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RESUMO

A demanda por fontes de energia renovavel tem crescido em todo o mundo.
Nesse contexto, o bioetanol obtido a partir da hidrolise de materiais lignocelul6sicos
tem merecido destaque. Porém, a producao das enzimas celuloliticas usadas nesse
processo € de custo elevado, e este € o principal empecilho para a obtencdo do
etanol celulésico em grande escala. O objetivo deste estudo foi produzir enzimas
celuloliticas destinadas a producéo de bioetanol, a partir da fermentacao semissolida
da biomassa da palma forrageira pelo fungo filamentoso Trichoderma reesei LCB 48.
O estudo da fermentacao revelou que a melhor condicao foi atingida com umidade
inicial de 90% e suplementacao de 1% de fonte de nitrogénio. A atividade maxima foi
alcancada em 110 horas de processo, com producédo de 6,45 U/gds. O estudo de
lixiviagdo das enzimas produzidas revelou como as melhores condi¢des do
processo: a relagdo solvente/substrato de 20g/ml, agitacdo de 50rpm e tempo de
contato de 15 minutos, na qual obteve-se exiratos brutos com 15,14 U/gds expressa
em carboximetilcelulase (CMCase). As enzimas recuperadas na lixiviagdo exibiram
atividade CMCase 6tima em temperatura de 55°C e pH o6timo entre 4,0 e 5,0.
Estudos de estabilidade mostraram que a enzima é desativada em valores de pH
superiores a 6,5 e temperaturas superiores a 50°C. Ensaios de hidrélise utilisando a
propria biomassa da palma e o residuo da fermentagdo como material
lignoceluldsico apresentaram respectivamente produtividade maxima de de 334,4
mg/L.h e 308 mg/L.h de glicose em 4 horas de processo. Foi realizado um estudo
de particdo das enzimas obtidas utilizando sistemas aquosos bifasicos. O SAB
composto por 18% Peg 4000 e 12% citrato de s6dio em pH 5,0 resultou em um fator
de purificagdo de 5,31 para a CMCase e 61,4 para celobiase. Para FPase o fator de
purificacdo foi de 2,29 quando a concentragdo de citrato usada foi de 16%. A
biomassa da palma mostrou-se viavel tanto para a obtencao das enzimas celulases
guanto para a obtencdo de aglcares fermentesciveis para produgdo de bioetanol.
Os SABs mostraram-se promissores como etapa inicial de um processo de

recuperacao e purificacao das celulases produzidas.

palavras-chave: purificacdo, concentragao, celulase, sistema aquoso bifasico.



ABSTRACT

The demand for renewable energy has grown worldwide. In this context,
bioethanol obtained from the hydrolysis of lignocellulosic materials has been
highlighted . However, the production of cellulolytic enzymes used in the hydrolysis
process is costly, and this is the main obstacle for obtaining cellulosic ethanol on a
large scale. This study was designed to produce cellulolytic enzymes production of
bioethanol from biomass semisolid fermentation of forage cactus by the filamentous
fungus Trichoderma reesei LCB 48. The study revealed that the best fermentation
condition was achieved with 90 % humidity and supplementation 1% of the nitrogen
source . The maximum activity was achieved in 110 hours of process, with production
of 6.45 U/gds . The study of leaching of enzymes produced revealed as the best
process conditions: solvent substrate ratio of 20mL/ g , 50 rpm of agitation and
contact time of 15 minutes , which was obtained in crude extracts with 15.14 U/gds
expressed in carboxymethylcellulase ( CMCase ) . The crude extract was stable for
up to 20 days when stored at room temperature. The enzymes recovered in the
leaching exhibited CMCase activity at optimal temperature of 55 ° C and optimum pH
between 4.0 and 5.0 . Stability studies showed that the enzyme is deactivated at pH
values above 6.5 and temperatures above 50 ° C. Hydrolysis assays of pear cactus
biomass itself and the residue fermenting lignocellulosic material presented as
maximum vyield of 334.4 mg/Lh and 308 mg/Lh of glucose in 4 process hours
respectively. A study ds enzymes obtained using aqueous two-phase partition
systems was carried out . SAB composed of 18 % PEG 4000 and 12% sodium citrate
at pH 5.0 resulted in a purification factor of 5.31 to 61.4 for CMCase and cellobiase .
FPase for the purification factor was 2.29 when the concentration of citrate used was
16% . Biomass palm proved to be feasible for both obtaining the cellulase enzymes
as to obtain fermentable sugars to bioethanol production. The SABs proved
promising as an initial step in a process of recovery and purification of cellulases

produced .

keywords: purification, concentration, cellulase, biphasic aqueous system
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1 INTRODUCAO

A grande maioria dos processos industriais destinados a produgdo de
combustiveis e de produtos quimicos € alimentada por fontes de energia fossil (carvao,
6leo e gas natural) cuja utilizagao € insustentavel em longo prazo, uma vez que sao de
natureza nao renovavel, com reservas limitadas e sua utilizacdo é apontada como a
principal causa de alteragGes climaticas e poluicdo ambiental. Tais fatores sdo motivo
de preocupacgao para a economia global e tém incentivado pesquisas no mundo inteiro
que buscam obter insumos e fontes alternativas de energia limpa e renovavel,
valorizando as potencialidades econémicas de cada regido do globo, principalmente no
que diz respeito a producéo de biomassa.

Nesse contexto, o conceito de biorrefinaria, uma unidade produtora com o objetivo
de substituir produtos e processos baseados em fontes de matéria-prima nao
renovaveis por produtos e processos que utilizem a biomassa como matéria-prima,
aproveitando todo o seu potencial econémico e energético ganha cada vez mais forga,
principalmente pela disponibilidade de diversos tipos de biomassa e pela diversidade
de produtos e utilidades que podem ser obtidas a partir dessa matéria-prima.

A palma forrageira (Opuntia ficus-indica Mill) é uma planta caracteristica de
regides semiaridas, destinada principalmente a alimentacdo animal em periodos de
estiagem. Trata-se de uma biomassa amplamente disponivel nessas regides, cujas
potencialidades econdmicas ainda ndo sao muito exploradas. O desenvolvimento de
processos industriais utilizando a palma forrageira como matéria-prima pode agregar
valor a cultura, pois a biomassa da palma, em especial os claudddios da planta, pode
ser utilizada na obtencdo de bioetanol e enzimas além da extragdo de substancias
destinadas a elaboracao de farmacos e artigos de quimica fina.

No que diz respeito a producdo de bioetanol, tal processo ainda nao é
economicamente viavel pois a clivagem da celulose presente na biomassa para
producdo de acucares fermentesciveis € promovida por enzimas celulases, de custo
elevado. Os custos estao intimamente ligados a produtividade das enzimas, geralmente
de origem fangica, e da atividade enzimatica final recuperada no extrato fermentado
bruto. A produgcdo de celulase é, portanto o fator chave da hidrolise de material
celulésico e €& essencial para tornar o processo de conversdo de materiais

lignocelulésicos em bioetanol viavel.
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Portanto, é necessario o desenvolvimento de processos fermentativos que
produzam extratos fermentados com alta concentracao de celulases, elevada atividade
enzimatica e estabilidade, além do grau de pureza requerido para a aplicagéo a qual se
destina. Além disso, uma boa recuperagdo das enzimas produzidas no processo
fermentativo € um fator determinante para sua aplicagéo industrial.

Os processos de purificagdo enfrentam uma forte demanda na intensificacdo e
integracao das diversas etapas do processo de forma a aumentar o rendimento, reduzir
o tempo de operacdo e os custos de producdo. Operagdes que integram os trés
passos classicos do processo de recuperacao (separacao soélido-liquido, concentragéao
e isolagdo primaria de produtos) em uma s6 unidade de operacdo tem recebido
atencao especial por reduzirem o numero de etapas necessarias para 0 processo de
purificacdo e promoverem alta recuperacdo com maior economia, quando comparadas
a técnicas tradicionais.

A utilizacdo de sistemas aquosos bifasicos (SABs) é referida como um processo
adequado para purificacdo de enzimas, uma vez que permite a obtencdo de
rendimentos elevados em curtos espacos de tempo e com baixos custos.

Diante do exposto, este trabalho se propbe estudar a obtencao de enzimas
celulases produzidas pelo fungo filamentoso Trichoderma Reesei LCB 48 em processo
de fermentacdo semissélida, utilizando os claudddios da palma forrageira (Opuntia
ficus-indica Mill) como suporte e fonte de nutrientes. Além disso, serdo estudadas a
recuperacao das celulases produzidas e sua purificacao por meio de sistemas aquosos
bifasicos formados por polietilenoglicol e citrato de s6dio. Também sera avaliada a
aplicabilidade da biomassa da palma e do residuo da fermentacdo na producédo de
acUcares fermentesciveis.

Tais estudos pretendem fornecer informagdes operacionais que possam servir de
base para o desenvolvimento de processos produtivos em uma biorrefinaria, que
convertam a biomassa da palma forrageira em insumos com maior valor agregado;
demonstrando a aplicabilidade da biomassa da palma forrageira na cadeia produtiva de
bioetanol.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Produzir, recuperar, purificar e verificar a aplicabilidade de enzimas celulases

obtidas pela fermentagao semissélida da palma forrageira (Opuntia ficus-indica Mill).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Caracterizar a biomassa da palma

2-

Obter extrato fermentado bruto, produzido pela fermentacdo semissélida da
biomassa da palma forrageira.

Verificar a possibilidade de recuperacdo das enzimas por lixiviagdo e
precipitagao por sal ou solvente.

Caracterizar as enzimas obtidas quanto ao pH 6timo e temperatura 6tima
Verificar a aplicabilidade do complexo enzimatico produzido para a hidrélise de
material lignocelulésico.

Estudar a purificacdo das enzimas celulases em SABs do Tipo PEG-Citrato
selecionando as condi¢cdes operacionais mais adequadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O SEMIARIDO

O Semiéarido brasileiro, com area de aproximadamente 1 milhdo de Km?, abrange
quase todos os Estados da Regido Nordeste, exceto o Maranhao, além de parte dos
Estados de Minas Gerais e Espirito Santo. A regido tem aproximadamente 21 milhdes
de habitantes, 0 que representa 46% da populacao nordestina e 13% da populacéo
brasileira distribuidas em 1.162 municipios. O clima predominante na regiao semiarida
nordestina brasileira € o tropical seco com a evaporagdo excedendo a precipitagao,
com ocorréncia de pequenos periodos de chuvas sazonais (COUTINHO et al., 2013).

Dentre as Regides do Brasil, o Nordeste é a que tem apresentado maior
crescimento econémico nos ultimos anos. Entretanto, os indicadores sociais da area
rural permanecem baixos, pois trata-se de um crescimento assimétrico, concentrado
nos centros urbanos (ALBUQUERQUE, 2012). Portanto, a regido ainda é a mais
vulneravel as mudangas no clima.

De acordo com Suassuna (2002), no desenvolvimento de tecnologias agricolas
para o Semiarido - entendidas aqui como aquelas fixadoras do homem no campo —
deve-se ter em mente um ponto fundamental: a exploracdo da capacidade de suporte
da regido. Neste sentido, o Semiarido tem uma riqueza enorme de plantas adaptadas
ao ambiente seco que poderiam ser economicamente exploradas, por exemplo: catolé,
faveleira, marmeleiro e oiticica como produtoras de 6leos; pinhdo e manicoba para
obtencdo de latex; carnauba para extracdo de ceras; bromelidceas para obtencao de
fibras; babosa e juazeiro para produgdo de farmacos; arvores frutiferas como o
umbuzeiro e, de um modo geral, as forrageiras.

Portanto, é possivel, com o0 uso de tecnologias apropriadas e o desenvolvimento
de processos produtivos para explorar adequadamente os potenciais naturais do
Semiarido, fornecer alternativas econémicas e produtivas para a regiao, gerando renda
e agregando valor aos recursos existentes.

2.2 A PALMA FORRAGEIRA

A palma forrageira (Opuntia ficus-indica Mill), apresentada na Figura 2.1, € uma

planta caracteristica de regides semiaridas, onde € cultivada principalmente para
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alimentacao de ruminantes em épocas de estiagem (BARACHO; SILVA; NETO, 2009;

BEZERRA et al., 2012).

Figura 2.1 - Palma Forrageira

(

Opuntia ficus-indica Mill)

A planta produz frutos e cladddios comestiveis, podendo ser utilizada também na

alimentacdo humana. Devido as suas propriedades medicinais, a palma pode ser

utilizada como antioxidante, agente anti-inflamatério e na prevencao de Ulceras (LEE et
al., 2002; PARK et al., 2000; GALATI et al., 2001).
A Tabela 2.1 mostra a composicdo quimica de palma forrageira, expressa em

g/kg de matéria seca.

Tabela 2.1 - Composi¢gdo quimica de palma forrageira expressa em g/Kg de

matéria seca.

Itens Opuntia spp. Nopalea cochenilifera

Matéria seca (g/kg MN) 992 +18,8 101,4 £17,3
Matéria organica 863,7 £19,3 845,7 £24.5
Proteina bruta 58,8 +59 419 +99
Nitrogénio nao protéico 13,8 +7.8 11,7 +6,4
Extrato etéreo 18,0 £2,7 16,5 +0,8
Carboidratos totais 786,0 +28,0 778,7+19,3
Fibra em detergente neutro 257, 7 £11.1 240,1 21,1
Fibra em detergente acido 157,2 +159 122, 7 +11,3
Amido 148,0 £12,3 175,3 £38,3
Acido galacturénico 73,5+6,4 69,0
Acucares totais (g/kg MS) 102,3 +6,3 113,5 15,7

(Fonte: Batista, Carvalho e Rocha Filho, 2013)
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A Tabela 2.2 contém as quantidades dos constituintes minerais presentes na

palma forrageira.

Tabela 2.2- Constituintes minerais da palma forrageira

Itens Opuntia spp. Nopalea cochenilifera

Oxalate (g/kg) 2,19 +1,56 1,95

Ca (g/kg) 29,19 £10,01 39,2425,17
P (g/kg) 2,42 +1,40 3,5143,52
Mg (g/kg) 10,3442,27 13,5514,88
K (g/kg) 10,29+4,88 8,64

Na (mg/kg) 31,43+21,9 60

Zn (mg/kg) 44,33+21,86 26

Fe (mg/kg) 62,5+4,95 65

Cu (mg/kg) 8,5+0,71 9

Mn (mg/kg) 94,5+12,02 62

Fonte: Batista, Carvalho e Rocha Filho (2013).

A cultura da palma tem sido um importante recurso para a criacao de gado em
regides aridas e semidridas em diversos paises, tais como Estados Unidos, México,
Africa do Sul, Brasil e Australia, por dispor de caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas
apropriadas a essas regides (TEIXEIRA et al., 1999; BEZERRA et al., 2012).

No Nordeste Brasileiro, principalmente no Estado de Pernambuco, sdo cultivadas
duas espécies de palma, a Opuntia ficus-indica Mill, com as cultivares Gigante e
Redonda, e a Nopalea cochenilifera Salm Dyck, cuja cultivar € a palma Miuda ou Doce
(FERREIRA et al., 2003). Estas espécies foram introduzidas no Brasil ainda na época
do Império, por determinacéo de Dom Joao VI, para a criagcao da cochonilha do carmim
(Coccus cati), que produz um corante natural, muito valorizado naquela época. Como a
atividade néo prosperou, a cactacea passou a ser utilizada como planta ornamental,
até que fosse descoberta sua grande aplicacao como forrageira (DOMINGUES, 1963).

Um projeto do INSA (Instituto Nacional do Semiarido) lancado em abril de 2012,
procura revitalizar a cultura da palma forrageira por meio da divulgacéo, pesquisa e
inovacao utilizando variedades resistentes a Cochonilha-do-carmim, que tem
provocado danos socioeconémicos, principalmente nos Estados da Paraiba e
Pernambuco. A finalidade do projeto € inserir esta cultura como uma proposta de
politica publica sustentavel. As primeiras acées do INSA foram focadas na prética de
revitalizacdo da cultura da palma forrageira no Semiarido, por meio da realizagdo de
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pesquisas cientificas com as variedades resistentes (INSA, 2013). O projeto pretende
fortalecer a palma forrageira como cultura nobre e de importancia econdmica a partir de
variedades resistentes a praga, fornecendo subsidios para politicas publicas
direcionadas a produgao agroecolégica.

Nos ultimos anos, foram desenvolvidos trabalhos de pesquisa que tiveram por
objetivo agregar valor a cultura da palma e melhorar suas caracteristicas nutricionais.
Araljo et al. (2008), por exemplo, promoveram o enriquecimento proteico da palma
forrageira com Saccharomyces cerevisiae para alimentagdo de ruminantes. Baracho;
Silva e Torres Neto (2009) estudaram a obtencao de etanol a partir da biomassa da
palma por meio de hidrélise acida, como alternativa ao etanol obtido da cana de
acucar, para ser produzido em regides aridas ou semiaridas.

Além de aplicagdes na alimentagdo animal e na producdo de biocombustiveis,
existem alguns estudos sobre a utilizacdo da palma como matéria-prima em
bioprocessos, visando a produgdo de compostos organicos de interesse industrial por
fermentacdo semissélida, tais como amiloglucosidase (SANTANA et al., 2012) e
celulases (SANTOS et al., 2011).

2.3 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Denomina-se biomassa qualquer tipo de matéria organica proveniente de fontes
vegetais ou animais. Sao recursos renovaveis, formados periodicamente, e ndo tem o
tempo como fator limitante a producdo, como acontece com os combustiveis fésseis
(MALAJOVICH, 2011).

A biomassa lignoceluldsica compreende os residuos agroindustriais e a matéria
organica provenientes diretamente de fontes vegetais ou resultantes de seu
processamento. O aproveitamento e reciclagem de tais residuos podem reduzir os
problemas ambientais resultantes de sua disposi¢cao inadequada na natureza, agregar
valor aos subprodutos da agroindustria e valorizar os recursos naturais ou culturas de
determinada regido. As estratégias de aproveitamento da biomassa lignocelulésica
incluem processos de gaseificacdo, métodos de producdo de calor e eletricidade
(cogeracéao), recuperagdo de energia de residuos sélidos urbanos e gas de aterros
sanitarios, producao de biomoléculas de interesse industrial; e a obtencao de bioetanol,
que visa diminuir a utilizagdo de combustiveis fosseis, assunto de grande interesse na
atualidade (LIU et al., 2011; GOLDEMBERG, 2009).
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Os materiais lignocelulésicos sédo constituidos de estruturas duras e fibrosas,
compostas principalmente pelos polissacarideos celulose e hemicelulose
(aproximadamente 70% da massa seca), intercalados por lignina, uma macromolécula
composta de alcoois aromdticos. A lignina encontra-se fortemente unida aos
polissacarideos por ligagdes covalentes e hidrogénicas. Dependendo da origem do
vegetal, podem ser encontrados nos materiais lignocelulésicos pequenas quantidades
de resinas, acidos graxos, fendis, taninos, compostos nitrogenados e sais minerais de
calcio, potassio e magnésio (LEE, 1997; NEUREITER et al., 2002). A Figura 2.2 exibe a

estrutura lignocelulésica.

Figura 2.2 - Estrutura lignoceluldsica
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(Fonte: Zampieri, 2011)

Os processos que empregam a biomassa lignocelulésica na elaboracdo de
produtos e insumos sao desenvolvidos de forma se obter aproveitamento maximo da

biomassa com o minimo de custo em unidades produtivas denominadas biorrefinarias.

2.4 BIORREFINARIAS

As biorrefinarias estdo inseridas nos planejamentos de PD&l (Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovagdo) de grande parte dos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, como o Brasil, mobilizando esforcos publicos, privados e

investimentos direcionados ao aproveitamento otimizado das matérias-primas, com a
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finalidade de agregar valor as cadeias produtivas da biomassa e reduzir possiveis
impactos ambientais das mesmas (VAZ JUNIOR, 2011).

Biorrefinaria € uma unidade produtiva que integra a geracdo de energia e
produtos de valor agregado elevado a partir de biomassa. Dentro do conceito de
biorrefinaria, a biomassa € convertida em uma variedade de produtos, com pouco
desperdicio e emissdes, trazendo novas oportunidades de ganho. Na biorrefinaria
ocorre o aproveitamento integral de recursos renovaveis tais como: celulose,
hemicelulose, lignina, pectina, taninos, amido, acidos graxos, colageno, quitosana,
corantes naturais e outros constituintes quimicos, na obtencdo de energia, produtos
quimicos, biomateriais e alimentos (FERNANDO et al., 2006), podendo integrar, em um
mesmo espaco fisico, processos de obtencao de biocombustiveis, produtos quimicos,
energia elétrica e calor (VAZ JUNIOR, 2011).

A Figura 2.3 destaca o potencial econémico dos produtos de uma biorrefinaria.

Figura 2.3- Diagrama representativo do conceito de biorrefinaria apresentando o
potencial de valor agregado dos produtos
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Produtos
- _ Quimieos

(Fonte: Vaz Junior, 2011)

O processo da biorrefinaria envolve um conjunto de rotas tecnologicas capazes

de fracionar, extrair, separar e converter a matéria-prima em diferentes produtos
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intermediarios ou finais, maximizando o0s ganhos econémicos, minimizando o0s
impactos ambientais, e melhorando a eficdcia e sustentabilidade das cadeias
agroindustriais.

Os produtos quimicos desenvolvidos a partir de coprodutos e residuos séo os que
possuem maior potencial em agregar valor as cadeias produtivas da biomassa, em
fungéo da participacado estratégica da industria quimica no fornecimento de insumos e
produtos finais a diversos setores da economia, como: petroquimico, farmacéutico,

automotivo, construgao civil, agronegécio, cosméticos, etc. (VAZ JUNIOR, 2011).

2.5 PRODUGAO DE BIOETANOL

O Brasil e os Estados Unidos sao os maiores produtores de etanol do mundo. A
producéo de etanol no Brasil baseia-se na fermentagéo alcodlica da sacarose presente
no caldo da cana-de-acucar. Nos Estados Unidos, o etanol € obtido a partir da hidrélise
enzimatica do amido de milho, gerando a glicose, que é fermentada a etanol pela
levedura Saccharomyces cerevisiae. Ambos 0s casos possuem tecnologias e o0s
mercados ja maduros e consolidados. O etanol produzido por meio desses processos €
conhecido como “etanol de primeira geragao” (1G), enquanto processos que utilizem a
matéria-prima lignoceluldsica resultam no chamado “etanol de segunda geragcao” (2G)
(MOLINARI et al., 2011).

As etapas para um processo de producdo de bioetanol a partir de biomassa
lignocelulésica sdo os seguintes: hidrolise da hemicelulose (via &cida ou enzimatica);
separacao da celulose sdlida, da lignina e dos acucares produzidos; hidrélise acida ou
enzimatica da celulose, produzindo glucose e lignina; fermentacdo dos acgucares
produzidos e separacao do bioetanol por destilagéo. A lignina obtida no processo pode
ser utilizada para producao de energia por meio da sua queima (LUIZ JR et al., 2009).

As tecnologias existentes para a obtencdo de bioetanol a partir de materiais
lignocelulésicos, envolvem a hidrélise dos polissacarideos da biomassa em agucares
fermentesciveis para posterior fermentagdo alcoodlica. O processo de hidrélise utiliza
tecnologias complexas e multifasicas, baseadas na utilizacdo de rotas acidas e/ou
enzimaticas para a separacao dos agucares e remocao da lignina (CASTRO; PEREIRA
JR, 2010).

A rota acida é uma tecnologia ja bem conhecida, porém tem como desvantagens

a geragao de substancias toxicas, como o hidroximetilfurfural, e grande dificuldades
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técnicas em se recuperar o agucar produzido a partir do acido. Ja a hidrdlise
enzimatica, na qual os materiais lignocelulésicos s&o hidrolisados em agucares
fermentesciveis através da acao da enzima celulase, além de ser um processo mais
eficiente, é conduzida sob condicbes ambiente, e ndo gera nenhum tipo de residuo
toxico (OGEDA; PETRI, 2012).

As enzimas celulases sao imprescindiveis para a utilizagdo da rota enzimatica na
conversdo de materiais lignoceluldésicos em agucares fermentesciveis e a aplicabilidade
industrial deste processo depende da producédo dessas enzimas em larga escala.

2.6 CELULASES

As celulases sdao um grupo de enzimas hidroliticas capazes de promover a
hidrélise de celulose natural ou modificada por pré tratamentos em carboidratos
menores, como unidades de glucose (DAMISA; KUTA; ADABARA, 2013).

Quanto a regiao de atuacéo no substrato celuldsico, as celulases sédo divididas em
trés grupos:

Endoglucanases (EC 3.2.1.4): Tem como nome sistematico 1,4- b-D-glucana-4-
glucano-hidrolase. Sua atuacdo promove de forma aleatéria a hidrdlise de regides
internas da estrutura amorfa da fibra de celulose, promovendo a liberagdo de
oligossacarideos com diversos graus de polimerizagcdo, o0 que resulta em rapida
solubilizagdo do polimero celulésico. E, portanto, a enzima que inicia o processo de
hidrélise (LYND et al., 2002; CASTRO; PEREIRA JR, 2010).

Exoglucanases. Sao enzimas que atuam na regidao externa da celulose.
Compreendem a glucano-hidrolase (EC 3.2.1.74) e a celobio-hidrolase (EC 3.2.1.91).

A glucano-hidrolase tem por nome  sistematico 1,4- b-D-glucana-glucano-
hidrolase. Apesar de pouco citada, representa uma importante estratégia na hidrélise
da fibra celulésica, pois sua atuacdo promove a liberagdo de glicose diretamente do
polimero (LYND et al., 2002).

A celobio-hidrolase, cujo nome sistematico é 1,4-b -D-glucana-celobio-hidrolase,
participa da hidrélise primaria da fibora e € responsavel pelo fendmeno da
amorfogénese, que promove a desestratificacdo das fibras por meio de ruptura fisica
do substrato, aumentando as regides intersticiais e transformando as regides cristalinas
do polimero em amorfas. Dessa forma, a taxa de hidrélise da celulose aumenta, pois o
polimero fica mais exposto a acao das celulases. A celobio-hidrolase pode ser dividida
ainda em dois tipos: O tipo | hidrolisa terminais redutores e o tipo Il hidrolisa terminais
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nao redutores. Tais enzimas sao inibidas pelo seu produto de hidrélise (celobiose).
(OHMIYA et al., 1982; CASTRO; PEREIRA JR 2010).

B-glicosidase (EC 3.2.1.21). Tem como nome sistematico b-glicosideo gluco-
hidrolase. Promove a hidrélise da celobiose e oligossacarideos soluveis em glicose.
Assim como a celobio-hidrolase, também pode sofrer inibicdo por seu produto de
hidrolise. (LYND et al., 2002).

As enzimas do complexo celulolitico quando atuam em conjunto apresentam
sinergismo, isto €, apresentam um rendimento maior do que a soma dos rendimentos
individuais, caso atuassem isoladamente (CASTRO; PEREIRA JR 2010). Tal atuacao

esta esquematizada na Figura 2.4.

Figura 2.4- Modo de acédo das enzimas do complexo celulolitico
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(Fonte: Castro e Pereira Jr, 2010)

2.7 IMPORTANCIA INDUSTRIAL DAS CELULASES

Atualmente, as enzimas celuloliticas para fins comerciais sédo produzidas a partir
de fungos filamentosos como o Trichoderma reesei, o primeiro fungo a ser utilizado na
producdo industrial de celulase, e que permanece ainda como a fonte mais
utilizada, tendo passado por processos de selecao e mutacéo ao longo dos anos com o
objetivo de aumentar sua produtividade. Além de celulases fungicas, existem também
celulases produzidas por via bactérias aerdbias e anaerdbias (OGEDA; PETRI, 2010).

Nos ultimos 30 anos, a demanda de celulases para processos industriais tem
aumentado consideravelmente em todo o mundo (AKCAPINAR; GUL; SEZERMAN,
2012). Tal interesse é devido a possibilidade de utilizar as enzimas do complexo
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celulolitico na conversao da biomassa lignoceluldsica disponivel para a producao de
carboidratos, destinados a numerosas aplicagées industriais (DAMISA; KUTA;
ADABARA, 2013).

Na industria téxtil, as celulases sao utilizadas no processamento de fibras
celulésicas com o objetivo de obter tecidos de melhor qualidade e dar efeitos de
acabamento em pecgas tingidas. As celulases também encontram ampla aplicagdo na
industria de alimentos, papel e celulose, detergentes domésticos, preparados
enzimaticos, entre outros (BHAT, 2000; BON; FERRARA; CORVO, 2008).

Uma aplicagdo que vem ganhando destaque nos ultimos anos é a utilizacdo de
celulases para bioconversdo de biomassa agricola e materiais lignocelolésicos em
geral em bioetanol. Nesse processo é promovida a hidrolise da biomassa
lignocelulésica para conversdao da celulose em glicose que se trata de um acucar

diretamente fermentescivel pela levedura produtora do etanol (OGEDA;PETRI, 2010).

2.8 OBTENGAO DE CELULASES

Na natureza ha diversos microrganismos, tais como fungos dos géneros
Aspergillus e Trichoderma, além de bactérias dos géneros Bacillus, Streptomyces e
Cellulomonas; que produzem enzimas capazes de catalisar a hidrélise da celulose.
Estes microrganismos podem ser encontrados no solo, degradando matéria vegetal
(SANDGREN; STAHLBERG; MITCHINSON, 2005). Porém apenas alguns desses
microrganismos sao tidos como verdadeiros celuloliticos, isto é, sdo capazes de
degradar a celulose natural (RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004).

Os primeiros estudos sobre as celulases ocorreram durante a Segunda Guerra
Mundial, quando soldados das forcas armadas norte-americanas, instalados nas
ilhas Solomon, no Pacifico Sul perceberam a deterioracdo precoce de objetos
fabricados de algodao. Para propor solugdes a este problema, uma equipe de trabalho
liderada pelo Dr. Elwyn T. Reese, realizando experimentos no laboratério das forgas
armadas isolou uma linhagem de fungo filamentoso, identificado posteriormente como
Trichoderma viride, ao qual foi atribuida a caracteristica de excretar enzimas capazes
de degradar celulose. Até 1953, Dr. Reese e seu grupo de trabalho ja haviam
determinado que enzimas naturais, nomeadas celulases, constituem complexos de
diversas enzimas com distintas habilidades na degradacao do substrato. Em 1956, Dr.
Reese aliou seus conhecimentos aos da Dra. Mary Mandels. A partir desse momento, o

foco das pesquisas deixou de ser a prevencao da hidrélise da celulose e passou a ser
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o melhoramento da producdo das enzimas responsaveis por esse fendmeno
(CASTRO; PEREIRA JR, 2010).

Os estudos sobre a producéo de celulases ndo séo recentes. Basu e Whitaker
(1958), por exemplo, ainda nos anos 50, pesquisavam a estimulacédo e inibicao de
enzimas celuloliticas do Myrothecium verrucaria. O objetivo nessa época era propor
estratégias para impedir a degradagdo de tecidos de origem vegetal por esse
microorganismo.

Portanto, desde sua descoberta, a producao de celulases por acdo microbiana
tem sido objeto de muitos estudos que buscaram estabelecer as melhores condicdes
para a producdo dessas enzimas a partir do momento em que foram surgindo
aplicacées industriais para as mesmas. Os maiores investimentos e esforgos na
producdo de celulases, foram observados no inicio do século XXI, devido a
possibilidade de aplicar as celulases na obtencdo de etanol combustivel (CASTRO;
PEREIRA JR, 2010).

Os processos industriais de producao de celulases envolvem a utilizagdo de um
microorganismo como agente metabolizador das fontes de carbono presentes em um
meio de cultivo, de forma que as enzimas sao sintetizadas e excretadas. Uma grande
quantidade de microrganismos tem sido estudada, de forma a selecionar aqueles que
apresentem alta produtividade (DAMASO et al, 2012).

Além dos microrganismos, muitos substratos sao pesquisados como indutores
na produgado das enzimas. Residuos agroindustriais e biomassa celuldsica de baixo
custo podem ser utilizados para produzir as celulases, com um rendimento semelhante
ao que se obtém com outras fontes de carbono, 0 que ndo sé reduz grandemente o
custo da producao dessas enzimas, mas também podem contribuir para a conservacao
do meio ambiente (ONOFRE et al., 2013).

Como exemplos de substratos estudados para a produgédo de celulases, estao o
bagagco de cana (ONOFRE et al., 2013), casca do maracuja (SOUSA et al, 2012),
bagaco de caju (ALCANTARA et al, 2010), casca de goiaba (SANTIAGO et al, 2014)
entre outros. Tais substratos encontram aplicabilidade como fonte de carbono, fonte
indutora e suporte microbiano nos chamados processos de fermentacdo em estado
sélido ou fermentagédo semissélida.

Elevada atividade celulolitica pode ser obtida a partir dos compostos residuos
agroindustriais empregados, sem a suplementacdo com nitrogénio, minerais ou

vitaminas (ELISASHVILI, 1993). A resposta dos microrganismos aos diferentes tipos



29

de indutores, tais como celobiose, carboximetilcelulose, celulose microcristalina, e
celulose amorfa, que séo indutores de celulases; depende da concentragcdo e do tipo
do indutor, e da presenca de glicose ou outros agucares no meio de crescimento.
Os indutores da sintese de enzimas celuloliticas tém duas fungbes, podem servir
como fonte de carbono para o crescimento celular, e como indutores da sintese
enzimatica (AMORIM, 2010; GONG;TSAO, 1975).

E importante ressaltar que um processo de producdo de enzimas celulase nao
deve causar uma reducdo drastica na atividade e estabilidade enzimatica, uma vez a
estabilidade da enzima sob condicdes adversas € necessaria para a sua aplicabilidade
em processos industriais. Compreender o mecanismo de estabilidade pode ajudar a
projetar processos e operagdes que nao reduzam a atividade nem a estabilidade
enzimatica (AKCAPINAR, GUL e SEZERMAN, 2012).

Por motivos econdmicos, é cada vez mais estudada a producao de celulases "in
loco", ou seja, no local onde a celulase sera aplicada na hidrélise de materiais
lignocelulésicos. A producao de celulases no local € uma estratégia importante para o
desenvolvimento de processos de producao de etanol de segunda geracao sustentavel
(DELABONA et al., 2012).

2.9 PROCESSOS FERMENTATIVOS

Os processos fermentativos podem ser classificados, quanto ao desenvolvimento
do agente microbiano, em: processos de superficie, processos submersos e

fermentacao em estado solido ou semissdlido.
2.9.1 Processos em superficie

Nos processos em superficie, a massa de microrganismos desenvolve-se na
superficie do meio liquido, retirando oxigénio diretamente do ar. Para oferecer uma
grande area superficial para o desenvolvimento do microrganismo, o meio de cultivo é
colocado em recipientes rasos. Os nutrientes chegam até a superficie por difusao, a
medida em suas concentragdes vao diminuindo nas camadas superiores. Também por
difusdo, os produtos do metabolismo se dispersdo no meio em fermentacao.

Pereira Junior (2008) destaca que esse método limita-se ao cultivo de fungos
filamentosos, que tendem a formar pelicula micelial na superficie do meio. Tais

processos apresentam tempos de fermentagdo longos e possuem alto custo
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operacional. Apesar disso, encontra aplicacdo na producao de vinagre pelo processo

Orleanense.

2.9.2 Processos submersos

Nos processos de fermentagdo submersa, a célula produtora se desenvolve no
seio do meio liquido, geralmente sob agitagdo e, no caso de processos aerdbicos, ha
suplementagao de oxigénio por borbulhamento (AQUARONI et al, 2001).

Os processos submersos oferecem vantagens em relacao aos de superficie, tais
como a operagao de grandes volumes de meio, distribuicdo uniforme de nutrientes
além da facilidade de controle das varidveis do processo, as quais podem ser ajustadas
em valores 6timos, resultando em maior eficiéncia e produtividade. A maioria das
fermentacdes industriais importantes, é realizada por processo submerso (Pereira
Junior, 2008).

Dentre as desvantagens, pode-se citar o elevado custo inicial na instalacdo dos
equipamentos na planta e manutencdo destes e a baixa concentracdao das
biomoléculas obtidas (AQUARONE et al., 2001)

2.9.3 Fermentacao semissolida

Denomina-se fermentacdo semissdlida (FSS) o processo no qual os
microrganismos crescem sobre ou dentro das particulas de uma matriz sdélida, cujo
conteudo de liquido ligado a ela esteja em um nivel de atividade de agua que
garanta o crescimento e metabolismo celular, mas que ndo exceda a capacidade
maxima de ligacgdo da &gua com a matriz sélida (DEL BIANCHI, MORAES e
CAPALBO, 2001).

Embora a maioria das enzimas comerciais seja obtida por fermentacéo
submersa, que tem como atrativos o alto rendimento, o baixo risco de contaminagao e
a possibilidade de se utilizar modernos métodos de controle de processos
(FERNANDES-SALOMAO et al.,1996), muitos estudos tem sido realizados com
fermentacao semissoélida devido a algumas de suas vantagens, como a utilizagdo de
menor infra-estrutura e matérias-primas mais baratas para a producao enzimatica, o
que aumenta a economia deste tipo de processo, além da possibilidade de obter-se
um produto concentrado, o que é bastante vantajoso (RAJEEV et al., 2009).
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Ambos o0s tipos de processos fermentativos apresentam caracteristicas
importantes, sendo necessario a avaliagdo das vantagens e desvantagens que cada
um apresenta, o que dependera do tipo de produto desejado e, principalmente, do
grupo de microrganismos a ser utilizado (AMORIM, 2010).

Embora a fermentacdo semissélida proporcione alta  produtividade, alta
concentragdo de produtos e necessite de pouco espago e energia; tem como
desvantagem a dificuldade no controle dos parametros do processo fermentativo
(pH, temperatura, umidade e crescimento celular) e a necessidade de volumes
relativamente grandes de in6culo. Além disso, varios grupos microbianos nao
conseguem se desenvolver em baixos teores de umidade. Por isso sdo utilizados
fungos filamentosos no processo, pois 0s mesmos adaptam-se bem a essa condicao
(PANDEY et al., 1999).

No desenvolvimento de um processo de fermentacdo semissoélida é feita uma
selecdo do substrato e de um microorganismo especifico. Além disso, € necessario o
controle dos parametros da fermentacao propriamente dita, tais como pré-tratamento
do substrato; tamanho de particula (espaco inter-particula e area superficial) do
substrato; umidade e atividade de agua (aw) do substrato; temperatura da
fermentacdo; periodo de cultivo; manutengdo de uniformidade no ambiente do
sistema e taxa de consumo de oxigénio (GUTIERREZ-CORREA; TENGERDY,
1997; PANDEY et al., 1999).

A fermentacado semissoélida tem se mostrado promissora na obtencao de diversos
bioprodutos, tais como enzimas (SOUSA, SILVA e CONRADO, 2012; AMORIM, 2010;
LIU et al., 2011; ONOFRE et al., 2013); acidos orgéanicos, aromas (UENOJO;
PASTORE, 2006) e bioerbicidas (MORAES, ARRUDA e MORAES, 2007). A Figura
2.5 exibe as etapas de um processo tipico de fermentagdao semissolida.
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Figura 2.5- Etapas de um processo de FSS tipico
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2.10 RECUPERAGCAO E PURIFICACAO DE ENZIMAS

Apés a producgdo das enzimas segue uma outra etapa destinada a recuperagéao dos
produtos obtidos. Esta fase, denominada de downstream processing, compreende as
fases de separacédo e purificacao do produto. As estratégias utilizadas nessas etapas
dependem dos aspectos citoldgicos e fisiolégicos do microorganismo, que determinam
se 0 produto sera excretado ou permanecera no interior das células. Dependendo da
localizacdo do produto, técnicas diferentes sdo empregadas na recuperacao dos
produtos obtidos (MONTEIRO; SILVA, 2009).

No caso de produtos intracelulares, as operagdes incluem a disruptura das células,
0 que aumenta a quantidade de impurezas presentes e eleva os custos do processo. O
produto pode ser concentrado por técnicas de sedimentacado, precipitacao, filtracao,
centrifugacao, extracado por solventes, destilacdo, evaporacdo do solvente e secagem.
Caso uma etapa de purificacdo seja necessaria, esta envolvera outros procedimentos,
como técnicas de cristalizacdo ou a aplicacdo de métodos cromatograficos
(MALAJOVICH, 2011).
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Os processos downstream para a obtengdo de enzimas e proteinas puras
constituem geralmente uma grande percentagem do custo total de producgéao,
especialmente se a pureza final for uma exigéncia rigorosa. Os custos aumentam com
a diluicao na qual o bioproduto € gerado na etapa de produgcdo (DWYER, 1984). A
escolha das etapas do processo de recuperacao e purificacao é fortemente dependente
das exigéncias do mercado, do custo de processamento, da qualidade final desejada, e
da tecnologia disponivel (SOMMERS et al., 1989; AMRITKAR, KAMAT e LALI, 2004).

E importante que todas as etapas do processo de separacdo e recuperagdo de
enzimas sejam conduzidas em condicdes ndao desnaturantes, ou seja, condigdes que
ndao produzam desativacbes ou danos irreversiveis a estrutura enzimatica. A
necessidade de purificacdo eficaz de proteinas em larga escala com reduzido custo
tem resultado na evolugdo de uma série de técnicas que proporcionam protocolos
rapidos, eficientes e econémicas em menos passos de processamento (AMRITKAR,
KAMAT e LALI, 2004).

2.10.1 Recuperacao das enzimas obtidas por fermentacao semissolida

Os processos downstream em fermentagdo semissélida diferem bastante dos
utilizados na fermentacao submersa, pois a extragao ocorre a partir do material sélido e
nao do liquido. Existem produtos que ndo requerem a extracdo do material
fermentado, quando a fermentacdo semissdlida destina-se ao enriquecimento protéico
de materiais que servirdo como ragao animal (SANTOS et al., 2006).

Para se chegar a uma composicdo adequada para o meio de extragdo, deve-se
estudar inicialmente as condicdes em que a proteina de interesse é estavel. Por outro
lado, também deve ser levado em consideracdo, as condicdes nas quais a proteina é
mais eficientemente libertada das células ou substratos. A escolha final é geralmente é
aquela que combina méaximas recuperacdo e pureza, Ou maxima recuperagao e
atividade no caso de enzimas. Os fatores levados em consideracdo na recuperacao
das enzimas sdo: pH, o tipo de tampéao salino, e em alguns casos a adicdo dos
seguintes aditivos: Detergentes, agentes quelantes, ions metdlicos, e inibidores
proteoliticos (JANSON e RYDEN, 1998).
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2.10.1.1 — Extragéo sélido-liquido

Em alguns casos, a recuperagcédo pode ser feita por prensagem direta, utilizando
uma prensa hidraulica na qual o material fermentado é prensado para a obtencao do
extrato bruto. Em outros casos, o0 processo mais conveniente € a lixiviagdo ou
“Leaching”, que consiste na dissolugao preferencial de um ou mais solutos de interesse
por meio do contato entre um meio sélido e um solvente liquido (FERNANDEZ et al,
2012).

O solvente ideal para esta operacao de extracao do tipo sélido-liquido deve ser
adequado para recuperar o produto de forma seletiva, de preferéncia a temperatura
ambiente, e com o menor tempo de contato possivel. A solucdo a ser utilizada na
lixiviagdo depende da solubilidade do produto desejado, por exemplo: etanol para
extracao de pigmentos; etanol e etil acetato para extracdo de penicilina; agua para
extracao de oxitetraciclina, cefamicina e vitamina C (SANTOS et al., 2006). No caso de
enzimas, costuma-se usar tampdes salinos, como o acetato e o citrato de sédio.

A operacdo de extragdo resulta em um extrato enzimatico limpido. A massa
semissélida pode ser seca a baixas temperaturas, antes da extragdo. O material seco
pode ser armazenado para posterior manipulacdo ou pode ser usado como uma
preparagéo comercial bruta. Pode-se concentrar o extrato bruto liquido por secagem a
vacuo ou por ultrafiltracdo. Apds adicao de estabilizantes, como glicerol ou tampdes, o
concentrado obtido pode ser vendido na forma liquida para diversas aplicacoes
(CASTILHO et al, 1999).

A utilizagéo direta do extrato bruto evita varias etapas de processamento comercial
(purificacao, concentracao, adicao de buffers, estabilizantes e conservantes, liofilizacao
e embalagem). A utilizacdo do extrato bruto obtido por um processo otimizado de
fermentacao semissélida pode ser um método relativamente simples de produc¢éo local
de celulase para um processo de conversao de celulose em etanol (LEVER; HO;
CORD-RUWISH, 2010).

A relagé@o entre a quantidade de sélido a ser tratado e o volume de solvente que
sera utilizado é de grande importancia. A intensidade e o carater do processo de
extragéo solido-liquido dependem principalmente da difusividade do soluto na fragédo do
solvente selecionado, além da concentragdo de saturacdo do soluto no solvente, pois
tem relacdo direta com a forca motriz do processo. Porém, é necessario levar em

consideragcao que um grande volume de solvente na extragdo dos solutos aumenta
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consideravelmente os custos da purificacdo e recuperacdo do produto de interesse. E
importante a agitacdo durante o processo, pois ela favorece a difusdo dos solutos no
solvente. Além disso, a extracdo de enzimas e proteinas deve ser realizada em valores
de temperatura e pH nos quais a estabilidade seja 6tima e, sua atividade bioldgica seja
igualmente elevada, sem causar danos as biomoléculas ou ao solvente ( FERNANDEZ
et al, 2012).

Uma vez obtido o extrato enzimatico bruto, pode-se seguir outras operagdes
unitarias com o objetivo de recuperar, concentrar e purificar as biomoléculas de

interesse.
2.10.1.2 Recuperagéao de proteinas por precipitacéo

As proteinas ou enzimas de interesse presentes no extrato fermentado bruto podem
ser precipitadas pela adicdo de sal, solventes ou polimeros organicos ou pela variacdo
do pH e temperatura da solugcdo (JANSON; RYDEN, 1998). Os agentes precipitantes

mais comuns estao listados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3- Agentes precipitantes

Agente Tipo Propriedades

Sulfato de amoénio Sal Facilmente solUvel, estabilizante
Sulfato de sédio Sal Facilmente solUvel, estabilizante
Etanol Solvente Inflamavel, risco de desnaturacao
Acetona Solvente Inflamavel, risco de desnaturacao
Polietilenoglicol Solvente Carga neutra, inflamavel

Fonte: Janson e Rydén, 1998

A propriedade de um sal particular ser utilizado como agente precipitante € descrito
pela chamada série de Hofmeister, mostrada abaixo na Figura 2.6:

Figura 2.6- Série de Hofmeister
Li* Na* Kt NH,t Mg
Kosmotrope, Salting-out, — Chaotrope, Salting-in,
Decrease protein solubility Increase protein solubility
SO,r HPO,> CH,COO" OH- CI" Brr NOy ClO5” ClO, SCN-

(Fonte: Zhang, 2012)
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A precipitacdo por sais € um dos métodos mais comum de precipitacdo de
proteinas, utilizado tanto em escala de bancada quanto em escala industrial. A adicao
de sal em uma solugcado contendo proteinas promove a precipitagdo destas devido a
uma reducao na solubilidade decorrente de um efeito “salting-out” (hidrofobico) ou
da combinagdo de um efeito “salting-in” (eletrostatico) com um efeito “salting-out”. O
efeito “salting-in” faz com que a solubilidade do soluto aumente com o aumento da
concentracado do sal. Ja o efeito “salting-out” provoca a redugao da solubilidade com
aumento da concentracao do sal (ARAKAWA et al., 2011).

A reducao da solubilidade das proteinas ocorre porque os ions do sal competem
com a proteina pelas moléculas de agua, diminuindo a solubilidade da proteina,
uma vez que a camada de hidratacdo € parcialmente removida e as interagbes
proteina-proteina se tornam relevantes, principalmente no que diz respeito a interacdes
hidrofébicas (KAUZMANN, 1959). Outra explicacdo pode ser dada em termos do
aumento da tensdo superficial do liquido devido a adicdo de sal, que aumenta a
energia livre necessaria para a formacao de uma cavidade no solvente, na qual a
molécula de proteina estaria dissolvida (ARAKAWA; TIMASHEFF, 1984). No trabalho
de Zhang (2012) podem ser encontradas maiores informagdes sobre a interagéo
proteina-proteina em solugdes salinas.

Dentre os sais utilizados para promover a precipitacdo de proteinas, o sulfato de
amodnio destaca-se por ser altamente soluvel, forma solugdes de baixa densidade e
seus ions possuem posicao favoravel na série de Hofmeister com relacdo a
efetividade de precipitacdo. Além disso, o sal apresenta baixo custo, alta pureza,
impede a proliferacdo de bactérias na solugdo e ndo apresenta efeitos desnaturantes
(DEUTSCHER, 1990).

Quando ocorre a precipitacao de proteinas por sais, € formado um sistema bifasico
constituido de uma fase liquida concentrada em eletrélito e uma fase composta
contendo a proteina precipitada e uma grande quantidade de fase liquida salina, ou
sal ligado intrinsecamente a proteina. Isto constitui uma desvantagem, pois sao
necessarios tratamentos subseqlentes como didlise ou diafitracdo para a
eliminacdo do sal presente no precipitado e 0 processamento da fase liquida para
sua reutilizacdo ou descarte. Esses tratamentos limitam em parte as aplicacdes
do processo de precipitagdo por “salting-out” devido ao custo dos mesmos. Outra
técnica para promover a precipitacdo de proteinas é a adi¢cdo de solventes organicos,
como o etanol e a acetona (ARAKAWA et al., 2011). .
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A adicdo de solventes organicos promove a precipitacdo de proteinas devido a
diminuicdo da atividade da agua na solugdo, pois a agua € substituida pelo solvente
organico. A adicao do solvente provoca a diminuicdo da constante dielétrica da
solucao, intensificando as forcas de atracao entre as cargas opostas das moléculas de
proteina, reduzindo o poder de solvatacdo destas moléculas pela agua, uma vez
que ha o deslocamento e imobilizagdo parcial das moléculas de agua para a
hidratacao do solvente organico (SHARMA; KANVAR, 2014).

Nesse processo, as variaveis: concentracao do solvente organico, concentracao de
proteina, pH, forca idnica e temperatura sdo mantidas sob controle. E imprescindivel
que as operagdes de precipitacdo com solvente sejam feita a baixa temperatura, para
evitar a desnaturagao das proteinas. Como a adicdo de um solvente organico diminui o
ponto de congelamento da solucdo, podem ser utilizadas temperaturas inferiores a 0 °C
(JANSON e RYDEN, 1998).

A precipitacdo isoelétrica € uma técnica que explora o fato das proteinas
apresentarem baixa solubilidade no seu ponto isoelétrico. Nesta técnica, ajusta-se o pH
do meio até que este seja igual ao ponto isoelétrico (pl) da proteina. Neste pH, a
carga liquida da molécula é nula, e a repulsdo eletrostatica entre as moléculas é
minima, prevalecendo as interagdes hidrofébicas proteina-proteina. Em alguns casos,
podem ocorrem desnaturacdo e inativagdo da proteina precipitada, o que torna
esse processo Util na remogao de proteinas indesejaveis da solugdao que contém a
proteina-alvo, desde que nas condicbes de precipitacdo a proteina alvo seja estavel
(NEHETE et al, 2013).

Além do pH, outro parametro que influencia a precipitacdo de proteinas em
solucbes de sais é a temperatura. Mantendo a concentracdo de sal constante e
variando a temperatura € possivel fracionar uma solu¢cdo contendo proteinas.
(JANSON e RYDEN, 1998).

ApGs a precipitacao por qualquer um dos métodos apresentados, as proteinas sdo
geralmente recuperadas por centrifugacdo e utilizadas nas etapas seguintes de
concentragao e purificagao.
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O Sistema Aquoso Bifasico (SAB) é um método de extracdo liquido - liquido que

emprega duas fases aquosas. Os Sabs podem ser formados por agua e dois

polimeros, ou um polimero e um sal. Além dessas substancias, nos ultimos anos foram

desenvolvidos Sabs formados por outras substéancias, como &lcoois e liquidos iGnicos.

No campo da biotecnologia tem sido utilizado na separacao e purificacdo de materiais

biolégicos tais como proteinas, enzimas, acidos nucléicos, virus, anticorpos e
organelas celulares (AMID et al., 2012; RAJA et al.., 2011).

A Tabela 2.4 mostra algumas das aplicacées dos SABs citadas na Literatura

Tabela 2.4 — Particao de biomoléculas em SABs

Biomolécula SAB Autores Recuperacao (%)
Glutenina PEG 1500/Li,SO, Do Nascimento et al. 2010 84,9
Proteina recombinante PEG 8000/ Fosfato Ibarra-Herrera et al. 2011 88
Ovalbumina Peg4000/Acido Saravanan et al. 2008 87,4
poliacrilico
Bromelina PEG 3000/MgSO, Ketnava et al. 2009 108,45
Protease PEG 8000/Fosfato Mehrnoush et al., 2012 97,3
Invertase PEG 300/Na,SO, Yucekan et al. 2011 90
Papaina PEG 6000/(NH),SO, Nitsawang et al. 2006 89,9
Fitase PEG 6000 + 8000/ Citrato Bhavsar et al, 2012 96
Peroxidase PEG 4000-I1DA- Da Silva et al, 2000 64
Cu?*/Na,SO,
Lipase 2-Propanol/Fosfato Ooi et al. 2009 99
Protease 2-Propanol/Fosfato Amid et al, 2012 96,7
Glicirricina Etanol/Fosfato Tianwey et al, 2002 92
Acido galico Liquido idnico/Na,SO4 Claudio et al. 2012 99
Ficocianina [Bmim]Cland (LI)/ Zhang et al. 2015 90,23

KH,PO,

A separagao espontanea, em fases distintas, devido a adicao de solugdes aquosas

de dois polimeros foi inicialmente observada pelo microbiologista holandés Beijerinck,

em 1856, ao misturar agar com gelatina ou amido soltvel. A fase inferior era rica em
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agar e a superior em gelatina (ou amido). Em 1956, Albertsson constatou que sistemas
formados por polimeros sollveis e solventes organicos também possibilitam a particao
de materiais biologicos, ou seja, permitiam que uma terceira substancia introduzida no
sistema fosse coletada, preferencialmente, numa das fases por ajuste de parametros
fisico-quimicos.

A maioria dos SABs aplicados na recuperagcao de enzimas sado formados por dois
polimeros de cadeia flexivel, como os sistemas formados por PEG (polietileno glicol) e
dextrana ou sao formados por um polimero, como PEG, e um sal inorganico que pode
ser o sulfato de sédio, fosfato de potassio, sulfato de amoénio, sulfato de magnésio,
carbonato de sédio entre outros. Atualmente, os sais organicos como o0s citratos,
tartaratos, succinatos também estdo sendo usados na formacdo destes sistemas com
sucesso ( GOJA et al., 2013).

Ha ainda sistemas bifasicos alternativos, como os do tipo alcool-sal, que apresenta
algumas vantagens sobre os SABs convencionais, tais como elevada polaridade, baixa
viscosidade, e facil recuperacdo do alcool por evaporacdo. Além disso, a técnica é
barata e, dependendo do solvente utilizado, a toxicidade para o ambiente é baixa
(TIANWEI, QING e QIANG, 2002; AMID et al., 2012). Porém tais sistemas podem ser
agressivos para enzimas que nao toleram a presenca de solventes. Recentemente,
SABs formados por liquidos i6nicos e sais tem se mostrado eficientes na recuperagcéao
de varias biomolécula (LIU et al., 2011).

O polietilenoglicol (HO-(CH>CH,),-CH,CH,OH), é um poliéster sintético neutro,
disponivel em uma grande variedade de massas molares, de poucas centenas a
milhares de Daltons. Uma importante caracteristica do PEG, é que em ambiente
aquoso ele exclui outros polimeros de sua vizinhanca, nao solubilizando-se com eles,
formando SABs do tipo polimero-polimero, como o sistema PEG-Dextrana. Por ser
biodegradavel e atdxico, seu descarte no ambiente ndo oferece grandes riscos
(PORTO et al, 2007). O PEG foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration)
para varias aplicacoes farmacéuticas, biolégicas e bioquimicas, pois ndo é antigénico
nem imunogénico.

A particdo de biomoléculas em SABs apresenta muitas vantagens. Trata-se de uma
técnica de separacao seletiva simples, rapida e de facil ampliagdo. Além disso, por nao
conter compostos orgéanicos volateis e por apresentar mais de 70% de agua, garante
um ambiente ameno para as biomoléculas (ALBERTSON, 1986).
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A extracdo em SABs inicia-se pela preparagao do sistema e adicdo da mistura a ser
separada. Apds homogeneizagdo, a separacdo das fases € realizada por
sedimentagao, gravidade ou por centrifugagéo. As fases sdo coletadas e utilizadas para
recuperar os produtos de interesse separados da mistura inicial (RAJA et al., 2011).

Rendimentos superiores a 90% podem ser obtidos em apenas um passo de
extracdo. Porém, quando um passo ndo € suficiente, € possivel a realizagao de
repetidas extragdes que podem ser conduzidas em unidades de separacdo em cadeia
ou cascata (DORAN, 2005).

Quando um extrato fermentado bruto é adicionado a um SAB, ocorre a distribuicao
das biomoléculas e fragmentos de células entre as fases (Figura 2.7). Sob condi¢ées
operacionais adequadas, a proteina alvo serd concentrada em uma das fases e os
fragmentos de células e proteinas ndo desejadas (contaminantes) migrardo para a
outra fase (RAJA et al., 2011).

Figura 2.7- Extracdo em batelada em SAB.
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2.11.1 Diagrama de fases

A representacado grafica utilizada para expressar as concentragdes de um
sistema de fases é geralmente feita através de diagramas retangulares (Figura 2.8)
devido ao seu alto teor de 4gua e é de grande importancia para os estudos de
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separacdo de biomoléculas, pois sdo usados como ponto de partida para o
desenvolvimento de um processo de extragao.

A concentragdo de um dos constituintes do sistema é representada no eixo
horizontal e a outra no eixo vertical. A quantidade de agua (ou do terceiro componente)
é calculada por diferenca.

Figura 2.8 — Diagrama de fases expresso em coordenadas retangulares.
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A curva que divide a regidao em duas fases (FS-PC-FI) é denominada de curva
binodal ou curva de equlibrio. Os sistemas cuja composicao fica abaixo da binodal
formam uma unica fase (regido monofasica), entretanto os que ficam acima desta
formam duas fases (regido bifasica). As linhas sao chamadas “tie-lines” ou linha
de amarragdo as quais sdo retas que ligam pontos no diagrama que
representam a composicao das duas fases em equilibrio.

Qualquer ponto sobre essa mesma linha fornecera fases superiores e inferiores
com a mesma composi¢ao final, embora com diferentes relagdes de volumes entre as
fases (SILVA e LOH, 2006). No diagrama de fases sdo mostrados trés sistemas com
composigdes globais diferentes P1, P2 e G, localizados em linhas de amarracao
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diferentes. Outra particularidade mostrada neste diagrama é o ponto critico (Pc) onde
as propriedades fisicas e quimicas das duas fases sdo teoricamente iguais
(ALBERTSSON, 1986).

Dados de equilibrio sdo importantes para o planejamento da operacdo dos SABs,
pois eles informam as quantidades minimas necessarias para a obtengdo de um
sistema bifasico a partir da mistura dos componentes. A Figura 2.9, por Exemplo,
mostra as curvas bimodais para sistemas formados por diferentes massas molares de
PEG e citrato de sddio.

Figura 2.9: Curvas Binodal de sistemas PEG/Citrato obtidos usando diferentes
valores de PEG e Tampé&o Citrato de pH 6,0
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(Fonte: Porto et al., 2007)
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2.11.2 Particao de enzimas em sistemas aquosos bifasicos

O particionamento de biomoléculas entre as fases depende principalmente das
relacdes de equilibrio do sistema. O coeficiente de particdo é definido como (Equacao
2.1):

Ct
o Lci]
[CD]

Onde [Ct] e [Cb] sdo as concentragbes do soluto na fase superior e inferior

(2.1)

respectivamente. O coeficiente de distribuicdo K depende de uma série de variaveis
experimentais: pH, temperatura, presenca de sais, peso molecular e concentracdo do
polimero, hidrofobicidade e tamanho da proteina, entre outras. Mediante o controle
dessas variaveis, € possivel fazer com que uma proteina contida em uma mistura
complexa seja transferida para uma das fases, mantendo as proteinas ndo desejadas
na fase oposta (GOMEZ et al., 2006).

Além disso, ha ainda a possibilidade de se conduzir processos biotecnoldgicos em
SABs, no qual as biomoléculas de interesse podem ser particionadas na medida em
que sao produzidas. A Figura 2.8, por exemplo, ilustra um processo de bioconversao
de lignocelulose pré-tratada em etanol, utilizando SABs. A etapa de hidrélise emprega
uma fase inferior rica em celulases (TJERNELD, PERSSON e ALBERTSSON, 1985).

Figura 2.10- Esquema de um processo de bioconversao de lignocelulose em

etanol.
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(Fonte: Adaptado de Tjerneld, Persson e Albertsson, 1985)
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A particdo de biomoléculas em SABs depende de muitas variaveis, tais como o tipo
e concentragdo de polimero e sal, as propriedades de superficie das particulas, o pH e
a temperatura (RATANAPONGLEKA, 2010; GOJA et al, 2013)).

Em geral, 0 aumento da massa molar e na concentracdo de um polimero diminui a
tendéncia de particdo da proteina para a fase rica nesse polimero (DA SILVA E LOH,
2006). Tal fenébmeno ocorre porque, com o aumento na massa molar do polimero,
também aumentam o comprimento da cadeia do polimero e o efeito de exclusdo, que
levam a reducado no volume livre. Dessa forma, a particao das biomoléculas para a fase
superior é dificultada, pois 0 polimero adquire uma conformacao mais compacta, com
ligagdes intramoleculares hidrofébicas (MOHAMADE e OMIDINIA, 2007).

Em relacdo a concentracdo do polimero, seu aumento também aumenta as
diferencas de densidade, indice de refracdo e viscosidade entre as fases, modificando
o valor do coeficiente de particdo (RAJA et al, 2011). A viscosidade €& uma
caracteristica importante, pois € fungdo da concentracdo e da massa molar do
polimero. Um valor elevado de viscosidade pode impactar no processo
(RATANAPONGLEKA, 2010). Quanto a fase rica em sal, 0 aumento da concentragao
favorecera o efeito denominado salting-out, ou efeito salino, que forga a biomolécula a
mover-se para a fase superior, rica em polimero (GOJA et al.,2013).

O pH também afeta a particao de enzimas em SABs. Na superficie das enzimas
existem grupos acidos e basicos com diferentes valores de pKa, originando cargas
elétricas que sao fungdes do pH. A densidade de carga elétrica na superficie da
proteina modifica sua conformacao, alterando o coeficiente de particdo da enzima (DA
SILVA E LOH, 2006). Se o pH for maior que o pl (ponto isoelétrico) da enzima, a carga
liguida da proteina sera negativa. Se o pH for menor que o pl a carga sera positiva, e
se o pH for igual ao pl a carga sera neutra. Quando o pH se eleva, as enzimas ficam
negativamente carregadas, e interagem com as moléculas de PEG, aumentando a

particao e recuperagao na fase superior dos SABs. (RAJA et al., 2011).

2.12 FATOR DE RECUPERAGCAO E PURIFICAGAO DE PROTEINAS

A avaliacdo do desempenho ou rendimento de qualquer método de purificacdo de
proteinas € baseada em dois parametros: a recuperacao e o fator de purificagcdo da
proteina ou atividade enzimatica. Esses valores sdo obtidos em relagdo a solucao

inicial, relacionando-se a concentracdo do material purificado com a concentracao do
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material inicial, ou quaisquer etapas dentro do bioprocesso, tendo sempre uma etapa
anterior como referéncia.

A recuperacao da atividade (RA) é uma relagdo entre a atividade total no material
purificado e a atividade total presente no material bruto (em porcentagem), dada pela
Equacado 2.2. O fator de purificacdo (FP) é um pardmetro que permite comparar a
atividade enzimatica especifica total no material purificado com a atividade enzimatica

especifica total no material bruto, dado pela Equacao 2.3 (BIAZUS et al., 2010).

_ Atividade enzimdtica recuperada

(2.2)

Atividade enzimdtica inicial

Fp— Atividade enzimdtica especifica recuperada

Atividade enzimdtica especifica inicial

2.13 ESTADO DA ARTE

Nesta secdo, serdo apresentados resultados presentes na literatura sobre o
aproveitamento da palma forrageira e os avangos na area de produgédo de bioetanol a
partir de materiais lignoceluldsicos.

Silva et al. (2011) fizeram a caracterizagao fisico quimica e bioquimica do farelo da
palma forrageira redonda (Opuntia ficus), destinado a alimentacdo de ruminantes. Os
resultados mostraram que a palma apresentava 10,1% de matéria seca (portanto
89%de umidade), a qual era composta por 15,68% de matéria mineral, 5,1% de
proteina bruta, 0,96% de extrato etéreo, 28,56% de fibra em detergente neutro, 22,02%
de fibra em detergente acido e 49,7% da carboidratos néo fibrosos. Os resultados
obtidos revelaram que a palma forrageira redonda (Opuntia ficus) é rica em
carboidratos nao fibrosos, importante fonte de energia. Porém, observaram
reduzidos teores de matéria seca e proteina bruta. Os fendlicos totais e os taninos
condensados encontrados foram respectivamente de 168 e 119, 71 mg/100g; valores
seguros para a alimentacao de ruminantes.

Santos et al. (2011) fizeram a caracterizacdo fisico-quimica da palma forrageira,
encontrando os seguinte valores: sélidos soluveis totais 2,96; umidade, 93,96%; pH,
4,45; fibra, 0,47%; proteina, 0,29%; acidez, 0,37 mg/L; cinzas insoluveis, 0,07%; cinzas
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soluveis, 1,39%; e cinzas totais, 1,46%. Este resultado mostra que a palma, por seu
alto teor de agua, € uma boa alternativa para alimentacao animal durante a seca, mas
por seu baixo teor protéico, de fibras e cinzas nao garante a nutricdo animal. Porém &
adequada para a propagacao de fungos e leveduras.

Baracho, Silva e Torres Neto (2009) estudaram o processo de pré-hidrélise acida,
utilizando a raquete da palma forrageira como matéria-prima lignocelulésica. As
variaveis controladas foram: temperatura, concentragdo do acido e razdo entre massa
seca e volume de acido, o tempo foi fixado em uma hora. Os autores determinaram
que a melhor razao seria de 1/8; em temperatura de 121 °C e concentragdo de acido
de 8%. Nessas condi¢des, houve um aumento das pentoses acima de 10500%.

Torres Neto (2010) realizou um estudo de pré-hidrolise acida da palma forrageira
para obtencdo de um licor pré-hidrolisado rico em pentoses, diminuindo, assim, suas
concentracbes na matéria-prima. Foi verificada a influéncia das variaveis
temperatura, concentragcdo de acido e razdo matéria seca/acido sobre as respostas
soma de pentoses e percentual de aumento de pentoses e, em seguida, foi realizada
uma hidrélise preliminar acompanhada de uma fermentacao. Os resultados mostraram
que, operando-se com razdo abaixo de 1/10, para quaisquer valores de
temperatura e concentragdo de acido, obtém-se soma e percentual de aumento de
pentoses acima de 8 g/L e 8000%, respectivamente. Porém, na etapa de fermentacao
nao foi observada a producao de alcool etilico. Segundo o autor, isto provavelmente
aconteceu pela formacao de inibidores durante o processo de hidrélise.

Araujo et al. (2005) estudaram o equilibrio higroscopico da palma forrageira, com o
objetivo de determinar a umidade 6étima para fermentacdo sélida. Os autores
pretendiam promover o enriguecimento protéico da palma forrageira com o cultivo
semissélido de Saccharomyces cerevisiae. O estudo das isotermas de dessorcao
mostrou que no processo de fermentagcdo para enriquecer a cactacea, a umidade da
palma forrageira deve estar acima de 90%, 0 que corresponde a atividade de agua
acima de 0,9.

Santos et al. (2011), avaliaram o efeito da fermentagédo e do teor de agua sobre a
atividade cinética de celulases produzidas através da espécie fungica Rhizopus sp,
tendo a palma como unico meio de cultivo. A maxima atividade enzimética para
CMCase (endoglucanase), foi de 5,7 U/mL a 0,949 de atividade de dgua em 96 h, e
para FPase (endoglucanse + exoglucanase) foi de 8,7 U/mL a 0,993 de atividade de
agua em 72 h. Ambas as enzimas foram sintetizadas pelo fungo sem a necessidade de
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qualquer indutor ou suprimento além da celulose presente no residuo e agua em
diferentes concentracoes.

Santos et al. (2012), utilizaram a palma forrageira como substrato para a producao
de enzimas celuloliticas, por meio de fermentacdo em estado sélido, utilizando o
fungo filamentoso Aspergillus niger como agente fermentativo. A palma foi
desidratada até atingir aproximadamente 2% de umidade. As variaveis estudadas
no processo fermentativo foram, a atividade de agua (0,827, 0,892, 0,949, 0,988,
0,993) e o tempo de fermentacao (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h). Os pesquisadores
verificaram crescente producdo enzimatica nos trés primeiros dias de fermentacao,
independente da atividade de &agua. Apds esse periodo, a producdo enzimatica
comecgou a decrescer em todos os ensaios. Os maiores valores de producdo da
CMCase (7,47 U/mL) ocorreram em 72,38 h e 0,949 de atividade de &agua e,
para a FPase, (9,42 U/mL). O tempo de fermentacdo foi de 74,64 horas e
atividade de 4gua de 0,986.

Carvalho et al. (2012) realizaram estudos para a producdo de enzimas
lignocelulésicas por fermentacdo da palma doce (Nopalea cochenillifera) em
estado soélido através do fungo filamentoso Aspergillus niger. A umidade usada foi
de 85% m/m o que equivale a uma atividade de agua aproximada de 0,985. Os
cultivos foram conduzidos em estufa. Foram obtidas atividade de CMCase de 4,66
U/mL e FPase de 7,03U/mL, além de Xilanase, Lacase, Peroxidase e Mn
Peroxidase. O fungo foi capaz de produzir as enzimas sem a necessidade de qualquer
outro indutor além da palma doce e &agua, demonstrando a viabilidade de
utilizacdo da palma doce como matéria-prima para o bioprocesso.

Santana et al. (2012) obtiveram amiloglucosidases por fermentacdo semissélida
utilizando a palma forrageira como substrato e 0 microorganismo empregado foi o
Aspergillus niger. A maior atividade enzimatica obtida foi de 60,32 U/g em 72 horas,
com atividade de &agua de 0,891. Durante o processo de fermentacdo, o fungo
sintetizou e excretou esta enzima sem a necessidade de adicdo de indutores,
demonstrando a viabilidade da palma, como matéria-prima para bioprocessos.

Santos et al. (2013) analisaram e quantificaram a atividade das enzimas
endoglucanase (CMCase) e celulases totais (FPase), produzidas por fermentacdo em
estado sélido dos residuos do processamento do cacau, manga e seriguela,
usando o Aspergillus niger como inoculante. Os pesquisadores estudaram o efeito de
teor de umidade (40%, 50% e 60%) e tempo de fermentacéo (24, 48, 72, 96 e 120
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horas) na produgéo das enzimas. A fermentacdo foi realizada a 30 °C em estufa
bacteriolégica refrigerada. Os pesquisadores comprovaram a eficacia dos residuos
estudados na producdo de celulases por fermentacdo semissdlida, destacando-se o
residuo de manga na producédo de endoglucanase, atingindo a atividade de 9,32
U/mL, e na producdo de celulases totais, o residuo de seriguela, com atividade
enzimatica de 11,62 U/mL.

Amorim (2010) estudou a produgcdo de celulase por fermentacdo semissolida do
residuo de caju utilizando o microorganismo Trichoderma sp. Foi testado o bagaco
integral e o bagaco lavado, com reduzido teor de acglUcares. A maior atividade
enzimatica obtida para o bagaco lavado foi de 1,173 U/g em 42 horas de
fermentacdo quando utilizou 45% de umidade inicial e 1,00% de adicdo de fonte
de nitrogénio e para o bagago sem lavar, a maior atividade enzimatica foi de
1,896 U/g em 18 horas de fermentacdo quando utilizou 55% de umidade inicial e
0,75% de adigdo de fonte de nitrogénio. A produtividade atingiu maiores valores
com 55% de umidade inicial e 0,75% de adicdo de fonte de nitrogénio tanto
para o bagaco lavado como para o bagaco sem lavar, com valores de 0,064 U/g.h e
0,105 U/g.h, respectivamente.

Lins (2012) também estudando a producdo de celulases pela fermentacéo
semissélida de residuo de caju, mas utilizando o fungo Trichoderma reesei LCB 48,
obteve pico de producao de enzima celulase expressa em CMCase com o valor de
0,71 U/g (0,095 U/mL), nas condi¢cdes de 45% de umidade inicial e 1% de fonte de
nitrogénio durante 238 horas de cultivo. Foi observado que a umidade inicial do
substrato € uma varidvel determinante na producdo das enzimas CMCases, e
que o nivel minimo de umidade (45%) proporcionou os maiores valores de producao de
CMCase.

Raghuwanshi et al. (2014) estudaram a producédo de celulase produzida por um
mutante de Trichoderma asperellum e sua aplicacdo na hidrolise de celulose. A
producao de FPase, CMCase e B-glicosidase foi otimizada em fermentagdo em estado
solido. Nao foi observada inibigdo da producao de celulase com até 20 mM de glicose.
A estirpe mutante produziu FPase (2,2 Ul/gds), CMCase (13,2 Ul/gds), e B-glicosidase
(9,2 Ul/gds) sob condicbes otimizadas, respectivamente; 1,4, 1,3, 1,5 vezes maior do
que o tipo selvagem. O selvagem, bem como estirpe mutante produziram as celulases
na faixa de pH de 4,0-10,0. A sacarificacdo de sabugo de milho pré-tratado, palha de

trigo e bagaco de cana pela celulase da estirpe mutante SR1-7 resultou na libertacao
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de acucares redutores a uma taxa de 530,0 mg/g, 290,0 mg/g, e 335,0 mg/g de
substrato, respectivamente, sendo 1,6 vezes mais elevada do que a estirpe do tipo
selvagem.

Silva e Swarnakar (2010) extrairam celulases presentes no caju in natura e
demonstraram que tais enzimas promoviam a hidrolise da palma forrageira, produzindo
uma pequena quantidade de glicose.

Lever, Ho e Cord-Ruwish (2010), pesquisaram a produgao de celulase "in loco" via
fermentacdo em estado sélido de palha de trigo, utilizando o Trichoderma reesei como
agente da fermentacdo, como alternativa as preparacées comerciais de celulase. O
extrato bruto foi aplicado na obtencédo de etanol a partir da palha do trigo, em um
processo de sacarificacdo simultanea e fermentacdo com Saccharomyces cerevisiae.
Apesar do baixo rendimento em atividade enzimatica (0.75-1.2 FPU/gds ou FPU por
grama de substrato seco) foi possivel converter 5% do material lignocelulésico em
etanol, o que levou os pesquisadores a concluir ser possivel a aplicacdo de extrato
bruto produzido "in loco" ao invés de preparag¢des comerciais para obtencdo de etanol
a partir de substratos lignoceluldsicos.

Delabona et al. (2012) avaliaram a eficiéncia do complexo celulolitico de uma cepa
de Trichoderma harzianum, isolado na floresta amazénica, na hidrélise do bagaco de
cana-de- agucar pré-tratado . Por meio do cultivo em frasco agitado, com diferentes
fontes de carbono, foram obtidas hidrolases glicosil ( FPase , xilanase , e B -
glucosidase). Fontes de carbono selecionados foram , em seguida, mais estudada sob
diferentes condi¢des de pH , utilizando um biorreator de tanque agitado . Foram obtidas
atividades enziméticas de até 121 FPU/g , 8000 Ul/g , e 1730 Ul/g para celulase ,
xilanase e B -glicosidase , quando utilizaram bagaco deslignificado com exploséo a
vapor. Este complexo enzimatico foi utilizado para hidrolisar bagagco de cana-de-
acucar pré-tratado . Uma avaliagdo comparativa , utilizando um extrato enzimatico de
Trichoderma reesei RUTC30 , mostrou desempenho semelhante ao do complexo do T.
harzianum, sendo este um candidato potencial para a produgédo de enzimas no local (in
loco).

Shahsavarani et al. (2013) avaliaram a capacidade de Saccharomyces cerevisiae
dipléide TJ 14, tolerante a temperatura, para a produgédo de bioetanol celuldsico por
tecnologia de sacarificacdo semi-simultdnea e fermentacdo. Sob condi¢cées de alta

temperatura (39°C), o T J14 produziu 45 g/L de etanol a partir de um substrato
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composto de 100 g (w/v)/L de celulose. Este valor foi superior aos anteriormente
relatados pela literatura.

Akcapinar, Gul e Sezerman (2012) estudaram estabilidade da enzima
endoglucanase (EGI) produzida por Trichoderma reesei. A enzima apresentou
atividade maxima em temperatura de 50-55°C e pH em torno de 5,0. A 50°C, as
enzimas mantiveram mais de 65% da atividade inicial em 72 horas de incubacao.

Mawadza et al. (2000) purificaram e caracterizaram as celulases produzidas por
duas estirpes de Bacillus (CH43 e HR68). As celulases tiveram atividade 6tima na faixa
de pH 5 - 6,5 e temperatura 6tima entre 65 e 70 ° C para a endoglucanase de CH43 e
HR68, respectivamente.

Tjerneld; Persson e Albertsson (1985) demonstraram a aplicabilidade de SABs
formados por PEG e Dextrana na particdo de celulases de Trichoderma reesei, com o
objetivo de desenvolver um processo continuo para bioconversao extrativa de celulose.
Os SABs compostos por PEG (MM 40000) e Dextrana (MM 40) foram os que
demonstraram maior rendimento. Os coeficientes de particdo (K) para as enzimas
endo-B-glucanase e B-glucosidase foram respectivamente de 0,02 e 0,005 na
temperatura de 20°C.

Antov et al. (2012) estudaram o particionamento do complexo celulolitico de
Penicillium sp em SABs formados por PEG e Dextrana. O SAB formado por 10% (w /
w) de polietilenoglicol 1500 ; 5% (w/w) de dextrana 500,000 e 80% (w/w) de extrato
bruto a um pH igual a 5 resultou em uma recuperagéo de 100% da atividade celulolitica
na fase superior, num Unico passo de extracao.

Gautam e Simon (2006) avaliaram a influéncia do pH e da temperatura sobre o
coeficiente de particdo da B-glucosidase e proteina total para determinar as melhores
condicOes para a purificacdo da enzima no SAB formado por PEG 4000 (8% m/m) e
fosfato de potassio (13% m/m). O coeficiente de particio aumentou com o pH e
temperatura durante os intervalos investigados (pH: 6,0 - 7,5; temperatura: 25-55 °C).
A maior seletividade foi alcangada com pH de 6,5 temperatura de 25°C. Um rendimento
de B-glucosidase maior do que 92% foi obtido na fase inferior para valores de pH
inferior a 7,0 e temperaturas abaixo de 35°C.

Hemavathi e Raghavarao (2011) utilizaram SABs formados por PEG e sulfato de
amonio para recuperar e purificar B-galactosidase e B-glucosidase a partir de cevada
(Hordeum vulgare). Foram estudados a influéncia dos parédmetros: massa molar do

PEG, concentracado de PEG e Sal, pH, adicao de sais neutros, razao entre as fases e
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comprimento da linha de amarracdo. As enzimas [(-galactosidase e B-glucosidase
foram seletivamente particionadas para as fases superior e inferior, respectivamente.
As condicées adequadas para a purificagcdo foram encontrados para SABs contendo
14% (m/m) de PEG1500 e 13% (m/m) de sulfato de aménio. Uma Unica etapa resultou
em uma recuperagao de (B-galactosidase de 98,26%, com fator de purificacao de 2,1; e
para B-Glicosidase, verificou-se uma recuperacao de 92,58%, com fator purificacdo de
3,3 vezes.

Herculano et al. (2012) estudaram a recuperacao e purificacdo de celulases do
complexo celulolitico do Aspergillus japonicus URM5620 em SABs formados por PEG e
citrato de sodio. Foram avaliados a influéncia da massa molar e concentracao do PEG,
da concentracao de citrato de sédio e do pH. Foram analisadas as atividades de B-
glicosidase (BG), endoglucanase (CMCase) e celulase total de (FPase). As enzimas
nao se comportaram da mesma maneira, a BG concentrou-se na fase inferior, e
maiores valores de CMCase e FPase foram detectados na fase superior. Cada enzima
teve sua melhor recuperacao e concentragdao em diferentes valores de pH, composi¢ao
e massa molar, mostrando que € possivel a separacao e recuperacao das enzimas do
complexo celulolitico mediante simples ajuste dos parametros estudados.

Dustet et al. (2001) obtiveram celulases a partir da fermentacdo semissoélida do
bagaco de cana em biorreator, utilizando o fungo Aspergillus niger como agente da
fermentacdo. Em 48 horas de cultivo foram obtidas atividades CMCase e FPase de 12
e 3 Ul/gds respectivamente. Na recuperagéo, os autores utilizaram SABs formados por
PEG 600 e sulfato de aménio. O SAB formado por 1,5 M de sulfato de aménio em PEG
puro apresentou o melhor rendimento, com fator de purificagdo de 7,6 para a CMCase
e 7,82 para FPase. A enzima concentrou-se na fase superior, porém com recuperacao
de 54 e 56% respectivamente.
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3 MATERIAL E METODO

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Engenharia Bioquimica da
Unidade Académica de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Campina
Grande (LEB/UFCG).

Inicialmente, foi realizado um estudo para determinar as condicbes mais
apropriadas para a fermentacdo semissélida da palma forrageira (Opuntia ficus indica
Mill), utilizando como agente bioldégico o fungo Trichoderma reesei LCB48, com o
objetivo de obter extratos brutos com maxima atividade celulolitica. Uma vez
determinadas as melhores condi¢des de producéao e recuperacao das enzimas do meio
fermentado sélido, foi realizado um estudo de concentracdo e purificacdo parcial das
enzimas presentes no extrato utilizando sistema aquoso bifasico formado por PEG e
citrato de sédio. As celulases obtidas foram caracterizadas quanto a estabilidade, pH e
temperatura 6tima de ativagéao.

Tanto o extrato obtido na fermentacdo semissélida quanto o recuperado por meio
dos SABs foi aplicado na hidrolise enzimatica da biomassa pré-tratada da palma
forrageira, para avaliar a potencialidade deste recurso no desenvolvimento de um
processo de producao "in loco" de bioetanol; no qual a producdo da biomassa, das
enzimas e do biocombustivel poderiam concentrar em uma biorrefinaria instalada no

semi-arido.
3.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O fluxograma da Figura 3.1 mostra as principais etapas desta pesquisa. O
procedimento sera descrito detalhadamente nos topicos a seguir.

Figura 3.1 — Etapas do projeto de pesquisa desenvolvidas neste trabalho.

Obtencio e caracterizacio Estudo dos parametros Estudo de recuperaciao
: ‘ da fermentacao # das enzimas por extracao
i Dty G i semissélida sélido-liquido
Estudo da purificacio das Teste de aplicacio das Caracterizacao das
celulases produzidas por - enzimas na hidrolise da - enzimas obtidas quanto a
meio de SABs biomassa estabilidade
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3.1.1 — Matéria - prima
A palma forrageira (Opuntia ficus - indica Mill) foi adquirida no municipio de Tabira,
PE, coletada em um periodo de estiagem (Janeiro/2013). A Figura 3.2 exibe as etapas

da obtencao da biomassa

Figura 3.2— Etapas do processo de obtencdo da biomassa

Aquisicao da matéria-prima
!
Higienizagao
!

moagem

4

Secagem
1
Trituragao
1|

Armazenamento

Inicialmente, cladddios e partes do caule da planta, com boas condicdes
fitossanitarias, foram lavados com agua proveniente do abastecimento publico para
remocao das impurezas. Em seguida o material limpo foi cortado, triturado em
liquidificador industrial, e posto para secar em estufa com circulagdo e renovacao de ar
(65 °C) em bandejas perfuradas até peso constante. Esse valor de temperatura foi
escolhido porque em ensaios preliminares constatou-se que parte do material
fermentava dentro do equipamento durante a secagem quando temperaturas inferiores
a esta foram utilizadas. Uma parte do material triturado proveniente dos cladodios e
do caule foi lavada com agua corrente em abundancia antes da operagédo de secagem,

com o auxilio de uma peneira, para remocao de acucares e outros materiais sollveis



54

presentes no interior dos cladédios antes da operacdao de secagem. Esta operacao foi
realizada com o objetivo de testar a influéncia deste pré -tratamento na
fermentacdo semissolida. Apos a secagem, o material seco foi moido em moinho
de facas, obtendo -se assim, a biomassa utilizada como substrato no processo
fermentativo.

Apés a secagem, o material seco foi moido em moinho de facas, obtendo-se assim,

a biomassa utilizada como substrato no processo fermentativo.
3.2 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA

Na caracterizacdo da biomassa foram avaliados os seguintes parametros fisico-
quimicos: granulometria, densidade, massa especifica, porosidade, pH, cinzas,
umidade, sélidos solluveis totais (°Brix), agucares redutores totais (ART) e acucares

redutores (AR). As anadlises foram feitas em triplicata.
3.2.1 Granulometria

A determinacdo da distribuicdo granulométrica foi realizada com um conjunto de
peneiras Produteste , com malhas de 14, 20, 24, 35, 42, 65 e 115 mesh. Apds a adigéo
de 100 g da biomassa na peneira superior, 0 conjunto de peneiras foi agitado por 20
minutos na freqtiéncia 80% do agitador. O material retido em cada peneira teve sua
massa determinada. Os resultados foram expressos como fragcdes ponderais do

material retido em cada peneira.
3.2.2 Massa especifica aparente

A massa especifica aparente do material foi determinada por meio da adigéo de 30
g da biomassa em uma proveta de 100 mL, na qual foi lido o volume ocupado pela

amostra. A biomassa foi adicionado suavemente, para evitar compactacao. Utilizando a
Equacao 3.1 foi possivel calcular a massa especifica aparente (pa):

o =% (gcm ) (3.1)
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3.2.3 Massa especifica real

A massa especifica real da biomassa seca (pr) foi determinada a partir da relagéo
entre a massa (m) e o volume da amostra, determinado pelo deslocamento de éleo de
soja em uma proveta graduada. Inicialmente, o 6leo foi colocado na proveta e seu
volume foi lido e anotado (V4). A seguir, foram colocados na proveta com 6leo 30 g da
biomassa. Apds a deposicéo total da biomassa na proveta, fez-se a leitura do novo
volume indicado pelo nivel do éleo (V). O volume da biomassa foi obtido pelo volume
de 6leo deslocado (Vo — V4).

A massa especifica real foi calculada pela Equacao 3.2:

m

_ o 2
AT (gcm™) (3.2)

Pr

3.2.4 Porosidade

A porosidade () foi calculada a partir de uma relacdo entre a massa especifica
aparente e a massa especifica (KEEY, 1991), conforme a Equacéo 3.3.

E= 1_Pa (3.3)
Pr
3.2.5 pH

A determinacao do pH foi realizada segundo a metodologia do Instituto Adolfo Lutz
(BRASIL, 2005), utilizando-se um pHmetro. Foi adicionado 1 g da biomassa a 20 mL de
agua destilada. Apds agitacdo magnética por 20 minutos, a mistura foi filtrada em
algodao. O filtrado foi recolhido para leitura.

3.2.6 Cinzas
O teor de cinzas foi determinado por calcinagdo em mufla a 550 °C (BRASIL, 2005).

Inicialmente, cadinhos de porcelana previamente dessecados e tarados receberam 2 g
de amostra. Apds incineracdo da biomassa em bico de Bunsen, os cadinhos foram
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mantidos na mufla até peso constante. Os cadinhos foram entao resfriados e pesados.

Os resultados foram expressos em porcentagem massica (m/m).
3.2.7 Umidade

A umidade da biomassa, em base seca, foi determinada pela diferenga entre a
massa da amostra umida e apds secagem em estufa a 105 °C (BRASIL, 2005). Pesou-
se 5 g da amostra em recipientes previamente tarados, 0os quais permaneceram na
estufa até massa constante, sendo em seguida resfriados e pesados. O resultado foi

expresso em porcentagem (m/m).
3.2.8 Solidos soluveis totais (°Brix)

A leitura do °Brix foi realizada diretamente em refratometro de Abbe, segundo o
procedimento descrito pelas normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (BRASIL, 2005).
Ap6s adicdo de 1 g da amostra a 20 mL de agua destilada, a mistura foi
homogeneizada e deixada em repouso por 30 minutos. Apds filtracdo em algodao, o
filtrado foi levado ao refratdmetro para a leitura do °Brix. O valor obtido foi multiplicado

pelo fator de diluicdo.
3.2.9 Acucares redutores (AR) e Acucares redutores totais (ART)

Os grupos redutores foram quantificados com base no procedimento descrito por
Miller (1959), que consiste na redugdo do acido 3,5 dinitrosalicilico a 3-amino-5-
nitrosalicilico (DNS), com a oxidacdo simultanea do grupo aldeido do aglcar a grupo
carboxilico.

Em 100mL de agua destilada, foi acrescentado 1 g da biomassa, a qual ficou sob
agitacdo por 30 minutos. Apés filtragdo com algodao, transferiu-se 1 mL do filtrado
obtido para um tubo de ensaio contendo 1 mL de solucdo DNS. Os tubos contendo as
réplicas do experimento e o branco, que era formado por 1 mL de DNS e 1mL de agua
destilada, ficaram em banho de agua fervente por exatos 5 minutos. Em seguida, os
tubos foram retirados do banho e resfriados a temperatura ambiente. Apos resfriarem,
foram adicionados 8 mL de agua destilada a cada tubo, e apdés homogeneizacao, foi

feito a leitura da absorbéancia das amostras em espectrofotometro a 540 nm.
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A determinacdo de ART foi realizada conforme o método de Somogy-Nelson
(DEMIATE et al., 2002). Apés a diluicdo da amostra, fez-se a hidrélise acida com a
adicao de &cido cloridrico (HCI) 2 mol/L, seguida de aquecimento por 5 minutos em
banho de agua fervente. Apds resfriamento, a solu¢do foi neutralizada com hidréxido
de sédio (NaOH) a 1 mol/L. Depois, seguiu-se a mesma metodologia utilizada para a
determinacao de acucares redutores, com a transferéncia de 1 mL da solugédo para
tubos contendo 1 mL de DNS, aquecimento, adicao de 4gua destilada e leitura .

Os resultados foram expressos em gramas de agucares redutores totais ou
acucares redutores por 100 g de amostra inicial (g agucares/100 g amostra).

3.2.10 Determinacao da concentracao de celulose

A determinagcdo do teor de celulose foi feita apenas com a biomassa da palma
forrageira, para verificar a possibilidade da utilizagdo da biomassa da palma em um
processo de hidrdlise enzimatica para producado de agucares redutores. O teor de
celulose contido na biomassa da palma forrageira foi determinado por meio do método
empregado por Xu et al. (2006), o qual consistiu no isolamento da celulase por meio de
uma mistura de acido acético a 80% com &cido nitrico a 70% na proporgcéao de 10:1
(v/v). A amostra foi incubada a 120°C sob agitacdo. Em seguida foi adicionado
hidréxido de sbédio para precipitacdo da celulose. O precipitado foi separado e

determinado gravimetricamente como celulose total.

3.3 O PROCESSO FERMENTATIVO

A o Fluxograma da Figura 3.3 mostra as etapas do processo fermentativo.
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Figura 3.3 — Etapas do estudo do processo fermentativo processo fermentativo da

biomassa da palma forrageira
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As etapas do estudo da fermentacéo estdo detalhadas nos topicos seguintes.

3.3.1 Microrganismo e indculo

O fungo Trichoderma reesei LCB 48 foi fornecido pela Embrapa Semiarido

(Petrolina — PE). O fungo estava contido em blocos de &gar de 4-6 mm no interior de

tubos tipo eppendorf, preenchidos com agua destilada e estocados a temperatura de

8°C.

A repicagem do fungo foi realizado em duas etapas. A primeira etapa consistiu na

incubacgéo dos esporos contidos no tubo eppendorf em placas de Petri contendo meio

béasico estéril (autoclavado a 121 °C por 15 minutos). A composi¢do do meio de cultura

€ mostrada na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 - Composicao basica do meio de cultura.

Componentes (P.A.) Concentracio (g/L)

Pectina citrica 10,00
NaNOQ; 3,00
KH,POy4 1,00
MgSQOy 0,50
KCl 0,50
FeS0,4.7H-,O 0,01
Agar-agar 20,00

ﬁlxgua destilada g.s. p.*

Fonte: Couri e Farias (1995)

ApGs inoculacao, as placas de Petri foram transferidas para estufa a temperatura de
28 °C. O tempo de incubacéo foi de 10 dias.

Do repique obtido nas placas de Petri, foi realizado um segundo repique utilizando
arroz como meio de cultivo (CHAVEZ-GARCIA et al., 2008); conforme protocolo da
EMBRAPA/CPATSA. Cerca de 300 g de arroz branco foram imersos em agua destilada
durante 30 minutos. Em seguida, o arroz umido foi recolhido com o auxilio de uma
peneira. Desse arroz, foram transferidos 15g para Erlenmeyer de 250 mlL, os quais
foram autoclavados a 121 °C por 15 minutos.

Em cada placa de Petri do primeiro repique, adicionou-se cerca de 8 mL de
Tween 80 a 0,3%. Com o auxilio de uma alca de platina, os esporos contidos no
meio de cultivo foram desprendidos, formando uma suspensdo homogénea. Em
seguida, transferiu-se 1mL da suspensao de esporos para cada Erlenmeyer
contendo o material esterilizado. Os Erlenmeyers foram incubados a 28 °C por
periodo de 13 dias.

Para o preparo do inéculo, adicionou-se 40 mL de uma solugcdo de Tween 80 a
0,3% (v/v) nos Erlenmeyers contendo o arroz com esporos. Apos, agitacdo, 0s
esporos foram transferidos para béquer estéril com auxilio de gaze e algodao. A
concentracdo de esporos foi determinada por meio de contagem em Camara de
Neubauer espelhada. De posse da concentracao, foi calculado o volume da suspensao
que deveria ser transferido para Erlenmeyers contendo a biomassa da palma ja
hidratado, de forma que foram inoculados 10’ esporos para cada grama de substrato.
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3.3.2 Restabelecimento da umidade da biomassa

A hidratacdo da biomassa estocada foi calculada realizando-se um balango de
massa, segundo a Equacédo (3.4). Admitindo-se que a agua tinha massa especifica
(pH20) de 1g/mL na temperatura em que o experimento foi realizado, a massa de agua

foi convertida em volume de agua.

mH70 (Uz _U1)
vV o= =Mppg ————— (34)
o Ph,0 " 1-U, )pyzo
Onde:
Vv

10 = Volume de agua a ser adicionado

m, ,= Massa de agua requerida para hidratagao do meio
m,.c= Massa de residuo seco tomado para fermentagéo

U; = Umidade presente na biomassa seca
U> = Umidade requerida pelo processo fermentativo
Obs.: Uy e U- expressos em valores decimais

Ao volume de 4gua medido para a hidratacéo, foi adicionado uma massa de sulfato
de amobnio correspondente a 1% da massa do meio a ser preparado para fermentacao
(SANTIAGO et al., 2014). A solucdo foi adicionada a massa de residuo, a qual foi

homogeneizada e deixada em repouso por 30 minutos.
3.3.3 Substrato e cultivo semissolido

O substrato do processo fermentativo teve a raquete da palma como matéria-prima.
Foram estudados segundo um planejamento fatorial 22 a influéncia da hidratacdo, ou
seja, umidade em base Umida (Ugy) e da adigdo de sulfato de aménio (N). A Tabela 3.2
mostra o0s niveis do planejamento experimental. A Tabela 3.3 mostra a matriz do
planejamento experimental fatorial 2° com trés repeticées no ponto central. Os niveis
foram escolhidos com base na literatura consultada (SANTOS et al., 2012; Santiago et
al., 2014). A atividade monitorada foi a CMCase, expressa em unidades de atividade
por grama de substrato seco, U/gds (Units per gram of dry fermented substrate) e

determinada conforme item 3.3.5.
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Tabela 3.2- Niveis do planejamento experimental.

Variavel (-1) (0) (+1)
Usu (%) 45 67,5 90
N (%) 0 0,5 1,0

Tabela 3.3- Matriz do planejamento experimental fatorial 2° com trés repeticdes no

ponto central.

Ensaio Usu (%) N (%)

1 -1 -1
+1 -1
-1 +1
+1 +1
0
0
0

N OO o WD

Os ensaios foram conduzidos em Erlenmeyer de 250 mL contendo 10g de cada
substrato autoclavado a 121°C por 15 minutos. Apés inoculacédo, os Erlenmeyer foram
mantidos em estufa a 28 °C por 48h, as enzimas foram extraidas com tampao acetato
de sodio e a atividade enzimatica em CMCase foi determinada para avaliagdo das
condi¢des dos processos fermentativos.

As condi¢cées mais adequadas foram selecionadas para uma nova fermentacao, na
qual foi feito um acompanhamento cinético para determinar o melhor tempo de cultivo e
a atividade CMCase maxima possivel.

O cultivo foi acompanhado por 208 horas, com a retirada de amostras em tempos
determinados (15, 22, 28, 37, 45, 52, 61, 69, 76,85, 93, 100, 110, 134, 160, 184, 195, e
208 horas) para analise do teor de AR, umidade e atividade CMCase.
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3.3.4 Extracao das enzimas

Inicialmente, a extragdo do complexo enzimatico para avaliagdo dos parametros da
fermentacao foi realizada de forma semelhante ao que fizeram Sousa, Silva e Conrado
(2012). Em cada um dos Erlenmeyer foram adicionados 50 mL de tampao citrato de
sédio 50 x 10 mol/L, pH 5,0. Em seguida, os Erlenmeyer foram transferidos para
uma incubadora shaker da marca MARCONI a temperatura de 28°C, com velocidade
de agitacao de 150 rpm, por 30 minutos. A mistura obtida foi filtrada em filtro de gaze e
algodao, ambos estéreis, para remogao dos esporos e particulas solidas. O filtrado foi
usado nas determinacées de AR, CMCase e umidade. Posteriormente, fez-se um
estudo da lixiviagdo para melhorar a eficiéncia deste processo. Tal estudo esta descrito
no item 3.3.6.

3.3.5 Determinacao da atividade do complexo celulolitico

A atividade enzimatica do complexo celulolitico foi determinada de acordo com o
protocolo de Ghose (2007), com adaptacdes. As adaptacdes foram necessarias, uma
vez que o extrato enzimatico encontrava-se ja bastante diluido, ndo sendo possivel
aplicar as diluicbes que o método original de Ghose (2007) propde. Tais adaptacdes
consistiram na alteracdo do tempo de incubacdao de 60 minutos por 1 hora e a
quantidade de glicose produzida era diretamente proporcional a atividade enzimatica
presente, como fizeram Amorim (2010) e Lins (2012).

Foram determinadas as atividades em carboximetilcelulases (CMCase), celobiase e
FPase (atividade sobre o substrato celulose amorfa).

A determinacdo da atividade de carboximetilcelulases ou endoglicanases foi
determinada adicionando-se em um tubo de ensaio 0,5 mL do extrato enzimatico com
0,5 mL de carboximetilcelulose a 1% (m/v), preparada em tampao citrato de
s6dio 50 x 10° mol/L de pH 4,8. Os tubos foram mantidos em banho termostatico a
50°C por 60 minutos. Durante esse periodo, a reacao entre as endoglicanases
presentes no extrato e a carboximetilcelulose promoveu a liberagdo de acucares
redutores. Em seguida, a reacéao foi interrompida pela adicao de 1mL de DNS em cada
tubo, dando inicio a quantificacdo dos acucares redutores, conforme método descrito
no item 3.2.9.
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Uma amostra em branco foi realizada para cada analise, substituindo-se a
carboximetilcelulose por 1 mL do tampéo citrato. Dessa forma, determinou-se a
concentragdo de agucares redutores do extrato enzimatico sem a presenca da
carboximetilcelulose (ARwanco ) € a concentragdo de acucares redutores do
extrato enzimatico apds incubacao com a fonte de celulose (ARcom substrato) -

Para todas as atividades enzimaticas testadas, uma unidade de atividade
enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima (CMCase, FPase ou
celobiase) capaz de liberar 1 pmol de glicose por minuto a 50°C. A atividade
enzimatica produzida na fermentacdo semissélida foi expressa em U/gds, a qual foi
calculada seguindo a Equacéo 3.5. No caso de atividade por unidades de volume, a
leitura de AR deve ser expressa em gramas de AR por mL, ao invés de gramas de AR

por grama de meio fermentado.

AR, x10° (AR, .o —AR, ... )x10°
Al_.v.dade , o U/ — liberado — comsubstrato branco 35
w (CMCLLSE,FP(JAL, cLlobmse)( g) 180x60 180x60 ( )

Nessa Equacdo, 10° é um fator de conversdo que transforma grama em
micrograma (portanto, mol em micromol), 180 é a massa molar da glicose (g/mol), 60 é
o tempo de reagdo em minutos, ARcom substrato € @ leitura de acucares redutores no tubo
contendo o substrato, onde ocorreu reacdo enzimatica € ARpanco € a leitura de
acucares redutores no tubo da amostra em branco, onde ndo houve reagédo enzimatica
por ndo haver substrato.

A atividade de celobiase foi feita de forma similar a anterior, sendo que a Unica
diferenga foi a substituicdo do substrato carboximetilcelulose por uma solugdo de
celobiose 15 mM preparada no mesmo dia da analise. Uma amostra em branco foi
realizada em cada ensaio, substituindo-se a celobiose pelo tampao citrato.

Por sua vez a atividade FPase ou FPU (celulase total) foi determinada por meio
da dosagem de acucares redutores liberados durante a degradacdo de uma fita de
papel de filtro Whatman n° 1 medindo 1,0 x 6,0cm. Inicialmente, TmL de tampéo
citrato de sédio 0,05 M pH 4,8 foi transferido para um tubo de ensaio, no qual foi
adicionado 0,5 mL do extrato enzimético. O tubo foi transferido para um banho
termostatico a 50°C. A tira de papel foi imersa no tubo, dando inicio a reacédo das
enzimas com a celulose do papel. O processo foi conduzido por 60 minutos. Em
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seguida, os acucares redutores foram quantificados conforme item 3.2.9. O ensaio em
branco ndo continha o papel. O resultado foi calculado com o auxilio da Equagéao 3.5.

Neste trabalho, a atividade celulolitica pode estar expressa nas seguintes
unidades:

- U/mL : Unidades de atividade enzimatica por mililitro de extrato

- U/g: Unidades de atividade enzimatica por grama de substrato umido

-U/gds: Unidades de atividade enzimatica por grama de substrato seco
(Obs. Neste trabalho, para converter U/g em U/gds basta multiplicar o valor em U/g por
dez, uma vez que dez gramas de substrato umido contém 1 grama de palma seca nas

condi¢des de fermentacao utilizadas)

3.3.6. Determinacao das condicoes operacionais da lixiviacao

Uma nova fermentagcdo foi conduzida com os valores de umidade, fonte de
nitrogénio e tempo determinados nos ensaios anteriores como 0os mais adequados. Na
operagao de lixiviagcao verificou-se a influéncia das variaveis: Agitagao (Ag), tempo de
contato (Tc) e relacdo solvente/substrato (Re, em mL/g) na extracdo das enzimas
produzidas. A atividade CMCase foi medida para a avaliagdo destes parametros. O
ensaio foi realizado em incubadora tipo Shaker (MARCONI). O estudo foi realizado
segundo um planejamento experimental 2° . As Tabelas 3.4 e 3.5 exibem
respectivamente os niveis e a matriz do planejamento. Os niveis foram baseados nos

estudos de Sousa, Silva e Conrado (2012).

Tabela 3.4 - Niveis do planejamento experimental da lixiviacao

Variavel (-1) (0) (+1)
Ag (rpm) 50 100 150
tc (min) 15 30 45

Re (mL/g) 2 3,5 5
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Tabela 3.5 - Matriz do planejamento experimental fatorial 2° com trés repeticdes no
ponto central.

Ensaio Ag (rpm) tc (min) Re (mL/g)
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

3.3.7 Concentracao do extrato bruto por precipitacao.

O extrato proveniente da lixiviagdo encontrava-se bastante diluido. Tal
caracteristica ndo é desejavel, pois além de impedir a utilizacdo direta do extrato
aumenta os custos do processo de concentracao e purificacao. Algumas técnicas como
a precipitacao com solvente e com sais tém sido utilizado com sucesso na precipitacao
de proteinas e enzimas.

Com o objetivo de avaliar a precipitacdo do complexo enzimatico como operacao
inicial do processo de recuperagédo e concentracdo das enzimas do extrato bruto foram
testadas duas técnicas: A precipitacao por solvente e a precipitacao por adicao de sais,
com base na metodologia empregada por Farinas e colaboradores (2011). Foram
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testadas diferentes concentragbes de saturacdo com solvente orgénico (etanol) e
sulfato de aménia ((NH4)2SO,).

3.3.7.1. Precipitagdo com solventes organicos.

Como agente precipitante, foi utilizado o etanol 95°GL, conforme a metodologia
empregada por Santos (2011).

O etanol foi previamente aclimatado em freezer (entre -15 e -25°C, de acordo com
o fabricante). Os testes foram realizados com 30mL do extrato enzimatico e foram
conduzidos em banho de gelo. O solvente foi acrescentado lentamente ao extrato
enzimatico sob leve agitacao. As proporgcdes de solvente testadas foram de 1:1; 1:2 e
1:3 (mL/mL). A precipitagdo ocorreu por 12 horas a no interior de um freezer vertical a
cerca de -20 °C. Esta temperatura foi necessaria para diminuir a solubilidade das
enzimas e evitar sua desnaturacdo pela presenca do alcool. Em seguida, os tubos
foram centrifugados ainda frios, (com temperatura de aproximadamente 5°C) a 2000
rom por 10 min. Os precipitados resultantes foram lavados com agua destilada,
deixados a temperatura ambiente até evaporacdo do solvente (constatada pela
auséncia do odor de élcool nos precipitados) e ressuspendidos com tampao citrato
0,05M de pH 4,8. Em seguida, a atividade de CMCase foi determinada e comparada

com aquela que o extrato bruto apresentava.

3.3.7.2 Precipitacdo com sulfato de aménio.

Inicialmente foram calculadas as massas de sulfato de aménio ((NH4).SO4) que
resultasse em solugbes com 20, 40, 60 e 80 % (massa/volume) da concentracado de
saturacéo do sal, quando adicionadas a 30 mL de extrato enzimatico contidos em tubos
tipo Falcon. As massas calculadas foram de, respectivamente, 4,236; 8,472; 12,708 e
16,9449g. A adicao foi feita com agitacdo branda, em banho de gelo, até completa
solubilizacdo do sal. As amostras foram entdo mantidas em geladeira por 12 horas,
sendo em seguida centrifugadas a 2000 rpm a cercade 5 °C por 10 min. Apéds
leve lavagem com agua destilada, o precipitado foi ressuspendido em tampé&o citrato de
sédio (pH 4,8). A atividade CMCase foi determinada e comparada com a contida no

extrato bruto.
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3.4 CARACTERIZACAO DAS ENZIMAS

3.4.1 Determinacao da temperatura 6tima da atividade enzimatica

O estudo da determinacdo da temperatura 6tima da atividade enzimatica foi
baseado na metodologia empregada por Akcapinar, Gul e Sezerman (2012). A
atividade de cada enzima em diferentes temperaturas (25, 40, 55, 70, 85 e 100°C) foi
determinada com base na metodologia de Ghose (1987), descrita no item 3.3.5. Cada
enzima (extrato) e substrato (CMC) foram pré-incubados separadamente na
temperatura do ensaio por 5 minutos. Em seguida, 0,5 mL do substrato foram
adicionados a 0,5 mL do extrato. Apdés 15 minutos, a reagdo foi interrompida com
banho de gelo e adicdo de 1TmL de DNS para quantificacdo de agucares redutores. A
atividade residual em cada ensaio foi calculada em relacdo ao ensaio de maior

atividade, considerando a atividade de 100% na temperatura de maior atividade.

3.4.2 Determinacao do pH 6timo da atividade enzimatica

O estudo do efeito do pH na atividade enzimatica foi baseado na metodologia
empregada por Akcapinar, Gul e Sezerman (2012). A atividade de cada enzima em
diferentes valores de pH (3,0 - 80) foi determinada com base na metodologia de Ghose
(1987), descrita no item 3.3.5. Para este ensaio, a extracdo das enzimas por lixiviacao
foi realizada com agua destilada, e os ensaios para medicdo da atividade enzimatica
foram realizados na presencga de tampdes (tampao glicina-NaOH para pH 3,0; tampao
acetato de sodio de sodio para pH entre 4 e 5,5 e tampéao Tris-HCI para pH acima de
6,0. Todos com concentracao de 0,1mol/L). A reacdo enzimatica foi conduzida por 15
minutos, a temperatura de 55°C. Passado esse tempo, a reacao foi interrompida com
banho de gelo e adicdo de 1TmL de DNS para quantificagdo de agucares redutores. A
atividade residual em cada ensaio foi calculada em relacdo ao ensaio de maior
atividade, considerando a atividade de 100% no pH de maior atividade.
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3.5 PURIFICACAO DAS ENZIMAS DO EXTRATO UTILIZANDO SABs.

Para o estudo da purificacdo de celulases por meio de SABs, foram inicialmente
testados SABs formados por polietilenoglicol e tampao citrato de sédio a temperatura
ambiente (25 °C).

A formagao dos SABs foi baseada em dados de equilibrio presentes na literatura,
como no trabalho de Porto et al. (2007), os quais auxiliaram na escolha das
concentragdes de PEG e citrato a serem testadas. Este sistema foi escolhido pela
facilidade de operacéo, pelo baixo risco ambiental oferecido por seus constituintes e
pelas aplicacdes existentes na literatura, onde esse tipo de SAB tem sido aplicado com
sucesso na purificagéo de diversas biomoléculas, inclusive celulases, como no trabalho
de Herculano et al (2012).

Os ensaios foram realizados segundo um planejamento experimental fatorial
completo 2* com quatro repeticdes no ponto central. Foram estudados a influéncia da
massa molar do polimero, concentracdo do polimero, concentracdo do sal e pH na
particdo e recuperacao de celulases. O extrato utilizado foi proveniente da etapa de
lixiviagdo. A matriz do planejamento encontra-se na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 - Matriz de planejamento para o estudo dos SABs

Ensaio M PEG (g/mol) C PEG (%) C Citrato (%) pH
-1 -1 -1 -1
+1 -1 -1 -1
-1 +1 -1 -1
+1 +1 -1 -1
-1 -1 +1 -1

1
2

3

4

5

6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1
10 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1
13 -1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1
15 -1 +1 +1 +1
16 +1 +1 +1 +1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0
20 0 0 0 0
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Os valores utilizados para cada nivel estao exibidos na Tabela 3.7. Os niveis
foram baseados nos utilizados por Herculano et al. (2012).

Tabela 3.7 - Valores descodificados utilizados no planejamento

Variavel -1 0 +1

Massa molar do PEG (g/mol) 4000 6000 8000
Concentragao de PEG (%om/m) 18 20 22
Concentragao de citrato (% m/m) 12 14 16
pH 50 6,0 7,0

3.6 AVALIACAO DOS ENSAIOS DE PURIFICACAO
3.6.1 Determinacao dos coeficientes de particao dos SABs

Os coeficientes de particdo foram determinados segundo Prodanovi¢ e Antov
(2008). O coeficiente de particao (K) é definido como a concentracado de proteina ou
atividade enzimatica na fase superior dividida pelo valor correspondente na fase
inferior, como exibido nas Equacdes 3.6 e 3.7.

K =

P

&

glfie
©w
2

K, =

[s]

> |3
®
X

Onde Ct e Cp sao as concentracdes de proteina total em mg/mL nas fases superior
e inferior, respectivamente, e At e Ag sdo as atividades enzimaticas nas fases superior

e inferior, respectivamente.

3.6.2 Avaliacao dos processos de recuperacao

Para melhor avaliagdo do processo de recuperagdo das celulases nos SABs foi
necessario o calculo de outros parametros além dos coeficientes de particao. Portanto
calculou-se a atividade enzimatica especifica (AS), expressa em U/mg; o fator de
purificacdo (FP) e a recuperagcdo de enzimas na fase superior (RT) e na fase inferior
(RB).
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e A atividade enzimatica especifica da enzima em cada uma das fases sera
determinada conforme Equacéo 3.8:

fase

Afase
AS, = c U /Img) (3.8)

fase

Onde 4

fase

e C fase

sdo a atividade enzimatica em uma das fases ou etapas e a
concentragao de proteinas naquela fase respectivamente.
e O fator de purificagdo da atividade enzimatica em cada uma das fases ou

etapas sera calculada de acordo com a Equacéo 3.9:

ASfaxe
FPfase :AS— (39)

extrato

Onde AScxran corresponde a atividade enzimatica especifica do extrato apds a
operacdo de lixiviagdo (recuperagdo das enzimas a partir do meio semi-sélido

fermentado).

e A recuperagdo de atividade enzimatica nas fases superior e inferior dos
SABs foram obtidas através das Equacdes (3.10) e (3.11).

100

V(0= (3.10)
1_{_(”.1)
Vt Ke
yb(%):LOV (3.11)
1+K, -~
V,

Nas quais V; e V, sao os volumes das fases superior e inferior, respectivamente.
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3.6.3 Determinacao do teor de proteinas

A determinacao do teor de proteinas no extrato e nas fases dos SABs foi realizada
pelo método de Bradford (1976); utilizando-se albumina do soro bovino como padréo.

Para a preparagdo do reagente de Bradford, dissolveu-se 100mg de Coomassie
Brilliant Blue G-250 em 50 mL de etanol 95°GL. Em seguida adicionou-se 100mL de
acido fosforico. A solugéo resultante foi diluida para um litro com agua deionizada. A
solucdo ficou sob agitacdo magnética por quatro horas, ao abrigo da luz, sendo em
seguida filtrada em papel qualitativo e transferida para um vidro ambar coberto com
papel aluminio. O reagente foi guardado em geladeira (8 °C).

Para a leitura, foram misturados 0,5 mL da amostra com 3,5 mL do reagente. Apés
15 minutos, a leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotobmetro a 595 nm. Na
ocasido da leitura, foi elaborada uma curva de calibragdo a partir de solu¢des padréo
de BSA, entre 0 e 0,1 mg/mL (as concentragdes dos padrdes foram 0,02; 0,03; 0,04;
0,05; 0,06, 0,08, 0,09 e 0,1 mg/mL)

3.7 APLICACAO DO EXTRATO ENZIMATICO.
3.7.1 - Material lignoceluldsico e pré-tratamento

O extrato bruto proveniente da fermentacado foi testado em um processo de
sacarificagdo seguido de fermentacédo alcodlica para se verificar a aplicabilidade dos
extratos produzidos na hidrolise de biomassa lignocelulésica. O material lignocelulésico
escolhido foi a prépria biomassa da palma, inclusive o material sélido que constituia o
meio de cultura proveniente da etapa de filtragdo do extrato bruto obtido na etapa de
extragéo sdlido-liquido.

Portanto, o teste foi feito com dois tipos de materiais: Residuo seco de palma (RP),
obtido conforme o item 3.1.1 e residuo da fermentagdo semissélida (RF), obtido por
meio da secagem e moagem da torta Umida resultante da lixiviagdo e filtracdo da
fermentacao.

Inicialmente, as amostras foram pré-tratadas segundo a metodologia empregada
por Sukumaran et al. (2009). Cerca de 10g das amostras de RP e RF foram imersas

em NaOH 0,1mol/L e deixadas por 1 hora em autoclave a 120°C. Apds esfriamento a
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temperatura ambiente, as amostras foram lavadas varias vezes em agua da torneira
para neutralizar o pH (monitorado por meio de fenolftaleina), seguido por uma lavagem
final em agua destilada. Em seguida as amostras foram secas em estufa (65°C) e
guardadas em geladeira para posterior utilizacao.

3.7.2 Sacarificacao enzimatica

A sacarificagdo enzimatica da biomassa foi realizada conforme a metodologia
empregada por Sukumaran et al. (2009), por meio da incubagédo da biomassa pré-
tratada seca (RP ou RF) em extrato enzimatico bruto ou proveniente da operagcdo dos
SABs. Foram transferidos 1 grama de biomassa para um baldo de 250mL de
capacidade, contendo 50 mL do extrato enzimatico dissolvido em tampao citrato pH 4,8
(50mM). Os frascos foram tampados e permaneceram sob agitacdo em Shaker a 45°C
a 100 rpm por 40 horas.

Medicbes de AR foram realizadas durante o periodo da hidrélise, em tempos
regulares, para verificar se ocorreu producao de glicose, o que comprovaria a hidrélise
do material lignocelulésico, assim como fizeram Baracho et al. (2009).

A produtividade em termos de glicose foi calculada dividindo-se a quantidade de
glicose produzida pelo tempo que o processo levou para produzi-la, de acordo com a
Equacéao 3.12.

_ AR—AR;
o t

P (3.12)

Onde P é a produtividade, AR; a quantidade de AR presente no tempo t, AR; a
quantidade de AR presente no tempo inicial (Oh) e t o tempo de processo em horas. A
produtividade foi expressa em miligramas de AR por litro por hora (mg/L.h).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo s&o mostrados e discutidos os resultados que foram obtidos nesta

pesquisa.

4.1 CARACTERIZACAO DAS BIOMASSAS

Os resultados da caracterizagao das biomassas, tanto da palma integral (PI)
quanto da lavada (PL) estao apresentados na Tabela 4.1, em base seca.

Tabela 4.1. Caracterizacado das biomassas (base seca)

Parametros analisados Valor PI Valor PL
Umidade (%) 11,71 £0,28 9,40+0,14
Cinzas (%) 580+0,18 4,04 +0,30
ART (9/100g amostra) 14,44 +0,35 2,73 £0,02
AR (9/1009 amostra) 9,47 +0,62 2,10 +0,06
Sélidos sollveis Totais ('Brix) 60,0 + 0,00 10,0 +0,00
Celulose (%) 37,34 +3,97 -
pH 4,62 +0,01 4,76 £0,05
Massa especifica aparente (g/mL) 0,30 + 0,01 0,27 £ 0,01
Massa especifica (g/mL) 1,25+0,01 1,25+0,01

De acordo com Batista, Carvalho e Rocha Filho (2013) a composi¢cao quimica da
palma forrageira € influenciada pela espécie, idade da planta, variedade, ordem do
cladddio e tratos culturais. Nas espécies tradicionalmente cultivadas no Nordeste do
Brasil, dos géneros Opuntia e Nopalea, o teor de matéria seca (MS) varia de 99 a 101
g/kg MS; ou seja, a palma possui de 89,9 a 90,1% de agua. A palma utilizada neste
trabalho apresentou cerca de 90% de agua.

A quantidade de agua presente na palma garante a hidratacdo dos animais
durante a época de seca, caso seja utilizada na alimentacdo de ruminantes. Porém,
este percentual de agua é o minimo exigido por muitos microrganismos, como a
Saccharomyces cerevisiae, para o cultivo semissélido em substrato formado pela
biomassa da palma forrageira (Aragjo et al., 2005).

Apoés processamento da biomassa, a matéria seca triturada apresentou umidade

residual de 11,71% para Pl e 9,40% para PL. Estes valores de umidade sdo adequados
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para o armazenamento das biomassas, uma vez que Araujo et al. (2005), ao
estudarem o equilibrio higroscopico da palma forrageira com o objetivo de determinar a
umidade 6tima para o cultivo semissélido desta biomassa, concluiram que ndo ocorre
desenvolvimento microbiano na biomassa da palma seca com umidade residual de até
15%, 0 que corresponde a uma atividade de agua abaixo de 0,35 na temperatura de
30°C, pois a atividade de agua minima para crescimento de microrganismos na
biomassa de palma esta em torno de 0,89.

Quanto ao teor de cinzas, Batista, Carvalho e Rocha Filho (2013) afirmam que o
percentual de cinzas na palma varia de 81 a 192g/kg de matéria seca (8,1% a 19,2%).
Este valor é influenciado por fatores tais como umidade e composi¢cao mineral do solo.
O teor de cinzas encontrado neste trabalho para Pl e PL foram, respectivamente, cerca
de 5,80 e 4,04% (ou 58 e 40,4 g/Kg respectivamente). Porém, Santos et al. (2011)
chegaram a encontrar um valor de 241,7 g/Kg para o teor de cinzas em base seca.
Torres Neto (2010) encontrou um valor de 91,6 g/Kg para o teor de cinzas na matéria
seca da palma. A diminuicdo do teor de cinzas da palma lavada (PL) foi provavelmente
provocada pela perda de minerais solUveis durante o processo de lavagem. Embora o
teor de cinzas das biomassas Pl e PL tenha sido inferior aos relatados na literatura, é
possivel que as biomassas ainda apresentem micronutrientes suficientes para o
desenvolvimento microbiano.

De acordo com Batista, Carvalho e Rocha Filho (2013), a cinza da palma é
formada principalmente por calcio, magnésio e potassio, além de outros minerais.
Mandels e Reese (1956) estudaram a influéncia de minerais na producéo de celulases
por Trichoderma viride e concluiram que a presenca de cations metalicos tanto podem
induzir quanto inibir a producao de celulases, dependendo da concentracdo, pois
alteram o metabolismo do microrganismo. Porém, a combinacdo de pequenas
quantidades de ions metélicos, tais como: calcio, magnésio, estréncio, zinco e cobalto
é importante para o metabolismo do microrganismo e a excregéo de celulases.

Na literatura, ha relatos da producdo de biomoléculas por fermentagao
semissoélida da biomassa da palma utilizando fungos filamentosos, sem a necessidade
de suplementacao (SANTOS et al. 2011; SANTOS et al. 2012; CARVALHO et al,,
2012; SANTANA et al.,, 2012), o que demonstra ter a palma forrageira nutrientes
suficientes para o desenvolvimento dos microrganismos e sua manutengdo durante o

processo fermentativo.
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Em relagdo ao teor de agucares, Batista, Carvalho e Rocha Filho (2013) relatam
que a massa seca da palma é constituida por 80% de carboidratos. Neste trabalho
foram avaliados apenas o teor de ART e AR, que representam os carboidratos
imediatamente disponiveis para o metabolismo dos microrganismos na fermentacao
semissélida. Fawole e Odunfa (2003) mencionam que é interessante que a glicose
esteja disponivel no substrato para o microrganismo em quantidade suficiente para
proporcionar um crescimento inicial da populagdo microbiana, mas néo o bastante para
impedir que 0 microrganismo seja capaz de metabolizar a fonte indutora, a celulose.
Por outro lado, é importante que a fonte indutora ndo apresente um valor percentual
acentuado de forma a inibir a excregao da enzima pelo microrganismo.

Os valores de ART obtidos para a biomassa seca da palma foi de 14,44% para a
Pl e 2,73% para a PL, o que mostra que apesar de ter removido boa parte dos
acucares, a lavagem nao foi completa, exigindo mais tempo e mais agua corrente para
total remocao dos solidos soluveis. Torres Neto (2010) encontrou para a palma
forrageira um valor de ART inferior a este trabalho, cerca de 5,20%. Ja os teores de AR
para Pl e PL foram de, respectivamente, 9,47 e 2,10%; o0 que demonstra ter a massa
seca da palma um teor de monossacarideos suficiente para adaptacdo do
microrganismo ao substrato na fermentacédo semissélida.

Na produgédo de celulases por Trichoderma reesei, tem sido relatado que a
presenca da glicose tem efeito inibidor na producao de celulases, como constataram
Mandels e Reese (1953), mas a presenca da glicose no inicio da fermentacao € tao
importante quanto a de minerais. Segundo estes pesquisadores, em muitos casos, a
producéo de celulases por Trichoderma viride sé inicia quando os acgucares presentes
sao totalmente consumidos. Arantes e Saddler (2010) afirmam que, geralmente, as
enzimas do complexo celulolitico sofrem inibicao pelo seu produto de hidrélise.

De acordo com Chandra, Viswanath e Reddy (2007), a adicdo de pequenas
quantidades de sucrose e celulose ao meio de cultura (respectivamente 0,03 e 0,05¢g
por grama de lignocelulose presente) no inicio da fermentacdo promove uma melhor
proliferacdo do fungo e induz a producdo de celulases mais rapidamente. Por outro
lado, Zuniga et al. (2011) estudando a producao de celulases por Aspergillus niger
utilizando bagaco de cana e farelo de trigo como substrato, verificaram que a adicdo de
sacarose ao meio de cultura nao favorece a producao de celulases. Isso € coerente
com os estudos de Seiboth et al. (1997), os quais observaram que o sistema celulolitico

microbiano pode sofrer repressao catabdlica caso estejam na presenca de elevadas
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concentracdes de acucares, tais como glicose, maltose e arabinose. Fontana e Silveira
(2012) constataram que concentragdes de glicose acima de 10% provocam efeito
inibitério na producédo de poligalacturonases por Aspergillus orizae em substrato de
farelo de trigo.

O teor de solidos soluveis totais foi relativamente alto para a Pl (60°Brix) quando
comparado ao teor de ART. Isso significa que, além de acgucares, a palma apresenta
um alto teor de outras substancias sollveis, tais como acidos organicos. Ja o teor de
solidos soluveis para a PL foi de 10°Brix, significando que o processo de lavagem da
palma removeu parte dos minerais e outras substancias presentes no substrato, porém
mais uma vez constata-se que o processo de lavagem nao foi suficiente para remover
todos os sélidos soluveis presentes na palma. Durante a lavagem, por mais que se
acrescentasse agua, nao se percebia diminuicao no °Brix.

O teor de celulose na biomassa da palma seca foi de 37,34 %. Este valor foi
superior ao encontrado por Torres Neto (2010), que foi de 20,39%; e ao determinado
por Tosto et al.(2007), que foi de 21,15% para a biomassa da palma forrageira seca.
Lins (2012) determinou um teor de 32,37% de celulose para o residuo agroindustrial do
caju. Ja Herrera et al. (2004) encontrou um percentual de celulose de 34% para a palha
de sorgo. Portanto, o teor de celulose determinado para a palma neste trabalho é
importante, porque além desse polissacarideo ser uma fonte indutora na produgéo das
celulases, também pode sofrer hidrélise enziméatica, sendo transformado em acucares
fermentesciveis.

O pH, medido no extrato obtido da palma sélida seca, foi de: 4,62 para Pl e 4,76
para PL, esses valores demonstram que esse material € um substrato adequado para o
desenvolvimento de fungos filamentosos, pois, de acordo com Sohail et al. (2009), a
producéo de celulases por Aspergillus niger s6 tem inicio quando o substrato apresenta
valores de pH proximos a 4,0. Segundo os mesmos autores, caso o pH inicial do meio
seja maior que 4,0; ele diminuira no decorrer da fermentacgéo, estabilizando em valores
entre 3,5 e 4,0.

O pH da PL foi mais elevado devido a possivel remocdo de acidos organicos
durante o pré-tratamento por lavagem. Estes valores foram um pouco superiores ao
determinado por Santos et al. (2011) para a biomassa da palma, que foi de 4,45. Ja o
valor de pH medido por Torres Neto (2010) foi de 4,12. O pH € uma variavel importante
na obtencdo de enzimas por fermentacdo semissélida, e o meio acido é uma

vantagem. Segundo Zheng e Shetty (2000), as enzimas produzidas por
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microrganismos em processos de fermentagdo semissdlida com residuos citricos
apresentam maior estabilidade frente as variagdes de pH. Isto foi confirmado por Souza
et al. (2010), que estudaram a produgcao de pectinases por Aspergillus niger em
substrato formado por casca e albedo de maracuja (Passiflora edulis flavicarpa), e
verificaram que a enzima era estavel em valores de pH entre 3,5 a 5,5.

A distribuicdo granulométrica das biomassas trituradas encontra-se representada
na Figura 4.1.

Figura 4.1 - Distribuicdo granulométrica das biomassa da palma integral e da

palma lavada
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A Figura 4.1 mostra que a lavagem da biomassa da palma resultou em um material
com maior tamanho de grdos quando moido. Enquanto a biomassa da palma integral
resultou em um material com 53% das particulas com tamanho superior a 0,425 mm, o
material resultante da trituragdo da palma lavada apresentava 78,25% das particulas
com tamanho superior a 0,425 mm. Portanto a lavagem da palma diminuiu
consideravelmente a formagdo de particulas com reduzido didmetro. Os finos
(particulas nao retidas pela peneira de 0,125 mm) representaram 10,63% para a palma
integral. A palma lavada tinha apenas 2,49% de finos. E possivel que o procedimento
de lavagem tenha removido particulas sollveis que, na palma integral, formariam
aglomerados frageis e quebradicos durante a secagem, originando uma grande
quantidade de particulas com reduzido tamanho.

Em relagdo a granulometria do leito para a fermentacdo semissélida, os estudos
realizados por Botella et al. (2007), que utilizaram diferentes granulometrias de

particulas para a producao de pectinases e xilanases (0,06 a 1,00 mm; 0,74 a 1,00 mm
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e 1,00 a 1,60 mm) mostraram que o tamanho das particulas ndo teve influéncia
significativa na producao das enzimas.

Porém, de acordo com Souza et al (2010), o tamanho das particulas pode ter
influéncia no processo de fermentacao semissoélida, uma vez que, embora particulas de
reduzido tamanho oferecam maior area superficial para o ataque microbiano, as
particulas tendem a compactar-se mais facilmente, dificultando a aeragéo do sistema e
a respiragcao das células. Ja as particulas maiores facilitam a aeragdo por promoverem
mais espaco Interparticulas, porém prejudicam a absor¢cdo dos nutrientes pelo
microrganismo. Por isso, Pinto et al. (2005), ressaltam que o substrato ndo deve
apresentar aglomeragédo das suas particulas individuais, para que o0 ar necessario ao
desenvolvimento microbiano atravesse os espacos vazios do meio.

O valor da massa especifica aparente para a palma integral e a palma lavada foi de
0,30 e 0,27 g/cm® respectivamente. De acordo com Souza et al. (2010), os valores de
massa especifica aparente revelam que estes residuos ndo apresentam tendéncia a
compactacao, gerando 0s espagos vazios entre suas particulas, suficientes para a
respiracdo e o0 metabolismo do microrganismo quando aplicados na fermentacao
semissélida. Quanto a massa especifica, ambos os residuos apresentaram, como era
de se esperar, 0 mesmo valor: 1,25 g/cm®.

Com os valores de massa especifica e massa especifica aparente foram calculadas
as porosidades maximas que o leito da fermentacdo semissélida pode apresentar.
Estes valores foram 0,760 + 0,01 e 0,780 £ 0,01 para a biomassa processada da palma
integral e da palma lavada respectivamente. A palma integral apresentou maior
porosidade porque tinha maior quantidade de particulas de tamanho reduzido. Esses
valores de porosidade sao suficientes para favorecer a aeragdo do sistema, tornando
disponivel o oxigénio necessario ao desenvolvimento dos microrganismos.

4.2 - FERMENTAGAO SEMISSOLIDA.
4.2.1 Acompanhamento cinético
Uma fermentacao foi conduzida utilizando a biomassa seca da palma forrageira

sem a operacao de lavagem (PIl). Os parametros iniciais do processo foram baseados
na bibliografia consultada. A umidade foi fixada em 90% (ARAUJO et al. 2005). J& os
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demais parametros, como a adicdo de 1% de sulfato de aménio e inoculagédo de 10’
esporos de Trichoderma Reesei LCB 48 por grama de substrato, seguiram a
metodologia utilizada por Amorim (2010) e Lins (2012) no cultivo semissoélido de
Trichoderma reesei em residuo de caju. A fermentacéo ocorreu a 28°C por 280 horas.
Durante o processo, foram recolhidas amostras periodicamente para acompanhamento
da variacdo de AR, umidade e atividade CMCase no meio fermentado. Os resultados
deste procedimento estdo na Figura 4.2. Os dados de atividade no grafico estdo
expressos em unidades de atividade por grama de substrato hidratado (U/g), para

facilitar sua comparacao com outros parametros de mesma ordem de grandeza.

Figura 4.2. Acompanhamento cinético da producado de CMCase na fermentagéo
semissolida da Palma Integral
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A Figura 4.2 mostra que, durante as primeiras 50 horas, houve uma grande
reducdo no total de agucares redutores presentes. Desde as primeiras horas da
fermentacdo, o microrganismo passou a metabolizar os agucares presentes, nao
havendo a necessidade de excretar enzimas para hidrolisar a celulose da palma e
produzir mais agucares.

Porém, a partir de 25 horas de fermentacao, observa-se uma crescente producao
de atividade CMCase, ao mesmo tempo em que o teor de glicose continua diminuindo,

até estabilizar apdés 100 horas de fermentagéo.
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A atividade CMCase atinge um maximo em 110 horas (0,645U/g ou 6,45 U/gds).
Neste ponto, a produtividade foi de 0,006 U/g.h.

Ha uma pequena reducdo na atividade de CMCase depois das 110 horas. O
grafico mostra a tendéncia da fermentagéo ser conduzida por muito mais tempo, porém
com reducao de produtividade, a qual era 0,002U/g.h nas 208 horas de processo.

Trabalhos desenvolvidos com base na fermentagdo semissolida da palma
forrageira tém, geralmente, encontrado atividade 6tima em torno de 72 horas (Santos et
al, 2012; Santana et al., 2012).

O extrato enzimatico com maior atividade obtido nesta etapa deste trabalho foi
0,129 U/mL. Em geral, a produgdo de celulases por fermentacdo semissolida tem
produzido extratos com atividade inferior a 1U/mL. Rajeev et al. (2009) estudando a
producdo da enzima celulase empregando T. reesei Rut C-30 em farelo de trigo
quimicamente tratado como substrato, produziram niveis apreciaveis de atividade de
endoglucanase (0,45 U/mL). Ja Victor et al. (2003) obtiveram 0,0743, 0,0573 e
0,0502 U/mL de celulase durante 120h de fermentagdo utilizando serragem,
bagaco de cana e sabugo de milho, respectivamente, como substratos para
producéo de celulases por uma cepa de Aspergillus flavus.

Estes valores ndo diferem muito quando se trata de fermentagdo submersa, pois
Aguiar e Menezes (2000) estudaram a producdo de celulases e xilanases por
Aspergillus niger por meio da fermentagdo submersa utilizando o bagaco de
cana-de-aglcar e obtiveram atividade de CMCase de 0,20 U/mL.

A Figura 4.2 mostra que a umidade permaneceu praticamente constante, em
cerca de 90%. Portanto, havia atividade de &gua suficiente para os microrganismos
manterem-se viaveis apés 200 horas de fermentagéo.

4.2.2 - Avaliacao da lavagem da biomassa, da umidade e da adicao de fonte de
nitrogénio.

A lavagem da biomassa da palma triturada teve por objetivo a remocédo dos
acucares e solidos soluveis. Tal procedimento foi realizado porque em ensaios
preliminares verificou-se que, na palma lavada, os fungos se desenvolviam mais
rapidamente. Além disso, o procedimento de lavagem diminui o teor de glicose no
substrato, forcando os microrganismos a buscarem fontes alternativas de carbono,

como a celulose, sendo induzidos a produzirem celulases para quebrar a molécula de
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celulose e obter glicose para seu metabolismo. Assim, como observaram Amorim
(2010) e Lins (2012), a produgdo de celulase na biomassa lavada inicia-se mais
rapidamente. Nesta etapa, a avaliagdo dos resultados foi feita pela determinagéo da
atividade em carboximetilcelulose (CMCase). O ensaio foi conduzido por 110 horas. Os

resultados obtidos estdo na Tabela 4.2, junto com os respectivos desvios-padrao.

Tabela 4.2 - Avaliacdo da influéncia da lavagem, adicao de nitrogénio e umidade na
obtencao de CMCase.

Ensaio U (%) N (%) CMCase Pl (U/gds) CMCase PL (U/gds)

1 -1(45) -1(0) 0,089 0,101 0,628 + 0,011
2 1(90) -1(0) 2,078 £0,205 4,296 + 0,058
3  -1(45) +1(1) 0,000 0,007 0,640 + 0,002
4 1(90) +1(1) 4,870 0,044 3,780 + 0,046
5 0(675) 0(0,5 1,601 +0,031 1,774 + 0,011
6 0(675 0(0,5 1,501 +0,046 1,622 + 0,032
7 0(675) 0(0,5  1,349+0,025 1,580 + 0,044

Como pode ser verificado na Tabela 4.2, o procedimento de lavagem da matéria
prima diminuiu a quantidade de agua necessaria para o desenvolvimento dos
microrganismos, uma vez que na palma lavada, além da maior proliferacdo dos fungos
observou-se a producao de atividade enzimatica no substrato com umidade inicial de
45%, conforme mostra a comparacao entre os valores dos resultados dos ensaios 1 e
3.

Além disso, os mais altos valores de atividade em ambos os casos foram obtidos
com o teor mais elevado de umidade. Isto representa uma vantagem, pois, como a
raquete da palma possui cerca de 90% de umidade, € possivel aplicar a biomassa da
palma como substrato para fermentagdo semissdlida in loco com um minimo de
processamento (apenas trituracao e esterilizacdo), sem a necessidade de se adicionar
agua nesta etapa do processo.

Uma vez que o maior valor de atividade foi obtido para a palma integral, ndo ha
vantagens em lavar a biomassa da palma para compor o substrato da fermentagéao,
mesmo porque, sendo a 4gua um recurso escasso no semiarido, o procedimento de

lavagem iria desperdicar grande quantidade de agua e produzir um rejeito rico em
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matéria organica que poderia poluir 0os poucos mananciais e reservatorios da regiao ou
elevar os custos de producdo com seu tratamento antes de ser langado no ambiente.

De acordo com os estudos de Araujo et al. (2005), a umidade de 90% equivale a
uma atividade de agua (aw) de 0,89 (a 30°C) que é a minima necessaria para o cultivo
semissolido de Saccharomyces cerevisiae utilizando a biomassa da palma forrageira.
Santos et al. (2011), estudando a producao de celulases de Rhizopus sp. por cultivo
semissdlido de palma, determinaram que os melhores valores de atividade de agua
para a producao de CMCase era de 0,949. J4 Carvalho et al. (2012), que estudaram a
producéo de celulases pela fermentacao da biomassa da palma doce com Aspergillus
niger determinaram a atividade de agua de 0,985; equivalente a uma umidade de 85%
como a mais adequada.

Entretanto, Amorim (2010) estudou a producdo de celulases por Trichoderma sp
em bagaco de caju lavado e sem lavar e observou que, para umidade de 45%, 0 pico
de atividade foi atingido mais rapidamente quando se utilizou a matéria-prima lavada.

Lins (2012) alega que o teor de umidade do substrato é um dos fatores que mais
afetam o crescimento microbiano e a formacdo de produto, pois determina a
quantidade de agua inicial disponivel para o microrganismo (ay) € promove a dilatacao
do substrato, facilitando a penetracao de micélio para a utilizagdo do substrato.

Alcantara, Leite e Silva (2013); que estudaram a producédo de pectinases por
Aspergillus niger na fermentagdo semissolida do residuo do caju, determinaram que a
atividade de agua mais favoravel para a sintese das enzimas era superior a 0,9; o que
era atingido, no caso da utilizacdo do residuo do caju como substrato, em teores de
umidade acima de 35%. Os autores ressaltam que a atividade de agua, a qual esta
relacionada a umidade, é um fator limitante na fermentacdo semissélida, pois pode
interferir no crescimento do microrganismo e em suas reagoes metabdlicas.

Em relagdo a palma integral, ou seja, a biomassa de palma ndo lavada, os
resultados da Tabela 4.2 mostram que os ensaios conduzidos com 45% de umidade (1
e 3) resultaram em baixa ou nenhuma atividade celulolitica.

No ensaio 2, com umidade inicial de 90% foi possivel obter atividades maiores.
No ensaio 4, observa-se que, com a suplementacdo de nitrogénio, a atividade
celulolitica mais que dobrou. Este ensaio apresentou a maior produtividade (0,101
U/gds.h), sendo, possivelmente uma condicdo adequada para operagao da FSS.

Em relagdo ao ponto central (Ensaios 5, 6 e 7), com teor médio de umidade e
suplementacao, observa-se que os valores foram intermediarios aos obtidos com os
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valores minimos dos fatores (ensaio 1) e maximos (ensaio 4), sugerindo que a
atividade tem comportamento linear para os niveis estudados.

Além disso, foi observado que os extratos obtidos nos ensaios com baixa
umidade apresentavam-se mais escuros que aqueles produzidos na presenca de
umidades maiores, como pode ser observado na Figura 4.3. Observa-se também que
0s extratos de cores mais claras possuem maior atividade, os mais escuros
provavelmente possuem maior concentragdo de impurezas.

Figura 4.3- Aspecto dos extratos brutos recolhidos em cada ensaio da Pl

Para melhor avaliacdo dos dados experimentais, foi feito o tratamento estatistico
dos dados obtidos com a ajuda do software Statistica 5.0.

O diagrama de Pareto (Figura 4.4) mostra que tanto a umidade quanto a adi¢ao
de fonte de nitrogénio sdo parametros estatisticamente significativos no processo

fermentativo, influenciando positivamente na obtencéo de atividade celulolitica.
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Figura 4.4- Influéncia das variaveis fonte de nitrogénio (N) e umidade (U) na

fermentacao da biomassa da palma integral (PI)

27,2182

O modelo de regressao de primeira ordem proposto estd na Equacao 4.1. Tal
modelo explica 98,9% das variacoes.

CMCase=1,64114+1,71475U+0,67575N+0,72025UN (4.1)

Conforme relatam Alcantara, Leite e Silva (2013), a suplementacdo do substrato
com sulfato de aménio em pequenas quantidades geralmente resulta em um efeito
positivo na producdo enzimatica. Porém, em alguns casos, tal efeito pode ser
considerado desprezivel diante de outros efeitos mais significativos, como o tempo de
fermentacdo ou a umidade.

A Tabela 4.3 apresenta a analise de variancia (ANOVA) dos resultados para Pl e
o resultado do Teste F, o qual representa a razao entre 0 Fcacuiado € O Ftapelado. S€Mpre
que esta relagédo for maior que 1, a regressao é estatisticamente significativa, indicando
que ha relacdo entre as varidveis independentes e dependentes. Para que uma
regressao nao seja apenas estatisticamente significativa, mas também Util para fins
preditivos, o valor da razdo deve ser no minimo maior que 4,0 (BARROS NETO et al.
1995).
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Tabela 4.3. Andlise de varidancia ANOVA para os resultados do planejamento
experimental da fermentagdo com a biomassa da palma integral (Pl)

Fonte de variacao SQ GL MQ Fealculado
Regressao 15,66 3 5,22 87,00
Residuo 0,17 3 0,06

Falta de ajuste 0,14 1

Erro puro 0,03 2

Total 15,83 6

%R? 98,9

F iabelado = 9,28 Teste Fs%»= 9,37

Como pode ser observado na Tabela 4.3, o modelo matematico obtido podera ser
usado para fins preditivos, pois o Teste F apresentou valor superior a 4,0.
A Figura 4.5 exibe a superficie de resposta que mostra a influéncia da umidade

inicial e concentracao de nitrogénio no meio fermentado sobre a atividade CMCase.

Figura 4.5. Producdo de CMCase em funcao da adicao de fonte de nitrogénio (N)
e umidade (U) na fermentacao da biomassa da palma integral (PI)

B 0,25

L=obity 2N

Verifica-se a grande influéncia que a umidade tem na producéo de CMCase e que
também a suplementagdo de nitrogénio contribui para o aumento da atividade da
CMCase produzida por Thichoderma reesei LCB 048.
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As condi¢des operacionais do Ensaio 4 para a fermentagdo da palma integral (Pl),
com umidade inicial de 90% e concentragdo de sulfato de amonio em 1% sao as mais
adequadas para a condugdo do processo fermentativo utilizando a biomassa da palma
integral (Pl) como substrato.

Para os ensaios realizados com a biomassa da palma lavada (PL), os resultados
da Tabela 4.2 mostram que os ensaios conduzidos com o menor valor de umidade,
45%, (ensaios 1 e 3) também resultaram em valores mais baixos de atividade CMCase,
embora sejam muito superiores aos valores obtidos nas mesmas condi¢des para a Pl.

O ensaio 2, com umidade inicial de 90% e nenhuma suplementacao foi o que
resultou no valor mais alto de atividade CMCase (4,296 U/gds), apresentando uma
produtividade de 0,0895 U/gds.h. Este ensaio representa uma condi¢cdo adequada para
0 processo da FSS usando PL. Porém, este valor é inferior ao resultado obtido no
ensaio 4 para Pl (4,870 u/gds com produtividade de 0,101 U/gds.h).

Em relagdo ao ponto central (Ensaios 5, 6 e 7), observa-se que os valores de
atividade foram superiores aos ensaios 1 e 3, com umidade de 45%; mas inferiores aos
valores dos ensaios 2 e 4, com umidade inicial de 90%, sugerindo um comportamento
linear. A média dos trés pontos foi de 1,6587 U/gds; com coeficiente de variacao de
6,15%; indicando baixa disperséo, ou seja, boa reprodutibilidade das trés repeti¢des.

Para os ensaios conduzidos com a palma lavada (PL), o diagrama de Pareto
(Figura 4.6) mostra que apenas a umidade foi estatisticamente significativa (para p <
0,05) o que significa que a influéncia deste parametro na atividade obtida € superior a
influéncia da suplementacao de nitrogénio e a combinacao desses dois fatores, que

inclusive tiveram influéncia negativa no processo.
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Figura 4.6- Digrama de Pareto mostrando a influéncias das variaveis adi¢cdo de

fonte de nitrogénio (N) e umidade (U) na produgcao de CMCase na fermentagédo semi-

sélida da biomassa da palma lavada (PL)

33,3519
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O modelo de regressao de primeira ordem proposto para a operacao com palma
lavada (PL) estd na Equacdo 4.2. Os parametros em negrito sao aqueles
estatisticamente significativos com 95% de confianga. Os coeficientes negativos na
equacao do modelo indicam que nos niveis mais baixos destas variaveis é onde se

obtém os maiores valores da resposta analisada.

CMCase=2,0457+1,702U - 0,126N - 0,132UN (4.2)

O ajuste do modelo exibido na Equacéao 4.2 foi de 0,94; indicando que 0 modelo
linear é adequado para a representacdo deste processo. Como a influéncia da

suplementacdo com nitrogénio e sua interacdo com o valor de umidade nao sao

estatisticamente significativos, o0 modelo pode ser simplificado para (Equagéo 4.3):

CMCase = 2,045 + 1,702U (4.3)
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A analise de variancia (ANOVA) para os ensaios com PL encontra-se na Tabela
4.4.

Tabela 4.4- Andlise de variancia ANOVA para os resultados do planejamento
experimental da fermentagdo com a biomassa da palma lavada (PL)

Fonte de variacao SQ GL MQ Fealculado
Regressao 12,37 1 12,37 309,25

Residuo 0,15 5 0,04
Falta de ajuste 0,79 1
Erro puro 0,02 2
Total 15,53 6
%R? 93,56
F tabelado = 6,61 Teste Fs%= 46,79

O Teste F na Tabela 4.4 teve um valor superior a 4,0. Portanto o modelo
matematico obtido pode ser usado para fins preditivos.

Na Figura 4.7 é exibida a superficie de resposta que mostra a influéncia dos
parametros umidade e fonte de nitrogénio na obtencao de CMCase.

Figura 4.7. Producdo de CMCase em funcao da adi¢cao de fonte de nitrogénio (N)
e umidade (U) na fermentacdo semissolida da biomassa da palma lavada (PL)

= MDD




89

A superficie da Figura 4.7 mostra a grande influéncia que a umidade tem na
producdo de CMCase. Porém, neste caso, a suplementacdo com fonte de nitrogénio
reduziu a producao de atividade CMCase pelo Thichoderma reesei LCB 048.

Portanto, as condicbes operacionais do Ensaio 2 para a fermentacdo da palma
lavada (PL), com umidade inicial de 90% e nenhuma suplementacdo é a melhor
condicao operacional para o processo fermentativo usando a palma lavada.

Comparando-se os dois processos, percebe-se que a lavagem da palma apenas
diminui o tempo em que o complexo celulolitico comega a ser produzido, néo
influenciando muito na obtencao das celulases. Além disso, devido as caracteristicas
hidrofilicas e viscosas que as particulas da palma apresentam quando é triturada, o
processo de lavagem torna-se dificil e consome muita agua (cerca de 200 litros de
agua corrente para cada quilo de palma cortada e triturada), o que faz esse processo
inviavel, principalmente em regides semiaridas. Além disso, o maior valor de atividade
foi obtido para a palma sem lavar (Pl). Portanto, o pré-tratamento da biomassa da
palma baseado na sua lavagem em agua corrente deve ser descartado.

Uma observagédo importante a ser feita € que a palma in natura possui cerca de
90% em umidade. Isso significa que a condugdo de um processo que utilize a palma in
loco nao necessita de agua para hidratacdo do substrato, apenas esterilizacdo com
vapor umido, ndo havendo necessidade de suplementagao.

Embora esse teor de umidade se distancie um pouco do conceito de fermentacao
semissélida, o meio de cultura nao fica tao liquido como em uma fermentacao
submersa, pois a biomassa da palma absorve muita agua, tanto que apéds a
esterilizagédo (autoclave a 121 °C por 15 minutos) o meio torna-se bastante pastoso. Foi
observado que o desenvolvimento dos fungos da-se principalmente na superficie do
substrato.

4.3 EXTRACAO DAS ENZIMAS

A Tabela 4.5 mostra os resultados do ensaio de lixiviacdo realizado a partir de
uma fermentacdo conduzida nas melhores condicdes de umidade, concentracao de
fonte de nitrogénio e tempo que proporcionou a maior atividade das enzimas CMCase
para Pl e PL.
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Tabela 4.5 - Resultados obtidos na variagao dos parametros agitacao (Ag), tempo de

contato (ic) e relagao solvente/substrato (Re) na extragdo da CMCase produzida

Ensaio Ag (rpm) tc (min) Re (mL/g) CMCase (U/gds) “Concentragao
de CMCase (U/mL)
1 -1(50) -1 (15) -1 (2) 2,623 + 0,045 0,013
2 +1(150) -1 (15) -1 (2) 2,678 + 0,067 0,013
3 -1 (50)  +1 (45) -1 (2) 2,695 + 0,025 0,013
4 +1 (150) +1(45) -1(2) 2,519 £ 0,056 0,013
5 -1(50) -1(15) +1 (5) 6,036 £ 0,071 0,012
6 +1(150) -1 (15) +1(5) 5,974 £ 0,143 0,012
7 -1(50)  +1(45) +1(5) 5,816 £ 0,116 0,012
8 +1(150) +1 (45) +1(5) 5,473 £ 0,169 0,011
9 0 (100) 0 (30) 0(3,5) 4,060 £ 0,217 0,012
10 0 (100) 0 (30) 0(3,5) 4,039 £ 0,121 0,012
11 0 (100) 0 (30) 0 (3,5) 4,153 £ 0,090 0,012

*Obs:Os desvios dos valores de concentragao foram todos inferiores a = 0,001 U/mL.

Os valores de CMCase para os ensaios de 1 a 4;de 5a 8 e de 9 a 11 foram muito
proximos. Estes ensaios tinham em comum o mesmo valor do parametro relacao
solvente/substrato (RE).

O menor valor de atividade recuperada (2,519 U/gds) foi para o quarto ensaio,
gue teve tempo e agitagdo maximos e relacdo RE minima. O maior valor observado, de
6,036 U/gds foi para o ensaio 5, que teve tempo e agitacdo minimos, mas relacao
maxima.Valores intermediarios a esse foram observados nos pontos centrais.

Além disso, foi verificado que a utilizagdo de menores volumes de solvente nao
contribui  significativamente para a obtencdo de extratos mais concentrados em
atividade enzimatica, uma vez que a concentracdo enzimatica variou muito pouco em
fungdo da variagdo do volume de tampao adicionado (os valores de atividade nos
extratos variaram entre 0,011U/mL e 0,013U/mL), revelando que ndo se obtém extratos
brutos mais concentrados ao se trabalhar com pequenos volumes de tampao.

Aparentemente, o principal obstaculo a recuperacdo das celulases é sua baixa
solubilidade. Os valores de concentracdo nos extratos foram préximos porque o
tampao, provavelmente ficou saturado de enzimas em todos os ensaios, 0 que justifica
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uma maior recuperagéo de atividade do meio fermentado com o aumento do volume de
tampao.

O gréfico de pareto, exibido na Figura 4.8, mostra que a relagao
solvente/substrato é o parametro que mais influencia neste processo, embora os
demais parametros e suas interacoes também sejam estatisticamente significativos no

nivel de confianca de 95%.

Figura 4.8 Influéncia dos parametros testados na extracdo de CMCase
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O gréfico de Pareto mostra ainda que a contribuicdo da agitagdo e sua interacao
com o tempo de contato tem influéncia negativa no processo. Para os mais altos
valores de tempo de contato e agitacdo houve uma reducédo na atividade enzimatica,
causada possivelmente pela agitacdo do meio, 0 que pode ter danificado a estrutura
das enzimas, diminuindo sua atividade.

O modelo de regressao linear proposto é mostrado na Equagédo 4.4, no qual:
A=Agitagéo, B=tempo de contato e C=relagdo solvente/substrato

CMCase= 3,8241+0,434A+0,399B+1,0980C + 0,564AB+0,464AC+ 0,421BC 4.4)
-0,506ABC '
A tabela 4.6 mostra a andlise de andlise de variancia para os resultados obtidos

nos ensaios do planejamento fatorial para o estudo da extragao.
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Tabela 4.6 - Andlise de variancia ANOVA para os ensaios de extracao

Fonte de variacao SQ GL MQ Fcalculado

Regressao 20,16 7 2,88 33,23
Residuo 0,26 3 0,09

Falta de ajuste 0,28 1

Erro puro 0,007 2

Total 20,45 10

%R? 98,60

F tabelado = 8,89 Teste Fs%= 3,73

Como o valor do Teste F foi inferior a 4,0 0 modelo € significativo, mas nao é
preditivo para representar a operagéo de lixiviagdo com valores de parametros fora da
faixa estudada.

Os valores testados para a relacdo solvente/substrato foram pequenos porque
se pretendia obter extratos mais concentrados. Porém, foi demonstrado que a
recuperacdo de atividade do meio sélido fermentado € proporcional a razao
solvente/soluto empregada. Ou seja, é possivel uma recuperacao maior de atividade
com o aumento do volume de tampao. Ha trabalhos na literatura em que foram usadas
relacdes de até 20 mL/g para a recuperacgao de celulases (AMORIM, 2010).

Os resultados obtidos neste trabalho sao similares aos encontrados por Pirota et
al. (2013) que estudaram a lixiviagdo de endoglucanases produzidas por Aspergillus
niger na fermentacdo semissolida do farelo de trigo. Usando um planejamento
experimental, os autores verificaram a influéncia da temperatura, da razao
solvente/substrato e da agitagdo na recuperacéo da atividade celulolitica produzida no
meio fermentado. O estudo mostrou que apenas a relagdo solvente/substrato era
estatisticamente significativa e que as condicdes mais favoraveis para a extracao de
endoglucanases era a utilizacdo de tampéao acetato de sédio 0,2 mol / L, pH 4,8 como
solvente, tempo de contato de 10 minutos e uma relacdo solvente/substrato de 9:1
(9mL/g).

Como o maior valor de relagcao solvente/substrato testado neste trabalho foi de
5:1, houve a necessidade de verificar se era possivel aumentar a atividade recuperada
do meio de fermentacdo pelo aumento da relacdo solvente substrato. Portanto, um

novo teste foi realizado, variando-se apenas a razao (RE) nos valores de 7,5:1; 10:1;
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15:1 e 20:1. O tempo de contato foi fixado em 15 minutos, com agitacdo de 50rpm a

temperatura de 28°C. Os resultados deste teste estdo na Tabela 4.7.

Tabela 4.7- Resultados das atividades CMCases obtidas para as relacoes
solvente/substrato testadas

Ensaio Relacao (mL/g) CMCase (U/gds)

1 7,5 7,501 £0,124
2 10 9,214 £ 0,625
3 15 12,632 + 0,190
4 20 15,145 + 0,292

Como pode ser observado na Tabela 4.7; a utilizacdo de uma relacao
solvente/substrato adequada favorece uma maior recuperagéo da atividade produzida.
Portanto, pode-se afirmar que o fungo Trichoderma reesei LCB 048 chegou a produzir
atividades de até 15,145 U/gds em 110 horas de fermentacdo semissélida de palma
forrageira suplementada com 1% de fonte de nitrogénio e umidade de 90%. A
produtividade nesse caso foi de 0,137 (U/gds.h). Em relagcao ao ensaio 5 da Tabela 4.7
no qual foi utilizado uma razao solvente/substrato de 5:1 (mL/g), o ensaio no qual se
utilizou 20:1 (mL/g) apresentou um aumento na recuperagao da atividade produzida no
meio semissolido de cerca de 150%.

As superficies de resposta da Figura 4.9 ilustram a acdo dos parametros da
lixiviagdo sobre a atividade recuperada do meio fermentado. Mais uma vez fica
evidente a influéncia do parametro Relacdo solvente/substrato (RE) na atividade

recuperada.
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Figura 4.9. Atividade CMCase em funcao da agitacao e relacao (A);Tempo de contato

e relagao (B); e tempo de contato e agitacao (C)
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As Figuras 4.9A e 4.9B mostram a grande influéncia que tem a varidvel relagéo
solvente/substrato no processo de lixiviagdo, pois para os valores mais altos deste
parametro é que se observam as maiores atividades em CMCase. A Figura C mostra
que o tempo de contato (ic) e a agitagdo (Ag) tém influéncia positiva no processo. E
possivel que a influéncia da relagdo solvente/substrato (Re) seja tdo elevada que
mascare as influencias do tempo de contato e agitacao.

Segundo Fernandez e colaboradores (2012), a relacdo entre a quantidade de
sélido a tratar e o volume de solvente é de grande importancia. A intensidade e o
carater do processo de extracdo solido-liquido dependem em grande parte da

difusividade do soluto na fragdo do solvente selecionado, assim como da concentragao
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de saturacdo do soluto no solvente, pois esta diretamente relacionado com a forca
motriz do processo. Por outro lado, € necessario levar em consideragdao que um grande
volume de solvente na extracdo dos solutos aumenta consideravelmente os custos de
purificacao e recuperacao do produto de interesse.

4.3.1 - Recuperacao de enzimas por precipitacao

Foram testadas duas técnicas de precipitacdo utilizadas para recuperacao de
proteinas: A precipitacdo com etanol e a precipitacdo com adicao de sulfato de aménio.

4.3.1.1 - Precipitagdo com etanol

Os resultados do ensaio de precipitacdo do complexo enzimatico com etanol
estdo na Tabela 4.8

Tabela 4.8- Atividade recuperada por precipitacdo com etanol

Concentracao de

Ensaio CMCase (U/gds) Recuperagéao
etanol
Extrato bruto 0 3,64 +£0,11 -
1 50% 0,81 £ 0,02 22,25 %
2 67% 0,47 £ 0,05 12,91 %
3 75% 0,51 £ 0,05 14,01 %

Para os ensaios de precipitagdo foram utilizados extratos fermentados brutos com
atividade em CMCase de 3,64 U/gds. Na Tabela 4.8, a coluna recuperacao refere-se
ao percentual dessa atividade original que foi precipitada pela adi¢cao de etanol.

Observa-se que a precipitacado com etanol nao foi eficiente, pois foi recuperada por
precipitacdo no maximo 22,25% da atividade contida no extrato bruto. A melhor
recuperacao foi para a adicdo de etanol na razao de 1:1.

Nos ensaios 2 e 3 foi precipitada uma quantidade visivelmente maior de proteinas,
porém o precipitado apresentava aspecto gelatinoso, uma evidéncia de desnaturacao
protéica.

Mawadza et al. (2000) usaram acetona a 55% na precipitacdo de celulases

produzidas por Bacillus strains. A recuperacdo das enzimas foi realizada por
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cromatografia, entretanto s6 foram recuperados 12% da atividade inicial do extrato

bruto.
4.3.1.2 - Precipitacdo com Sulfato de aménio

Dentre as fragGes de concentracao testadas, 20, 40, 60 e 80 % (p/v), a de 20 %
nao apresentou turvacdo. As fracoes de 40, 60 e 80% apresentaram turvacao
crescente, sendo a de 80% a que apresentou maior turvacdo, portanto maior efeito
salting out. Porém, o precipitado formado era visivelmente pulverulento e néo
apresentou tendéncia de sedimentacdo. Além disso, o extrato apresentava-se um
pouco viscoso. Nas condicbes de centrifugacdo testadas ndo houve a formagédo do
pelet, nem a deteccdo de atividade enzimatica. Leite et al (2003) atestam que tal
técnica nao é eficiente quando se tem extratos muito diluidos.

Leite e colaboradores (2007) utilizaram uma saturacdo de 80% de sulfato de
aménio para precipitar B-glicosidases de Aureobasidium pullulans e Thermoascus
aurantiacus, centrifugando a mistura a 10.000 rpm por 20 minutos, obtendo rendimento
de 91,5%.

Entretanto, Santos (2011), estudando a precipitagcdo de celulases produzidas por
uma linhagem mutante de Aspergillus niger, em farelo de trigo, nas mesmas condicoes
que este trabalho obteve recuperacdes de 18,3% para FPase; 88,4 para CMCase; 64,4
% para B-glicosidase e 108,6% para protease. Ainda de acordo com o autor, a
presenca de proteases no complexo enzimatico ndo € desejavel, ja que as proteases
podem promover a desnaturacdo de enzimas.

De qualquer forma, a etapa de precipitacdo, seja com sal ou com solvente, embora
tenha ampla utilizagdo em ensaios de bancada, ndo parece uma alternativa adequada
para uma planta, como uma biorrefinaria implantada no semiarido, pois, além de nédo
serem eficientes para tal substrato, tais técnicas utilizariam grandes quantidades de sal

ou etanol, aumentando os custos do processo e o volume de rejeitos.

4.4 CARACTERIZACAO DAS ENZIMAS

4.4.1 Temperatura 6tima da atividade CMCase

O efeito da temperatura na atividade CMCase é mostrado na Figura 4.10.
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Figura 4.10. Efeito da temperatura na atividade enzimatica
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Como mostra o grafico da Figura 4.10, o extrato apresentou atividade CMCase
maxima na temperatura de 55°C. Este resultado concorda com os de Akcapinar, Gul e
Sezerman (2012), que ao estudarem o efeito da temperatura de endoglucanases
produzidas por Trichoderma Reesei e Pichia pastoris, determinaram que a atividade
maxima (CMCase) era obtida em temperaturas entre 45 e 55 °C.

4.4.2 pH 6timo

Os valores de atividade CMCase testados nos pHs entre 2,5 e 8,5 sdo exibidos na
Figura 4.11.

Figura 4.11. Efeito do pH na atividade enzimatica
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A atividade enzimatica de complexos enzimaticos excretados por fungos tém
atuacado na faixa de pH &cida. Os maiores valores de atividade foram obtidos para pHs
entre 4,0 e 5,0. A partir do pH 5,0; a atividade enzimatica decaiu acentuadamente, nao
sendo mais detectada em pH 7,0.

Este resultado € similar aos encontrados por Akcapinar, Gul e Sezerman (2012)
determinaram que o pH 6timo para endoglucanases produzidas por Trichoderma
Reesei e Pichia pastoris era 5,0.

Os valores de pH e temperatura 6tima encontrados neste trabalho concordam
também com os obtidos por Medina, Nufez e Ordeiiez (2010), que encontraram como
valores 6timos a temperatura de 50°C e o pH de 5,3 para o complexo celulolitico
produzido pelos fungos Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius e Lentinula edodes,
na fermentacao semissélida da biomassa da bananeira.

Portanto, no que diz respeito ao comportamento quanto ao pH e temperatura, a
enzima produzida por Trichoderma reesei LCB 48 é similar ao apresentado pelo
complexo enzimatico de outros fungos, até mesmo quando induzidos por outras
matérias-primas.

Os métodos presentes no protocolo da IUPAC, preparado por Ghose (1987), para
medicdo da atividade celulolitica de extratos enzimaticos produzidos por fungos sao
conduzidos em pH 4,8 e temperatura de 50°C, por serem estes valores 6timos de pH e

temperatura normalmente apresentados por celulases fungicas.

4.4.3 Estabilidade enzimatica frente ao pH

Mudancas no pH de um determinado meio podem alterar a estrutura das enzimas
presentes por meio de interacdes de natureza elétrica. Mudancgas brandas no valor do
pH podem promover a dissociacao da enzima, que tanto podem leva-la a formas mais
ativas quanto promoverem sua desativacao (Nelson e Cox, 2011).

O gréfico da Figura 4.12 representa a atividade residual do extrato, em CMCase,
apoés inoculacao por 24 horas em diferentes valores de pH.
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Figura 4.12. Atividade residual do extrato apds inoculacdao em diferentes valores de
pH.
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A atividade residual foi calculada em relacdo a atividade do extrato no pH padréao
de leitura da atividade CMCase (pH 4,8), ao qual foi atribuido o valor de 100%
(0,210U/mL). Conforme pode ser observado na Figura 4.13, a incubagédo do extrato
bruto em valores de pH superiores a 4,8 promoveram um aumento da atividade
CMCase, atingindo o valor maximo de 26% quando a enzima foi incubada no pH de 6,5
(0,265 U/mL). Porém, em valores de pH acima de 6,5 a atividade enzimatica sofre uma
reducdo muito brusca, sofrendo desativacao irreversivel em valores de pH acima de
7,0. No pH de 10,7 a atividade residual era de apenas 3% (0,006 U/mL). Tal
comportamento indica que a enzima possui baixa estabilidade frente ao pH.

Os valores encontrados sdo similares aos apresentados na literatura para
celulases fungicas. Gao et al. (2008) verificaram que as celulases CMCase e -
glicosidase produzidas por Aspergillus terreus M11 em substrato de palha de milho
exibem consideravel estabilidade na faixa de pH de 2 a 5.

4.4.4 Estabilidade enzimatica da CMCase frente a temperatura

A estabilidade da CMCase frente a temperatura € mostrada na Figura 4.13, na
forma de atividade residual



Figura 4.13. Atividade residual do extrato apds inoculacao a diferentes valores de
temperatura
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A enzima CMCase produzida mostrou-se sensivel a temperatura, desativando-se
irreversivelmente durante o periodo de incubacao. Além disso, houve diminuicdo da
atividade com o tempo de incubagao em todas as temperaturas estudadas. A reducéo
de atividade foi mais rapida nas temperaturas mais elevadas. Na temperatura de 50°C,
a enzima ainda apresentava mais de 40% de sua atividade inicial em 90 minutos de
incubacdo. Nas temperaturas superiores a 60°C, a enzima ja tinha perdido mais de

80% de sua atividade nos dez primeiros minutos de ensaio, 0 que demonstra que a

estabilidade da enzima frente a temperatura € baixa, ndo sendo adequada sua
utilizacdo em processos acima de 50°C.

Akcapinar, Gul e Sezerman (2012), ao estudarem a termoestabilidade de
endoglucanases produzidas por uma cepa mutante de Trichoderma reesei , verificaram

que as enzimas produzidas por este microrganismo era estavel por até 72 horas na
temperatura de 50 °C, mantendo ainda 53% de sua atividade inicial apos este periodo.

Porém, o microrganismo utilizado por esses autores foi modificado geneticamente para
produzir celulases mais estaveis.

100
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4.5 APLICACAO DO EXTRATO ENZIMATICO OBTIDO NA HIDROLISE DA
BIOMASSA DA PALMA.

O extrato enzimatico utilizado nos ensaios de hidrélise apresentou os valores de

atividade exibidos na Tabela 4.9.

Tabela 4.9 Valores de Atividade celulolitica e AR do extrato empregado na hidrélise

Parametro Valor

Acucares redutores (mg/mL) 0,318 + 0,013
Atividade CMCase (U/mL) 0,181 £ 0,006
Atividade FPase (U/mL) 0,101 £ 0,005
Atividade Celobiase (U/mL) 0,028 + 0,007

Os dados da Tabela 4.9 revelam a presenca de acgucares redutores no extrato
bruto, os quais podem atuar como inibidores da atividade celulolitica.

Quanto a atividade enzimatica, o extrato bruto apresentava maior atividade de
CMCase e menor atividade de celobiase, sendo o valor de atividade FPase
praticamente intermediario. De acordo com Ogeda e Petri (2010), o Trichoderma reesei
produz um extrato enzimatico que pode conter no maximo 4% de enzimas que atuam
sobre a celobiose, as B-glucosidases, por isso chamadas de celobiases, Ainda
segundo esses autores, parte das celulases excretadas por esse fungo atuam sobre
carboximetilcelulose (cerca de 45%). Isso explica porque a atividade em CMCase no
extrato foi superior a de celobiase. A FPase depende da acdo sinérgica das demais
enzimas do complexo, por isso apresentou atividade intermediaria.

Como foram empregados 50 mL do extrato para cada baldo contendo 1g de
biomassa ou de residuo da fermentacéo, havia na mistura reacional um total de 9,05U
de CMCase; 5,05 U de FPase e apenas 1,4 U de celobiase. A Figura 4.14 mostra um
aumento na concentracdo de acucares redutores (glicose) durante o periodo de 52
horas de processo, 0 que significa que as enzimas presentes no extrato foram capazes
de catalisar a clivagem da celulose da biomassa da palma e do residuo da fermentagéao
da palma em agucares redutores. Os resultados da hidrélise sdo mostrados na Figura
4.14.
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Figura 4.14- Ensaio de hidrdlise da biomassa da palma e do residuo da

fermentacao semissolida pelas enzimas obtidas na fermentagéo
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Observa-se que, para um tempo de 48 horas houve em geral um aumento na
concentracdo de AR. Para a biomassa pré-tratada, observou-se um aumento de 0, 442
g/L para 3,016 g/L, o que corresponde a um aumento de 6,8 vezes. Ja para o residuo
da fermentacdo, a variacao do teor de AR no mesmo periodo foi de 0,335 g/L para
2,287¢g/L, o que corresponde também a um aumento de cerca de 6,8 vezes. Nesse
periodo, a producao de AR foi de 2,57¢/L para a biomassa pré-tratada e 1,95 g/L para
o residuo da fermentacao pré-tratado.

Observa-se que, ja nas primeiras horas do processo, ha a conversao de celulose
em glicose (ARgiomassa € ARResiquo, para a hidrolise da biomassa e do residuo da
fermentacao respectivamente), sendo que por volta de 6,5 horas do inicio do processo,
a taxa de conversao diminui. A produtividade maxima ocorre nas primeiras horas do
processo. Os valores de produtividade (Pgiomassa © PRresiduo) 80 exibidos na Tabela 4.10.



103

Tabela 4.10. Produtividade de AR durante o processo de hidrolise da biomassa da

palma e do residuo da fermentagcdo semissélida

Tempo (1) AR somsss (MG) ARmsino(mg) (oo Posaie

0 0,00 £0,00 0,00 £0,00 0 0

4 66,87 + 0,01 61,65 0,00 334,4 308,2
7 88,42 + 0,00 81,48 £ 0,00 252,6 232,8
17 102,60 £0,04 80,41 £0,00 120,7 94,6
21 105,10 £ 0,01 75,90 + 0,08 100,2 72,2
25 112,41 + 0,01 76,61 £ 0,00 90,0 61,2
28 118,36 + 0,01 76,76 £ 0,01 84,6 54,8
41 128,66 + 0,01 97,60 + 0,01 62,8 47,6

Ogeda e Petri (2010) apontam que a redugao na produtividade de glicose pode ser
causada por inibicao pelos produtos da hidrélise, como glicose e celobiose. Portanto,
esta etapa pode ainda ser otimizada, seja com 0 aumento da concentracdo do extrato
ou com o melhoramento do pré-tratamento da biomassa da palma. Destaca-se ainda
que este ensaio demonstrou ser o residuo da fermentagdo semissélida da palma
forrageira uma fonte de celulose que pode ser hidrolisada. Portanto a biomassa
utilizada na fermentacao pode ser reaproveitada no processo de hidrélise subsequente.

Embora os valores de conversdao obtidos sejam baixos, deve-se levar em
consideracao o fato do extrato bruto ndo ter passado por nenhum processo de
concentracdo e apresentar valores baixos de atividade por encontrar-se diluido.
Sukumaran et al. (2009), por exemplo, obtiveram extratos contendo os produtos da
hidrélise de bagaco de cana; palha de arroz e biomassa de aguapé. A concentracao de
AR ao final de 48h de hidrélise foi de 14,20 g/L; 26,30 g/L e 17,79 g/L. Porém, o extrato
enzimatico de Trichoderma Reesei RUT 30 produzido na fermentacdo semissdélida do
farelo de trigo, que apresentava valores iniciais de atividade FPase e CMCase de
1,4U/mL e 14,98 U/mL respectivamente, teve seus valores de atividade aumentados
para 13,65 e 45,22 U/mL respectivamente, mediante precipitagdo com acetona gelada
na razao de 4:1 (4 partes de acetona para cada parte de extrato).

Ogeda e Petri (2010) ressaltam que a hidrélise enzimatica de materiais

lignocelulésicos geram glicose e celobiose, que por serem inibidores das celulases
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acabam diminuindo o rendimento da operagao. Este problema pode ser contornado
com adicdo de mais celulases, ou o uso de extratos mais concentrados, o que eleva os
custos. Uma solugdo apontada por estes autores seria 0 processo conhecido como
sacarificagdo simultanea e fermentacao (SSF), no qual o microrganismo fermentador é
adicionado no mesmo vaso em que ocorre a hidrélise, convertendo imediatamente a
glicose e celobiose geradas em etanol, evitando perda de atividade. Além disso, o
etanol produzido impede o desenvolvimento de microrganismos oportunistas, que
degradariam os agucares produzidos.

Lever, Ho e Cord-Ruwish (2010) concordam que a sacarificagdo e fermentacao
simultanea é o melhor caminho. Os autores defendem ainda que o processo seja
realizado no mesmo local em que a matéria lignocelulosica é gerada, de preferéncia
sem tratamento algum do extrato fermentado bruto, como foi feito nesta pesquisa, de

forma a reduzir os custos.
4.6 PARTICAO DE CELULASES POR MEIO DE SABS

O extrato bruto utilizado nos ensaios de partichio nao passou por nenhum
tratamento além da centrifugagéo, tendo sido obtido diretamente da etapa de lixiviagéo,
nas melhores condi¢gdes do processo. As caracteristicas do extrato enzimatico bruto

utilizado nos ensaios estao exibidas na Tabela 4.11.

Tabela 4.11 - Caracteristicas do extrato usado nos ensaios de particao

Parametro Valor

pH 4,8 £ 0,01
Densidade (g/ml) 1,00 £ 0,05
Teor de proteinas soluveis (ug/ml)  32,3+29
Acucares redutores (mg/mL) 0,248 £ 0,000
Atividade CMCase (U/mL) 0,104 + 0,008
Atividade FPase (U/mL) 0,055 + 0,005
Atividade Celobiase (U/mL) 0,033 £ 0,001

A Tabela 4.11 mostra que o extrato bruto apresentava reduzido teor de proteinas

soluveis.
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Apés a formacéo dos SABs, constatou-se que a fase superior era rica em PEG e a

fase inferior era rica em citrato de soédio.

4.6.1 — Atividade de CMCase

Os valores dos parametros: coeficiente de particdo de proteinas (Kp), coeficiente de
particdo de CMCase (Kcmc); fator de purificagdo na fase inferior (FPp), fator de
purificacdo na fase superior (FPy), recuperacdo da enzima na fase inferior dos SABs
(Yp) e recuperacao da enzima na fase superior dos SABs (Y;) estdo exibidos na Tabela
412, além dos valores de Massa molar de PEG (MM), composicdo de PEG (P),
composicao de citrato (C) e pH utilizados nos ensaios.

Tabela 4.12. Parametros de particdo para a enzima CMCase

E MM P(%) C(%) pH Kp Kcmc FPy FPi Yp(%) Yi(%)
1 4000 18 12 5 0,07 0,72 0,53 5,31 36,22 63,78
2 8000 18 12 5 016 055 079 271 50,09 49,91
3 4000 22 12 5 0,14 0,84 0,56 3,38 33,61 66,39
4 8000 22 12 5 011 064 067 387 4231 57,69
5 4000 18 16 5 0,22 0,85 0,75 2,90 47,94 51,74
6 8000 18 16 5 0,67 0,62 1,28 1,19 57,92 42,08
7 4000 @ 22 16 5 248 137 1,89 1,05 3059 69,41
8 8000 22 16 5 1,26 0,99 1,57 1,22 41,92 58,08
9 4000 18 12 7 0,81 1,21 0,77 1,15 38,78 61,22
10 8000 18 12 7 055 079 085 1,24 5235 3851
11 4000 22 12 7 0,60 2,08 0,44 1,53 23,82 76,18
12 8000 22 12 7 055 157 058 1,60 29,10 70,10
13 4000 18 16 7 2,42 5,16 0,45 0,92 16,00 83,43
14 8000 18 16 7 333 240 1,07 077 31,78 6822
15 4000 22 16 7 174 1820 0,10 1,09 426 95,74
16 8000 22 16 7 2,41 4,25 0,45 0,74 17,43 81,72
17 6000 20 14 6 128 203 060 095 2873 71,27
18 6000 20 14 6 1,17 2,34 0,58 1,16 25,59 74,41
19 6000 20 14 6 1,13 2,77 0,49 1,20 22,42 77,58

20 6000 20 14 6 103 314 039 1,8 2035 79,65

O valores do coeficiente de particao de proteinas, Kp, mostrados na Tabela 4.12
revelou que as proteinas particionaram-se preferencialmente para a fase inferior, rica
em citrato, nos ensaios conduzidos a pH 5,0. O valor mais expressivo foi observado

para 0 ensaio 1, que presentava 0s menores valores dos niveis testados no
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planejamento. Neste mesmo ensaio foi observado o maior valor do fator de purificagao
da CMCase (FPcmc), 0 qual foi de 5,31 vezes.

As enzimas CMCases particionaram-se preferencialmente para a fase superior, rica
em PEG, em quase todos os ensaios. Aparentemente, o aumento do pH contribuiu
para uma maior particado das enzimas na fase superior dos SABs. O ensaio 15 foi 0 que
apresentou o maior valor de particao de CMCase (Kcmc = 18,20).

Alvarez, Mendoza e Hernandez (2009), também verificaram a preferéncia das
CMCases pela fase rica em Peg ao estudarem a particao de celulases produzidas por
Aspergillus niger em SABs formados por PEG 1500 e tampéo fosfato de sédio. Nesse
sistema, os autores observaram uma recuperacao de 90% da atividade enzimatica na
fase superior dos SABs. Herculano et al. (2012) estudaram a particdo de celulases
produzidas por Aspergillus japonicus URM5620 em SABs formados por PEG e citrato
de sddio. Os autores observaram um coeficiente de particdo maximo de 3,03 para o
sistema formado por 20% de PEG1000 e 20% de citrato de sodio em pH 6,0.

O ensaio 15 apresentava os valores mais elevados de concentracdo de pH e
concentracao de citrato (%Citrato). Observando-se os resultados de Kcguc na Tabela
4.16, percebe-se que o pH e a composicao de citrato de sédio (C) tiveram grande
influéncia no processo, pois foi nos niveis mais elevados destas varidveis que foram
observados os mais altos valores de particdo e consequentemente o mais alto valor de
recuperacao na fase superior (Y;) que foi de 95,74%.

De acordo com Raja et al. (2011), o efeito do pH no particionamento de proteinas
em SABs da-se por meio da alteracao da carga da proteina. A carga liquida da proteina
depende de se o pH é maior do que o ponto isoelétrico (negativo), menor que o ponto
isoelétrico (positivo), ou igual ao o ponto isoelétrico (zero). O ponto isoelétrico (Pl) das
principais endoglucanases produzidas por Trichoderma Reesei varia entre 3,9 e 7,5
(Ogeda e Petri, 2010); portanto os niveis de pH testados (5,0; 6,0 e 7,0) eram
superiores aos Pl de algumas dessas enzimas, carregando-as negativamente. Nessa
situacdo, a enzima concentra-se preferencialmente na fase superior, elevando o valor
do coeficiente de particao (Raja et al., 2011).

O Fator de purificagdo (Fp) € um parametro que reflete 0 aumento de pureza da
enzima em uma das fases do SAB. Esse parametro revela o quanto a atividade
especifica da fase aumentou em relacao a atividade especifica do extrato bruto. O valor

maximo observado foi de 5,31 para a fase superior do ensaio 1. Isso significa que na
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fase superior deste SAB havia proporcionalmente uma relacdo entre a atividade
enzimatica e a concentracéo de proteinas totais 5,31 vezes maior que no extrato bruto.

Esse valor é superior ao observado por Fisher et al. (2014), que estudaram a
particdo do complexo celulolitico produzido pelo Aspergillus niger na fermentagéo
semissélida de farelo de arroz e bagaco de cana. Os autores observaram um fator de
purificacdo maximo de 2,0 quando trabalharam com SABs compostos por 22% PEG
2000 e tampé&o citrato de pH 7,0.

De acordo com Fisher et al. (2014) a purificacdo nao ocorre de forma homogénea
para todas as enzimas do complexo celulolitico. A influéncia dos valores dos
parametros testados na variavel-resposta fator de purificacdo na fase superior dos
SABs, FP;, é exibida no diagrama de Pareto da Figura 4.15.

Figura 4.15. Diagrama de Pareto para o fator de purificagdo da CMCase
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Uma vez que o processo de purificacdo de uma determinada proteina em SABs é
um processo complexo, influenciado por muitas variaveis, ndo é possivel avaliar ou
perceber a contribuicdo de cada parametro individual quando se varia mais de uma
variavel ao mesmo tempo, apesar disso, os resultados do planejamento experimental
pode revelar algumas tendéncias.

O diagrama de Pareto da Figura 4.15 mostra que os valores do FP; foram
fortemente influenciados pelos valores de pH e da concentragdo de citrato. Porém,
estas variaveis apresentam efeito negativo na variavel resposta FP;, 0 que significa que
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sd0 nos menores valores destes parametros que sao obtidos os valores mais elevados
de fator de purificacao ou aumento de pureza. A massa molar do PEG (Mpgg) também
apresentou efeito negativo.

O modelo de regressao linear de primeira ordem apresentado na Equacédo 4.5 foi
proposto para a avaliagdo do Fator de purificagdo das CMCases, FP; Os valores em
negrito sdo os estatisticamente significativos a 95% de confianga. Como a eliminagéo
de variaveis nao estatisticamente significativas ao nivel de 95% nao resultou em
melhorias no modelo, elas foram mantidas. No modelo, A= Massa molar do PEG; B=
Composicao de PEG; C= Composicao de citrato e D= pH

FP= 1,758 — 0,249A - 0,682B - 0,682C - 0,787D +0,297AB — 0,006AC +
0,207AD - 0,103BC + 0,217BD + 0,332CD - 0,087ABC - 0,324ABD — (4.5)
0,077ACD + 0,028BCD

O modelo da Equacéo 4.5 apresentou R? igual a 0,92; sendo capaz de explicar 92%
das variagcoes presentes no processo. A anadlise de varidncia (ANOVA) para este
processo esta na Tabela 4.13.

Tabela 4.13 - ANOVA para o fator de purificagdo da CMCase
Fonte de variacao SQ GL MQ Fcaiculado

Regressao 26,21 10 2,62 10,08
Residuo 235 9 0,26

Falta de ajuste 209 2

Erro puro 0,04 3

Total 28,56 19

%R? 92,56

F tabelado = 3,14 Teste Fs%= 3,21

A andlise de variancia para o fator de purificacdo da CMCase na Tabela 4.13 da um
resultado de 3,21 para o Teste F. Portanto é possivel obter um modelo estatisticamente
significativo, porém ele nao podera ser usado para fins preditivos, ja que o Teste F
apresentou um valor inferior a 4,0 (BARROS NETO, SCARMINIO E BRUNS, 1995).

As superficies de resposta da Figura 4.15 mostram a influéncia das trés variaveis
que mais afetam o valor do Fator de purificacdo: pH, concentragdo de citrato (%
Citrato) e massa molar do PEG (M PEG) no FP; da CMCase.
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Figura 4.15. Superficies de resposta mostrando a influéncia dos parametros
testados no fator de purificagdo da CMCase (FPy): A =Influencia da massa molar de
peg (M PEG) e composicao de citrato (% Citrato), B= Influencia do pH e composicao de
citrato. C= Influencia do pH e massa molar de PEG (M PEG)
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As superficies de resposta da Figura 4.15 mostram que sdo nos menores niveis das
variaveis pH, concentracao de citrato e massa molar de PEG que se obtém os maiores
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valores do fator de purificacao. Tais superficies mostram ainda, que o aumento no valor

qualquer uma dessas variaveis resulta na diminuicdo do fator de purificacdo das

CMCases, apresentando efeito negativo para o processo de purificacdo. Portanto, a

melhor condigdo experimental para o FPcuc foi com 18% de PEG 4000 e 12% de

tampao citrato pH 5,0.

4.6.2 - Atividade em FPase

Os valores dos parametros: coeficiente de particao de proteinas (Kp), coeficiente de

particdio de FPase (Krpase); fator de purificacdo na fase inferior (FPp), fator de

purificacdo na fase superior (FPy), recuperagédo da enzima na fase inferior dos SABs

(Yp) e recuperacao da enzima na fase superior dos SABs (Y;) estdo exibidos na Tabela

4.14, além dos valores de Massa molar de PEG (MM), composicao de PEG (P),

composicao de citrato (C) e pH utilizados nos ensaios.

Tabela 4.14 - Parametros de particao para a FPase

E MM P(@%) C(%) pH K, Krpase FP, FPi Yy (%) Y: (%)
1 4000 18 12 5 0,07 0,45 0,04 0,24 47,63 52,37
2 8000 18 12 5 0,16 2,75 0,02 0,43 16,66 83,34
3 4000 22 12 5 0,14 2,96 0,01 0,32 12,54 87,46
4 8000 22 12 5 0,11 1,87 0,04 0,74 19,97 80,03
5 4000 18 16 5 0,22 2,20 0,23 2,29 26,20 73,80
6 8000 18 16 5 0,67 3,04 0,22 1,00 22,02 77,98
7 4000 22 16 5 2,48 19,00 0,09 0,66 3,09 96,91
8 8000 22 16 5 1,26 3,85 0,23 0,70 15,60 84,40
9 4000 18 12 7 0,81 1,40 0,73 1,26 35,33 64,67
10 8000 18 12 7 0,55 0,96 0,68 1,19 47,63 52,37
11 4000 22 12 7 0,60 1,20 0,67 1,34 35,23 64,77
12 8000 22 12 7 0,55 1,13 0,77 1,59 39,50 63,74
13 4000 18 16 7 2,42 3,38 0,85 1,19 24,80 77,48
14 8000 18 16 7 3,33 1,08 1,83 0,59 51,00 49,00
15 4000 22 16 7 1,74 2,83 0,62 1,01 22,24 77,76
16 8000 22 16 7 2,41 1,89 0,94 0,73 32,24 67,76
17 6000 20 14 6 1,28 9,19 0,09 0,65 8,18 91,82
18 6000 20 14 6 1,177 11,683 0,06 0,58 6,54 93,46
19 6000 20 14 6 1,13 1,83 0,33 0,53 30,47 69,53
20 6000 20 14 6 1,03 4,00 0,14 0,55 16,68 83,32
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Os dados de Kgpase exibidos na Tabela 4.14 revelam que a enzima Fpase
particionou-se preferencialmente para a fase superior, rica em PEG. O maior valor de
Krpase fOi Observado para o ensaio 7 (Krpase = 19), que possuia os maiores niveis de
composigdo em PEG e citrato, e os menores niveis de massa molar de PEG e pH
testados, 4000g/mol e 5,0 respectivamente.

Herculano et al. (2012) também observaram a particdo da FPase para a fase
superior, ao estudarem a recuperacao do complexo celulolitico do Aspergillus japonicus
URM5620 por meio de SABs. Os autores observaram valores de coeficiente de
particdo de no maximo 2,98 para SABs formados por 24% de PEG1000, 15% de
Citrato e pH 8,0; valor inferior ao obtido neste trabalho.

Neves et al.(2012) observaram um valor de coeficiente de particao de 14,42 para a
fitase produzida por Absidia blakesleeana URM5604, em um SAB composto por 26%
PEG 400 e 20% citrato de sédio em pH 6,0. Assim como neste trabalho, o valor
maximo obtido por esses autores foi observado no SAB de maior concentragdo de
PEG, maior concentragdo de citrato, menor massa molar de PEG e menor valor de pH.

Conforme mostram os dados de fator de purificagdo na fase superior dos SABs
(FPy) exibidos na Tabela 4.14 o maior valor de FP; foi encontrado para o ensaio 5, cujo
valor foi de 2,29.

Semelhantemente, Neves et al. (2008) observaram um valor de fator de purificacdo
de 1,75 para a fitase produzida por Absidia blakesleeana URM5604, em SABs
formados por PEG 8000 e citrato de sédio de pH 6. Ja Yicekan e Onal (2011)
encontraram valores de fator de purificacao de até 3,3 para a particao da invertase do
tomate em SABs formados por PEG 2000 e sulfato de s6dio em pH 5,0.

Os efeitos observados para os parametros testados sao exibidos no Diagrama de
Pareto da Figura 4.16.
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Figura 4.16 — Influéncias dos parametros testados no fator de purificacéo de

FPases.
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Como pode ser observado na Figura 4.16, as interacées entre os parametros
apresentaram maior influéncia no processo do os valores individuais. A concentracdo
de citrato (%Citrato), por exemplo, tem pouca influéncia sozinha, mas as combinacdes
dessa variavel com cada um dos demais parametros estudados representam os efeitos
mais significativos do processo.

O pH mostrou-se uma variavel importante, pois foi a que apresentou maior efeito
isoladamente. Porém, seu efeito positivo é inferior ao efeito negativo produzido pela
interacdo dessa variavel com a concentracao de citrato, de efeito negativo. Além disso,
a interacao da concentracao de citrato com a massa molar do PEG e a concentragao
de PEG também apresentaram efeitos significativamente elevados e negativos, sendo
essas interacbes as varidveis que mais influenciam no valor de FPrpase. Essa
afirmacao corrobora com o fato de que o maior valor de FPrpase foi observado no
ensaio 5 da Tabela 4.14 (2,29), o qual apresentava o nivel maximo de concentragao de
citrato e os niveis minimos das demais variaveis.

Um modelo de regressado de primeira ordem proposto para este processo esta na
Equacao 4.6. As variaveis em negrito sdo estatisticamente significativas a 95%.

FP: = 0,8795 - 0,1675A - 0,1375B + 0,1325C + 0,3150D + 0,2750AB -
0,3650AC - 0,0075AD - 0,3550BC + 0,2475BD - 0,5975CD + 0,1375ABC — ( 4.6)
0,1150ABD + 0,1000ACD + 0,2250BCD
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O modelo da Equacéo 4.6 apresentou R? igual a 0,88. Ele é capaz de explicar 88%

das variacdes apresentadas pelo processo.
A anadlise de Variancia exibida na Tabela 4.15 foi utilizada se verificar a consisténcia

do modelo proposto:

Tabela 4.15- Anova para o fator de purificagdo de FPase

Fonte de variacao SQ GL MQ Fcalculado

Regressao 4,039 13 0,311 3,45
Residuo 0,540 6 0,090

Falta de ajuste 0,531 2

Erro puro 0,008 3

Total 4,579 19

%R? 88,2

F tabelado = 3,96 Teste F5% = 0,87

A andlise de variancia mostrada na Tabela 4.15 para o fator de purificacdo de
FPase apresentou valor do Teste F inferior a unidade. Portanto, o modelo sugerido nao

representa adequadamente as influéncias dos parametros no processo, devendo ser

descartado.
As superficies de resposta da Figura 4.17 foram construidas para a obtencao de

tendéncias a respeito da influéncia das varidveis que mais influenciam no Fator de

purificacdo da FPase.
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Figura 4.17 - Superficies de resposta mostrando a influéncia dos parametros
testados no fator de purificagédo da FPase (FPy): A = Influencia do pH e composigéo de

citrato B= Influéncia da massa molar de peg (MPeg) e composi¢cdo de citrato (%
Citrato), C= Influéncia do pH e massa molar de PEG (MPeg)
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A Figura 4.17 A, embora ndo mostre uma relagcdo muito clara entre os parametros
pH e concentracao de citrato (% Citrato) no fator de purificacdo da FPase, mostra que
valores baixos de pH, assim como valores baixos de concentracdo de citrato nao
contribuem para o aumento no fator de pureza da FPase (FP;). Na Figura 4.17 B, pode-

se perceber que altas concentragdes de citrato favorecem o fator de purificacao,e que a
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massa molar do PEG, contribui muito pouco no processo, ou seu efeito € muito
pequeno quando comparado ao da concentragao de citrato. Porém, PEGs de massas
molares menores contribuem para o aumento de FP;. A Figura 4.17 C também mostra
gue sao nos menores valores de massa molar de PEG que sdo observados os mais
elevados valores de FP;. O aumento do pH aumenta o fator de purificacao das FPases
(FPy)

4.6.3 - Atividade em Celobiase

Os valores dos parametros: coeficiente de particdo de proteinas (Kp), coeficiente de
particdo de Celobiase (Kce); fator de purificacdo na fase inferior (FPy), fator de
purificacdo na fase superior (FPy), recuperacdo da enzima na fase inferior dos SABs
(Yp) e recuperacao da enzima na fase superior dos SABs (Y;) estao exibidos na Tabela
412, além dos valores de Massa molar de PEG (MM), composicdo de PEG (P),
composicao de citrato (C) e pH utilizados nos ensaios.

Tabela 4.16 - Atividade em celobiase

E MM P@%) C(%) pH K, Kceo FPy FP; Yy (%)  Yi(%)
1 4000 18 12 5 0,07 0,83 5,43 61,64 33,23 66,77
2 8000 18 12 5 0,16 0,70 7,23 31,93 43,88 56,12
3 4000 22 12 5 0,14 0,85 4,98 30,57 33,23 66,77
4 8000 22 12 5 0,11 0,75 6,10 38,26 39,34 61,69
S 4000 18 16 5 0,22 4,97 0,92 21,10 13,58 86,42
6 8000 18 16 5 0,67 3,2 2,03 9,74 21,15 78,85
7 4000 22 16 5 248 0,86 26,05 9,01 41,40 58,60
8 8000 22 16 5 1,26 0,52 17,31 7,16 57,72 42,28
9 4000 18 12 7 0,81 4,90 1,89 11,42 13,48 86,52
10 8000 18 12 7 0,55 0,89 4,21 6,82 49,58 50,42
11 4000 22 12 7 0,60 047 16,29 12,66 58,24 41,76
12 8000 22 12 7 0,55 047 16,39 14,14 57,78 42,22
13 4000 18 16 7 242 0,81 27,25 9,06 54,91 45,9

14 8000 18 16 7 333 0,69 3227 6,72 61,74 38,26
15 4000 22 16 7 1,74 0,79 13,82 6,29 50,51 49,49
16 8000 22 16 7 241 030 32,84 4,12 74,78 25,22
17 6000 20 14 6 1,28 1,04 2453 19,90 44,11 44,11

18 6000 20 14 6 1,17 122 21,36 22,15 39,88 39,88
19 6000 20 14 6 1,13 1,67 21,66 29,87 33,82 33,82
20 6000 20 14 6 1,03 1,02 1895 18,95 43,98 43,98
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Os valores obtidos para o coeficiente de particdo de celobiase, Kcelo, foram
bastante varidveis, conforme mostram os resultados para esta variavel na Tabela 4.28.
Na maioria dos ensaios, a enzima particionou-se preferencialmente para a fase inferior,
rica em sal. Ja para os ensaios 5, 6, 9 e pontos centrais, a enzima foi particionada para
a fase superior, rica em PEG.

Gautam e Simon (2006) também observaram a particdo preferencial de [-
glucosidase, (um tipo de celobiase) produzida por Trichoderma reesei, para a fase
inferior de SABs formados por PEG 4000 e fosfato de potassio quando o pH atingia
valores superiores a 6,5.

O maior valor de particao (4,97) foi encontrado no ensaio 5, o qual apresentava os
menores valores dos parametros: massa molar de PEG, concentragéo de citrato e pH,
dentre os niveis estudados.

O valor de KceLo obtido neste trabalho foi superior ao encontrado por Herculano et
al. (2012) para a particdo de B-glucosidase (um tipo de celobiase) produzida por
Aspergillus japonicus, que foi de 3,89 para SABs formados por 24% PEG 8000 e 20%
citrato de sédio em pH 8,0.

Apesar de a literatura mencionar que as [-glucosidases particionam-se
preferencialmente para a fase rica em sal (GALTAM e SIMON, 2006) os maiores
valores de coeficiente de particdo de celobiases neste trabalho foram observados na
fase rica em PEG, conforme pode ser verificado nos ensaios 5 e 9 da Tabela 4.28. O
mesmo foi observado por Herculano et al. (2012), que determinaram uma das
condicdes em que a B — glucosidase concentrava-se na fase superior como a mais
adequada.

Gautam e Simon (2006) verificaram que a superficie de B - glucosidase tornou-se
positivamente carregada quando o pH do sistema foi aumentado de 6,0 para 8,0. Os
autores perceberam aumento na particdo da enzima, que apresenta Pl de 8.7, para a
fase rica em sal. De acordo com Ratanapongleka (2010) deve-se levar em
consideracdo a possibilidade de desnaturacdo da enzima durante o processo de
particdo. Nesses casos, a enzima desnaturada tem uma 4&rea superficial
significativamente maior do que a proteina nativa, e a superficie exposta é muito mais
hidrofébica, causando também diferente particionamento entre a enzima ativa e a

desnaturada.
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Neste trabalho, porém, nao levou-se em consideragdo a presenca de celulases
desnaturadas nos SABs. A avaliacao dos efeitos dos parametros testados foi realizada
com base nas atividades enzimaticas presentes nas fases dos extratos.

Uma outra explicagdo para o fato da enzima celobiase ter tido o mais alto valor de
coeficiente de particdo na fase PEG pode ser dada com base no argumento de
Mayerhoff e Franco (2004), de que a fase de PEG pode eliminar inibidores durante a
extracdo e a composicdo do sistema acaba favorecendo a atividade da enzima,
elevando seu valor. Esta suposicdo explica por que alguns pesquisadores acabam
detectando recuperacdes de atividade superiores a 100% em uma das fases, como
Herculano et al. (2012) e Porto et al. (2007).

Dentre as enzimas estudadas, a celobiase foi a que apresentou maior fator de
purificacdo, conforme mostram os resultados deste parametro na Tabela 4.16

O valor de FPcgLo de 61,64 foi observado no ensaio 1, o qual possuia 0os menores
niveis de todos os parametros testados. O valor obtido neste trabalho foi muito superior
ao encontrado por Herculano et al. (2012), que foi de penas 1,97 para a particao de [3-
glucosidase produzida por Aspergillus japonicus. O SAB mais eficiente era formado por
24% PEG 8000 e 20% citrato de so6dio em pH 8,0. Hemavathi e Raghavarao (2011)
encontraram um fator de purificagéo de 3,3 para a B-glucosidase da cevada, utilizando
SABS formados por PEG 1500 e sulfato de aménio.

Ha relatos na literatura de que elevados valores de fator de purificagdo podem ser
obtidos nas operagdes com SABs. Mohamadi e Omidinia (2007), por exemplo,
encontraram um fator de purificagdo de 474,3 ao estudarem a particdo de fenilalanina
desidrogenase de Bacillus badius em SABs formados por PEG, sulfato de ambénio e
NaCl.

Observando-se os valores de fator de purificagdo obtidos em cada ensaio, percebe-
se 0 quanto este parametro varia mediante alteracbes nas condi¢ées operacionais do
processo. Isso mostra a importancia de se otimizar as condicées operacionais dos
SABs.

O digrama de Pareto da Figura 4.18 mostra a influéncia das varidveis estudadas no
fator de purificacéo da celobiase.
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Figura 4.18. Contribuicdo das variaveis testadas no fator de purificacdo da

celobiase
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O pH e a concentracao de citrato nos SABs foram os principais fatores que
influenciaram o fator de purificacdo da celobiase.
O modelo proposto para representar o processo é exibido na Equacédo 4.7. Os

parametros em negrito sao significativos ao nivel de confianca de 95%.

FPcelo= 18,576 - 2,679A -2,264B -8,390C -8,636D + 3,322AB + 0,464AC +
1,725AD - 0,0241BC+ 2,662BD + 6,034CD -2,113ABC — 2,541ABD- (4.7)
0,637ACD — 1,500BCD

O modelo da Equacdo 4.7 apresentou R? igual a 0,95. Ele explica, portanto, apenas
95% das variag6es apresentadas pelo processo.
A analise de variancia deste processo é exibida na Tabela 4.17

Tabela 4.17 - Teste F para o fator de purificacao de celobiase

Fonte de variacao SQ GL MQ Fcalculado

Regressao 2902,13 3 967,37 16,36
Residuo 945,65 16 59,10

Falta de ajuste 11598 2

Erro puro 73,613 3

Total 3847,78 19

%R? 95,01

F tabelado = 3,24 Teste F5% = 5,05
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O Teste F da Tabela 4.17 apresentou valor superior a 4,0. Portanto, o modelo
proposto para o fator de purificacdo de celobiase € significativo e preditivo.
As superficies de resposta obtidas para o modelo sdo mostradas na Figura 4.19.

Figura 4.19. Superficies de resposta mostrando a influéncia dos parametros
testados no fator de purificagdo da FPase (FPy): A = Influéncia do pH e massa molar de
PEG (MPeg), B= Influencia do pH e composi¢cdo de citrato, C= Influéncia da massa
molar de peg (M PEG) e composicao de citrato (% CITRATO)

As superficies de resposta mostram que as variaveis pH e citrato apresentam

grande influéncia no fator de purificagdo das celobiase (FP;), sendo que a interacao
entre esses dois parametros € bastante significativa, conforme mostra a superficie da
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Figura 4.19 B. Sao nos menores niveis das variaveis pH e citrato que sao observados
0s mais altos valores de FP;. A massa molar do PEG também influencia, sendo que
nos menores valores de massa molar de PEG foram observados os maiores valores de

purificacao de celobiase na fase superior dos SABs (FP;).
4.7 — AVALICAO DAS CONDICOES OPERACIONAIS DOS SABs

Uma das vantagens que a utilizacdo dos SABs oferece € a promoc¢ao do
aumento de pureza nos extratos, representado pelo fator de purificagao (FP).

A Tabela 4.18 resume os valores dos parametros que resultaram em maximo

fator de purificagdo para os ensaios de particao realizados.

Tabela 4.18 - CondicGes operacionais dos ensaios com maior fator de purificacéao (FP)

Enzima Mpeg Y%oPEG Ycitrato pH K FP Y (%)
CMCase 4000 18 12 5 0,72 5,31 63,78
FPase 4000 18 16 5 2,2 2,29 73,80
Celobiase 4000 18 12 5 0,83 61,64 66,77

De acordo com a Tabela 4.18, o PEG de massa molar 4000 foi o mais
adequado, dentre as massas molares testadas, para o aumento de pureza das trés
atividades investigadas. Os maiores valores de fator de purificagdo para todas as
atividades foram observados nos ensaios conduzidos com o menor teor de PEG (18%)
e o menor valor de pH (5,0) entre os niveis testados.

Quanto ao teor de citrato, apenas a atividade expressa em FPase foi beneficiada
pelo aumento na concentragdo de sal dos sistemas.

Pode-se afirmar que, no geral, os valores dos parametros que resultaram em
maximo fator de recuperagao foram praticamente os mesmos, o que significa que o um
SAB formado por 18% PEG 4000 e 12% Citrato de s6dio em pH 5,0 vai promover o
aumento de pureza tanto das CMCases quanto das celobiases, sendo essa uma
condicdo adequada para aplicacdo de SABs em um processo de purificacdo de
celulases.

Quanto a FPase, como ja foi mencionado anteriormente, trata-se de uma
atividade promovida pelo sinergismo de diferentes celulases, entre endoglucanases e
exoglucanases. Portanto o aumento de pureza deve levar em conta a acao e
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quantidade de cada enzima envolvida na degradacéo da celulose amorfa. Por isso a
condicdo operacional em que deu-se seu maior aumento de pureza diferiu das
CMCase e celobiases apenas pelo fato da concentragcéo de citrato ser maior para este
processo. O fato das condi¢cdes operacionais terem sido praticamente as mesmas
revela uma vantagem: O fato de poder promover um aumento na pureza de todas as
atividades testadas em uma unica operacao.

A purificagdo de enzimas individuais € de interesse quando se quer recuperar
apenas a enzima alvo. No caso das celulases destinadas a processos de hidrélise de
biomassa, é interessante que tenha um preparado enzimatico composto por todas as
enzimas que atuam na conversdo da celulose em glicose. Por isso, dentre as
atividades testadas, a FPase tem maior importancia para esse processo, por
representar verdadeiramente a capacidade do preparado enzimatico na conversao da
celulose em glicose.

Para a utilizagdo das celulases produzidas na hidrélise de matérias
lignocelulésicos, € interessante a producdo de extratos que aproveitem o maximo da
sinergia entre as celulases, sendo a atividade FPase muito importante nesse processo.
Uma vez que a celobiase é a enzima que transforma dimeros de agucares em glicose,
e que é a enzima produzida em menor quantidade pelo fungo (OGEDA e PETRI, 2006),
um processo que consiga enriquecer a quantidade dessa enzima no extrato certamente
aumentara a atividade em FPase e a aplicabilidade do extrato produzido.

As condicdes elencadas na Tabela 4.18 podem servir de ponto de partida para
um estudo de otimizacdo dos SABs, seja testando niveis menores para as variaveis
estudas ou estudando outros parametros que néo foram testados neste trabalho, com a
finalidade de se obter enzimas em proporgdes otimizadas no extrato para aplicagéo na
hidrélise enzimatica.

Além disso, é possivel que a utilizacdo de extratos mais concentrados nos SABs
resulte em processos mais eficientes, onde a quantidade de enzimas recuperadas e
aumento de pureza promovido nessa etapa torne viavel a aplicagdo dos SABs como
parte de um processo de donwstream de celulases.

O coeficiente de particdo e a recuperagao das enzimas também deve ser levado
em conta, uma vez que a melhor operagcdo de um SAB é aquela em que se tem
elevada recuperagédo da enzima em uma das fases, com maximo aumento de pureza
possivel. A Tabela 4.19 resume os valores dos parametros que resultaram em maximo
coeficiente de particao (K) e recuperacéao (Y;) para as enzimas estudadas.
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Tabela 4.19 - Condi¢Ges operacionais dos ensaios com maior coeficiente de

particdo enzimatica (K) e recuperacao na fase superior ( Y;)

Enzima Mepec %pec  %citrato pH K Yi (%)
CMCase 4000 22 16 7 18,20 95,74
FPase 4000 22 16 5 19,00 96,91

Celobiase 4000 18 16 5 4,97 86,42

Os dados da Tabela 4.19 revelam que o valor de massa molar do PEG que mais
influenciou a recuperagédo das enzimas também foi a menor dentre as testadas, ou
seja, o PEG 4000. Além disso, a concentracao de citrato em seu nivel superior (16%)
influenciou positivamente a particdo e recuperacdo das trés atividades celulolitica
testadas. As melhores condigcbes para a recuperagdo de cada enzima diferem de uma
para a outra em apenas um parametro: o pH ou a concentracao de PEG.

A semelhanca entre as condigcdes operacionais que resultam em maxima
recuperacao das enzimas € também vantajosa no que diz respeito a otimizacao do
processo para obtencdo de um extrato com varidvel composicdo de cada uma das
atividades pelo simples ajuste dos parametros operacionais.
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5 CONCLUSAO

. Os resultados da caracterizacao fisico-quimica da biomassa da palma forrageira
revelaram que este material € adequado para utilizacdo em processos de
fermentacao semissolida.

o O estudo cinético da fermentacao semissélida mostrou que a atividade CMCase
atinge um pico de atividade de 6,45 U/gds em 110 horas de processo. Além
disso, o estudo concluiu que ndo ha necessidade de se lavar a biomassa para
remogao de inibidores e que a adicao de (NH3)4sSO4 em 1% favorece o processo
fermentativo. A umidade do substrato deve ser de 90%, 0 que € vantajoso, pois
a biomassa da palma in natura ja apresenta esta umidade.

o A relagédo solvente/substrato o parametro que mais influencia no processo de
extracdo das enzimas a partir do meio fermentado. Uma condicdo adequada
para a maxima recuperacdo de atividade a partir da biomassa da palma
fermentada é: relacdo solvente/substrato de 20 mL/g, tempo de contato de 15
minutos e agitagéo de 50rpm.

o A CMCase apresentou temperatura 6tima de 55°C e pH 6timo entre 4,0 e 5,0. O
extrato mantém 40% de sua atividade quando incubada a 50°C por 1 hora.

o O extrato bruto produzido pela fermentacdo semissoélida da biomassa da palma
tem aplicagéao potencial na hidrélise de materiais lignoceluldsicos. A biomassa da
palma forrageira e o residuo da fermentagdo semissolida mostraram-se uteis na
produgdo de glicose por meio da hidrélise enzimatica. Foi observada uma
produtividade de AR maxima de 334 mg/Lh e 308 mg/Lh em 4h, para a hidrélise
da biomassa da palma e do residuo da fermentagao, respectivamente.

o A CMCase apresentou um coeficiente de particdo maximo de 18,20 com
recuperagdo maxima de 95,74% Quando o SAB era composto por 22% PEG
4000 e 16% de citrato de so6dio em pH 7,0. O maior valor de fator de purificacao
foi de 5,31; para 0 SAB composto por 18% PEG 4000 e 12% citrato de sddio em
pH 5,0.

o A FPase apresentou um coeficiente de particdo maximo de 19 com recuperacao
maxima de 96,91% quando o SAB era também composto por 22% PEG 4000 e

16% de citrato de sédio, porém de pH 5,0. O maior valor de fator de purificacao
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foi de 2,29; para o SAB composto por 18% PEG 4000 e 16% citrato de sddio em
pH 5,0.

A Celobiase apresentou um coeficiente de particio maximo de 4,97 com
recuperagao maxima de 86,42% quando o SAB era também composto por 18%
PEG 4000 e 16% de citrato de sodio, porem de pH 5,0. O maior valor de fator de
purificacédo foi de 61,64; para 0 SAB composto por 18% PEG 4000 e 12% citrato
de sodio em pH 5,0.

Os SABs formados por PEG e citrato de so6dio mostraram-se adequados como
etapa inicial de um processo de recuperacao e purificacdo de celulases obtidas
da fermentacao semissolida da palma forrageira.
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