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CAPITULO 1

INTRODUCAO

Atualmente, no Brasil, o etanol é produzido principalmente a partir da sacarose da
cana-de-actcar. J4 nos EUA,€é obtido a partir de hidrolisados de milho como a glicose,
maltose e dextrinas. Tendo em vista o aumento da demanda energética mundial por
combustiveis liquidos e a competi¢do por cultura alimentares entre setores de producdo de
alimentos e energia, tem-se investido cada vez mais na producdo de etanol de segunda
geracdo (2G) a partir de fontes lignoceluldsicas, como palhas, farelos, cascas, residuos de
exploracdo madeireira, entre outros. No entanto, a utilizagdo de enzimas holoceluloliticas na
conversdo do material lignocelulésicoem agucares fermentesciveis consiste no maior gargalo
do processo produtivo do etanol 2G, devido ao alto custo de producdo das enzimas
comerciais. Deste modo, torna-se cada vez mais importante a busca por alternativas que
viabilizem economicamente a produgdo destas enzimas.

Uma alternativa para a produgdo destes biocatalisadores a um baixo custo seria
utilizar as préprias biomassas empregadas como matéria-prima para producdo do etanol de
segunda geracdo, como substratos para micro-organismos produtores de holocelulases. O uso
destas biomassas residuais para produ¢do de etanol de 2° gerag@o, assim como para producao
das proprias enzimas holoceluloliticas, tornam estes processos economicamente vidveis, pois
além de minimizar problemas ambientais que seriam causados devido ao incorreto descarte na
natureza, agregam valor a coprodutos de baixo valor agregado e diminuem os custos da
cadeias produtivas.

Estudos utilizando microrganismos celuloliticosttm evidenciado fungos
filamentosos, dentre eles o género Aspergillus, como excelentes produtores de enzimas
holoceluloliticas. A espécie Aspergillus tubingensis(A. tubingensis) tem demonstrado
potencial na producdo destes catalisadores, sobretudo de enzimas com atividade [3-
glicosidasica (SANTOS, 2015). No entanto, o numero de trabalhos desenvolvidos com a
referida espécie ainda € reduzido, revelando a necessidade de pesquisas mais aprofundadas
com o uso do referido microorganismo.

Neste contexto, o presente estudo teve como foco principal promover a

otimizacdo da producdo de B-glicosidase utillizando palha de milho como substrato, de forma
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a contribuir significativamente para o desenvolvimento biotecnoldgico da producdo de

enzimas holoceluloliticas e consolidacao de processos de produgdo de etanol de 2* geracao.

1.1 Enzimas holoceluloliticas: a degradaciao da parede celular vegetal

As enzimas sdo conhecidas como catalisadores capazes de acelerar a velocidade
de reacdes (CASTRO, 2010). Estes biocatalizadores possuem alta eficiéncia e conseguem
atuar de maneira especifica sob o respectivo substrato, o que € considerado uma das suas
principais caracteristicas apresentando um excelente poder catalitico que as diferem dos
catalisadores sintéticos e inorganicos e, de forma geral, apresentam grande utilidade industrial
(SANTOS, 2015).

Dentre as variedades de enzimas com aplicacdo industrial pode-se destacar as
enzimas holoceluloliticas, que vem chamando atencdo dos pesquisadores por conseguirem
degradar a celulose e hemicelulose da parede celular vegetal em agicares mais simples que
podem ser fermentados para producdo de etanol de 2* geracdo. Basicamente a celulose que
corresponde cerca de 40 a 50% de uma parede vegetal forma o esqueleto que € envolto pela
hemicelulose (30 a 40%) e lignina (8 a 10%) (MOREIRA et al., 2012).

De forma geral, esse contato entre a celulose, hemicelulose e lignina é capaz de
formar uma ligacdo estdvel gerando uma rigidez consideravel necessdria para a célula vegetal,
assim todos os componentes estdo em contato umas nas outras de forma entrelagada como
pode ser visto na Figura 1. A degradacdo dessa estrutura para geracdo de agucares mais
simples € possivel, pelo menos em parte, com o uso de vdrias enzimas como as xilanases,
manases, poligalacturonases, endoglucanases, exoglucanases e [-glicosidades que sao
conhecidas e desempenham papeis de respeito quando se trata da hidrélise de holocelulose
(SIQUEIRAet al., 2010).

Vale ressaltar que a estrutura relutante do substrato pode impedir a acessibilidade
das enzimas supracitadas a celulose e hemicelulose (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Assim,
etapas depré-tratamento quimicos e fisicos muitas vezes sdo necessdrios como um meio para
alterar a estrutura quimica originalmente complexa e recalcitrante de substratos

lignoceluldsicos (CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010)



Figura 1 - Constituicdo do material vegetal

Homecetudoses

Fonte: BOUDET et al., 2003

1.2 Enzimas celuloliticas

As celulases sdo enzimas que possuem a capacidade de atuarem sob o material
celulésico fazendo com que ocorra hidrdlise e por fim favorecer a liberagdo de glicose sendo
este um produto importante como, por exemplo, para a producdo de etanol de segunda
geracdo (CASTRO, 2010). Estruturalmente falando, a celulose € um polimero disposto de
forma linear, plano e com residuos de glicose unidos entre si por ligacdo B (1-4) tendo como
caracteristicas a insolubilidade em 4gua e resisténcia a hidrélise (SANTOS et al., 2015).

O processo eficiente de degradacdo da celulose € realizado por um conjunto de
enzimas glicosidicas compostas por trés tipos de enzimas sendo elas as endo-f-1,4-glucanases
ou endoglucanases, as exo-B-1,4-glucanases ou celobiohidrolases, ou ainda exoglucanases e
por fim as B-1,4-glucosidade sendo essas as celulases verdadeiras por atuarem degradando
substratos soldveis (VAN DEN BRINK; VRIES, 2011; LIAO et al., 2015).

Atuando de maneira sinérgica e de forma complementar onde cada uma exerce
sua fun¢@o a fim de promover a hidrolise da celobiose (JUTURO; WU, 2014) que ocorre com
a passagem do complexo celuldsico do seio do fluido para uma regido do substrato (DIAS,
2011).

Para ter uma eficiéncia no processo de quebra da celulose em mondmeros sao
necessdrios basicamente trés grupos de enzimas: endoglucanases, exoglucanases e a [-
glicosidase que agem em conjunto. A endoglucanase quebra cadeias de celulose gerando
novas extremidades que sdo redivididas em celobiose e celo-oligossacarideos, funcdo

executada pela exoglucanase, depois a celobiose sofre mais uma quebra se transformando em
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glicose pela B-glicosidase, esquema que pode ser observado na figura 2 que mostra todo esse
processo de hidrdlise ja que € interessante industrialmente transformar a celulose em
mondmeros de glicose e esse processo sO seria possivel com a hidrélise quimica ou
enzimdtica. J4 na figura 3 € possivel visualizar como ocorre a a¢do das enzimas do complexo

celulolitico. (CASTRO., 2010; YOON et al., 2014).

Figura 2 - Mecanismo de hidrdlise da celulose
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Fonte: YOON et al., 2014

Figura 3 - Acdo das enzimas no complexo
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Como visto anteriormente, a celulose estd disposta em feixes formando
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microfibras e em seguida macrofibras e vale ressaltar que a sua estrutura € cristalina
regular, o que fornece tanto uma resisténcia fisica quanto também a biodegracaomostrado

na figura 4 JUTURO, 2014).

Figura 4 - Estrutura da celulose
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{b) Macrofibrilas

(c) Microfibrilas
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Fonte: http://nutrition.jbpub.com/resources/chemistryreview9.cfm

Sendo assim, para que se consiga transformar a celulose em glicose, entram em
acdo as enzimas celulases para atuarem sobre esse material celulésico sendo este um método
tecnologico bastante promissor para desenvolvimento de produtos com um alto valor
agregado (CASTRO, 2010). Ao se utilizar processos biocatalisados gera um menor impacto
ambiental com um menor consumo energético ja que as enzimas sdo biodegradaveis e com
um excelente potencial especifico. Vale ressaltar também que as enzimas substituem produtos
quimicos e solventes toxicos minimizando os riscos para o meio ambiente (ROCHAet al.,
2010).

As enzimas do complexo celulolitico possuem uma ampla drea de aplicagdo como
clarificacdo de sucos, alimentacdo animal, inddstria téxtil e também papelaria, produciao de
vinhos e cervejas € mais recentemente tem sido bastante procurada na utilizacdo para a
producdo de etanol de segunda geracdo (JUTURO, 2014) porém as celulases possuem um
custo elevado, sendo assim na procura por reducdo de custos, o uso de residuos
agroindustriais como substratos para o crescimento de fungos seria o ideal para tornar o

processo mais em conta financeiramente (YOON et al., 2014).



1.3 Glicosidase

E a B-glicosidase a responsével por catalisar a hidrélise da celobiose resultando
em duas moléculas de glicose que quando passa por processo de fermentacdo é transformado
em etanol. Elas formam uma classe importante presente em indmeros organismos, tanto nos
procariéticos quanto nos eucariéticos (DAROIT., 2007).

Apés a atuacdo das enzimas celulases origina-se a celobiose que exerce um
feedback negativo para a produgdo das celulases, entdo predomina a acdo da B-glicosidase que
atua minimizando esse efeito inibitério fazendo com que mais celulases sejam produzidas
pelo microrganismo (VILELA et al., 2013).

As PB-glicosidades entdo subdivididas em familias formando um grupo
heterogéneo de enzimas hidroliticas, sendo elas GH1, GH3, GHS, GH9 e GH30, entretanto é
normal encontrar algumas sem classificacdo. Essas familias tém em comum a mesma
estrutura de dominio cataliticos e similaridade entre a sequéncia de aminodcidos conservados
que € considerado o método mais aceito por levar em consideracdo as caracteristicas
estruturais (BHATIA et al., 2002). Em microrganismos é comum encontrar -glicosidades da
familia GH1 (VILELA et al., 2013).

A afinidade pelo substrato varia de acordo com a origem, fungao fisioldgica e da
localizacdo da enzima, apesar disso, quando colocada em condicdes variadas como baixa
atividade de agua, alta concentragdo de substrato, presenca de nucledfilos diferentes da agua,
as P-glicosidades podem catalisar a sintese de ligagdes [-glicosidicas entre moléculas

(BHATIAet al., 2002).

1.4 Microrganismos usados na producao de celulose

O biossistema microbiano é bem rico quando se trata da variedade de organismos
de interesse industrial para producdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas, como
bactérias, fungos filamentosos e leveduriformes (SINGHANIAer al., 2010). Algumas
bactérias que se destacam na producdo de celulases pertencem aos géneros Pseudomonas,
Actinomicetos, Bacillus, Cellulomonas e Clostridium (FARINAS, 2011). Ja4 os fungos
filamentosos potenciais produtores de celulases sao dos géneros Trichoderma, Humicola,

Penicillium, Aspergillus, Sporotrichum, Fusarium. As leveduras produtoras de celulases sdao
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principalmente as do género Trichosporium e Cryptococcus (HANSEN et al., 2015;
SINGHANIA et al., 2010; SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016).

Na Tabela 1 € possivel analisar algumas linhagens produtoras de celulases e
xilanases, as respectivas biomassas utilizadas como substratos e o tipo de fermentagao, foram

encontrada apenas duas referéncias para a enzima estudada, a B-Glicosidase.
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Tabela 1 - Linhagens de fungos filamentosos isolados a partir de biomassas lignoceluldsicas e produtores de celulases e xilanases

Linhagens Enzimas Estudas Biomassa Tipo de Valor Fonte

Fermentacio
Acremoniumstrictum B-glucosidase Bagaco de cana FSb 3,8UL™ Goldbeck et al., 2012
Acremoniumzeae Fpase Palha de milho FSb 0,14UL™ Almeida et al.
Aspergillus awamori 2B.361 B-glucosidase Bagaco de cana FES 456 UL ™ Gottschalk et al., 2010
Aspergillus awamori 2B.361 Endoglucanase Bagaco de cana FES 49UL™
Aspergillus candidus Endoglucanase Farelo Mamona FSb 0,53UL™ Herculano et al. 2011
Aspergillus Niger Xilanase Farelo de cacau FES 11,86 UL ™ Santos et al., 2012
Aspergillus Niger Fpase Farelo de cacau FES 7,51 UL™
Aspergillus oryzae Endoglucanase Residuos de algodao FSb 0,223 UL™ Siqueira et al., 2010
Aspergillus terréus Xilanase Residuos de algodao FSb 2467UL™ Siqueira et al., 2010
Fusarium oxysporum(F3) CMCase Palha de trigo FES 262UL™ Hansen et al., 2015
Fusarium verticillioides Endoglucanase Residuos de algodao FES 0,03UL™ Siqueira et al., 2010
Mucor sp. (Blu 33) Xilanase Residuos de algodao FES 1,418UL™ Siqueira et al., 2010
Neosartorya spinosa P2D19 Xilanase Farelo de trigo FSb 151UL™ Prado et al., 2010
Neosartorya spinosa P2D19 CMCase Farelo de trigo FSb 360UL™ Prado et al., 2010
Penicillium echinulatum CMCase CMC FES 1,53U0L ™ Martins et al., 2008

FSb- Fermentagdo Submersa; FES: Fermentacdo em Estado Sé6lido; CMC: Carboximetilcelulose

Modificado de SANTOS., 2015
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1.5 Fungos filamentosos

Conhecidos como bolores ou mofos, os fungos filamentosos sdo organismos
incriveis com grande interesse biolégico e com destaque economicamente e
biotecnologicamente gerando produtos metabdlicos como enzimas, alcodis, dcidos, pigmentos
corantes e antibidticos (CARVALHO, 1999).

Compostos por hifas formando um envoltério esbranquigado ou colorido sob o
substrato por onde se desenvolve e o complexo emaranhado constitui 0 micélio de acordo
com SOUZA, 2009. Esses microrganismos sao encontrados facilmente e em grande variedade
na natureza, sdo versateis, apresentando um bom crescimento e baixo custo para cultivo. Os
fungos filamentosos obtém energia, prioritariamente, da degradacdo de carboidratos,
incluindo materiais lignoceluldsicos, devido a rica disponibilidade de biomassa de plantas na

natureza (SOUZA et al., 2009).

Os meios de cultura onde sdo cultivados s@o de f4cil controle ocupando moderado
espaco conseguindo se desenvolver melhor onde possui fonte de carbono, umidade e calor.
Em andlises laboratoriais podem ser usados vdrios substratos com intuito de promover a
producdo do complexo lignocelulolitico, como algoddo, papel de filtro, residuos agricolas,

carboximetilcelulose (CMC), entre outros (TREVISAN et al., 2004)..

O fungo filamentoso Trichoderma reesei € uma das espécies mais amplamente
empregadas na produgcdo de coquetéis enzimdticos devido a eficiéncia de secre¢do de
celulases e hemicelulases. Entretanto, a utilizacdo do seu complexo celulolitico apresenta
limitagcdo devido a quantidade relativamente baixa de expressdo de B-glicosidases. J4 o género
Aspergillus demonstra potencialidade para a producdo de celulases, especialmente [3-
glicosidase, enzima deficiente nos coquetéis enzimdticos produzidos por 7. reesei. Deste
modo, a combinagdo de coquetéis enzimaticos produzidos por diferentes micro-organismos
torna-se muitas vezes necessdria para obtencdo de um produto com alta eficiéncia hidroliticas

(YOON et al., 2014).

1.6 Género Aspergillus

O género Aspergillus € de fungos pertencentes a familia Aspergillaceae da ordem

13



Eurotiales, classe dos Eurotiomycetes e filo Ascomycota (LEE; YAMAMOTO, 2015).
Segundo Peterson (2015), este foi reconhecido pela primeira vez em 1729, na Floréncia, onde
foi notada a sua semelhancga estrutural com o hissope, objeto utilizado para aspergir dgua
benta, esse género compreende um grupo diversificado que comporta cerca de 340 espécies.
Sua classificacdo e identificacdo foram baseadas em caracteres fenotipicos, mas nas dltimas
décadas a maior influéncia se deu pela caracterizacio molecular e quimiotaxonOmica

(SAMSON et al., 2014).

Fungos do género Aspergillus sdo os mais habituais dos fungos filamentosos e sdo
também os mais bem estudados. As espécies que fazem parte desse gé€nero possuem uma
ampla distribui¢do mundial estando presente em toda parte como no ar, d4gua e até mesmo em
organismos vegetais incluindo animais, estdo também associados com o perecimento de
materiais vegetais e alimentos, apresentando uma maior propor¢do em regides de clima

tropical e sub-tropical (ROSA; CAMPOS; BARONI, 2002).

As colonias produzidas geralmente possuem um bom crescimento, inicialmente
claras a amareladas podendo chegar a0 marrom e até mesmo ao negro, compostas por micélio
aéreo com conidiéforos eretos distribuidos sobre a superficie do meio com uma farta

producdo de conidios. E importante ressaltar que esse género é amplamente usado como

produtor de enzimas do tipo lignoceluloliticas (SANTOS et al., 2012; MENEZES, 2006).

De acordo com a Figura 5 pode-se observar a morfologia, a cabega aspergilar
localizada no topo de um conidiéforo que se dilata na sua extremidade forma a vesicula, as
células produtoras de esporos (fidlides) sdao suportadas diretamente pela vesicula ou por uma
camada de células estéreis chamadas métula. As fidlides podem cobrir toda a vesicula ou
apenas o seu topo, sendo a sua disposi¢io uma caracteristica essencial na identificac@o
morfolégica das diferentes espécies de Aspergillusspp. A partir da extremidade das fidlides,
surgem os conidios cujas dimensdes sdo varidveis consoantes a espécie. Na base dos
conidiéforos, sustentados por uma célula basal, encontram-se as hifas (COLLIER L,

BALOWS A, SUSSMAN M, 1998)
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Figura 5-Representacdo esquemdtica da morfologia de um Aspergillus spp
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Fonte: ELVIA et al., 2013

1.7 Aspergillus tubingensis

O Aspergillus tubingensis € uma espécie ainda pouco explorada na producdo de
enzimas aplicadas a biocombustiveis, contudo, os trabalhos reportados por Santos (2012) e
Santos (2015) revelaram que o A. tubingensis destaca-se na produgdo de celulases e
hemicelulases ao utilizar coprodutos oriundos da cadeia produtiva do biodiesel. Esta espécie
foi considerada superior quando comparada a outras quatro espécies usuais na producdo de
enzimas holoceluloliticas  (Aspergillus  nigerINCQS:40065, Fusarium  oxysporum
INCQS:40144, Penicillium oxalicum INCQS:40103, Trichoderma reesei CCT2768),
utilizando a torta de caro¢o de algoddao como fonte de carbono para inducdo das enzimas

celuloliticas e xilanoliticas (SANTOS, 2015).

A linhagem AN1257 da espécie A. tubingensis também demonstrou grande
potencial na producdo de holocelulases em processos fermentativos com uso de sabugo e
palha de milho como substrato (LIMA, 2005). Vries et al. (2017) realizaram o
sequenciamento gendmico do A. tubingensis e relatam que sua filogenia apresentou maxima
compatibilidade com o A. niger, espécie promissora na producdo de enzimas holoceluloliticas.
Além disso, os autores cultivaram o A. tubingensis em biomassa lignoceluldsicas observando
que a expressao de genes relacionados a degradacdo de polissacarideos da parede celular das
plantas, tais como celulose, xilana, galactomanana e xiloglucana, foi superior a expressao

genética de enzimas da degradac@o dos outros agucares.

15



1.8 Processos de fermentaciao

As estratégias de melhorias na produtividade e atividade especifica das enzimas
incluem a defini¢cdo das varidveis utilizadas durante o crescimento dos fungos filamentosos e
da tecnologia aplicada a fermentag@o, que pode ser realizada em estado sélido ou submersa. O
que diferencia esses dois tipos de processo fermentativo € basicamente o teor de d4gua presente

durante o processo reacional (CASTRO; PEREIRA Jr, 2010).

A fermentacdo submersa (FS) tem como sua principal caracteristica a mistura
perfeita, onde, teoricamente em cada parte do reator deverd ter a0 mesmo tempo a mesma
quantidade de microrganismo, nutrientes € metabolitos. Possui uma grande variedade dos
processos microbianos em que a biomassa utilizada no processo € completamente rodeada
pelo meio de cultivo liquido em questdo podendo ser utilizado substratos sélidos dissolvidos
ou submersos. Apesar de a fermentacao submersa apresentar desvantagens quando comparada
a FES, processos que envolvem limitagdes quanto ao teor de dgua livre no sistema sdao
evitados quando o objetivo € a geracdo de muitos produtos principalmente se tratando de

escalas maiores (JUTURO et al.,2014).

Na fermentacdo em estado s6lido (FES) ha uma menor quantidade de 4gua
presente no sistema sendo que a dgua desse sistema encontra-se ligada a fase sélida formando
uma fina camada absorvida pelas particulas, as enzimas sdo concebidas pelos fungos

diretamente sobre substratos insoldveis em dgua como cereais.

Uma caracteristica principal da FES € a utilizagdo de substrato com uma baixa
atividade de agua, nessa condicdo de crescimento pode haver uma semelhanga ao habitat
natural do fungo favorecendo o crescimento e a produgdo na quantidade de enzimas. Neste
processo o teor de umidade pode variar de 30 a 85% e a atividade da agua vai de 0,40 a 0,90
valores proximos as condi¢des encontradas a natureza podendo diminuir at€é mesmo fatores

externos como a contaminagao (CASTRO; PEREIRA Jr, 2010).

Na Tabela 2 que segue é possivel listar as principais caracteristicas da

fermentacdo em estado sélido e da fermentagcdo submersa.
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Tabela 2-Comparacdo das caracteristicas de fermentag¢ao no estado sélido (FES) e a submersa

(FS)

FES

FS

Menor gama de produtos obtidos e de

microrganismos aptos a crescer nessas condi¢des

Menor possibilidade de contaminag@o, pela

auséncia de dgua livre no sistema

Menor disponibilidade de informacdes na literatura,
no que tange a fendmenos de transporte e cinética

de crescimento e de produgdo enzimatica

O extrato obtido € em geral de trés a quatro vezes
menos diluido que na FS, de forma que a
produtividade e a concentragdo final de produto sdo

maiores na FES

Maior dificuldade no controle do processo e na

adicdo de solucdes desejadas

Menor volume de residuos liquidos gerado

Maior demanda energética associada a esteriliza¢do do

meio e a remocao de produto do meio fermentado

Em que pese a menor concentra¢io de produtos obtida
pela FS, a purificacdo dessas moléculas € facilitada pela

auséncia ou baixa concentracdo de particulas de substrato

O alto teor de 4gua e a natureza diluida do meio facilitam
o controle da temperatura de cultivo, reduzindo a
degradagdo do produto, em especial enzimas com baixa

termoestabilidade

Quando operando com elevadas concentra¢des de
substrato, podem ocorrer problemas reolégicos no

sistema.

Processos difusionais e de mistura sao facilitados devido

ao carater homogéneo do sistema

Tecnologias de monitoramento de varidveis online mais

amplamente disponiveis

Fonte: CASTRO; PEREIRA Jr, 2010.

Uma diferenga conhecida entre a FES e a FS € quanto a esporulacdo do fungo,
quando o processo € feito pelo estado solido € possivel obter mais facil os esporos e 0 motivo
disso € que a cultura de superficie sélida se parece com o ambiente natural dos fungos
tornando mais facil o controle e conservacdo do ciclo morfoldgico. Na Figura 6 é possivel
observar como seria a representacdo esquemadtica do crescimento do fungo quando cultivado

em um substrato sélido (BANSAL et al.,2012).

De modo geral o sistema de cultivo realizado em meio sélido descreve por serem
meios heterogéneos em termos de populacdo microbiana e concentracdo de soluto, essa

heterogeneidade refere-se também as variacOoes na estrutura quimica de cada molécula
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presente e a propor¢cdo entre componente variante de acordo com espécie e tecido vegetal

(PINTO et al., 2005, PALMA, 2003).

Figura 6-Representacdo esquematica do crescimento do fungo em substrato s6lido
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Fonte: HOLKER e LENZ, 2005.

Alguns fatores intervém na FES como as condi¢des ambientais, pH, atividade de
agua e nivel de oxigénio podendo afetar significativamente o bom crescimento celular e a
formacdo de produto, por isso a maioria dos processos de fermentacdo em estado sélido
necessitam de etapas de selecdo cuidadosa da matéria prima ou substrato, escolha de um
microrganismo, controle dos parametros da fermentacdo e a purificacdo dos produtos, s6
assim pode-se afirmar com certeza que trard um bom resultado ao processo de fermentacdo

em estado solido (PEREIRA et al., 2008).

1.9 Biomassas residuais utilizadas como substrato na producao de celulases

Um tépico importante para a produgdo de enzimas € o tipo e a organizacdo do
substrato que serd utilizado como fonte de carbono, sendo necessario escolher um substrato
apropriado e que seja apto de segurar o crescimento do fungo e também estimular a produgdo.
Além disso, vale considerar ainda os substratos que possuem nutrientes capazes de completar
o crescimento do fungo e que possa permitir o seu aporte durante o crescimento (SANTOS et
al.,2012).Vale ressaltar que uma determinada linhagem de fungo filamentoso pode produzir
niveis elevados de celulases utilizando um substrato especifico € ndo conseguir produzir

niveis significativos de celulases quando cultivada em outro substrato. Da mesma forma,
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diferentes linhagens de fungos cultivadas no mesmo substrato podem resultar numa diferenca
significativa em concentragdes de celulases produzidas (HANSEN et al., 2015). Logo, € de
grande importincia pesquisar a combinacdo adequada de estirpe flingica e substrato

lignoceluldsico para produgdo 6tima de celulases.

Sendo assim, estudos com foco em desenvolver processos de producdo de
produtos biotecnoldgicos que envolva a utilizagdo de biomassas residuais como sabugo e
palha de milho, arroz, bagaco de cana de acucar, residuos que fazem parte da inddstria de
celulose e que sao produzidos de maneira abundantemente em setores agricolas e florestais

tem sido realizado h4 alguns anos (MEDINA et al., 2015; VASQUEZ et al. 2007).

Dentre estas biomassas supracitadas com a possibilidade de uso com substrato
para producdo de celulases, vale destacar os coprodutos gerados com a produ¢do do milho,
que vem aumentando no Brasil devido aos recordes a cada safra de acordo com dados da
CONAB 2018. A palha é um dos coprodutos da producdo do milho, produzida em grande
volume. Em 2018, no Brasil, com a produc¢do de 92 milhdes de tonelada de milho em grao, foi
gerado cerca de 10 milhOes de toneladas de palha. Este residuo € utilizado como alimento
para animais ou devolvido a lavoura para aplicagdo no solo para reten¢do de dgua, fazendo
com que a terra se mantenha imida o suficiente para um bom desenvolvimento da préxima

safra, segundo dados da CONAB.

A palha de milho também € destinada a incinerac¢do ou utilizada como cama nos
criadouros de aves em propriedade rurais brasileiras, sendo um material abundante, mas
pouco usado para gerar renda, a ndo ser quando destinado a producdo de artesanato. No
entanto, existem estudos que demonstram varias potencialidades para uso da palha de milho.
A palha apresenta grande utilidade para a produgdo de produtos quimicos, como plastico,
colas adesivas, compostos de borracha, pneus, polidor em produtos de limpeza, fabricacao de

tijolos, ceramicas e compostos furfurais (FACHHINI, 2011) .

Além destas inumeras possibilidades, a utilizagdo da palha de milho para
producdo de enzimas celuloliticas € de grande potencial, o que vem sendo demonstrado em
varios estudos, como os reportados por Fachhini e seus coloradores. Deste modo, torna-se
relevante avaliar o uso desta biomassa como substrato para produgdo de enzimas celuloliticas

por microrganismos competentes.
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1.10 Aplicacao de celulases — etanol de 2° geracao

Uma das possibilidades de aplicacao de holocelulases € a hidrdlise de biomassas
para producdo de etanol de segunda geracdo (LIAO et al., 2015; SINDHU; BINOD;
PANDEY, 2016). A classificagdo em tecnologias de geracdo € feita de acordo com as
matérias-primas empregadas, sendo o etanol produzido a partir de matérias-primas agucaradas
e/ou amildceas denominado de primeira geracdo e a segunda geragdo, conforme ji citado,
utiliza como matérias-primas os materiais lignoceluldsicos, constituidos em sua maioria por

polissacarideos tais como a celulose e a hemicelulose (LIMA; 2005).

O complexo sucroalcooleiro nacional tem como matéria-prima principal a cana-
de-aguicar para a producdo do etanol de 1° geracdo contando com uma alta produtividade por
hectare e com uma elevada eficicia energética comparada a outras matérias primas. No
entanto, a producdo de etanol de milho no Brasil e também de biomassas lignoceluldsicas
(2G) € crescente e tem ganhado espaco ao lado do etanol de cana (Santos; 2015). Sendo
assim, usinas de processamento de cana-de-acgucar estdo se modernizando para processar além
dessa, outros produtos, como milho ou biomassas lignoceluldsicas sendo denominadas de
“usinas flex”. No que tange a producdo do etanol de 2° gerag¢do € importante frisar novamente
que o custo das enzimas holoceluloliticas utilizadas no processo ainda € bastante elevado
(LIAO et al., 2015), o que reflete diretamente no preco final do biocombustivel
produzido.Diante deste cendrio e da importancia politica e econdmica do setor de
biocombustiveis para qualquer pais, hd uma corrida por desenvolvimento de tecnologia e
produtos que suportem o estabelecimento de usinas flex para a producao de etanol de 1* e 2°
geracdo. Dessa forma, torna-se necessdrio a realizacao de estudos que permitam a produgdo
destas enzimas holoceluloliticas a um baixo custo. Além do mais, o uso de residuos
agroindustriais tanto na produ¢do do etanol (2* geracdo) como na producdo de enzimas
celuloliticas € bastante promissor agregando valor as biomassas subutilizadas gerando

caminhos produtivos com menores custos (SANTOS, 2015).

E neste contexto que o presente trabalho pretende contribuir, se valendo da
avaliacdo de um microrganismo competente na producdo de enzimas holoceluloliticas
recorrendo a substratos alternativos de baixo valor agregado, afetando diretamente nos custos

da producao de etanol de 2° geragdo.
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CAPITULO 2

MATERIAS E METODOS

2.1 Obtencao e preparo dos substratos

A palha de milho utilizada neste trabalho como substrato foi adquirida por doagdo
dos pequenos produtores rurais do municipio de Diamantina — MG. A biomassa integra foi
seca em estufa de circulacdo for¢ada de ar a uma temperatura por volta dos 60°C por 48 horas
para que fossem reduzidos e que tivessem sua umidade padronizada. Em seguida foi
cominuida em um moinho de facas e posteriormente passados por uma peneira de malha 0,5
mm com intuito de padronizacdo do tamanho de particula e apds esses processo foi

armazenado em laboratorio.

2.2 Obtencao e manutencao da linhagem Aspergillus tubingensis AN1257

O fungo filamentoso utilizado foi da linhagem do Aspergillus tubingensis
AN1257, 1solado e cedido pela Prof* Dra. Ana Paula de Figueiredo Conte Vanzela adjunta do
Departamento de Farmdicia doados pelo Professor Rinaldo Duarte isolados de amostras de
vegetais de Diamantina. Para que esta linhagem fosse utilizada na execugao deste trabalho foi
estocada em tubos de ensaio em meio BDA - 4gar batata dextrose. Para manutencdo deste
fungo, foram feitos repiques periddicos a cada 3 meses e cultivados a 30°C por 7 dias, feito
isso, essas culturas seguiram para serem conservadas sob refrigeracdo em torno de 4°C com o

intuito de manutencao e conservagao da linhagem.

2.3 Processo fermentativo para a producao da enzima com uso de palha de milho como

fonte de carbono — preparacao do inéculo

O crescimento da linhagem Aspergillus tubingensis AN1257 para produgdo do
in6culo; foi realizado por repicagem sob o bico de Bunsen a partir de cultura em estoque em
placas de Petri estéreis contendo o meio sdlido dgar batata dextroseas quais foram incubadas

em estufa a 30° durante um periodo de sete dias.
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Apos esse processo, foi feita a coleta dos conidios produzidos durante o periodo
de incubacdo com o auxilio de um meio liquido asséptico preparado previamente contendo
0,20% de KH2POa, 0,03% de CaClz, 0,02% de MgS0O4 e H>O que possuem fontes importantes
para a sobrevivéncia e desenvolvimento do microrganismo.

A coleta foi realizada de maneira estéril em capela de fluxo continuo: com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur colocou-se uma quantidade significativa da solucdo
enriquecida e com o auxilio de um espalhador de células realizou-se a raspagem.

Em seguida recuperou-se essa solucdo enriquecida por conidios também com a
ajuda de uma pipeta de Pasteur, posteriormente realizou-se a filtracdo em gaze estéril para
obtenc¢do de uma solucdo enriquecida de conidios, sem qualquer requisito do meio dgar batata
dextrose.

A contagem de esporos coletados foi realizada em Camara de Neubauer em
microscopio Optico para quantificar a concentracdo de conidios presente na suspensio. Esta
solucdo foi devidamente armazenada para utilizagdo como inéculo no processo de otimizacao

da producdo de B-glicosidase chegando a ser diluido 200 vezes.

2.4. Otimizacao da producao de B-glicosidase — Fermentaciao

Visando obter a condi¢do 6tima de produgdo de B-glicosidase foi utilizado um
planejamento estatistico de superficie resposta do tipo delineamento composto central
rotacional (DCCR) com dois niveis e trés fatores, seis pontos axiais e quatro centrais (Tabela
3). Para tanto, foram preparados previamente para o ensaio de fermentagdo em estado sélido
90 Erlenmeyers de 50 mL e foi adicionado em cada um deles 3g de palha de milho que foram
esterilizados em autoclave e deixados em estufa para retirar o excesso de umidade deixado
pelo vapor da autoclave.

Os fatores analisados foram a concentra¢do do indculo, razdo sélido/liquido do
meio fermentativo e concentracdo da fonte de nitrogénio (NH4)>SO4 O processo fermentativo
foi conduzido a 30° C em estufa incubadora sem agitacdo, onde apds 6, 7, 8 e 9 dias foi
realizada a extragdo do extrato enzimatico para determinacdo da atividade da B-glicosidase
(Ghose, 1987). O software STATISTICA Versdo 7.0 (Statsoft®) foi utilizado para geragdo e
andlise do planejamento experimental. A qualidade do ajuste da equacdo do modelo foi

expressa pelo coeficiente de determinacdo (R?) e sua significancia estatistica condicionada
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pelo teste-F. Os efeitos de cada parametro foram expressos em grificos de superficie de

resposta.

Tabela 3 - Planejamento delineamento composto central rotacional

Experimento Razdo /L (NH4)>504 In6culo

(%) (g/100g) (c/g de torta)
1 20,00000 0,500000 5000000
2 20,00000 0,500000 15000000
3 20,00000 2,000000 5000000
4 20,00000 2,000000 15000000
5 60,00000 0,500000 5000000
6 60,00000 0,500000 15000000
7 60,00000 2,000000 5000000
8 60,00000 2,000000 15000000
9 14,25623 1,250000 10000000
19 65,74377 1,250000 10000000
11 40,00000 0,284609 10000000
12 40,00000 2,215391 10000000
13 40,00000 1,250000 3564057
14 40,00000 1,250000 16435943
15 (O) 40,00000 1,250000 10000000
16 (C) 40,00000 1,250000 10000000
17 (C) 40,00000 1,250000 10000000
18 (O) 40,00000 1,250000 10000000

A extracdo enzimdtica foi realizada por adi¢do de 20 mL de tampao acetato
50mmol/L, conservado em geladeira, pH 5, adicionado a cada frasco seguindo de agitagdo
vigorosa com auxilio do vortex. Os extratos foram filtrados a vacuo sob papel de filtro em
sistema contendo funil de Buchner e Kitassato, os conteddos filtrados foram recolhidos em

tubos Falcon e armazenados em geladeira até a quantificacdo das atividades de B-glicosidase.

2.5 Determinacao da atividade enzimatica:p-glicosidase

A atividade da B-glicosidase foi quantificada seguindo método descrito por Ghose
(1987) que consiste em realizar a hidrélise de uma solu¢do de celobiose a 1% em tampao
acetato 50 mmol/L e pH 5, isso na presenca do extrato enzimatico obtido anteriormente. O
método foi adaptado para dosagem e leitura em microplacas de 96 pocos (12x8). Assim, para

cada uma das amostras, foram realizadas oito diluicdes seriadas em tampao acetato 50
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mmol/L, pH 5 obtendo um volume final de cada extrato enzimdtico de S0uL. Em seguida foi
adicionado em cada ensaio 50uL da solucdo celobiose 1% obtendo no total um volume de
100uL, a microplaca foi vedada com pléstico Parafilm e colocada em estufa a 50°C por 30
minutos.

Feito isso, o ensaio foi imediatamente colocado sob o banho fervente com
temperatura por volta dos 95° por 2 minutos para que ocorresse a desnaturacdo das enzimas e
interrompesse a reagdo. Posteriormente foi adicionado a cada poco 200 uL de solucdo
reagente para determinacdo de glicose (procedimento padrdo enzimadtico Glicose-
oxidase/Peroxidase GOD/POD), vedou-a e a colocou novamente a banho-maria a 30° por 10
minutos.

A leitura espectrofotométrica foi realizada a 510nm em leitor de microplacas
utilizando-se uma curva analitica de glicose como referéncia nas concentragdes de 0 a
2mg/mL com intervalos de 0,02 mg/mL. A unidade de atividade B-glicosidase foi definida

como a quantidade de enzima capaz de libertar 1umol de glicose por minuto de reacao.

2.6 Caracterizacao bioquimica

Os efeitos da temperatura e do pH sobre a atividade hidrolitica da enzima B-
glicosidase foram determinados a partir da dosagem de sua atividade a temperaturas de ensaio
de 30, 35, 40, 45, 50, 55 e 60 °C combinadas com os valores de pHs de 3,0; 3.5; 4,0; 4,5; 5,0 e
6,0.

A estabilidade sob diferentes condicdes de temperatura e pH, combinados, foi
determinada incubando-se o extrato bruto enzimético, diluido na propor¢do de 1:1 em tampao
acetato em diferentes pHs (3,0 a 6,0) e em diferentes temperaturas (30 a 60 °C). Nos
intervalos de tempos de 0, 5 e 24 horas, apés incubag@o nas temperaturas € pHs pré-
determinados, foram retiradas aliquotas para dosagem da atividade de B-glicosidase (GHOSE,

1987).
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CAPITULO 3

RESULTADO E DISCUSSAO

3.1. Curva analitica para determinacao da atividade de p-glicosidase
A curva analitica de glicose utilizada como referéncia para determinagdo das
atividades de B-glicosidase estd disposta na Figura 7. Pode-se observar que houve um bom

indice de correlagdo representado pelo R’ igual a 0,999.

Figura 7— Curva analitica de glicose
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3.2. Otimizacao da producao de B-glicosidase

Os valores das atividades de [-glicosidase em processo fermentativo por A.
tubingensis AN1257 com uso de palha de milho como fonte de carbono das matrizes
empregando planejamento experimental composto central rotacional (DCCR), com dois
niveis e trés fatores (concentracdo de (NH4),SO4, tamanho do indculo e razdo S/L)

encontram-se expressos na Tabela 4.
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Tabela 4 -Matriz do DCCR para atividade [-glicosidase no processo de FES por A.
tubingensis

Exp Razdo  (NH4),SOq4 Inéculo B -glicosidase (U/g)
' S/L(%) (g/100g) (c/g de torta) 6 dias 7d 8d 9d
1 20,00 0,50 5000000 4,45 5,11 1,27 1,25
2 20,00 0,50 15000000 4,70 4,88 0,91 1,71
3 20,00 2,00 5000000 5,08 9,50 2,48 2,18
4 20,00 2,00 15000000 5,96 10,63 4,12 2,39
5 60,00 0,50 5000000 5,72 9,85 1,55 1,68
6 60,00 0,50 15000000 6,08 13,86 2,26 1,44
7 60,00 2,00 5000000 6,45 7,42 2,02 1,41
8 60,00 2,00 15000000 5,23 8,00 1,57 1,43
9 14,26 1,25 10000000 13,62 24,70 8,75 7,79
19 65,74 1,25 10000000 20,77 74,62 17,30 15,72
11 40,00 0,28 10000000 4,32 5,92 0,51 1,11
12 40,00 2,22 10000000 5,02 5,62 2,93 1,84
13 40,00 1,25 3564057 21,60 71,69 13,21 18,07
14 40,00 1,25 16435943 32,29 70,53 22,00 17,31
15 (C) 40,00 1,25 10000000 27,14 67,15 14,04 22,64
16 (C) 40,00 1,25 10000000 29,64 71,63 26,21 23,46
17 (C) 40,00 1,25 10000000 26,90 74,97 23,74 17,73
18 (C) 40,00 1,25 10000000 29,88 69,55 17,14 19,47

A producdo maxima de B-glicosidase foi observada apds 7 dias de processo
fermentativo (Tabela 4), periodo no qual foi realizado a anélise estatistica do planejamento
proposto. Apds anélise do modelo matematico, com base nos resultados expressos na Tabela
3, observou-se que ajuste feito pelo programa estatistico, representado por R igual a 0,94339,
foi satisfatorio. Estes resultados forneceram dados importantes sobre os efeitos das varidveis
estudadas, os quais podem ser observados em graficos de Pareto representados na Figura 8.

De acordo com os resultados expostos em grafico de Pareto (Figura 8) pode-se
observar que concentracdo da fonte de nitrogénio (NH4)>SOy foi a varidvel que teve maior
influéncia significativa no processo fermentativo. Para esta varidvel foi observado efeito do
tipo quadratico negativo.Pandya e Gupte (2012) também relataram (NH4)2SO4 como fonte de
nitrogénio eficiente na producdo de xilanase por Aspergillus tubingensis JP-1. Vale ressaltar
que o comportamento quadratico negativo, em relagdo a concentragdao de (NH4)2SO4 do meio
fermentativo, foi similar ao estudo reportado por Santos (2015), na otimizacdo da produgdo de
endoglucanase, B-glicosidase e xilanase por Aspergillus tubingensis AN1257 com uso de torta

de caroco de algoddo como substrato em fermentacdo em estado sélido.
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Figura 8- Grifico de Pareto com os efeitos padronizados para (NH4)>SO4 (g/100g torta),
inéculo (conidios/g torta) e razdo S/L (%) na produgdo de B-glicosidase ap6s 7 dias de FES
por A. tubingensis
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Com base nos resultados ainda ilustrados na Figura 8, foi possivel observar que a
varidvel razdo S/L também provocou efeito significativo, do tipo quadritico negativo na
producdo de B-glicosidase neste estudo. Este efeito foi explicado por Santos (2015) em duas
situagdes: a primeira tem em vista que quando o teor de umidade é menor do que o nivel
exigido, a solubilidade de nutrientes € limitada, e impede a eficaz captacdo de nutrientes pelos
fungos. Pelo contrério, quando o teor de umidade é demasiadamente elevado, as particulas de
substrato sdo rodeadas por uma espessa camada de dgua e, por conseguinte, as particulas
tendem a ficar em conjunto, e isto limita a difusdo do ar entre as particulas. Vale ressaltar que
o comportamento quadratico negativo, em relacdo a umidade do meio fermentativo, foi
similar ao estudo reportado por Santos (2015), na otimiza¢do da producdo de endoglucanase,
B-glicosidase e xilanase por Aspergillus tubingensis AN1257 com uso de torta de carogo de

algoddo como substrato em fermentacao em estado sélido.
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Com base ainda nos resultados expostos no grifico de Pareto (Figura 8) foi
possivel observar que em relacdo ao tamanho do inéculo, na faixa avaliada, ndo houve efeito
na producdo de B-glicosidase. No entanto, € interessante destacar que valores demasiadamente
elevados ou baixos de inéculo prejudicam o rendimento na producido de enzimas por fungos
filamentosos. Quando uma quantidade baixa de in6culo € usada, a colonizacdo de fungos
filamentosos sobre o substrato lignoceluldsico pode levar um tempo relativamente longo,
prejudicando na producdo do produto biotecnoldgico desejado. Além disso, a baixa
concentracdo de indculo aumenta o risco de contaminacido quando outros fungos de taxa de
crescimento mais rdpida por ventura colonizar o substrato. A quantidade de indculo mais
elevada pode acelerar a taxa de crescimento dos fungos, mas a0 mesmo tempo, aumentar a
taxa de esgotamento de nutrientes. Apos o esgotamento de nutrientes, o crescimento dos
fungos € afetado e isso pode ndo ser util para melhorar o rendimento de producdo das enzimas
holoceluloliticas (SANTOS, 2015).

O modelo codificado foi utilizado para gerar gréificos de superficie de resposta,
expostos na Figura 9. Estes gréaficos delineiam o perfil da influéncia da fonte de nitrogénio,
razdo solido/liquido e concentracdo de indculo B-glicosidase.

Os gréficos de superficie resposta representado pela Figura 9 ilustram a regido de
otimizacdo das varidveis na forma real, duas a duas, em relacdo a B-glicosidase. Foi possivel
observar em todas estas figuras efeitos quadraticos negativos e a condicdo onde a maior
atividade B-glicosidésica foi obtida, ou seja, a condi¢do 6tima. Assim, foi possivel determinar
a condicdo fermentativa relativa ao ponto de maximizacao para a atividade de B-glicosidase, a
qual corresponde a uma razao S/L de 44%, 1,24g de (NH4)>SO4 para 100g de palha de milho e
inéculo de 1,03x10” conidios/g de palha. O valor de atividade de B-glicosidase para a referida
condicao € de 74 U/g de palha de milho. Este resultado foi superior aos reportados por
Shimokawa et al. (2012) e Sukumaran et al. (2009), onde foram relatados a producdo de
extratos com atividade B-glicosidasica de 33 U/g e 21,4 U/g, respectivamente, ambos por

Aspergillus niger e com uso de farelo de trigo como fontes de carbono.
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Figura 9 — Gréficos de superficie resposta para os efeitos combinados da concentracao de
(NH4)2S04 (g/100g torta), tamanho do indculo (conidios/g torta) e razdo S/L (%) na
produgdo de B-glicosidase (U/g) apds 7 dias de FES por A. tubingensis
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3.3 Caracterizacao bioquimica

Os efeitos combinados da temperatura e do pH sobre a atividades da enzima f3-
glicosidase produzida por A. tubingensis estdo expressos na Figura 10. Estes resultados
denotam uma boa aplicabilidade destas enzimas sob temperaturas entre 45 ¢ 60°C, e pH em

torno de 4,0 a 5,0, com atividade méxima observada a 50°C e pH de 4,5.

Os valores de atividade relativa quanto a estabilidade da enzima [-glicosidase
incubadas por um periodo de até 24 horas em diferentes valores de temperatura e pH estdao
expressos na Tabela 5. Estes resultados apontam que a referida enzima € estavel, mantendo

aproximadamente 100% de sua atividade, apés o periodo de incubagdo de 24 horas a 0°C e

29



pH entre 4,0 e 6,0. Deste modo, observa-se uma boa possibilidade de estocagem do extrato

enzimatico a baixas temperaturas.

Figura 10 -Efeito da temperatura e pH sob a atividade da enzima B-glicosidase produzida por
A. tubingensis AN1257
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Tabela S - Estabilidade da enzima B-glicosidase produzida por A. tubingensis AN1257

em relacdo a diferentes valores de temperatura de incubacdo e pH

H Temperatura Atividade relativa Atividade relativa
P (°C) (%) apés 5 horas (%) apés 24h
3,0 0 79,60 42,99 73,38 410,45
3,5 0 84,16 29,54 77,64 41091
4,0 0 89,22 13,24 88,80 46,20
4.5 0 97,48 44,51 92,91 410,75
5,0 0 97,40 28,87 95,67 411,52
5,5 0 94,99 16,49 93,81 410,01
6,0 0 99,41 47,85 93,96 410,35
3,0 30 72,26 3,00 61,34 10,60
3,5 30 81,24 43,38 70,81 46,05
4,0 30 88,94 45,12 76,33 18,01
4,5 30 91,50 43,70 80,73 48,99
5,0 30 102,19 45,22 83,48 110,81
5,5 30 84,80 438,12 83,05 46,73
6,0 30 81,09 25,40 80,18 438,77
3,0 35 67,84 10,37 64,44 1423
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Tabela S - Estabilidade da enzima B-glicosidase produzida por A. tubingensis
AN1257 em relacdo a diferentes valores de temperatura de incubagdo e pH
(Continuacdo)

H Temperatura Atividade relativa Atividade relativa
P (O] (%) apos 5 horas (%) apos 24h
3,5 35 77,96 5,37 68,21 213,15
4,0 35 89,21 14,94 74,09 40,76
4,5 35 88,15 44,10 72,63 19,45
5,0 35 83,44 1997 69,01 45,44
5.5 35 64,20 40,86 62,37 12,27
6,0 35 68,62 220 55,64 428,72
3,0 40 66,77 42,23 64,97 1227
3,5 40 74,82 14,61 71,90 43,93
4,0 40 73,33 46,79 72,06 41,28
4,5 40 80,67 13,11 74,88 44,99
5,0 40 78,10 24,57 73,45 14,16
5.5 40 76,89 45,58 72,23 45,37
6,0 40 64,70 47,56 60,91 47,03
3,0 45 59,59 44,90 49,35 44,23
3,5 45 67,98 410,81 66,95 14,46
4,0 45 73,93 47,75 69,91 45,46
4,5 45 76,07 46,18 72,00 14,67
5,0 45 75,94 44,65 71,87 126,73
5.5 45 63,84 12,84 60,39 146,18
6,0 45 46,18 # 1,67 59,60 47,59
3,0 50 46,32 42,11 2991 42,10
3,5 50 58,22 43,78 50,24 46,31
4,0 50 70,48 14,65 66,59 43,11
4,5 50 72,47 44,37 68,12 14,76
5,0 50 67,53 14,32 60,06 1,17
5.5 50 66,84 45,88 61,53 45,24
6,0 50 43,22 43,35 32,74 42,67
3,0 55 41,16 42,30 29,67 14,04
3,5 55 63,56 14,57 40,62 1448
4,0 55 66,27 43,73 56,66 44,19
4,5 55 65,59 42,29 59,62 45,86
5,0 55 61,32 43,11 59,47 49,10
5.5 55 66,02 42,29 55,80 14,03
6,0 55 35,30 42,88 25,73 40,34
3,0 60 11,56 40,16 8,63 10,08
3,5 60 12,40 40,16 11,67 43,78
4,0 60 39,76 14,12 21,43 1427
4,5 60 51,59 48,27 30,68 46,12
5,0 60 36,45 12,53 20,90 1491
5.5 60 22,66 41,76 12,38 45,37

6,0 60 16,86 40,83 10,09 41,44




Ainda com base na Tabela 5, observou-se consideraveis valores de atividade
residual para B-glicosidase, com valores proximos a 80% de atividade relativa, quando o
extrato € incubado entre 30°C e 40°C e com pH entre 4 e 5. No entanto, a melhor condicao
para aplicacdo da enzima B-glicosidase € na temperatura de 50°C com pH de 4,5. Nesta
condic¢do, apds 24 horas de incubagdo, o extrato enzimdtico permanece com aproximadamente
70% da atividade inicial de B-glicosidase. Deste modo, a estabilidade um pouco menor a
temperatura de 50°C quando comparada com temperaturas menores € compensada pelo efeito
maximo desta temperatura sobre a atividade da enzima B-glicosidase. Tendo em vista que a
estabilidade frente a temperatura e pH sdo um dos parametros mais importantes a serem
investigados quando se estuda uma enzima com aplicacdo industrial, pode-se inferir que a

enzima produzida neste trabalho apresenta boa aplicabilidade em relagdo aos parametros

analisados.
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CAPITULO 3

CONCLUSAO

A utilizac¢do de palha de milho, um residuo agroindustrial, como fonte de carbono
na fermentacdo em estado solido por Aspergillus tubingensis ANI1257 foi bastante
significativa para a producdo de B-glicosidase, por agregar valor a um coproduto com baixo
valor de mercado, bem como pela sua efici€éncia quando utilizado como substrato no processo
avaliado.

A utilizacdo de modelos estatisticos aplicadas a estudos de produ¢do de enzimas
celuloliticas se mostrou eficiente por possibilitar a obten¢do de resultados otimizados em
processos fermentativos de forma confidvel e rdpida. A condi¢do fermentativa relativa ao
ponto de maximizacdo para a atividade de B-glicosidase corresponde a uma razdo S/L de
44%, 1,24g de (NH4),SO4 para 100g de palha de milho e inoculo de 1,03)(107 conidios/g de
palha, apés 7 dias de fermentagdo. O valor de atividade de B-glicosidase para a referida
condi¢do é de 74U/g de palha de milho.

Se tratando da caracterizacdo bioquimica, os resultados denotam uma boa
aplicabilidade sobre temperaturas entre 40 e 60°C e pH em torno de 4,0 a 5,0.0 extrato
enzimatico obtido na condi¢do otimizada mostrou-se estavel sem a adi¢do de nenhum aditivo
conservante, mantendo, pelo menos, 70% do valor de atividade de B-glicosidase por 24 horas
a 50°C e pH préximo de 4,5.

Deste modo, nota-se que a palha de milho trds bons resultados quando em
associagdo com Aspergillus tubingensis AN1257 para a produgdo de B-glicosidase, gerando

perspectivas futuras para utilizacdo na produgdo de bioetanol de 2° geragao.
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