALALIAN, 2003). Os
acgucares oriundos dessa hidrolise podem ser purificados e utilizados como produto
final, mas também (e mais frequentemente) atuam como substrato para a obtencao
de outros bioprodutos (ZAMANI, 2014).

Os catalisadores responsaveis pela hidrélise enzimatica da celulose sédo as
enzimas celuloliticas, que atuam clivando as ligagdes B1—4 do polimero. E uma das
etapas mais caras do processo de conversdo da biomassa em etanol, sendo

responsavel por de 20 a 30% dos custos do processo (CHEN; FU, 2016).

A estrutura da matriz lignoceluldsica tem grande influéncia sobre a hidrdlise
enzimatica, uma vez que €& muito complexa e, a depender de sua composicao,
dificulta o acesso das enzimas aos polissacarideos (KARIMI; TAHERZADEH, 2016).
Estudos comparativos indicam que o tratamento alcalino, responsavel pela
solubilizagcao da lignina, favorece a liberagao de agucares quando comparado, por
exemplo, aos tratamentos acidos (MAITAN-ALFENAS et al., 2015).

A efetividade da hidrdlise enzimatica nao depende apenas da capacidade de
a enzima converter o substrato em produto, mas também de caracteristicas da
prépria biomassa, dessa forma, os fatores que influenciam nesse processo sao
divididos em duas categorias: as caracteristicas da enzima e as da biomassa
(ALVIRA et al.,, 2010; SUN et al., 2016). Fatores como a presenca dos demais
polimeros da estrutura lignocelulésica, presenca de inibidores oriundos dos pré-
tratamentos, cristalinidade da celulose, area de contato (SUN et al., 2016) sao

caracteristicas do substrato que afetam a hidrdlise.

3.8. APLICACAO DE ENZIMAS (HEMI)CELULOLITICAS NA PRODUCAO DE
BIOCOMBUSTIVEIS

Desastres ambientais e guerras de poder tem ocorrido intermitentemente
devido ao consumo continuo e atual dependéncia energética de combustiveis

foésseis. Essa dependéncia é visivel quando se apreciam os dados gerais de
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consumo de combustiveis fésseis e parte-se do conhecimento de que eles ndo sao
renovaveis. De acordo com dados do Banco Mundial (2014), a porcentagem do
consumo mundial de combustiveis fosseis em relagdo ao total de combustiveis
consumidos mostra ainda uma dependéncia de 80,8% em 2014 (THE WORLD
BANK, 2014).

Uma das alternativas viaveis em curto prazo é a utilizacdo da energia
contida na biomassa vegetal para a geragdo de combustiveis. A produgao de
bioetanol € um exemplo desse processo. O bioetanol pode ser produzido a partir de
trés diferentes formas: materiais vegetais ricos em sacarose, como a cana-de-
acucar; matéria amilacea, como milho e mandioca; e, por fim, os materiais
lignocelulésicos, como os farelos de milho, arroz, trigo etc. (SOCCOL et al., 2010;
BALAT, 2011; BHUTTO et al., 2015).

O etanol produzido a partir do material lignocelulésico é denominado etanol
celulésico ou de segunda geracgao. Ele é obtido a partir da fermentacéao de agucares
obtidos na hidrélise dos polissacarideos componentes da biomassa vegetal — a
hemicelulose e, sobretudo, a celulose (SOCCOL et al., 2010; ZAMANI, 2014;
SIGOILLOT; FAULDS, 2016). Esse etanol surge, inicialmente, como um apoio ao
etanol de primeira geragao, que ja é produzido em larga escala no mundo. O etanol
de segunda geragao mostra-se vantajoso em relagdo ao de primeira geragdo, uma
vez que este ultimo, por vezes, demanda a utilizacdo de matéria-prima que poderia
ser destinada a producéao de alimentos; (da SILVA et al., 2010; SOCCOL et al. 2011;
DAYLAN; CILIZ, 2016). Ademais, de acordo com Daylan e Ciliz (2016), o etanol

emite de 45 a 65% menos gases causadores do efeito estufa do que a gasolina.

3.8.1. Utilizagao de matéria-prima residual

O etanol 2G pode ser produzido a partir de residuos agroindustriais que
sejam compostos de material lignoceluldsico, de modo que ndo comprometa a
producdo de alimentos — uma vez que esse € um dos pontos criticos para a
producdo de biocombustiveis —, e nao ocupe maior espago de cultivo
(PETRUCCIOLI et al.,, 2011; SARI et al., 2015). Além disso, a utilizagdo das

matérias-primas residuais diminui o custo de producao, uma vez que a despesa com
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o material de base é reduzida, e, sobretudo, reduz os impactos ambientais do
descarte desse residuo na natureza (BHATIA, JOHRI; AHMAD, 2012).

Estudos tém sido desenvolvidos com diversos residuos industriais para
verificar quais deles possuem potencial para produgdo em escala comercial do
etanol 2G. As matérias-primas mais utilizadas para essa producdo sao a madeira,
residuos agroindustriais como espigas (CHANG et al.,, 2012) e palha de milho,
sorgo, palha e bagago de cana (da SILVA et al., 2010; NEVES; PITARELO; RAMOS,
2016), farelos de arroz (ROCHA et al.,, 2013) e trigo (SINGHANIA et al., 2014),
cachos vazios de palma (KIM; KIM, 2013) e tdmaras e bagago de agave, gramas
perenes e residuos domeésticos. O uso direto dos residuos (bioetanol 1G) também
tem sido estudado, como por exemplo mucilagem de café (YADIRA et al., 2014),
leite de coco e residuo de suco de abacaxi (DOMINGUEZ-BOCANEGRA, TORRES-
MUNOZ; LOPEZ, 2015), sorgo macerado (JIN; LIU; HE, 2011).

3.9. CONCLUSAO

A construgdo de um bioprocesso que envolva toda a cadeia de produgao,
recuperacao, purificacdo e aplicagao requer a reunido de informagdes concisas
sobre todo o0 assunto, que conferem ao pesquisador o material para seu estado da

arte e execucao eficiente das etapas do processo.

O processo de producédo on-site tem estudos relativamente recentes, e é
preciso ainda maior dedicacdo ao conhecimento das matérias-primas envolvidas,
bem como dos insumos e micro-organismos. Porém, o desenvolvimento e aplicagédo
desses processos pode levar a um novo conceito de biorrefinaria integrada,

sustentavel e eficiente.
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4. ATUALIZAGCAO E REVALIDAGCAO DA METODOLOGIA DE GHOSE PARA
ANALISE DE ATIVIDADE CELULOLITICA

4.1. INTRODUCAO

As diversas aplicagdes do complexo celulolitico levam a uma elevada
demanda na produgdo dessas enzimas. O complexo & composto por trés tipos
basicos de enzimas: (i) endoglucanases (EC 3.2.1.4), (ii) exoglucanases, como as
celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) e (iii) B-glucosidases (EC 3.2.1.21), que agem em
sinergia para converter celulose em glicose (JUTURU; WU, 2014) e sdo expressas

na natureza por micro-organismos, plantas e animais (ZHANG; ZHANG, 2013).

As endoglucanases sao responsaveis por diminuir o grau de polimerizagao
da celulose através de hidrélises randémicas ao longo da cadeia. As exoglucanases
clivam os oligbmeros gerados em dimeros e tetrdmeros que sdo hidrolisados pelas
celobiases a unidades de glicose. Esses complexos enzimaticos sao geralmente
produzidos, em escala industrial, por micro-organismos, sobretudo fungos e
bactérias, sendo secretados no meio ou aderidos a parede celular do organismo
(MOSIER et al., 1999; ZHANG; LYND, 2004; MAEDA et al., 2013; JUTURU; WU,
2014).

Cada organismo produz um complexo com diferentes caracteristicas e,
principalmente, com uma capacidade hidrolitica particular, sendo entdo necessario
quantificar a atividade de cada uma das enzimas do complexo no sistema
enzimatico produzido. Essa quantificagdo, além de caracterizar o produto
enzimatico, permite determinar se é viavel sua aplicacdo a determinada reacao.
Essa quantificagao é feita, como determinado pela IUPAC, pelo método descrito por
Ghose (1987).

A metodologia de Ghose permite determinar as atividades de
endoglucanases, FPase e celobiases, através dos métodos que utilizam
carboximetilcelulose (CMCase), papel filtro (FPase) e celobiose como substratos,
respectivamente. O método é eficiente e tem sido usado como padréo para
quantificagcao de celulases em todo o mundo. A deteccao dos agucares gerados nas

reacoes enzimaticas é feita utilizando o reativo DNS, semelhante ao método descrito
60



por Miller (1959) em seu ensaio para a quantificacdo de acgucares. O reativo DNS,
desenvolvido por Sumner e Somers (1944) tem como base o cromoforo acido 3,5-
dinitrossalicilico, que, em reacdo com acucares € reduzido e muda sua coloracéo de
amarelo para marrom-avermelhado, gracas a formacdo do acido 3-amino-5-
nitrossalicilico (SUMNER; SOMERS, 1944).

Todavia, a execugdao do método da IUPAC para endocelulases e enzimas
sacarificantes demanda um elevado volume final de amostra, que, ap6s a leitura
espectrofotométrica, se torna uma fonte de residuo. O acido 3,-5-dinitrossalicilico
apresenta, além de riscos de manipulagdo, dano ao meio ambiente quando nele
descartado, sendo de potencial risco a longo prazo para os ambientes aquaticos e
seus organismos (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, 2009). Outro fator que acaba
por elevar o volume final de residuo é que os testes laboratoriais frequentemente
sado realizados para muitas amostras. Desse modo o volume final de residuo é
ambientalmente preocupante e ja tem despertado a atengdo de alguns
pesquisadores que propuseram mudangas em algumas metodologias que utilizam
DNS (NEGRULESCU et al., 2012; dos SANTOS et al., 2017).

Qualquer modificagdo em uma metodologia padrao deve ser posta a prova
em um procedimento de validacdo, em que sao testados diversos parametros a fim
de verificar se a metodologia modificada apresenta resultados equivalentes aos
obtidos com a metodologia original (RAMBLA-ALEGRE; ESTEVE-ROMERO;
CARDA-BROCH, 2012). Sao avaliados a reprodutibilidade do método, repetitividade,
robustez, limites de deteccdo e quantificagcdo, seletividade, intervalo, exatidao,
precisao e linearidade (BRASIL, 2017). Se a modificacao feita atende todos esses
requisitos em relacado a original, obtendo resultados equivalentes, € possivel entao
utilizar a metodologia modificada em substituicdo a metodologia original. Entretanto,
para a metodologia da IUPAC, nao foram encontradas referéncias de revalidagcéo da
metodologia, pressupondo-se, entdo, que a utilizagcdo do método persiste em suas

caracteristicas originais, quando aplicado.

Levando em consideragdo a quantidade de reagentes utilizados e o
preocupante volume de residuo gerado na quantificacdo de atividade celulolitica
descrita por Ghose, este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar uma

metodologia equivalente, reduzindo os volumes de enzima, substrato e reagente
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cromoforo, respeitando e utilizando suas correlagdes estequiométricas.

4.2. MATERIAL E METODOS

Os testes foram realizados seguindo critérios determinados pela Anvisa
(BRASIL, 2017) e pelo INMETRO (BRASIL, 2018). As metodologias para
determinacdo de FPase e CMCase foram aplicadas em trés volumes distintos: o
original e dois reduzidos. Os ensaios foram realizados em condi¢des de temperatura
e tempo de reagédo pré-determinados na metodologia original e repetidos em trés
dias diferentes. Uma repeticdo adicional, utilizando trés equipamentos (banhos-
maria) diferentes foi feita. A FIGURA 4-1, a seguir, esquematiza o procedimento que

foi realizado.

FIGURA 4-1 — ESQUEMA DOS TESTES REALIZADOS PARA VALIDAGAO DA MODIFICACAO
NA METODOLOGIA ORIGINAL

Banho-maria 1

Dia 1 Banho-maria 2

Banho-maria 3

7 amostras V1
7 amostras V2
7 amostras V3

Dia 2 Banho-maria 1

Dia 3 Banho-maria 1

il

FONTE: A autora (2015)
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4.2.1. Material

A enzima utilizada para os testes foi a CellicCtec2 da Novozymes e os
substratos papel de filtro Whatman n°1 (JProlab) e carboximetilcelulose (sal sodico
de meédia viscosidade: 400-1000 mPa.s) Sigma Aldrich. Todos os reagentes

utilizados possuiam grau analitico.

4.2.2. Teste do branco do substrato para o ensaio de FPase

A metodologia utilizada para quantificagdo das FPase n&o utiliza brancos do
substrato, de modo que nao avalia a potencial presenca de interferentes no papel
filtro que possam reagir com o acido 3,5-dinitrossalicilico e acabar induzindo um
falso positivo ou superestimagéo da atividade enzimatica. Dessa forma, foi realizado
um teste em triplicatas para identificagcdo da possivel influéncia do substrato na
atividade. Como os experimentos foram conduzidos em trés condi¢des diferentes,
foram avaliados os substratos nas trés condi¢cdes analisadas. Tal avaliacdo nao foi
feita para o procedimento de determinagdo das endoglucanases (CMCase) porque
este ja considera a influéncia do substrato utilizando-o previamente em todos os

ensaios.

4.2.3. Atividade de FPase (FPase)

A metodologia de Ghose (1987) para FPase é feita como é descrito no
seguinte fluxograma (FIGURA 4-2):
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FIGURA 4-2 - FLUXOGRAMA DESCRITIVO DO PROCEDIMENTO DE ENSAIO PARA
QUANTIFICACAO DE FPASE PELO METODO DE GHOSE

Adicionar DNS

e — O P )

ﬁ DO B L AHAR ﬂ

dilil | (L] ‘dHHHh‘
AHHHR Adiciona fitas de papel filtro L L@J_@J_@_@J_l
LU

Incubar por 1 h

- Ebuligio por 5
minutos seguida de

banho de gelo

Aquecer a 50°C ‘
Adicionar agua O

o @
S i

FONTE: A autora (2015)

Foi mantido o volume original do procedimento em um sistema (doravante
denominado S1) e outros dois foram elaborados para redugédo do volume (doravante
denominados S2 e Ss, respectivamente os sistema de volume intermediario e
inferior) respeitando as propor¢des estequiométricas. Os volumes utilizados estédo

dispostos na TABELA 4-1:

TABELA 4-1-VOLUMES REACIONAIS APLICADOS NA VALIDAGAO DA METODOLOGIA DE
ATIVIDADES DE FPASE (FPASE)

Ensaios

Sy S S3

Total (mL) 24,5* 5 2

Tampao (uL) 1000* 204 82

Enzima (uL) 500* 102 41

Substrato (mg) 50* 10,2 4,1
DNS (uL) 3000* 612 245
Agua (mL) 20* 41 1,63

FONTE: A autora (2015)
LEGENDA: *Volumes descritos no método original
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A primeira coluna da TABELA 4-1 mostra os volumes ou massas aplicados
no meétodo original; as demais, os volumes ou massas adaptados para tubos
pequenos (volume total de 5 mL) e microtubos de 2 mL. Apds a reagcado executada
nas trés proporcdes foram obtidas as concentracdes de agucares liberados pela
hidrolise enzimatica que foram utilizadas como parametros de comparagao entre os

trés sistemas e realizagdo dos calculos para validagao.

4.2.4. Atividade de Endoglucanases (CMCase)

A metodologia de Ghose (1987) para CMCase ¢é feita como descreve o
seguinte fluxograma (FIGURA 4-3):

FIGURA 4-3 — FLUXOGRAMA DESCRITIVO DO PROCEDIMENTO DE ENSAIO PARA
QUANTIFICACAO DE CMCASE PELO METODO DE GHOSE

Adicionar DNS

QD Enzima diluida P ﬂ
Carboximetilcelulose ‘ .‘ “ H H [ \
ﬂﬂﬂﬂﬂ 2%(m’\h

Incubar por 30 minutos

Aquecer a50°C \—MJ

Ebuligao por 5
minutos seguida de
banho de gelo

Adicionar dgua
Leitura a 540 nm ﬂm

FONTE: A autora (2015).

Foi mantido o volume original do procedimento em um sistema e outros dois
foram elaborados para reducdo do volume respeitando as proporgcoes

estequiométricas. Os volumes utilizados estao dispostos na TABELA 4-2:
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TABELA 4-2 — VOLUMES REACIONAIS APLICADOS NA VALIDAGAO DA METODOLOGIA DE
ATIVIDADES DE ENDOGLUCANASES (CMCASE)

Volumes
Si1 S S3
Total (mL) 24* 5 2
Enzima (pL) 500* 104 42
Substrato (uL) 500* 104 42
DNS (uL) 3000* 625 250
Agua (mL) 20* 417 1,67

FONTE: A autora (2015)
LEGENDA: *Método original

Da mesma forma que no procedimento anterior, foi conduzido o experimento
nas condi¢des originais, como apresentado na segunda coluna da TABELA, e nas
condi¢cbes adaptadas, como descrito nas demais colunas. Apds a reagao executada
nas trés proporgcbes foram obtidas as concentragdes de acgucares liberadas pela
hidrélise enzimatica que foram utilizadas como parametros de comparagao entre

sistemas e realizacao dos calculos para validacao.

4.2.5. Padronizagbes

Alguns aspectos nao definidos do procedimento foram padronizados para
melhor execugao, tais como o tempo de aquecimento prévio para alcance da energia
de ativagao da enzima, que foi fixado em 3 minutos. Além disso, o banho de gelo
utilizado para a interrupgédo da reagao dos agucares com o DNS também teve seu

tempo fixado em 5 minutos.

4.2.6. Procedimentos de validacao

Os paréametros de validagdo avaliados, a saber, linearidade, precisao
(repetibilidade, reprodutibilidade e precisdo intermediaria), exatiddao e limites de
deteccao e quantificacao, séo definidos pelo INMETRO (BRASIL, 2018).
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4.2.6.1. Linearidade

A avaliagao de linearidade tem como objetivo analisar se 0 método possui
proporcionalidade a concentracdo do analito, dentro de uma faixa especifica de
trabalho, que compreende o intervalo entre sua menor e maior concentragao
(BRASIL, 2018). Foi feita a determinacao da linearidade dos métodos ajustados e a

consequente verificagdo de desvio desse parametro com a alteragcéo das condigoes.

A avaliacdo se deu por meio de analise do R? das curvas-padrdao nos
volumes utilizados; a independéncia dos dados foi avaliada segundo o teste de
Durbin-Watson (DURBIN; WATSON, 1951); teste F ( Fisher, 1924) para a verificacao
de homocedasticidade; e os testes de Grubbs (GRUBBS, 1969) e Dixon (DIXON;

MOOQOD, 1946) para avaliagado da presencga de outliers nas curvas-padrao.

O teste de Durbin-Watson é um teste de hipoteses que considera que os
dados em uma regressao estdo linearmente correlacionados entre si. A hipotese
nula, entdo, determina que o coeficiente angular da equacao caracteristica dessa
correlagdo € igual a zero, de modo que os valores dos residuos das condi¢oes
experimentais avaliadas s&o independentes. O resultado obtido no teste é
comparado a dados tabelados na tabela de Durbin-Watson (du) e, quando o d
calculado € maior que o du tabelado, admite-se que os dados obedecem a

consideracao da hipotese nula.

O teste de Grubbs é utilizado para identificar a presenca de outliers (valores
extremos) em grupos de amostras. Nessa abordagem, a hipotese nula considera
que uma amostra possui resultado aberrante; e o valor Z calculado no teste é
comparado a um Z critico tabelado. Se o valor Z calculado for maior que o tabelado,

rejeita-se a hipotese nula.

Da mesma forma, o teste de Dixon tem por objetivo determinar valores
extremos num conjunto de dados. Todavia, em contraste ao anterior, ndo depende
do valor do desvio-padrao e a hipdtese € que os valores mais distantes sao outliers.
Assim como os demais, os resultados obtidos no calculo estatistico sdo relacionados

a um valor tabelado.
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4.2.6.2. Preciséo e exatidao

A definicao de precisao foi estabelecida pela ISO - Vocabulario Internacional
de Termos Gerais e Basicos de Metrologia como a proximidade entre valores
obtidos em medidas de replicatas em condi¢gbes especificas (ISO, 2004 apud
ARAUJO, 2009).

A precisao é determinada a partir de trés parametros: a repetibilidade, a
precisdo intermediaria e a reprodutibilidade. A repetibilidade foi avaliada a partir de
ensaios realizados no mesmo dia, utilizando os mesmos equipamentos e as
mesmas condi¢des — como preconizado pelo Inmetro - utilizando sete replicatas,
como previamente descrito. Os dados foram avaliados através dos seus valores de
HORRAT (Horwitz ratio) (HORWITZ, 1982) para determinar se havia repetibilidade,

bem como o desvio-padrao relativo.

A precisao intermediaria € avaliada a partir de uma variacdo de fatores tais
como diferentes equipamentos em um periodo de diferentes dias (BRASIL, 2018).
Neste trabalho foram feitos ensaios em dias diferentes, utilizando banhos-maria
diferentes. Também os dados foram tratados para determinagcdo do valor de
HORRAT e desvio-padrao relativo. Os mesmos parametros permitiram a avaliacao

da reprodutibilidade dos testes.

No que concerne a exatidao, a analise foi feita a partir de observagao de
tendéncia, expressa pela recuperagao analitica, tomando como valor de referéncia o
conjunto de dados das determinagdes em comparagdo com os resultados com
método  oficial. Foram avaliados os valores de recuperagdo e
veracidade/recuperagao; ademais, também foram executados os testes t
(STUDENT, 1908) e F (FISHER, 1924), para comparagédo das meédias e das

variancias, respectivamente.

4.2.6.3. Limites de detecgéo (LD) e de quantificagao (LQ)

Os limites dos testes sdao as concentracbes em que o analito ainda é

determinado no método. No caso do limite de deteccao (LD), avalia-se qual a
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concentragdo em que o analito pode ser identificado, ainda que nao quantificado,
enquanto que o limite de quantificacdo (LQ) determina o ponto de menor
concentracdo em que o analito possa ser identificado de modo a manter a precisao e
a exatidao do método (BRASIL, 2018). Para o LQ foram feitos testes em sete
replicatas nos menores pontos das curvas e foi avaliado pelo método descrito pelo
Inmetro como “Branco da amostra com adicdo da menor concentracido aceitavel do
analito”, sendo a menor concentragao aceitavel aquela que seja detectavel e mostre
um valor de incerteza satisfatorio. Para o LD, foi feita uma correlagéo entre o LD e o
LQ, por meio da razdo LD = LQ/3,3 (BRASIL, 2018).

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes realizados permitiram avaliar os parametros desejados e foi
possivel validar as modificagcbes nas metodologias, como demonstram os resultados

a sequir.

4.3.1. Teste do branco do substrato para o ensaio de FPase

Foi possivel detectar interferéncia do papel filtro na quantificagcdo dos
acgucares, uma vez que este, ao passar pelas etapas de aquecimento a 50°C por 1
hora e reacdo com DNS em ebuligdo por cinco minutos, foi parcialmente hidrolisado,
apresentando concentragcado de acucares de cerca de 0,5 mg/mL. Considerando que
tal valor foi identificado como acima dos limites de detecgao e quantificagéo (item
3.5) para o método, o ideal € que, ao ser realizado o procedimento de analise de
atividade celulolitica utilizando de papel filtro, seja sempre realizado o teste de

branco do substrato.

4.3.2. Experimentos de hidrélise enzimatica para revalidacdo do método

Conforme a metodologia descrita, foram conduzidos os experimentos e foi
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quantificada a concentragcdo de agucares liberada em cada uma das condigdes
estudadas. Nas TABELAS 4-3 e 4-4 podem ser apreciados os resultados de
atividade obtidos nas condicbes avaliadas para a determinacdo de FPase nos trés

volumes estudados:

TABELA 4-3—CONCENTRAGCOES DE ACUCAR OBTIDAS NO PRIMEIRO DIA, NOS TRES
BANHOS, PARA OS TRES VOLUMES

Dia 1

Sq* S S
Concentragdes  Banho1 2,949 +0,097 2,711 + 0,067 3,087 + 0,148
(g/L) Banho2 2,82 + 0,102 2,685 + 0,105 2,932 + 0,157
Banho3 2,932 + 0,180 2,739 + 0,122 2,968 + 0,184

FONTE: A autora (2015)
LEGENDA: *Método original

TABELA 4-4. ATIVIDADES NOS DIAS 2 E 3, REALIZADAS NUM MESMO EQUIPAMENTO

Dia 2

. S¢* Sz S3
Concentragdes
(g/L) 2,896 + 0,061 2,552 +0,116 2,831 +0,122

Dia 3
Concentragdes St Sz Ss
(glL) 2,796 + 0,140 2,897 +0,212 2,866 + 0,089
FONTE: A autora (2015)
LEGENDA: *Método original

Nas TABELAS 4-5 e 4-6 podem ser apreciados os resultados das
concentragdes de acgucares obtidas nas condi¢cdes avaliadas para a determinacao de

CMCase nos trés volumes estudados:
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TABELA 4-5 — CONCENTRACOES DE ACUCAR OBTIDAS NO PRIMEIRO DIA, NOS TRES
BANHOS, PARA OS TRES VOLUMES

Dia 1

Sq* S, S3
Concentracses Banho1 1,586 +0,078 1,558 + 0,035 1,552 + 0,104
(g/L) Banho2 1,533 + 0,052 1,519 + 0,067 1,548 + 0,075
Banho3 1,547 + 0,094 1,505 + 0,055 1,504 + 0,057

FONTE: A autora (2015)
LEGENDA: *Método original

TABELA 4-6 — ATIVIDADES NOS DIAS 2 E 3, REALIZADAS NUM MESMO EQUIPAMENTO

Dia 2
S¢* Sz S3
Concentragbes
(g/L) 1,495 + 0,036 1,498 + 0,055 1,497 + 0,073
Dia 3
Sq¢* S S
Concentragdes ! 2 :
(glL)

1,563 + 0,044 1,536 + 0,031 1,588 + 0,085

FONTE: A autora (2015)
LEGENDA: *Método original

Os resultados para os dois meétodos mostram um padrdo bastante
consistente ante uma primeira vista das TABELAS 4.5 e 4.6. Contudo, para uma real
analise da possibilidade de utilizacdo dos métodos modificados, é preciso analisar

0s parametros de validagao.

4.3.3. Linearidade

As curvas de calibragcado para os dois métodos foram construidas utilizando
as concentragcbes de agucares indicadas no método original, cada nivel em trés

replicatas, como usualmente aplicado nos procedimentos cotidianos do laboratdrio.
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4.3.3.1. FPase

Os testes de Grubbs e de Dixon indicaram a auséncia de outliers nos dados
das curvas, denotando a presenca de valores consistentes, sem dados aberrantes.
Os dados das curvas, bem como seu R?, podem ser vistos na FIGURA 4-4, em que
estdo dispostas as curvas de calibragdo nos trés volumes para a determinagao de

atividade de FPase.

FIGURA 4-4—CURVAS DE CALIBRAGAO PARA AS TRES CONDIGOES DE VOLUME REACIONAL
TESTADOS NA QUANTIFICACAO DE FPASE

S, S,
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FONTE: A autora (2016)

E possivel verificar que, nos trés sistemas de analise, as curvas-padrédo
obtidas mantém-se lineares nas concentragdes utilizadas, todas com R? maior que
0,998, estando dentro do padrao exigido por todos os 6rgéaos de regulamentacao de

validacao de experimentos analiticos. Foi identificado também que a distribuigcdo dos
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residuos é aleatoria, indicando que os dados sao homocedasticos, sendo que esta
ultima caracteristica também foi avaliada através de um teste F, que levou a mesma

constatacao.

O teste de Durbin-Watson permitiu concluir que os dados sao
independentes, com d = 2,28 > du = 1,36 para S2 e d = 2,84 > du = 1,36 para Ss
(sendo d o fator do teste utilizado e du o valor de d tabelado para as condigbes
aplicadas). Como d é superior a du, os dados sao considerados independentes. A
independéncia e a homocedasticidade se unem ao R? para mostrar que a
linearidade dos métodos estdo conforme, de acordo com todos os parametros
requisitados pelo INMETRO. Os resultados entdo garantem que a absorbancia

detectada é diretamente proporcional a concentracdo de analito nas amostras.

4.3.3.2. CMCase

Quanto ao método de endoglucanase, os testes de Grubbs e de Dixon
(teste Q) também indicaram a auséncia de outliers nos dados das curvas, denotando
a presencga de valores consistentes, sem dados destoantes. Os dados das curvas,
bem como seu R? podem ser vistos na FIGURA 4-5, em que estdo dispostas as
curvas de calibragdo nos trés volumes para a determinagdo de atividade de

endoglucanase.
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FIGURA 4-5—-CURVAS DE CALIBRAGCAO PARA AS TRES CONDICOES DE VOLUME REACIONAL
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FONTE: A autora (2016)

E possivel verificar que, nos trés sistemas de andlise, as curvas-padrédo

mantém-se lineares nas concentragdes utilizadas, todas com R? maior que 0,996,

estando dentro do padrdo exigido por todos os 6rgdos de regulamentacdo de

validacao de experimentos analiticos. Foi identificada a aleatoriedade da distribuicao

dos residuos e homocedasticidade dos dados, avaliada também através de um teste

F, que levou a mesma concluséao.

O teste de Durbin-Watson mostrou a independéncia dos dados, com d =

2,82 > du = 1,36 para Sz e d = 2,2 > du = 1,36 para S2. A independéncia e a

homocedasticidade se unem ao R? para mostrar que a linearidade dos métodos
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estdo conforme, de acordo com todos os parametros requisitados pelo INMETRO
(BRASIL, 2018).

Coeficientes semelhantes ao deste estudo foram encontrados por Santos e
colaboradores (2017) ao reduzir a quantificagdo de agucares pelo método de DNS
para o nivel de microplacas, realizando todo o procedimento de validagcdo para
frutose e glicose como analitos. Negrulescu e colaboradores (2012) também
reduziram o método de DNS ao nivel de microplacas, mas utilizando aquecimento
em micro-ondas para a reagao; os autores afirmam que as curvas-padrao se
apresentaram lineares para 95% de confiangca. A mesma alegacao é feita por
Gongalves e colaboradores (2010), que também reduziram os volumes de reagentes

utilizados no método de DNS em microplacas.

4.3.4. Precisao e exatidao

4.3.4.1. FPase

Mais uma vez nao foi identificada a presenca de outliers. A avaliacédo da
repetibilidade verificou desvios-padréo relativos de 3,10% para o método de Ss e
4,47% para S2. Os valores de HORRAT, de 0,64 e 0,92, sdo considerados

satisfatérios, uma vez que é desejado que estejam abaixo de 1.

No que concerne a precisao intermediaria, os valores de desvio-padrao
relativo obtidos foram de 1,81 e 1,24% para S3 e Sz, respectivamente; da mesma
forma, os valores de HORRAT foram 0,38 e 0,25, ambos inferiores a 1. No caso da
precisdo intermediaria, € desejavel que estes valores sejam inferiores a 2. A
reprodutibilidade também se mostrou dentro do conforme, com valores de desvio-

padrao relativo abaixo de 6%.

A avaliacao da exatidao foi feita a partir da avaliagcao de tendéncia, como
designado pelo INMETRO, utilizando como valores de referéncia os conjuntos de
dados do método oficial. Para S3 foi obtida recuperacao de 102% e, para Sz, 95,8%,
ambos dentro do intervalo considerado ideal (entre 95 e 105%). Também foi

executada a verificagdo da exatidao pela determinagcdo dos valores t e F, que se
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mostraram inferiores ao tcitco € a0 Feriico, 0 que indica que nado ha diferenca
significativa entre os valores obtidos, de modo que o método é exato (BRASIL,
2018).

4.3.4.2. Endoglucanase

Também nao foi identificada a presenca de outliers para precisao e exatidao
no método de endoglucanase. A avaliagao da repetibilidade verificou desvios-padrao
relativos de 2,67% para S3 e 2% para S2. Os valores de HORRAT, de 0,48 e 0,28,
sdo considerados satisfatorios, uma vez que é desejado que estejam abaixo de 1

para o parametro de repetibilidade.

Em relagdo a precisao intermediaria, os valores de desvio-padrao relativo
obtidos foram de 1,96 e 1% para os métodos S3 e S, respectivamente; da mesma
forma, os valores de HORRAT foram 0,37 e 0,21; ambos inferiores a 2, como
requerido para o parametro de precisdo intermediaria. A reprodutibilidade também
se mostrou dentro do conforme, com valores de desvio-padrao relativo abaixo de
6%.

A avaliacdo da exatidao foi feita a partir da avaliagcédo de tendéncia, como
designado pelo INMETRO, utilizando como valores de referéncia os conjuntos de
dados do método oficial. Para o S3 foi obtida recuperagao de 99,6% e, para o S2 mL,
98,6%, ambos dentro do intervalo considerado ideal (>95% e <105%). Também foi
verificada a exatidao pela determinacdo dos valores t e F, que se mostraram

inferiores ao teritico € @0 Feritico, indicando que o método é exato (BRASIL, 2018).

Negrulescu e colaboradores (2012), analisando o método de DNS para
quantificacdo de acucares em microplacas, obtiveram paralelos aos valores de
HORRAT semelhantes ao deste estudo e desvios-padrao relativos de 5,4%,
apresentando variabilidade superiores aquelas encontradas neste estudo, entretanto

ainda assim o meétodo foi considerado preciso.
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4.3.5. Limites de detecgéo (LD) e de quantificagéo (LQ)

4.3.5.1. FPase

Os testes para os limites de detecgdo permitiram fazer mais um ajuste no
meétodo original, uma vez que foi possivel ainda detectar presenga de agucares em
menores concentragdes do que aquelas designadas como menor ponto da curva na
descricdo da metodologia. Foi observado, entdo, que o0s agucares seriam
detectaveis com graus aceitaveis de precisao a partir de 0,5 mg/mL. Esse valor foi
utilizado como ponto mais baixo da curva, sendo aplicado nos calculos das zonas

limitrofes para detec¢ao e quantificagao.

Para Ss, feito em microtubos, se descobriu ser necessaria uma concentragao
de 0,27 mg/mL de agucares para quantificagdo. O LD foi entdo de 0,08 mg/mL. Ja
para a analise de Sz, o LQ foi de 0,08 mg/mL e para detec¢c&do, uma concentragéo de
0,02 mg/mL, pelo menos, seria necessaria. Essa diferenca se da, provavelmente,
pelo fato de que um volume menor de componentes pode ser mais susceptivel a
erros, de modo que uma concentracdo mais alta de agucares geraria dados mais

consistentes e com preciséo aceitavel para analise.

4.3.6. Endoglucanase

No que concerne a avaliacdo da atividade de endoglucanase, foi avaliado o
ponto minimo da curva (0,5 mg/mL) e pontos abaixo dele. Foram obtidos resultados
com precisao aceitavel a partir de 0,5 mg/mL. Esse valor foi entdo aplicado nos

calculos das zonas limitrofes para detec¢éo e quantificagao.

Para Ss, feito em microtubos, se mostrou necessaria uma concentracao de
0,34 mg/mL de acucares para quantificagao. O LD foi entdo de 0,10 mg/mL. Ja para
a analise de S2, o LQ foi de 0,09 mg/mL e para detecgao, uma concentragao de 0,03
mg/mL seria o0 minimo necessario. Nesses dados nota-se uma semelhanga quanto
ao que foi obtido no método de FPase, o que sustenta a hipétese inicial de que

menores volumes requerem uma maior concentragéo para obtengcao de dados mais
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consistentes e precisos. Naturalmente, esse detalhe n&o tira 0 mérito de que ha uma
consideravel reducado na quantidade de reagente utilizado e de consequente residuo

gerado.

Os limites de deteccdo e quantificagdo sado semelhantes, embora
ligeiramente menores, que os encontrados por Santos e colaboradores (2017), que
quantificaram acucares redutores a partir do método de DNS, que foram LD de
0,039 mg/mL para glicose e 0,0741 mg/mL para frutose e LQ de 0,13 mg/mL para
glicose e 0,247 mg/mL para frutose. Paralelamente, Gongalves e colaboradores
obtiveram valores muito similares aos encontrados neste estudo para os dois
métodos, com LD de 0,11 mg/mL e LQ de 0,34 mg/mL.

4.3.6. Discussao

Estatisticamente, os resultados alcancados mostraram-se dentro dos
padrbes exigidos e satisfatorios no que concerne a aplicagdo dos métodos
adaptados para analise de rotina. A utilizacdo dos métodos ajustados permite reduzir
a utilizacdo de reagentes em até cerca de 12 vezes, o que representa uma
economia em termos de reagentes e agua, que tanto é usada na execugdo do
procedimento quanto no preparo dos reativos e solugdes. Uma vez que ¢€ utilizada a
agua deionizada ou destilada, também ha uma reducédo na energia aplicada nos
processos de destilacdo e purificagdo da agua, bem como o menor uso dos filtros

utilizados nesses processos, aumentando sua vida util.

Ao lado desses beneficios, reduz-se o langcamento de residuos de DNS na
mesma proporg¢ao, de modo que, para analises em grande quantidade de amostra,
como normalmente ocorre em laboratorios de pesquisa e controle de qualidade, é

consideravelmente reduzido o volume de residuo a ser tratado e descartado.

Camassola e Dillon (2012) fizeram alteragdes semelhantes em método de
quantificacdo de FPase descrito por Mandels, Andreotti e Roche (1976) e
posteriormente ajustado por Eveleigh e colaboradores (2009). Assim como no
presente estudo, os autores reduziram a quantidade total de material utilizado e

residuo descartado e garantem a reprodutibilidade do método, contudo, os autores
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nao mostram no estudo se executaram os demais parametros de validacdo. Deve-se
lembrar que a revalidagao de um método ja consolidado é essencial para que haja
confiabilidade na metodologia modificada (RAMBLA-ALEGRE; ESTEVE-ROMERO;
CARDA-BROCH, 2012).

Vale salientar que dentre os autores comparados, nenhum deles apresentou
ajuste no método da IUPAC para analise de atividade celulolitica; apenas fizeram
ajustes em outras metodologias de analise de celulase e quantificacdo de agucares
utilizando DNS. Outro fator que também deve ser destacado é que, a reducgéo para o
volume de microplacas, como mostrado nos trabalhos da literatura, n&o seria viavel
no presente caso devido as condicbes de reagdo, uma vez que as misturas
reacionais sao de dificil homogeneizagdo. A mistura em tubos pode ser
homogeneizada em agitadores de tubos tipo voértex, o que n&do é possivel nas
microplacas. No caso do papel de filtro, ainda seria necessario definir um pedaco
muito pequeno da fita de papel, o que apresentaria dificuldades na padronizacao e
pesagem, além de que, se fosse realizada a leitura espectrofotométrica diretamente,

a fita de papel desviaria o facho de luz.

4.4. CONCLUSAO

Com os testes realizados foi possivel obter resultados satisfatorios e dentro
dos padrdes requeridos para os experimentos de validacdo de métodos. Dessa
forma, é possivel aplicar as variagdes na metodologia sem prejudicar os resultados e
ainda reduzir custos e riscos ao meio ambiente e a saude do manipulador, com
menor uso de reagentes e menor geragao de residuos.

Levando em consideragao o interesse significativo em pesquisas utilizando
celulases, € essencial que sejam feitos ajustes nos métodos originais, de modo a
reduzir custos e residuos, aproveitando os recursos dos quais se dispde atualmente
e que, porventura, ndo estavam disponiveis a época em que foi desenvolvido o
meétodo. Também € primordial que as alteragcbes nos métodos sejam validadas
dentro dos parametros aplicados pelos 6rgaos competentes, assim como foi

realizado no presente estudo.

79



5.  PRODUGAO on site DE COMPLEXO (HEMI)CELULOLITICO UTILIZANDO
CACHOS DE FRUTOS VAZIOS DE PALMA COMO SUBSTRATO

5.1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de bioprocessos para produgao de enzimas celuloliticas
de baixo custo € objeto frequente de estudo, sobretudo no que concerne a industria
de biocombustiveis. Esse destaque se deve ao uso de tais catalisadores na cadeia
produtiva do etanol de segunda geragédo, na qual sao aplicados para hidrélise da
celulose a acucares fermentesciveis, que serao fermentados a etanol. Essa busca
faz com que haja uma expectativa de aumento na participagdo das celulases no
mercado mundial de enzimas, que ja é de 20% (YU; LI, 2015; SRIVASTAVA et al.,
2017). Apesar do enfoque atual na produgdo de celulases voltadas aos
biocombustiveis, elas também s&o aplicaveis nas industrias de alimentos, racao
animal, detergentes, tecidos, polpa e papel e tratamento de residuos para
reciclagem (PATHAK; BHARDWAJ; SINGH, 2014; YOON et al., 2014).

As celulases sao indispensaveis no processo de producdo do etanol de
segunda geracado. Entretanto, sdo ainda um gargalo econdmico (SRIVASTAVA et
al., 2017), uma vez que sua aplicacdo é a segunda etapa mais cara do processo,
sendo superada apenas pelos pré-tratamentos quimicos (MOOD et al., 2013;
WATANABE, 2013; BEHERA et al., 2014). A investigacdo exaustiva para ajustes no
processo de produgdo, engenharia de micro-organismos e utilizacdo de matéria-
prima de baixo custo visam atenuar o impacto do custo do complexo enzimatico
sobre o prego final do produto, uma vez que o etanol € um produto de baixo valor

final agregado.

Paralelamente a producdo das celulases, a maioria dos micro-organismos
produzem também enzimas hemiceluloliticas, tais como as xilanases e mananases,
responsaveis pela degracao dos polimeros de xilana e manana, componentes da
maioria das hemiceluloses presentes na parede celular dos vegetais, em conjunto
com a celulose e a lignina. (DHILON et al., 2011; ANG et al.,, 2013; THOMAS;
PARAMESWARAN; PANDEY, 2016; CUNHA; BADINO; FARIAS, 2017). Um
consoércio enzimatico capaz de hidrolisar os componentes das estruturas

holocelulésicas € de grande interesse para a formagao de agucares fermentesciveis,
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uma vez que existem micro-organismos capazes de converter hexoses e pentoses a

etanol.

A produgao de enzimas é estudada em diversas condi¢cdes de processo, sob
fermentacdes submersa, sélida ou semissédlida. Lideres mundiais na produgao
dessas enzimas, tais como a Novozymes™, utilizam fermentacdo submersa em seu
processo (HANSEN et al., 2015). Fermentagdo em estado sélido possui a vantagem
de, geralmente, levar a maiores concentragdes do bioproduto desejado (YOON et
al., 2014; HANSEN et al., 2015). Entretanto, os pontos de controle do processo sao
mais escassos; caracteristicas importantes para a fermentacéo, tais como oxigénio
dissolvido, pH e temperatura, ndo podem ser monitoradas e/ou alteradas durante
seu andamento. As fermentagdes semissolidas (submersas com solidos suspensos)
podem ser bem aplicadas para a producdo de celulases a partir de material

lignoceluldsico, uma vez que a celulose € um polimero insoluvel (WILSON, 2011).

Usualmente, as fermentagdes para producdo de celulases e hemicelulases
séo realizadas por fungos filamentosos dos géneros Trichoderma (RAGHUWANSHI
et al., 2014; DELABONA et al., 2016; LI et al., 2016; LIBARDI et al., 2017). e
Aspergillus (CUNHA et al., 2012; NARRA et al., 2012; SAJITH et al., 2014; SHARMA
R. et al.,, 2015; CUNHA; BADINO; FARIAS, 2017), mas também outros fungos e
bactérias de diferentes espécies sado estudados para este fim. (JUTURU; WU, 2012;
JUTURU; WU, 2014).

Diversos substratos lignoceluldsicos ja foram utilizados na producao de
enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas, tais como palha de milho (ZHAO et al.,
2018), bagaco de cana-de-acticar (MARQUES et al., 2018), casca de café (MARIN;
ARTOLA; SANCHEZ, 2018), farelo de trigo (HEMANSI et al., 2018), cachos vazios
de palma (AJIJOLAKEWU et al., 2017), cascas e farelo de arroz, espigas de milho,
farelo de trigo (BAGEWADI et al., 2017), dentre outros. O Brasil, como pais de base
agroindustrial, gera uma grande quantidade de residuos lignocelulosicos no
beneficiamento e processamento de produtos oriundos de biomassa vegetal. Uma
das industrias em expansdo com potencial para reaproveitamento desses residuos &
a de producéo de d6leo de palma. Os cachos vazios dos frutos, residuos oriundos do
processo de debulhagem, compreendem uma matéria-prima lignoceluldsica

promissora para diversos fins. Dessa forma, vé-se a possibilidade de aplicagcao

81



desse residuo como substrato para a producdo de enzimas (hemi)celuloliticas a

partir de fungos filamentosos.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a produgcdo de enzimas
(hemi)celuloliticas por fungos filamentosos cultivados em biomassa residual da
industria do 6leo de palma, bem como selecionar aqueles com mais afinidade com
as caracteristicas do bioprocesso, além de realizar a otimizagdo do meio
fermentativo para sua producao, com potencial de aplicagdo em bioconversdo de

matéria lignocelulosica.

5.2. MATERIAL E METODOS

O residuo lignoceluldsico utilizado, consistindo em cachos vazios dos frutos
de palma (EFB — do inglés empty fruit bunches) (cadastro sisgen A2BC737) oriundos
da producao do éleo de palma, foi fornecido pela Biopalma da Amazénia, divisédo da
VALE S.A., responsavel pelo cultivo da palma oleaginosa e producdo de dleo de

palma.

5.2.1. Caracterizacao do residuo

O residuo dos cachos vazios dos frutos de palma (EFB) foi seco em estufa a
60°C, moido em moinho de facas e separado em tamizador de acordo com sua
granulometria. Nas fermentagcbes desenvolvidas, foi utilizada toda a fracédo que
estivesse com granulometria menor que 0,35 mm. Foi realizada uma caracterizagao
estrutural, utilizando para tal a metodologia da NREL — NREL/TP-510-42618
(SLUITER et al., 2008) que permite determinar os teores de lignina, celulose e

hemicelulose da biomassa vegetal, assim como cinzas e extraiveis.

A extracdo dos componentes em alcool, éter e agua foi realizada em
equipamento Soxhlet com tempo total de cada procedimento de 8 horas. A umidade
foi quantificada por gravimetria, bem como as cinzas e fragao insoluvel da lignina. A
lignina soluvel foi calculada a partir de leituras espectrofotométricas (240-280 nm).

Os acgucares estruturais e o acido acético (para determinagcdo dos grupos acetato)
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foram identificados e quantificados por cromatografia liquida de alta resolucéo (fase

moével H2SO4 5 mM, 0,6 mL/min; coluna a 60°C, detector de indice de refracao).

Para avaliacdo da composicdo de ions disponiveis no meio para o
desenvolvimento do micro-organismo, foi analisada a composigdo em ions soluveis
apos a autoclavagem do meio (120°C por 15 minutos). A analise foi feita em
cromatografo de ions Metrohm, utilizando as seguintes condi¢des: para cations —
coluna METROSEP C3, com HNO3 3,5 mM como fase movel, fluxo de 0,9 mL/min
de amostra, a 40°C por 25 minutos; para anions — coluna METROSEP A Sup5, com
Na2COs3 3,2 mM e NaHCO3z 1,0 mM como fase movel, fluxo de 0,7 mL/min de
amostra, a temperatura ambiente, por 30 minutos (METROHM, 2018).

5.2.2. Selegao de linhagens produtoras de enzimas (hemi)celuloliticas

A selecdo teve como objetivo avaliar a capacidade de cada cepa em
produzir celulases, xilanase e mananase utilizando empty fruit bunches (EFB) moido
como substrato em fermentagcdo semissolida. Inicialmente, foi verificada a atividade
das enzimas produzidas e, em seguida, a capacidade de cada extrato enzimatico de

hidrolisar a palma pré-tratada a unidades de glicose.

5.2.3. Micro-organismos

Para a producdo das enzimas, foram testadas sete cepas de micro-
organismos dos géneros Aspergillus, Trichoderma e Colletotrichum do banco de
cepas do Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, descritas
na TABELA 5-1.
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TABELA 5-1 — LINHAGENS DE FUNGOS FILAMENTOSOS UTILIZADOS PARA PRODUCAO DE
ENZIMAS (HEMI)CELULOLITICAS UTILIZANDO OS CACHOS VAZIOS DOS
FRUTOS DE PALMA COMO SUBSTRATO

Linhagem Origem
Aspergillus niger NRRL 326 banco internacional de cepas NRRL
Aspergillus niger NRRL 328 banco internacional de cepas NRRL
Aspergillus sp. isolado dos cachos vazios dos frutos de palma por

pesquisadores do Programa de Pés-Graduagao em
Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da

Universidade Federal do Parana

Trichoderma harzianum TRICO3 isolados de seringueira por pesquisadores da

Universidade Estadual de Feira de Santana

Trichoderma sp. TRIC05 isolados de seringueira por pesquisadores da
Universidade Estadual de Feira de Santana

Colletotrichum gloeosporioides isolados de seringueira por pesquisadores da
TRIC04 Universidade Estadual de Feira de Santana
Colletotrichum gloeosporioides f.sp. isolados de seringueira por pesquisadores da
aeschynomenes TRIC02 Universidade Estadual de Feira de Santana

FONTE: A autora (2017)

A manutencdo das linhagens e indculo foram preparados em meio PDA
(potato dextrose agar — agar de batata e dextrose), em frascos de Erlenmeyer de
250 mL, com 50 mL de meio. Os micro-organismos foram inoculados por técnica de
semeadura em profundidade e o cultivo mantido a 30°C para crescimento e

esporulagao entre cinco e sete dias.

5.2.4. Producao de enzimas por fermentacdo submersa com soélidos suspensos

Para produgao das enzimas, foi realizada uma fermentagdo submersa com
soélidos, no qual a fonte de carbono foi o residuo dos cachos vazios da palma moido
(EFB), com granulometria menor que 0,35 mm, o qual foi suspenso em solugédo de
micronutrientes (TABELA 5-2) descrita por Mandels e Weber (1969) e Neoh et al.
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(2015). O cultivo, com taxa inoculagdo de 107 esporos/mL, foi feito em frascos de
Erlenmeyer de 250 mL e mantido em agitador orbital a 30°C e 120 rpm por 7 dias.
Apds o periodo de cultivo fermentacao, foi separada a fracdo sdlida, composta de
biomassa vegetal e microbiana, e o sobrenadante contendo as enzimas de

interesse.

TABELA 5-2 — COMPOSICAO DOS MEIOS UTILIZADOS NO PROCESSO DE PRODUGAO DAS

CELULASES
Meio 1 (Mandels;Weber, 1969) Meio 2 (Neoh et al., 2015)
Nutriente Composigao Nutriente Composicao
KH2PO4 2g/L KH2PO4 0,1%
(NH4)2PO4 1,4 g/L Extrato de levedura 0,5%
Ureia 0,3 g/L NaCl 0,05%
MgSO,4 7H:0 0,3 g/L MgSO, 7H.0 0,05%
CaCl; 0,3 g/L Fonte de carbono 2% (m/v)
(EFB)
FeS0O47H20 5,0 mg/L
MnSO4H.0 1,56 mg/L
ZnS04 7TH20 1,4 mg/L
CoCl; 2,0 mg/L
Fonte de carbono 1% (m/v)
(EFB)

FONTE: A autora (2016)

LEGENDA: Todos os sais utilizados estavam na forma anidra, a menos que especificado seu teor de
agua.

Quando as condigdes assim exigiam, meios com diferentes concentragdes
dos referidos componentes foram utilizados. Todas as mudancas nas condi¢cdes

estao descritas na metodologia que segue.
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5.2.5. Atividade de FPase (FPase)

Para determinacao da atividade de celulase com agao sobre o papel de filtro,
foi utilizada metodologia descrita por Ghose (1987) modificada (SIQUEIRA et al.,
2020b), em que 41 uL de extrato enzimatico foram adicionados a 82 pyL de tampao
citrato 0,05 M pH 4,8. A mistura foi agitada e aquecida a 50°C. Foi adicionada,
entdo, uma fita de papel de filtro Whatman n°1 de 4,1 mg (0,5 cm x 1 cm). O sistema
foi incubado a 50°C por 1 h. Apds o tempo de reacgao, foi acrescentado 245 uL do
reativo de DNS e a mistura submetida a banho em ebulicdo por 5 minutos para
quantificagdo dos acgucares redutores. A reacao foi interrompida em banho de gelo
também por 5 minutos. Foi adicionado 1,63 mL de agua e feita a leitura a 540 nm.
Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima (em
volume) necessaria para liberagcao de 1 ymol de agucares redutores (expressos em

glicose) por mL de reagao por minuto.

5.2.6. Atividade de endoglucanase (CMCase)

Para determinacao da atividade de endoglucanase, foi utilizada metodologia
descrita por Ghose (1987) modificada (SIQUEIRA et al., 2020b), em que 42 pL de
extrato enzimatico foram adicionados a 42 uL de CMC 2% (m/v) em tampé&o citrato
0,05 M pH 4,8. O sistema foi incubado a 50°C por 30 minutos. A quantificacdo dos
acucares redutores foi feita reagindo a mistura hidrolisada com 250 uL de reativo de
DNS em banho em ebulicado por 5 minutos. A reacéo foi interrompida em banho de
gelo também por 5 minutos. Foi adicionado 1,67 mL de agua e feita a leitura a 540
nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
(em volume) necessaria para liberagdao de 1 ymol de agucares redutores (expressos

em glicose) por mL de reagao por minuto.

5.2.7. Atividade de xilanase

Para determinacdo da atividade de xilanase, foi utilizada metodologia
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descrita por Bailey, Biely e Poutanen (1992) modificada, em que 20 uL de extrato
enzimatico foram adicionados a 180 pL de xilana beechwood 1% ( m/v) em tampao
citrato 0,05 M pH 5,3. A mistura foi incubada em banho-maria a 50°C por 5 minutos.
Em seguida, foram adicionados 300 uL do reativo de DNS e a mistura levada a
banho em ebulicdo por 5 minutos para quantificagcdo dos acucares redutores. A
reagao foi interrompida em banho de gelo também por 5 minutos. Foi feita a leitura a
540 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima (em volume) necessaria para liberacdo de 1 uymol de agucares redutores

(expressos em xilose) por mL de reagéo por minuto.

5.2.8. Atividade de mananase

Para determinagdo da atividade de mananase, foi utilizada metodologia
descrita por Rattdé e Poutanen (1988). Assim sendo, 500 puL de extrato enzimatico
foram adicionados a 500 pL de locust bean gum (LBG) em tampéao citrato 0,05 M pH
5,3. A quantificagdo dos agucares redutores foi feita reagindo a mistura hidrolisada
com 1 mL de reativo de DNS em banho em ebuligdo por 5 minutos. A reagao foi
interrompida em banho de gelo também por 5 minutos. Adicionou-se 5 mL de agua
deionizada e feita a leitura a 540 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima (em volume) necessaria para liberagao de 1

Mmol de agucares redutores (expressos em manose) por mL de reagao por minuto.

5.2.9. Hidrélise enzimatica do residuo pré-tratado

Foram realizados testes para avaliar a capacidade dos extratos enzimaticos
produzidos hidrolisarem o residuo de cachos vazios de palma pré-tratado (NaOH 5%
120°C/60 minutos) e verificar seu potencial para produgao de glicose. A hidrdlise foi
feita em banho-maria com agitacdo a 100 rpm e 50°C. O residuo foi mantido em
suspensao no extrato bruto em proporgao de 14% (m/v) (condicdo determinada em
testes anteriores). Apds hidrdlise durante 72 horas, a suspensado foi mantida em

banho em ebulicdo por 5 minutos para inativar a enzima, seguido de banho de gelo
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também por 5 minutos. Entdo, a mistura foi centrifugada a 4500 rpm por 20 minutos
e 0 sobrenadante separado foi analisado para presenga de agucares. A analise foi
executada via cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em coluna HiPlex (fase

movel H2SO4 5 mM, 0,6 mL/min; coluna a 60°C, detector de indice de refracao).

5.2.10. Teste de viabilidade celular do micro-organismo

A utilizagdo do micro-organismo na cultivo para produgcdo de enzimas na
forma de inoculacido de esporos requer que este possua células viaveis no meio de
inoculagcado. Para tal foi feito um teste de viabilidade celular, em que a cepa foi
inoculada em meio PDA (50 mL) em frascos de Erlenmeyer de 125 mL e incubados
em estufa a 30°C durante 8 dias. A cada dia, dois frascos eram retirados para
andlise da viabilidade. A analise consistiu em suspender células e esporos em
solugcado de Tween 80 a 0,5% (v/v), e realizar contagem em Camara de Neubauer.
Diluicdes sucessivas foram feitas até que a contagem estivesse entre 30 e 300
esporos. Da diluicdo com essa quantidade de esporos eram retirados 100 ul, que
eram levados a uma placa de Petri com meio PDA e espalhados com alca de
Drigalski. A cada dia eram avaliadas as placas para verificagcdo da formacao de
unidades formadoras de colbnia. A relagao entre unidades formadoras de colénia e
esporos contados na diluigdo determina a viabilidade celular do micro-organismo no

dia avaliado.

5.2.11. Selecao dos componentes minerais do meio de produgcédo de enzimas

(hemi)celuloliticas

Levando em consideragao a importancia da presenca de micronutrientes no
crescimento do micro-organismo, bem como na produ¢édo de enzimas, decidiu-se
analisar a influéncia da composi¢cdo mineral do meio Mandels e Weber (1969) na
producdo das (hemi)celulases de interesse. Para tal, foram feitos cultivos cuja
composi¢ao variou de acordo com as condigbes de um planejamento fatorial de
Plackett e Burman (PLACKETT; BURMAN, 1946) com n = 7 e 8 experimentos. Os
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niveis aplicados estao descritos na TABELA 5-3. As respostas para o planejamento

foram as atividades enzimaticas como acima descritas.

TABELA 5-3. NIVEIS DAS VARIAVEIS AVALIADAS NO PLANEJAMENTO PLACKETT-BURMAN

Nivel KH2P04 MgSO4.2H20 CaClz FeSO4.7HzO MnSO4.H20 ZnSO4.7H20 COC|2

(g/L) (g/L) (g/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
-1 0 0 0 0 0 0 0
1 2 0,3 0,3 5 1,56 1,4 2

FONTE: A autora (2017)

Foram executados nove experimentos, sendo oito determinados pelo
software Statistica® versédo 8.0 e um controle negativo, no qual ndo houve adigéo de

sais. Todos os ensaios foram realizados em duplicatas.

5.2.12. Avaliagcado da influéncia das fontes de nitrogénio sobre a producéo de

enzimas

Foram verificados os efeitos das fontes de nitrogénio utilizadas no meio
Mandels e Weber (1969) sobre as atividades das quatro enzimas avaliadas. Os
ensaios do teste continham a mistura padrédo das duas fontes (ureia e sulfato de
amonio) ou a fonte isolada, mantendo sempre a concentragdo de nitrogénio definida
no artigo de origem. Foram aplicadas as condi¢cdes definidas no item anterior mais

as fontes de nitrogénio (sulfato de amoénio e ureia).

5.2.13. Otimizag&do do meio para a producgéo de enzimas (hemi)celuloliticas

Apés a avaliagado da necessidade da suplementagcdo mineral do meio e da
analise das fontes de nitrogénio a serem aplicadas, foi feito um planejamento fatorial
do tipo delineamento composto central rotacional (DCCR), avaliando a proporg¢éao de
palma no meio de cultivo, a concentragéo de nitrogénio total na solugao nutritiva e a

proporcao das duas fontes de nitrogénio na solugcédo. Os niveis de cada fator estao
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dispostos na TABELA 5-4.

TABELA 5-4—NiVEIS DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DO TIPO DCCR PARA ESTUDO DOS
FATORES PROPORCAO DE PALMA, CONCENTRACAO DE NITROGENIO E
PROPORCAO UREIA E SULFATO DE AMONIO SOBRE A PRODUCAO DAS
(HEMI)CELULASES POR Aspergillus sp. E Aspergillus niger NRRL 326

Proporgao Ureia x

Niveis P’°'°°"§a° de palma  Concentragdo de Sulfato de Aménio
(% miv) nitrogénio (g/L) (%)
-1,68179 0,16 0,070 7,96 x 92,04
-1 0,5 0,219 25x 75
0 1,0 0,437 50 x 50
1 1,5 0,655 75x 25
1,68179 1,84 0,804 92,04 x 7,96
FONTE: A autora (2017)
5.2.14. Validagao do modelo matematico

As respostas que apresentaram interagdo significativa, e permitiram a
obtencdo de uma superficie de resposta valida, serviram como base para a
obtencdo de um modelo estatistico que teoricamente descreve o comportamento
das atividades enzimaticas a partir de alteracbes no meio de produgado. Para
avaliacdo da validade desses modelos obtidos, foi repetido um ponto da area 6tima
e o resultado das atividades comparado com o modelo tedrico. A analise dos dados

e obtencao do modelo foram delineadas no software Statistica versao 8.0.

5.2.15. Cinética de produgao de (hemi)celulases

Apés a validacdo do modelo e escolha das condi¢gdes de fermentacéo, foi
executada uma analise da produgao de enzimas de acordo com o tempo de cultivo,
durante 12 dias. O processo fermentativo foi desenvolvido utilizando o meio nas
condi¢des otimizadas; a 30°C e 120 rpm. Os testes foram feitos em duplicata, com

analise diaria.
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5.2.16. Producao das enzimas em biorreatores tipo coluna de bolhas

O processo fermentativo para producdo das enzimas foi realizado em

biorreatores do tipo coluna de bolhas com volume de 1 L, nas condigdes otimizadas.

Como controle, foram também produzidas,

simultaneamente,

nas condigdes

anteriores, em frascos de Erlenmeyer. Posteriormente, estudou-se a produg¢ao nos

reatores com diferentes aeragdes (1, 1,5 e 2 vvm), mantendo as condi¢cdes de

preparo do meio e taxa de inoculagao.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Caracterizacéo do residuo

A composi¢ao centesimal do residuo utilizado na fermentacdo esta

apresentada na TABELA 5-5.

TABELA 5-5 — COMPOSIGAO CENTESIMAL DO RESIDUO DE EFB UTILIZADO NO PROCESSO
FERMENTATIVO PARA PRODUGAO DE ENZIMAS (HEMI)CELULOLITICAS POR

FUNGOS FILAMENTOSOS

Componente

Composigao

Celulose
Hemicelulose
Lignina
Cinzas
Extraiveis em éter
Extraiveis em etanol
Extraiveis em agua
Grupos acetato

Umidade

30,475 + 2,278
19,529 + 2,959
21,387 + 0,777
1,296 + 0,303
4,469 + 0,023
4,328 + 0,183
2,344 + 0,105
5,257 + 0,291
6,815 + 0,156

FONTE: A autora (2017)
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Em trabalhos anteriores do PPGEBB com EFB, foram obtidos 28% de
celulose, 24,12% de hemicelulose e 19,96% de lignina (MEDINA et al., 2015), dados
semelhantes aos encontrados no presente estudo. Chiesa e Gnansounou (2014)
também encontraram valores similares em EFB do Benin, com 29,6% de celulose,
18,8% de hemicelulose e 22,9% de lignina. J& Kim e Kim (2013) e Yunus e
colaboradores (2010) encontraram valores muito superiores de celulose utilizando
EFB da Malasia, com 39,8% e 44,5%, respectivamente. Aqueles autores ainda
encontraram valor maior também de lignina (28,8%), enquanto o destes foi
semelhante (19,1%). Cardona e colaboradores (2018), analisando EFB da Colémbia,
encontraram conteudo celulésico de 35,4%, hemiceluldsico de 21,9% e 19% de
lignina, valores também n&o muito distantes do encontrado no presente trabalho. Os
dados obtidos mostram como fatores ambientais podem alterar as caracteristicas de
composi¢ao do material lignocelulésico oriundo da mesma espécie vegetal, uma vez
que resultados com EFB brasileiro mostraram semelhanga entre si e diferengca em

relagdo aos dados obtidos em outros paises.

Foram também quantificados os ions liberados no tratamento térmico do

residuo, como mostrado na TABELA 5-6:

TABELA 5-6—iONS DETECTADOS NO EXTRATO DOS CACHOS VAZIOS DOS FRUTOS DA
PALMA APOS O TRATAMENTO TERMICO

ion Concentragao (mg/g de EFB)
NH4* 0,19
Mg?* 2,23
Ca* 2,44
K* 104,48
Na* 3,59
cr 0,20
F 0,02

FONTE: A autora (2018)

A andlise das concentracbes de ions obtidas permite inferir possiveis
influéncias da composi¢ao do extrato sobre o crescimento microbiano e producao de
celulases, comparando-a com a constituicao idbnica dos meios comumente utilizados
e descritos na literatura. Meios consagrados como aquele desenvolvido por Mandels
e Weber (1969) requerem a adigdo de K*, Mg?* e Ca?', expressivos no extrato
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analisado. Dessa forma, essas caracteristicas podem influenciar na elaboracdo do
meio de cultivo, a disponibilizacdo desses elementos pelo extrato do residuo pode

reduzir e até mesmo eliminar a necessidade de suplementagéo.

5.3.2. Selegao de linhagens produtoras de enzimas (hemi)celuloliticas

A produgdo do consorcio enzimatico foi realizado em dois meios de cultivo
diferentes, a saber, o0 meio classico para produgdo de celulases desenvolvido por
Mandels e Weber (1969) e um meio utilizado para produgdo de consércio de
hemicelulases e celulases, desenvolvido por Neoh e colaboradores (2014). Foram
utilizadas sete cepas dos géneros Aspergillus, Colletotrichum e Trichoderma. O
desempenho dos micro-organismos nos respectivos meios para produgao de

celulases e hemicelulases estao dispostos na TABELA 5-7 :
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Dos micro-organismos testados, o Aspergillus sp. - fungo isolado da palma -
apresentou maior atividade celulolitica tanto para FPase (4,002 + 0,267 e 4,167 +
0,295 para os meios 1 e 2, respectivamente) quanto para CMCase (23,149 + 1,075 e
21,464 + 0,909 para os meios 1 e 2) para os dois meios de cultivo utilizados,
enquanto que as outras cepas, com excecgao do Aspergillus niger NRRL 326, tiveram
reducdo na produgdo de celulases no meio desenvolvido por Neoh et a. (2014).
Como o Aspergillus sp. foi isolado da palma e, consequentemente, esta habituado a
utiliza-la como substrato em seu metabolismo, essa resposta ja era esperada. Uma
analise estatistica entre as atividades obtidas nas produgcdes nos dois meios
mostrou que, para 95% de confianca, apenas o Aspergillus sp. se mostrou adaptavel
as mudancas de condi¢cbes do bioprocesso no que diz respeito as atividades de

FPase, CMCase e xilanase.

Os demais micro-organismos também apresentaram atividade, com
destaque para o C. gloeosporioides f. sp. aeschynomene TRIC02, que apresentou
tanta atividade de FPase quanto o Aspergillus sp., embora tenha mostrado menor
atividade de CMCase. Da mesma forma, o Trichoderma sp. TRIC05 produziu todas
as enzimas, com destaque para a FPase, CMCase e xilanase. Em relagcéo as
hemicelulases, as duas linhagens de Aspergillus niger e o Colletotrichum
gloeosporioides f. sp. aeschynomene TRIC02 testadas apresentaram maior

atividade de xilanase e mananase quando comparados aos demais testados.

Em termos de celulases, as linhagens de Trichoderma (HBO03),
Colletotrichum gloeospeorioides f. sp. aeschynomene e Aspergillus sp. mostraram-se
no mesmo patamar de producgao, entre si para 95% de confiangca, em termos de
FPase, no meio Mandels e Weber. Tais atividades foram superiores a algumas
encontradas na literatura, tais como obtidas por Jing e colaboradores (2015), que,
utilizando linhagem mutada de Penicillium oxalicum em meio com celulose
microcristalina (Avicel®) e farelo de trigo como fonte de carbono, obtiveram atividade
de FPase de 2,74 U/mL e 13 U/mL de CMCase.

E notavel a diferenca de ordem de grandeza entre as atividades, destacando
a producédo de xilanase em comparacao as demais; esse fenbmeno provavelmente
se da devido a composic¢ao do residuo e sua recalcitrancia; por ndo ser um residuo

pré-tratado, a celulose é protegida do ataque microbiano pela matriz de lignina e a
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hemicelulose, por estar mais exposta na estrutura lignoceluldsica, esta mais
facilmente disponivel para ser utilizada como fonte de carbono pelo micro-

organismo.

Utilizando uma linhagem mutada de Penicillium janthinellum fermentando
palha de trigo, Sharma B. e colaboradores (2015) obtiveram atividades de até 1,85
U/mL para FPase, 39 U/mL para CMCase e 69,3 U/mL para xilanase (em condi¢cdes
diferentes), valores similares aos encontrados nesse estudo, ainda que inferiores

para a maioria das Fpases e xilanases e superiores para CMCase.

Vasconcellos e colaboradores (2015) utilizaram Aspergillus niger para
produzir endoglucanases e xilanases, por fermentacdo submersa e em estado
sélido, a partir de bagago de cana-de-agucar tratado por explosao a vapor, obtendo
atividades de 0,908 U/mL para endoglucanase e 4,419 U/mL de xilanase. Os
resultados encontrados sao inferiores aos obtidos nesse trabalho, que ainda utilizou

residuo sem pré-tratamento.

A maioria das linhagens de Trichoderma n&o apresentou atividade
expressiva de xilanase e, portanto, tais micro-organismos foram logo descartados,
bem como o Colletotrichum gloesporioides. Dentre eles, mostrou maior capacidade
de producao, nas condi¢des aplicadas, o Trichoderma sp. TRIC05, com atividade de
93,120 + 11,544 U/mL. Tal resultado caracterizou ainda uma menor producédo que
aquela das demais linhagens. Pathak, Bhardwaj e Singh (2014) encontraram
producao de xilanase (122 U/mL) por Trichoderma harzianum, utilizando farelo de
trigo como substrato. Contudo, a fermentagdo apresentou menores valores de
producao de celulases (0,47 U/mL) e endoglucanases (1,67 U/mL). Provavelmente a
grande diferenca de atividade obtida se deve ao fato de que os residuos de trigo
geralmente possuem teor de hemiceluloses maiores que os de celulose. (PATHAK;
BHARDWAJ; SINGH, 2014).

Dos dois Aspergillus niger estudados, o NRRL 326 apresentou maior
producao de xilanase do que o NRRL 328, sendo este utlimo ainda de dificil
manipulacdo para o processo fermentativo, uma vez que possui menor taxa de
esporulagdo que o primeiro (dados observados apenas). Dadas as consideragdes
feitas, foram selecionados para o teste de capacidade hidrolitica o Aspergillus sp., o

Colletotrichum gloesporioides f. sp. aeschynomene e o Aspergillus niger NRRL 326.
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No ambito da selecdo do meio, foi avaliado que a producdo das enzimas se
deu mais eficientemente quando foi utilizado o meio Mandels e Weber, sendo que o
Aspergillus sp. foi o uUnico que mostrou, para FPase, CMCase e xilanase,
capacidade adaptativa, tendo produzido as trés enzimas em quantidades
estatisticamente iguais nos dois meios. Desse modo, como 0s experimentos
prosseguiriam com trés cepas, decidiu-se manter o meio ao qual todos os micro-

organismos se adaptaram e tiveram bom nivel de produgao.

Para definir quais cepas seriam mais adequadas para o desenvolvimento do
processo fermentativo, foi feita uma nova fermentagao, nas mesmas condi¢des, com
0S micro-organismos previamente selecionados, além de um teste de hidrolise
enzimatica, que avaliou a capacidade dos extratos enzimaticos em produzir glicose
quando atuando sobre a palma pré-tratada. Os resultados obtidos estdo
apresentados na TABELA 5-8:

TABELA 5-8—COMPARATIVO DA EXPRESSAO DE ENZIMAS DOS MICRO-ORGANISMOS
TESTADOS E PRODUCAO DE GLICOSE A PARTIR DE SEUS EXTRATOS

Selecao de cepas

Cepas Fpase (U/mL) CMCase Xilanase Mananase Glicose
(U/mL) (U/mL) (U/mL) (g/L)

Aspergillus sp. 4,349 + 0,1634 15,910 + 0,685 70,524 +0,377 0,177 + 0,007 1,50

Colletotrichum 3,809 + 0,228 15,471 + 1,074 99,008 + 16,907 0,570 + 0,003 0
aeschynomene

Aspergillus 2,893 +0,191 13,867 + 1,025 121,840 +6,123 0,472 + 0,010 3,56
niger NRRL
326

FONTE: A autora (2016)

A analise dos resultados da TABELA 5-8 mostra que o padrdo das
atividades anteriores se manteve, com ligeira redugcdo no valor absoluto da
atividade. Essa reducdo pode ser consequéncia das variagcbes no tempo e
concomitante falha no sistema de controle do equipamento de incubacao. Contudo,
dentre eles, o Aspergillus sp. permaneceu como melhor produtor de celulases nas
condi¢des utilizadas, seguido pelo Colletotrichum. Em contrapartida, os extratos dos
dois Aspergillus foram capazes de levar a uma produgao de glicose. A diferenga na

producao de glicose pode ser devida a auséncia de enzimas [-glucosidases no
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consorcio produzido nas condi¢cdes definidas, seja por condigdo genética (nao
possuir 0 gene que expressa tal enzima) ou ambiental, relacionada as condi¢des de
cultivo. Dessa forma, o Aspergillus sp. e o Aspergillus niger NRRL 326 foram

selecionados para prosseguimento dos testes para produgao das enzimas.

5.3.3. Suplementagao mineral

Apds a selegdo dos micro-organismos, foi elaborado um planejamento
Plackett-Burman para avaliar a necessidade de suplementacdo mineral do meio de
cultivo, uma vez que o EFB, quando em solugado aquosa, libera ions que podem ser
assimilados pelo micro-organismo e utilizados em seu metabolismo. As TABELAS 5-

9 e 5-10 apresentam os resultados obtidos no planejamento para as quatro enzimas

TABELA 5-9-ATIVIDADES ENZIMATICAS OBTIDAS NOS ENSAIOS COM CONDIGOES
DEFINIDAS PELO PLANEJAMENTO PLACKETT-BURMAN PARA Aspergillus sp.

Ensaio Fpase (U/mL) CMCase (U/mL) Xilanase (U/mL) Mananase
(U/mL)
1 4,229 + 0,057 19,523 + 0,143 101,017 + 1,907 0,286 + 0,018
2 4,048 + 0,099 17,947 + 0,359 70,817 + 0,887 0,223 + 0,020
3 4,405 + 0,291 19,217 + 0,862 101,989 + 5,677 0,211 + 0,019
4 3,610 + 0,016 17,210 + 0,754 56,862 + 4,12 0,192 + 0,017
5 3,304 + 0,071 17,032 + 0,359 108,136 + 3,725 0,183 + 0,003
6 3,354 + 0,057 16,270 + 0,575 79,034 + 3,016 0,168 + 0,003
7 3,304 + 0,057 16,930 + 1,078 77,027 + 0,177 0,177 + 0,003
8 3,2538 + 0,028 18,505 + 1,293 78,062 + 4,213 0,164 + 0,012
9 4,566 + 0,149 18,505 + 0,718 93,585 + 5,588 0,238 + 0,008

FONTE: A autora (2017)

As atividades dispostas na TABELA 5-9 mostram que, para o Aspergillus sp.
o ensaio 9 apresentou maior capacidade hidrolitica do papel de filtro (FPase),
levando a producdo de 4,566 + 0,149 U/mL, cujas condicbes de produgao era a

auséncia total de suplementacido. Este também apresentou a mesma atividade de
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CMCase (18,505 U/mL) que o ensaio 8, que é caracterizado pela presenca de todos
0s suplementos minerais. O ensaio sem suplementagao também mostrou atividade
de xilanase préoxima dos maiores (93,585 + 5,588 U/mL) resultados obtidos, bem
como a mananase (0,238 + 0,008 U/mL). As condigbes aplicadas no ensaio 3
(presenca de MgSO4, MnSO4 e e CoCl2) levaram a resultados estatisticamente
semelhantes aqueles obtidos sem suplementagdo. Porém, como o custo do meio
sem suplementagao é inferior, o ensaio 9 possui as melhores caracteristicas para

desenvolvimento do bioprocesso.

TABELA 5-10— ATIVIDADES ENZIMATICAS OBTIDAS NOS ENSAIOS COM CONDIGCOES
DEFINIDAS PELO PLANEJAMENTO PLACKETT-BURMAN PARA Aspergillus niger

NRRL 326.

Ensaio Fpase CMCase Xilanase Mananase
1 2,067 + 0,256 8,635 + 0,810 86,435 + 19,691 0,312 + 0,030
2 2,414 + 0,235 7,765 + 0,600 91,170 + 2,439 0,392 + 0,031
3 2,268 + 0,256 7,680 + 0,720 90,512 + 1,5966 0,326 + 0,008
4 2,309 + 0,270 8,211 + 0,270 145,549 + 7,939 0,405 + 0,032
5 2,158 + 0,256 6,959 + 0,480 55,702 + 5,499 0,099 + 0,001
6 2,323 + 0,220 7,935 + 0,360 135,953 + 11,753 0,372 + 0,007
7 1,630 + 0,121 6,154 + 0,420 37,482 + 0,754 0,198 + 0,017
8 2,354 + 0,192 7,574 + 0,090 135,137 + 8,826 0,325 + 0,021
9 1,771 + 0,007 6,684 + 0,330 160,476 + 14,769 0,158 + 0,070

FONTE: A autora (2017)

A TABELA 5-10 mostra as atividades obtidas para o Aspergillus niger NRRL
326. A enzima mais expressiva do consoércio para esse micro-organismo € a
xilanase, tanto que ele ja foi previamente utilizado para este fim dentro do grupo de
pesquisa (GOELZER, 2015). O ensaio sem suplementagcao apresentou a atividade
xilanolitica mais expressiva (160,476 + 14,769 U/mL), embora as celulases estejam

em menor atividade, ao lado do ensaio 4 (145,549 + 7,939).

ApOs os experimentos iniciais de ajuste dos sais para ambas as cepas, €
respectivas anadlises estatisticas, foi obtida a TABELA 5-11, em que séao

apresentados os efeitos de cada um dos sais utilizados nos processo fermentativo
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sobre as atividades das quatro classes de enzimas. Os sinais negativos (-) indicam
efeito negativo significativo sobre a atividade enzimatica, os sinais positivos (+)
efeitos positivos e os zeros (0) indicam que nao houve efeito significativo sobre a

atividade.

TABELA 5-11—EFEITOS DAS VARIAVEIS SOBRE AS ATIVIDADES ENZIMATICAS PARA AS

DUAS CEPAS
Aspergillus sp. Aspergillus niger
Fpase CMCase Xilanase Mananase Fpase CMCase Xilanase = Mananase
KH2PO4 - - - - + + + +
MgSO4 0 0 - - 0 0 0 +
CaClz - - 0 - 0 - - -
FeSO4 - 0 0 0 0 + 0 0
MnSO4 + + + 0 0 + + +
ZnSO04 0 0 - + 0 0 - 0
CoCl2 0 0 + 0 + 0 - 0

FONTE: A autora (2017)

LEGENDA: (-) efeito negativo; (+) efeito positivo; (0) efeito ndo significativo

A remogéao dos sais do meio fermentativo sinaliza uma redugao no custo de
producao e uma definicdo da capacidade que o residuo utilizado tem de prover ao
micro-organismo o0s elementos necessarios para sua sobrevivéncia e

interconsequente produgao das enzimas de interesse.

Na TABELA 5-11, pode-se ver que, para o Aspergillus sp. o KH2POq4
apresentou um efeito significativo negativo para todas as enzimas analisadas, o que
pode ser justificado pelo fato de que a propria palma possui uma concentracao de
ions potassio soluveis em sua estrutura, que sao disponibilizados no meio quando
neste € suspenso o EFB. Contudo, para o Aspergillus niger NRRL 326 n&o foi
observado o mesmo padrao, havendo uma maior demanda pelo sal para este ultimo.
E necessario, entdo, salientar que o Aspergillus sp. € um micro-organismo isolado
da palma e, provavelmente, ja estando adaptado ao meio de crescimento, nao
demandou a adigao do sal, ao contrario do Aspergillus niger NRRL 326. O KH2PO4 é

frequentemente utilizado em meios de cultivo por influenciar no pH do meio, uma vez
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que possui efeito tamponante (PUBCHEM, 2019), podendo assim evitar variacoes

de pH que prejudiquem o crescimento do micro-organismo.

Adicionalmente, a produg¢ao de biomassa esta associada a presenca de ions
fosfato atuantes como fontes de fésforo que, juntamente ao carbono, hidrogénio,
nitrogénio, oxigénio e enxofre, € um dos macroelementos determinantes para
manutencgao da vida microbiana (MADIGAN et al., 2015).

Maceno e colaboradores (2016) encontraram influéncia positiva na presenca
de KH2PO4, para producdo de FPase utilizando EFB como substrato em
fermentagdao semissodlida, tendo como micro-organismo produtor o Phanerochaete
sp. Os pesquisadores alcangcaram, na presenca do sal atividade de 0,24 U/mL,
enquanto que na auséncia do sal atingiram valores inferiores a 0,114 U/mL. O
padrao foi semelhante ao mostrado pelo Aspergillus niger NRRL 326 e em oposi¢ao
ao Aspergillus sp.. A avaliagao também foi feita a partir da presenca e auséncia dos

sais do meio Mandels e Weber.

Han e colaboradores (2017), produzindo celulases utilizando farelo de trigo e
torta de soja como substratos, com Penicillium oxalicum, avaliaram que a presenca
de KH2PO4 nao influenciou significativamente na producdo das FPase, mantendo

resultados de atividade entre 5 e 6 U/mL.

Desta forma, foi decidido remover os sais MgS04.7H20 e CaClz, por terem
apresentado efeito nulo ou negativo sobre quase todas as atividades das enzimas
avaliadas, uma vez que calcio e magnésio também fazem parte da composigcao

ibnica liberada pela palma no meio.

Para o Aspergillus sp. o extrato sem adigdo de sais mostrou-se satisfatorio,
nao apresentando grandes diferencas nas principais atividade. Dessa forma,
levando em consideracdo o custo-beneficio de produzir as enzimas sem a
necessidade de suplementacao, decidiu-se manter o meio apenas com a adicao das

fontes de nitrogénio e eliminar a adi¢cao de sais.

Para o Aspergillus niger NRRL 326 foi possivel notar a influéncia positiva do
sulfato ferroso sobre a atividade de endoglucanase (CMCase), como pode ser
observado na TABELA 5-10, em que estdo presentes as atividades absolutas em

cada um dos ensaios, com atividades acima de 8 U/mL para pontos que possuem
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em comum a presenca do FeSO4 (pontos 1 e 4). O sulfato de zinco ndo apresentou
influéncia significativa positiva para nenhuma das enzimas, sendo inclusive

prejudicial, na concentragao adicionada, para a atividade de xilanase.

O cloreto de cobalto, apesar de ser positivamente influente para a atividade
de celulase (FPase), apresentou efeito negativo sobre a atividade de xilanase, néo
sendo portanto interessante para a produgao do complexo como um todo. Por fim,
da mesma forma que para o Aspergillus sp., houve produ¢do da enzima no meio
sem suplementacao (ensaio 9). Para Maceno e colaboradores (2016) o melhor meio
para produgao de celulases por Phanerochaete sp., utilizando EFB como substrato,
ainda requereu a adigdo do KH2PO4, sendo os demais sais dispensaveis para a
producdao das enzimas. Dessa forma, também decidiu-se manter a producdo das
enzimas no meio sem suplementagdo para o Aspergillus niger NRRL 326, com o

intuito de reduzir o custo de produgao das mesmas.

5.3.4. Avaliagao da influéncia das fontes de nitrogénio sobre a produgédo de enzimas

Partindo do meio definido no item anterior, manteve-se apenas a fonte de
carbono (EFB) e as fontes de nitrogénio: ureia e sulfato de aménio, que foram
testadas separadamente e em conjunto, mantendo a concentragdo final de
nitrogénio constante. Foram utilizados dois controles, um sem fontes de nitrogénio e

um com a composigao padrao (TABELA 5-2, item 5.2.4).

Na TABELA 5-12 estdo apresentados os resultados obtidos para o

Aspergillus sp. utilizando as referidas fontes de nitrogénio.
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TABELA 5-12 — ATIVIDADE ENZIMATICA DAS (HEMI) CELULASES PRODUZIDAS POR Aspergillus
sp. SOB DIFERENTES CONDICOES DE FONTES DE NITROGENIO

Aspergillus sp.
CMCase . Mananase
Fontes de N Fpase (U/mL) (U/mL) Xilanase (U/mL) (UImL)
(NH4)2S04 1,643 + 0,131 6,972 + 0,474 115,811 + 13,988 0,039 + 0,004
Ureia 2,031 + 0,107 9,873 + 0,599 23,058 + 1,104 0,225 + 0,001

(NH4)2SO4+ Ureia 3,755+ 0,241 13,064 + 0,326 80,951 + 0,866 0,288 + 0,016
Controle negativo 0,623 + 0,070 2,549 + 1,045 17,504 + 1,530 0,045 + 0,004

FONTE: A autora (2017)

Os melhores resultados para as celulases (3,755 + 0,241 U/mL para Fpase e
13,064 + 0,326 U/mL para CMCase) e a mananase foram obtidos no meio composto
com as duas fontes de nitrogénio, enquanto que para a xilanase o sulfato de amoénio
sozinho promoveu uma maior produgédo de enzima (115,811 + 13,998 U/mL). Visto
isso e somado a tal o fato de que a atividade de xilanase no meio classico ainda foi
expressiva, decidiu-se por manter o meio inicial, composto por 1,4 g/L de sulfato de

amonio e 0,3 g/L de ureia.

Para o Aspergillus niger NRRL 326, todas as enzimas apresentaram maior
atividade no meio que continha as duas fontes de nitrogénio, como pode ser visto na
TABELA 5-13. Dessa forma, também para esse micro-organismo foi mantido o meio

inicial, com 1,4 g/L de sulfato de aménio e 0,3 g/L de ureia.

TABELA 5-13 — ATIVIDADE ENZIMATICA DAS (HEMI)CELULASES PRODUZIDAS POR Aspergillus
niger NRRL 326 SOB DIFERENTES CONDICOES DE FONTES DE NITROGENIO

Aspergillus niger NRRL 326

Fpase (U/mL) C(m(r::lf)e Xilanase (U/mL) M?S;::E)S €
(NH4)2S04 1,265 + 0,024 5,574 + 0,494 85,471 + 0,578 0,468 + 0,019
Ureia 0,420 + 0,012 0,727 + 0,065 16,807 + 1,399 0,056 + 0,004

(NH4)2SO4 + Ureia 1,979 + 0,082 8,358 + 0,304 132,592 + 6,408 0,532 + 0,004
Controle negativo 0,465 + 0,064 0,575 + 0,063 23,756 + 1,882 0,044 + 0,006

FONTE: A autora (2017)
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Zhang e Sang (2015) também identificaram que a mistura das fontes
organica e inorganica de nitrogénio leva as melhores respostas para produgdo de
xilanase e mananase por Penicillium chrysogenum, sendo que o0s pesquisadores
utilizaram sulfato de amoénio e extrato de levedura como fontes. Paralelamente,
Adhyaru, Bhatt e Modi (2015) encontraram 0 mesmo comportamento para produgao

de celulases e xilanases.

D. Jung e colaboradores (2015) observaram comportamento semelhante
aquele apresentado pelo Aspergillus niger NRRL 326, em que a utilizagdo de ureia
em maiores concentragdes inibiu a producédo de endoglucanases (CMCase). Em seu
estudo, os autores verificaram reducdo na atividade de 0,97 para 0,3 U/mL, uma
consequéncia do aumento na concentracdo de ureia no meio de 1,2 para 2,8 g/L.
Concomitantemente, quando aplicaram sulfato de ambénio como fonte de nitrogénio,
0s pesquisadores detectaram que as atividades enzimaticas dos sistemas
produzidos sob maior concentragdo de NH4(SO2) (3,8 g/L) se mostraram mais
elevadas, numa faixa superior a 0,9 U/mL. Os pesquisadores produziram a
endoglucanase utilizando palha de milho como substrato e Penicillium brasilianum

como micro-organismo produtor.

Uma fonte inorganica de nitrogénio, como o sulfato de aménio, por ser de
facil assimilagdo pelo micro-organismo, pode induzir o crescimento mais acelerado
do que aquele obtido por fontes organicas. Seu uso isolado, entretanto, causa
flutuagbes de pH durante o crescimento, podendo causar inibicado da produgao das
enzimas. As moléculas orgéanicas, por sua vez, sdo mais adequadas para a sintese
de proteinas e acidos nucleicos, associados a maior producdo de biomassa (BAI et
al., 2017). A combinagcdo de fontes organicas e inorganicas €, portanto, mais
adequada para a producdo de enzimas, principalmente quando sua condigao de

producao exige um pH caracteristico.

5.3.5. Otimizacao do meio de cultivo para produgao de enzimas (hemi)celuloliticas
utilizando Aspergillus sp.

As melhores condicdes do meio de cultivo para produgdo do complexo

enzimatico, contendo celulases e hemicelulases, foram estudadas em um
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planejamento fatorial DCCR 23, tomando como base os experimentos anteriores. De
modo que o meio continha apenas as duas fontes de nitrogénio e a palma. Com a
analise estatistica foi possivel determinar os pontos 6timos para a concentragao de

nitrogénio e a propor¢ao da duas fontes utilizadas.

As atividades de cada um dos pontos do planejamento para Aspergillus sp.
estao dispostas na TABELA 5-14:

TABELA 5-14 —ATIVIDADES ENZIMATICAS OBTIDAS NOS ENSAIOS DO PLANEJAMENTO
FATORIAL DCCR PARA Aspergillus sp.

Aspergillus sp.

Ensaio Palma Nitrogénio Ureia Fpase CMCase Xilanase Mananase
(%) total (g/L) (proporcdo) (U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)

1 0,5 0,2185 0,25 1,763 10,735 13,638 0,121
2 0,5 0,2185 0,75 1,310 11,314 20,246 0,213
3 0,5 0,6555 0,25 1,660 9,307 43,326 0,142
4 0,5 0,6555 0,75 1,289 9,307 24,357 0,144
5 1,5 0,2185 0,25 2,639 12,581 30,992 0,204
6 1,5 0,2185 0,75 3,947 14,166 41,234 0,341
7 1,5 0,6555 0,25 4,050 13,849 117,398 0,329
8 1,5 0,6555 0,75 3,257 14,166 54,216 0,416
9 0,16 0,437 0,5 1,062 7,194 24,285 0,134
10 1,84 0,437 0,5 4,019 16,490 65,756 0,388
11 1 0,07 0,5 1,505 9,307 37,483 0,179
12 1 0,804 0,5 2,948 12,370 64,170 0,260
13 1 0,437 0,0796 2,185 10,891 60,131 0,135
14 1 0,437 0,9204 1,928 13,321 43,181 0,324
15 1 0,437 0,5 2,618 13,215 57,751 0,261
16 1 0,437 0,5 3,164 12,581 57,246 0,268
17 1 0,437 0,5 3,061 13,215 57,534 0,281
18 1 0,437 0,5 2,979 12,053 57,462 0,276

FONTE: A autora (2017)

Como apresentado na TABELA 5-14, os melhores ensaios para obtengao da
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FPase foram 6, 7 e 10, com atividades de 3,947, 4,050 e 4,010 U/mL
respectivamente. Para CMCase, a melhor condigao foi aquela presente no ensaio 10
(16,490 U/mL). Esta, contudo, mostrou atividade de xilanase (65,756 U/mL) 40%
menor que a obtida nas condigdes definidas no ponto 7 (117,398 U/mL), que por sua
vez apresentou atividade de CMCase (13,849 U/mL) apenas 16% menor que o
ponto 10. As atividades de mananase n&o diferiram muito entre os pontos
mencionados, diferindo entre si em menos de 3,1%. A atividade de FPase foi
considerada como primeiro item de selecdo das condi¢cbes de produgdo, uma vez
que esta possui grande importancia nos processos de sacarificagdo da celulose.
Vale também mencionar que o experimento descrito no ponto 7 tem apenas 1,5% de
palma, enquanto aquele descrito no ensaio 10 utilizou 1,84% de palma para chegar
a valores semelhantes de FPase, de modo que a primeira usaria uma menor
quantidade de residuo, conduzindo a possibilidade de realizar mais vezes o
processo com a mesma quantidade de residuo. Para determinagdo das condicdes,
porém, é necessario avaliar todos os efeitos das variaveis e suas interagodes, que

estdo dipostos nos diagramas de Pareto apresentado na FIGURA 5-1 :
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FIGURA 5-1 -DIAGRAMAS DE PARETO COM OS EFEITOS DAS VARIAVEIS ESTUDADAS
PARA PRODUCAO DE ENZIMAS POR Aspergillus sp.
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LEGENDA: (A) FPase, (B) CMCase, (C) Xilanase, (D) Mananase
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Como indicado nos graficos, a maior propor¢cao de palma apresentou efeito
significativo positivo linear sobre as atividades enzimaticas. Para Fpase, essa
tendéncia pode ser verificada com clareza na TABELA 5-14, uma vez que todas as
atividades em torno de 4 U/mL foram obtidas para uma propor¢ao de palma entre
1,5 e 1,84%. Contudo, o efeito quadratico dessa mesma variavel nao foi significativo.
Nesse contexto, € possivel inferir que elevar linearmente a quantidade de palma
levaria a maiores producdes das enzimas, mas elevar em nivel quadratico ndo ha
influéncia positiva e nem negativa. Considerando que a producgao seja concomitante
ao crescimento, e que a distribuicdo do crescimento até certo ponto da concentragao
de substrato é exponencial e, seguidamente mantém-se constante, € razoavel
assumir que uma elevacao da propor¢cao da palma realmente nao teria efeito sobre a
produgao das enzimas.

A concentracao total de nitrogénio foi também significativa para todas as
enzimas, sendo que apenas para CMCase essa influéncia foi negativa, demandando
menor concentragcao de nitrogénio. A propor¢cao de ureia e sulfato de aménio foi
significativa para a FPase e para as hemicelulases, sendo que para esta e para a
xilanase, foi detectada que uma maior proporcao de sulfato de aménio é favorecida
a secre¢ao da enzima.

Valores semelhantes de atividade de Fpase foram obtidos por Nagraj e
colaboradores (2014), com maximo de 5,76 U/mL, relativamente superior ao
encontrado neste estudo. Foi visto pelos autores que valores equilibrados de ureia e
sulfato de aménio com fonte de nitrogénio levaram a melhores respostas na
produgao das celulases, mas assim como detectado no presente bioprocesso, nao
houve diferenga significativa nessa proporc¢ao para produgédo de FPase. A produgao
dos autores foi feita utilizando farelo de trigo como substrato e Penicillium
Janthinellum como micro-organismo produtor.

Quanto as interagdes, tiveram efeito significativo sobre a atividade das
hemicelulases, sendo que a interagédo entre a fonte de nitrogénio e suas proporgdes
teve maior influéncia, sendo esta negativa, de modo que mostram comportamento
antagdnico. Pode-se concluir que uma combinagdo de uma menor quantidade de
ureia e uma maior concentracao de nitrogénio total elevam a atividade xilanolitica.
Essa interagdo e as demais significativas sobre a xilanase e mananase estédo
dispostas na FIGURA 5-2.
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FIGURA 5-2 — SUPERFICIES DE RESPOSTA CARACTERISTICAS DAS INTERAGCOES ENTRE
CONCENTRAGAO DE NITROGENIO E PROPORGAO DE SUAS FONTES SOBRE A
ATIVIDADE DE XILANASE (A); PROPORGAO DE PALMA SUSPENSA E A
CONCENTRAGAO TOTAL DE NITROGENIO SOBRE A ATIVIDADE DE
XILANASE(B); PROPORGAO DE PALMA SUSPENSA E A PROPORGAO DE

SULFATO DE AMONIO E UREIA (C); TENDO COMO RESPOSTA AS ATIVIDADES
DE XILANASE PRODUZIDAS POR Aspergillus sp.
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A interagdo mencionada é representada na FIGURA 5-2 (A), onde fica clara
a tendéncia de aumento da atividade enzimatica com o aumento da concentracdo
total de nitrogénio concomitante com a maior participagdo do sulfato de aménio
como componente da fonte de nitrogénio. O sulfato de amoénio como melhor fonte de
nitrogénio, em comparagao com a ureia, para a producao de xilanase, também foi
detectado no momento da selegcao de fontes para a composicdo do meio. Essa
tendéncia também se observa na FIGURA 5-2(C), em que, mesmo com o aumento
da proporgao de palma suspensa no meio, esse aumento da presenca de sulfato de
amonio é requerida, ainda que a prépria palma seja fonte do ion amonio.

Outros autores, tais como Thomas, Parameswaran e Pandey (2016) e
Sharma e Bajaj (2017) encontraram comportamento diferente no concernente a
influéncia do sulfato de aménio sobre a atividade de xilanase, sendo que o meio
contendo o (NH4)2SO4 apresentou menor produgado, quando comparado com outras
fontes de nitrogénio. Contudo, os mesmos autores apresentaram que a ureia levou a
resultados menores ainda que o sulfato de aménio. E importante salientar que
diferentes organismos requerem condigbes diferentes de producédo. A ureia foi
mantida por sua presenga simultdnea com o sulfato de amoénio ter se mostrado a
melhor condigédo para as celulases, sem deixar de produzir as hemicelulases.

Na FIGURA 5-2 (B), pode ser vista a reacao sinérgica entre as fontes de
carbono e nitrogénio, em que o aumento concomitante das duas fontes eleva a
atividade xilanolitica. Essa interacdo mostra que, uma vez que seja aumentada a
proporcao de palma suspensa, também sera necessario aumentar a concentragéo
de nitrogénio no meio. Levando-se em consideragao as duas situagoes e a influéncia
dos fatores principais sobre todas as enzimas, foi necessario encontrar um ponto
que favorecesse a atividade das quatro.

Para avaliar a validade das interacbes obtidas, foram gerados modelos
matematicos que representam a produgdo de xilanase. Pontos aleatérios foram
selecionados para repeticado dos testes fermentativos e verificacdo dos resultados
tedricos em comparacdo com o obtido experimentalmente. Todos os modelos
caracteristicos de uma enzima levam ao mesmo resultado, nas mesmas condigdes.
Dessa forma, um modelo de cada foi escolhido para apresentacdo. O modelo
matematico apresentado corresponde a interagdo entre a concentracdo total de

nitrogénio e a proporgao de suas fontes (Equacao 5-1):
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z= —72,543 + 163,343x — 74,526x% + 164,393y — 52,0622 + 74,931 * 2x —
40,679 * 2y — 226,773xy + 37,351 (5-1)

Em que x é a concentracdo de nitrogénio no meio, y é a proporgéo de ureia dentre as fontes

de nitrogénio e z ¢ a atividade de xilanase (fixado 2% de palma).

Nesse caso, o R? obtido foi de 0,92, sendo o R? ajustado 0,83 para 95% de
confianga. Nas condi¢des escolhidas (2% de palma em suspenséo, 0,874 g/L de N,
sendo 50% oriundo da ureia e 50% do sulfato de aménio), o modelo previu uma
atividade de xilanase de 111,023 U/mL. Foi obtida uma atividade de 108,881 + 4,635
U/mL. Os resultados apresentados estdo dentro da margem esperada e mostram
que o modelo obtido representa o comportamento da enzima no processo
fermentativo. Além das atividades descritas, as condicdes de regido 6tima testadas
permitiram obter atividades de FPase de 5,442 U/mL e CMCase de 17,635 U/mL.
Esses valores podem ser explicados pelas tendéncias observadas nos Diagramas
de Pareto, em que um aumento nas quantidades das fontes de carbono e nitrogénio
levaria a um aumento na producdo dessas enzimas. Essa condicdo foi entado

escolhida para a continuidade dos experimentos com o Aspergillus sp.

5.3.6. Otimizacdo do meio de cultivo para produgdo de enzimas (hemi)celuloliticas
utilizando Aspergillus niger NRRL 326

No que diz respeito ao Aspergillus niger NRRL 326, foi realizado o
planejamento experimental do tipo DCCR 23 nas mesmas condi¢des estudadas para

o Aspergillus sp, e as respostas obtidas estdo dispostas na TABELA 5-15.
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TABELA 5-15—ATIVIDADES ENZIMATICAS OBTIDAS NOS ENSAIOS DO PLANEJAMENTO
FATORIAL DCCR PARA Aspergillus niger NRRL 326

Aspergillus niger NRRL 326

Ensaio Palma Nitrogénio Ureia Fpase CMCase Xilanase  Mananase

(%) (g/L) (proporgao) (U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)

1 0,5 0,2185 0,25 0,753 4,418 65,179 0,130
2 05 0,2185 0,75 0,640 2,709 42,172 0,043
3 05 0,6555 0,25 1,196 5,709 82,634 0,164
4 05 0,6555 0,75 0,331 1,230 9,499 0,021
5 15 0,2185 0,25 1,248 3,892 62,583 0,242
6 15 0,2185 0,75 1,413 5,455 105,353 0,328
7 1,5 0,6555 0,25 1,783 6,427 117,686 0,285
8 1,5 0,6555 0,75 2,041 6,427 134,131 0,261
9 0,16 0,437 0,5 0,269 1,356 10,941 0,017
10 1,84 0,437 0,5 1,433 5,497 97,347 0,316
11 1 0,07 0,5 0,702 4,018 64,386 0,092
12 1 0,804 0,5 0,733 6,849 96,482 0,176
13 1 0,437 0,0796 1,248 4,652 55,875 0,163
14 1 0,437 0,9204 0,836 3,807 31,209 0,052
15 1 0,437 0,5 1,794 6,511 92,298 0,183
16 1 0,437 0,5 1,073 5,962 94,534 0,146
17 1 0,437 0,5 1,021 6,173 96,698 0,165
18 1 0,437 0,5 0,980 6,300 93,669 0,159

FONTE: A autora (2017)

Na TABELA 5-2, pode ser visto que a maior atividade de FPase foi obtida no
ensaio 8, em que houve mais de 2 U/mL. Nesse ponto, também foi detectada a
maior atividade de xilanase (134,131 U/mL) e a segunda maior de CMCase (6,427
U/mL). Apenas a mananase apresentou menor atividade, sendo ainda assim
superior a maioria dos outros pontos. O ponto 8 é caracterizado por possuir 1,5% de
palma suspensa, 0,6555 g/L de nitrogénio, sendo 75% desse N oriundo da ureia e

25% do sulfato de amoénio.

A influéncia de cada uma das variaveis e suas interacbdes estdo dispostas

nos diagramas de Pareto na FIGURA 5-3.
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FIGURA 5-3-DIAGRAMAS DE PARETO COM OS EFEITOS DAS VARIAVEIS ESTUDADAS PARA
PRODUCAO DE FPASE (A), CMCASE (B), XILANASE (C) E MANANASE (D) POR
Aspergillus niger NRRL 326
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Para FPase, a unica variavel com influéncia significativa foi a proporcao de
palma, cuja influéncia linear positiva mostra que um aumento nessa proporgao leva
a maiores atividades de FPase. A tendéncia pode ser vista na TABELA 5-15, em que
as atividades acima de 1 U/mL sao para ensaios em que a proporgcao de palma esta
acima de 1% (m/v). Da mesma forma, essa propor¢ao de palma também se mostrou
influente para as demais enzimas. Contudo, para CMCase e xilanase, o efeito
quadratico da proporgéo de palma foi significativo negativamente, de modo que as
condigbes precisam ser analisadas em conjunto para decidir a condigdo de

prosseguimento do trabalho.

A concentragdo de nitrogénio apresentou efeito linear estatisticamente
significativo sobre as atividades de endoglucanase (CMCase) e xilanase. A
proporcdao entre as duas fontes de nitrogénio mostrou-se significativa para as
atividades de hemicelulases e da endoglucanase, sendo negativa para todas elas,
de modo que o ideal é que seja aumentado o teor de sulfato de aménio e reduzido o
de ureia. Bagewadi e colaboradores (2016), ao contrario do presente estudo, néo
encontraram correlagdo significativa entre as fontes organica e inorganica de
nitrogénio, quando produziram xilanase por Penicillium citrinum utilizando sorgo

doce como substrato.

A observagao do efeito da propor¢cdo das fontes de nitrogénio dentro das
interacbes com os demais fatores traz uma ideia mais clara do comportamento da
atividade enzimatica nas condi¢bes especificadas. Tais dados sao apresentados na
FIGURA 5-4:
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FIGURA 5-4 — SUPERFICIES DE RESPOSTA CARACTERISTICAS DAS INTERACOES ENTRE

VARIAVEIS INDEPENDENTES SOBRE A ATIVIDADE DE (HEMI)CELULASES
PRODUZIDAS POR Aspergillus niger NRRL 326
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FONTE: A Autora (2017).

LEGENDA: (A) — Efeito da interagdo entre a proporgao de palma
e concentracdo total de nitrogénio sobre a atividade
de CMCase.

(B) — Efeito da interagéo entre a proporgéo de palma
suspensa e a proporcdo de fontes de nitrogénio
sobre a atividade de CMCase.

(C) — Efeito da interagédo entre a concentragao total
de nitrogénio e a propor¢do de suas fontes sobre a
atividade de CMCase.

(D) — Efeito da interacao entre a concentragao total

de nitrogénio e a proporgado de suas fontes sobre a
atividade de xilanase

Na FIGURA 5-4(A) observa-se uma interagao sinérgica entre a proporgéo de
palma suspensa e a concentragao total de nitrogénio. Nao fica bem definida a area
otima total das condicdes de obtencao das maiores atividades enzimaticas, mas é
possivel notar que estdo na combinagao de proporgdes de palma acima de 1% (m/v)
e concentracdo de nitrogénio acima de 0,6 g/L, regido em que esta predita uma
atividade maior que 6 U/mL de CMCase. Na FIGURA 5-4(B) a regidao otima esta

mais bem definida, pode ser visto que em concentracbes muito baixas de ureia e
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muito altas de sulfato de amdnio. Mesmo com quantidade mais elevada de palma, a
atividade de CMCase ¢ reduzida, sendo predita abaixo de 4 U/mL, da mesma forma,
para uma baixa propor¢ao de palma combinada com valores muito altos de ureia e
baixos de amoénio sdo previstos valores em torno de zero para a atividade.
Possivelmente, isso se da pelo fato de o micro-organismo nao ter uma fonte de
nitrogénio de mais facil assimilagdo no meio, o que pode diminuir sua atividade
metabdlica. Os testes anteriores com fontes de nitrogénio ja haviam mostrado que a
ureia ndo € uma fonte de nitrogénio viavel para a produgdao da endoglucanase
(TABELA 5-13).

A FIGURA 5-4(C) mostra que propor¢des equilibradas entre o sulfato de
aménio e a ureia, em conjunto com maiores concentragdes de nitrogénio sao
responsaveis por maiores valores de atividade endocelulolitica. Comportamento

semelhante foi obtido para tal interagao na producéao de xilanase (FIGURA 5-4(D)).

Da mesma forma que para as superficies obtidas para as atividades
enzimaticas do Aspergillus sp., as curvas da FIGURA 5-4 deram origem a modelos
matematicos representativos da produgdo de enzimas por Aspergillus niger NRRL

326. Esses modelos estdo dispostos nas Equagdes 5-2 (CMCase) e 5-3 (xilanase):

z = 0,554 + 3,956x — 3,733x% + 5,175y — 10,364y? + 4,228 = 0,6555x +
7,752xy — 9,916 x 0,6555y + 2,921 (5-2)

Em que x é a proporgao de palma, y € a proporgao de ureia no meio € z é a atividade de
CMCase (fixado 0,6555 g/L de nitrogénio).

z = 26,530 + 5,022x — 39,344x2 + 24,723y — 10,887y2 + 155,357 * 0,5x +
113,386xy — 174,949 * 0,5y + 3,361 (5-3)

Em que x é a proporcéo de palma, y é a concentragdo de nitrogénio no meio e z é a

atividade de xilanase (fixado 50% de ureia e 50% de sulfato de amdnio).

O R? do modelo representado na Equacgdo (5-2) foi de 0,97, sendo o R?
ajustado 0,93. Ja para a o modelo descrito em (5-3), o R? foi de 0,92, sendo ajustado

0,84. Os valores foram determinados para 95% de confianga.
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O modelo foi validado utilizando condi¢cdes indicadas na area de 6tima
atividade (1,25% de palma e 0,656 g/L de nitrogénio oriundo 50% da ureia e 50% do
sulfato de aménio) e forneceu uma resposta de 7,143 U/mL para CMCase e 118,887
U/mL para xilanase. Os testes de repeticdo obtiveram 5,618 + 0,185 U/mL para
CMCase e 130,565 U/mL para xilanase. Essa condi¢cdo permitiu ainda encontrar

atividades de 1,726 + 0,17 U/mL para FPase e 0,57 + 0,02 U/mL para mananase.

Os dados obtidos na producao de enzimas pelas duas cepas indicaram que
ambas necessitam de maiores proporgdes de palma suspensa no meio. Algumas
interacbes entre as variaveis independentes também se mostraram significativas
para a produgao das (hemi)celulases. Com base nos resultados, foram escolhidas
condicbes de producdo para cada micro-organismo, e estas estdo dispostas na
TABELA 5-16.

TABELA 5-16 — CONDIGOES OTIMIZADAS PARA A PRODUGAO DO COMPLEXO ENZIMATICO E
ATIVIDADES OBTIDAS

Condigoes otimizadas

Aspergilus sp.  Aspergillus niger

NRRL 326
Meio de Proporcdao de palma em suspenséo 2 1,5
cultivo para (%)
producéao
Concentracgao de nitrogénio (g/L) 0,874 0,656
Proporgao das fontes 50:50 75:25
Relagao carbono/nitrogénio 2,75 2,75
Celulase (U/mL) 5,442 2,041
Endoglucanase (U/mL) 17,635 6,427
Atividades
Xilanase (U/mL) 108,881 134,131
Mananase (U/mL) 0,496 0,261

FONTE: A autora (2017)

As diferentes condicbes dos ensaios realizados levam a uma composicao

também variavel no quesito relagdo carbono/nitrogénio. As condigdes iniciais
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mostraram uma relagao C/N de 2,56, inferior aquela obtida no meio otimizado (2,75).
Com uma maior relagaéo carbono/nitrogénio o micro-organismo apresenta maior taxa
de crescimento, e consequentemente, maior formagdo de biomassa e maior a
producao das enzimas. Coincidentemente, os dois micro-organismos mostraram a
mesma relacdo C/N, apesar de estarem em condi¢cbes diferentes. A determinacao
dessa relagcdo pode auxiliar no estudo de experimentos posteriores utilizando o

mesmo substrato e fontes de nitrogénio.

5.3.7. Estudo cinético de producao de complexo (hemi)celulolitico por Aspergillus

sp.

Escolhidas as condi¢cbes do processo fermentativo, foi realizado o estudo da
evolugdo da producdo das enzimas estudadas com o tempo. Para o Aspergillus sp.
as condi¢gdes seguiram em 2% de palma suspensa e 0,874 g/L de nitrogénio, sendo
50% oriundo da ureia e 50% do sulfato de aménio. As FIGURAS 5-5 e 5-6 mostram
os graficos das atividades das celulases (FPase e CMCase) e hemicelulases

(xilanase e mananase), respectivamente, ao curso de 12 dias.

FIGURA 5-5. CINETICA DE PRODUGAO DE CELULASES POR Aspergillus sp.

7 20
3 18 7
g6 £
£ 16 £
Z 5 2
& 143
@ 4 12§
w3 8 ()
[}] [}]
T2 6 ®
o i~
:21 4 E
2 2 &

0 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tempo (dias)

—o—FPase CMCase

FONTE: A autora (2017)

118



FIGURA 5-6. CINETICA DE PRODUCAO DE HEMICELULASES POR Aspergillus sp.
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Como pode ser visto na FIGURA 5-5, as celulases apresentaram dois picos
de atividade, em 5 e 10 dias, com atividades de 5,686 + 0,087 U/mL e 5,962 + 0,014
U/mL para FPase, respectivamente e 16,900 + 1,450 U/mL e 17,515 + 0,290 U/mL
para CMCase. Considerando o tempo de processo, pode-se deduzir que cinco dias
(120 h) é o tempo ideal para produgdo das celulases por Aspergillus sp. nas
condi¢cdes de fermentacado escolhidas. As produtividades nos tempos de pico foram
de 1,13 U/mL.dia e 0,59 U/mL-dia para FPase e 3,37 U/mL-dia e 1,75 U/mL-dia para
CMCase.

Na FIGURA 5-6 pode ser observado que, para xilanase, houve uma
estabilidade na producéo entre 5 e 10 dias, com atividades entre 97,923 + 1,591
U/mL (5 dias) e 108 + 8,257 U/mL (7 dias), sendo que a melhor produtividade nesse
periodo foi obtida em 5 dias, com 19,584 U/mL-dia. Para a mananase a maior
atividade se deu em 8 dias, (0,375 + 0,013 U/mL) e a maior produtividade em 3 dias
com 0,107 U/mL-dia.

Considerando o tempo ideal de producdo das quatro enzimas, o processo
mostrou-se viavel em até cinco dias de fermentagao, periodo no qual foram obtidas
atividades mais altas para todas as enzimas estudadas sendo maior produtividade

para CMCase, FPase e Xilanase.
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5.3.8. Estudo cinético de producao de complexo (hemi)celulolitico por Aspergillus
niger NRRL 326

No que diz respeito ao Aspergillus niger, as curvas de producdo estao
dispostas nos graficos das FIGURAS 5-7 e 5-8:

FIGURA 5-7. CINETICA DE PRODUGAO DE CELULASES POR Aspergillus niger NRRL 326.
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FIGURA 5-8. CINETICA DE PRODUGAO DE HEMICELULASES POR Aspergillus niger NRRL 326
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A FPase de Aspergillus niger mostrou pico em 7 dias, com 3,344 + 0,613
U/mL, com picos de produtividade em 1 e 3 dias, com 0,849 e 0,674 U/mL.dia,
sendo a relacdo producdo versus produtividade melhor no dia 3, em que houve
atividade de 2,023 + 0,216 U/mL. A CMCase teve pico de atividade em 7 dias, com
6,349 + 0,232 U/mL e produtividade de 0,907 U/mL-dia. A maior produtividade foi
obtida em 4 dias com 1,22 U/mL-dia.

No que diz respeito as hemicelulases, a xilanase apresentou pico no dia 8,
com 182,79 + 29,497 U/mL. Contudo, houve um elevado desvio-padrdo, com erro de
16%, o que indica proximidade com o valor obtido no dia anterior (159,407 + 2,681
U/mL). A maior produtividade, entretanto, foi obtida no dia 3, com 138,865 + 4,596
U/mL e 46,288 U/mL.dia. Para a mananase, as melhores produgdes se deram entre
os dias 3 e 4 com 0,411 + 0,007 U/mL e 0,426 + 0,011 U/mL, sendo entdo a melhor

produtividade detectada também no dia 3, com 0,137 U/mL-dia.

Zhao e colaboradores (2018) utilizaram farelo de arroz e palha de milho para
produzir celulases e xilanases em estado semissolido, embora utilizando maiores
concentragcdes do residuo (3%) e com uma mistura de indculos de Trichoderma
reesei e Aspergillus niger e obtiveram um perfil de produgcédo de enzimas similar ao
encontrado no presente estudo, com melhor produ¢do de de celulases (tanto em
termos de FPase quanto em termos de endoglucanases) em cinco dias, e de
xilanases em 4 dias. A atividade de FPase obtida por eles no quinto dia foi de 3,63
U/mL para a palha de milho e 2,56 U/mL para o farelo de arroz, valor similar ao
encontrado neste trabalho. Ja os valores de xilanase obtidos pelos autores foram
inferiores aos encontrados neste estudo (56,82 e 45,94 U/mL). As xilanases no
presente estudo também foram expressas em atividade mais alta relativamente mais
cedo que as celulases, o que o autor justifica com o fato de as xilanas estarem mais

acessiveis aos micro-organismos do que as glucanas.

O mesmo padrédo de comportamento foi encontrado por Menegol e
colaboradores (2016), com maior producéo de celulases e endoglucanase em cinco
dias e xilanase em 4 dias, produzindo as enzimas a partir de Penicillium echinulatum
utilizando capim-elefante como substrato. Porém as atividades obtidas por estes
autores foram muito inferiores as encontradas neste trabalho, com Fpase de 0,28

U/mL, CMCase de 1,5 U/mL e xilanase de 1,5 U/mL utilizando residuo tratado
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quimicamente.

Olajuyibe e Ogunyewo (2016) encontraram melhor produgdao de
endoglucanases em 4 dias, utilizando espiga de milho como substrato e Sporothrix
carnis como produtor, com atividade de 285,7 U/mL, muito superior ao que foi
encontrado nesse estudo, e com menor tempo de produgdo; entretanto, apos cinco
dias de fermentacdo a atividade enzimatica cai drasticamente, destoando do que foi

encontrado nesse trabalho.

E possivel ver nos graficos a diferenga de escala entre os valores das
atividades, sendo a atividade de xilanase muito maior do que a de mananase. Essa
diferenca de escala se da, principalmente, porque a composi¢ao da hemicelulase do
residuo € maiormente de xilana, com provaveis ramificacbes de glucanas e
mananas. Assim sendo, degradando, materiais diferentes, e em diferentes escalas,
elas ainda assim apresentam o mesmo perfil cinético, com pico no terceiro dia e
produgdo estavel ao longo dos demais dias de fermentac&o. E razoavel propor que
esse padrao esteja relacionado as semelhangas entre os mecanismos de agao

dessas proteinas, ou ao fato de elas pertencerem ao mesmo grupo de classificagao.

Um perfil semelhante ao encontrado nesse estudo foi descrito por Liao e
colaboradores (2015), que produziram xilanases multiplas utilizando Penicillium
oxalicum. Os autores também identificaram uma producao elevada no terceiro dia de
fermentacdo e a manutencédo desse valor de atividade nos dias subsequentes, até

sete dias de fermentacao.

5.3.9. Viabilidade celular do Aspergillus sp.

Apds os testes de cinética, foi escolhido o Aspergillus sp. para os préximos
experimentos, uma vez que ele possui maior producdo de celulases e se mostrou
tdo bom quando o Aspergillus niger NRRL 326 na produgao de xilanases. Foi feito
um estudo da viabilidade celular do Aspergillus sp. para verificar com quanto tempo
de crescimento o inodculo poderia ser aplicado na fermentagédo. Esse teste permitiu
ver que, a partir de 3 dias de indculo, ja havia uma formacgao expressiva do numero
de coldnias nas placas utilizadas no teste. O teste de viabilidade mostrou que, em 4

dias de inoculacdo, foram obtidas 92,99 + 3,38% das colénias esperadas na
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inoculagao. A partir desse dia, a viabilidade nao foi reduzida, mantendo valores entre

90 e 110% até o oitavo dia.

5.3.10. Producgao em biorreatores utilizando a cepa selecionada Aspergillus sp.

Foi realizado um teste para avaliar como a producdo do complexo
enzimatico se daria em um biorreator tipo coluna de bolhas com Aspergillus sp., com
volume total de 1,5 L, do qual 0,5 L foi deixado como headspace. As condigdes de
fermentacao foram aquelas definidas na otimizagéo, com 2% (m/v) de palma, 0,874
g/L de nitrogénio, sendo 50% proveniente da ureia e 50% do sulfato de aménio. Os

resultados obtidos estdo dispostos na TABELA 5-17:

TABELA 5-17 — ATIVIDADES ENZIMATICAS OBTIDAS NA FERMENTAGCAO EM FRASCOS DE
ERLENMEYER E BIORREATOR TIPO COLUNA DE BOLHAS COM A CEPA

Aspergillus sp.
Reator FPase (U/mL) CMCase (U/mL) Xilanase (U/mL) Mananase
(U/mL)
Erlenmeyer 8,322+0,118 25,431+0,580 77,6448+3,895 0,479+0,028
Coluna de 9,953+0,616 28,969+0,072 73,279+0,120 0,486+0,025

bolhas

FONTE: A autora (2017)

A partir dos dados da TABELA 5-17, pode-se observar que as atividades
foram mantidas quando submetidas a aeragao forcada, ou ainda aumentaram no
caso das FPase e da endoglucanase. As demais n&o apresentaram diferencga
significativa. Desse modo, & possivel verificar que a produgdo das enzimas pode se
dar no biorreator sem perdas. E sabido que, biorreatores pneumaéticos, como o
coluna de bolhas, sdo adequados para a bioprocessos catalisados por fungos
filamentosos, uma vez que apresentam menor efeito de cisalhamento sobre a
formagdo dos micélios do que o0s biorreatores agitados mecanicamente
(STANBURY; WHITAKER; HALL, 2017; DORAN, 2012; SCHMIDELL; FACCIOTI,
2001).

Maceno e colaboradores (2016) ao contrario do encontrado nesse estudo,
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observaram que a produgdo em biorreatores de coluna de bolhas (atividade
enzimatica de 0,012 U/mL) se mostrou ineficiente quando comparada aquela em
frascos de Erlenmeyer (0,334 U/mL), o que pode ser devido ao tipo de micro-
organismo aplicado, o basidiomiceto Phanerochaete, cuja estrutura micelial é
diferente da estrutura do ascomiceto aplicado nesse estudo e, possivelmente, mais

sensivel ao cisalhamento.

A produgao de biomoléculas por fungos filamentosos em biorreatores tipo
coluna de bolhas ja se mostrou satisfatéria, como no trabalho de Rasoulnia e
Mousavi (2016) que utilizaram um reator tipo coluna de bolhas em leito fluidizado
para produzir acidos organicos por Aspergillus niger. Libardi e colaboradores (2017)
também foram bem sucedidos em produzir celulases por Trichoderma harzianum em

biorreator coluna de bolhas em leito fluidizado.

5.3.11. Estudo da Influéncia da aeragao sobre a produgao de enzimas em

biorreator tipo coluna de bolhas por Aspergillus sp.

Foi analisada a producdo das enzimas com o passar do tempo, nos
biorreatores de coluna de bolhas em diferentes condigcbes de aeragao. Os graficos

nas FIGURAS 5-9 e 5-10 mostram o perfil de produgcao enzimatica obtido:
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FIGURA 5-9.— PERFIL DE PRODUGAO DE CELULASES EM BIORREATOR TIPO COLUNA DE

BOLHAS COM O PASSAR DO TEMPO EM DIFERENTES CONDICOES DE
AERACAO
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FIGURA 5-10 —PERFIL DE PRODUCAO DE HEMICELULASES EM BIORREATOR TIPO COLUNA
DE BOLHAS COM O PASSAR DO TEMPO EM DIFERENTES CONDIGOES DE

AERACAO
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Os graficos mostram que a aeracgao favoreceu a producao das enzimas em
todos os casos, estando a curva de produgdo em 1 vvm sempre abaixo das demais.
Maiores taxas de aeragcdo, com consequente maior difusdo de oxigénio para as
células, sendo o Aspergillus sp. um micro-organismo aerobio, seu crescimento é
induzido, promovendo, assim, maior produgao das enzimas. A aeragdo também foi
primordial num segundo fator do processo fermentativo: o caldo fermentado
produzido sob maiores aeragdes apresentou menor turbidez, sendo clarificado na

prépria fermentacdo, como mostra a FIGURA 5-11:
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FIGURA 5-11 — MEIOS DE FERMENTACAO OBSERVADOS NOS BIORREATORES DE COLUNA
DE BOLHAS APOS CINCO DIAS SOB DIFERENTES CONDICOES DE AERACAO

FONTE: A autora (2018)

LEGENDA: Reatores coluna de bolhas apds cinco dias de
fermentagcdo em diferentes aeracgdes:

(A)—1,0 vvm;
(B) — 1,5 vvm;
(C)-2,0 vwm.

Como pode ser visto na FIGURA 5-11, a partir de 1,5 vwm, o meio
fermentado apresenta-se mais clarificado, sendo apds a fermentagao filtrado a vacuo
em papel de filtro. Antes das etapas de micro e ultrafiltracdo o fermentado seria
submetido a centrifugacao para remogao das particulas suspensas que podem
causar entupimentos nas membranas; contudo, para os meios que apresentam a

caracteristica de maior clarificagédo, esta etapa pode ser dispensada.

O efeito da aeragdo sobre a producdo de biomoléculas por fungos
filamentosos tem sido estudado por outros pesquisadores, tanto em biorreatores tipo
coluna de bolhas quanto em tipo tanque agitado. Singh, Chauhan e Pandey (2019)
produziram inulinase utilizando cultivo de Penicillium oxalicum BGPUP-4 em
biorreator tipo tanque agitado, utilizando aerag¢des entre 0,65 e 1,35 vvm. Os autores
observaram que a melhor produgdo de inulinase se deu com aeracao intermediaria,
préximo a 1 vvm, com reducgdo significativa redugdo de produgdo sob maiores
aeracdes. A diferenca em relagdo ao presente estudo pode ser explicada pelo fato

de que os autores aplicaram agitagdo mecanica em associagédo a aeragao, de modo
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que o micélio do fungo ja estava susceptivel ao rompimento, o que pode ser

amplificado por valores altos de aeragao.

5.4. CONCLUSAO

Avaliando os resultados obtidos neste trabalho, é possivel afirmar que os
cachos vazios dos frutos de palma representam um substrato promissor para a
producdo das enzimas, sendo possivel agregar valor a um residuo agroindustrial
produzido em grande volume. Também é notdria a capacidade adaptativa do micro-
organismo escolhido para a producédo das enzimas, havendo a possibilidade de
realizar o cultivo em reatores de diversas configuragdes obtendo boa producao das
enzimas-alvo. Os dados de atividade enzimatica e tempo de produgao corroboram
com os dados encontrados na literatura e s&o perfeitamente aplicaveis para o

bioprocesso em varias escalas.

O residuo atua como 6timo provedor de carbono, suporte e microelementos
para o0 micro-organismo. A otimizagdo do bioprocesso de produgao foi
estatisticamente consistente, mostrando a confiabilidade dos dados obtidos e seu

potencial para execugao rotineira sem grandes variabilidades.

Por fim, o estudo levou a determinacdo de condicbes otimas para o
desenvolvimento de um processo de produgdo de enzimas com potencial para
integracdo em um sistema on-site de produgcdo e aplicagdo das enzimas em

residuos lignoceluldsicos oriundos da industria de palma oleaginosa.
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6. CARACTERIZAGAO, SEPARAGAO, PURIFICAGAO E FORMULAGAO DE
PRODUTO ENZIMATICO (HEMI)CELULOLITICO

6.1. INTRODUCAO

O processo de aplicagdo das enzimas demanda um produto com relativo
grau de pureza, longa vida de prateleira e com condi¢gdes factiveis de serem
alcancadas industrialmente. Para isso, um extrato enzimatico produzido por via
microbiana precisa passar por uma série de etapas de downstream (CONNER et al.,
2014). A realizagcdo das etapas de clarificacdo e concentragao sao essenciais no
estabelecimento de um produto enzimatico desse tipo, uma vez que removem a
biomassa, impurezas e potenciais componentes inibidores presentes no extrato
enzimatico (de CARVALHO et al., 2017). Ademais, baixas concentragdes proteicas
num extrato enzimatico favorecem a desestabilizacdo de tais proteinas, podendo
causar perda da atividade biolégica (SIMPSON, R. J., 2010).

Usualmente, esses processos se dao através de filtracdes, que podem ser
feitas utilizando membranas de filtragdo tangencial, sistemas também normalmente
utilizados a nivel industrial. Esse tipo de processo é preferido em relacdo as
filtragdes convencionais por resultar em menores entupimentos das membranas,
uma vez que o fluxo de material permeia a superficie das membranas de forma
paralela (MERCK-MILLIPORE, 2003; de CARVALHO et al., 2017).

Ainda que o extrato concentrado tenha grande potencial de aplicagao, é
necessario determinar condicdes em que ele permanega estavel por mais tempo,
para que possa ser armazenado e tenha um bom tempo de vida de prateleira,
caracteristica essencial para um produto competitivo. Essas condigbes sao atingidas
a partir da utilizagdo de aditivos que impedem contaminagdes microbianas e
estabilizam a estrutura proteica, impedindo ou retardando sua desnaturacdo com o
tempo. A estabilizagdo de uma estrutura proteica em solucdo depende de varios
fatores, tais como pH, forga ibnica, temperatura e a presenga dos estabilizantes
mencionados (SINGH et al., 2009; CROMELLIN, 2013).

Esse desenvolvimento do produto € regulamentado por &rgaos

governamentais, que determinam as caracteristicas que deve apresentar o produto
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enzimatico, tais como seu grau de pureza, auséncia de toxinas, quantidades de
aditivos utilizados na formulacéo, entre outros. No Brasil, essa regulamentacao é
realizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, que, nas
resolugdes de diretoria RDC 53 E 54, de 2014, informa como se deve proceder no
desenvolvimento e aplicagdo de um produto enzimatico em alimentos (BRASIL,
2014a,b).

O processo de hidroélise conduzido por essas enzimas € dependente de suas
caracteristicas 6timas de aplicacao, tais como temperatura e pH em que ela atua
com sua maxima atividade, influéncia de inibidores potencialmente presentes em
meios ou aditivos e suas caracteristicas cinéticas e termodinamicas. E essencial
conhecer os parametros de acdo das enzimas que serdo utilizadas para que o

processo seja realizado nas melhores condi¢des possiveis.

Assim sendo, esse trabalho teve como objetivo avaliar as condi¢gdes de
elaboracdo de um concentrado celulolitico e hemicelulolitico com potencial para
aplicacao na produgao de hidrolisados de biomassa lignoceluldsica, além de avaliar
suas caracteristicas 6timas de aplicacao e verificar seu comportamento cinético e

termodinamico.

6.2. MATERIAL E METODOS

Em todos os testes realizados, foram avaliadas as atividades de FPase,
endoglucanase, xilanase e mananase. Para os procedimentos de downstream foram
quantificadas as proteinas totais. Todos as analises foram executadas conforme

descrito nos itens a seguir:

6.2.1. Atividade de FPase (FPase)

Para determinagao da atividade de celulase com acao sobre o papel de filtro,
foi utilizada metodologia descrita por Ghose (1987) modificada (SIQUEIRA et al.,

2020b). De forma que 41 yL de extrato enzimatico foram adicionados a 82 uL de
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tampao citrato 0,05 M pH 4,8. A mistura foi agitada e temperada a 50°C. Adcionou-
se, entdo uma fita de papel de filtro Whatman n°1 de 4,1 mg (0,5 cm x 1 cm). O
sistema foi incubado a 50°C por 1 h. A quantificagdo dos acucares redutores foi feita
reagindo a mistura hidrolisada com 245 pL de reativo de DNS em banho em ebulicéo
por 5 minutos. A reacao foi parada em banho de gelo também por 5 minutos. Foi

adicionado 1,63 mL de agua e feita a leitura a 540 nm.

6.2.2. Atividade de endoglucanase (CMCase)

Para determinacdo da atividade de celulase com acédo sobre
carboximetilcelulose (CMC), foi utilizada metodologia descrita por Ghose (1987)
modificada (SIQUEIRA et al., 2020b). De forma que 42 pL de extrato enzimatico
foram adicionados a 42 yL de CMC 2% (m/v) em tampao citrato 0,05 M pH 4,8. O
sistema foi incubado a 50°C por 30 minutos. A quantificagdo dos agucares redutores
foi feita reagindo a mistura hidrolisada com 250 uL de reativo de DNS em banho em
ebulicdo por 5 minutos. A reagdo foi parada em banho de gelo também por 5

minutos. Foi adicionado 1,67 mL de agua e feita a leitura a 540 nm.

6.2.3. Atividade de xilanase

Para determinacdo da atividade de xilanase, foi utilizada metodologia
descrita por Bailey, Biely e Poutanen (1992) modificada. De forma que 20 pL de
extrato enzimatico foram adicionados a 180 pL de xilana beechwood 1% em tampéao
citrato 0,05 M pH 5,3. A quantificagdo dos acucares redutores foi feita reagindo a
mistura hidrolisada com 300 pL de reativo de DNS em banho em ebulicdo por 5
minutos. A reacgao foi parada em banho de gelo também por 5 minutos. Foi feita a

leitura a 540 nm.
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6.2.4. Atividade de mananase

Para determinacdo da atividade de mananase, foi utilizada metodologia
descrita por Rattdo e Poutanen (1988). Assim sendo, 500 uL de extrato enzimatico
foram adicionados a 500 pL de locust bean gum (LBG) em tampé&o citrato 0,05 M pH
5,3. A quantificagdo dos agucares redutores foi feita reagindo a mistura hidrolisada
com 1 mL de reativo de DNS em banho em ebulicdo por 5 minutos. A reacgao foi
parada em banho de gelo também por 5 minutos. Adicionou-se 5 mL de agua

deionizada e feita a leitura a 540 nm.

6.2.5. Determinacéo da concentragao de proteinas

A quantificagcao das proteinas soluveis totais foi feita a partir do método de
Bradford (1976), no qual 50 pyL de amostra reagiam com 1,5 mL de reativo de

Bradford e a mistura era agitada em agitador de tubos tipo vortex e lida a 595 nm.

6.2.6. Caracterizagao bioquimica das enzimas

Os procedimentos a seguir foram realizados com o intuito de avaliar as
condi¢des otimas de atuagdo das enzimas estudadas, bem como determinar suas
caracteristicas frente a potenciais situacbes de exposi¢cdo quimica e fisica, bem

como seu comportamento energético.

6.2.6.1. Determinagéo do perfil de temperatura de aplicagdo das enzimas

Para verificagao da melhor temperatura de execucgao da hidrélise enzimatica,
as atividades foram realizadas conforme descrito nos itens 6.2.1., 6.2.2, 6.2.3 e
6.2.4, porém em temperaturas distintas, num intervalo de 20 a 80°C. O teste foi
aplicado nos quatro procedimentos de quantificacdo de atividade (FPase,

endoglucanases, xilanase e mananase). Os resultados foram expressos em
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atividade relativa, estabelecendo uma razao entre a atividade enzimatica obtida nas
reacOes conduzidas nas temperaturas citadas e a atividade enzimatica no ponto de

maior atividade.

6.2.6.2. Determinacéao do perfil de pH de atuagdo das enzimas

Para verificagdo do melhor pH de execucdo da hidrdlise enzimatica, as
atividades foram realizadas conforme descrito nos itens 6.2.1, 6.2.2, 6.2.3, e 6.2.4,
porém em pH’s distintos, num intervalo de pH 3 a pH 10. Para tal, foram utilizados
tampbdes nos pH’s mencionados (TABELA 6-1) para preparo dos substratos e
ambientacdo das enzimas. Os resultados foram expressos em atividade relativa,
estabelecendo uma razéo entre a atividade enzimatica obtida nos pH’s citados e a

atividade enzimatica no ponto de maior atividade.

TABELA 6-1 — TAMPOES EMPREGADOS NOS TESTES DE DETERMINAGCAO DE pH OTIMO DAS

ENZIMAS
pH Tampoes
3-7 Citrato
8 Fosfato
9-10 Glicina-NaOH

FONTE: A autora (2018)

6.2.6.3. Influéncia de ions e aglcares sobre a atividade enzimatica

Foram testadas solugdes ibnicas e moleculares na concentracédo de 10 mM
para avaliar se possuiam acao inibidora ou indutora da atividade enzimatica. Foram
utilizados CaClz, MgSO4, BaClz, CoCl2, NaCl, KCI, FeSO4, ZnSO4, glicose, celobiose,
lactose e EDTA escolhidos a partir de listas de potenciais inibidores ou ativadores de
atividade (hemi)celulolitica presentes na literatura (PEREIRA et al.,, 2017;
VASCONCELLOS et al.,, 2016). Os resultados foram expressos em atividade
relativa, estabelecendo uma razéo entre a atividade enzimatica obtida nas condi¢cbes

citadas e a atividade enzimatica do extrato bruto.
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6.2.6.4. Determinagéo de parametros cinéticos

A avaliagao da velocidade de reagado enzimatica foi mensurada a partir de

ensaios de atividade realizados utilizando substratos em diferentes concentracoes.

Como em concentracbes mais baixas do substrato a velocidade aumenta

linearmente até certo ponto; e a partir dai aumenta mais lentamente até que seja

insignificante a diferenca, € possivel determinar a velocidade maxima de reacgao

(Vmax) nesta regido. Vmax € atingida quando nao houver enzima livre, ou seja, quando

toda sua carga proteica estiver ligada ao substrato (NELSON; COX, 2014).

As concentragbes dos substratos utilizadas no teste dos quatro ensaios

enzimaticos, estao apresentadas na TABELA 6-2:

TABELA 6-2 — CONCENTRACOES DOS SUBSTRATOS UTILIZADOS NOS QUATRO ENSAIOS
ENZIMATICOS PARA DETERMINAGAO DOS PARAMETROS CINETICOS

Atividade FPase CMCase Xilanase Mananase
Substrato Papel filtro Carboximetilcelulose Xilana (%) Goma de alfarroba
(mg/mL) (%) (%)
5,00 0,10 0,025 0,01
15,00 0,25 0,05 0,025
20,00 0,50 0,10 0,05
25,00 0,75 0,25 0,10
Concentragoes 33,33 1,00 0,50 0,25
66,00 1,50 0,75 0,40
100,00 2,00 1,00 1,00
150,00 2,50 1,50 1,50
3,00 2,00 2,00

FONTE: A autora (2018)

A determinacdo das constantes de cinética foi feita pela linearizacdo da

curva de Michaelis e Menten, plotando-se um grafico duplo reciproco, com o inverso

da atividade enzimatica obtida em fungao do inverso da concentragao de substrato,

ajuste denominado linearizagado de Lineweaver-Burk. Essa curva tem uma inclinagao
de Km/Vmax € uma intersecdo de 1/Vmax no eixo y (Equacdo 6-1) (NELSON; COX,

2014).
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y = (Km)x+ ! (6-1)

Vimax Vimax

Emquey = ! ex = 1

Atividade enzimatica [substrato]’

6.2.6.5. Energia de Ativagéo

O calculo da energia de ativacdo, energia minima necessaria para que
ocorra a reacao, foi feito com base na curva de temperatura 6tima das enzimas,
utilizando uma linearizagéo da equacao de Arrhenius (ARRHENIUS, 1889) da fragéo
inicial da curva, desde o primeiro ponto até o ponto maximo. De acordo com

Arrhenius, o comportamento da velocidade de reacédo segue a equagao (6-2):

k= Ae "rr (8-2)

Que pode ser linearizada utilizando o logaritmo neperiano, assumindo a

forma:
Ink=InA-22  (6-3)
RT

Em que k é a constante de velocidade, A é um fator de frequéncia de
colisbes, R é a constante dos gases (8,314 J/Kmol), T é a temperatura em Kelvin e
Ea é a energia de ativagcédo da reagao. A plotagem da curva linearizada leva a reta

cuja inclinacéo é igual a -Ea/R e cuja intersecgédo com o eixo y € o InA.

6.2.6.6. Estabilidade a temperatura

Para a avaliacdo do comportamento das enzimas em termos energéticos
foram utilizados os dados da caracterizacdo de temperatura 6tima e de testes de
estabilidade térmica, nos quais o extrato enzimatico foi submetido a temperaturas
diferentes por um determinado periodo, de modo a avaliar o decréscimo de sua

atividade. Foram realizados testes de estabilidade nas temperaturas de 50, 60, 70 e

135



80°C para as atividades de celulases, endoglucanase, xilanase e mananase
Amostras do extrato eram coletadas a cada 10 minutos para analise, durante uma

hora.

De posse desses dados, foi possivel determinar a constante e energia de
inativagdo térmica, tempo de meia vida e a entalpia, entropia e energia livre de
Gibbs do processo de inativacdo da atividade enzimatica. Os calculos dos

parametros foram feitos como segue.

6.2.6.7. Constante e energia de inativagdo térmica

A constante de inativacdo térmica foi determinada a partir do coeficiente
angular das curvas formadas pelas atividades enzimaticas ao longo do tempo de

exposicao a cada uma das temperaturas testadas.

A energia de inativagao foi calculada plotando-se uma curva do logaritmo
neperiano das constantes de desativacdo em fungdo do inverso da temperatura
aplicada (em Kelvin), sendo mais uma vez aplicada uma linearizagdo da equacao de
Arrhenius. Da mesma forma, o coeficiente angular da reta foi utilizado para calculo
da energia de inativagdo (PORTO et al., 2006).

6.2.6.8. Tempo de meia vida

O tempo de meia vida, definido como o tempo em que a atividade bioldgica
da enzima cai pela metade, foi calculado para as quatro classes de enzimas, nas

quatro temperaturas aplicadas, através da equacéao 6-4:
t1/2 =In2 /Kd (6-4)

Conforme descrito por Rashid e Siddiqui (1998).
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6.2.6.9. Parametros termodinédmicos de inativagéo

A variacdo de entalpia para inativagao térmica caracteriza o numero de
ligacbes né&o covalentes quebradas durante a reacdo, enquanto a variagdo de
entropia representa a desordem associada a mudanga do estado livre para o estado
complexado ao substrato (ORTEGA et al, 2004). Tais parametros sao calculados a
partir da equacao de Eyring (6-5), da sua teoria de transi¢cdo de estado (EYRING,
1935):

kgh) _ _BH' 5" o
ln(ﬁ)— - +2-(6-5)

Em que Ks é a constante de desativagdo térmica nas temperaturas
avaliadas, h é a constante de Planck (6,62607*10-3* m2.kg/s), Ks é a constante de
Boltzmann(1,38065*10-23 m?.kg/s?.K), R é a constante dos gases, AH" é a entalpia de
inativacdo, AS™ é a entropia gerada pela inativagdo e T é a temperatura de estudo.
Da mesma forma realizada anteriormente, é calculado o In do primeiro termo da
equagcdo e plotado em funcdo de 1/T. Dessa forma, o coeficiente angular da
equacéo é relacionado a AH’ e o coeficiente linear a AS’. O calculo de AG” foi entédo

feito a partir da relagdo mostrada na equacgao 6-6:
AG* = AH* — TAS™ (6-6)

6.2.7. Separagao e clarificagdo do extrato enzimatico

A remocgdo de componentes indesejaveis do extrato enzimatico bruto é
essencial para a aplicacao posterior da enzima. Para tal, foram utilizados sistemas
de separagcdo por membranas de micro e ultrafiltragdo. O sistema também foi
utilizado na concentragcdo das proteinas para obtencdo de um produto com menor
teor de contaminantes e concentrado para ser usado em testes de formulagao e
caracterizacdo. Todo o extrato utilizado nos testes de filtracdo foi previamente

fitrado em papel filtro para separacéo da biomassa.
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6.2.7.1. Definicao de estratégia de separacao e concentragdo de enzimas

Inicialmente, foi aplicado um teste de determinacao de cut-off de membrana
para determinar o tamanho dos poros das membranas a serem utilizadas
posteriormente. Para tal, foi utilizado sistema Vivaflow® da Sartorius. O teste
abrangeu os tamanhos de poro de 100 KDa, 50 KDa e 30 KDa. Apds as filtragbes
foram mensuradas as atividades enzimaticas dos retidos e permeados. Foi também
quantificada a concentragdo de proteinas totais (como descrito no item 6.2.5) em
cada uma das fases, para determinar a atividade especifica delas, estabelecida pela
razao entre a atividade enzimatica e as proteinas totais, e que determina quantas

unidades de atividade estéo presentes por miligrama de proteinas.

Com as atividades especificas € possivel, entdo, calcular o fator de pureza
da fracdo avaliada, dividindo sua atividade especifica pela atividade especifica do
extrato bruto (POLETTO et al., 2015) e, consequentemente, verificando se as
proteinas presentes na fase sao correspondentes apenas as hidrolases de interesse

ou se ha a presenca de outras proteinas, como havia anteriormente no extrato.

6.2.7.2. Filtragdo e concentragdo em membranas de fluxo tangencial

O extrato bruto foi submetido a microfiltragdo em membrana de 0,2 pm e
ultrafiltracdo sequencial em membrana de 30 KDa. Para concentragdo da proteina
alvo, o extrato foi recirculado nesta ultima etapa (FIGURA 6-1). As mesmas

mensuracodes realizadas anteriormente foram aplicadas nessa etapa.
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FIGURA 6-1- ESQUEMA DO PROCEDIMENTO DE CLARIFICAGAO E CONCENTRAGAO DO
COMPLEXO ENZIMATICO POR SISTEMA DE FILTRAGAO TANGENCIAL

Rafinado
clarificado
Microfiltracio
Concentracio
3 > por reciclo
Extrato Extrato
centrifugado microfitrado
Produto
enzimatico
concentradol

FONTE: A autora (2019)

Para avaliar a eficiéncia do processo de concentracdo, foi determinada mais
uma vez a atividade especifica nas fragdes para calculo da purificagdo. Em
consonancia, foi calculada a recuperacado das enzimas, definida pela relagao entre
as atividades enzimaticas obtidas no concentrado e no extrato bruto, multiplicada

pela razao entre seus volumes.

6.2.8. Formulagao do produto enzimatico

Os testes iniciais de formulacédo foram realizados de acordo com resultados
positivos obtidos previamente no grupo de pesquisa (GOELZER, 2015;
MONTIBELLER, 2015; LIBARDI, 2018), com aditivos e suas concentragdes
permitidos pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2014a,b), a saber: acido benzoico
(0,05%), benzoato de sédio (0,25%), cloreto de sddio (0,5%), manitol (5%) e sorbitol
(3 M).

No procedimento, os aditivos foram solubilizados no extrato enzimatico
previamente clarificado e concentrado. A solugao foi fracionada em varias aliquotas
que foram submetidas a estresse térmico (50°C), num teste de estabilidade

acelerada. Eram coletadas aliquotas a cada trés dias, num periodo de 15 dias e
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avaliadas as atividades enzimaticas, para avaliagcdo da influéncia dos aditivos na

manutencio das atividades.

Numa segunda etapa de estudos, foi realizado um planejamento fatorial tipo
DCCR, combinando as concentracdes dos dois aditivos que mostraram melhor acao
sobre a preservacdo da atividade enzimatica no produto formulado. Para tal,

novamente foi empregada a técnica da estabilidade acelerada.

Finalmente, a formulacdo liquida foi desenvolvida a partir dos parametros
definidos no planejamento. O produto foi entdo mantido em temperatura ambiente e

sob refrigeragéo, sendo entdo a atividade enzimatica mensurada a cada 30 dias.

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1. Caracterizacao das enzimas

Os topicos a seguir abordam a caracterizagdo bioquimica das enzimas,
considerando suas condi¢cdes de operacdo como temperatura, pH, presenca de ions

inibidores e comportamento cinético e termodinamico.

6.3.1.1. Determinacéo do perfil de temperatura

Os resultados obtidos para a temperatura 6tima de hidréolise enzimatica
estdo apresentados na FIGURA 6-2:
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FIGURA 6-2—PERFIL DAS TEMPERATURAS DE ATIVIDADE DAS (HEMI)CELULASES DE

Aspergillus sp.
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FONTE: A autora (2018)

Na FIGURA 6-2 (A) é possivel ver que a FPase apresentou maior atividade
na reacao realizada a 50°C, com um pico isolado, sendo que a partir de 70°C, a
atividade relativa ja era inferior a 40°C. A CMCase teve pico de atividade a 70°C,
embora, considerando o desvio-padrao, o valor detectado (27,48 + 3,19 U/mL) nao
se distancia muito daqueles obtidos a 50°C (23,13 + 0,36 U/mL) e 60°C (23,77 +
0,49 U/mL), de modo que a enzima aparenta certa estabilidade no que concerne a
temperatura de hidrélise utilizada no processo de aplicagdo. No intervalo de 40 a

60°C, a atividade relativa de endoglucanases permaneceu superior a 80%.

No que concerne as hemicelulases (FIGURA 6-2 (B)), tanto a xilanase
quanto a mananase tiveram temperatura 6tima em 60°C. Essa variagao entre as
atividades 6timas pode ser positiva quando for desejavel aplicar uma das classes de
enzimas em detrimento das demais. Se o objetivo for a utilizagdo do complexo como
um todo, o ideal € que seja aplicada a temperatura de 50°C, uma vez que as FPase
apresentaram decréscimo de atividade em temperaturas mais altas. A temperatura
de aplicacéo sera, entdo, dependente do processo. Deve-se lembrar, também que o
protocolo de atividade de FPase é aplicado por 1 hora (GHOSE, 1987), sendo que
nesse tempo pode ser causada a desnaturacédo das proteinas em temperaturas mais
altas, dai a importancia de estudar a estabilidade dessas proteinas a altas
temperaturas. O processo de aplicacdo deve entdo ser desenvolvido com analise

cuidadosa da temperatura utilizada e do tempo de processo.
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Os resultados obtidos sdo consistentes com fichas técnicas de complexos
enzimaticos comercializados atualmente (NOVOZYMES, 2013) e com dados da
literatura, mesmo quando as enzimas sao produzidas por micro-organismos muito
diferentes daqueles aplicados nesse estudo, tais como o Botryosphaeria sp. e
Saccharicola sp. utilizados por Marques e colaboradores (2018), cuja endoglucanase
mostrou temperatura o6tima em 60°C, bem como sua xilanase. Kupski e
colaboradores (2014) encontraram resultados similares também para produgao de
FPase e endoglucanases, com temperatura 6tima de 60°C, produzidas tanto por
Rhizopus oryzae quando por Trichoderma reesei. Produzindo hemicelulases de
Ceriporiopsis subvermispora, Heidorne e colaboradores (2006) também observaram

temperatura 6tima de 60°C para mananase e xilanase.

Rawat e colaboradores (2014) encontraram perfil semelhante de aplicagéo
de celulase total para Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus e Aspergillus oryzae,
com 55°C de temperatura 6tima para os dois primeiros e 50°C para o terceiro.
Também, como encontrado neste estudo, os autores perceberam que, a 60°C, ainda

havia atividade residual, com maior decréscimo a partir dos 70 e 80°C.

6.3.1.2. Determinacgao do perfil de pH

A FIGURA 6-3 apresenta a atuacdo das (hemi)celulases produzidas em

diferentes pH'’s.
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FIGURA 6-3. PERFIL DE pH DE REACAO DAS (HEMI)CELULASES DE Aspergillus sp.
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FONTE: A autora (2018)

E possivel identificar nos graficos que para as FPase o melhor pH foi de 5 e
para a endoglucanase a melhor condicdo foi a de pH 4, mas no pH 5, ainda é
mantida 90,8% da atividade. Ja para as hemicelulases, o pH 6 apresentou a maior
atividade. Pdde ser observado que o pH é um fator de grande importancia no
processo hidrolitico, tendo uma faixa muito especifica de trabalho para todas as
enzimas estudadas, sendo a endoglucanase a unica que apresentou maior
estabilidade. Dessa forma, € necessario também que o processo de aplicagao seja
muito bem estudado e os parametros definidos de acordo com o produto de
interesse na hidroélise; mas é visivel que, se o interesse for a aplicacdo simultanea

das enzimas, o melhor pH de aplicagao é 5.
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Quanto ao pH o6timo, também foram identificados na literatura resultados
consistentes com aqueles encontrados neste estudo. Ajijolakewu e colaboradores
(2017) obtiveram pH étimo para xilanase entre 4,5 e 5,3, apresentando caracteristica
um pouco mais acida do que aquela encontrada neste trabalho (pH 6timo em 6, com
mais de 80% de atividade residual tanto em 4 quanto em 6). Marques e
colaboradores (2018), entretanto, encontraram resultado semelhante ao presente,
para xilanase, com pH ¢étimo de 5,5. Contudo, sua endoglucanase se apresentou
mais afim ao meio um pouco mais préoximo da neutralidade (pH 6), enquanto a
presente mostrou afinidade ao meio um pouco mais acido (pH 4). A xilanase
produzida por Thomas, Parameswaran e Pandey (2016) utilizando Aspergillus sp.
apresentou maior sensibilidade a variagdes de pH do que as encontradas no
presente estudo, sendo que naquela dos autores, em pH 8 ha um decréscimo
grande da atividade, enquanto a presente mostra decaimento apenas em pH 10.
Para as celulases, Kupski e colaboradores (2014) encontraram pH étimo entre 4 e 5,

tanto para endoglucanase quanto para FPase, tal como encontrado neste trabalho.

6.3.1.3. Influéncia de ions e agtcares sobre a atividade enzimatica

Dos compostos analisados, foi identificado que a atividade de FPase foi
fortemente inibida pela presenca de ferro (37,13%), celobiose (44,43%) e EDTA
(27,61%), estando esses componentes na concentracdo de 10 mM. Os demais
compostos ndo causaram inibicdo da atividade e nenhum deles apresentou indugao.
A TABELA 6-3 apresenta as atividades relativas de cada um dos ensaios feitos com

os diferentes ions e agucares.
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TABELA 6-3—ATIVIDADES RELATIVAS DAS (HEMI)CELULASES DE Aspergillus sp. QUANDO SOB
INFLUENCIA DA PRESENCA DE IONS, ACUCARES E SAL QUELANTE

FPase (%) CMCase (%)

ion/molécula Xilanase (%) Mananase (%)

ca* 89,84 + 4,29 95,56 + 1,94 90,68 + 2,69 108,38 + 3,18
Mg?* 83,497 + 1,14 99,87 + 9,76 97,44 + 3,23 103,81 + 0,44
Ba? 83,815 + 9,46 97,99 + 3,62 108,62 + 3,44 115,25 + 1,43
Co* 95,24 + 5,50 99,77 + 0,35
Cu* 95,557 + 6,78 102,80 + 1,37 86,37 + 3,27
Na* 83,815 + 3,65 96,51 + 2,57 91,14 +4,69 109,91 + 7,47
K* 88,258 + 7,47 95,02 + 4,49 99,77+ 6,11 95,12 + 2,68
Fe? 62,869 + 4,62 97,92 +5,18 93,47 + 1,87 111,44 + 1,03
Zn* 94,28 +5,56 97,38 + 3,82 91,03 +0,39 91,31+ 1,45
Glicose 83,18 +10,38 83,53 + 2,91 91,76 + 10,23
Celobiose 55,57 + 8,62 97,41 + 2,86
Lactose 86,353 +6,70 108,44 + ;5,43 92,83 +0,49
EDTA 72,390 + 9,87 91,52 + 5,79 89,28 + 4,90 86,27 + 0,61

FONTE: A autora (2018)

LEGENDA: Em vermelho: inibigdo; em verde: indugéo.

Para a endoglucanase, foi detectada indugdo pela adigdo de cobalto
(118,50% de atividade relativa) e celobiose (115,04%). Ja para a atividade de
xilanase, houve indugédo quando da reagao com os agucares, com cerca de 130% de
atividade relativa nos ensaios de glicose, celobiose e lactose. A mananase também
apresentou apenas inducdo, porém esta ocorreu pela agado dos ions metalicos bario
(115,25%) cobre (119,52% de atividade relativa), cobalto (119,98%).

Em potencial aplicagdo das enzimas obtidas nesse processo, poderia ser
interessante adicionar cobalto como indutor, uma vez que ele aumentou a atividade
da endoglucanase e da mananase e manteve as demais enzimas atuando da com
sua efetividade inicial. O mesmo se aplica ao cobre, que induziu a atividade de
mananase sem inibir as demais enzimas. Os demais ions que apresentaram
influéncia sobre esta ultima, causaram inibicdo na atividade de FPase. O uso de
acucares, apesar de ter induzido a atividade de xilanase, inibiu a FPase,

provavelmente, uma inibicdo pela concentracado dos produtos (glicose e celobiose).

Vasconcellos e colaboradores (2016), pesquisando a influéncia de ions
metalicos sobre a atividade de endoglucanase e xilanase produzidas por Aspergillus
niger, encontraram resultados um pouco diversos dos apresentados neste estudo,

com influéncia negativa dos ions cobre e ferro, além de também a atividade ter sido
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reduzida na presenca de EDTA. Houve, entretanto, semelhanca no fato da inducao

por cobalto. Sobre a xilanase, para as enzimas dos autores, foi negativa a influéncia

da adicdo de ions metalicos, mostrando uma enzima mais sensivel a variacoes

potenciais no seu meio de aplicagao.

6.3.2. Caracterizagao cinética e termodinamica

Os parametros cinéticos (Km e Vmax) € termodinémicos (Energia de ativagao,

constante de inativagao térmica, energia, entalpia e entropia de inativagao, tempo de

meia-vida e energia livre de Gibbs) determinados para as (hemi)celulases

produzidas por Aspergillus sp. estdo dispostos na TABELA 6-4.

TABELA 6-4—PARAMETROS CINETICOS E TERMODINAMICOS CALCULADOS PARA AS

(HEMICELULASES DE Aspergillus sp.

Fpase CMCase Xilanase Mananase
Km (mg/mL) 0,02 0,48 0,74 0,80
Vmax (U/mL) 7,14 18,62 61,73 0,34
Ea (kJ/mol) 23,88 7,37 22,06 8,28
Kq 80°C (min™) 0,48 0,02 0,04 0,04
Kq 70°C (min™) 0,03 0,02 0,04 0,04
Kq 60°C (min™) 0,02 0,02 0,02 0,03
Kg 50°C (min™) 0,01 0,01 0,02 0,004
Eq4 (kJ/mol) 50,11 35,54 31,6 69,46
T12 (80°C) (min) 18,43 34,66 15,54 19,15
T12 (70°C) (min) 20,15 31,94 15,97 18,94
T12 (60°C) (min) 30,94 43,05 28,88 25,02
T12 (50°C) (min) 91,20 93,67 44 15 192,54
AH; (kJ/mol) 47,3 28,79 32,73 66,66
AS; (J/K-mol) -171,81  -229,62 -212,46  -115,57
AG (50°C) (KJ/mol) 102,82 102,99 101,39 104,01
AG (60°C) (KJ/mol) 104,54 105,29 103,51 105,16
AG (70°C) (KJ/mol) 106,26 107,59 105,64 106,32
AG (80°C) (KJ/mol) 107,98 109,88 107,76 107,47

FONTE: A autora (2018)

LEGENDA: Km — constante de Michaelis-Menten;
Vmax — velocidade maxima de reacao;
Ea — Energia de ativacao;
Kq — constante de inativagao térmica;

Eq — energia de inativacao;
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T1/2 — tempo de meia-vida;
AH; — entalpia de inativacao;
AS; — entropia de inativagao;

AG - energia livre de Gibbs.

Os itens a seguir apresentam a analise e discussao dos dados contidos na
TABELA 6-4.

6.3.2.1. Cinética enzimatica

Atividade enzimatica (U/mL)

Atividade enzimatica (U/mL)

As curvas obtidas na analise de cinética estdo apresentadas na FIGURA 6-

FIGURA 6-4 — PERFIL CINETICO DAS (HEMI)CELULASES DE Aspergillus sp.
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FONTE: A autora (2018)
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E possivel ver na FIGURA que as atividades mensuradas possuem perfil
similar ao descrito por Michaelis e Menten (JOHNSON; GOODY, 2011). Para
determinagao da velocidade maxima (Vmax) e constante de Michaelis (Km), foi feita
uma linearizagao de Lineweaver-Burk, e tais resultados estdo descritos na TABELA
6-4.

O Km define a afinidade que existe entre a enzima e o substrato, sendo
inversamente proporcional a esta. O valor de Km obtido para a endoglucanase se
assemelha, em termos de ordem de grandeza, ao obtido por Kupski e colaboradores
(2014) para endoglucanase produzida por Trichoderma reesei, que pela linearizagao
de Lineweaver-Burk, obteve Km de 0,20 mg/mL. Para a xilanase, o Km encontrado
também é semelhante ao encontrado por Liao e colaboradores (2015), para xilanase
produzida por Penicillium oxalicum, que foi de 1,0 mg/mL, quando utilizado a xilana
de madeira de faia (beechwood), como a que foi utilizada no presente estudo, de
modo que o encontrado neste trabalho mostra que a enzima produzida pelo
Aspergillus sp., isolado da palma, apresenta maior afinidade com a xilana da

madeira de faia do que o Penicillium oxalicum.

6.3.2.2. Energia de ativagédo

A energia de ativagao das FPase foi de 23,88 kd/mol, para a endoglucanase,
7,37 kd/mol; para a xilanase 22,06 kJ/mol; e para a mananase 8,28 kdJ/mol. A
energia de ativagdo auxilia na observagdo da quantidade de energia que sera
aplicada para iniciar a catalise enzimatica, de modo que quanto menor for esse fator,

menos energia sera gasta no processo.

6.3.2.3. Estabilidade a temperatura

No que diz respeito a atividade enzimatica apds a exposicao do extrato a
altas temperaturas, foi observado que as temperaturas de 70 e 80°C se mostraram
mais danosas para as quatro classes de enzimas, enquanto que a 50°C, foi possivel

manter a atividade mais estavel, sendo que a mananase foi a que se mostrou mais
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estavel entre todas. Os dados obtidos foram entdo utilizados para determinar as

constantes de inativagao térmica.

6.3.2.4. Constante e energia de inativagdo térmica

As constantes de inativagao térmica estdo dispostas na TABELA 6-4, e a
partir delas foram obtidas as energias de inativagdo para cada uma das enzimas, e
estas foram 50,11 kd/mol para as FPase, 35,54 kJ/mol para a endoglucanase, 31,60
kdJ/mol para a xilanase e 69,46 kJ/mol para a mananase. Os resultados das
celulases foram relativamente superiores aos obtidos por Kupski e colaboradores
(2014), que foram de 17,7 kJ/mol para endoglucanases e 16,3 kJ/mol para FPase;
ambas produzidas por Rhizopus oryzae. No que se refere as celulases produzidas
por Trichoderma reesei, os valores se assemelham mais, mas sdo menores que o
encontrado pelos autores para endoglucanase (66,3 kJ/mol) e maiores para as
FPase (35,4 kJ/mol). Desse modo, as FPase do Aspergillus sp. do presente estudo
apresentam maior resisténcia a maiores temperaturas, uma vez que requerem mais

energia para sua inativagao térmica.

6.3.2.5. Tempo de meia vida

A TABELA 6-5 apresenta os dados de tempo de meia vida para as

temperaturas analisadas:

TABELA 6-5. TEMPOS DE MEIA VIDA DAS (HEMI)CELULASES ENTRE 50 E 80°C

Tempo de meia vida (min)

Temperatura (°C) FPase Endoglucanase Xilanase Mananase
80 18,435 34,657 15,541 19,148
70 20,150 31,942 15,971 18,938
60 30,944 43,053 28,881 25,023
50 91,204 93,668 44,150 192,541

FONTE: A autora (2018)
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Quanto ao tempo de meia-vida, é possivel ver na TABELA 6-5 o aumento da
manutencdo da atividade enzimatica a medida que a temperatura de exposigao &
reduzida, conforme esperado. Para a endoglucanase e para a mananase o tempo de
meia vida aparece inferior em 70°C em relagao a 80°C; a diferenga, porém, é muito
pequena. Da mesma forma para as demais enzimas, € pequena a diferenga entre os

tempos para as duas temperaturas.

Em termos praticos, vé-se que € possivel manter a atividade enzimatica
mesmo que a enzima esteja exposta a alta temperatura no intervalo de tempo
calculado. De modo que, o complexo enzimatico estando em temperatura de 50°C,
por exemplo, € possivel obter enzima ainda ativa em até 91,2 minutos para FPase,
93,7 minutos para CMCase, 44,15 minutos para xilanase e 192,5 minutos para

mananase.

6.3.2.6. Parametros termodinédmicos de inativagéo

A entalpia de inativacao foi determinada para as quatro enzimas, chegando
aos valores de 47,30 kd/mol para as FPase, 28,79 kdJ/mol para a endoglucanase,
32,73 kd/mol para a xilanase e 66,67 kdJ/mol para a mananase. Ja os valores de
entropia foram de -171,81 J/K.mol para as FPase, -229,62 J/K.mol para a
endoglucanase, -212,46 J/K.mol para a xilanase e -115,57 J/K.mol. Os valores de
entalpia obtidos sdo maiores que aqueles obtidos por Kupski et al (2014), que
permaneceram em torno de 13 a 15 kd/mol, mas sdo ainda inferiores ou estédo
dentro do intervalo considerado para serem caracteristicas de uma desnaturagao
reversivel, sendo necessario que haja maior energia para que a desnaturagéo seja
irreversivel (PORTO et al., 2006).

Os valores de entropia abaixo de zero indicam uma organizagédo do sistema
reacional, o que pode ser devido a um aumento de rigidez estrutural do complexo
enzima-substrato, em detrimento ao comportamento dos dois componentes em
separado (PORTO et al., 2006). Da mesma forma, varios autores encontraram esse
padrdao para diversas enzimas (PORTO et al., 2006; KUPSKI et al., 2014;
DALAGNOL et al., 2017).
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Os valores de entropia negativos contribuiram para uma energia livre de
Gibbs mais elevada, como demonstrado na TABELA 6-4. Os valores, mais uma vez,
se assemelham as celulases e endoglucanase de Kupski e colaboradores (2014).
Conectado a nao geracao de desordem no universo reacional indicada pela entropia
negativa, a energia livre de Gibbs em valores elevados indica uma estabilidade
consideravel das enzimas a temperaturas elevadas. Valores baixos desse parametro
seriam indicativos de desnaturacio térmica irreversivel. As observacdes a respeito
da energia livre de Gibbs sdo um parametro de alta confiabilidade quando se fala da
estabilidade de uma enzima em reacao (SAQIB et al, 2010; KUPSKI et al, 2014).
Deve-se também lembrar que a energia de Gibbs positiva indica que o processo néo
€ espontaneo, de modo que para que haja a inativagdo térmica €, naturalmente,

necessario fornecer uma alta quantidade de energia.

6.3.3. Separacao e purificacao das enzimas produzidas

Os tépicos a seguir abordam os mecanismos utilizados para realizagdo do
downstream das enzimas produzidas, tendo como objetivo recuperar e purificar o

produto, além de prepara-lo para estudos de formulagao.

6.3.3.1. Definigcdo de estratégia de separagdo e concentragdo das (hemi)celulases

de Asperqgillus sp.

O teste inicial utilizando as membranas de filtracdo tangencial mostraram
que todas as enzimas ficaram retidas antes da membrana de 30 KDa. Os dados de
atividade obtida estdo dispostos na TABELA 6-6:
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TABELA 6-6—ATIVIDADE ESPECIFICA DAS FRACOES RETIDAS E FILTRADAS EM CADA UMA
DAS MEMBRANAS

Fpase CMCase Xilanase Mananase

(U/mg) (U/mg) (U/mg) (U/mg)
Inicial 8,09 41,01 97,02 1,85
Retido (200 ym) 6,01 7,91 69,74 0,67
Permeado (200 pm) 13,79 88,84 188,69 1,86
Retido (100 KDa) 40,45 105,43 464,48 7,87
Permeado (100 KDa) 78,96 451,65 1000,89 9,29
Retido (50 KDa) 96,35 368,68 1112,61 9,35
Permeado (50 KDa) 295,14 980,91 2228,43 13,09
Retido (30 KDa) 1508,98 6197,86 26193,88 157,57
Permeado (30 KDa) 63,77 278,98 1039,68 1,04

FONTE: A autora (2018)

As atividades especificas, descritas na TABELA 6-6, mostram a distribuigao
das enzimas em relacdo as proteinas totais em cada uma das fracdes, retida e
permeada. A atividade especifica do material retido na membrana de microfiltracéo
(6,01 U/mg de FPase, 7,91 U/mg de CMCase, 69,74 U/mg de xilanase e 0,67 U/mg
de mananase), abaixo de todas as outras fragbes, mostra que, nessa fragédo, houve
uma retencdo maior das proteinas que nao faziam parte do complexo alvo. As
atividades especificas obtidas nas fragdes retida de 30 KDa e permeada de 50 KDa
sao maiores que as demais, 0 que indica que nessas parcelas do material ha uma
maior concentracdo de enzimas em relacdo a quantidade total de proteinas, de
modo que apresentam maior pureza que as demais. Pode-se, entdo, inferir que as

enzimas apresentam tamanho entre 30 e 50 KDa.

O sistema de filtragdo com corte de 30 KDa ja se mostrou eficiente para
outras carbohidrases, tais como a xilanase B-xilosidase de Aspergillus niger,
purificada por Boyce e Walsh (2018). Porém, é possivel que a utilizacdo de
membranas de 10 KDa como feito por Maitan-Alfenas e colaboradores (2015) traga
ainda menos perdas. Entretanto, como foi possivel ver das perdas correntes de
atividade no processo, a maioria dessas proteinas possui mais de 30 KDa, e uma
carga muito elevada delas pode causar obstrugao dos poros de 10KDa, dificultando

a filtracao.
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6.3.3.2. Concentragdo da enzima em membranas de fluxo tangencial

A concentracao realizada utilizando a microfiltragao seguida da ultrafiltragéao
em membrana de 30 KDa mostrou-se eficiente, como mostram os dados da TABELA
6-7:

TABELA 6-7—-EFICIENCIA DE CONCENTRAGAO UTILIZANDO MEMBRANA DE 30 KDa

Recuperagao (%) Purificagao (adm)
FPase 85,004 5,883
CMCase 103,187 7,142
Xilanase 100,558 6,960
Mananase 111,474 7,715

FONTE: A autora (2018)

Em termos de volume, o extrato foi concentrado cinco vezes. Na TABELA 6-
7 € possivel ver a recuperagcdo das enzimas apos a concentragao. Foi possivel
recuperar completamente CMCase, xilanase e mananase. Apenas a FPase teve sua
atividade diminuida, o que provavelmente se da devido as perdas ocasionadas no
processo e a potencial eliminagdo de substancias que reduzam a efetividade da
acao enzimatica, pode haver variacdo para mais ou para menos (DOBLE, 2016;
FLASCHEL; WANDERY; KULA, 1983).

A Unica enzima que mostrou perda no processo de concentragao foram as
FPase, sendo também a que mostrou menor grau de purificagdo no concentrado.
Tendo como referéncias a FPase, o aumento de pureza foi de quase seis vezes, e
ainda maior tendo como referéncia as demais enzimas. Considerando os dados
positivos obtidos, decidiu-se manter a membrana de 30 KDa para as posteriores

concentragdes do extrato enzimatico.
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6.3.4. Formulagao do produto enzimatico

Os resultados dos testes de estabilidade a estresse térmico (50°C) estao

apresentados nos graficos da FIGURA 6-5 para as celulases e na FIGURA 6-6 para

as hemicelulases:

FIGURA 6-5-ESTABILIDADE ENZIMATICA DAS CELULASES SOB EFEITO DE ADITIVOS EM
CONDICOES ACELERADAS
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FIGURA 6-6— ESTABILIDADE ENZIMATICA DAS HEMICELULASES SOB EFEITO DE ADITIVOS
EM CONDICOES ACELERADAS
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LEGENDA: Perfil de decréscimo de atividade residual para
xilanase (C) e mananase (D) em meio formulado

De acordo com os dados, o acido benzoico se mostrou o melhor aditivo para
manutencao da atividade enzimatica, dentre todos eles, mantendo 20% da atividade
de FPase, 62% da atividade de CMCase, 38% da atividade de xilanase e 36% da
atividade de mananase apds os 15 dias de realizac&do dos testes. Entre os poliois, 0
sorbitol apresentou melhor resultado para as celulases (manutencdo de 13% da
atividade inicial de FPase, contra 9% do manitol e 62% da atividade de

endoglucanase, contra 54% mantida pelo manitol) e o manitol para as hemicelulases
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(46% da atividade mantida de xilanase contra 40,7% mantida pelo sorbitol e 37% da
atividade de mananase mantida contra 18,6% mantida pelo sorbitol). Levando em
consideracao o maior interesse pelas celulases e que o sorbitol também foi capaz de
preservar a atividade de xilanase e mananase, mesmo em menor pProporgao,
decidiu-se manter como aditivos o acido benzoico e o sorbitol. Essa semelhanga de
atuacdo pode ser devida ao fato que os dois alcoois sao isbmeros (ROWE;
SHESKEY; QUIN, 2009).

Foi possivel notar que o acido benzoico causou um aumento na atividade
das enzimas no dia zero, provavelmente isto se deu devido a uma redugao no pH do
meio fermentado. Conforme foi visto no item 6.3.1.2, todas as enzimas estudadas
atuam melhor em pH’s acidos, enquanto o caldo fermentado apresenta pH em torno

de 8, mesmo que a fermentacao se inicie em pH 5.

A mencéo a utilizagdo de acido benzoico na formulagdo de enzimas é rara
na literatura, apesar de ser um aditivo potencial, aprovado pelas legislacdes e
comumente aplicado em alimentos, cosméticos e medicamentos, principalmente
devido ao seu potencial antimicrobiano (ROWE; SHESKEY; QUIN, 2009). Apesar de
ser um antimicrobiano efetivo, o acido benzoico ndo é considerado danoso ao meio

ambiente, e possui baixa toxicidade em humanos (OMS, 2000).

O sorbitol, por sua vez, funciona como umectante, plasticizante,
estabilizante, edulcorante e encapsulante. E muito utilizado em solugdes proteicas,
por ser capaz de estabilizar a estrutura da proteina nessas condicdes. Uma
vantagem adicional do sorbitol € que ele € quimicamente inerte, sendo compativel
com a maioria dos demais aditivos utilizados nas formulagées (ROWE; SHESKEY;
QUIN, 2009). O sorbitol tem sido bastante estudado na formulagdo de enzimas para
as mais diversas aplicagdes, inclusive é apresentado em patentes de produtos
formulados (HABICH; BRAUN, 2005; RAJAKARI; HOTAKAINEN; MYLLARINEN,
2014).

Os dois aditivos escolhidos, além de serem aceitos pela legislagao brasileira,
também sdo admitidos na Europa e pelo FDA (Food and Drug Administration).
(ROWE; SHESKEY:; QUIN, 2009).
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6.3.4.1. Determinag&o das concentragbes dos aditivos

Apds a escolha dos dois aditivos, foi feita, através de um planejamento
fatorial do tipo DCCR, analise de suas concentragdes para determinacdo da melhor
condicdo de formulagdo para manutencdo da atividade enzimatica em teste de
estabilidade acelerada. A TABELA 6-8 reune as atividades residuais nas condi¢gdes

estudadas para até nove dias de exposicgdo a alta temperatura.
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Os dados da TABELA 6-8 apontam que a condicao intermediaria (0,05% de
acido benzoico e 50% de sorbitol) mostrou-se mais efetiva para a manutencdo da
FPase, com até 37% de manutencdo de atividade apods 9 dias de exposicado ao
stress. Os resultados das demais enzimas mostraram-se inconclusivos e, a analise
estatistica do planejamento mostrou que ndo houve influéncia significativa das
concentragbes dos aditivos sobre a manutencdo das atividades. A Unica excecao
encontrada foi a xilanase, que, para os periodos de 3 e 9 dias foi influenciada

negativamente (efeito quadratico) pela concentragao de acido benzoico.

Dadas as informacdes analisadas, decidiu-se manter a concentragao
intermediaria de sorbitol e acido benzoico para analise de vida de prateleira a longo

prazo.

6.3.4.2. Analise de estabilidade do produto formulado

O complexo enzimatico formulado foi, entdo, mantido a temperatura
ambiente e refrigerada para analise de sua estabilidade com o tempo. Para a FPase,
em 30 dias, ndo houve reducdo da atividade do produto formulado tanto sob
refrigeragcdo quanto a temperatura ambiente, enquanto o concentrado sem adigao
dos aditivos manteve 80% da atividade enzimatica, também nas duas condi¢des de

armazenamento.

Apods 60 dias, foi identificada contaminacdo nas amostras de concentrado
nao formulado que estavam sob temperatura ambiente. A amostra entdo nao foi

mais considerada para os testes.

O material formulado refrigerado, no entanto, manteve-se com as mesmas
caracteristicas visuais e 100% de atividade de FPase. O formulado sob temperatura

ambiente manteve 65% de atividade (em 60 dias).

A CMCase mostrou maior estabilidade tanto no periodo de 30 dias, quanto
no de 60, uma vez que o formulado manteve 100% de sua atividade, assim como a
FPase. O controle (concentrado sem aditivos), por sua vez, perdeu 3% de atividade

catalitica
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A xilanase, ao contrario das demais, ndo se mostrou estavel com o passar
do tempo, sendo que o produto formulado manteve 73% da atividade e o
concentrado 63%, mesmo refrigerado. Com 60 dias de armazenamento, o formulado
mostrava 58% da atividade inicial, enquanto o concentrado, apenas 46%. A
mananase manteve 100% da atividade tanto no produto formulado quanto no

concentrado sem formulagao nos dois espacos de tempo avaliados.

Apdés 90 dias de armazenamento sob refrigeracdo, FPase e CMCase
mantiveram 100% de atividade no produto formulado, enquanto seus controles
mantiveram, respectivamente, 14% e 59% da atividade inicial. A xilanase, no
formulado, apresentou 60% de atividade aos 90 dias, mantendo o valor que havia
sido encontrado para os 60 dias de armazenamento. Seu controle, todavia, manteve
apenas 32% da atividade. Finalmente, a mananase, no formulado, manteve 90% de
sua atividade nesse periodo, enquanto seu respectivo controle ndo apresentou

atividade apods os 90 dias.

As caracteristicas térmicas estudadas ja indicavam que a xilanase possuia
menor resisténcia as intempéries, uma vez que tinha mostrado valores menores de
tempo de meia-vida e menor quantidade de energia necessaria para sua inativagao,

gquando comparada as demais enzimas.

6.4. CONCLUSAO

Apos a realizagcdo dos testes descritos, foi possivel avaliar as melhores
condi¢des térmicas e quimicas de aplicacdo do extrato enzimatico fermentado por
Aspergillus sp. a partir dos cachos vazios dos frutos da palma oleaginosa. Foi
possivel ainda caracterizar o comportamento energético das proteinas produzidas.
Finalmente, também foram estudadas as condicbes de downstream, aplicando
eficientemente o sistema de filtracdo tangencial para obtencdo de um produto

adequado para aplicagéao.

Avaliou-se também como positiva a estabilidade do produto formulado
durante o armazenamento, sendo que a maioria das enzimas manteve 100% de sua

atividade nos tempos estudados. O produto formulado esta, entdo, em condigdes de
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ser aplicado na hidrdlise do material lignoceluldsico em estudo e testes estdo sendo

conduzidos nesse sentido.
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7. ESTUDO DE PRE-TRATAMENTO E APLICAGAO DE COMPLEXO
ENZIMATICO PRODUZIDO NA SACARIFICAGAO DE RESIDUO EFB

7.1.  INTRODUCAO

O desenvolvimento de processos de produgdo de biomoléculas a partir de
material lignocelulésico é inevitavelmente acompanhado de uma etapa de pré-
tratamento, que € aplicado para remover partes do material que n&o sejam
desejaveis no processo e facilitar o acesso a celulose, principal molécula-alvo da
biorrefinaria de segunda geragdo. Além de separar as partes do material, o
tratamento também auxilia afetando a estrutura da celulose, deixando-a mais
amorfa, ou seja, mais facilmente hidrolisavel por celulases, que a converterdo em
acucares fermentesciveis para posterior fermentacdo; também aumenta a
porosidade e a area de superficie da biomassa (BEHERA et al., 2014; RAJENDRAN
et al., 2017).

A literatura apresenta diversas formas de executar essa operagao,
sobretudo tratamentos termoquimicos e fisicos que utilizam temperatura, pressao e
catalisadores quimicos e biologicos. Processos comuns sao a explosdo a vapor
(com ou sem catalise acida) (SCHNEIDER et al., 2018), hidrolise com acido diluido
(RAJAN; CARRIER, 2014; SIEVERS et al., 2017), aménia (HARAHAP;
KRESNOWATI, 2018), peroxido de hidrogénio (BANERJEE et al., 2011; CABRERA
et al.,, 2014; RABELO et al., 2014), sulfitos, hidréxidos (SAFARI; KARIMI; SHAFIEI,
2017; RAHMAN et al., 2018; ZHAO et al., 2019), solventes organicos (ZHANG; PEI;
WANG, 2016) e agua quente (ZHUANG et al., 2015; YU et al., 2016). Também sao
reportados pré-tratamentos bioldgicos (WAN; LI, 2012; LARRAN et al., 2015).

A escolha do pré-tratamento € dependente, sobremaneira, da estrutura que
se deseja remover. Os tratamentos acidos sdo aplicados para remocdo das
hemiceluloses, bem como a explosdo a vapor e os tratamentos hidrotérmicos,
enquanto que os tratamentos alcalinos sdo destinados a solubilizagdo da lignina
(SUN et al., 2016). Caso seja necessario remover as duas estruturas, tratamentos
sequenciais devem ser realizados, tal como realizado por Medina et al (2015) e
Chen et al (2017).
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No contexto da biorrefinaria de segunda geracédo, o pré-tratamento € um
gargalo do processo, uma vez que apresenta alto custo de aplicagdo, devido,
principalmente, a demanda de energia para sua acao efetiva, custo de construgéo
de reatores, compra de catalisadores e custos de operacdo de forma geral
(JONSSON:MARTIN, 2016). Os tratamentos hidrotérmicos e com sulfito, por
exemplo, requerem temperaturas médias acima dos 150°C, consequentemente,

requerem alta pressao (YU et al., 2016).

Muitos tratamentos acidos e alcalinos descritos na literatura também utilizam
temperaturas e pressodes elevadas (BEHERA et al., 2014). Além disso, é de pouco
proveito reaproveitar um residuo em biorrefinaria e gerar outra quantidade de
residuo de dificil tratamento e com elevada concentragcdo de produtos toxicos, tal
como acontece no uso dos acidos, que promovem a liberagdo de furfurais,
hidroximetilfurfurais e compostos acetilados, além de alto consumo de agua . Alguns
desses produtos s&o ainda inibitérios para o crescimento dos micro-organismos
fermentadores (BEHERA et al., 2014; JONSSON; MARTIN, 2016; RAJENDRAN et
al, 2017). Assim sendo, urge otimizar os processos de pré-tratamento, de modo que
haja menor consumo de energia, menor gasto com catalisadores, menor consumo

de agua e baixa geragao de residuos.

A produgéo de palma no Brasil tem crescido consideravelmente nos ultimos
anos (INDEX MUNDI, 2018), e uma das responsaveis por esse desenvolvimento é a
Biopalma da Amazdnia S.A, do grupo VALE, onde sao produzidos também o éleo de
palmiste e a torta de Kernel. Atuando na Regidao Norte do pais, esta situada nos
municipios de Acara, Concoérdia do Para, Moju e Tomé-Agu, todos no estado do
Para (BIOPALMA, 2018b; BIOPALMA, 2016).

No processo de produgédo, é gerada uma quantidade preocupante de residuo
solido, residuo esse que tem sido destinado a produzir energia (HARSONO et al.,
2013) e fertilizantes para o solo (BIOPALMA, 2016). Mas nem todo o residuo tem
esse destino. E preciso encaminhar esse residuo a um novo processo, em que seja
possivel lhe atribuir algum valor maior do que o da simples queima. O cenario da
biorrefinaria de segunda geragdo mostra-se uma oportunidade pertinente, e vem ao
encontro dos desejos dos produtores de oleo de palma de agregar valor ao seu

material residual e ndo deposita-los aos montes nas areas florestais, que geralmente
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estdo nas cercanias das fazendas de palma. E uma alternativa sustentavel e

lucrativa.

Os residuos solidos do processamento do 6leo de palma incluem residuos
de fazenda (folhas e troncos) e de processo propriamente dito, como os cachos
vazios dos frutos, que sdo separadas em debulhadeiras: os frutos seguem para
prensagens e os cachos vazios (EFB de empty fruit bunches) vao para queima,
processo que tem contribuido para a liberagdo de gases do efeito estufa e para a
poluicdo do ar. Outros residuos seriam as fibras resultantes das prensagens (que
podem ser usadas em ragao animal), e as conchas das améndoas (que se localizam
no interior do fruto, e das quais € produzido o 6leo de palmiste). O EFB ¢é o residuo
sélido produzido em maior quantidade, sendo que para cada tonelada de odleo
produzido, é gerada 1,1 tonelada de EFB (ALRIOLS et al., 2009; NORUL IZANI et
al., 2013; CHIN et al., 2015; MEDINA et al., 2015 ; SIVASANGAR et al., 2015).

Desse modo, e considerando os possiveis impactos relacionados, utilizando
material residual da Biopalma, divisdo da VALE S. A., foi realizado este estudo, que
teve como objetivo avaliar as possibilidades e condigdes de pré-tratamento de
biomassa lignocelulésica da palma (fracdo EFB) para e aplicar o complexo
enzimatico produzido no contexto da producdo on-site para producao de acucares

fermentesciveis.

7.2. MATERIAL E METODOS

7.2.1. Preparo e caracterizagédo centesimal do material lignocelulésico

O residuo dos cachos vazios dos frutos de palma (EFB) foi seco em estufa a
60°C, moido em moinho de facas e separado em tamizador de acordo com sua
granulometria. Nas fermentagbes desenvolvidas, foi utilizada a fragdo com
granulometria entre 0,35 e 0,42 mm. Foi realizada uma caracterizagdo estrutural,
utilizando para tal a metodologia da NREL — NREL/TP-510-42618 (SLUITER et al.,
2008) que permite determinar os teores de lignina, celulose e hemicelulose da

biomassa vegetal, assim como cinzas e extraiveis.
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7.2.2. Selegao do pré-tratamento

Para a selecao do tipo de pré-tratamento foram utilizados catalisadores
alcalinos indicados na literatura: H202 alcalinizado a pH 11 com NaOH 5M, em
banho-maria a 30°C por 24 e 48 horas; Na2SO3 5% em autoclave a 130°C e NaOH
5% (m/v) em banho-maria a 30°C, por 24 e 48 horas (HUANG et al., 2017; MEDINA
et al., 2015; CABRERA et al., 2014; BANERJEE et al., 2011). Os testes dessa etapa

foram realizados em triplicatas, com uma proporc¢éo de palma:solugao de 1:10.

A determinagdo das condi¢cdes ideais de tratamento foi baseada no
rendimento de acgucares, definido como a quantidade de massa de agucar gerada
por grama de palma. Também foi calculado a eficiéncia da conversdo de celulose
em glicose e hemicelulose em xilose, estabelecida pela razdo entre a massa de
glicose (ou xilose) por grama de palma e a massa de celulose (ou hemicelulose) por

grama de palma.

7.2.3. Hidrélise enzimatica com celulase comercial

As hidrolises enzimaticas foram feitas utilizando a enzima CellicCtec2® da
Novozymes® na concentracédo de 1,7% (v/v). Os sélidos dos cachos vazios dos
frutos de palma estavam presentes na propor¢édo de 14% (m/v) em relagdo a
solugédo enzimatica. Tais valores de concentragdo foram determinados em estudos
prévios. As condi¢cbes operacionais foram de 50°C em banho-maria sob agitacao de

100 rpm por 72 horas.

7.2.4. Determinagao de condi¢des do pré-tratamento

O pré-tratamento escolhido teve, entdo, os parametros de estudo
concentragcdo de NaOH (% m/v), tempo (min) e temperatura (°C) variados através de

um planejamento fatorial completo 23, como consta na TABELA 7-1:
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TABELA 7-1-NIVEIS E FATORES DO PLANEJAMENTO FATORIAL 23 PARA ESTUDO DAS
CONDIGCOES DE PRE-TRATAMENTO DO RESIDUO DOS CACHOS VAZIOS DA

PALMA
Variaveis
Niveis NaOH (% m/v) Tempo (minutos) Temperatura (°C)
-1 2,5 30 100
0 5 45 110
1 7,5 60 120

FONTE: A autora (2016)

Como consta na TABELA, as variaveis do presente estudo foram avaliadas
com o intuito de selecionar condicdes que otimizem o uso do subproduto e

minimizem os gastos de energia no pré-tratamento.

7.2.5. Determinacao de acucares

Para quantificar os agucares liberados nas hidrodlises enzimaticas foi utilizado
o meétodo de Miller (1959), que emprega o acido 3,5-dinitrossalicilico como
cromoforo. Nos ensaios, 1 mL de reativo de DNS era adicionado a 1 mL da amostra
e a mistura era posta em banho em ebuligdo por 5 minutos, seguido de banho de
gelo pelo mesmo tempo. Em seguida, eram adicionados 5 mL de agua e agitados os

tubos. Por fim, as amostras eram lidas em espectrofotdbmetro a 540 nm.

O perfil detalhado dos acucares (glicose e xilose) obtidos foi obtido por
cromatografia liquida de alta resolugao (fase moével H2SO4 5 mM, 0,6 mL/min; coluna

a 60°C, detector de indice de refracado).

7.2.6. Producado de agucares fermentesciveis a partir de residuos de EFB utilizando

o complexo enzimatico produzido por Aspergillus sp.

O EFB pré-tratado nas condi¢gdes definidas neste estudo foi hidrolisado

utilizando a enzima formulada, descrita no Capitulo 6, para produzir agucares
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fermentesciveis. A hidrdlise foi feita utilizando o produto sem diluicdo na proporgao

de 14% (m/v) de sdélidos de EFB em relagdo ao volume de enzima. Paralelamente,

foi feito mesmo procedimento, utilizando a enzima comercial CellicCTec®, como

descrito no item 2.3. O processo foi executado a 50°C e 100 rpm, durante 24 e 48

horas. As hidrolises foram realizadas em duplicatas. Os agucares da hidrolise foram

quantificados pelo método do DNS de Miller (1959) e analisados estatisticamente

por meio de analise de variancia (ANOVA), a 95% de confiancga.

Simultaneamente, o residuo solido gerado na fermentagéo, consistindo em

residuo de EFB e biomassa microbiana, foi seco e pré-tratado nas mesmas

condi¢des do residuo de EFB mencionado acima. Em seguida, foi hidrolisado e seus

acucares analisados também nas mesmas condi¢cdes de operacao e analise.

7.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.3.1. Caracterizacao centesimal do residuo dos cachos vazios dos frutos de palma

A caracterizacao centesimal do residuo de cachos vazios dos frutos de

palma, utilizado nos estudos de pré-tratamento esta apresentada na TABELA 7-2:

TABELA 7-2. COMPOSIGAO CENTESIMAL DO RESIDUO DE EFB

Componente

Composicgao (%)

Celulose
Hemicelulose
Lignina
Cinzas
Extraiveis em éter
Extraiveis em etanol
Extraiveis em agua
Grupos acetato
Umidade

27,677 + 4,580
23,771 + 1,233
26,726 + 0,811
2,032 +0,188
6,526 + 0,608
3,197 + 0,043
2,008 + 0,144
2,347 + 0,386
6,551 + 0,212

FONTE: A autora (2017)
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Foi observado que os dados obtidos sao similares aqueles encontrados na
literatura para o mesmo residuo. A TABELA 7-3 mostra um breve comparativo dos

valores obtidos neste trabalho e aqueles encontrados na literatura:

TABELA 7-3—COMPOSIGAO CENTESIMAL DE RESIDUOS DE CACHOS VAZIOS DE FRUTOS DE
PALMA EM DIFERENTES ESTUDOS

Composigao (%) Origem Referéncia

Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas Extraiveis

354 21,9 19 6,8 16,8 Colémbia Cardona et
al., 2018

40,49 34,57 11,54 --- - Tailandia Parnthong;
Kungsanant;
Chavadej,
2018

35,3 18,4 23,3 - - Malasia Tan et al.,
2016

28 24,12 19,96 3,19 17,01 Brasil Medina et
al., 2015

27,68 23,77 26,73 2,03 11,73 Brasil Este
trabalho

FONTE: A autora (2018)

Os dados apontados foram obtidos utilizando as mesmas metodologias,
porém foram empregadas matérias-primas de regides diferentes. Destaca-se um
maior teor de celulose nos residuos caracterizados na Tailandia (40,49%), Malasia
(35,30%) e Colémbia (35,49%). O teor de celulose encontrado no presente estudo
(27,68%) assemelha-se aquele econtrado por Medina e colaboradores (2015) (28%),

também utilizando o residuo brasileiro.

7.3.2. Selegao dos pré-tratamentos termoquimicos para exposi¢ao da celulose do

residuo de cachos vazios dos frutos de palma
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O material pré-tratado termoquimicamente foi submetido a hidrélise
enzimatica com a CellicCtec2®, complexo da Novozymes ® composto de celulases
e hemicelulases. As concentragcdes de acgucares liberados nesse processo estido
dispostas na TABELA 7-4, bem com a porcentagem de perda de massa apos o
tratamento quimico e o rendimento em termos de massa de agucar obtida por grama

de palma no inicio do processo.

TABELA 7-4—RENDIMENTOS DAS HI,DROLISES ENZIMATICAS DOS RESIDUOS DE CACHOS
VAZ|OS DE PALMA PRE-TRATADOS

Pre- Perda de massa Glicose (g/L) Xilose (g/L) Rendimento Rendimento
tratamento em glicose (g em xilose (g
glicoselg xilose/g
palma) palma)
H202 (24 h) 18,500 + 3,6102 12,923 + 0,7344 6,288 + 0,433f 0,075 + 0,001 0,037 + 0,004
H202 (48 h) 21,733 +0,8962 12,101 + 0,519¢ 6,153 + 0,458f 0,067 + 0,004 0,034 + 0,003k
NaOH (24 h) 32,000 +0,954> 25,804 +4,474¢ 25,329 +4,0029 0,125+ 0,023 0,123 + 0,002'
NaOH (48 h) 32,77 + 0,208 24,830 + 1,668¢ 24,967 + 1,2759 0,119 + 0,008 0,120 + 0,006
NaOH 50,8 + 6,670° 31,583 +8,109¢ 34,845 +6,996" 0,109 + 0,018 0,121 + 0,001
(autoclave)
Na:S0s3 23,33 +1,6262 15,971 + 0,070¢ 11,114 +0,331F 0,087 + 0,002 0,061 + 0,002™

FONTE: A autora (2018)

LEGENDA: Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa; letras iguais nas
colunas indicam que os tratamentos nao apresentaram diferenca significativa

Pode ser visto na TABELA 7-4 que os tratamentos com perdxido de
hidrogénio geraram residuos que, quando submetidos posteriormente a hidrolise
enzimatica, apresentaram baixas concentracdes de acucar. Contudo, como houve
pouca perda de massa no tratamento quimico em comparagdo aos demais
tratamentos, o rendimento da produgéao foi de 0,075 gramas de glicose por grama de
palma. Os tratamentos com NaOH mostraram-se mais eficientes, tanto em termos

de concentragcado de agucares no caldo hidrolisado quanto em termos de rendimento.

As etapas de hidrolise com os catalisadores quimicos e com as enzimas

devem ainda ser otimizados para obtencédo de rendimentos superiores. Levando em
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consideracao que o residuo possui 0,27 g de celulose por grama de palma, o melhor
rendimento de hidrdlise foi aquele cujo tratamento foi realizado com NaOH, por 24
horas a 30°C, com 46% de eficiéncia. Em termos de producdo de xilose, este
tratamento também foi o mais eficiente, com 53% de eficiéncia. Alguns valores de
recuperacao de glicose descritos por Buratti e colaboradores (2018) em um teste de
otimizagdo de tratamento com NaOH sao similares aos mencionados, que sao
apenas parte de testes de triagem, estando entre 50 e 80% de rendimento em
relacdo a biomassa inicial. Os autores obtiveram tais resultados hidrolisando
residuos de poda de pessegueiros com NaOH em concentragdes similares (2,5 a

7,5%) aquela utilizada neste estudo.

A analise de variancia dos dados mostrou que houve diferenga significativa
entre os tratamentos para todas as respostas analisadas. Todos os F calculados
mostraram-se superiores ao f tabelado para 95% de confianga (3,11). Assim sendo,
foi executado um teste de Tukey para comparacao entre as médias. Foi visto que o

tempo de reagao para o H202 ndo fez diferenga para nenhuma das respostas.

Os tratamentos alcalinos mostraram-se equivalentes em todas as condigdes
para todas as respostas, exceto na perda de massa e produgao de xilose, sendo que
ambas foram maiores no processo em autoclave (NaOH 5% (m/v), a 120°C por 60
minutos). O tratamento com Na2SOs mostrou respostas estatisticamente iguais
aquelas obtidas no tratamento com H202. E os tratamentos alcalinos apresentaram
diferenca significativa em relagdo aos demais tratamentos, mostrando maior

eficiéncia, mesmo com maior perda de massa.

Ao utilizar perdxido de hidrogénio no pré-tratamento de bagagco de cana-de-
agucar e posterior hidrélise com enzimas celuloliticas, Rabelo e colaboradores
(2014), também avaliaram que o tempo de hidrdlise nao foi significativo na obtencao

final de agucares.

Ao realizar teste comparando diversos pré-tratamentos aplicados em capim-
elefante, incluindo peréxido de hidrogénio e hidroxido de sodio, Eliana e
colaboradores (2014) também identificaram como melhor tratamento o NaOH, o qual

permitiu solubilizar mais de 80% da lignina da biomassa.

O uso de catalisadores alcalinos podem ser utilizados em condigdes mais

brandas, até mesmo em temperatura ambiente, como mostrado neste estudo. Isso
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pode fazer com que nado haja necessidade de equipamentos mais caros ou de
manutencdo mais frequente, dado o menor risco de corrosdo dos reatores (KIM;
LEE; KIM, 2016). O material solubilizado pelos hidroxidos pode ainda ser utilizado na
producdo de outros bioprodutos de interesse, integrando o processo em um
complexo de biorrefinaria. Sdo descritos em literatura produtos como o biometano,
nanoparticulas com as mais diversas aplicagcbes (ROOPAN, 2017; FIGUEIREDO et
al., 2018; MATTINEN et al., 2018), resinas (JABLONSKIS et al., 2018), além de
ligninases e diversos biopolimeros (CALVO-FLORES et al.,, 2015). As acoes
antimicrobianas e antioxidante das ligninas, devido a sua estrutura fendlica, também
tém levado a estudos no desenvolvimento de aplicagcdes médicas e farmacéuticas
(CALVO-FLORES et al., 2015).

7.3.3. Determinacgao das melhores condi¢des do tratamento alcalino

A TABELA 7-5 mostra os resultados obtidos no planejamento fatorial 23, aplicado

para avaliacdo das melhores condi¢gdes do tratamento catalisado com NaOH.
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TABELA 7-5—-RENDIMENTOS E ACUCARES OBTIDOS NA HIDROLISE DO RESIDUO DE EFB
PRE-TRATADO COM NAOH NAS CONDIGCOES ESPECIFICADAS PELO
PLANEJAMENTO FATORIAL 23

Ensaio Concentragdo T (°C) Tempo Concentragdo Concentragdo g g xilose /
NaOH (%) (min) de glicose de xilose glicose/ g palma
(g/L) (g/L) g
palma
1 2,5 100 30 4,963 15,332 0,024 0,073
2 7,5 100 30 20,339 28,634 0,078 0,110
3 25 120 30 19,253 35,215 0,075 0,137
4 7,5 120 30 27,884 24,723 0,084 0,075
5 2,5 100 60 15,228 20,301 0,063 0,084
6 7,5 100 60 22,748 25,008 0,074 0,082
7 2,5 120 60 29,574 45,741 0,114 0,176
8 7,5 120 60 25,154 20,694 0,076 0,063
9 5 110 45 18,550 26,115 0,067 0,095
10 5 110 45 24,344 34,332 0,088 0,124
11 5 110 45 24,083 30,957 0,085 0,110

FONTE: A autora (2018)

A analise estatistica do planejamento foi realizada com o software Statistica
versao 8. Foi observado que nao houve influéncia significativa de nenhuma das
variaveis sobre o rendimento em glicose do processo nem sobre a produgdo de
glicose em si, sendo o R? desses dados 0,92, mostrando confiabilidade no resultado
obtido para 95% de confianga. Para a concentragao de xilose no hidrolisado e seu
rendimento, foi significativamente influente apenas a interagédo da concentracédo do
NaOH com a temperatura do tratamento de forma antagbnica, de modo que a
combinagdo de menores valores de concentragdo de NaOH com maiores
temperaturas levam a melhores respostas, como também pode ser visto na TABELA

5-5.0 R? para estas duas variaveis foi de 0,92 e 0,94, respectivamente.

A influéncia da concentragdo de NaOH sobre a perda de massa ja era

esperada, uma vez que, teoricamente, maiores quantidades de lignina devem ser
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solubilizadas. Mas também deve ser levada em consideragcdao que esse tipo de
hidrolise também altera a estrutura dos polissacarideos da parede celular, podendo

solubiliza-los, ainda que em pequenas proporgoes.

Resultados similares de rendimento de agucares (0,026 a 0,371 g glicose/g
de biomassa lignoceluldsica) foram obtidos por Shahabazuddin e colaboradores
(2018) ao otimizar pré-tratamento alcalino de casca de arroz utilizando NaOH (0,5 a
2%); contudo, os autores encontraram relagdo significativa entre o tempo de
hidrolise e a concentragcdo de NaOH. Também contrariando os resultados obtidos
neste estudo, Buratti e colaboradores (2018) encontraram influéncia significativa da

concentracdo de NaOH sobre o rendimento.

Como os resultados indicam que nao houve influéncia significativa das
condi¢gdes analisadas, decidiu-se manter as condicbes de menor concentragao de
NaOH (2,5% m/v), 120°C e 60 minutos, que apresentou o melhor rendimento em
gramas de agucares por grama de palma dentre as condi¢cdes estudadas. Estas
foram as condi¢des aplicadas para pré-tratar a palma utilizada nos experimentos de
hidrolise enzimatica utilizando o formulado enzimatico obtido nos procedimentos

descritos no capitulo 4.

7.3.4. Producao de agucares fermentesciveis a partir e residuos de EFB utilizando o

complexo enzimatico produzido por Aspergillus sp.

A hidrélise enzimatica dos residuos de EFB e dos residuos solidos da
fermentacao foi efetiva na producdo dos agucares fermentesciveis, como mostrado
na TABELA 7-6:
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TABELA 7-6 -ACUCARES FERMENTESCi\{EIS LIBERADOS NA HIDROLISE DE EFB PRE-
TRATADO E DO RESIDUO SOLIDO DA FERMENTACAO PRE-TRATADO

CellicCTec2®  Joycelulase®

EFB PT 0,835+ 0,067? 2,599+0,379°¢
24 horas Residuo da
fermentacao pré- 2,300+ 0,490° 4,742+0,200¢
Agl’]cares tratado
totais
(g/L) EFB PT 4,395+0,022¢  6,191+0,067¢
48 horas Residuo da
fermentacao pré- 5,907+0,468" 7,798+0,468"
tratado

FONTE: A autora (2019)

LEGENDA: Letras diferentes indicam concentracdes de agucares estatisticamente diferentes para
95% de confianca

A hidrélise com o produto formulado levou a formag&o de caldos hidrolisados
com potencial para aplicagdo em processos fermentativos para producdo de
biomoléculas de segunda geracdo. Sua concentracdo mais elevada de acgucares,
quando comparada a enzima comercial, se deve ao fato de que esta foi diluida (ver
itens 2.3 e 2.6). Os resultados, porém, sao animadores, uma vez que foi utilizado
substrato de baixo custo na producdo das enzimas e que este foi suficiente para

suprir todas as necessidades do micro-organismo durante o processo fermentativo.

A hidrdlise dos residuos solidos da fermentacédo, por sua vez, mostrou-se
ainda mais efetiva do que aquela utilizando o residuo apenas pré-tratado, como
pode ser visto na TABELA 7-6. Esse fato provavelmente se deve as condigdes
estruturais da fibra de biomassa lignocelulésica., levando-se em consideragao que o
micro-organismo ja havia degradado-a parcialmente para produgdo das enzimas
quando da fermentacdo. Essa possibilidade, contudo, precisa ser confirmada por

analise de microscopia da fibra.

A FIGURA 7-1 mostra a nova abordagem em biorrefinaria desenvolvida pelo
uso da enzima produzida on-site para hidrolise do proprio residuo do processo
fermentativo de producdo da enzima e remete ao processo como inicialmente
planejado e descrito na FIGURA 5-9, item 5-3 do Capitulo 5.
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FIGURA 5-1-PROCESSO DE BIORREFINARIA DE PRODUGAO ON-SITE E APLICACAO DE
ENZIMAS (HEMI)CELULOLITICAS UTILIZANDO RESIDUO SOLIDO EFB PARA
PRODUCAO DAS ENZIMAS E O RESIDUO DA FERMENTAGAO COMO
SUBSTRATO PARA PRODUGAO DE AGUCARES FERMENTESCIVEIS COM
CATALISE DAS ENZIMAS PRODUZIDAS

N

. L L o Permesdeo concentracdo
Residuc lignocelulosico Retide microfiltragic por ultrafiltracds

ﬁ e microbiano

|

Calde Extrate Extratz
fermentado enzimatice dlarificado

»
Reciclo para
concentragdo
do extrate

Ingculo

Concentrado enzimatico

1

L 4

N Biomassa sélida

Y

Hidrdlise enzimatica

Fré-trataments
Lignina

FONTE: A autora (2019)

LEGENDA: A linha em verde mostra a modificagao feita no
processo quando comparado ao processo inicial

Os resultados obtidos no procedimento de hidrélise permitiram confirmar o
potencial de uso do EFB na produgao on-site de enzimas (hemi)celuloliticas e ainda
introduzir um novo mecanismo de aplicagdo das enzimas, reutilizando residuos do
primeiro processo como alimentacédo do segundo, ampliando as possibilidades e
firmando os bioprocessos desenvolvidos como aptos a abordagem de biorrefinarias

de segunda geracao.

7.4. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho € possivel afirmar que o EFB
possui grande potencial de aplicagdo no desenvolvimento de processos on-site de

producao e aplicagcao de enzimas dentro do contexto das biorrefinarias. Foi também
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possivel adicionar uma nova abordagem nesse contexto, utilizando residuos do

préprio processo fermentativo para aplicagdao das enzimas.

Foi ainda observado que a utilizagdo de catalisadores alcalinos é efetiva na
solubilizacédo de componentes da biomassa lignocelulésica residual dos cachos
vazios dos frutos de palma. Assim sendo, o tratamento com NaOH mostra-se

promissor para integragao no processo de biorrefinaria de segunda geracao.
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CONCLUSOES GERAIS

Ao longo do andamento deste trabalho foi possivel perceber a infinidade de
possibilidades que podem ser estudadas e aplicadas no contexto de uma
biorrefinaria, bem como os potenciais de um residuo de biomassa geralmente

considerado apenas como um descarte de um processo.

Varias técnicas foram cuidadosamente empregadas no desenvolvimento do
bioprocesso de producdo e aplicacdo on-site das enzimas, tanto biotecnolégicas
quanto analiticas, de modo que foi permitido o conhecimento tanto das
caracteristicas do substrato e suas nuances, quanto dos potenciais do produto

enzimatico gerado.

Elaborou-se um produto enzimatico estavel e eficiente utilizando um
substrato residual de baixo custo, agregando-lhe valor maior que aquele concedido
por seu destino inicial: a queima. Foi criado um bioprocesso de producgao e aplicagao
deste produto enzimatico dentro do contexto das biorrefinarias de segunda geragao,
que despontam como o futuro da produgdo de energia e moléculas de interesse

comercial.

Todas as etapas do processo foram estudadas, de modo a serem definidas
as condigdes mais adequadas para sua execugao. A producdo da enzima foi
otimizada, o produto enzimatico desenvolvido teve sua estabilidade em vida de
prateleira confirmada, as enzimas foram caracterizadas, revelando seu
comportamento diante de variacbes que podem incorrer do processo, e as
condicbes de pré-tratamento da biomassa foram avaliadas e aplicadas em sua

melhor forma.

Por fim, o formulado enzimatico foi aplicado na hidrélise de EFB e no residuo
da propria fermentagcdo pré-tratados, levando a produgcdo de acgucares
fermentesciveis. O uso do residuo solido do processo fermentativo de produgcédo da
enzima mostrou-se ainda mais efetivo do que o do EFB apenas pré-tratado. Assim,
um novo caminho a ser explorado dentro do conceito da biorrefinaria foi concebido,
permitindo uma integracdo ainda maior das etapas do processo e definindo novos
paradigmas que podem ser amplamente estudados para as mais diversas

biomassas e condi¢cdes de operagéo.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Muitos estudos podem e devem ainda ser feito visando o melhoramento do
processo e um melhor conhecimento do produto desenvolvido. Inicialmente, o
produto formulado pode ter mais caracteristicas conhecidas através de
caracterizagcdes moleculares da estrutura das enzimas. Dentro do mesmo contexto,
€ possivel também utilizar métodos moleculares para melhoramento genético do

micro-organismo, de modo a induzir uma maior expressédo das enzimas de interesse.

Um estudo dos demais residuos e efluentes do processo € indicado, de
modo que sejam gerados mais subprodutos que residuos e que estes, quando
produzidos, tenham destinos sustentaveis e nao poluentes. A caracterizacdo do
efluente do processo de separagao por membranas, em termos de DBO e DQO,
pode ser feita, para que este seja descartado ou reutilizado sem causar danos ao

meio ambiente.

Paralelamente, o processo de hidrdlise deve ser mais explorado, com
caracterizacao dos acgucares fermentesciveis produzidos pelas enzimas e otimizacao
das condi¢cdes operacionais, como temperatura, agitagcdo e tempo de processo.
Além da caraterizacao das fibras de EFB antes e depois da fermentagcédo, bem como

antes e depois da hidrolise.

Finalmente, o uso dos agucares fermentesciveis deve ser analisado, seus
potenciais na producdo de biomoléculas como etanol, butanol e xilitol. Confirmado
tal potencial para o crescimento dos micro-organismos e produgédo dos bioprodutos
desejados, as condi¢cdes de producado e downstream devem também ser estudadas

e otimizadas.
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