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RESUMO

RODRIGUEZ ZUNIGA, U.F. (2010)Desenvolvimento de um Bioprocesso para Produc&o
de Celulases Especificas na Cadeia Produtiva do Bt de Segunda GeracdoTese
(Doutorado) — Escola de Engenharia de Sdo Carlosetsidade de Sdo Paulo, Sédo Carlos,
2010 — Orientador: Prof. Dr. Silvio Crestana.

Ameagas na sustentabilidade do desenvolvimento i@uewh consideracdo ao aquecimento
global, a dependéncia energética e a demanda axpahpela producdo de alimentos tém
levado ao crescente interesse por fontes alteasatBnovaveis de energia como a biomassa
vegetal. Neste cenario, a viabilizacdo do etanol s@mpeticdo por terra cultivavel a partir do
bagaco de cana-de-acgucar (BC) pela rota enzim@fiega chave para a producéo integrada e
sustentavel dos biocombustiveis visando otimizagéorecursos, reducdo de residuos e
minimizacdo de impactos ambientais negativos. Emtte, a sua comercializacdo precisa ser
ainda consolidada através da economicidade nososule hidrélise (enzimas celulases) e
de uma maior eficiéncia na etapa de pré-tratamdatdignocelulose. Dessa forma, este
trabalho teve como objetivo contribuir na reducés dustos de producéao celulases utilizando
um residuo caracteristico da industria brasil@iBC, para producdo de celulases especificas
através da tecnologia de fermentacdo em estaddostédim o microorganismaspergillus
niger. A proposta desenvolvida consiste em bioprocesso pré-tratamento hidrotérmico do
BC condizente a seu uso como substrato fermentatoroplementacdo deste substrato com
35% de farelo de soja e meio de suplementacdo ocoésc@mo de protéicas, umidade de
fermentacdo de 80% e uso de circulacdo forcada iemeabor de coluna instrumentado
visando o balanc¢o hidrico e térmico do processoceélslases especificas assim produzidas
exibiram atividades de FPase: 0,045; CMCase: Xildnase: 9,17 @-glicosidase:0,33 Ul
mL™, e sua ac&o sinérgica sobre o BC explodido resunkoconversdo em aglcares redutores
de 15% apos 22 horas de hidrolise. A direta aplidable e especificidade do coquetel
enzimatico produzido mostram a proposta do biomseomo uma tecnologia de elevado
potencial de integracdo no modelo de producdo aeokftceluldsico, anexo a uma usina
convencional. Esta alternativa de desenvolvimentoa&r escala indica uma oportunidade
nacional para o crescimento sustentavel na prodidedmoetanol e a expansao das vantagens
associadas com o uso de biocombustiveis no @mipitaliadl.

Palavras-chave: Biocombustiveis. Etanol celulésié@rmentacdo em estado soélido.
Celulases. Bagaco de cana-de-agucar. Caracterigapéotroscopica.



ABSTRACT

RODRIGUEZ ZUNIGA, U.F. (2010).Bioprocess Development for the Production of
Specific Cellulases in the Production Chain of Seod Generation Ethanol Doctoral
Thesis — S&@o Carlos School of Engineering, Unitaersf S&o Paulo, Sdo Carlos, 2010 —
Advisor: Prof. Dr. Silvio Crestana.

Threats to sustainability of world development iegards to global warming, energy
dependence and the exponential demand for fooduptioth have led to growing interest in
alternative renewable sources of energy such amass. In this context, the viability of
ethanol from sugar cane bagasse cane (SCB) by atizypathway, without competition for
farmland, is the key for sustainable and integrdieduels production aiming to optimize
resources, waste reduction and negative envirorah@npacts minimization. However, its
commercialization needs to be further consolidat®eugh the economy of hydrolysis
enzymes (cellulases) and efficiency improvementgmocellulosic pre-treatment. Thus, this
study aimed to contribute for the reduction of sastcellulases production using a traditional
brazilian industrial waste, the SCB, in order totamp specific cellulases with the
microorganism Aspergillus niger by solid state fentation. The proposal of bioprocess
developed consists of SCB hydrothermal pre-treatnt@nards to its use as fermentation
substrate, complementation of this substrate wi%b ®f soybean bran and supplementation
medium with protein sources addition, moisture femtation of 80% and use of a column
bioreactor instrumented with forced aeration aimgugtable control of water and thermal
balance of the process. Thus, specific cellulasedyzed exhibited activities of FPase=0.045;
CMCase=1.10; xylanase=9.17 ghglucosidase=0.33 U mt, and their synergy action over
exploded SCB resulted in 15% of reducing sugar emsion after 22 hours of hydrolysis. The
direct applicability and specificity of the enzyneatocktail produced shows the proposed
bioprocess as a high potential technology for irgtegn into the production model of
cellulosic ethanol, joint to a conventional powéarp. This development alternative to larger
scale indicates a national opportunity for sustalmagrowth in bioethanol production and
associated benefits expansion with the worldwideaidiofuels.

Keywords: Biofuels. Cellulosic ethanol. Solid starmentation. Cellulases. Sugarcane
bagasse. Spectroscopic characterization.
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Capitulo 1. Introducao Geral

CAPITULO 1. INTRODUCAO GERAL

Espera-se que o etanol de 22 geracao produzidetia gen biomassa celulosica, seja
comercializado nos proximos cinco anos com a vikoomplementar a producéo do etanol
de 12 geracdo e substituir gradativamente as folete®mbustivel fossil na matriz energética
mundial (GNANSOUNOU e DAURIAT, 2010; SEABRA et al2010; GLOBAL
BIOENERGY PARTNERSHIP, 2008).

A importancia do etanol celulésico esta na capaedde uso de matéria prima
renovavel a baixo custo, sem a competicao dirataaproducdo de alimentos diminuindo os
riscos ambientais relacionados com a degradac&mwldoe 4gua e a efetiva mitigacdo dos
gases do efeito estufa (SOLOMON et al., 2007; MACEE! al., 2008; GOLDEMBERG e
GUARDABASSI, 2009, SPATARI et al., 2010). Benefigidais no ambito global séo
promovidos através de marcos juridicos e tratadteynacionais visando a sua concreta
introducdo no mercado de combustiveis, pois sefigiestecnoldgico ainda ndo atingiu
maturidade comercial.

Neste sentido, diversos grupos de pesquisa véralliaixo intensamente em prol da
viabilidade técnica e econémica do processo baseadadrolise enzimatica para obtencdo
dos acUcares da biomassa vegetal susceptiveisnanfagdo etandlica (SIMS et al., 2010,
SOCCOL et al., 2010, BUCKERIDGE et al, 2010). Erdsefatores com maior participacao
na economia do processo pode-se mencionar a t@gidéi matéria prima, o elevado gasto
energético global e o custo das enzimas hidraiiGALBE et al., 2007).

De forma paralela, a conjugacdo dos trabalhosifimrg com as iniciativas estatal e
privada deu como resultado a instalacdo de umatigade consideravel de plantas de
producdo em diferentes estagios de desenvolvimeddEUA e na Europa, principalmente
(SIMS et al., 2010).

No contexto nacional, apesar do menor financiamgmaca o0 desenvolvimento
tecnoldgico de producéo de etanol de 22 geracaite-g® dizer que o modelo brasileiro de
hidrolise enzimatica integrado a uma usina de pr@duapresenta as maiores vantagens
competitivas (BAUDEL et al., 2005; SEABRA et alQ1D). A reutilizacdo de residuos e a
otimizag&o de recursos materiais e energéticofasdies diretamente refletidos na economia

do produto representando uma alternativa tecnaogicstentavel e uma oportunidade de
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desenvolvimento com a abordagem dos principaisaoblsts tecnoldgicos adequados as
oportunidades fornecidas pela realidade brasi{@EERQUEIRA LEITE et al., 2009).

Assim, o presente trabalho iniciou-se como resp@staecessidade de pesquisa
tecnoldgica, identificada em 2007, relacionada @elevado custo das enzimas celulases,
um dos maiores obstaculos para a efetiva inclusaetahol celulésico na matriz energética
mundial. Como estratégia, visando a economicidadprdcesso, adotou-se a alternativa da
fermentacdo em estado sdlido (FES) como tecnofmyia producéo enzimatica e a utilizagéo
do bagaco de cana-de-acucar (BC) como fonte d®mare suporte para 0 microorganismo
fermentativo. O uso deste residuo como substratisiopyrocesso agregou ainda a vantagem
em relacdo a especificidade do extrato enzimatitiol@ para a hidrolise do préprio BC.

Como todo processo biotecnologico, a FES exigeserdmlvimento de varias etapas
sequenciais. A implementacdo de cada uma delaseSemppada em forma de capitulos no
presente estudo, cujo conteddo é descrito a seguir:

Como etapa de triagem o capitulo dois apresentagndstico da situacdo atual e o
nivel de desenvolvimento técnico-cientifico do etade 12 e 22 geracdo em contextos
nacional e internacional. A sustentabilidade dmdtacelulosico foi abordada de forma
prospectiva devido ao estagio tecnolégico do psards hidrélise enzimatica.

O capitulo trés da inicio ao estudo do bioprocessn a caracterizacdo da matéria
prima através de técnicas espectroscopicas e coowars de andlise e a subseglente
aplicacao de varios pré-tratamentos para selec@mndemetodologia que permita diminuir a
recalcitrancia do BC. A finalidade desta etapaof@icondicionamento do BC para ser usado
como substrato microbiano na FES para producéonéitizia de celulases.

Em sequéncia o capitulo quatro descreve as vasastégias abordadas para
formulacdo do meio nutriente complementar ao BC, suplementacdo baseou-se
principalmente na adicdo de fontes de nitrogénidada composicao inicial do substrato
utilizado. Desta maneira, realizaram-se suces$itzs seguindo a metodologia estatistica de
planejamento experimental tendo como variavel rgsp@s atividades enziméticas obtidas em
termos de: atividade sinérgica das celulases osd;Radoglucanase ou CMCase e xilanase.

A continuacgao, com o estabelecimento do métodaéleragtamento para o substrato e a
formulacdo do meio de nutriente, o capitulo cineangou naup-streamdo processo de FES
utilizando um bioreator de colunas com controle pasametros de umidade e vazao do ar.

Esta etapa experimental também foi planejada coranfientas estatisticas visando a selecéao
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das melhores condi¢cdes de FES em relacdo as Jvar@v@roladas pelo reator refletidas na
producdo enzimatica. A condi¢do operacional conekaon producao de celulases foi adotada
para o teste de especificidade em hidrolise enmmétal do BC tendo como parametro de
comparacdao a hidrdlise realizada com um preparaldéasico comercial.

Finalizando, o capitulo seis condensa as princifaiaclusfes e Sugestdes para a
realizac@o de trabalhos futuros nas varias areasrdeecimento abordadas no estudo.

Em resumo, apresenta-se um compéndio de diverdasalmgias aplicadas na area dos
biocombustiveis de 22 geracdo que abrange desdedorentos fisico-quimicos de pre-
tratamento da biomassa vegetal e sua apropria@datedracdo até o desenvolvimento de
processos biotecnoldgicos para producdo enzimatealicacdo na hidrolise de um material
lignocelulosico.

Com isto, o objetivo do trabalho foi desenvolverauproposta de bioprocesso para
producdo de celulases especificas por tecnologiemeentacdo em estado sélido (FES)
através do aproveitamento do bagaco de cana-dexa@(C) visando a viabilizacdo do etanol
celulésico integrado no processo de 12 geracamn Aliéso, busca-se também contribuir com
as iniciativas de pesquisa e desenvolvimento téerientifico fornecendo uma alternativa
para a producéo de celulases e ao mesmo tempa elgador agregado de um dos principais

residuos da inddstria sucroalcoleira.
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CAPITULO 2: SUSTENTABILIDADE DO ETANOL CELULOSICO
POR HIDROLISE ENZIMATICA.

2.1. INTRODUCAO

A atual conjuntura internacional desenhada pelarduinsuficiéncia de combustiveis
fésseis e as mudancgas climaticas geradas pelagniisgcional de gases de efeito estufa tem
resultado em acdes governamentais a favor do udmodembustiveis (IEA, 2009; THE
ROYAL SOCIETY, 2008; DOE, 2009, PLANO NACIONAL DENERGIA 2006-2010). A
producdo de energia a partir da biomassa atendei@s wequisitos de sustentabilidade. No
aspecto ambiental promove o sequestro de carb@ma,wyn menor nivel de emissdes dos
gases do efeito estufa (GEE) e apresenta um merorde produgdo, com 0 processo quase
que inteiramente controlado pelo homem. Os impastmso-econdmicos positivos estao
relacionados com a geracao de empregos ruraigsiivacdo da matriz energética, aumento
de exportacdo e a possibilidade de complementar emanida energética global
(GOLDEMBERG, 2007; MACEDO et al., 2008; OMETTO e R@, 2010).

Contudo, o potencial de difusdo dos biocombustideiprimeira geracdo (produzidos a
partir de alimentos) € limitado. A sua sustentdhdie varia de acordo com a matéria-prima
utilizada, pois é atualmente discutida e analisattavés de fatos como: a iminente
competicdo por terras agricultaveis (SEARCHINGERalet 2008), os elevados custos de
processamento que frequentemente necessitam delisalovernamentais (SOLOMON et
al., 2007; SOCCOL et al.,, 2010) e a efetiva redudgae GEE uma vez que nao sao
consideradas as mudancas no uso do solo (SEARCHR\&tI., 2008; EIA, 2008).

No Brasil, o alcool derivado da cana-de-agucar senapresentado competitivo nestas
avaliacOes ainda com as vantagens do potenciatladiagaco de cana para a producéo de
etanol de 22 geracao e a possibilidade de integepauma cadeia produtiva consolidada.

O etanol de 22 geracédo, produzido a partir de m#dignocelulésicos, pode seguir
duas rotas tecnoldgicas: (i) a rota bioquimica, epiicacdo de catalisadores ou enzimas para
hidrélise da biomassa e a subsequente fermentagobimna e (i) a rota termoquimica,
atraveés do processo de gaseificacdo seguido dsaioatalitica dos gases obtidos (BROWN,
2005). No entanto, a rota enzimatica apresentasiagie mais avancado de desenvolvimento

cientifico-tecnolégico assim como uma maior capaéd de integracdo nas instalagfes
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industriais de 12 geracgdo. Diferentemente do e@aahcarose, o etanol celuldsico precisa de
um pré-tratamento fisico-quimico para disponibilizacelulose as enzimas hidroliticas na

etapa de sacarificacdo. Com este intuito podemusados agentes acidos, basicos ou
solventes (MOSIER et al., 2005). No processo séguis carboidratos componentes da

celulose e hemicelulose sao hidrolisados para fommanossacarideos (glucose e xilose,

principalmente). Os acucares sao assim fermenfamtdeveduras ou bactérias para producéo
de etanol. O produto obtido pode seguir o procesagencional do etanol de 12 geracdo onde
€ concentrado em colunas de destilacdo e purifipadendo ser usadas tecnologias como a
perevaporacéo (KALYANI et al. 2008), ou osmose readHSU e TAN, 1993).

Apesar das reconhecidas vantagens do etanol delukisbre os biocombustiveis de 12
geracdo o0s custos de producdo da hidrolise enzenaiéo atingiram ainda niveis
competitivos comparaveis com o etanol sacarideogasalina, devido a complexidade da
matéria-prima e do processo de producdo. No entdiéoentes frentes de pesquisa nacionais
e internacionais continuam trabalhando exaustivéenpara sua viabilidade, sendo que as
primeiras plantas em escala comercial comecaraen aosistruidas com a efetiva producao
prevista para 0s proximos cinco anos (SEABRA et, &010; LEBER, 2010;
GNANSOUNOU e DAURIAT, 2010).

Neste contexto, o presente capitulo visa o delieeéonde um panorama coerente de
informacdes da producdo do etanol celuldsico cofasémno bagaco de cana como matéria-
prima base da tecnologia de hidrolise enzimatica Brasil. Com este objetivo sé&o
apresentadas as principais alternativas, oportdegl® ameacas desta rota tecnoldgica,
produto da pesquisa e iniciativas nacionais enat@onais. De forma complementar avalia-se
o potencial de incorporacdo do processo bioquingoo destilaria autbnoma com o0s
decorrentes impactos ambientais e seu apelo neitomnie “sustentabilidade prospectiva”.

A integracdo do conhecimento da conjuntura global analise da situacdo nacional
representam o ponto de partida para a definicAmlibees e principios a serem considerados
no delineamento de um sistema de suporte a decs@vesmo que fornecera no futuro as
bases para o estabelecimento do conceito de ddgememoto sustentavel e sua aplicacao na

avaliacao estratégica de tecnologias de 22 geracao.
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2.2 PERSPECTIVA HISTORICA DO ETANOL BRASILEIRO

No Brasil, a histéria dos biocombustiveis teveimientre os anos 1905 e 1925, com
testes pioneiros realizados com alcool combustpedd Instituto Nacional de Tecnologia
(INT). Em 1931, o governo decretou a obrigacao d@stura de 5% de alcool na gasolina
importada. Com a primeira crise mundial do petro&n 1973, a procura por novas fontes de
energia ressurgiu e o governo brasileiro lancouogfma Brasileiro do Alcool, o Proalcool,
cujo avanco é registrado Tabela 2.1.

Tabela 2.1 Linha de tempo do Proalcool.

ANo Evento

1975 Lancamento do programa, cujo empenho inicial esdymir etanol para adicéo
na gasolina (gasohol). Participacdo de gruposigmiitmilitares, industriais,
académicos e da midia.

1978 Producdo dos primeiros carros movidos exclusivaenardticool. A producéo
alcooleira passa de 600 M de L por ano, (1975/1p@6 3,4 bilhdes L
(1979/1980).

1979 Criacao do Conselho Nacional de Alcool (CNAL) eGtamissdo Executiva
Nacional do Alcool (Cenal), para agilizar o progearRroporc¢ao de carros
produzidos no Brasil aumentaria de 0,46% para 2@&874980 atingindo 76,1%
em 1986.

1980 Subsidios governamentais expandiram a capacidadsiries produtoras de
etanol e a instalagdo de usinas autbnomas

1984 Aproximadamente 94% dos veiculos de passageiramfabastecidos com
alcool, comeco da crise do ProAlcool devido a coratéio de varios fatores
como a estabilizacdo dos precos de alcool, in@gelitica, incremento na
producéo interna de diesel, mudancas politicasnat@nais e o colapso da
URSS.

1988 Queda significativa dos precos de petroleo, coertiel com escassez de recursos
para subsidiar programas de estimulo aos energetitaynativos.

1990 Crise do Proalcool com uma producao de 11,7 bilifsels em 372 destilarias

1993 A Lein. 8.732 obriga uso de alcool anidro comdianlida gasolina na faixa de
20 a 25%.

2003 A Volkswagen lanca o motor flex fuel (bicombustjyelbm sistema
desenvolvido pela Bosch. A popularizacao da tegialeleva o consumo de
etanol

2006 Vendidos cerca de 1,4 milhdes (M) de carros fl&% o total comercializado.
Em 2007, essa participacao sobe para 85,6%.

2008 25 bilhdes de L produzidos em 448 unidades. 5,[h@ds destinados para
exportacao, 2 vezes a exportacdo da gasolina.

Fontes: IBGE (2009); Udop (2009).
O mundo produziu em 2008, aproximadamente, 66 déihde L de bioetanol

combustivel, sendo que os EUA e o Brasil detém @@%ia producdo, com cerca 35 e 25
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bilhdes de L, respectivamente (MUSSATTO et al., @0JAs exportacbes mundiais de
bioetanol movimentaram 13% e 10% da producdo myndspectivamente em 2007 e 2008,
com estimativa de manutencao desse nivel em 2088CAJ 2009), além de se mostrarem
extremamente volateis em termos de precos e destino

No Brasil, & prevista uma expansdo da producdo idetamol de 27 bilhdes de L
registrada em 2009 para 104 bilhdes de L em 202thdb atender as demandas do mercado
interno e externo como medida internacional de reega energética e ambiental (OPENPR,
2010).

Além de novas unidades produtivas, 0 aumento ndugém devera ser atingido atraves
da reducdo de custos do processo e a implementigc&cnologias emergentes que terao
impactos significativos na sustentabilidade de pgédd de cana, como plantio direto,
tecnologia de colheita mecanica de baixa compaztdgasolo, agricultura de precisdo e
tecnologia da informac&o. Recentemente, o prognaakizado pelo Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC), o Grupo Ridesa e o Centro da @anastituto Agrondémico de Campinas
(IAC) resultou em um incremento de 1,6% no rendimesmnual do cultivo. A melhora
varietal nos cultivares do estado de Sédo Paulcaanedessita de adaptacdo em novas areas
brasileiras (MAPA, 2008).

Com mais de 90% do genoma da cana sequenciadoupssgde pesquisa tém a
capacidade de desenvolver variedades transgéroasnaior concentracdo de acucar, maior
resisténcia a seca e a doenca e adaptacdo ainda andiferentes climas e solos. Séao
possiveis também melhoras no processo de fermentagando sua operacdo de modo
continuo, atingindo eficiéncias de 92% (ORELLANB@®NALUME, 2006).

No tocante as melhoras tecnologicas no procesaodaso aproveitamento integral do
bagaco de cana, Goldemberg (2007) projetou qua pessivel produzir 2 bilhdes de L de
etanol celulésico sem expandir a area plantadpetesido as condi¢cdes de sustentabilidade
econbmica, social e ambiental. Cabe destacar gdea #o logistica e infraestrutura ja
estabelecidas para o mercado do etanol conven@odardo ser aproveitadas na medida em
gue o etanol celulésico se torne viavel comerciatméCERQUEIRA LEITE et al., 2009).

2.2.1 IMPACTOS ECONOMICOS E AMBIENTAIS

Atualmente podem ser produzidos 6000- 7500 L patane de etanol com custos
aproximados de USD 0,25 — 0,30 (TABAK, 2009; DUAILIBI, 2008). De acordo com 0
IBGE (2009) 70% deste preco de producdo se devetariaprima, embora as analises

8
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projetem reducdes continuas com o0 aumento de edaalasinas como tendéncia dos ultimos
30 anos. Uma planta brasileira de etanol de 19 pdriLano requer um investimento em torno
de USD 65-100 M em custos de capital, gerando de 30 postos de trabalho e custos
operacionais calculados em USD 45-60 M (SOLOMOAI.e2007).

A Tabela 2.2 mostra os custos e resultados de ¢maanergéticos do bioetanol
produzidos no Brasil e no mundo. A combinacéo tleréa como a eficiéncia fotossintética,
ampla disponibilidade de recursos naturais e maobde barata permitiram ao Brasil uma
rapida industrializacdo e desenvolvimento induisteen grande escala. Contudo a
complexidade no processamento da cana-de-agucandr muando comparada com as outras
matérias-primas e a possibilidade da co-geracaeneegia (quando eficiente) a partir do
bagaco de cana residual refletem na competividadetahol brasilerio no mercado mundial
dos biocombustiveis (MACEDO et al., 2008; CERQUEIRATE et. al., 2009).

Tabela 2.2 Custos de etanol e balangcos energéegpmdo a matéria-prima.

Matéria-prima Custo (USD por L) Balanco energé{matput
renovavel/input féssil)

Cana de acucar brasileira, 0,20 10,2; Macedo (2008)

sem impostos de

importacao.

com impostos de 0,36

importacao

Beterraba, Europa 0,76 2,1; Woods e Bauen (2003)

Milho, EUA 0,47 1,4; Pacheco (2006)

Trigo 0,45 1; Moreira et al. (2008)

Etanol celulosico, EUA 0,60 10; Pacheco (2006)

Adaptado de: Goldemberg et al. (2007); Macedo.€R2aD8).

A industria dos biocombustiveis é sustentada entosipiaises por medidas comerciais
protecionistas, como altas tarifas para importagébsidios para exportacdo; e quotas de
producao, precos fixados ao produtor e precos adgslao consumidor (SOLOMON et al.,
2007; MUSSATTO et al 2010). Assim como pode-se olasena Tabela 2.2 o custo de
producdo do bioetanol na Europa € trés vezes nagierno Brasil e o etanol do milho,
produzido nos EUA é o dobro (IEA, 2009).

O bioetanol de cana é também favoravel no balanemeético. O processo derivado do
milho apresenta balancos de 1:1,4 (1 kcal eneggiawmida na producao de etanol apresenta
um ganho de 1,4 kcal no etanol produzido) (KIM ellBA2005). Outro aspecto importante

na avaliacdo de ciclo de vida (ACV) do bioetanal éso de energia fossil na conversado dos
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acucares em etanol. A cana de acucar necessitae$ veenos energia que o milho: 1,6
bilhdes de kcal frente a 6,6 bilhdes (ANDREOLI el&3,, 2007). Além do suprimento de
alimento e energia, a cadeia produtiva do bioetal cana apresenta contribuicdes
ambientais relacionadas com o sequestro de camorsmlo e a concreta reducdo dos GEE
(MACEDO e SEABRA, 2008; AMARAL et al., 2009; OMETTOROMA, 2010).

Em recente publicagdo acerca do ACV do bioetanoggdsto e Ribeiro (2009)
determinaram diminui¢des de 7,9 a 8,4% de G@ando compararam automoéveis movidos a
etanol e a gasolina. Esta é uma diferenca sigtifiecalado que a andlise considera desde o
combustivel fossil usado no transporte dos featilies até sua utilizacdo para distribuicdo
final. Ainda neste sentido, os autores comentaram ag ganhos ambientais poderiam ser
maiores apos aprimoramento da tecnologia automeiseado a reducédo de emissdes NOX.

Por outro lado Ometto e Roma (2009) realizaram @veliacdo critica visando o
decréscimo dos impactos ambientais associadosdaigiio do bioetanol. As recomendacdes
finais foram: eliminagdo total da queima na colneit adogdo de préticas agricolas benéficas
ao ambiente, o uso de combustivel renovavel aside&dssil no transporte e maquinaria, a
eliminacdo da lavagem prévia ao processo e a ingn&gao do reuso e reciclo de agua
industrial. Ometto e Roma (2009) sugerem a inclasiimdicadores ambientais e sociais para
garantir a expansdo sustentavel e planejada daraxulle cana-de-aglcar. A extensdo da
pesquisa em aspectos sociais e de biodiversidagddatender a principal debilidade no
aspecto social relacionada com a existéncia deegoprtemporarios, baixos salarios, alta
rotatividade e dificuldade na capacitacdo dos thalgres.

Em 2009, o governo brasileiro publicou o Zoneamehgpoecoldogico da Cana-de-
acucar (ZAE Cana) (PL 6.077/ 2009). O ZAE teve carbjetivo o fornecimento de subsidios
técnicos para formulacdo de politicas publicasndeao ordenamento da expansdo e a
producdo sustentavel de cana-de-acucar. A areaniNsgd determinada para plantacdo de
cana foi de 19% do territério brasileiro. Areas coaFloresta amazonica, o Pantanal e Mata
Atlantica remanescente sao protegidas para estiedfude.

2.4 PRODUGCAO DE MATERAIS LIGNOCELULOSICOS PELA
INDUSTRIA CANAVIEIRA.

A Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB, 2@00 Ministério da

Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA, maiam em abril de 2010, o primeiro
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levantamento da safra 2010/11 de cana-de-acucaeainacional de cana colhida destinada a
atividade sucroalcooleira, na presente safra, Somada em 8 M de hectares. O Estado de
Sé&o Paulo continua sendo o maior produtor com 54,854 M de hectares). A previsao do
total de cana moida é de 664,33 M de toneladasimci@mento de 9,9% em relacdo a safra
2009/10.

A cana destinada para producéo de alcool deve geraolume total de 28,5 bilhdes de
L de etanol (8,4 bilhdes de L de alcool anidro ¢l2ilhdes de L de alcool hidratado)
(CONAB, 2010).

A disponibilidade de bagaco esta atrelada a efi@éenergética da usina. Atualmente,
0 excedente de bagaco disponivel para hidroliseuttos usos se situa entre 7% - 10% do
bagaco total, que é de aproximadamente 280 kg tcada produzida (base Umida). O
restante do bagaco, obtido no processamento, éegagw como combustivel primario na
geracdo de vapor e energia elétrica. Essa conde&d@la em usinas com destilaria anexa com
ciclos de operacgao de 1,9-21 MPa, 573 K para geg&apor e energia.

Em destilarias autbnomas, excedentes de bagaceddanade 50% do bagaco total
podem ser atingidos pela otimizacdo do sistemardeéupdo de vapor e energia, operando
com geracgao de vapor na pressao de 6,5-9,0 MParegamdo turbinas e geradores de alta
eficiéncia para venda de energia elélri¢(RAMIJEAWON, 2008). Soma-se a isso uma
estimativa obtida dos estudos realizados sobrepeeagdo de palhiépque considera uma
quantidade adicional de biomassa lignocelulésicaperavel de 140 kg (base sepay
tonelada de cana (RIPOLI e RIPOLI, 2008). Uma foaga palha pode ser também deixada
na superficie do solo, pois tem importancia na ore@hda sua fertilidade, por meio do
retorno dos nutrientes via processo de mineral@agéninuicdo dos processos erosivos e
maior retencdo de agua, além de propiciar aumemtminrobiota do solo (BERTONCINI,
2008).

Segundo registros da UNICA, no final do ano 20&@4s produzidos aproximadamente
372 M de toneladas de residuos lignocelulésicose€gxcedentes de bagaco, palha e das
pontas que deixam de ser queimados no campo ragaese diferencial de integracdo para a

revolucdo energética da cadeia produtiva da caredear apos viabilizacdo da producao de

! Programa de Incentivo as Fontes Alternativas dedia Elétrica, criado através da Lei 10.438, dd&6

abril de 2002).
2 | ei estadual n 11.241, de 19 de setembro de 2002.
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bioetanol 22 geracédo. Neste sentido, Macedo (2@0&ja que se 50% do bagaco excedente
fosse coletado e usado para geracao de etanokigpggear um adicional de 3700 - 4000 L

hectaré, reduzindo o uso da area cultivivel em 33-38%.

2.3 ASPECTOS TECNOLOGICOS DO ETANOL CELULOSICO

Uma visdo da tendéncia internacional no desenvelim de biocombustiveis,
partilhada por muitos especialistas, € a de quBoz®mbustiveis de primeira geracéo (etanol
de sacarose e amido; biodiesel produzido peladstmsficacdo de Oleos e gorduras com
etanol ou metanol) atualmente disponiveis seraoideg pelos chamados “biocombustiveis
de segunda geracao”, que incluem o diesel prodwzidiartir de gas de sintese em processos
termoquimicos e o etanol a partir de materiaisolgfuldsicos por processos quimicos e
enziméticos. O desenvolvimento industrial destasdi®gias (hidrélise e de gaseificacao)
possibilitara a transformacéo de fibras em combeisti através da fermentacdo do acucar
gerado pela hidrolise ou da sintese de composfmsta dos gases, processo chamado de
Fischer-Tropsch. Em seguida, nesta linha do temporrefinarias integradas serdo
construidas para aproveitamento integral de endrgiaombustiveis e um grande numero de
produtos quimicos e bioquimicos a partir da biomagsno pigmentos, pinturas, esséncias
aromaticas, enzimas, hormonios entre outros (BROWOD5; SOCCOL et al.,, 2010;
CERQUEIRA LEITE et al., 2009).

O processo de produgcdo do etanol de segunda germgBe vérias alternativas
tecnolégicas devido a elevada complexidade e \adedde matérias-primas. O
desenvolvimento e inovacdo dessas possibilidadedugimente agenda governamental,
industrial e académica refletida na quantidadeedgjyisas em escala de laboratério, piloto e
em plantas demonstrativas (DOE, 2007; BANERJEE e2@10; CARDONA et al., 2010).

A rota tecnoldgica com maior potencial de integoagds usinas comerciais consiste em
um metodo de pré-tratamento para disponibilizar mdissacarideos componentes
(CARDONA et al., 2010; MOSIER et al., 2005) seguigahidrélise acida ou enziméatica para
obtencado de aclcares (hexoses e pentoses) e fag@@mbicrobiana destes agucares a etanol
(LYND et al., 2002; SEABRA et al., 2010) e finalntera separacéo e concentracédo do etanol
produzido por destilacio-retificacéo-desidrata@@NCHEZ e CARDONA, 2008).

12
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Material Lignocelulosico Etanol

Fermentagéo e Sacarificagao
l Simultaneos (SSF)

Hidrolise Enzimatica
Etapade

pré-tratamento .
(Solubilizagao da A
fragdo hemicelulosica)

Fermentagdo Destilagao
(Conversao de agucares e

Conversao da Celulose
em agucares
fermentesciveis

em etanol) Evaporagédo

Lignina

Gerenciamento do Purificagdo por

Recirculagdo da 5
residuo

corrente do processo

filtragao

Residuo para produgéo de
energia

Figura 2.1 - Fluxograma do processo de obtencdoetd@ol a partir de materiais
lignoceluldsicos. Adaptado de Hahn-Hagerdal e28106).

Varios meétodos de pré-tratamento tém sido propgstos modificar a estrutura rigida
que caracteriza a lignocelulose. Eles podem sessifilzados como fisicos (moagem,
irradiacdo), quimicos (acido, alcalino, com solesnrganicos) e fisico-quimicos (exploséo a
vapor, hidrotérmicos e oxidacdo umida). Em geraésegiltimos sdo os mais eficientes
(MOSSIER et al., 2005). O pré-tratamento é etapaeima bioconversao, cuja finalidade é a
obtencdo de uma polpa celulésica altamente digezora a minima formacao de inibidores
nos processos subseqientes de hidrolise e ferrdentag

Dentre as alternativas estudadas para o bagagnde @ pré-tratamento por explosao a
vapor foi proposto como um dos mais promissoregddes sua compatibilidade em sistemas
de biorrefineria (BALAT et al., 2008). Neste prose® material lignocelulésico € exposto a
condicOes de elevada pressao seguidas de elewsdpsraturas e descompressao repentina.
O resultado é uma quebra substancial da estruilgmacklulésica devido a hidrélise da
hemicelulose e despolimerizacdo da celulose enig(BALAT et al., 2008; CARDONA et
al., 2010).

A tecnologia por explosao a vapor (praticada emiralis usinas brasileiras) apresenta
menores custos de inversdo e menor impacto ambidatante sua operacdo devido a
auséncia de reagentes quimicos (RUIZ et al., 2008)outro lado, a exploséo a vapor produz
um material pré-tratado com baixa densidade e gaede lavagem prévia a hidrolise e

fermentacao para remocao de inibidores.
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Na etapa seguinte, duas sdo as opcdes tecnoldgaiasrelevantes na obtencdo de
acucares a partir da celulose: a hidrolise acidah@rélise enzimatica. A hidrélise acida é
uma tecnologia bastante estudada, embora a suanmaptacéo tenha sido barrada devido as
condicbes severas do processo. A frequente degmddg celulose e a formacédo de
inibidores recalcitrantes no processo fermentai@m sido as principais desvantagens deste
tipo de hidrolise. A construcdo de reatores netzesl® materiais resistentes a corrosdo com
elevado custo, as instalacdes representam elevaos a integridade e a operacdo gera
efluentes toxicos (BASTOS, 2007).

A hidrédlise enzimatica fornece uma utilizacdo nefisiente dos carboidratos, pois as
enzimas celulases apresentam elevada especificittadedo sobre a celulose evitando assim
a formacgéo de produtos inibidores em condi¢cdes madds de operacdo (50-60°C). Apesar
dessa potencialidade, a rota enzimatica apresiemtaddes tecnolégicas como o alto custo
das enzimas e a baixa produtividade (ADSUL ePa05; HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

As pesquisas abordando a preparagdo e aplicacdcetldases estdo em continuo
desenvolvimento. Meyer et al. (2009) indicam o deenzimas auxiliares como as xilanases
e as feruloil esterase para a completa hidrélispotiza celulosica (celulose + hemicelulose).
Por outro lado sdo também selecionados novos rgam@mos celuloliticos a partir de
técnicas avancadas de engenharia genética (MIUR&.,e2004). A rota enzimética ainda
proporciona a alternativa da sua operagcdo em fose@arada ou conjugada com a
fermentacéo alcodlica no processo conhecido commdrdacdo e Sacarificacdo Simultanea
(FSS). Cada um deles apresenta vantagens e demmst&lacionadas com a produtividade,
estabilidade do processo, contaminagdo microbiilzicdo enzimatica pelo produto, e a
possibilidade de aproveitamento de subprodutos damgnma e leveduras (MUSSATTO e
ROBERTO, 2004; HAHN-HAGERDAL et al., 2006, SOCCOt a., 2010). Os aclcares
derivados da hidrolise do bagaco consistem em ursiauna de hexoses (glicose) e pentoses
(principalmente xilose), sendo desejavel que todles sejam convertidos a etanol. No
entanto, as linhagens selvagens Seccharomyces cerevisiagio metabolizam xilose ou
outras pentoses e sdo bastante sensiveis a ingm¢&ubprodutos gerados no pré-tratamento.
A limitacdo apresentada pelas leveduras gera assidegle de desenvolvimento de
microrganismos mais robustos, capazes de prodaziolea partir dos hidrolisados de bagaco.
A busca de linhagens de leveduras capazes deautiiipses é uma das estratégias abordadas.

Linhagens recombinantes d& cerevisiae, Zymomonas mobilis e Eschericha foodm
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desenvolvidas com a capacidade de co-fermentarsglie xilose (YOMAN et al., 1999; LIU
e QURESHI, 2009). A tecnologia de DNA recombinavden sendo usada para clonagem e
sequenciamento de genes de interesse industrial.

A concentracdo de etanol € um parametro relevaatavaliacdo da viabilidade do
processo. A fermentacdo alcodlica da solucdo deaagsi com 70 gt de glicose deve
atingir uma producéo de 35 g'lde etanol. Comparativamente o licor da cana aptz4e0-
160 g L* de sacarose que apés fermentacdo resulta em ¢@d®s etandlicas em torno a
60-80 g L' A etapa final de separacdo e concentracdo dmleéamma tecnologia bem

estabelecida sendo utilizada e comercializadao@ugéo de etanol de 12 geracéo.

2.5 PROCESSO DE HIDROLISE ENZIMATICA E PRODUCAO DE
CELULASES

No ambito da producéo de etanol a partir de masgdignoceluldsicos, as celulases sdo
insumos que impactam significativamente o procgssdendo representar até 18% do custo
operacional de uma planta de hidrolise enzimaiddJANG et al., 2007). As tecnologias
para producdo de celulases e sua aplicacdo nalisedde materiais lignoceluldsicos séo
processos em continuo desenvolvimento, e chave paemento da produtividade e
economicidade da rota enzimatica.

O complexo enzimatico de celulases é constituidoupma mistura de varias enzimas
(endoglucanase, exoglucanas@-glicosidase). Os microorganismos produtores podem
bactérias Bacillus, Cellulomonas e Clostridiymou fungos. A producédo industrial é
dominada por varias espécies fungicas e envolg&usroslrichoderma sp., Penicilium sp.,
Aspergillus sp., Humicola sp e Fusarium gpobtencdo de preparados com alta atividade
celulolitica depende do microrganismo utilizadoceptiocesso de producdo das enzimas. O
formulado celulolitico ideal pode ser obtido petwwaltivo de linhagens superprodutoras dos
principais tipos de celulases (WEN et al., 200%tapproducédo isolada das celulases e
posterior mistura dos extratos purificados, em prgfes pré-otimizadas (LI et al., 2005) ou
ainda pela incorporacdo controlada de genes ddasefu em organismos hospedeiros
(SRIVASTAVA et al.,, 1999). Técnicas de genéticassléa (mutagénese) ou biologia
molecular podem ser empregadas com este intuitaqyudose refere & melhora no processo,
torna-se relevante o aproveitamento e reciclo dasmas no reator de hidrélise. As operacdes

de separacdo como a microfiltracdo e ultrafiltragéomembranas sdo os mais indicados na
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literatura (MORES et al., 2001) representando uetgéo de 0,048 USDLno custo do
produto final.

O setor comercial das celulases é dominado interma@lmente pelas empresas
Genencor e Novozymes, esta Ultima com uma fabodarasil, Curitiba, a Novozymes Latin
America Ltda.

No contexto nacional, a comercializacdo de preparasluldsicos movimentou até
setembro de 2010, USD 1 M, com a exportacdo deo@8lddas e a importacdo de 67
toneladas de preparados celulasicos, provenierdgednmfio Européia e norte-americanos
(ALICEWEB, 2010).

Devido a viabilidade econ6mica do etanol de segwedacao depender fortemente do
abastecimento de enzimas a precos competitivosmasesas Genencor e Novozymes vém
lancando continuamente no mercado preparados selgacada vez mais aprimorados e a
menores custos. Neste sentido, foram langcadastescente por ambas as empresas lideres,
duas novas linhas de enzimas capazes de tornaretiivgpa producdo de etanol celuldsico
(LEBER, 2010). A companhia dinamarquesa Novozyrmaesinciou a venda do complexo
direcionado a hidrolise da biomassa, o Cellic CTdcglulase) e o Cellic HTec2
(hemicelulase). A empresa calcula que com esteagém; 0 preco do etanol celulésico deve
ser reduzido para US$ 0,54*Lvalor similar ao do etanol de milho e da gasolina
comercializada nos EUA. A diminuig&do no custo deitaa¢cado da enzima foi de 80%, ficando
em US$ 0,13 1 de etanol produzido.

Paralelamente a Genencor - Danisco (com sede m@r@@) anunciou a producdo de
enzimas a custo semelhante, triplicando a eficdos seus produtos, mas ainda nao foram
disponibilizados comercialmente.

O artigo ainda informa que a Novozymes, em parcera a empresa POET, maior
produtora de etanol de milho dos EUA, planejamradim 2011 uma planta demonstrativa
com capacidade para 95 M de L de etanol produzsdoeastas enzimas e com palha e espigas
de milho como matéria-prima. No ano passado, a P@gistrou a marca no preco de etanol
celulésico de US$ 0,60 por L (LEBER, 2010). Esteangos iriam capacitar a industria do
etanol celulosico em larga escala para a comera@@p do produto em USD 0,60 por L em
2011. No entanto, estes avancos precisam ser aobagi@s e corroborados com
investimento em plantas industriais de etanol atmacdo colaborativa de empresas de

biotecnologia, industria de biocombustiveis, cenacadémicos e governo.
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2.6 PANORAMA MUNDIAL DO ETANOL CELULOSICO

Apesar do significativo progresso cientifico nabiliaacdo do etanol celuldsico,
existem ainda desafios técnicos e econdmicos anssnperados antes da concretizacao de
investimentos em escala comercial. Segundo o Acdeldmplementacdo de Bioenergia
(IEA, 2009)3, as tecnologias de processamento foram qualificadeo imaturas devido ao
panorama internacional de operagcdo em escala piepyesentando menos de 0,1% da
fabricacdo mundial de combustiveis liquidos.

As maiores iniciativas neste sentido foram registsapelo Programa do Departamento
de Energia do governo dos EUA, que em 2007 finaneiconstrucdo de doze plantas de
etanol celulésico e biorrefinarias em escala de aestnacdo além da instalacdo de trés
centros de pesquisa especializados com investism@®anais de USD 1 bilhdo (WALTZ,
2008). Os objetivos iniciais de 500 M L por ano etanol celulésico foram largamente
superados, s6 a planta da empresa POET produz 1&Wide etanol a partir de sabugo e
palha de milho por hidrélise enzimatica. O govetdeoCanada, por sua vez, vem apostando
no apoio de empresas privadas com mais de USD 50@davdo a construcdo de plantas de
etanol e biodiesel. Produto desta parceria, a |@mporation, a Shell e a Codexis instalaram
em Otawa a planta para venda comercial do etanloloseo. O projeto permite o
processamento de 20-30 toneladas diarias de pallrdggd para produzir aproximadamente
5000 — 6000 L did também por via enziméatica. As enzimas celulases psaduzidas
diretamente na IOGEN, o processo de fabricacaor depmentacdo submersa, empregando
uma linhagem dé&richoderma A cultura do fungo é realizada em presenca de fomta de
carbono, nitrogénio, fésforo e fatores de cresctmeomplexos como agua de maceracao do
milho e sais. Como fonte de carbono para multiphcado microrganismo, se utiliza a
glicose, e para induzir a producdo de enzimas, weaaesgotada, se adicionam celobiose,
lactose ou oligdmeros de glicose. O processo &agal em fermentadores com agitacdo e
aeracdo, em condicBes assépticas a 30°C e pH 4-termentacdo se completa em
aproximadamente 170 horas. O complexo celulolitictido depois de retirada a biomassa é
concentrado (estabilizacdo com acréscimo de bemzbatsdédio como preservativo para

estocagem) e aplicado na hidrolise do materiabtigiulosico (IOGEN, 2010).

% The Implementing Agreement on Bioenergy € um aceoadaborativo internacional estabelecido em 1978 pe
IEA visando a cooperacao e a troca de informacéie es programas de P&D das na¢des no tema de
bioenergia. O objetivo é acelerar a pratica deestsbilidade e o custo competitivo da bioenergramindo a
seguranca energética dos paises membros.
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Contudo os projetos de construgdo piloto de eteekilésico continuam em aumento
também na Europa, Japédo, China e India onde osigmia investidores sdo o governo e as
empresas privadas como a Inbicon, Abengoa, Brifgtroleum, Sekab, Nippon Oil
Corporation, Praj Industries, entre outras. Algurdassas experiéncias internacionais estao

listadas e referenciadas na Tabela 2.3 e no Anexo 1

Tabela 2.3 Exemplos de plantas piloto e demongaspara a producéo de etanol celulosico.

Empresa Matéria-prima CapacidadeTecnologia
M L ano*
Abengoa (Madrid, Sabugo de milho, 5 Hidrdlise
Espanha) palha de trigo, enziméatica:fermentacao.
capim.
ALICO (Florida, Madeira, 51 Termoquimica: gaseificacao
EUA) subprodutos e fermentacéo.

citricos, residuos de
borracha e plastico.

BioEthanol
(Osaka, Japao)

Residuos de
madeira.

1,4

Hidrélise enzimatica:
fermentacao

BlueFire Ethanol
(Califérnia, EUA).

Lixo urbano, palha 11,2
de trigo.

Hidrélise enzimatica

Coskata

Palha de trigo, 140

Combinacao de processos

(Pensilvania, casca de arroz. hidrolise enzimética e
EUA) gaseificacao

Inbicon Palha de milho, 10 Combinacao de processos
(Kalundborg, palha de trigo hidrolise enzimatica e
Dinamarca) gaseificacéo

Mascoma Capim e madeira. 18,5 Hidrélise enzimatica e

(Tenessee, EUA).

producao de biogas

POET (South
Dakota, EUA)

Palha e sabugo de 92,8
milho.

Hidrélise enzimatica:
fermentacao.

Range Fuels
(Soperton, EUA)

Residuos de 70
madeira.

Termoquimica: gaseificacédo

China Palha de milho 6,3 Hidrélise enzimatica
Resources

Alcohol

Corporation

(ZhaoDong

City, China)

Verenium Bagaco de cana-de-5,1 Hidrolise enzimética:
(Pensilvania, acucar, madeira. fermentacéo.

EUA).

Zea Chem Residuos de 51 Combinacao de hidrélise
(Oregon, EUA) madeira enziméatica e gaseificacgao.

Hidrogendlise da lignina

Fonte: Modificado de Waltz (2008) e Margeot e{2010).
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Hoje o custo de instalagdo de uma planta cometeiatanol celuldsico é calculado em
torno de USD 100 M. No entanto, todas as inicigtida investimento a larga escala estdo na
fase projetiva (GNANSOUNOU e DAURIAT, 2010). Segorfgims et al. (2010) uma planta
comercial em larga escala deve produzir entre TBOML and* em 7000 horas de operacéo
efetiva e com o processamento de 0,35 — 0,6 Mddaslde biomassa lignoceluldsica.

Segundo as previsdes de Faaij e Londo (2010) eoacordancia com a Tabela 2.3 os
diferentes processos e matérias-primas para olutelezBiocombustiveis liquidos coexistirdo
nos proximos 50 anos, mas o potencial das fonge®delulosicas passara a ser relevante
guando forem aproveitados os residuos das cadeidativas alimentares e agroindustriais,
dando-se preferéncia ao uso da terra para proadlgzabmentos.

Em 2020 séo esperadas producdes no montante dinddsblL de etanol celuldsico, se
forem alcancadas as metas propostas por EUA, CEwmapa, Japdo e Brasil (OPENPR,
2010). A legislacdo dos EUA prevé uma participad@o64% no mercado enquanto que
aquelas da Europa e China propdem porcentager@4le 11,5% respectivamente.

2.6.1 INICIATIVAS TECNOLOGICAS BRASILEIRAS

No Brasil, trés séo as iniciativas privadas fregemente mencionadas. Uma delas é a
Dedini Industrias de Base S.A., que realiza pesgeisdesenvolvimento em processos e
equipamentos de hidrolise (DEDINI INDUSTRIAS DE BBS2008). Desde 2003, a Dedini
vem testando em uma unidade piloto de capacidade Janil L diarios de bioetanol, o
processo de producdo de bioetanol com base nodagag palha de cana. Nesse processo,
patenteado como Dedini Hidrélise Rapida (DHR), wivente hidro-alcodlico desestrutura a
matriz celulose-hemicelulose-lignina, dissolvenddigaina, hidrolisando a hemicelulose e
expondo a celulose para a acéo de &cido sulfuiliemd, que promove rapidamente (10 a 15
minutos) a hidrdlise dessa fragéo, sob temperatlgak/0 - 190 °C e pressdes da ordem de
2,5 MPa. Como, nesse processo, a fracdo das pemiéses aproveitada, os rendimentos sdo
relativamente baixos, da ordem de 218 L de bioétgoo tonelada de bagaco seco
(OLIVERIO e SOARES, 2007). Além disso, as condigépsracionais s&o severas gerando
efluentes perigosos e de elevada toxicidade.

Por outro lado, a Petrobras inaugurou o projeto |@exo Bioenergético (CBio) para
producdo de etanol com a parceria da empresa jspoMiésui e da brasileira Itaruma
Participagfes. Esta unidade iniciara a produca@0feM L de etanol convencional voltado
para o mercado japonés (ABIFINA FACTO, 2008). Rdamhente, a producéo de etanol de 22
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geracdo através da hidrolise enzimatica vem seesliada em escala piloto. A unidade
experimental instalada no Centro de Pesquisa enbelstmento da Petrobras (Cenpes), no
Rio de Janeiro produz 280 L por tonelada de bagaco. Nesta fase, a obtencdo de dados
devera permitir a implementacao do projeto e atcogc@o de uma planta de demonstracdo no
CBio para inicio de operacdo em 2011 (ABIFINA FAGTD08).

Mais recentemente, a empresa Oxiteno S.A., do glllpa com financiamento do
Banco Nacional de Desenvolvimento Econémico e $¢BISDES), iniciou a construcao de
uma biorrefinaria piloto para viabilizar comerci&nte o processo de obtencdo de etanol por
hidrolise enzimatica da celulose e da hemicelulesde etilenoglicol e propilenoglicol, por
hidrogendlise, a partir desses acucares (OXITENOSR

No ambito estatal cabe destacar a iniciativa dagwro de Ciéncia e Tecnologia, com
a construcao de uma plataforma para hidrdlise eatmende bagaco de cana em escala-piloto
junto ao Centro de Ciéncia e Tecnologia do Biodt@@ampinas, SP) (CTBE, 2010).

Paralelamente, se integram nesta missdo nacidnaiéggca, iniciativas das instituicdes
de pesquisa e desenvolvimento académicas em pamam entidades governamentais e
privadas. Assim:

No contexto do Plano Nacional de Agroenergia (PNOR&22011) a Embrapa tem a
misséo de coordenar acdes institucionais e um gmugrde PD&I que otimize processos e
matérias-primas atuais e potenciais no Brasil, platmformas de etanol, biodiesel, florestas
energeéticas e residuos, para a obtencéo de biostivéis e de co-produtos. Estas diretrizes
estratégicas tem abrangéncia em trés vertentesimpkcam no desenvolvimento de
tecnologia agricola, industrial e estudos trangersocioecondmicos, ambientais, mercado,
gestdo e elementos para subsidiar politicas p@éblicaonectando o conhecimento
agrondmico, o conhecimento industrial e o mercadoedergia. A criacdo da Embrapa
Agroenergia unidade de tema basico, visa a coogdenaas iniciativas nas diferentes
unidades em relacdo ao desenvolvimento de processaso aproveitamento da energia de
biomassa, com foco na busca e melhoramento deiasapfimas para fins energéticos e 0s
processos de conversao e tecnologias de 22 geracao.

O Projeto Bioetanol, do Nucleo Interdisciplinarlanejamento Energético (NIPE), da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), ccepaio da Financiadora de Estudos e
Projetos (Finep), tem por objetivo estudar a préduge etanol por hidrélise enzimatica. O

projeto € composto por 14 instituicbes, que engioB8 grupos de pesquisa nacionais, com

20



Capitulo 2. Sustentabilidade do Etanol Celulési@oHtidrélise Enzimatica

colaboracdo de cinco instituicbes internacionais.afividades do grupo sao divididas em
quatro grandes areas: 1. Caracterizacdo do bagdggalha — métodos analiticos padrao; 2.
Producdo de celulases; 3. Hidrdlise e fermentagidatjaco e da palha; e 4. Andlise e
otimizacao do uso de energia — disposi¢ao de osjeit

A Fundacgdo de Amparo a Pesquisa do Estado de $&m (Fapesp) também incentiva
o desenvolvimento de estudos sobre hidrolise eugéml de etanol através do Programa
Fapesp de Bioenergia (Bioen). O Bioen comecou e@8 20tem prazo de duracdo de dez
anos. O programa esta estruturado em torno de gmacales areas de pesquisa. Uma delas é
sobre biomassa e genbmica, bioquimica, biologiallakle fisiologia. As outras sdo o
processo de fabricacdo de biocombustiveis, asagpks do etanol para motores automotivos,
estudos sobre biorrefinarias e alcoolquimica, eattgs sociais e ambientais do uso de
biocombustiveis

Como pode ser observado, esta area de pesquisgardrando impulso, o0 nimero de
pesquisadores e técnicos envolvidos com a pestpnsie a crescer de forma exponencial
devido ao diferenciado potencial brasileiro paderar o mercado em biocombustiveis de
segunda geracéao.

Pode-se concluir que dada a complexidade envohadacnologia de transformacéo do
bagaco em etanol por hidrélise enzimatica, existerda acdes a serem executadas em vias
da sua viabilizacdo comercial no Brasil. Em primdingar, a articulagcdo entre todas as
iniciativas referidas para formar um banco de dad@erencial do estado de arte e nivel de
desenvolvimento tecnologico nacional. Assim tamls@m requeridas novas unidades-piloto
em escala intermediaria, que visem a subsequieotdaede demonstracdo para verificar o
desempenho do processo em todos seus estagiosvézndafinidas as opc¢des de processo e
rotas tecnoldgicas mais adequadas € primordiah ansegracdo concreta como unidade anexa

a uma destilaria de etanol de cana-de-agucar coiore.

2.7 ANALISES TECNO-ECONOMICAS PROSPECTIVAS

A avaliagdo dos impactos ambientais, econdmicagiais do etanol celuldsico estd em
nivel de prospeccéo e se baseia atualmente nawgitste cenarios hipotéticos e simulacdes
computacionais. No entanto, vantagens em relac&@egairanca energética nacional, o

desenvolvimento da agroindUstria e comunidadesistue reducdo na dependéncia de
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combustiveis fosseis, sequestro de carbono no eoloitigacdo dos GEE tem carater
consensual no mundo (IEA, 2008; NREL, 2007).

A estimativa dos custos de producédo do etanol @gtd é imprecisa. Ainda com a
definicdo da rota enzimatica como tecnologia bagistem diferentes op¢cdes de aplicacéo
gue por sua vez vao ter diversos efeitos nas \@sammbientais e soOcio-econ6micas
atingidas. O custo de producdo representa um pax@ardecisorio na comparacdo entre
diversas alternativas tecnoldgicas, mas deve seado com cautela quando diferentes
realidades sdo analisadas (GNANSOUNOU e DAURIATI®0 Por exemplo, os custos
previstos para os EUA geralmente estdo em tornd3ie 0,34-0,47 ! (JECHURA et al.,
2003) e na Europa ascendem para USD 0.36-0.6SASSNER et al., 2008). A principal
diferenca esta na disponibilidade de matéria-penme tamanho da planta de converséao. A

Tabela 2.4 ilustra as diferencas nos valores padbdis pelo IEA, 2008 e outros autores.

Tabela 2.4 Custos estimados na producao de etalubdgico.

Cenario Custo de producdo (USD LGE Referencia

Otimista (2010) 0,8 IEA (2008)
Pessimista (2010) 0,9 IEA (2008)
Otimista (2030) 0,55 IEA (2008)
Pessimista (2030) 0,65 IEA (2008)
Otimista (2050) 0,55 IEA (2008)
Pessimista (2050) 0,60 IEA (2008)

SSF 0,6 Wallace et al. (2005)
CB" 0,45 Sendich et al. (2006)

sacarificacdo e fermentacdo simultarfeBioprocesso consolidadd]l.GE: L equivalente de
gasolina com uma variagao de preco entre USD 1BD gor barril.

Uma analise técnica econdmica mais detalhada fiigaaa por Kazi et al. (2010) para
contextos norte-americanos. A producdo de etanopalea de milho via enzimética foi
analisada em cenarios prospectivos para os proxtmo8 anos e com a integracdo a uma
planta de etanol convencional. A capacidade dogssm assumida foi de 2000 toneladas de
palha por dia, nas seguintes unidades operacianaisejo da matéria prima, pré-tratamento e
detoxificacd@o, hidrélise enzimética e fermentag#oducdo enzimatica situ, recuperagao
do produto, tratamento de efluentes, armazenantenpzoduto e da matéria prima e geracao
de vapor e energia. Os modelos de cada unidaderatesso foram desenvolvidos no
simulador ASPEN Plus™.

O custo resultante de inversao para instalacadasaapfoi de USD 164 M, com uma

produtividade de 256 L de etanol toneladke biomassa e uma producéo anual estimada em
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170 M L etanol. Os insumos, enzimas, nutrientest¢muoperacionais variaveis) contaram
com 37% do total enquanto que os custos fixosr{ealananutencao e seguros) com 6%. A
distribuicdo dos custos de investimento e de prdappdem ser observados na Tabela 2.5 e
na Figura 2.2. Foi considerada a producéao de esZzimsitu devido a indisponibilidade deste
insumo no mercado nas quantidades requeridas paea planta de etanol em escala
comercial.

Os maiores custos no sistema gerador de energlzogerador/caldeiras) e no preé-
tratamento foram atribuidos a inexisténcia do wiatede cogeracdo e a necessidade de

detoxificagdo anexa ao pré-tratamento.

Tabela 2.5 Custos estimados da matéria-prima eniesguimicos (ano base de calculo
2007).

Material Preco (USD tonelada-1)
Palha de milho 83
Enzima (100 g proteina L-1) 507
Acido sulfarico 35

Cal hidratada 99
Liquido de maceragédo de milho 226
Fosfato de amonia 201
Propano 374
Etapa separacao (sistema de membranas) 4990
Etapa de destilacdo 2994
Quimicos para tratamento de efluentes 7485
Polimero de clarificacdo 3575
Eletricidade (c kWh-1) 5.4

Custo de Capital (MMUSD)

Utilidades 6,3

Caldeiras, turbinas |56
Armazenamento :|3,2
Tratamento de dgua | 3,5

[e=Y

Destilac&o e Recuperagdo de Sélidos |26,1
Sacarificagéo e Fermentag&o |21,8
Pré-tratamento |36,2
Manejo de Matéria Prima 10,9
0 10 20 30 40 50 60

Figura 2.2 - Custos de inversao de capital. AdaptedKazi et al. (2010).
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O preco de etanol celulésico calculado por Kazile2010) foi de USD 1,44 LEGno
estagio atual de desenvolvimento, fornecendo urareemais realista. Os menores valores
registrados na Tabela 2.4 se devem principalmeptejectes baseadas em cenarios otimistas
com o uso de processos como hidrolise e fermentgédtaneas, e fermentacdo de hexoses
e xiloses no mesmo reator e outras vantagens tagioas, imaturas, no momento atual.

Finalmente, uma outra abordagem é apresentad#\pélse de Ciclo de Vida (ACV),
metodologia que permite a comparacdo de diferegpgHes para producdo de etanol
celulésico. Assim, Spatari et al. (2010) avaliarardesempenho tecnologico e ambiental de
algumas tecnologias de 22 geragdo usando indicadwreprocesso como rendimento de
etanol e geracdo de eletricidade, além da quamtidadenergia fossil utilizada no sistema
produtivo. Os impactos ambientais também foram edagos nos simuladores Monte Carlo
e Aspen Plus™ em relacdo as emissdes dos GEE npeduatmosféricos (CO, NOx), gases
organicos, Oxidos de enxofre, matéria particuladaesiduos solidos. Os resultados
demonstraram a significancia na sele¢cdo dos métddogré-tratamento, fermentacdo e
separacdo do etanol. As tecnologias de melhor ges#m ambiental foram as de maior
investimento inicial e de uma maior sofisticacdontédgica. A ACV permitiu também a
identificacdo das etapas chaves em relacdo a emiles3AGEE e gasto de energia fossil. A
publicacdo conclui indicando medidas de atenuag#orezacédo da cadeia produtiva como o
uso de biocombustiveis no sistema de transporistrébdicdo e a diversificacdo de produtos
resultantes da implementacao de sistemas de tnarief

Apesar do reconhecido ganho ambiental através batiticdo dos combustiveis
fosseis pelo etanol de 22 geracdo, a quantificagdemissdes de GEE resulta em um amplo

intervalo como € ilustrado na Figura 2.3.
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Figura 2.3 - Intervalos de reducdo dos GEE (emabarou dados especificos (pontos)
relatados pelo uso de biocombustiveis (ndo foramsiderados os impactos devido a
mudanca no uso da terra). Extraido de Sim et @L.QR

Diferencas na definicdo de limites do sistema,libagdo e a necessidade de transporte
e fertilizacdo segundo a biomassa diversificamessltados das cadeias produtivas. Aden et
al. (2002) relatam que o uso do etanol derivadpalaa de milho resulta em uma reducao
liquida de 75— 150 g G@q km' e o derivado do trigo em 15-110 g £ kni'. Sims et al.
(2010) publicaram os intervalos de reducdo nass@essobtidas apdés mudanca da gasolina
mineral pelos biocombustiveis de 12 e 22 geracaéigfira 2.3 mostra o resultado deste
estudo.

Cabe ressaltar que todos os resultados encontnadiiteratura foram produzidos com
modelos de simulacdo desenvolvidos nos EUA e Eurppdanto aplicam informacdes
baseadas nas plantas piloto existentes nessadatksli Bases de dados neste sentido,
também deverdo ser criadas e continuamente alidetao Brasil para auxiliar na
construcdo de modelos de simulacdo e projecdo realmlades brasileiras. Um objetivo
estratégico na viabilizacdo e sustentabilidadetdoot a partir do bagaco de cana e outros
materiais celulosicos € justamente a capacidadantiecipar e prever a variabilidade da

producao segundo a conjuntura nacional e internaktio
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Embora o carater preliminar dos dados coletadoteseforam assumidas pelo
Departamento de Energia dos EUA e pela AIE parmehal estratégias de incentivo ao uso
dos biocombustiveis de 22 geracdo na tentativa idersdicacdo da matriz energética
mundial. Com isto as proximas plantas comerciai®mlecomecar a operar nos proximos 5
anos.

Estas experiéncias internacionais podem ser adotadavaliadas no modelo de
desenvolvimento brasileiro para producdo de etapbllosico. Neste sentido a realidade
brasileira ostenta duas importantes vantagens ddivge as quais sao a ampla
disponibilidade e o baixo custo do bagaco de caraedcar, além de uma cadeia consolidada
de producéo de etanol dgderacio.

2.8 PROPOSTA CONCEITUAL DE INTEGRACAO TECNOLOGICA
SUSTENTAVEL

No contexto nacional o elevado potencial de intgpada rota de hidrélise enzimatica
no processo produtivo do etanol deggracédo permitira ganhos no total de etanol pidduz
sem a necessidade de expansao da area plantad@EROSt al., 2008; MELO, 2009). Em
consideracdo ao processo, 0 arranjo tecnoldgice miaaente adota a instalagdo de uma
unidade de hidrdlise anexa a operacdo convencitenaima destilaria de etanol, como mostra
a Figura 2.4.

Essa unidade abrange as etapas de pré-tratamebémaco, a hidrolise enzimatica e os
pos-tratamentos do licor de hidrolise. O processdémneontinua na destilaria convencional,
na qual o licor seria adicionado ao caldo de camado e pré-concentrado para formar o
mosto. O processo de fermentacdo alcoolica, dedtijaetificacdo e desidratacdo do etanol e
tratamento do vinhoto seriam realizados tambémestéldria redimensionada para atender a
producao adicional de etanol. A articulacdo de analsaunidades teria como produtos finais o
alcool etilico hidratado combustivel (AEHC) e od@lcetilico anidro combustivel (AEAC),
além da bioeletricidade na qual € acoplada umaadeidde sacarificacdo do bagaco
aproveitando ao maximo as facilidades da destilakiadestilaria fornece as utilidades
necessarias para operacdo da hidrdlise: agua dessm de resfriamento, vapor e energia

elétrica, assim como facilidades de estocagem dériagrima e etanol final.
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Figura 2.4 - Processo proposto de hidrolise anedesélaria padrdo. Modificada de Rossell
et al. (2008).

Rossell et al. (2008) simulou esta proposta tegicdd calculando os custos de

producdo em cenarios com fermentacdo de 94% desbexe sem aproveitamento de
pentoses. O pré-tratamento projetado foi com &idfdrico diluido e a subsequente hidrélise
com enzima comercial (48 h) em batelada. O custendana assumido na simulacao foi de
USD 0,30 [* de etanol produzido. A participacédo de 12% do agstitel celulésico na
producao total de 151%de etanol por dia resultou em um custo de R$ I1;5@JSD 0,85 L
! aproximadamente). Mais uma vez, ressalta a impaietdda producdin situ da enzima,
visando independéncia tecnoldgica, maiores prodiatiles e melhor aproveitamento dos
recursos da planta em vias da reducéo do prectadoleeluldsico.

Com relacdo aos principais impactos ambientaistiftterdos no Diagrama de Fluxo
(Figura 2.4) podem ser mencionados:

* A elevada captacao e uso de agua assim como &égetaginhoto pobre em nutrientes
na unidade de hidrélise. Entretanto, a tecnologidigestdo anaerdbia pode ser aplicada
como método de tratamento e producéo de biogas.

* A lignina (co-produto da separacdo de hidrolisguez um tratamento adequado de

gueima.
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 Os vapores provenientes do pré-tratamento e osenddls liquidos com altas
concentracbes de quimicos $OH,SO,, NaOH, CaO) precisam também ser
neutralizados e depurados.

Contudo, existem grandes incertezas quanto aosctogppambientais na qualidade do
ar, suprimento de agua e efluentes liquidos, oégdg solo e biodiversidade que merecem
maior atencao e deverdo ser objeto de estudo emasuavaliacbes. Analises mais exaustivas
neste sentido sdo primordiais, pois permitem ifleati a utilizacdo de recursos criticos em
todo o ciclo de producdo e uso do etanol celuldésicmrganizagdo desta informacdo e o
estabelecimento dos “indicadores de sustentabdid@éra o produto, constitui a etapa
seguinte no marco metodolégico da Avaliacdo AmbieBstratégica (AAE) (VICENTE e
PARTIDARIO, 2006; EGLER, 2001).

No tocante a dimenséo de impactos socioeconénetessseriam decorrentes da adocao
de uma nova tecnologia e da expanséao global dagiiodde bioetanol. As projeces deveréao
considerar efeitos cumulativos incluindo maior pawento, migracdo de grupos humanos,
elevacao de renda, introducdo de servicos de siftaara, comércio e atividades industriais
em diferentes niveis.

O objetivo desta perspectiva € assegurar que asctaspecondmicos, ambientais e
sociais sejam considerados para subsidiar a tochadiecisdo relacionada com a integracao
da producédo do etanol celulésico no Brasil.

Todos estes critérios integrados de maneira sisémierecem uma estrutura para
integrar politicas publicas relacionadas ao cresoimsustentavel da producédo de bioetanol
e, ao mesmo tempo, facilitar o didlogo com os atogéevantes, mesmo no presente estagio

de desenvolvimento da tecnologia.

2.10 CONCLUSOES

* O advento da crescente producdo de bioetanol dgeritdo vem gerando grandes
excedentes de bagaco, com potencial de seremdrnaragfos em etanol celuldsico e
aumentar significativamente a oferta deste biocatibel, sem necessidades da
expansao da cultura e da competicao por terraudignel.

» Apesar deste potencial existem varios desafiosotégitos e oportunidades a serem
superados antes da viabilidade comercial da hsiroBnzimatica. Este processo

apresenta necessidades de desenvolvimento e esqQui® i) complexos enzimaticos
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especificos, otimizados e com custos competitiipseducdo no consumo energético
na etapa de pré-tratamento; iii) selecdo de miarosgnos resistentes a inibicdo capazes
de metabolizar pentoses e hexoses, iv) escalonarsétivo em nivel comercial com
uma adequada recirculacdo de regentes quimicostamegnto de efluentes e v)
integrag&o otimizada em um sistema industrial ddygdo de etanol.

* Neste sentido a insercéo da tecnologia enzimatoceontexto do setor sucroalcooleiro
consiste na integracdo de uma planta produtoraépammm uma unidade de hidrélise. O
processo brasileiro possui uma viabilidade econ@relevada em relagdo aos outros
biocombustiveis de 22 geracdo. As vantagens ecoaéntiomo 0s baixos custos da
matéria-prima (bagaco de cana) e a disponibiliddmfraestrutura industrial existente
serdo refletidos diretamente no custo de producaonoefavorecimento de um
crescimento gradativo na producdo de biocombustivei

» Como etapa prévia a comercializagédo é primordiattalacdo de sistemas de producgéo
em diferentes escalas visando a aquisicdo de bameodados caracteristicos da
realidade nacional que permitam, por sua vez, gndstico e prognoéstico dos cenarios
tecnoldgicos atuais e esperados. A estreita caghorentre as iniciativas nacionais e as
agencias internacionais é também relevante nadoride um ambiente favoravel ao
desenvolvimento tecnolégico, com o intuito do dmsnto sustentavel do setor
energeético.

» Para avaliagdo dos impactos esperados com a caiiEc@io dos biocombustiveis de
22 geracdo é necessario que se faca uma sérieatisesrnsobre a necessidade e a
disponibilidade de recursos naturais, nivel de meadeimento tecnoldgico,
infraestrutura existente e necessdaria para atemdg®entos nas demandas interna e
externa, fronteiras sustentaveis de expansdo daraule cana-de-aclUcar. Toda esta
informacé&o busca o delineamento de um sistema rtigepara projecdo das complexas
relacbes socioecondmicas e ambientais e delineandentonceito de sustentabilidade

aplicada aos biocombustiveis
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Capitulo 3. Adaptacao e Caracterizacdao do Bagaco de cana-de-
acucar para Producao de Celulases

3.1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos vem se observando no mundo undgriaeresse pela utilizacdo de
residuos agricolas na obtencdo de combustiveisaeeis, tais como o etanol celuldsico. No
Brasil, apesar da grande producdo do etanol ar pdatisacarose de cana-de-agUcar, a
producdo de alcool derivada de lignocelulose sesapta como uma alternativa viavel e
sustentavel em contextos de iminente crise eneegfALVIRA et al., 2010; CARDONA et
al., 2010).

A utilizacdo do bagaco de cana-de-agucar (BC) céonte de carboidratos para a
producdo de etanol vem sendo amplamente estudadsaAdo seu privilegiado potencial
para producao de energia renovavel, o BC apresardateristicas de recalcitrancia ao ataque
de agentes quimicos e biologicos devido a sua csiggm constituida por uma complexa
mistura de carboidratos poliméricos e lignina (ICH) 1990; ARIN e DEMIRBRAS, 2004;
NIGAM e SINGH, 2010).

Em geral, a producdo de etanol a partir da biomaegatal consiste nas seguintes
etapas: hidrolise de celulose e hemicelulose perdugdo de acucares, fermentacdo dos
mesmos, separacdo de lignina residual e, finalmenecuperacdo e purificacdo de etanol
produzido. Entretanto, a etapa de hidrdlise visanabtencdo de monosacarideos apresenta
ainda dificuldades tecnologicas devido a fatorescdiquimicos do processo e fatores
estruturais da biomassa que prejudicam a digedtdg da celulose (MOSIER et al., 2005).

Pode-se mencionar neste sentido a persistentarbaceataque hidrolitico constituida
pelas interagBes quimica entre a celulose e hantosel e a intima associacao covalente entre
a lignina e a hemicelulose. Além disso, a natuazstalina da celulose representa uma
limitac&o adicional para a hidrolise (CARDONA et2010).

Com isto, uma etapa de pré-tratamento € necessdégando o0 aumento de
susceptibilidade da biomassa vegetal através dac@mde lignina e hemicelulose, reducao
do carater cristalino da celulose e o incrementpatasidade do material (KELLER et al.,
2003, MOSIER et al., 2005; HENDRIX e ZEEMAN, 2009).
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Neste sentido as pesquisas atuais visam a idegéifice desenvolvimento de processos
de pré-tratamento que garantam a eficiéncia ngaetsubseqientes da conversdo. No caso
da hidrélise enzimatica, sdo desejaveis biomassargiadas com baixos requerimentos de
carga enzimatica e melhores taxas cinéticas pashtencdo de acucares fermentesciveis
(LAUREANO-PEREZ et al., 2005; HENDRIKS e ZEEMAN, @® ALVIRA et al., 2010).

Outra dificuldade tecnolégica chave na producae@tdool de Va geracdo é o elevado
custo de producdo de enzimas celulases, processltpo que é foco de pesquisa de
diversas frentes tanto académicas quanto indisstheste sentido, tem se apresentado como
propostas de desenvolvimento e reducdo de custeslegdo de matérias primas de ampla
disponibilidade e o uso de tecnologias alternatdadermentacdo (ZHUANG et al., 2007;
CARDONA et al., 2010).

Assim, a fermentacdo em estado solido (FES) atrdeésso do BC como substrato
microbiano para sintese de celulases representampaortante decréscimo nos custos de
producdo, além das vantagens associadas com ad&lespecificidade do complexo
enzimatico final. Neste caso, a etapa de pré-texgonambém é necesséaria e relevante, pois
se pretende acondicionar um material lignocelutbdacilitando seu uso como fonte de
carbono e energia na sintese microbiana das enhidragiticas (BERLIN, et al, 2007).

Existe uma grande variedade de pré-tratamentogsemsaplicados no BC. Entre as
tecnologias mais difundidas pode-se mencionartrptémentos hidrotérmicos e por explosao
a vapor, assim como pré-tratamentos baseados gaoade solucbes acidas, alcalinas,
oxidantes e com solventes organicos cujos efeitodemq ser potencializados quando
executados a elevadas temperaturas.

Todas estas tecnologias sdo aplicadas a uma angi@dade de materiais
lignoceluldsicos com diferentes resultados, no reéaotaas caracteristicas desejaveis de um
material pré-tratado sdo: a elevada disponibilidatke fibras reativas, hidrolisados
hemicelulésicos ndo degradados e baixa concentrdedcompostos inibitorios para 0s
microorganismos fermentativos (MOSIER et al., 206EENDRIX e ZEEMAN, 2009;
CARDONA et al., 2010).

Em geral, se sabe que uma efetiva conversdo ddmwidatos componentes da
biomassa em acucares para fermentacdo microbigmendle de dois fatores chave: as
caracteristicas quimicas e estruturais do substratss e apis processos de pré-tratamento e
sua influéncia sobre os mecanismos de atuacao étzenfCHANG e HOLTZAPPLE, 2000;
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ZHANG e LYND, 2004; ALVIRA et al.; 2010). Dentre g@sincipais propriedades da celulose
gque determinam a acessibilidade das enzimas poeheseionar: seu grau de polimerizagéo e
indice de cristalinidade, a composicao e dispodiigalignina e da hemicelulose, assim como
a area superficial e o volume de poro do substrater hidrolisado (ZHANG e LYND, 2004,
HENDRIX e ZEEMAN, 2009; CARDONA et al., 2010).

Neste contexto, o presente capitulo objetiva aiagéd e comparacdo dos preé-
tratamentos fisico-quimicos &cido, alcalino, coratim (acido/basico) e hidrotérmico no BC
através do monitoramento das mudancas na comppsgsgtiotura e morfologia resultantes.
Mais ainda, o material pré-tratado sera aplicadBE®& como substrato para o crescimento do
Aspergillus nigere sintese de celulases. Adicionalmente, a caizatéo realizada nos
substratos pré-tratados permitird um maior esdlaertdo dos fatores e caracteristicas
relevantes no BC com influencia direta no desennwato do A. niger e a inducéo

enziméatica de celulases.

3.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.2.1 Composicéao Lignoceluldsica — Bagaco de cana-d  e-acucar (BC)

As biomassas lignocelulGsicas abrangem varios uesiégricolas tais como palhas,
cascas, caules, pedunculos, madeiras de coniféol®eas, residuos de industrias de polpa e
papel, e colheitas herbaceas. Estes sdo acumuladwsureza representando por sua vez um
grande passivo ambiental e uma fonte potenciaragupos biotecnologicos de elevado valor
agregado (PITARELO, 2007; RAMOS, 2003; NIGAM e SIN&010).

O grande aumento do interesse no aproveitamemgraitdos residuos lignoceluldsicos
tem se focado entre outros no BC, pois é um regieliesentativo da consolidada industria
de bioetanol brasileira. Produzido na proporcd@&iekg t* de cana, o bagaco é oriundo da
moagem da cana de acgUcar e é composto por fibrasiduos de caldo acucarado (CTC,
2010).

Embora o bagacgo possa ser utilizado para a geded@mergia ou como suplemento
para alimentacdo animal, ainda h4 um grande extedpre pode ser aproveitado para
producdo de diversos bens da sociedade. Algumamaitvas para sua utilizacdo como
matéria prima sdo a producao de etanol, papelwtosel revestimentos acusticos, madeira
prensada, forragem para agricultura, alcaldidawzaras (CUNHA et al., 2005, PANDEY et
al., 2000; SILVA et al., 2009).
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Considerando o elevado teor de carboidratos presemd BC, seu processamento
biotecnolégico € uma alternativa atrativa em caiiexrle biorrefinarias celulésicas, visando a
producdo associada a usinas sucroalcoleiras ganigg outros residuos da cadeia produtiva,
de modo a agregar valor a mesma (CUNHA et al., 2D05S et al., 2009).

O BC apresenta-se na forma de fragmentos fibrosodoaeillosos de natureza
heterogénea, a granulometria depende do trabalmodgem e da variedade da cana. Apés
processamento na usina, o BC residual € constijpdda@erca de 50% de umidade, 45% de
estruturas fibrilares (fibra e medula) e 5% deatitos e componentes inorganicos (ICIDCA,
1990).

No interior do colmo é exibida uma organizacdo udstal composta por tecido
parenquimatoso, cuja funcéo € armazenar o sucageae vasos fibro-vasculares internos,
cuja funcdo é sustentar e conduzir alimentos euposdelaborados ao longo das folhas da
planta. Na moagem da cana, este ordenamento estré@tperdido, confundido as diferentes
particulas produzidas (ICIDCA, 1990).

A composicdo quimica do BC apresenta algumas difaseem funcéo da variedade de
cana empregada e da localizagéo dos cultivos, mageeal sua estrutura é baseada em trés
polimeros: celulose @ 1005)x, hemiceluloses (#HgOs)m como a xilana e lignina
[CoH1003(OCHs)o011 (ARIN e DEMIRBAS, 2004). As microfibrilas de cébse
representadas na Figura 3.1 fornecem forca a paeddi&r e sdo o principal componente
guimico constituindo de 41-44% em massa seca do BC.

A celulose é um homopolisacarideo linear, formaataumidades do monossacarigeo
D-glicose (Figura 3.2) ligadas por enlaces glicasisi3(1-4). A anidroglicose é formada pela
remoc¢do de agua de cada glicose e polimerizadaaf@nlongas cadeias de celulose que
contem 5000-10,000 unidades. Pontes de hidrogétr@ &€ intermoleculares sao formadas
entre as longas cadeias de celulose originandoofitigltas cristalinas insollveis em agua
(FENGEL e WEGENER, 1989). A unidade estrutural dtrpero de celulose é chamada de
celobiose e consiste em duas moléculas de anidosgli(Figura 3.2).
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Figura 3.1 - Estrutura recalcitrante dos matetigi®celuldsicos, os quais sdo constituidos de
celulose, hemicelulose e lignina. Adaptado de R(&008).

O segundo maior constituinte quimico sédo as pdiosehemicelulose que representam
25—27% da massa do bagaco seco. Em relacdo asslal® polioses ndo estdo compostas
por uma unica substancia, mas sim por uma mistiotissacarideos ramificados de baixa
massa molecular, os quais estdo associados corlulaseee a lignina. As unidades de
acucares que formam as polioses sdo mostradagnaa 4.3 e podem ser subdivididas em
grupos tais como: pentoses, hexoses, acidos hezosda desoxiexoses, sendo a xilose a
pentose predominante. (FENGEL e WEGENER, 1989). dbela 3.1 mostra algumas

diferencas entre a celulose e as polioses.
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Figura 3.2 — Representacdo da molécula de cellAasgtado de Ramos (2003).
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Figura 3.3 - Monossacarideos constituintes dasgedl Adaptado de Pitarello (2007).

A lignina € uma macromolécula ramificada e amodaa estrutura é bastante
heterogénea formando uma rede de anéis aromatitidssuprincipalmente por ligacées
alquil-aril-éter. As unidades monoméricas precwsoda lignina sdo: os alcoois trans-p-
cumarilico, trans-coniferilico e alcool trans-sithiap, cuja representacdo quimica pode ser
observada na Figura 3.4 (FENGEL e WEGENER, 1989).
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Tabela 3.1 Diferencas entre celulose e polioses

Celulose

Hemicelulose

Unidades de glicose ligadas entre si.
Grau de polimerizagéo elevado

Forma de arranjo fibroso

Forma regides amorfas e cristalinas

E atacada lentamente por acido mineral
diluido a quente

Unidades variadas de agucares

Grau de polimerizacéo baixo

N&o forma arranjo fibroso

Forma somente regides amorfas

E atacada rapidamente por acido mineral
diluido a quente.

A lignina se encontra fortemente ligada a hemiocsklle as fibras de celulose, o
complexo lignoceluldsico assim formado € resistentecalcitrante a conversdo por agentes
quimicos e microbianos. O contetudo de lignina novB@a de 20-22%. Sua degradacao é
causada principalmente pela hidrdlise das ligactijes p-aril-éter, que sdo as mais
abundantes, formando unidades modificadas de AgiNo entanto, ocorrem também reacdes
de condensacado de fragmentos da lignina formandécoias de peso molecular mais alto
(SUN et al., 2004).

CH.OH (I:H: OH (]?H: oH
H CH T
CH o CH
CH, OH,C CH;
OH oH oH
a) b) c)

Figura 3.4 - Monomeros precursores da lignina (epah trans-para-cumarico, (b) alcool
trans-conefirico e (c) alcool trans-sinapilico. p@alo de Whetten e Sederoff (1995).

Os materiais lignocelulésicos contem também umansa variedade de grupos
quimicos organicos de baixa massa mel@. extrativos: acidos graxos, ceras, alcalbides,
proteinas, fendlicos, aglcares simples, pectinasijlagens, gomas, resinas, terpenos, amido,
glicosideos, saponinas e 6leos essenciais, 0s podésn ser extraidos por solventes polares
ou apolares. A composi¢ao inorganica do BC estécipalmente constituida pelas cinzas
representadas pelos sais e Oxidos de potassioo @lmagnésio seguidos de manganés e
sédio (YU et al., 2008).

3.2.2 Parametros de caracterizacdo da biomassa lign  ocelulosica

As tecnologias de processamento para a transfoomdedbiomassa vegetal em

biocombustiveis e comodities quimicas dependermue serie de caracteristicas quimicas e
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estruturais inerentes aos materiais lignocelul&siéssim, entre 0s principais parametros de
avaliacdo da celulose podem se mencionar. o graupalenerizacdo, o indice de
cristalinidade, area superficial, a composicéo spasicdo da lignina e a hemicelulose. O
conhecimento destes e sua correlacdo com os remdisn@peracionais sdo de extrema
importancia no entendimento dos mecanismos de inecsdo (ZHANG e LYND, 2004,
KUMAR et al., 2009).

A seguir € apresentada uma breve descricdo dosigais fatores relevantes em

bioprocessos de transformacao.

3.2.2.1. indice de cristalinidade

A estrutura supramolecular da celulose apresentpde® altamente ordenadas
(cristalinas), estabilizadas por numerosas ligagi@esidrogénio intra e intermoleculares, e
areas, onde as cadeias mostram uma orientacaanmenadia (amorfas) (FAN et al., 1987).

A proporcao da parte cristalina com respeito a éagpende da origem e do processo
de obtencéo da celulose, e € normalmente defimdwdndice de cristalinidade (IC%), que
guantifica a porcentagem da celulose cristalinmaterial. Varios autores tém sugerido que a
celulose amorfa, devido a sua maior area supdrfiéianais suscetivel a processos de
conversao, representando portanto, um indicadeeatevidade da celulose.

A celulose nativa cristalina | € constituida polasidases morfologicas: celulose |
dominante na estrutura das bactérias e algas lelasee}, dominante nas plantas superiores.
A celulose nativa | pode ser convertida a outrasn&s cristalinas (ll-IV) por varios
tratamentos, as diferencas na sua estrutura sulgeutar sdo baseadas no arranjo de ligacoes
de hidrogénio, resultando em agregados com dierestabilidade quimica e com diferentes
propriedades fisico-mecanicas (AKERHOLM et al.,£200

No entanto, a interpretacdo do IC% e seu impact processos de transformacgao
devem ser realizados com cautela. Por exemplopssératamentos que diminuem o 1IC%
aumentam também a area superficial incrementanaoisto taxas de hidrélises, no entanto,
nestes casos o sucesso da hidrélise foi relaciomadaaior grau com a efetiva adsorcao da
enzima no substrato que com a presenca e concamto; celulose amorfa (ZHANG e
LYND 2004).
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3.2.2.2. Grau de polimerizacao

O tamanho ou extensdo da cadeia de celulose é oneatrdvés do grau de
polimerizacdo (GP), que representa o numero deadegl de anidroglicose (AnGlc) que
forma a cadeia de polissacarideos. Este valor g@ammm a quantidade de ligagbes H
intermoleculares e estd inversamente relacionada eo solubilidade da celulose. As
celodextrinas de GP de 2-6 sdo soluveis em aguaaatw) glucanos de GP ao redor de 30
apresentam as propriedades da celulose polimé@REAIGEL e WENEGER, 1989). Em
plantas superiores, o0 GP da celulose nativa vaia0®00 a 15000 unidades de AnGlc. No
entanto, todos 0s processos industriais que enwolvésolamento da celulose geram uma
diminuicdo de uma a duas ordens de grandeza nedtegss. Por exemplo, nos tratamentos
alcalinos, o GP da celulose decresce até a fai¥®de a 1300 unidades de AnGlc, enquanto
gue nos processos de hidrélise acida, a queda rati@®f valores de 250 a 300 unidades de
(FAN et al, 1987; FENGEL e WENEGER, 1989).

O IC% e o GP da celulose tém sido apontados comexteaisticas interagentes e
relevantes no sucesso da hidrolise enzimética (HBUMt al., 2007; MOSSIER et al, 2005).

3.2.2.3. Acessibilidade e area superficial

Num material celuldsico fragmentado, as particalpgeesentam uma area superficial
externa e outra interna. Em geral, a area suparfidierna da celulose € maior em 1-2 ordens
de grandeza que a &rea externa. Assim, tambénugd@edo tamanho de particula leva a um
incremento na area superficial especifica e com &stcessibilidade da celulose (CHANG e
HOLTZAPPLE, 2000).

Pesquisas objetivando a hidrdlise enzimética dalasd estabeleceram a adsorcao das
celulases na superficie das particulas como prodagsal e determinante para um efetivo
atague enzimatico. Alem disso, a geometria e aotowifa de particula determinam também a
acessibilidade dos enlacgsglicosidicos para hidrolise. A acessibilidade ddulose é
geralmente medida indiretamente pela adsorcéotraménio, argbnio ou vapor de agua, ou
mediante mudancas dimensionais ou de massa apogIsdn em agua ou liquidos organicos
e suas unidades s&o relatadas em termog dge(@HANG e LYND, 2004).

3.2.2.4 Conteudo e distribuicao de lignina e hemikdose

A presenca de lignina e hemicelulose ou seus fragpaalificultam o processamento da

celulose. A lignina atua como uma barreira fisiGural e no contexto de hidrolise
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enzimatica pode formar complexos de elevada egtaddé com as enzimas. Os pré-
tratamentos para remocao da lignina dependem derialatmas seus efeitos podem ser
revertidos em funcdo dos parametros usados exstandgoossibilidade de relocacédo e
deposicao de fragcdes quimicas formadas (LAUREANG®HPE et al., 2005).

A remocéo de hemicelulose incrementa o tamanhgdas no substrato e, portanto, a
acessibilidade para a celulose. O grau de acatilaggdhemicelulose € um fator importante
pois, os radicais acetila sdo o0s protagonistas ammaicdo de complexos resistentes
constituidos por hemicelulose-lignina (CHANG e HQAPPLE, 2000).

3.2.3. Técnicas espectroscopicas e de imagens para caracterizacdo da

biomassa

A caracterizagdo das propriedades estruturais doldgicas da biomassa vegetal é
essencial para definir condicbes operacionais gascie adequadas especialmente em
processos de elevada heterogeneidade e grandesegoha matéria prima (FARINAS et al.,
2010).

Um dos principais fatores que determinam o processto da biomassa é a sua
composicdo quimica a qual, é variavel dependendgedigtica da planta, das condi¢cdes
ambientais no crescimento e dos métodos de collei@mmazenamento. Os residuos
industriais provenientes de outros processos prautcomo o BC introduzem uma
variabilidade ainda maior, pois suas propriedadesresultado das operacdes precedentes
(HAMES et al., 2003).

Atualmente, a caracterizacdo da biomassa podectardtravés de diversos meétodos
guimicos em via Umida e via seca, destrutivos ededtrutivos. Os métodos ndo destrutivos
sdo de grande interesse em razdo das minimas idedessno preparo da amostra sem a
ocorréncia de degradacdo quimica do material, pr@sao suas propriedades. Além disso, 0s
métodos quimicos podem ser demorados e caros, bilw@mdo sua aplicacdo no
monitoramento em tempo real (FARINAS et al., 2010).

Existe uma grande necessidade para o desenvohdndentmétodos rapidos e precisos
de caracterizacdo de materiais naturalmente hé&eeog como lignocelulose. Sendo assim,
as técnicas espectroscopicas representam uma ipdadd de andlise eficiente,
possibilitando informacdes sobre a composicdo, @&s spropriedades moleculares e

estruturais dos materiais vegetais.
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Estes métodos sdo baseados na interagdo da rad@efiomagnética com as
substancias quimicas. A natureza desta interaci@nde das propriedades de cada
substancia. As frequéncias nas quais a radiacésarvada ou emitida sdo Unicas para cada
molécula, e fornecem elementos cognoscitivos acettaa caracteristicas inerentes a cada
substancia.

Vérias técnicas espectroscopicas tém sido amplamegiicadas nas pesquisas com
materiais, tais como Ressonancia Paramagnéticediile (RPE), Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), Infravermelho com Transformada deriar (FTIR), Infravermelho préximo
(NIR) e fluorescéncia (MARTIN-NETO et al., 2007).

A espectroscopia de Ressonancia Magnética NuddaNj em estado solido permite o
monitoramento dos nicleos do is6tdf® e com isto a determinacao indireta da concendraca
de compostos aromaticos e alifaticos nas amodDastesultados desta técnica fornecem
informacgBes sobre grupos funcionais como alquitoibcos, fenolicos e carboxilicos, entre
outros, que podem ser correlacionados com algunpaoentes da biomassa como ligninas e
carboidratos (STEVENSON, 1994; PRESTON, 1996).

Uma outra aplicacdo da técnica foi demonstradaApalta e Vanderhart (1999) quando
calcularam o IC% e as diferentes formas cristald@aselulose.

A espectroscopia na regiao espectral do infravéron@R) possibilita a identificagéo de
véarios tipos de ligagBes quimicas e estruturastetiss numa molécula (STEVENSON,
1994). Entre as diversas funcdes quimicas presapgemateriais celuldsicos que podem ser
caracterizadas por IR podem ser citadas: radigdisxila—OH, radicais metila CH2 e CH3
estruturas C=0 de carbonilas e carboxilas, liga¢fepresente em estruturas arométicas, -
COO- de acetatos, entre outros.

A técnica representa um meétodo acessivel e depistacdo simples quando sao
analisados compostos de relativa pureza. Contudtrjzes complexas como a lignocelulose
resultam em espectros sem picos bem definidos @dewod abundantes modos vibracionais
presentes. A sua interpretacdo precisa de téctcasalises matematicas e a correlagdo com
outros metodos analiticos. Na atualidade, a esysecipia de IR é usada também na
diferenciacdo de microfibrilas de celulose quantsua origem e tipo de polimorfismo
cristalino (ATALLA E VANDERHART, 1999).

Alguns trabalhos também tém sido desenvolvidogatitlo a técnica de espectroscopia

de IR proximo (NIR das siglas em inglés Near lddaspectroscopy) em combinagdo com
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métodos estatisticos de andlise multivariada. hegldo adequada com o uso de padrdes de
composicdo conhecida permite analisar grande alaaigi de amostras com baixo custo
(TUCKER et al., 2001). Por outro lado polimorfismda celulose podem também ser
observados atraves da espectroscopia de difracBadeX (DRX). O grau de cristalinidade
relativa da celulose é determinado por esta téamécdorma rapida sem a necessidade de
padrées. Nos materiais celuldsicos esta analiseadas mais utilizadas para comparar sua
natureza e reatividade. A razéo relativa entrentensidades dos picos correspondentes a
regido cristalina e a regido amorfa define o geardtalinidade (IC%) (KRASSIG, 1993).

Contudo, os métodos espectroscopicos podem seadpd tanto para amostras brutas
em estado sélido quanto para amostras extraidastao liquido.

Neste sentido, a determinacdo de grupos fendlicestraturas aromaticas da lignina
extraida em solucéo acida pode ser feita també&wéatidas espectroscopias de absorgéo e/ou
emissao de fluorescéncia na regido ultravioletaw@igUV/vis). Estas solu¢bes podem ser
mensuradas mediante a absorcdo a 205 nm conformeaitdepor Zakis (1994). A
Fluorescéncia de UV/vis (ou fotoluminescéncia)usada também por Castellan et al. (1996)
na diferenciacdo de derivados da lignina em diteesolventes. Eles detectaram os varios
tipos de croméforos presentes e suas interacoe®sa@olventes utilizados.

De forma complementar, o uso e desenvolvimentedarhentas de imagens se fazem
imprescindiveis dado que ainda ndo se tem atingidoentendimento completo acerca da
estrutura e fisiologia molecular da célula veg@DE, 2006).

A organizacao estrutural da biomassa exibe arrigonensional, além do mais, os
fenbmenos envolvidos na sua construcdo, maturac@lecenstrucdo apresentam escala
nanométrica (0,5nm - H@n), por tanto, para seu esclarecimento sdo negessatefatos
capazes de atingir inspecdes nestes niveis de andtlide-se citar neste sentido, tecnologias
de imagens como tomografia de RMN, raios X, asgimacas microscopias O6tica, eletrénica
de varredura e de tunelamento. Algumas delas si@s a continuagao.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) temosadbase tradicional na pesquisa
biologica. Os novos desenvolvimentos na técnicaesbltados na conservacado de umidade
natural das amostras, parametro critico na avaliagifologica.

A microscopia eletronica de tunelamento (MET) héjea técnica de lideranca na
pesquisa biolégica-estrutural com alta resolucém.eNtanto, esta técnica precisa de alguns
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requisitos durante a sua operacdo como observag@ieambientes ao vacuo e livres de
contaminacgdo, além de portamostras criogénicosyecendo a sua aplicacao.

A microscopia de forca atdbmica (MFA) fornece imfagies acerca das mudancas na
superficie das amostras utilizando um dispositigocdntato de tamanho micrométrico. A
grande vantagem da técnica é a possibilidade darope ambientes liquidos. Imagens com
alta resolucado podem ser usadas como suporteerpretacdo dos efeitos de pré-tratamentos
e de hidrdlise enzimatica na estrutura superfaaatelulose (DOE, 2006).

Concluindo, a obtencdo da caracterizacdo precdetathada da biomassa utilizando
métodos econdmicos e rapidos descritos anterioem&nima peca chave na viabilidade dos

processos de segunda geragao.

3.2.4 Tecnologias de pré-tratamento para lignocelul  ose

O principal objetivo da etapa de pré-tratamenttietaa a composicao, quebrar a matriz
lignoceluldsica e com isto, retirar impedimentosugarais visando a efetividade das etapas
seguintes de conversdo. Os processos de separag@oveitamento de componentes nos
materiais lignoceluldsicos incluem varias técnidaspré-tratamento, abrangendo processos
fisicos, quimicos, mecéanicos e biolégicos e suabioagdo (SUN e CHENG, 2002; MOSIER
et al., 2005; SANCHEZ e CARDONA, 2008). A pratidatade econdmica das alternativas
depende da capacidade de se estabelecer uma gstiad®a a transformacdo da fracéo
derivada da biomassa em produtos rentaveis (SN, &004).

Por outro lado, a eficiéncia técnica do pré-trat@mealeve ser medida em termos de
rendimento, seletividade e funcionalidade, simgédie operacional e seguranca na higiene
industrial e ambiental. Esta etapa influencia fodate o custo do processo global, pois
determina a composicéo, os rendimentos e a toxieifiaais. A configuracédo tecnologica a
ser adotada depende também das varidveis de said@rédtratamento, além dos
requerimentos de insumos ao longo da bioconveBAUDEL, 2006).

A Tabela 3.2 mostra alguns dos tratamentos de napbcacdo no BC, com suas
respectivas condi¢cdes operacionais e em alguns aasagendimentos em agucares. Altas
taxas de sacarificacdo sdo registradas nos peéreatos acidos. A abundancia de
informac&o nos pré-tratamentos alcalinos e a defiigcdo é derivada do conhecimento

acumulado pela industria de papel e celulose.

a7



Capitulo 3. Adaptacao e Caracterizacdo do Bagacante para Producdo de Celulases

Tabela 3.2 Pré-tratamentos implementados para o BC.

Pre- Agente Condicoes Observagoes Referencias
tratamento
HCI Concentracao de acido (1,2% v/v). 121°C, Pkf,&mi 30% da massa inicial foi Hernandez-Salas
Acido diluido 2 t: 4h convertida em agucares et al. (2009).
Concentracao de acido (2,5% v/v) mL de solucdo de redutores Chandra et al.
acido/g de bagaco. T 140°C, t:30min. (2007).
H,SO, Concentracao de acido (1,25%m/m) T 121°C, t:2 h, % Cheng et al.
solidos: 10% (w/w). (2008).
Concentracao de acido (0,5 %) T 121°C, t:1h, Pkd.,5 Vargas Betancur e
cm? Pereira Jr. (2010).
H3POy Concentracao de acido (4 %) T 122°C, t: 5h, 8 g de Gamez et al.
agua/g de bagaco. (2006).
HNO;3 Concentracao de acido (6 %) T 122°C, t: 9,3 mimde Rodriguez-Chong
agua/g de bagaco. et al. (2004).
Pré- Na(OH) Concentracéo da base (2% m/v), 121°C, Fkdgi®, Hernandez-Salas
tratamento t:4h, 0,19 mL de enzima/g bagaco et al. (2009).
combinado
(enzima/élcali)
Pré- Na(OH) Concentragao da base: 3%, 1:25(m/v), T: 503G. Hidrélise do 74,9% das Peng et al. (2009).
tratamento hemiceluloses originais.
alcalino
Explosdo por  Agua 121°C e 1,1 kg cfrpor 4 h. Hernandez-Salas
vapor et al. (2009).
Agua, SQe Concentracdo S0O2%de agua em peso. Concentracad’roducao de glicose e  Sendelius (2005).
H,SO, de acido: 0,25 g $80, por 100 g de matéria seca. xilose ao redor de 83% e
180°C, t. 5min. 72%
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Oxidacdo via  Agua e oxigénio 195°C, t. 15 min, pH alcalino, Radel2 bar Teor de celulose: 70%, Martin et al.
amida solubilizacéo da (2007).
hemicelulose: 93%.
Pré- Amonia liquida Exploséo com vapor, P > 12 atm,,J t: 20-60 min. Prevaléncia dos polimerodMossier et al.
tratamento Teor de solidos 15-30% (1-2 kg MKg biomassa seca) celulose e hemicelulose (2005).
AFEX sem liberagao de
(Ammonia agucares. Efetivo para
fiber biomassa pouco
explosion) lignificadas.
Pré- Agua e oxigénio 185°C, t. 5 min, pH &cido, P deX2 bar Elevada recuperacgéo da Martin et al.
tratamento xilose (2007).
Organosolv CO, supercritico e P: 7MPa e 190°C, 60% de butanol na mistura com agbaslignificacao 94,5% Pasquini et al.
butanol (2005a)
CO, supercritico e P: 16MPa e 190°C, (1:1 v/v) na mistura etanol-agua, Rendimento polpacdo: Pasquini et al.
etanol e agua 30-150 min 32%, deslignificacéo: (2005b)
88%
Dimetil 200-210 °C por 150 min e 40-60% de Deslignificagao: 82% Rezayati-Charani
formamida dimetilformamida. et al. (2006).

P: presséo, T: temperatura, t: tempo de reacaorazéo volumétrica, m/v: razdo massa por volunuapdado de ALVIRA et al. (2010).
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3.2.4.1 Pré-tratamentos acidos

A hidrolise com solucdes diluidas de acido sulfiyritdroclorico ou acético (1-10% de
teor de sélidos) causam a decomposicdo da hentdselutm temperatura de operacéo
moderada (100-150 °C). Cerca de 80-90% das henasetusédo recuperadas no extrato na
forma de monémeros (xilose, arabinose, entre gytdsxando aproximadamente 50% da
lignina passivel de extracdo alcalina (HENDRIKSEREAN, 2009).

O pré-tratamento pode também ser conduzido cong@esdude acido concentrado para
aumentar a solubilizacdo da fragdo hemicelulésida. entanto, o uso de elevadas
concentracdes favorece a formacado de inibidorespdmsessos de fermentacdo mediante a
geracdo de acido acético causando reprecipitacdigrdea solubilizada, e a formacéo de
subprodutos de degradacao toxicos derivados dachkhaise e da lignina soluvel (CHENG
et al., 2008). Em consideracdo a temperatura, cenmento deste parametro diminui os
tempos de residéncia nos reatores, aumentandoxas the recuperacdo de xilose e a
digestibilidade do residuo solido, assim, com ostaga energéticos do processo (LIU e
WYMAN, 2003).

Em geral, o residuo remanescente rico em celulbgaira necessita ser acondicionado
mediante a neutralizacdo e correcdo de pH paraagasterior utilizacdo, evitando desta
forma a inibicdo dos microrganismos fermentativ8AHA, 2005). Por outro lado, os
hidrolisados s&do também passiveis de fermentac@mdqu apresentam concentracdes
aceitdveis de produtos inibitérios como hidroximfetiural e furfural (HERNANDEZ-
SALAS et al., 2009).

3.2.4.2 Pré-tratamento hidrotérmico

O processo hidrotérmico € uma variagdo do prérratéo com acido diluido utilizando
agua sob alta temperatura e/ou pressdo. Condigiesqie promovem a clivagem das
ligacbes dos complexos lignina-carboidrato e a umaptdas ligacdes glicosidicas dos
polissacarideos, principalmente das hemicelulosefiminuicdo de pH produzida catalisa a
reacdo da hidrélise da biomassa promovendo a despidacdo da hemicelulose (processo
autocatalitico) (MOSSIER et al., 2005).

Elevadas temperaturas na faixa de 180 a 220 °Gtescperiodos de reacdo causam

além da dissolucdo da fracdo hemiceluldsica, agxirde parte da lignina soluvel. O GP da
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celulose também pode diminuir com o aumento do tempda temperatura de reacdo
(ROGALINSKI et al., 2008).

Dentro das alternativas tecnoldgicas no tratamleigimtérmico destaca-se a exploséo a
vapor, baseada na exposicdo do material a altsgwrgsor um tempo determinado apos o
qual, a pressdo € aliviada repentinamente gerant massiva desagregacdo da matriz
lignoceluldsica, tornando as fibras de celulosesneipostas e acessiveis. Agua quente
pressurizada atua como solvente penetrando naugattibrilar da biomassa, hidratando a
celulose e retirando a fracdo hemicelulésica (SAERIet al., 1993; MOSIER et al., 2005).

O subproduto sélido é constituido por fibras reetie hidrolisado com uma minima
concentracdo de subprodutos toxicos para os paxesgmentativos (SANCHEZ e
CARDONA, 2008).

Além disso, os processos hidrotérmicos aportamretaroente na reducdo dos custos
totais do processo, ja que ndo requerem reatot@aite resistentes a corrosdo, nem de
tratamentos adicionais de detoxificacdo (usadostrdamentos &cidos) (LIU e WYMAN,
2003).

A guisa de exemplo, Boussarsar et al. (2009) mmastraa méaxima solubilizacéo de
hemicelulose e a minima degradagédo de monémergséatmatamento hidrotérmico do BC
com temperaturas de 170°C durante 2 h. No entantdises termogravimétricas do sélido
pré-tratado mostraram a presenca de oligbmerodaee polimeros de largas cadeias. Por
isso apesar dos menores custos desta tecnologiagse de um maior desenvolvimento para

sua efetiva aplicagdo em materiais com elevadécigéacia.

3.2.4.3 Pré-tratamentos alcalinos

O pré-tratamento alcalino oferece condicdes modsrde operacdo em consideracao a
pressdo e temperatura. Em alguns casos, pode rsduzitdo a temperatura ambiente, porém
0s tempos reacionais sdo elevados, na ordem de lavéadias. A diferenca dos preé-
tratamentos acidos, a principal limitacdo ocorreidiea conversdo de uma fracdo de alcali
em sais irrecuperaveis as quais podem ser incatasrzo residuo solido (BERGGREN et al.,
2003).

O principal efeito desejado na aplicacdo soluc@aliab € a remoc¢do da lignina,
dissolucédo da hemicelulose e a disponibilizacaoeli@lose, efeitos decorrentes da cisdo das

ligacdes lignina-carboidrato e da fragmentacdo decramolécula de lignina. O alcali
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(geralmente soda ou cal) causa “inchamento” satelling da biomassa, e com isto o
incremento da superficie especifica e da porosidadribstrato (SUN e CHEN, 2002).

Solugbes com hidroxido de calcio tém sido usadagrédratamento de palha de trigo,
madeira de pinheiro, capim e palha de milho. A cosig@o dos residuos sélidos consiste em
uma mistura de polissacarideos com uma minima igiaglet de lignina remanescente
(HENDRIKS e ZEEMAN, 2009).

O pré-tratamento do BC utilizando hidroxido de sdajpresenta vantagens em termos
de custo de reagente e seguranca do processo.apppéacado do alcali, o solido produzido

(majoritariamente celulose) pode ser usado na tridige papel e celulose (BAUDEL, 2006).

3.2.4.4 Pré-tratamentos biolégicos

Uma grande variedade de fungos e bactérias conseglegradar lentamente a
lignocelulose usando uma bateria de enzimas hidasdi e oxidativas (VITTI, 1988;
CAMASSOLLA e DILLON, 2009).

As reacOes catalisadas por enzimas oxidativas térpapel significativo na completa
degradacdo da biomassa lignocelulolitica. Contumfenas alguns fungos na natureza,
pertencentes a divis®asidiomycotingapossuem sistemas capazes de degradar a lignima co
eficiéncia (HATAKKA, 1994). Estes microorganismosonbecidos como “fungos
degradadores de madeira” sao classificados engiu@®s: fungos de degradacao branca, de
degradacdo marrom e de degradacdo macia, no entantue mostraram maior eficiéncia
séo os fungos de degradacgéo branca (DURAN e SPQ308H0).

Li et al. (2002) conseguiram resultados de 50% etgratiacdo na lignina do BC com
perdas menores a 10% nos polissacarideos rematessegn duas semanas de tratamento.
Estes resultados na atividade deslignificadoranfoodtidos pelo fungdhlebia sp. MG-60
apos enriquecimento de meio de complementacaalefioido por Kirk et al. (1978). Outros
microorganismos testados na degradacéo do bagamm:fBhanerochaete chrysosporium
ME-466, Phanerochaete sordida YK-624, Ceriporia BfZ-340 e Pleurotus sajor-caju
PS2001 entre outros (CAMASSOLA e DILLON, 2009).

Os pré-tratamentos com microorganismos degradadigrdgnina apresentam muitas
vantagens como alternativa sustentavel de procpss&m os longos tempos de operagédo de
semanas e a frequente inibicdo microbiana a p#wsrproprios subprodutos da degradacéo

inviabilizam sua difusdo e aplicacdo em escala coiale

52



Capitulo 3. Adaptacéo e Caracterizacdo do Bagacarke para Producao de Celulases

3.2.5 O BC como substrato para a fermentacdo em est ado solido

O BC, residuo representativo da agroindustria leiesj € alvo de pesquisas visando
usos alternativos e eficientes, além da combustia geracdo de energia. Dentre 0s
principais processos tecnoldgicos propostos po@emescionar seu uso como matéria prima
na industria de papel e papeldo, na fabricacdogttemarados, na industria quimica e na
construcdo civil, além de ser processado com fmsldnentacdo animal e producdo de
biomassa microbiana.

Neste sentido, 0os processos biotecnoldgicos oferecea diversidade ainda maior para
0 processamento do BC. Tais processos possuem éneade vantagens em relacdo aos
processos quimicos convencionais. A maioria dagnmaatprimas e insumos utilizados séo de
natureza organica possibilitando o reaproveitameetoesiduos sélidos principalmente de
origem agricola. Além do mais, a biotransformac&@vagresiduos e produtos de facil
degradacéo (ADSUL, 2004).

As enzimas, principais representantes destes mugesém substituindo em grande
medida muitos componentes quimicos utilizados mhustiia de hoje. Entre as enzimas
microbianas mais difundidas destacam-se as alfs@si e as amiloglicosidase, todas elas
produzidas por processos de fermentacdo submessan Aambém, outro grupo de enzimas
de grande interesse sao as celulases produzidas pspécies fungicasrichoderma,
Penicillum e Aspergillus, pois podem ser aplicadas na conversdo de materiais
lignocelulésicos em glicose para producéo de etdad geracdo (ADSUL et al., 2005).

Estudos também demonstraram o grande potenciabdegsos como a fermentacao no
estado solido para producdo de algumas enzimas esmadlanases, cuja implementacao
industrial é de grande viabilidade e esta sendendedvida industrialmente (CASTRO e
PEREIRA Jr. 2010).

A fermentacdo no estado solido (FES) pode ser idaficomo o crescimento do
microrganismo em substratos soélidos na auséncibgdelo na forma livre. A agua livre
indispensavel ao crescimento dos microrganismosdsbraeida num suporte soélido ou
complexada no interior de uma matriz sélida. A FE&€nsiderada mais natural que outros
tipos de fermentacdo (fermentacdo submersa), peis Processos assemelham-se as
condicbes sob as quais a maioria dos microrganisnoossce na natureza
(HESSELTINE,1987).
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Os fungos filamentosos sao os mais utilizados narraalos processos de FES devido
as suas caracteristicas fisioldgicas, enzimologicasoquimicas. Assim também, materiais
naturais ricos em polissacarideos como o BC sastretiis potenciais para estes processos,
dadas as propriedades estruturais e composicifenaisaveis para serem utilizados pelos
fungos como suporte e fonte de carbono e energibPEY et al., 2000).

Os substratos sélidos utilizados na FES devem pogpsaiticulas de porosidade e
tamanho adequados com grande area superficial mdade de volume, para facilitar a
acessibilidade e a penetracdo do organismo noratdogPortanto, na maioria dos casos estes
materiais naturais precisam também de um tratamentacondicionamento prévios a
fermentacdo. Desta forma, a matriz do substratetratédo deve conter ou ser capaz de
absorver fontes nutricionais como carboidratosu(osé e acucares), nitrogénio (amoénia,
uréia, peptideos) e sais minerais, necessariosoper@scimento microbiano e favorecer com
isto, altas taxas de produtividade na sintese étman(RAIMBAULT, 1997).

3.3 OBJETIVOS

Investigar os métodos de pré-tratamento: hidromacido, bésico e combinado
(acido/béasico) no bagaco de cana de acucar (BCinatid a facultar seu aproveitamento
como substrato no processo de fermentacdo em esbido (FES) por uma linhagem de
niger para a producéao de celulases especificas.

Com isto, as mudancgas produzidas na composicaafwrate morfologia do BC serao
avaliadas pelos seguintes objetivos especificos:

» Andlises quimicas dos efeitos nos seus componpritespais: celulose, hemicelulose

e lignina.

» Determinacdo dos efeitos macromoleculares em fudgagrau de cristalinidade por
difracéo de raios X (DRX)

* Determinacdo dos efeitos produzidos nos grupos idoas inferidos pela
espectroscopia de absorcéo no infravermelho (FTIR).

» Andlises micrografica das estruturas fisicas corapt@s pela microscopia eletronica de
varredura (MEV).

Contudo, busca-se a obtencdo de um substrato comebwres caracteristicas para
FES, capaz de ser fonte de energia e nutrientasoparescimento microbiano e produtividade

enzimatica de celulases com uma linhagem mutanfeplergillus niger
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3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Metodologia de pesquisa

A Figura 3.5 apresenta o diagrama de fluxo segoano estratégia experimental no
presente estudo. As etapas que envolvem os pagreatos e a fermentacdo em estado solido
(FES) foram o0s principais processos, cujos resodtatbram indicadores de avaliagao
comparativa.

I'3aga<;o dg cana-de- Caracterizacao qu!'m_ica,
acucar (BC) in natura estrutural e morfoloaic

|

[ Lavegem &gu: corrente ]

!

[ Secagem estui(50 °C) ]

!

Pré-tratamento
fisicc-quimico

[ Lavagem e ajuste de pl-ﬂ

!

[ Lavagem a 121°C ]

\ 4
[ Secagem estu(50 °C) ]

!

A Caracterizagao quimica
- _—> . !
BC preltratado estrutural e morfoléaic

[ Fermentacdo em Estado Sol ]

!

Complexo enzimatico —*

Andlise de produtividade
enzimatica (celulases e
xilanases

Figura 3.5 — Fluxograma da metodologia nos prémantos avaliados para o BC.
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Em relagédo as ferramentas de caracterizagdo dilizeamostras de BC antes e apos
pré-tratamentos, de composicado previamente analisatdo avaliadas com as técnicas de
microscopia eletronica de varredura, espectrosabpimfravermelho, e difracdo de raios X.
Por outro lado, a qualidade dos BCnaturae pré-tratados como substratos para sinteses de
celulases sera determinada experimentalmente gy ¢tgos principais indicadores foram as
analises do complexo enzimético em relacdo as asziRase, CMCase e xilanase.

3.4.2 Matéria prima
O BC utilizado foi gentilmente fornecido pela enmgard=dra Eco Sistemas Ltda, SP. O

material originalmente composto por uma mistura fdgas e medula foi lavado
industrialmente com agua a 70° C afim de removeumrzas como terra e fuligem, seco ao

ar livre e estocado em saco plastico até o usexysrimentos.

3.4.2 Pré-tratamentos

Antes de iniciar os tratamentos quimicos o bagagonbido em moinho de facas até
uma granulometria de 4 mm e posteriormente lavaso @gua fria em uma peneira de 16
mesh (Imm). O material retido foi seco em estufa0?C durante 2 h e utilizado como
amostra inicial em todos os pré-tratamentos.

Adicionalmente, uma parte deste BC lavado foi resby e submetido a andlises
guimica, morfologica e estrutural, apds os devigieparos especificos para cada uma das

técnicas utilizadas na caracterizacao.

3.4.2.1 Pré-tratamento com &cido diluido

Amostras de 50 g do BC foram submetidas ao trateorésido mediante aplicacdo de
solucdo de &cido sulfarico a 2% m/v em uma relagdido/liquido de 5%. O pré-tratamento
foi feito em autoclave nas seguintes condi¢cdes®@ 211 atm por 60 minutos. Apés descarga
e separacao da fracéo liquida, ajustou-se o pHesiduo solido com ajuda de uma solucéo
Na(OH) 2mol L* até atingir 5,5.

Em seguida o material foi lavado, filtrado e novateeautoclavado por 30 min com
agua destilada (5% de teor de sélidos). Finalmem€ pré-tratado foi seco em estufa a 50°C
durante 2 h, logo pesado e separado em 2 fraciespara a caracterizacao e a outra para

uso como substrato na FES com o microorgani&muger.
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3.4.2.2 Pré-tratamentos alcalinos

Nos pré-tratamentos alcalinos utilizaram-se solsicde soda e cal (hidroxidos de
Na(OH) e Ca(OH). Cada uma delas foi aplicada separadamente aorestras de 50 g de
BC na concentracdo de 2% m/v e com 5% de teor ddoso Utilizou-se igualmente
aguecimento em autoclave com as mesmas condicoepli@adas no tratamento pré-
tratamento acido. Apos filtracdo e lavagem, o ejukd pH para 5,5 da fracdo solida foi
realizado com adicdo de soluc&ssiy, na concentracéo de 2 mot.L

Este material foi submetido as operacdes de lavagemagua corrente e autoclavagem
seguindo a sequéncia descrita no pré-tratamento &mdo diluido, até sua utilizacdo e

caracterizacao finais.

3.4.2.3 Pré-tratamento combinado acido/basico

O objetivo deste pré-tratamento é a combinacacetins de uma solucdo acida para
remocdo da hemicelulose e de uma solucdo alcalinaésica para solubilizacdo da lignina
visando a obtencdo de uma polpa com elevado teceldwse. O procedimento seguido foi
proposto por Castro (2006).

Para isto, 50 g do BC foram embebidas em 2 L decéol aquosa de,H0O, ao 3%
(v/v), a suspensdo foi mantida em repouso por 2 temperatura ambiente. Apos esse
periodo a mesma foi exposta a tratamento térmicawgotlave por 40 minutos, a 121 °Ce 1
atm. Apos resfriamento e filtracdo, o BC hidrolsafdi lavado cinco vezes com agua
destilada, na proporcéo 1:4 (m/v). O residuo sdiiceco em estufa a 50 °C por cerca de 4
h, depois das quais se adicionou uma solucdo deHN2@so (m/v), com uma relagcéo
sélido:liquido de 1:20 (m/v). Esta suspensao fbinsetida a mais um tratamento térmico por
20 min em autoclave a 120°C e 1 atm. Em seguidasinamento, o material foi novamente
lavado com agua destilada até a reducéo do pH diira&do em papel de filtro e seco a 60
°C, até uma umidade aproximada de 10%. A polpddsta produzida foi também reservada

com 0s mesmos fins experimentais dos pré-tratars@mti@riormente descritos.

3.4.2.4 Pré-tratamento hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico foi realizado medamiadicdo de 1 L de 4gua destilada
em 50 g de BC e aquecimento em autoclave a 1201°&tra por 60 min.
O sdlido hidrolisado foi lavado com agua destiladéltrado sucessivas vezes, até a

agua de lavagem nao apresentar coloracdo amarelatagir um pH aproximado de 5,5.

57



Capitulo 3. Adaptacéo e Caracterizacado do Bagacarmke para Producao de Celulases

Com fins comparativos, depois do ajuste de pH &&é & amostra de BC pré-tratado foi
também caracterizada e utilizada nas FES.

3.4.2.5 Calculos de rendimento

Todas as amostras derivadas dos pré-tratamentos f®@cas em estufa a 50 °C durante
aproximadamente 2 h até reducdo da umidade a safdeziores de 10% .
Depois os BC pré-tratados e secos foram pesadagiptarminar o rendimento massico

de cada pré-tratamento segundo a Equacéo 3.1:

R=—" 100
Mhicia Equacao (3.1)
onde:
Minicial - Massa inicial seca de material lignoceluldsgo (
Meing: Massa final seca de material lignoceluldsico (g);
R : rendimento massico da etapa.
Posteriormente a perda de cada componente macrautaslécelulose, hemicelulose e

lignina) foi calculada pela Equacéo 3.2:

MiEyi_MiER[yf}:]_OOX( Ys

1- R—J
M. Ly, Yi Equagéo (3.2)

pP= 100><[

onde:

P: perda do componente macromolecular (%);

Mi: massa inicial de material lignocelulésico;

yi: teor do componente macromolecular no BC iniciahonaturg
yr. teor do componente macromolecular no BC prédmta

R: rendimento massico da etapa de pré-tratamento.

3.4.3 Caracterizacdo dos Materiais Lignoceluldsicos

Tanto as amostras de B&naturaquanto os BC pré-tratados foram caracterizados em
relagdo as concentracdes de celulose, hemicel®dobgnina. A informagdo acerca das
mudancas na morfologia decorrentes dos pré-tratemeforam registradas mediante
documentacdo fotografica com lupa, assim também, réalizada uma avaliacdo

micromorfologica com a técnica de microscopia étetra de varredura (MEV).
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Mudancgas estruturais nestes componentes foramadaswde técnicas espectroscopicas
como difracdo de raios X (DRX) e infravermelho ctnansformada de Fourier (FTIR). A

aplicacao das técnicas usadas na caracterizaggrkta nas seguintes secoes.

3.4.3.1 Analises de umidade e cinzas.

A determinacdo da umidade de cada uma das amdsiraaseada no procedimento
sugerido pelo NREL (National Renewable Laboratoog dEUA) - LAP 012 (Laboratory
Analytical Procedure). Com esta finalidade, apr@damente 3 g das diferentes polpas
celuldsicas foram pesadas em balanca analiticaifgédtade de 1 mg) e entdo submetidas a
secagem a temperatura de 105°C por 24 horas. Apdperiodo as amostras foram colocadas
em desecador até atingir temperatura ambiente ensisga foi novamente registrada em
balanca analitica. A umidade foi calculada segunBigquacéo 3.3 e descontada para obtencao
dos valores nos célculos de rendimento:

U%= [1- (m/m;)] * 100 Equac&o 3.3

Onde:

U%=umidade da amostra,

m = massa final da amostra seca sem a tara,

m; =massa inicial da amostra sem a tara.

O teor de cinzas dos materiais foi determinado redgw sugerido pelo NREL — LAP
010. Para isto, foram pesados aproximadamentee2cgdh material em cadinho de porcelana
previamente calcinado e tarado. Assim, as amo$trasn inicialmente pré-calcinadas a
temperatura de 400 °C por aproximadamente 1 h,a®radinhos tampados, em seguida, a
tampa foi removida e aumentou-se a temperaturaa@gir 800 °C, por 2h. Apls a
calcinacdo, o cadinho foi resfriado em dessecatibteanperatura ambiente e a massa de

cinzas determinada.

3.4.3.2 Analise de componentes do BC

A eficiéncia dos pré-tratamentos em relacdo aogpooentes do BC foi analisada pelos
teores de lignina, fibora em detergente acido (FRAJibra em detergente neutro (FDN)
determinados pelas metodologias descritas por @periVan Soest (1970), Silva (1998) e
Van Soest (1963).

As concentracoes relativas de %FDA e %FDN permitacular a quantidade de

celulose e hemicelulose nas amostras segundo @stesgelacoes:
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% Celulose = %FDA — %Lignina Equacéo 3.4

% Hemicelulose = %FDN — %Lignina — %Celulose E@oe3.5

As analises foram realizadas no Laboratorio deifdrAnimal da Embrapa Pecuaria
Sudeste, S&o Carlos, SP.

Todas as analises da composicdo, umidade, cinzas faealizadas em duplicata. Os
valores relatados correspondem a média dos valbtakos.

3.4.3.3. Analise por microscopia eletrénica de vaedura (MEV)

Amostras do BGn naturae pré-tratadas com uma granulometria de < 40 riogam
secas em estufa a 60°C. Fixaram-se as amostraspemesde aluminio com fita de carbono,
as mesmas foram submetidas ao recobrimento com dietprata e em seguida a um
recobrimento de 10 nm de ouro em um metalizadoti@p&ystem (BAL-TEC MED, EUA)

e mantidas em dessecador até 0 momento da anélise.

As fotomicrografias de MEV foram obtidas em um eaqmento LEO (modelo 440)

com detector OXFORD (elétron secundario) a umanomédo feixe de elétrons de 20 kV

(equipamento disponivel no Instituto de Quimic&de Carlos — IQSC/USP).

3.4.3.4 Andlise por difracdo de raios X (DRX)

Os espectros de difragdo de raios X (DRX) corredeotes as amostras pré-tratadas e
in natura foram adquiridos com o proposito de avaliar a mgdana cristalinidade da
celulose remanescente.

Com esta finalidade foi utilizado um difractometta marca RIGAKU ROTA FLEX
(100 mA), tubo com anodo de cobre, Gonidmetro bote, radiacdo a 50kV (100 mA) e
camera multipropdsito no laboratério de Cristalfigrdo Instituto de Fisica de Sao Carlos-
IFSC-USP. Os espectros foram obtidos nho modo dedwara continua no intervalo dé 2
2-60° e velocidade de 2° min

ApoOs ajuste da linha de base espectral, o indiaiskalinidade da celulose (IC%) foi
calculado segundo metodologia sugerida por Segdl €t959) utilizando a Equacgao 3.6.

%IC = [(looz - lam)/loog * 100 (3.6)

Onde:

loo2 = intensidade no pico cristalino a aproximadameéte

lam = intensidade da parte representativa a regidofara@proximadamente 18°.
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3.4.3.5 Analises por espectroscopia no infravermedilcom transformada de Fourier
(FTIR)

A identificacdo das estruturas quimicas e gruposifuwmais presentes nas amostras
avaliadas foram realizadas utilizando a espectpacde FTIR. Com este objetivo foram
preparadas pastilhas a partir de 150 mg de KBr5enlg de cada amostra de BC com
granulometria <40 mesh. A mistura foi homogeneizamiaalmofarix para logo ser prensada
sob vacuo por 2 min com uma presséo de 10 kifoondizente a moldagem das pastilhas a
analisar.

Os espectros foram obtidos a partir de 32 varradoeaintervalo de 4000 a 400 ¢m
com resolucdo de 1 ¢tam um espectrofotdmetro BOMEN, modelo MB 102 pexete ao
Instituto de Quimica da Universidade Federal de Gados. A linha de base foi corrigida
entre 1810 e 790 cih

3.4.3.6. Documentacéao fotomicrografica

Para documentacdo fotomicrogréfica, amostras qgonekentes a cada pré-tratamento
foram colocadas em placas de petri e registradasmpm de imagens digitais. Foi utilizada
uma camera digital de 8.1 Megapixels da marca Smigs High Image quality — High
Sensitivity 800 com touch panel de 3,0" acopladanaestereoscopio da marca Carl Zeiss
Stemi DV4 com zoom 4x.

O registro digital foi realizado no laboratério d&ngenharia de Superficies do

Departamento da Engenharia de Materiais da EESC-USP

3.4.4 Avaliacao da producédo de celulases sobre o BC in natura e pré-

tratado.

A etapa final do processo consistiu na fermentagd@stado solido (FES) das amostras
pré-tratadas de BC com uma linhagemAdeniger para a producdo de celulases. Com esta
finalidade, 5 g de cada um dos substratos forawcadbs separadamente em erlenmeyers de
500 mL e umedecidos com 10 mL do meio de suplemp@atdMandels e Weber bésico
(MANDELS e WEBER, 1969) de acordo Couri e Farig@98)".

! Os procedimentos envolvendo a conservacdo e mandeefungoA. niger seguiram metodologia

proposta por Couri e Farias (1995) devidamentdit®ta no Capitulo 4.
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Ap6s esterilizacdo em autoclave por 20 min (120°Q° etm), os frascos foram
inoculados com suspens&o de esporos na concenttac@bconidios.d de substrato seco e
cultivados por 72 hem estufa de cultura (FANEM, Brasil) a 32 °C.

A extracdo do complexo enzimatico das amostrasdetanlas foi realizada pela adicao
de 50 mL de solucdo tampéao acetato 0,2 M, pH $d@seerior homogenizagdo em shaker por
1 hora a 120 rpm e 32 °C. A suspenséo (substratdu€do de extracao) foi entdo filtrada a
vacuo utilizando papel de filtro e posteriormenentdfugada a 10000 rpm durante 15
minutos, a 10 °C. A solucdo enzimatica bruta ctuidé pelo sobrenadante foi armazenada a
-5°C até anélises enzimética em relacao as atieidde FPase, CMCase e xilarfase

Tanto os experimentos de FES quanto as analisesditas foram feitas em duplicata

e os valores relatados sdo as meias de ambosuttades.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados nesta secdo apresentam a avaliagdefeitos causados pelos pré-
tratamentos (PTs): acido, basico com Na(OH), bastmm Ca(OH), combinado
(acido/bésico) e hidrotérmico sob o bagaco de daracucar (BC). O principal objetivo da
aplicacdo dos PTs é o acondicionamento deste miatigmocelulésico para ser utilizado
como substrato na producao de celulases por feag@mem estado solido (FES).

O desempenho da melhora nas propriedades do Bfageado na composi¢cdo quimica
e nas informacbes da microscopia eletronica deesara (MEV), espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR3spectroscopia de difracdo de raios X
(DRX). Com isto, a caracterizacdo comparativa fmicatida em relagdo a 6 amostras

correspondentes ao B naturae a cada uma das amostras de BC pré-tratadas

3.5.1 Analise quimica e visual dos PTs

As Figuras 3.6 (a-f) apresentam as fotos dos nageraracterizados com o objetivo de
ilustrar as mudancas na aparéncia fisica das fidllmeBC decorrentes dos PTs. Essas
mudancas sao corroboradas com os dados na TaBeta3jual é apresentada a concentracao

dos componentes principais: celulose, hemicelwdgmina.

2 Representa o valor press&o acima a atmosférica

% 0 tempo de FES foi definido apés ensaio de ciaét&scrito no Capitulo 4

* As metodologias analiticas para determinacdo taslades enzimaticas foram pormenorizadas no
Capitulo 4.
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Figura 3.6 — Efeitos fisicos nos pré-tratamentgisteados em estereoscopio e camera digital
para um aumento de 4 vezes a)BCriaturd’ b) BC apds pré-tratamento hidrotérmico, c) BC
apos pré-tratamento acido, d)BC apds pré-tratambético Na(OH), e) BC apos pre-
tratamento basico Ca(OK¥)BC apds pré-tratamento combinado.

Todos os PTs produziram materiais com maior quadédde celulose em relacdo ao
BC in naturg indicando a solubilizacdo parcial da hemiceluleségnina em fungdo do
reagente utilizado. O maior incremento na conceatrade celulose (87%) pode ser
observado utilizando a combinacado dos efeitos Awddao.
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Tabela 3.3 Composicéo quimica do BGaturae apds os diferentes processos de PT.

Componente BCin PT PT PTsodd PTcaf PTcombinadd
(%) natura  Hidrotm? acidd

Rendimento 99,78 95,05 54,12 60,56 60,77 43,23
Celulose 46,62 52,34 68,62 66,44 65,08 86,67
Hemicelulose 26,51 22,34 2,29 25,48 24,60 5,40
Lignina 21,7 21,91 25,98 4,42 6,04 3,67

Cinzas 2,51 2,52 1,22 1,87 2,43 1,99
Extrativos 2,44 - - -

Total 99,78 99,11 98,11 98,21 98,15 97,73

2 PT hidrotérmico,” PT acido com bSO, ¢ PT basico com Na(OHY, PT béasico com
Ca(OH), °PT combinado com 50, + Na(OH).

Conforme a Tabela 3.3, o tratamento hidrotérmicovgprou uma reduzida perda
massica associada com a remocdo dos extrativos & fragdo da hemicelulose, por
autohidrélise. A remocao parcial da hemicelulosexplicada pela geracdo das condicbes
acidas apos solubilizacdo dos acidos hexuronicdsnedes organicas componentes das
pentoses. Os efeitos fisicos a nivel macroscé@mdéigura 3.6b foram caracterizados por uma
aparente cominuicdo das particulas em relacdouaad-g8y6a que mostra a foto representativa
do BCin natura

Com relacdo ao PT acido, pode-se notar uma redogEsica de 46% devido a
hidrélise e solubilizagdo dos agucares da hemmstulem acucares componentes (xilose,
arabinose, etc.). O material pré-tratado (Figuc)3apresentou um escurecimento que é
relacionado com a catalise acida das ligacOes oplexo lignina-carboidrato, bem como a
formacdo de produtos de degradacdo dos carboid(@ORRELI et al., 2002). Tanto a
lignina soltuvel quanto os compostos de degradagdorél e hidroximetilfurfural liberados
apresentam cor marrom escura.

A lignina mostrou-se mais susceptivel aos PTs bagm especial ao Na(OH) e ao PT
combinado conforme observado também por Castr&j200hgren et al. (2007). A remoc&o
da lignina soltvel é inferida a partir do clareatoetho material e a diminuicdo da estrutura
fibrosa mostrado nas Figuras 3.6 d, 3.6 e 3.6 1.

Na Tabela 3.4 sédo apresentados os valores de lszdgéo relativa a cada componente
do BC calculados pela equacéo 3.2 (Material e Mé&pdomo resultado da aplicacdo dos
PTs. Em geral os tratamentos quimicos ndo foraminente seletivos em relacdo aos
componentes do BC (celulose, hemicelulose e lignioaos eles mostram maior ou menor

grau de suscetibilidade dependendo do reagente @ddicdes utilizadas.
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Tabela 3.4 Solubilizacdo dos componentes do BC Bjpés

Componente PT PT PT sodd PT caf PT
Hidrotm® acido combinadd®
Celulose - 20,34 13,69 15,17 19,63
Hemicelulose 19,90 95,32 41,80 43,61 91,19
Lignina 4,03 35,22 87,67 83,09 92,69

2 PT hidrotérmico,” PT acido com H2SO4 PT basico com Na(OHY, PT basico com
Ca(OH), °PT combinado com #$0, + Na(OH).

Verificou-se uma solubilizacéo relativa de 20% @d&gdo hemiceluldsica obtida pelo PT
hidrotérmico. Devido a hemicelulose apresentar teardéelativamente amorfo, grande
polidispersidade e grau de polimerizacdo bastanterior ao da celulose, esta fracéo
apresenta-se muito mais susceptivel a solubilizagdeNGEL e WEGENER, 1989;
PITARELO, 2007).

A celulose (componente de interesse no trabalhaddinbilizada em todos os PTs e
com maior intensidade no PT &cido, segundo o digpar Saha et al. (2005) e Hodge et al.
(2008), as solucdes acidas diluidas atingem tameinte da celulose amorfa, tornando a
fracao celulésica remanescente mais susceptiv@ados reagentes quimicos e bioldgicos.

A diminuicdo da lignina, observada no PT acido glieado pela quebra das ligacdes
ester e eter do complexo lignina-carboidrato e stgumr solubilizacdo dos fragmentos de
lignina de baixa massa molar (lignina soluvel emd@&c No entanto, processos subsequentes
podem envolver a lenta repolimerizacéo da ligniagresenca de acidos organicos liberados
formando produtos de condensacao insoliuveis (FENEBIVEGENER, 1989). Assim, a
condensacao dos fragmentos solubilizados da ligatnavés da formacdo de ligacdes
intermoleculares entre eles pode causar a repi@gdo na superficie das fibras, ndo sendo
eliminada por simples lavagem (SARKANEN et. al.919McDONOUGH e THOMAS,
1995).

A deslignificacdo alcalina possibilitou a solukaigdo de aproximadamente 87% de
lignina no PT com Na(OH) e 83% no PT com Ca(®Hyorém, os carboidratos da
hemicelulose também foram hidrolisados e soluliiza por isso sao tratamentos usados na
industria de papel, quando sao requeridas poldaksieas de alta pureza, porém mostram-
se menos adequados quando se visa a separacagrelate dos outros componentes.

Conforme se registra nas Tabelas 3.3 e 3.4, apdsoRibinado obteve-se uma polpa
bruta com alto teor de celulose (86%), devido a afativa solubilizagéo da camada protetora
constituida por lignina e hemicelulose. Logo, viaisua aplicagdo na produgédo de enzimas
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celulases, espera se um melhor aproveitamento lomcr@ da celulose livre das barreiras
naturais e, como consequéncia, uma melhora sigtifec na producdo enzimética de

celulases.

3.5.2 Analise morfoldgica dos BC in natura e apés P Ts por MEV

As mudancas morfolégicas no BC causadas pelos Rimfavaliadas por MEV. Para
todas as fotomicrografias (Figuras 3.7 - 3.11) evaib-se a perda de camadas protetoras mais
externas corroborando com a solubilizacdo e remde&mmponentes das analises quimicas.
Pode-se observar em alguns casos o favorecimentom@e estrutura microfibrilar mais
exposta e em outros, uma agregacado dos componentes.

As fotomicrografias 3.7 do B& naturamostram um material heterogéneo e fraturado
constituido por tecido fibroso e medular. Além deauaparéncia regular e parcialmente
porosa nas fibras (Fig. 3.7b), pode-se observdepaa fisiologia vegetal como parénquima
(estrutura apontada com seta na Fig. 3.7a) dedesréilas operacdes de moagem e lavagem a

gue foi submetido o material na usina de procedénci

B

N |
i 4 ¢ i E

10§C EMI=20.08 KU UD= 22 nm  Mag= 48 X Detector= SEI 08 26.60 KV WD= 6 mm Mag= 2.50 K X Detector= SE1
100un  H Photo No.-=52 17-Aug-2009 pn [l Photo No.=54 17-Aug-2009

Figura 3.7 - Fotomicrografias do B@n“naturd. Os aumentos e barras de comparagéo de
medidas estdo apresentados em cada figura.

As fotomicrografias 3.8 correspondentes ao BC apdokidrotérmico apresentam uma
perda de uniformidade no feixe fibroso expostoetidp vegetal (Fig. 3.8a). Na Figura 3.8b
pode-se observar tecido vascular fraturado.
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10sc . EHT=20.60 KU WD= 17 mn Mag= SBG X Detector= SE1

=
a) 20pn Photo No.=2 17-Aug-2009 b)

[0SC EHT=20.60 KU UD= O mm  Mag- 7.18 K X Detector= SEL
m A Photo No.-51 17-Aug-2009

Figura 3.8 — Fotomicrografias do BC ap6s o PT hémico. Os aumentos e barras de
comparacao de medidas estdo apresentados emgada fi

Nas Figuras 3.9 mostram-se as mudancas produzedB&Cmuando submetido ao PT
acido. O efeito principal deste tratamento quingoasiste na remocao de hemicelulose e a
diminuicéo das ligacdes lignina-carboidrato catalas pelo acido (HENDRIKS E ZEEMAN,
2009). A micrografia da Figura 3.9a evidencia teaigedular distorcido. A perda parcial da
organizagéo celular atingiu partes mais internagedolo vegetal, a Figura 3.9b mostra uma
aproximagéo da regiéo transversal do tecido vasfralairado indicado com uma seta branca.

e

- 1QSC FEHI=20.60 KU WD= 10 mn  Mag= 400 X Detector= SE 10SC EHI=20.08 KU WD= 16 mn  Mag= 2.80 K X Dotector= SE1
a) 3opm | Photo No.=38 17-Aug-2009 b) Sum Photo No.=30 17-Aug-2009

Figura 3.9 — Fotomicrografias do BC apds o PT acolm HSO,. Os aumentos e barras de
comparacao de medidas estdo apresentados emgada fi

Ap6s PT alcalino caracterizado pelas Figuras 3bEgiva-se uma desagregacao parcial
das macrofibrilas dando lugar ao aparecimento ideddibrilares de celulose (Fig 3.10a). A
remocédo parcial da lignina e da hemicelulose j&a$siociada por Triana et al. (1990) com a
diminuicdo das propriedades mecéanicas da celulod8t A Fig. 3.10b, representativa do
PT com cal, revela partes mais internas de tecalzular parcialmente distorcido, assim

como alguns fragmentos vegetais desprendidos ddiestinicial.
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- . :
[0sC EHI=20.06 KV WD= 10 nm  Mag= 1.68 K X Detector= SE1 [0SC EHI-20.66 KV UD= 11 mm  Mag- 5.80 K X Detector= SEL
a_) leun | Photo No.=40 17-Aug-2009 b) i H Photo No.=20 17-Aug-2009

Figura 3.10 — Fotomicrografias do BC ap6s o PTdmas)PT com Na(OH) e b) PT com
Ca(OH). Os aumentos e barras de comparacdo de medidas @stesentados em cada
Figura.

Finalmente, as micrografias 3.11 ilustram o efaignificativo na microestrutura e
morfologia original do BC devido a aplicacdo comgumios PTs acido e bésico. A polpa
celulésica remanescente apresenta-se na forma dyadgs amorfos corroborando a
extensiva solubilizacdo dos componentes que fomeasisténcia e rigidez estrutural a

biomassa vegetal.

ISE EHT-20.00 KU WD- 11 mn  Mag- 2.00 K X  Detector= SEL 10SC ENT-26.99 KV UD- 16 nn  Mag- 10.60 K X
a) G H Photo No.-24  17-Aug-2009 b) i Photo No.=26  17-Aug-2009

Figura 3.11 — Fotomicrografias do BC ap6s PT coadidn Os aumentos e barras de
comparacao de medidas estao apresentados em gada Fi

No presente trabalho as informacfes obtidas por NME®M relevantes em relacao as
mudancas fisioldgicas e morfolégicas no BC ocaslasgelos PTs. Entanto, a interpretacdo
das fotomicrografias foi dificultada pela elevadgtehogeneidade do material em estudo.
Neste sentido, vale ressaltar que o conhecimerdeiqodos fendmenos envolvidos assim
como a correlacdo com a composicao e verificacdodddos inferidos com o uso de outras

técnicas sao ferramentas relevantes na analiseedie M
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3.5.3 Analise da cristalinidade do BC in naturaea p0s PTs por DRX

A Figura 3.12 mostra os espectros de DRX doiB@aturae apds aplicacdo dos PTs
visando o entendimento das mudancas especificasla@se em nivel macromolecular. O
espectro inicial do BAn natura apresenta uma banda larga como resultado da intima
associacdo dos componentes celulose, hemicelulapgera.

Ja os espectros caracteristicos do BC ap6s PTsamostn deslocamento das bandas
com relagcédo ao espectro original do BC e a formagdombros (ver setas pretas) registrados
nos espectros dos PTs hidrotérmico e alcalino ca®N) e Ca(OH) (aproximadamente aos
12° e aos 32°). Estas mudancas espectrais poderelagpnadas com a solubilizacdo de
materiais amorfos (hemicelulose e lignina) e corraasformacdo da celulose em outras
formas cristalinas (SAKAKI et al., 1998a,b).

Na espectroscopia de DRX, a macromolécula da gl componente que confere a
propriedade mensuravel de cristalinidade as filbigagceluldsicas. A caracteristica espectral
que distingue as formas polimorficas da celulosgi&io cristalina e amorfa) € a diferenca nas
difracdes proximas aos angulos Brag)(&aproximadamente aos 18° e 22 ° (ver setas rosa
nos espectros). Com isto a razao entre suas idégles pode ser uma medida relativa do 1C%
como detalhado na se¢cédo de material e métodos.r&atq

A Tabela 3.5 apresenta os resultados do calcub @aiC% em cada material. Pode-se
observar que o PT hidrotérmico diminuiu ligeiraneeatiC% comparando com o restante dos
PTs que provocaram um aumento na concentracaolulaseecristalina apos solubilizacao
dos componentes amorfos (hemicelulose e ligninagoDque o PT hidrotérmico também
registrou remocao da hemicelulose conforme a Takdlaesta ligeira diminuicdo pode ser
associada com erro de amostragem causado peladerieidade do material. O maximo
acréscimo no %IC (~ 15%) foi registrado no trataimexmmbinado, fato que condiz com as
maximas solubilizacbes dos componentes amorfosabald 3.4. A intensificacdo dos picos
associados com a celulose cristalina no especub daz Figura 3.12 indica também que

grande parte da celulose remanescente é de natuigaéina.
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Figura 3.12 - Difratogramas de raios X das amosteaBCin naturae apos PTs.
Tabela 3.5 1IC% do B@ naturae apos PTs.

Pré-tratamento IC %
BC in natura 58,18
PT hidrotérmico 57,95
PT acido 69,28

PT alcalino ¢/Na(OH) 69,90
PT alcalino c/Ca(OH) 69,12
PT combinado 73,99
Embora por mecanismos diferentes tanto tratamentos elevado pH com a

solubilizacédo da lignina quanto tratamentos acicm® a clivagem hidrolitica de ligacdes
glicosidicas da celulose e remocdo da hemicelubmggnam a concentracdo de celulose
cristalina (CAO e TAN, 2002; ZHAO et al., 2008; ALRA et al., 2010). Além disso, varios
autores explicam também o aumento no IC% pelaftanacéo de celulose nativa tipo | em
celuloses cristalinas dos tipos II-IV quando oseamais sdo submetidos a procedimentos de
conversao termoquimica em altas temperaturas (APAlEL VANDERHART, 1999). A
forma triclinica € parcialmente convertida na formanoclinica, mais estavel e resistente a
alteracdes durante varios processos de converda®l(H2001). O IC% é estudado como
parametro decisivo em processos de bioconversdoirwegsamente relacionado com a
susceptibilidade da celulose a degradacdo enzimdfstes postulados serdo elucidados

guando os materiais pré-tratados forem utilizadosiac substratos na fermentacdo. No
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entanto, acredita-se que o aproveitamento fungéa dificultado em situacdes de maior

organizacdo da celulose remanescente.

3.5.4 Analises de FTIR no BC in natura e ap6s PTs

Informacdes estruturais sobre os grupos funciopagsentes na biomassa vegetal
podem ser derivadas a partir da aplicacdo da eepegapia de infravermelho. No entanto, os
espectros resultantes do BC antes e ap0s PTs afameskandas espectrais sobrepostas como
pode-se observar na Figura 3.13, tornando difitié icorrelacdo individual de cada banda
com um grupo funcional especifico.

Contudo o conhecimento prévio da ocorréncia deutesas quimicas tais como
alquenos, ésteres, anéis aromaticos, cetonas eisdleoseu deslocamento de absorcao
caracteristico possibilitam a atribuicdo de difegsnregides espectrais aos componentes
majoritarios da biomassa (KRISTENSEN et al., 2088gim, podem ser inferidas mudancas

estruturais na celulose, hemicelulose e ligninB@aem estudo apos PTs (Figura 3.13).
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Figura 3.13 — Espectros do FTIR correspondent&Caio naturae apds PTs.
Com isto, a banda larga situada em torno de 3208giao de estiramentos de OH pode

ser correlacionada com a presenca de alcoois é&feam ligacdo de H. A banda registrada
entre 2850 e 2920 chn(estiramentos CH no espectro do B@ natura foi-se atenuando

guando comparado com 0s outros espectros. Essgd@d¢oser relacionado com a reducéao nas
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fracOes alifaticas simples constituidas pelos @xtra como resinas e ceras, componentes
iniciais no material sem PT (ZHANG, 2008).

A regi&o entre 1200 e 1000 ¢né correlacionada com os varios grupos funcionass d
carboidratos (celulose e hemicelulose). A sobrg@osde bandas € atribuida a presenca de
estiramentos C—O—H de &lcoois primarios e secursl&in 1064 ciy os estiramentos de
ligacées glicosidicas C—O—C s&o detectados a Ih6becas vibracdes aromaticas C—O—C a
1100 cm”.

Ja a banda a 910 &dndominada principalmente pelas ligacdegl-4) glicosidicas,
tornou-se mais aparente apés tratamentos quindoaofirmando a concentracdo da celulose
(ZHAO et al., 2008, HSU et al., 2010).

Os sinais registrados a 1725 ¢nsdo atribuidos a estiramentos C=0, vibragdes de
acidos carboxilicos e cetonas, nas polioses. Seapdeecimento apds aplicacdo dos PTs é
devido a sua maior susceptibilidade fisico-quindi@demicelulose (KUMAR et al., 2009).

Por outro lado, bandas representativas de compfsiocos entre 1610 e 1516 ¢m
foram reduzidas em maior proporcdo nos PTs allieocombinado confirmando a
solubilizac&o parcial da lignina (ALVIRA et al., 20). Isto é confirmado pelo fato de que sua
recalcitrancia pode ser derivada da presenca desslgompostos aromaticos secundarios
depositados no material pré-tratado (HENDRIX E ZE&W 2009).

Afinal, os conceitos acima discutidos sao resubadi® inferéncias, devido as poucas
variacbes encontradas nos espectros do BC in natupeé-tratados. Aléem do mais, a
correlagcdo com as mudancas nos constituintes éviaagpde carater qualitativo.

Apresenta-se assim a grande necessidade de cabtbrdg técnica através do
desenvolvimento de modelos matematicos preditivisando correlacdes de carater
guantitativo. A viabilizacdo no uso de técnicaseesscopicas em substituicdo aos métodos

convencionais de analise da biomassa lignocelal@®pende destes quesitos.

3.5 FES para producéao de celulases

Como etapa final na avaliacdo dos efeitos dos PdsBE, foram realizadas
fermentacdes em estado soélido (FES) usando umagkmh deA. niger, determinando desta
maneira seu potencial como substrato para a efetivgédo enzimatica de celulases.

A Figura 3.14 apresenta as atividades enzimatioidas em cada material pré-tratado
apos 72 horas de fermentacdo. Pode-se observaio ddieniger consegue degradar as
diferentes amostras de BC, usando este materiab é@mbe de carbono para o crescimento e
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sintese metabdlica. No entanto, existem algumasetifas quanto seu potencial indutivo
evidenciadas na variabilidade da produgcédo das aszimomponentes do complexo
celulolitico (FPase, CMCase e xilanase).

Apesar de que os PTs tém sido extensivamente dpticao BC com o intuito de
melhorar a digestibilidade e facilitar o acessocatamjue microbiano (AIELLO et al., 1996;
KURAKAKE et al., 1991), as atividades resultantes BC pré-tratados ndo foram maiores
que as observadas no BCnatura

Uma das interpretacbes € que todos os PTs quingnwslveram a geracdo de
substéancias toxicas com conhecidos efeitos pregislipara 0 metabolismo fungico. A sua
presenca por outro lado demonstra a resisténciendesos frente os tratamentos de lavagem
tornando indispensaveis os procedimentos de detagio. Além disso, as maiores
porosidades produzidas como consequéncia da rendec&mponentes pode ter ocasionado
fendbmenos de absorcdo enzimatica no substrat@selal(SUTCLIFFE e SADDLER, 1986;
CHERNOGLAZOQV et al., 2008).

Conforme o observado, as melhores productes foldidas no BC submetido ao PT
hidrotérmico indicando sua maior eficiéncia na il e expressdo de celulases p&lo
niger. A parcial solubilizacdo da fracdo hemicelul6sitservada na analise da composicao
favoreceu a reducdo da recalcitrancia total deotighulose. Adicionalmente, as analises de
MEV indicaram abertura de microporos e o fracionatmeparcial das fibras celulésicas
fornecendo assim um substrato com maior area scpére caracteristicas estruturais
apropriadas para a aderéncia e penetracdo de hfi@ssdo componentes fisioldégicos dos
fungos filamentosos comoAx niget.

No entanto, as atividades de CMCase (endoglucagnpsmduzidas em BC pré-tratado
com acido foram bastante proximas aos valores n@i®egundo a analise quimica do BC
apos PT acido houve uma grande solubilizacdo daickkriose nos seus acucares
componentes (xiloses, arabinoses, etc); fragcbesrpddr sido adsorvidas entre a estrutura
fibrilar distorcida observada por MEV. Os fragmentde xilana de baixa massa molar
representam fontes de carbono de facil utilizag@lospmicroorganismos, conseguindo-se
com isto a efetiva inducéo na biosintese de endagases e xilanases (SAHA e BOTHAST,
1999; KULKARNI et al., 1999).
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Figura 3.14 — Produtividades enzimaticas de FPBE;&3e e xilanase apos 72 h de FES com
A. niger.
As menores atividades registradas nos substrafesgiados com alcalis sugerem que

apesar da desestruturacdo das microfibras por MB\Wexpressiva solubilizagéo de lignina
pelas analises quimicas, o incremento no %IC dalosg remanescente diminui

significativamente seu potencial como fonte de @aobmicrobiano. De forma complementar,
Berggren et al. (2003); Knill e Kennedy (2003) altaeam a ocorréncia de reacdes de
“peeling” apos tratamento com Na(OH), as quaisraeti unidades terminais de acucares
redutores das cadeias de polissacarideos, elimindedta maneira fontes indutoras de
celulases. Além do mais, o PT combinado, que feweo substrato com a maxima
concentracdo de celulose cristalina, produziu asones atividades de FPase, dando
relevancia a cristalinidade como caracteristicard@hante no sucesso da FES.

Por outro lado conforme observado nas micrografiasilapso da estrutura original e a
promocdo de uma estrutura aglomerada teria efeiggativos na oxigenagdo microbiana,
inibindo neste sentido a formacéo de hifas, orgengldispensaveis na colonizacao fungica
do substrato. Demonstra-se com isto, que processosssivamente drasticos tém efeitos
negativos no potencial de utilizacdo do BC comaossalp indutor doA. niger visando a
sintese e expressao de celulases.

Por outro lado a Figura 3.14 também exibe as x$¥@s@omo as enzimas com maiores
produtividades no BC antes e apos PTs. De acomp@isson et al. (2003) estas enzimas
podem ser efetivamente induzidas na presenca tentelulose quanto da xilana. Além do
mais Erickson (1990); Kulkarni et. al. (1999) e &&sla (2008) citaram o BC como indutor
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natural de celulases e xilanases, como resultadsingagia de varias vias metabdlicas para

degradacéo de lignina e celulose.

Finalmente os resultados obtidos na presente atapkevam a considerar a viabilidade

do emprego de BC na sua forma integra, ou com unpd®Eo severo, uma vez que as

atividades enzimaticas sdo expressas razoavelmer8€ in natura ou com PT hidrotérmico.

Esta possibilidade aponta para um grande poteinciastrial devido a diminuigcdo dos custos

de producdo, minimizacdo de residuos téxicos azagdo de condicbes operacionais

sustentaveis, ndo sendo necessario 0 uso de reaggrimicos nem condi¢cdes operacionais

severas que inviabilizam o processo final.

3.6 CONCLUSOES

Entre os substratos avaliados como potenciais omeecarbono e energia paraAo
niger, o bagaco de cana-de-agucar (BC) submetido argissrtento hidrotérmico
apresentou as maiores produtividades em relac@asel- CMCase e xilanase (0,39 Ul
g 14,87 Ul ¢ e 26,07 Ul ¢ respectivamente), demonstrando sua eficiéncia como
substrato indutor de celulases. Além disso, desdmorio de vista econbmico e
ambiental o processo mostra-se como uma alternaéval para a efetiva reducéo dos
custos globais da producéo de enzimas celuloliticas

O tratamento hidrotérmico forneceu um substratm seudancas significativas na
composicao quimica em relacdo ao B(nhaturg a celulose remanescente aumentou
em 13% como consequiiéncia de uma solubilizacao #edEhemicelulose. No entanto,
pode-se observar através da microscopia, um gigfiifo aprimoramento das
caracteristicas estruturais com a maior exposiedpodcoes fibrilares e a formacgéo de
regides microporosas. As alteracbes produzidas fibeme a digestibilidade do
substrato influenciando positivamente a capilamgackcessaria tanto para uma efetiva
absorgcéo e hidratagdo com o meio de complementaganto para uma adequada
oxigenagéao e desenvolvimento microbiano.

Por outro lado todos os pré-tratamentos ocasionaesmm maior ou menor grau, a
solubilizacdo da celulose, mostrando que os parémeiscolhidos no estudo foram
excessivamente intensivos para fins biotecnologidosignificativa degradacado da
celulose produzida pelos pré-tratamentos foi caoideaitravés do aumento no indice de

cristalinidade por DRX e pelas menores produtividacenzimaticas obtidas na
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fermentacdo. Assim, a variabilidade na producaongtica pode sugerir também as
diferentes propor¢cdes na geracdo de compostosofdqiara 0 microorganismo
produtor. Com isto, demonstra-se a importanciaeti#sas de lavagem e detoxificacao
apos pré-tratamento visando a completa remoc¢aesdesimpostos inibitorios.

O pré-processamento baseado no tratamento hidiotédn BC foi o escolhido para o
upstreamdo processo de producdo de celulases especifaasfS devido a seu
elevado potencial de utilizacdo determinado nedf@pae Este potencial sera
desenvolvido nos capitulos subsequéntes, mediaatgiguecimento e otimiza¢do do
meio de FES, dada a dependéncia direta entre aigitodle celulases e as fontes de
carbono e nitrogénio disponiveis.

A caracterizacdo dos efeitos produzidos pelos rptérnentos no BGn natura foi
imprescindivel no esclarecimento da sua influémeacrescimento dd\. niger e
producdo do complexo celulolitico. Caracteristioascomposi¢do quimica, como a
presenca de fragmentos de baixa massa molar, raduz sintese enzimatica, no
entanto, efeitos antagbnicos de inibicdo foram eguéncia da geracdo de substancias
toxicas. Paralelamente, propriedades no BC comatarera cristalina da celulose,
disponibilidade da area superficial e porosidadesgmtam-se como determinantes nos
processos fermentativos em estado sélido.

Os resultados alcancados através de ferramentfiicasade caracterizagdo mostram
sua relevancia no conhecimento das propriedadégmnieelulose como matéria-prima
para diversos processos biotecnologicos. Nestextand aperfeicoamento das técnicas
espectroscopicas visando a analise quantitativa-iee necessario para o entendimento
destes processos de forma rapida e precisa. A rggtapjuantificacdo espectroscopica
permite também avaliagcbes antecipadas de processmgeracfes, assim como a
geracdo de bancos de dados confiaveis para a prapage arranjos tecnoldgicos com
maximas produtividades e menor geracdo de residdimsgntes e ambientalmente

sustentaveis.
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CAPITULO 4. CELULASES ESPECIFICAS A PARTIR DE BAGACO
DE-CANA-DE-ACUCAR POR FERMENTACAO EM ESTADO
SOLIDO - DESENVOLVIMENTO DO BIOPROCESSO

4.1 INTRODUCAO

O bioetanol derivado da biomassa lignocelulésicdepoontribuir para a solucdo da
dependéncia mundial pelas fontes de energia fdésiite sentido, os biocombustiveis de 2
geracdo se mostram como alternativas energéticamiigsoras, pois utilizam fontes
renovaveis como matéria prima sem a competicdo yssada terra com fins alimentares. A
sua sustentabilidade é ainda validada com a digéoula emissdo dos gases do efeito estufa,
pois quando presente em 10% na mistura com gadelnase relatado que o etanol reduz
efetivamente de 3-6% a emissao de;@®atmosfera (NOVOZYMES, 2010).

No mundo sédo produzidas anualmente cerca de 6|B6dsl de toneladas de
lignocelulose na forma de residuos agroindust(ASOSTAT, 2010). No contexto nacional,
somente a industria de acucar e &lcool gera 195Ge8 de toneladas de bagaco de cana-de-
acucar por ano, parte do qual é queimado de foneficiente em usinas para cogeragédo de
energia. Apesar disso, existe um excedente de R2eifponivel para conversao em etanol
celulésico. Com este objetivo, a rota enzimatica &2 apresentado como uma tecnologia
vantajosa visando a adequada e eficiente biocdwemda lignocelulose em seus
componentes.

Entre os desafios para que a hidrolise enzima#ga comercializada, pode-se citar o
alto custo das enzimas celulases. O desenvolvingmtprocessos eficientes e otimizados
para a producdo de enzimas em escala industriahdafmental para garantir a viabilidade
econdmica e a concretizagcdo da producao de etansbgunda geracdo (FARINAS et al.,
2010).

Na producao de celulases microbianas, podem sdosipaocessos fermentativos como
a fermentacdo submersa (FSm) ou a fermentacao tanoesdlido (FES). Grande parte dos
avancos na producao de celulases microbianas &mnsgelvida para FSm, no entanto, o
crescimento de fungos filamentosos produtores delases ocorre naturalmente em
condicbes similares a FES (SINGHANIA et al.,, 20(@)istem outras vantagens inerentes

aos processos em estado sélido como a maior pvathde nos extratos enzimaticos, menor

84



Capitulo 4. Celulases especificas a partir de mladagana por FES — desenvolvimento do
bioprocesso

susceptibilidade a inibicdo e maior estabilidade elazimas a varia¢cdes de temperatura e pH
(SINGHANIA et al., 2010; RAIMBAULT, 1998). Sob o pto de vista ambiental, sé&o
produzidos menores volumes de efluentes, além de oqyprocesso € adequado para a
utilizacdo de residuos agroindustriais (bagaco ate,cfarelo de trigo, entre outros) como
préprio substrato, servindo estes como fontes dwna e energia.

Entretanto na FES, como em qualquer processo hultigico, tanto os parametros que
afetam a sintese enzimatica quanto a melhora ndufiwmade devem ser sempre
investigados, pois variam e sao especificos parda cacossistema formado pelo
microrganismo e o substrato usado (CASTRO, 2006%im\, o presente capitulo apresenta
um estudo das varidveis e condi¢cdes adequadas amaucdo enzimética de celulases por
FES com o fungo filamentogkspergillus niger

O bioprocesso estudado tem o bagaco de cana-daracamo substrato alvo do
desenvolvimento visando a especificidade das erszimaahidrélise do mesmo. Ferramentas
de planejamento estatistico auxiliaram na busca fdtmes significativos e melhores
condicbes de formulacdo do meio de suplementacamutiéentes para o substrato e
sequencialmente foi aplicado em experimentos desano Capitulo 5, onde foram realizadas

FES em biorreator instrumentado de colunas.

4.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.2.1. Enzimas do complexo lignocelulolitico

As enzimas sdo moléculas protéicas que atuam catatisadores biolégicos capazes
de diminuir a energia de ativacao requerida pamado um complexo de transi¢do ativado
gue dara origem a um produto (ILLANES, 1994).

As celulases constituem-se como um complexo enmmatapaz de atuar sobre
materiais celulésicos, promovendo sua hidrolisadseassim classificadas como hidrolases.
Essas enzimas sdo biocatalisadores altamente faspeajue atuam em sinergia para a
liberacdo de acucares, dos quais, a glicose € degperta maior interesse industrial, devido
a possibilidade de sua conversdao em etanol (CASERBPEREIRA, 2010). As massas
molares das celulases abrangem um amplo inten&doa( 250 kDa), pois podem ser
sintetizadas como mondmeros ou na forma de esisityuaternarias constituidas por varias

unidades peptidicas.
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A estrutura das celulases é majoritariamente daftdi por uma sequéncia complexa e
especifica de aminoacidos, que pode ser dividida@&sregides:

. O dominio catalitico (DC), a parte da molécula oralecatélise ocorre
efetivamente, abrangendo cerca de 90% do nimexdodtaminoacido da sequéncia
peptidica;

. A regido de ligacdo (RL), que contém uma pequeramtiplade de aminoacidos
altamente glicosilados, cuja funcéo é ligar o doon@atalitico a uma terceira regido
constituida pelo modulo de ligacdo a carboidrattis).

. Os MLCs sao pequenos polipeptideos estaveis quenpadnter de quarenta a
cento e vinte aminoacidos e sao localizados, coamtiggnte, na cadeia de
aminoacidos da enzima. As principais funcbes do£Mk&o: (1) manter a enzima
proxima a superficie do substrato de forma a awmemttaxa de degradacdo do
polissacarideo, (2) aumentar a especificidade damanna atuacdo de regides
seletivas da molécula do substrato e, (3) romperdgdes quimicas da cadeia do
substrato, especialmente se essa apresentar-sel@eoada cristalinidade (LYND et
al., 2002).

Outras enzimas componentes do complexo celulokitoas xilanases, cuja presenca é
de elevada relevancia, tendo em vista que suaipeinftingdo € a desestruturacdo das fortes
ligacOes cruzadas entre a hemicelulose e as nhbdias da celulose na parede vegetal
através da hidrolise das ligaco@sl,4 presentes na xilana vegetal (componente da
hemicelulose) (LYND et al., 2002). Além disso, semgie as hemiceluloses sdo constituidas
de varios polimeros (principalmente, xilana), a dagradacdo completa necessita da acao

cooperativa de um consércio de enzimas microbiapedficas como as xilanases.
(COUGHLAN e HAZLEWOOD, 1993).

4.2.2 Classificagdo e mecanismos de acao das celula  ses

O mecanismo geral das celulases é realizado par daeclivagem das ligacO@sl-4
glicosidicas, mas dependendo do seu sitio de a;@elalose, elas tém sido divididas em trés
grandes grupos:

i)Endoglucanases (EGases): sdo as enzimas respngdy iniciar a hidrdlise, pois
guebram randomicamente as regides internas datugatramorfa da fibra celulésica. A

liberacdo de oligossacarideos e a producdo de néswBinais permitem a rapida
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solubilizagdo do polimero celulésico por meio dalugio do grau de polimerizacao
(SCHULEIN, 2000).

i) Exoglucanases (ExGases): constituidas pelasbu#lidrolases (CBHs) e pelas
glucanohidrolases (GHs), catalisam a hidroliseteaninais da fibra celulésica e promovem
a quebra de oligossacarideos formados na celoBiogdD et al., 2002). Essas enzimas
geralmente sofrem inibigéo pelo produto de hidedtjse € a celobiose (AWAFO, 1997).

iii) p-glicosidasesfGases): A$-glicosidases tém a propriedade de hidrolisar ceseb
e oligossacarideos soluveis em glicose (LYND et, &002). Assim como as
celobiohidrolases, também sé&o relatadas por sair@rdicdo por seu produto de hidrolise
(AWAFO, 1997).

A Figura 4.1 apresenta esquematicamente a acéaddeucna delas sobre as cadeias de
celulose. Cada enzima do complexo celulolitico @&apaz de hidrolisar individualmente a
celulose de maneira eficiente, sendo necessagaccamplementar e sinérgica do complexo
global. Quando atuam em conjunto, as celulasesami@am um melhor rendimento que a
soma dos rendimentos individuais. Lynd et al., 20€@2crevem trés formas de sinergia:

1. Sinergia EGases-ExGases. As endoglucanasesjamas regides amorfas da fibra,
disponibilizam terminais redutores e ndo redutpees atuacao das CBHS;

2. Sinergia ExGases-ExGases. As CBHs atuam sineataente na hidrolise dos
terminais redutores e nao redutores liberados ¢iw das endoglucanases;

3. Sinergias ExGasgisases e EGas@§ases. As celobiohidrolases e endoglucanases
liberam respectivamente celobiose e oligossacasideara serem substratos dfis

glicosidases.

87



Capitulo 4. Celulases especificas a partir de lmlmdagana por FES — desenvolvimento do
bioprocesso

{A) Amorphogenesis of crystalline cellulose
slow ||| (dispersion/swelling of cellulose fibers)

(8) Hydrolysis of insoluble cellulose chains
slow |l (0P > 6)

o e e
ondpe *oos P

() Hydrolysis of soluble cello-oligosaccharides

fast (DP < 6)

% Endoglucanases (D) Hydrolysis of mostly cellobiose
(DP < 6)
, Cellobiohydrolases

, B-glucosidases Q e Q e 9 9
glucose

DP — Degree of polymerization e

Figura 4.1 - Hidrolise enziméatica da celulose. Eoltantes e Sadler (2010).

Contudo, a totalidade dos efeitos enzimaticos dagdie a capacidade de decomposicao
da celulose nédo pode ser quantificada como atieidgabal do complexo. No entanto, para a
caracterizacdo indireta dos complexos brutos delassls com relacdo a sua atividade de
endoglucanases ou exoglicanases, sdo utilizaderendiés substratos, ressaltando-se,
entretanto que a eficiéncia sinérgica entre ostipés de enzima impede uma quantificacéo
precisa (ZHANG et al., 2006).
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Para a atividade de endoglucanase, utiliza-se uivade de celulose substituida como
substrado, a carboximetilcelulose (CMC), que é \@lUA enzima ataca o polimero
randomicamente, produzindo uma mudanca rapidaawdg polimerizacdo. Apos a reacao, €
determinada a formac&do de acuUcares redutores, sestdo atividade conhecida como
CMCase. Por outro lado, a medida da atividade et utilizando como substrato o papel
de filtro Whatman N°1 (FPase) € comumente utilizeol@o referéncia para a determinacao
da atividade celulésica global tanto em trabalhoadémicos quanto em preparacdes

enzimaticas comerciais (GHOSE, 1987).

4.2.3 Fundamentos microbiologicos da producéo de ce lulases

O complexo de celulases € produzido a partir de wrende variedade de
microrganismos (bactérias e fungos), mas sdo a@pfuaerdbios os que ostentam as melhores
taxas de crescimento e secrecdo. A maioria dataseticomerciais € produzida pelo género
Trichoderma sppe seu sistema celulolitico € um dos mais invedtg (ZHANG e LYND,
2004). Juntamente com os géneRaicillum e Aspergillusps fungos filamentosos sao os
mais utilizados industrialmente para producdo deilases (SAMUELS et al., 1996).
Entretanto, as preparacdes enzimaticas proveniettesrichoderma apresentam um
desbalanceamento entre as atividades de endo &cexages com relacédo a atividadepde
glicosidase, cuja produtividade € baixa. Estudaznies sobre o genoma do ressei
revelaram que apesar de ser o melhor produtor ldéases, o seu cédigo genético contém
menor variedade de celulases e hemicelulases emacwela outros fungos sequenciados
(MARTINEZ et al., 2008). Estes fatos potencializamiesenvolvimento em relacédo ao género
Aspergilluscomo produtor de celulases (MATHEW et al., 2008).

O A. niger (Figura 4.2), também fonte do complexo celuloliti€oapreciado no meio
industrial por uma série de caracteristicas gueram o microrganismo ideal. Entre elas, ha
grande capacidade de fermentacdo e elevados diveiscrecédo de proteina, aléem da grande

variedade de enzimas produzidas para diversasapés (XEN e CIA, 1999).
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Figura 4.2 - Macro e micromorfologia d® niger Fonte: Joint Genome Institute (DOE,

2010).

O sistema celulolitico da maioria das linhagensdpiaras de celulases precisa ser
induzido pela presenca do substrato, sendo tamibéoetivel a repressdo catabodlica em
presenca de fontes de carbono de facil metabobzam#&o a glicose (SEIBOTH et al., 1997).

O mecanismo de producgdo celular das celulases d@a alesconhecido, mas foi
explicado por varios pesquisadores como um procgssgintese constitutiva e excrecao de
enzimas através da parede celular. A producdo dgiepes glicidos, pelas celulases
constitutivas, promove a inducao e a expressaocalakses, tornando o processo de excrecao
das celulases constitutivas a etapa limitante xtada inducéo da sintese das demais enzimas
do complexo. Adicionalmente, sabe-se que a secrégadiretamente proporcional a
concentracdo de indutor no meio ao qual o micrasgam esta exposto (VRIES e VISSER,
2001; LYND et al., 2002).

Carle-Urioste et al. (1997) afirmaram que a presede um bom indutor pode
incrementar em torno de 1100 vezes a biossinteseelldases em relacdo a expressao
constitutiva. Entretanto, existe uma concentrag@ditd, sendo que em processos em meio
liquido, esta concentracdo é de aproximadamentel2b Acima desta, os efeitos indutores
passam a ndo ser mais observados e, muitas vezesyertidos (LYND et al., 2002).

Diferentes oligossacarideos e polissacarideosoflachigerose, lichenana, glucana de
cevada e soforose) foram usados na literatura ceuistancias indutoras de celulases
(CARLE-URIOSTE et al., 1997). Mandels e Reese (J98®@monstraram que a soforose
apresentou 2500 vezes maior poder indutor pamacoderma ressejuando comparado com
a celobiose.
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Por outro lado, na fermentacdo em estado sélidodacdo é realizada pelo proprio
substrato atuando como fonte de carbono e enedgia @ microrganismo fermentador.
Adicionalmente, a presenca de acucares e polisdaoar de alta e baixa massa molar
enriguecendo os substratos pode acarretar em oévgradrbes de inducdo, repressao e
inibicdo na regulagéo das celulases microbianas\IBAULT, 1998).

Outros nutrientes também s&do necessarios para sziroento geral das espécies
microbianas, entre eles, o nitrogénio, o fosfomesnxofre, além de macro e micro minerais e
varias vitaminas. Assim, a necessidade de incldsdutrientes adicionais ao substrato, como
peptonas e extrato de levedura, sdo consideradonsalgumas linhagens do meio de
fermentacdo, como estimulantes do crescimento (HGBA et al., 2009).

4.2.4 Panorama mundial do mercado de celulases.

Depois das proteases e amilases, as celulasestsémeiwo produto de maior valor na
industria biotecnolégica (SINGHANIA et al., 2009).

Sua versatilidade € observada na diversidade deaafpés como insumos industriais:
na industria do papel, as xilanases auxiliam nacgsso de polpagcdo e branqueamento,
intensificando a deslignificacdo e melhorando asppedades do papel com economias
energéticas de aproximadamente 30-38%. Na ind(=n#icadora, as xilanases sao usadas
para melhorar a textura, o volume e a validade&do Na indUstria téxtil sdo adicionadas aos
detergentes para retirar fibras danificadas e aaskbonagem (amaciamento e desbotamento
do brim) substituindo o processo de lavagem quimi alimentacdo animal podem ser
usadas na extracdo de sucos de frutas e vegeaise dutros usos.

Com o crescimento da industria biotecnoldgica maindispera-se para o ano de 2011,
gue a demanda mundial por enzimas atinja um crestonde 7,6% até aproximadamente
seis bilhdes de délares. (FREEDONIA, 2007). No denaacional, em 2008, apenas
considerando-se importacbes e exportacbes brasileas celulases movimentaram um
montante de USD 1,35 milhdo (ALICEWEB, 2010).

A Tabela 4.1 apresenta os principais produtoresetidases com os microrganismos
produtores e as aplicagbes industriais.

No entanto, a maior perspectiva de aplicacdo diadases € a hidrolise da biomassa
celulésica para a producao de etanol renovaved, esgala de producédo ainda néo atingiu a

escala comercial devido, entre outros fatoreselmsdos custos das celulases.
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Assim, no ano 2000, comecaram investimentos cemsest para reduzir os pre¢os das
enzimas, quando o Departamento de Energia dosdssthaidos assinou um acordo com o
Laboratério Nacional de Energias Renovaveis (NatidRenewable Energy Laboratory -
NREL) e as duas empresas, Novozymes e Genencaasdéteres mundiais em producéo de
enzimas. O investimento de USD 17,1 milhdes vismedacdo, em 10 vezes, do custo efetivo
das celulases na producao de etanol. Em 2004, pieess anunciaram uma reducéo de 12
vezes no custo das enzimas mediante adocao ddagi@soinovadoras. Entretanto, hoje sao
necessarios precos da ordem de 1,30 USD/kg de bsam@ara o investimento em escala
comercial de plantas produtoras de etanol celddSASTRO e PEREIRA, 2010).

Tabela 4.1 Celulases comercializadas no mercaugnore atividade relatada.

Nome comercial Empressa Microrganismo produtor Atividade
comercializadora FPase
(Ul mL?
Cellubrix Novozymes, T. longibrachiatum /A niger 56
(Celluclast) Denmark
Novozymes 188 Novozymes A. niger <5
Cellulase 2000L Rhodia-Danisco T. longibrachiatum/ T. 10
(France) reesei
Rohament CL Rohm AB Enzyme T. longibrachiatum/ T. 50
(Rajamaki, Finland) reesei
Viscostar 150L Dyadic (Jupiter,  T. longibrachiatum/ T. 33
USA) reesei
Multifect CL Genencor Intl. (S. T. reesei 64
San Francisco, CA
Cellulyve Lyven Colombelles, T. longibrachiatum/ T. 24
France) reesei
Accelerase®1500 Genencor T. reesei N.A
Biocellulase TRI Quest Intl. A. niger 68

(Sarasota, FL)

Adaptado de Singhania et al. (2010).

No ambito dos produtos atualmente comercializaétespempresas lideres, a Genencor
apresentou o complexo enzimatico especifico chamfamelerase®1500, especificamente
desenvolvido para o processamento da biomassacéfnosica. A Accelerase®1500 é
produzida por uma linhagem mutante Techoderma reesee lhe séo atribuidas maiores
eficiéncias que seu antecessor Accelerase®1000dadey maior concentracdo eiffr
glicosidase garantindo, desta forma, uma completaversdo de celobiose em glicose

(GENENCOR, 2010). Paralelamente, essa empresa ianurmutros produtos como
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Accelerase® XY consistente num complexo acess@igildnases e a Accelerase® BG, uma
enzima complementar formulada c@nglicosidases.

A Novozymes apresenta, também, uma ampla variedadpreparados celuldsicos
disponivel. A formulacdo depende da sua aplicagaal, fassim, a CellusoftRAP e a
Cellusoft®CR sao usados para industria téxtil, @are® e Celluclean como aditivos para
detergentes (NOVOZYMES, 2010). A Novozymes tambéntdu preparacdes celulasicas
especificas para hidrolises da biomassa, no entaitose tem informacgéo disponivel sobre a

fonte produtora.

4.2.5 Celulases para biocombustiveis de 2 ? geracao

Hoje, a maior aplicacdo potencial das enzimas daoptexo celulolitico € na hidrélise
da biomassa lignocelulésica. As matérias-primasragem lignoceluldsica, contém de 20 a
60% de celulose que pode ser totalmente conveetdalicose, por acdo enzimatica. Em
etapas seguintes, esse monossacarideo pode ssxdaotipara a obtencdo de uma imensa
gama de produtos, desde biocombustiveis até padnsendo o etanol uma das moléculas de
maior interesse (CASTRO e PEREIRA et al., 2010).

Em geral, o complexo celulasico ideal deve coms&ti um coquetel constituido por
uma mistura de enzimas contento endo e exocelubdatesasep-glicosidase, pectinases, etc.
cujo balanco esta em funcédo da composicéo do stbsmbmetido a hidrélise (GUSAKOV
et al., 2007). Entre as propriedades que determieéiciéncia na hidrélise, pode-se
mencionar: elevada especificidade e estabilidaskgmacomo a capacidade de completar o
processo até a producéo de glicose com alta ta@ieran fenémeno de inibicdo pelo produto.

Por outro lado, deve-se operar em pH em torno el@ femperaturas de 50°, condicdes
estabelecidas para a hidrolise enzimatica alémpdagriedades de adsor¢cdo a celulose.
Finalmente, todas estas caracteristicas devem tsggidas com custos de producdo
competitivos no mercado global (SINGHANIA et aD1D).

A eficiéncia do complexo de celulases nos procegsa®nversao de biomassa depende
em maior grau das caracteristicas da biomassa &iderlisada do que das atividades
enzimaticas mensuraveis (SINGHANIA et al., 2010).

Por outro lado, apesar de que séo desejaveis setutam elevadas atividades FPase,
CMCase,p glisidades, xilanases, essas analises da atividddeconseguem mensurar a
eficiéncia na bioconversao, pois nao existe umia gkelacéo entre as atividades obtidas nos
substratos solUveis e a sinergia das celulasesubssratos insoltveis (NIEVES et al., 2009).
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O sucesso dos projetos de etanol deg@racdo depende em grande parte do
desenvolvimento das propriedades deste compleximatizo. Neste contexto, varias
abordagens vém sendo estudadas, entre elas, aucénstie coquetéis de celulases por meio
da disposicédo e combinacdo de enzimas produzidagapos microrganismos em um unico
complexo ou mediante o uso de técnicas genétiaasiperementar a expressado génica de
determinada enzima.

Outras vertentes de melhora estédo relacionadasacbusca de processos alternativos
para a reducdo nos custos de producdo. Neste set@id-se sugerido o uso de residuos
agroindustriais para serem usados como substratfisites de carbono assim como a
simplificacédo de etapas sequenciais para conc@atgzimatica, tudo isso refletido no gasto
energeético total das operacdes (SUKUMARAN et &Q5).

4.2.6 Tecnologias para producéao de celulases

Como citado anteriormente, uma grande parte dasgesf para a reducao nos precos
das enzimas tem como foco principal a melhora dagprdcessos tecnoldgicos.
Tradicionalmente as celulases de aplicacdo comes@mproduzidas por meio de processos
de fermentacdo submersa (FSm), nos quais os marisrgos sao cultivados em um meio
aguoso homogéneo e rico em nutrientes. No entanfrpducédo natural e espontanea de
celulases com fungos filamentosos apresenta maiufagdade com a fermentagcdo em
estado sélido (FES).

A FES representa uma rota alternativa para proddedocelulases. Esta tecnologia é
definida como o processo de crescimento e produg@oobiano sobre a superficie de
substratos sélidos na auséncia de liquido livragia, indispensavel para o crescimento dos
microrganismos, € adsorvida e complexada na mafilida do substrato (RAIMBAULT,
1998). Apesar de que seu uso é bastante difundisigpaises orientais, o interesse ocidental
na FES tem se renovado durante as ultimas duasatépala possibilidade de integracdo a
outros processos industriais, pois podem ser gz em condicdes semi-estéreis, além de
gue podem utilizar residuos de outras cadeias findisscomo substratos indutores de
metabdlitos com elevado valor agregado (ELISASH\LIal., 2009). Todavia, vantagens
como controle, e monitoramento eficientes e magpraodutibilidade sdo ainda associadas
com a FSm (MATHEW et al., 2008).
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4.2.6.1 Fermentagdo em estado soélido x Fermentacggidomersa

O uso da FES geralmente leva a uma comparacao éBmaHesseltine (1987) relata
que a principal diferenca entre a FSm e FES estapacidade de mistura dos sistemas. As
FSm séo consideradas reacbes de mistura perfeite, cada parte do reator contém, ao
mesmo tempo, uma quantidade igual de microrganismdsentes e metabdlitos, enquanto
gue os sistemas de cultivo em meio solido caraeterise por serem meios heterogéneos, em
termos de populagdo microbiana e concentragao lotrato. A comparacédo das vantagens
entre as duas tecnologias é apresentada na TaRela 4

Tabela 4.2 Aspectos positivos e negativos da FES.

Vantagens Desvantagens

Simplicidade do meio de cultivo e Menor gama de produtos obtidos e de

condi¢des proximas aos meios naturais. microrganismos aptos a crescerem nessas
condicbes

Menor volume de efluentes liquidos Dependendo dstsato pode ser

necessario um pré-tratamento no substrato
com efeitos posteriores negativos para a
biomassa microbiana.

Menor risco de contaminacao pela baixa Dificil controle e manutencéo de

umidade e Aw parametros de cultivo (pH, umidade,
temperatura)

Em fermentacdes tradicionais, a Alta taxa de inoculacao. Dificil estimativa

microflora do suporte pode servir de de uma quantidade precisa da biomassa

inoculo. produzida.

Aeracao favorecida pela porosidade do Dificil automacao do processo
material.

Possibilidade de utilizagdo imediata dos Menor disponibilidade de informagdes na

sélidos fermentados. literatura acerca dos fendbmenos de

transporte e cinéticas de crescimento.
Menor volume do reator Os extratos podem estar contaminados
Maior produtividade com extratos de 3 a 4om componentes indesejaveis do
vezes mais concentrados substrato.

Adaptado de Singhania et al. (2010), Castro e Ref2010) e Raimbault (1998).

Ademais, visando j& a uma aplicagdo direta da F&EProducdo de celulases para
bioenergia, a tecnologia mostra-se apropriada degde a hidrélise da biomassa
lignocelulosica ndo demande extratos enzimaticos etevada pureza. Adicionalmente, as
enzimas produzidas a partir da mesma biomassa didmlisada tém relatado maior
eficiéncia e especificidade no processo (LYND gt24102).

Por outro lado, com o desenvolvimento de procedioseadequados para o controle
operacional e a melhoria no projeto dos biorreatoaeFES pode-se tornar uma tecnologia
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competitiva para a producao de celulases e comtebetivamente na reducdo dos custos de

producao.
4.2.7 Parametros operacionais na FES

A seguir sdo apresentados os parametros operaiguaideterminam o rendimento e a

produtividade na FES.

4.2.7.1 Tipo de substrato e suporte

Entre os fatores basicos para uma eficiente pradde&elulases fungicas destacam-se:
a adequada escolha do substrato, a otimizacaonal@ostgéo do meio de cultivo e a presenca
de substéancias indutoras (RAIMBAULT, 1998).

Como visto anteriormente, o substrato representaethor indutor de producao de
enzimas. A producdo de determinado metabdlito mmEtedirecionada com a escolha do
substrato apropriado. Neste sentido, diversos sdbfss de origem agroindustrial como o
bagaco de cana-de-agucar, de mandioca e de mdha, gm arroz, entre outros possuem
caracteristicas estruturais nutricionais adequadaa serem utilizadas como substratos na
FES (ZHANG, 2006).

Entretanto, € importante mencionar o efeito inddespécies de menor massa molar e
a sua inclusdo no meio de suplementacdo de nesiéavorece a adaptacdo das células em
matérias primas insollveis, conseguindo com istasta@inéticas mais rapidas de fermentacao
(SINGHANIA et al., 2010).

4.2.7.2 Umidade e atividade da agua

A agua possui diversas fungdes em um bioproceasoc@mo: a difusdo de nutrientes
no meio reacional e a absorcédo destes pelos agaitesbianos, bem como a remocéo de
metabdlitos. A manutencdo e estabilidade de esasitibiolégicas, como proteinas,
nucleotideos e carboidratos, assim como a estatddidda estrutura lamelar e a
permeabilidade da membrana plasmatica sdo func@@shianas vitais que dependem da
atividade da agua.

O valor de atividade de aguaAfornece informacéo sobre a 4gua disponivel para o
microrganismos. Pode ser definida comg=Rs/R onde Ps é a pressao de vapor de equilibrio
da agua dentro do substrato solidg @ R presséo de vapor da agua pura.

Em relacdo ao cultivo de fungos filamentosos, @rc@a de agua pode causar a

desnaturacao enzimética ocasionando um desequifiasi vias metabdlicas com prejuizo nos
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processos de germinacgédo, esporulacdo e expressaetaledlitos, assim como reduzir a taxa
de crescimento microbiano e aumentar o periodaldptacdo celular (RAIMBAULT, 1998).

O valor 6timo de umidade na FES varia entre 40 %,8% que corresponde a uma
atividade de agua no intervalo de 0,40-0,90, c@uwdigue mimetiza 0s processos naturais,
permitindo até que os processos sejam conduzidogneias semi-estéreis, visto que a
contaminacgdo é pouco provavel (CEN e XIA, 1999).

Na FES, a quantidade limite maxima de agua no mem funcdo da capacidade de
retencdo do substrato. O aumento excessivo de ragtricial esta diretamente relacionado
com aumento do risco de contaminagdo bacterianeemon®s taxas nas trocas gasosas
(PANDEY, 2003). Entretanto, durante o processoterisvariagbes de umidade devido a
evaporacao e o consumo metabdlico microbiano, g@eg que devem ser minimizadas em

producao de larga escala com um adequado cona@erdcao e umidade do ar.

4.2.7.3 Temperatura e pH

A temperatura 6tima para a fermentacdo varia dedaccom o microrganismo. Para
organismos mesofilicos, na maioria das vezes, envialb mais adequado varia entre 25 e
35°C. O metabolismo microbiano também gera calomuera taxa aproximada de 673 Kcal
(molCO,)™?, ocasionando gradientes térmicos e representangwingipal problema da
aplicacdo da FES em grande escala (CEN e XIA, 1999)

A determinacdo do pH na FES torna-se dificultosaddea auséncia de agua livre,
apesar disto, devido a complexidade quimica dotsaibfsuporte este apresenta inerente
capacidade de tamponamento. Além disto, sdo adidamalguns sais ou fontes nitrogenadas

garantindo a manutencédo do mesmo (CEN e XIA, 1999).

4.2.7.4 Aeracado

O processo de FES deve proporcionar o livre acdssoxigénio atmosférico para
garantir as funcbes microbianas de oxigenacao ®uE® de C@auxiliando paralelamente
no controle da temperatura e a manutencdo do teamnddade do substrato (MITCHELL,
2003).

4.2.8 FES para producao de celulases

Sendo que a FES representa uma alternativa pramigsoa reducdo dos custos de
producao das celulases e viabilizacdo do etanwbdigluldsico, diversos trabalhos cientificos

vém sendo desenvolvidos na atualidade. Neste semtidabela 4.3 apresenta o resumo de
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alguns estudos publicados nos ultimos anos emaelagproducdo de celulases por FES.

Pode-se observar, em geral, que as pesquisasod@matias estratégias experimentais nas

seguintes vertentes:

Melhora na capacidade fermentativa das linhageoduporas através de manejo
genético, fermentacdo utilizando cultivos de asg@w microbiana (co-culturas),
novos isolados com maiores expressdes enzimattéEs, da selecdo de linhagens
produtoras de celulases termoestaveis. Assim, ks atividades foram relatadas
com o novo fungo isolado HML 0278, identificado @mFusarium
chlamydosporum Os autores (HE et al., 201@¢ssaltaram, além das elevadas
atividades (FPase: 95,2 eCMCase: 281,8 dlkg), a estabilidade enzimatica em
amplos intervalos de pH 4-9 e a temperaturas meror®°C.

Existe a tendéncia atual no uso de substratosnatiegos como subprodutos
agroindustriais e efluentes das cadeias produte@esentativas de cada regido, pois
se constituem como abundantes passivos ambieAt&SS tem sido proposta como
uma alternativa sustentavel para o manejo dessédurs e efluentes liquidos. Por
exemplo, a vinhaca foi utilizada por Acharya et @010) como meio de
suplementacao devido a sua alta concentracao demes. Paralelamente, continua-
se utilizando misturas de substratos tradicionamscacfarelo de trigo, farelo de aveia,
farelo de arroz, palha de trigo e bagaco de canbusaca de relagdes C/N adequadas
para a producdo de enzimas com elevada espedifiitfante ao material a ser
hidrolizado. A escolha dos substratos também temocpremissa a integracao
global da FES para a producgéo de celulases comocegso industrial do etanol de 22
geracao.

Sendo que a tecnologia de FES para producdo déasmdurepresenta um
bioprocesso com necessidades relacionadas a atéwizados parametros
operacionais, as ferramentas estatisticas, comtarejpmento experimental, tém
sido bastante difundidas como estratégia de seldedoarametros. Sua aplicacao
possibilita o estudo de diversas varidveis, ideaifdo das interacdes e
desenvolvimento de modelos preditivos. Os trabatleoSoni et al. (2010); Acharya
et al. (2010); Rocky-Salimi e Hamidi-Esfahani (2R10ng et al. (2009); Dogaris et
al. (2009) sédo exemplos de otimizacdo de paramewos pH inicial, umidade,
temperatura de incubacao, fonte de nitrogénioordedmisturas, entre outros.

98



Capitulo 4. Celulases especificas a partir de mladagana por FES — desenvolvimento do

bioprocesso

Por outro lado, a maioria destes trabalhos é esddiza nivel laboratorial,
utilizando frascos de erlenmeyer, o registro dara@gestudos no que se refere ao uso
de biorreatores em maiores escalas é relacionado @ocontrole de alguns
parametros como a aeragdo e agitacdo visando umguatte controle da
homogeneidade do processo. No entanto, ainda edistegap tecnologico no
desenvolvimento dos sistemas de controle e monieméo do bioprocesso que

garantam a difusdo da FES em escalas comerciais.
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Tabela 4.3 Tabela resumo de exemplos com trabaieosficos usando FES para producéo de celulases.

Microrganismo Substrato Atividades enzimaticas Estratégia utilizada Referéncia
(U Osubstratc _1)

Trichoderma Residuos de FPase: 15 Otimizacao de parametros operacionais pofin. e Geng

reesei RUT-C30. horticultura e CMCase: 90,5 planejamento estatistico. (2010)

cavacos de madeira B-glicosidase: 61,6

A. ellipticus Palha de trigo FPase: 13,38 Otimizagéao por planejamento experimentaAcharya et al.
enriquecida com B-glicosidase: 26,68 de parametros como a concentracdo do mgo10).
efluente de destilaria CMCase: 130,92 de suplementacéao, pH inicial, umidade,
industrial concentracdo do indculo.

Trichoderma Palha de trigo Nao relatadas Producgédo de celutsgesificas Levera et al.

reesei comprovada pela fermentagcéo dos agucaré2010).

produzidos até etanol.

Trichoderma
reesei Rut C-30.

Bagaco de polpa FPase: 13,4
citrica e farelo trigp CMCase: 135

Uso residuo tradicional de paises orientaisGberoi et al.
“Kinnow Pulp”. (2010).

Chaetomium sp.
Fungo marino

Residuo de SementeNao relatadas
de algodéao em pH
alcalino

Isolamento de 54 fungos de areasah6 Ravindran et al.
para producao de celulases alcalinas e  (2010).
termoestaveis visando a aplicacdo na
industria de papel e derivados.

Fusarium
chlamydosporum

FPase: 95,2
CMCase: 281,8
B-glucosidase: 135,2
Xilanase: 4 720

Bagaco de cana

Isolamento e identificacdo de fungo
produtor de celulases termoestaveis até
70°C e em amplo intervalo de pH (4-9).

He et al. (2010).

Trichoderma
reesei QM9414

Farelo de arroz FPase: 11,65

CMCase: 94,21

Estratégia de planejamento estatistico coniRocky-salimi e
superficie de resposta para otimizacdo. hamidi-esfahani
(2010).

Penicillium
janthinellum
mutants

Bagaco de cana CMCase: 37,10
explodido e farelo de B-glicosidase: 155
trigo

Celulases fungicas produzidas por mutantégisul et al. (2009).
com fins de aplicagdo em meios de elevada
forca ibnica como solventes.
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Penicillium
decumbens L-06

Bagaco de cana-de- FPase: 3,89
acucar e farelo de
trigo

Planejamento estatistico das variaee&o Long et al. (2009).
farelo/bagaco, umidade, temperatura, pH
inicial e concentracao de sulfato de amonia.

Trichoderma Residuo do fruto FPase: 8,2, em frascos Estudo realizado em dois sistemas de FESAlam et al. (2009).
harzianum oleaginoso da palma FPase: 10,1 em frascos e biorreator horizontal rotacional.
T2008 biorreator. Méximas atividades foram obtidas no 4° e
no 2° dia de FES respectivamente.

Neurospora Mistura com farelo e CMCase: 492,8, Aplicacéo para producao de etanol a partirDogaris et al.
crassa palha de trigo B-glucosidase: 26,7 de Sorgo. (2009).

Xilanase: 297,8
Co-cultura de Farelo de trigo Nao relatadas. Complexo enzimatsamlo na hidrélise de Sukumaram et al.
Trichoderma bagaco de cana-de-agucar, palha de arroz(2009).
reesei RUT C30 aguapé com carga enzimatica de 50 FPU de
e A.niger MTCC celulases e 10 U dgkglicosidase por g de
7956 biomassa.
Co-cultura de Folhas de aguapé N&o relatadas Cabine de ferndentéiizada como Deshpande et al.

Trichoderma
reesei (QM 9414
mutante) e A.
niger

reator. Meio de suplementacdo Toyoma (2009).
Ogowa (40% de proteina e 0,15% de

peptona). Incremento de atividades
aproximadamente de 2-3 vezes em relacéo a
frascos.

Trichoderma
koningii
AS3.4262

Residuo de industria Frascos,
vinicola FPase: 6,9
CMCase: 23,8

Biorreator:
FPase: 5,9
CMCase: 12,98.

Estudo comparativo das produtividades enkiu e Yang (2007).
frascos e reator em batelada com aeracao

forcada e otimizacdo dos parametros:

umidade, pH inicial e T°.

101



Capitulo 4. Celulases especificas a partir de lmmgagana por FES — desenvolvimento do
bioprocesso

4.2.9 Consideracfes Finais

Uma das maiores areas de pesquisa na atualideslredentada pela biotecnologia das
enzimas. Representam, com retomado interesse dadéencial producdo sustentavel de
combustiveis renovaveis. Espera-se que, muitoscasadeverdo ocorrer no sentido de
viabilizar economicamente o uso de celulases nalugém de etanol de®?2geracdo
(SINGHANIA, et al., 2010).

Dentre as estratégias relevantes para a viabibzagd hidrolise de materiais
lignoceluldsicos, pode-se mencionar a obtencaoreeapados enzimaticos com proporcdes
ideais em relacdo as endoglucanasggkcosidades. O complexo celulolitico ideal poée s
obtido pelo co-cultivo de linhagens superprodutdk&&EN et al., 2005), pela produgcdo em
separado de celulases e posterior mistura dos@xiean propor¢cdes pré-otimizadas (SAHA
et al., 2005) ou ainda pela incorporacdo controlkdelagenes de celulases em organismos
hospedeiros, de forma que a célula modificada @Retx as enzimas em proporcdes ideais
(KARLSSON et al., 2001; HAYASE et al., 2008).

Do ponto de vista do bioprocesso, a producdo déasels na propria planta a partir do
substrato a ser hidrolisado (in situ), € uma nédade uma vez que grandes quantidades de
enzimas serdo requeridas para a eficiente hidrdiseabundantes materiais lignoceluldsicos,
visando a producéo de etanol (CASTRO e PEREIRAQRO1

Sendo assim, visando-se a utilizacdo da FES naugfiodde celulases, existe uma
grande demanda na implantacdo de sistemas de leonwoprocesso. Essa € uma etapa
fundamental para o desenvolvimento de biorreatmesscala industrial, uma vez que a FES,
apesar dos elevados rendimentos para a produgéiazaeas, apresenta como principal fator
limitante a dificuldade de controle nos gradientes variaveis operacionais inerentes ao
processo (FARINAS et al., 2010).

Contudo, mediante a superacdo das oportunidadasstramentacdo na FES, esse
processo pode ser considerado-se como a rota dgorenl preferencial para producao
comercial de celulases considerando os menore®scuE inversdo e a capacidade de

aproveitamento de fontes abundantes naturais aeeis como substratos.
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4.3. OBJETIVO

. O objetivo geral desta etapa do trabalho € deseswalm bioprocesso de
fermentacdo em estado sélido para a producédo deommplexo enzimatico rico em
celulases e xilanases especificas usando bagacandede-aglicar como substrato
em frascos erlenmeier.

Os objetivos especificos que descrevem cada etagasgnvolvimento sao:

. Avaliar os efeitos de fatores nutricionais (tip@sstibstratos e fontes indutoras de
carbono) na producad celulasicaAlmiger.

. Determinar as condicdes adequadas para a fermergatdrascos em relacdo a
umidade, composicdo do substrato e formulacdo do mhe suplementacdo de
nutrientes com a adicédo de fontes de nitrogénio.

. Utilizar metodologias sequenciais de planejament@eemental para a
formulacdo do meio de suplementacdo ao bagacormdedsaacucar que permita sua
utilizacdo nas fermentacdes nas etapas seguintissdavolvimento do bioprocesso.
Como variaveis resposta para a selecdo de todparémetros mencionados foram

determinadas as atividades enzimaticas FPase, GMOdkRanase.
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4.4. MATERIAL E METODOS

A selecao das condi¢des operacionais na fermentagdestado sélido (FES) usando o
bagaco de cana-de-agucar (BC) como substrato sagéquéncia experimental mostrada na
Figura 4.3. Assim, foram estudados parametros cammidade, fontes de carbono sollveis,
fontes de nitrogénio e meio de suplementacédo visangroducdo de celulases especificas

com 0 microrganism@. niger.

em farelo de trigo (FT)

}

[ FES comparativas com Varios substratjs

[ Avaliacdo da Cinética de produgéﬂ

(BC, FT, FS e CA)

}

[ FES com misturas de]

BC+FT e BC+FS

}

[ FES com indutores ]

soluveis em BC

!

FES para selecdo de meio d
cultivo e umidad em BC

1

FES para suplementacéo com fontes de N e P por
planejamento estatistico: Selecao de variaveis (%
FS, extrato levedura, peptona e fosfato)

!

Composicéo de meio de suplementacéo celulases
para FES em bireator de coluni

Figura 4.3 — Fluxograma para definicdo de pararseteoFES e meio de suplementacdo para
o substrato BC. FT: farelo de trigo; FS: farelosd@; CA: casca de arroz.
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Apos a definicdo do tempo de maior produgéo endate trigo (FT), substrato padréo
de FES, foram realizados ensaios comparativoszanidio BC e outros residuos
agroindustriais como farelo de soja (FS) e casaaz (CA) buscando avaliar as diferencas
em relacédo ao potencial do BC como indutor de asés.

Por outro lado, foram testadas misturas do BC coalbsteatos complementares (FT e
FS) em intervalos composicionais entre 10 - 60%nesssa. Posteriormente, avaliaram-se
alguns indutores soluveis de celulases (carboxiretilose, avicel e celobiose) e diferentes
meio de suplementacdo Mandels (MANDELS e WEBER },962apeck Dox (CHANDRA
et al., 2007) e Sacarose (PINTO, 1998) em difesgmteporcoes.

Finalmente, a formulacdo do meio de suplementagioddfinida apds estratégia
sequencial de planejamento experimental tendo qangipal objetivo seu enriquecimento
em funcdo de diferentes fontes de nitrogénio. Argradacdo na composicdo do meio
permitiu a realizacdo dos experimentos de FES condi¢bes controladas de vazéo e
umidade do ar em biorreator de colunas instrumentadnforme o descrito no seguinte

capitulo.
4.4.1. Materiais usados na FES

4.4.1.1. Substratos

Apoés a aquisicdo, os substratos foram armazenadosaeos plasticos a -18 °C até
utilizacdo. A caracterizagéo fisico-quimica foilizeda em relagdo a umidade, cinzas, teor de
celulose, hemicelulose e lignina e proteinas tofaigranulometria usada nas FES foi de 1-4
mm em peneiras ASTM. A Tabela 4.4 apresenta alguesaecificacdes dos substratos
usados. O unico material submetido ao acondicionsmii o BC, como detalhado no

Capitulo Ill.

Tabela 4.4 Especificacdes dos substratos utilizadd<ES.

Substrato Origem Tratamento prévio a FES
BC Fornecimento empresa EdraLavagem e tratamento
Eco Sistemas Ltda. mistura hidrotérmico (autoclave 120
de fibra e medula. °C, 60 min relacdo m/v: 1:10)
Farelo de soja (FS) Compra agropecuaria Clar@ontrole granulométrico (1- 4
Farelo de Trigo (FT) Sé&o Carlos — SP. mm)

Casca de Arroz (CA)
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4.4.1.2. Microrganismo

Como agente de fermentacao, foi utilizado a linhag® fungo filamentosé. niger
spp. F-13 da cole¢do da Embrapa Agroindustria dmeXitos (Rio de Janeiro, RJ), mantido
em congelamento a -18 °C. Todos os procedimentagvemdo o manuseio do fungo foram

realizados em camara de fluxo laminar (BUZZATO S dH).

4.4.1.3 Meios de cultivo para producéo de celulases

A. Solucéo salina nutriente de sulfato de améni®0% Foram dissolvidos 0,91 g de
(NH,)>2S0; em 1 L de &cido cloridrico 0,1 mol*LEsta solucéo foi padronizada por Couri e
Farias (1995) como fonte de nitrogénio padrao pamacrorganismaA. nigernas FES com
farelo de trigo.

B. Meio Mandels e Weber modificad®issolveram-se 0s reagentes nas quantidades
listadas na Tabela 4.5 em 1 L de agua destiladasdfimida o pH foi ajustado a 6 com HCI 2
mol L™, Nota-se que a modificacédo do meio de Mandels M@ 969) original é em relacédo
a adicao de celulose soluvel carboximetilcelul@XEC).

Tabela 4.5 Composicédo dos meio Mandels e Weberfioadid usado na FES por Aiger.

Unidade Componente Concentracao
Carboximetilcelulose (SIGMA) 5,00
Uréia 0,30
Peptona (HIMEDIA) 0,75

gL* Extrato de levedura (HIMEDIA) 0,25
Sulfato de amoénia (NPLSO, 1,40
Fosfato monobasico de potassio 4R, 2,0
Sulfato de magnésio (MgQ@H,0) 0,3
Cloreto de célcio (CagPH,0) 0,4
Sulfato de zinco (ZnS£) 1,4
Sulfato de ferro (FeSLYH20) 5,0

mg L™ Cloreto de cobalto (CogBbH,0) 2,0
Sulfato de manganés (Mng®H,0) 1,6

C. Meio sacarose Este meio foi usado por Pinto (1998) para pradeizimas
hidroliticas comA. niger Os componentes usados e as concentra¢fes podeirssesados
na Tabela 4.6.

D. Meio Czapeck Dox modificadgCHANDRA et al, 2007; REMALEY, 1979): Os
componentes usados e as concentracdes estao iespesiina Tabela 4.7.
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Tabela 4.6 Composicdo do meio de sacarose usaeda@orA. niger.

Unidade @ Componente

Concentracéo (g1

Sacarose {3H,,014 20,0
Sulfato de amonia (NPLSO, 3,5
gLt Fosfato monobasico de potassio 4, 1,00
Sulfato de magnésio MgQ@H,0O 0,50
Cloreto de potassio KCI 0,1
Sulfato de zinco ZnSO 5,0
mg Lt Sulfato de ferro FeSX¥H,0O 23,0
Sulfato de cobre CuS®H,0O 6,0
ug L Sulfato de manganés Mna6H,O 20,0

Tabela 4.7 Composicdo do meio Czapeck Dox modificeshdo na FES pév. niger.

Componente Concentracao (g)L
Carboximetilcelulose (CMC) 5,00

Sacarose {$H»,011 30,00

Nitrato de s6dio NaN© 3,00

Sulfato de magnésio MgQ@H,0 0,50

Cloreto de potassio KCI 0,50

Sulfato de ferro FeSLyYH,0O 0,01

Fosfato dibasico de potassigHP O, 1,00

4.4.1.4 Meios de cultivo para manutencéao e ativac@io A. niger

A. Meio béasico de 4garA Tabela 4.8 apresenta a composicdo do meioidacab e

manutencao dé. nigerna primeira etapa. O preparo inicia-se com a #adabao da pectina

em agua destilada, apos a qual, os sais foramoadubos. Antes da adicdo do agar, o pH do

meio foi ajustado em 4,5 com soluces de NaOH 1 Irifoe HCI 0,1 mol [*. O volume

ajustado a 1,0 L foi submetido a banho-maria patabgizacdo do &gar e, em seguida, o

meio foi vertido cuidadosamente em tubos de ensasoquais foram esterilizados em

autoclave a 1 atm por 15 minutos. ApOs a estegliaa os tubos foram imediatamente

inclinados para a formacéo da superficie inclinada.

Tabela 4.8 Composi¢cdo do meio basico.

Reagentes Concentracao (gL
Pectina citrica 10,00

Nitrato de sodio NaN© 3,00

Sulfato de magnésio Mg30 0,50

Cloreto de potéassio KCI 0,50

Sulfato de ferro FeSLXyYH,O 0,01

Fosfato monobasico de potasigH O, 1,00

Agar-agar 30,00
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B. Meio de ativagao no sabugo de milh@: substrato usado na producao de esporos de
A. nigerpara FES consistiu em 4,6 g de sabugo de millom (@@driturado com granulometria

<4 mm) enriquecidos com 6 mL da solucdo C da Bah&l.

Tabela 4.9 Solucdes para o preparo do meio de satmimilho.

Solucédo Volume kD destilada (mL) Reagente
Solucéo A 100 20 g KHPO
Solucédo B 100 3,96 g Zn30
4,60 g FeSQ
0,01 g MnSQ
0,5 mL HSOy, (95-97%)
Solugéo C 50 2,80 g Peptona

1 gota HCI 2mol [*
0,19 mL Solugéo A
0,025 mL Solucéo B

Fonte: Couri e Farias, 1995.

4.4.2 Procedimentos Gerais de Fermentacdo em Estado  Sdlido

A Figura 4.4 mostra a representacdo da sequénsi@&tdpas envolvidas em cada um
dos experimentos de FES.

Substrato para FES M|croorgan|squsperg|IIu§
niaer (manutencao solo esté

SRl mel? — Rreparo mgtferlal [ 12 etapa de ativagéo (gelos%)
suplementagcé lignocelulosice

|

[ 22 etapa de ativagé}
(sabuao de milht

v

[ Inoculagéo ]: l

I

[ Fermentacdo em estado sélid]o

}

[ Extracdo com plexo]
enziméico

!

Andlises enzimaticas de celulases: pelas
atividades FPise, CMCase e xilane

Figura 4.4 - Fluxograma das etapas sequenciasxpesimentos de FES
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4.4.2.1 Manutenc¢ao do fungo e producao do in6culo

Conidios do microrganismo armazenados em solo ilesérsob condicbes de
congelamento (-18 °C) foram ativados segundo orglgem Couri (1993). No primeiro
repique, os esporos foram transferidos dos tubwssmio para um meio basico de agar-agar,
cuja composicao € descrita na Tabela 4.8.

Os tubos de ensaio, contendo a gelose e os espmfosnigertransferidos por meio de
estrias, foram incubados em estufa de cultura (RANErasil) durante 7 dias a 32°C, visando
o perfeito crescimento do fungo. Estes conidioarfoutilizados para a inoculacdo do meio de

sabugo de milho.

4.4.2.2 Preparo do indculo em sabugo de milho

A segunda etapa de ativacdo fungica teve como ipahobjetivo a producdo de
esporos para servir de indculo na FES. Assim, o&das devidamente crescidos e ativados
na gelose inclinada foram suspendidos mediantéadie 10 mL de uma solucdo estéril de
Tween 80 surfactante (0,3% m/v).

Frascos erlenmeyer de 125 mL contendo o meio degsade milho previamente
esterilizados a 1 atm por 1 hora foram inoculadws ¢ mL da suspensao de conidios. Apos
inoculagéo, os meios de sabugo de milho foram edod em estufa de cultura (FANEM,
Brasil) por 5 dias a 32°C, periodo no qual foramifieados aspectos como coloracéo,
formacdo de micélio aéreo, esporulacdo e preseaceodtaminantes. Posteriormente, 0s

frascos foram armazenados sob refrigeracéo a 4°@iktacdo como indculo para FES.

4.4.2.3 Inoculacdo do meio de fermentacao

Em cada frasco contendo os esporos crescidos emgasade milho, foram adicionados
100 mL de solucéo surfactante esteril de Tween,8% (p/v. Os conidios foram liberados
mediante agitacdo manual com bastédo de vidro. EByuidse a suspensdo dos esporos para
contagem e inoculacéo foi separada das particelaslougo mediante filtracdo com gaze. O
volume de inéculo para fermentacéo foi calculadawido atingir uma concentracédo final de
10" esporos g de meio sélido. A concentracdo necessaria panaailiacdo foi determinada
em microscopio usando Camara de Neubauer. A digtéb dos quadrantes para contagem
pode ser observada na Figura 4.5.
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Figura 4.5 - Camera de Neubauer usada para con@g@sporos.
O volume da suspenséo de esporos (mL) foi calcipatioEquacéo 4.1
Vinsculo = MeubstatoX CesporosX (F X VeamX M) Equacgo 4.1
Onde:
Vinsculo = Volume indculo a ser adicionado (mL)
Msubstato= Massa do substrato usado na FES (Q)
Cesporos= concentracao inicial de esporos desejada na(€$poros [s)]
F = fator de diluigéo;
Vcam = volume total da camara 25 x*I@lL

M = média da contagem de 5 quadrantes (n espord3. mL

4.4.2.4. Fermentacdo em Estado Sélido

Nos experimentos apresentados neste capitulodagio de celulases foi realizada em
frascos erlenmeyer de 500 mL contendo 5 g de sabstolido suplementado com o meio de
cultivo (pH 5), de acordo a metodologia sugerida @wouri e Farias (1995). Apods
esterilizagdo por 20 min a 120°C e 1 atm, os fmdocam inoculados com a suspenséo
detalhada no item anterior. O volume de inéculocdculado buscando uma concentracao
final de 10 conidios @ de substrato seco. Todos os experimentos forafizagas em

duplicata.
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A umidade inicial do substrato, a formulacdo doarae suplementagéo e o tempo de
FES, representam variaveis a serem determinadadenorrer do desenvolvimento do

bioprocesso conforme explicado na introducao dacsde material e métodos.

4.4.2.5. Extracdo do complexo enziméatico

A extracdo do complexo enzimatico das amostrasdetanlas foi realizada utilizando
uma solucéo tampéo de acetato a 0,2 M e pH 4,5ada rasco com meio de FES, foram
adicionados 50 mL do tampé&o acetato (relagcdo 1}).\A homogeneizacao realizou-se em
shakerpor 1 hora a 120 rpm e 32 °C. O material foi efittado a vacuo utilizando-se papel
Whatman n°1 e centrifugado a 10000 rpm durante ibbitos, a 10 °C. O sobrenadante da

solucédo enzimatica bruta a ser analisada foi amaaizea -5°C.
4.4.2 Métodos Analiticos

4.4.2.1 Determinacdo de umidade e cinzas dos resdduagroindustriais

Para a determinagcdo de umidade inicial dos subsiraamostras de residuos
agroindustriais foram submetidas a pesagem em dztamalitica e secagem sob temperatura
de 100°C por um periodo de 24 horas, sendo pastende submetidas a nova pesagem. A
umidade estabeleceu a razado entre a diferencaalim®y final e inicial pelo valor inicial da
amostra, multiplicando esta por 100, a fim de esgaeum valor percentual da mesma.

Na determinacao do teor de cinzas totais, foramduessaproximadamente 2 g de cada
material (base seca) em cadinho de porcelana prewig calcinado e tarado. Assim, as
amostras foram inicialmente pré-calcinadas a teatpex de 400 °C, por aproximadamente 1
h, com os cadinhos tampados e, em seguida, a téonpeemovida e aumentou-se a
temperatura até atingir 800 °C por 2h. Apés a palfdo, o cadinho foi resfriado em um

dessecador e a massa de cinzas foi determinada.

4.4.2.2 Caracterizacdo quimica dos residuos utilidas

Os substratos usados na FES foram analisados oammm as metodologias descritas
por Goering e Van Soest (1970), Silva (1998) e Baast (1963) no Laboratorio de Nutricdo
Animal da Embrapa Pecuaria Sudeste, Sdo CarlosASRetodologia esta devidamente

detalhada no Capitulo 3 da presente tese.
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4.4.2.3 Determinacao da atividade de enzimas cellitcas

No processo fermentativo, 0 microrganismo produzextnato constituido por varias
enzimas. Sendo que este trabalho visou a produgdaothplexo celulolitico, foram
determinadas as atividades enzimaticas de FPadéGage e xilanase. Adicionalmente, os
ensaios levaram em consideracdo a quantificacaagmsres iniciais presentes no complexo
enzimatico, ensaios chamados de “branco reacioNa”analise, foram usadas as mesmas
solugdes dos substratos, porém o reagente de DNdiéionado antes do extrato enzimatico
ter sido colocado em contato com a solucao de rsubstEste branco passou apenas pela

incubacédo a 100 °C. Todos os ensaios de atividedmatica foram realizados em duplicata.

A. Atividade da FPase

O substrato utilizado foi o papel de filtro Whatm&nl cortado em tiras (1 x 6 cm). O
substrato foi colocado em tubos de ensaio e adidmr2,0 mL de 0,05 molLde tampé&o
citrato e 1 mL do extrato enzimético (diluido quangecessario) e incubado em banho
ultratermostatico (SOLAB, EUA) a 50 °C por 60 moaitA reacdo de formacdo de aglucares
foi interrompida pela retirada de 1 mL da mistuad&ionada a tubos de ensaio contendo 1,0
mL de DNS. A determinacéo dos mesmos foi realizag@ndo metodologia de Miller (1959)
como especificado no item D.

Uma unidade de atividade em papel de filtro (Uljresponde a 1 mol de agucares

redutores, expresso como glicose, liberados pontmimas condi¢cdes reacionais usadas.

B. Atividade enzimatica CMCase (Endo-14b-glicanase)

Através deste ensaio, foi determinada a atividadi@aditica da endoglucanase (endo-
1,44-D-glucanase) pelo método do carboximetilcelulos@MC) de acordo com a
metodologia de Ghose (1987).

Para isto, foram incubadas em banho-maria amog@&s mL) dos complexos
enzimaticos avaliados em tubos de ensaio a 50 4AC5pmoninutos. A seguir foram
acrescentados 0,5 mL de solucdo substrato 4 % (#Mg:de CMC, SIGMA, EUA em 100
mL tampéo citrato de sédio, 0,05 mol pH 4.8). Osotucom a mistura reacional foram
colocados novamente em banho ultratermostatico ABOEUA a 50 °C) por 10 minutos.
ApoOs a incubacéo, 1,0 mL de DNS foi adicionadotabss para cessar a reacao e realizar a

determinacao dos acucares redutores como espdoificaitem D.
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C. Atividade da xilanase

A atividade da xilanase foi estimada pela detergéinada liberacdo da quantidade de
acucar redutor de uma solugcédo a 1% xilana (SIGMAAEpreparada em solucdo tampéo
citrato de sadio (pH 5,0) a 50°C (BAILEY el al.,99.

A mistura reacional consistiu de 2 mL de uma saugé xilana, aclimatada por 10
minutos na temperatura da reacdo e 1 mL do compbezimético, previamente diluido
segundo a necessidade. A reacdo processou-se esniiabbados a 50°C por 30 minutos em
banho ultratermostatico (SOLAB, Brasil). A reacaoifterrompida pela retirada de 1 mL da
mistura que foi adicionada aos tubos de ensaicendot1,0 mL de DNS, parando a reacao
enzimatica. A quantidade de acucar redutor libefadaeterminada pelo método de DNS
(MILLER, 1959). Uma unidade (Ul) de atividade enatina correspondeu a 1pumol de xilose
liberada por minuto, medida por espectrofotométedura A540 nm), como especificado no

item D.

D. Determinacao de acucares redutores por DNS

As analises dos acucares produzidos nos ensaiomaitos foram baseadas na
metodologia de Miller (1959), que quantifica os apés redutores através de reacdo de
oxidacdo com reagente 3,5-acido dinitrosaliciliiNg) dissolvido em solugédo basica de
NaOH 2 mol .

Sendo assim, os tubos contendo DNS + mistura macicontendo os acucares
produzidos por acdo enzimatica, foram fervidos5minutos. A reacao foi interrompida pelo
choque térmico produzido ao serem colocados emobdaigelo, posteriormente foi realizada
a diluicdo até 15 mL com agua destilada. O métaodditeco colorimétrico utilizou a leitura
da absorbancia em 540 nm como medida indireta deeotracdo de acgucares presentes. O
espectrofotdmetro usado foi o Genesys 10 Uv scgnmhermo Scientific, Brasil. Como
amostra do branco foi utilizado 1 mL de agua daddile 1mL de DNS.

Para a construcdo da curva padrdo de glicose xldivana foram preparadas solucdes
de glicose nas concentracdes de: 0,0; 1,0; 2,04305,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 e 1QyMolmL*

. A calibracdo foi realizada com os valores de difswia obtidos apds o procedimento
experimental de rea¢gdo com DNS.

O célculo da concentracéo de glicose (umoljnfoi realizado por interpolacéo na

curva padréo.
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Assim, apo0s as determinac¢des analiticas anteriagespncentragdes enzimaticas (Ul
mL™) foram calculadas segundo a Eq. 4.2:

[enzima] = AR X VhisturaX (teacad Equacao 4.2

Onde:

AR = concentracdo de actcar produzido (umotmL

V = volume da mistura reacional (mL)

treacao= tempo de reac¢ao enzimatica (min)

Com fins comparativos e de padronizacdo, as atleslaenzimaticas finais foram
expressas em producdo enzimatica do substratqldegd) de acordo com a Eq. 3:

Ul g™ = [enzima] X YampaoX M™ Equacéo 4.3

Onde:

[enzima] = atividade enzimética (Ul rif).

Viampao= Volume do tamp&o na extracao (ML

M = massa do substrato seco ()

4.4.3 Experimentos de FES

Todos os experimentos de FES no presente capituéonf realizados em frascos
erlenmeyer de 500 mL contendo o meio de produc@bs{sato + solucdo nutriente),
tampados com rolhas de algodé&o e previamentelestéos a 120°C por 20 minutos.

A umidade nos experimentos de FES foi determinadarslo a Equacgéo 4.4

U%=m)x(Mm_+mg™* Equacéo 4.4

Onde

m_ = massa de solucao de suplementacao de nutrigites

mMs = massa de substrato sélido (g)

4.4.3.1 Cinética de Produgdo Enzimatica

A cinética de producdo enzimética foi verificadando como substrato FT (seco)
enriquecido com solucéo salina de sulfato de ami@aipropor¢céo de 6 mL de meio x g de
FT (seco). Esta umidade € usada rotineiramentabwdtorio de Processos Fermentativos da
Embrapa Agroindustria de Alimentos e experimentak@maleterminada por Couri e Farias
(1995) por apresentar valores de atividade de sgtistatorios para o desenvolvimentoAlo

niger.
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A cinética de FES foi acompanhada durante 96 hs apdculacdo do fungo, com
amostragens a cada 24 h. ApOs a etapa de extragocomplexos enziméticos
correspondentes a 24, 48, 72 e 96h foram avaliawholincdo da sua atividade enzimatica de

FPase, CMCase e xilanase.

4.4.3.2 Ensaios de FES com diferentes substratosicas

Os substratos avaliados nesta etapa incluem BCFCTA, FS. A granulometria de cada
um dos substratos moidos foi padronizada em pengBaM de 1-4 mm..

A umidade inicial da FES foi ajustada a 50% me@iaadicdo do meio Czapek Dox
modificado (CHANDRA et al., 2007). Os frascos a#dos e inoculados foram incubados
nas condicdes descritas no item 4.4.1. Apdés 72shdeaFES, procedeu-se a extracdo do

complexo enzimatico para posterior analise e coagdar da producdo enzimatica.

4.4.3.3 Ensaios de FES com mistura de substratos

Tendo em vista a informacéo estabelecida nas feagp@es anteriores, foram avaliadas
misturas do substrato de interesse (BC) com olitnaies lignocelulésicas de carbono e
nitrogénio (FT e FS). As proporcdes de trabalhsu@ementacdo com os substratos citados
foram de 10, 20, 40 e 60% (m/m). As FES foram camths segundo o descrito no item

anterior.

4.4.3.4 Ensaios de FES para avaliagéo de indutores

Dando sequéncia ao desenvolvimento do processesfodado o efeito de diferentes
fontes sintéticas de carbono no meio de suplem@mtaara isto foram selecionados os
compostos de celulose comercial, por serem citaddgeratura de FSm como indutores de
celulases (VRIES e VISSER, 2001; SUTO E TOMITA, 2PO0ROGAWA et al., 2001).

Com o principal objetivo de ativar e direcionar etabolismo fungico na producédo de
celulases, carboximetilcelulose (CMC), avicel eobglse foram usados no meio de
suplementacdo Mandels e Weber (1969) bésico ngomies de 4% e 2% (m/v). O meio
resultante foi utilizado como meio de suplementaddsubstrato BC para FES. Os demais

parametros fermentativos sao especificados iterit.4.4

4.4.3.5 Ensaios de FES com diferentes umidades ei@sede suplementacao

Os meios de Mandels basico, Mandels modificadop&ke®ox modificado e Sacarose
(MANDELS e WEBER, 1969; CHANDRA et al., 2007 e PINT1998) foram adicionados

em diferentes propor¢cdes ao substrato composto9pet de BC e 10% de FS. As
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composi¢coes podem ser observadas nas Tabelas.@.6,447 do item 4.1.1. Os valores de
umidade inicial avaliados foram 60%, 70% e 80% dbéamida), os mesmos que foram

atingidos mediante a adicdo dos meios de supleg@ntaomo indicado pela Equacéo 4.4.

4.4.4. Delineamentos Experimentais para a definicao da composicédo da

suplementacéo

Tendo em vista os parametros avaliados e defimdssfermentacdes preliminares, a
presente etapa visa a uma selecdo mais acuradaemod®m FES, em relacdo a fontes
nutricionais de carbono e nitrogénio.

E bem conhecido que essas variaveis influenciaetagirente no crescimento e na
producdo de metabdlitos, enzimas e esporos e glaeveaiavel pode interagir e influenciar
no efeito de outras (RODRIGUES E IEMA, 2006). Nestmntido, se faz necesséria a
utilizacdo de ferramentas estatisticas de planejamexperimental para determinar esses
efeitos e interacbes, objetivando sempre a condecdps valores 6timos na producao
enzimatica de celulases.

Contudo, a suplementagdo do meio em relacdo assfat@ nitrogénio e fésforo foi
formulada em duas etapas:

A primeira avaliou os efeitos do acréscimo nas entracdes de peptona, extrato de
levedura, FS e fosfato monobasico de potassio meedanejamento fatorial completo.

A segunda visou a otimizacdo dos parametros Sigifios resultantes da primeira
etapa mediante delineamento composto central antalciDCCR). Cabe destacar que foi
adicionado o tempo de armazenagem do in6culo camawvel independente no delineamento
estatistico apos verificagdo de sua influénciaexperimentos anteriores.

Os experimentos estatisticos e as analises foramduzaos através do software
STATISTICA® 7.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Esteograma também foi usado para gerar
as superficies de resposta obtidas a partir dézaeab de DCCR. A adequacidade dos

modelos foi avaliada através de analise de vaagAdiOVA).

4.4.4.1 Planejamento Fatorial Completo

Para avaliagdo dos efeitos de fontes de carbotrogénio e fosforo foi realizado um
delineamento fatorial completd P16 ensaios + 3 pontos centrais) totalizando E&ies. O
efeito da proporcao de FS (m/m) e das concentrai@®esgtrato de levedura, peptona e fosfato

monobasico de potassio (variaveis independentes) af@liado sobre as atividades

116



Capitulo 4. Celulases especificas a partir de mladagana por FES — desenvolvimento do
bioprocesso

enzimaticas de FPase, CMCase e xilanase (varidesjzosta). Na Tabela 4.9 pode-se

observar os niveis das variaveis independentesisisedexperimentacao.

Tabela 4.10 Valores das variaveis independentésagtas no planejamento fatoridl gara
selecdo do meio de suplementacéao.

Variaveis Niveis

-1 0 +1
Farelo de Soja % 1x 10 17 25
Extrato de levedura (g/L) 2X 4 8 12
Peptona (g/L) X 8 16 24
KHPO, (g/L) Xqs 2 4 6

Os ensaios de FES foram conduzidos durante 72 fnascos erlenmeyers de 500 mL.
Tanto o meio de suplementacdo quanto a umidaderatmlio foram resultado do
desenvolvimento prévio na secao 4.4.3.5. A rediaalps planejamentos fatoriais permitiu a
selecdo de variaveis estatisticamente significatera relacdo a producdo de celulases. Os
experimentos foram realizados em triplicatas enptereal.

4.4.4.2. Delineamento Central Rotacional

Foi realizado um DCCR com as variaveis significaivesultantes da etapa anterior. O
DCCR consistiu em um planejamento completoc@m 6 pontos axiais e 6 repeticdes no
ponto central, totalizando 20 ensaios, objetivasela otimizacdo da producdo celulasica
através da metodologia de resposta. As variavaisi@asas foram: concentracdo do extrato de
levedura (g [), % de farelo de soja e idade do inéculo (d) serslniveis reais e codificados
de cada variavel apresentados na Tabela 4.11.i¥esfastudadas foram definidas com base

no planejamento completo. Os experimentos foralizeeks em duplicata.

Tabela 4.11 Valores das variaveis independentizagias no DCCR para trés fatores.

Variaveis Niveis

-1,68 -1 0 +1 +1,68
Farelo de Soja % 1X 8,2 15 7 35 41,8
Extrato de levedura (g1) X2 5,3 8 12 16 35
Idade indculo (d) X 2 4 7 10 12

4.5. RESULTADOS

4.5.1. Cinética de Producdo Enzimatica

Com o objetivo de determinar o melhor tempo pacaética de producéo de celulases
e xilanases pelo microrganisrmoniger,avaliou-se a producéo enzimatica durante 96 bscuj

perfis resultantes sdo mostrados na Figura 4.6.
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Figura 4.6 - Producédo de FPase (eixo a direitdyiC@se e xilanase (eixo a esquerda) em
relacéo ao tempo (h) de FES pAlonigerno FT.

A producdo maxima de FPase e CMCase (0,4 e 13@1Irespectivamente) foi
observada apds 72 h de cultivo. A partir dessadtag®s, o tempo de 72 h de cultivo foi
assumindo como tempo apropriado para extracdo @amagio da produtividade nas etapas
seguintes do desenvolvimento.

O periodo de cultivo do fungh. nigerde 72 h se mostra bastante interessante para fins
comerciais, uma vez que 0Ss tempos requeridos pdrooumicrorganismos Ssao
significativamente maiores. Por exempld,lichoderma rees€MY-1 precisa de 14 dias de
FSS para atingir atividades de 6-6,5 FPU g-1 (CHAHA985). OPenicilum decumbens
produziu atividades de 0,4 FPU g-1 apos 5 diasSte ém farelo de trigo (SUN et al., 2008).
Segundo Umikalsom et al. (1997haetomium globosumpresentou substancial quantidade
de celulases apds 10 dias de fermentacdo em fdsigguificada do fruto de palma, com
atividades de FPase e CMCas de 1,4 e 9,8 Ul gspectivamente. Com isto, as expressivas
produtividades na FSS atingidas apds 3 dias deegsocrepresentam uma vantagem
comparativa em relacdo a outras espécies fungieadoliticas possibilitando maiores
produtividades no processo total.

Um outro indicativo qualitativo da maior produtiside no tempo escolhido é a
producdo de esporos observada apds 72 h, a quatetacionada por Ahamed e Vermette
(2008) com a fase produtiva de celulases. A codm@a do substrato por meio da difuséo de

uma camada preta (esporulagdo) é a fase postesicaumento exponencial da massa
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microbiana onde a fonte de carbono é utilizada patatizar células fungicas (AHAMED E
VERMETTE, 2008).

4.5.2. Ensaios de FES comparando varios substratos

Com o objetivo de avaliar o potencial de utilizagiobagaco de cana-de- acucar (BC)
como substrato na FES, foi comparada a sua prodegainatica em relacdo a outros
substratos lignoceluldsicos. Tanto o farelo deoti§T) quanto o farelo de soja (FS) foram
escolhidos por serem substratos tradicionalmerdglassna FES, pois representam fontes
ricas de nitrogénio organico. A casca de arroz (EA)n residuo agroindustrial abundante e
tem um teor de lignina comparavel ao BC.

A Tabela 4.12 mostra o resultado da caracterizggéimica realizada nos substratos
utilizados. Nota-se que todos os substratos s@s em celulose e hemicelulose (fonte de
carboidratos) e que o farelo de soja destaca-se €les como a maior fonte protéica.

Tabela 4.12 Composicdo dos substratos lignocetidésisados na FES.

% % % %
Material lignocelulésico  Celulose Hemicelulose Lignina Proteina
Bagaco de cana-de-acucar 46,62 26,51 21,7 1,52
Casca de Arroz 37,81 22,89 18,72 2,35
Farelo de Soja 34,59 18,13 9,78 43,22
Farelo de Trigo 10,86 28,88 4,89 17,61

Apés 72 h de FES, as produgbes enzimaticas de FEMEase e xilanase obtidas
foram avaliadas e seus resultados sédo apresemadogura 4.7

Conforme o esperado, as maiores producdes em oedacéelulases foram obtidas nos
substratos FS e FT, cujo uso é bastante difungidis, além da sua composicao rica em
carboidratos e proteina apresentam propriedadeadisomo textura e porosidade favoraveis
em processos de FES.

A expressiva atividade de FPase no FS de até GBI gr representa 5 vezes a
producdes obtida no substrato padrdo (FT), difereqge pode ser correlacionada com a
disponibilidade de N organico para a sintese den&ésa e producdo enzimética. Esta
correlagéo linear pode ser observada na Figura 4.8
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Figura 4.8 - Correlacdo entre a concentracdo deeipe e atividade FPase. Ajuste linear
R*=0,97.

Neste sentido, além da deficiéncia em nitrogéniduaico em substratos como o BC e a
CA, os elevados teores de lignina em ambos osrstist(<0,1 FPU § podem explicar as
infimas atividades apresentadas no BC e na CA. ¢éodleecimento que a lignina é originada

na sintese vegetal para atuar como barreira cagéates quimicos e microbianos.
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Em relacdo & enzima CMCase, a melhor producaobfida quando se utilizou o FT
com uma atividade enzimética de 16,57 Ul @s resultados com FS atingiram valores em
torno de 10 Ul §. Seguindo a mesma tendéncia vista na producd®dsefFas atividades de
CMCase no BC e na CA também foram bastante baixas.

Os resultados da producao de xilanase apresentanangrande variagdo nos substratos
estudados. O FT com a maior producdo (23 Ut) gem sido utilizado amplamente na
producdo de xilanases (COURI et al.,, 2000, CHAPIltAale 2010), apesar das menores
atividades atingidas com o BC (1,6 UI'%y Ramos et al., (2001) e Solérzano, (2006),
Membrillo, et al., (2008); entre outros demonstrara efetiva inducédo de xilanases no BC
apos disponibilizacdo da fonte de carbono na fatenearboidratos de menor massa molar.

Além da composicdo do substrato, pode-se ressgltaro meio de suplementacao
Czapeck modificado (CHANDRA et al., 2007) nao faaaau as expressdes enzimaticas nesta
etapa. A principal diferenca entre eles é a presdagsacarose numa concentracdo de 20 gL
no Czapeck. A habilidade deste dissacarideo paoaeieer a sintese enzimética de celulases
depende e € especifico para cada sistema reguli@domicrorganismos. Assim pode ter
causado um desvio metabdlico prejudicial na seorded proteinas de interesse.

Por outro lado, cabe destacar que o teor de umidade0%, n&o foi adequado para
todos os substratos usados, pois as caracteritgidasais sao diferentes tornando variavel a
sua capacidade de saturacdo. Por outro lado, seBdbo substrato em desenvolvimento, a
etapa seguinte sera a mistura deste com o FT (atdosbm melhores qualidades texturais) e

com o FS, destacado pelo elevado teor protéicetigdl nas melhores atividades em FPase.

4.5.3. Ensaios de FES com mistura de substratos

Nestes experimentos, foi estudada a influéncia ataposicdo do substrato quando
composta por misturas de BC + FT e BC + FS emahtes proporcdes. Os resultados da
producdo enzimatica apos 72 h de FES podem servadss nas Figuras 4.9, 4.10 e 4.11

para as atividades FPase, CMCase e xilanase respeehte.
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Figura 4.10 - Influéncia da propor¢cdo dos subsiraBf + FS e BC + FT na producéo de
CMCas¢é.
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Figura 4.11 - Influéncia da propor¢cdo dos subsiraBf + FS e BC + FT na producéo de
xilanase$

! Meio de suplementagéo: Czapeck modificado, umided80% base Gmida e [indculo] =1 XE&poros
g substratd.
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Nota-se como tendéncia geral em todos os ensa@sraspondéncia direta entre a
propor¢cdo do farelo e producdo enzimatica. O iaternde trabalho escolhido (0-60% de
FT/FS) visou o estabelecimento das maximas atieslacbm o minimo de adicdo de
substratos nobres, tendo em vista o0 BC como stb&tase e principal fonte de carbono a ser
usada pel@d\. nigerpara a producéo de celulases especificas.

Tomando-se como base as atividades obtidas em d6M®&, os acréscimos de 10% de
FS e FT, respectivamente, permitiram a intensifioada FPase em torno de 5 e 2 vezes
(atingindo valores de 0,14 e 0,07 U)gPara CMCase os acréscimos obtidos nesta mistura
foram de 8,3 vezes no FS e 11 vezes no FT. Jameraos nas atividades de xilanase
correspondem a 1,6 e 2 vezes na propor¢cao avaliada.

Por outro lado, a escolha do farelo complementaB&o pode ser suportada nos
resultados de FPase (enzima representativa dadat®i sinérgica das celulases) que
favorecem o FS. A diferenca no aumento da CMCasefaidsuficientemente significativo
para optar pelo FT, dado a influéncia negativasgas componentes amilaceos na sintese de
celulases e xilanases relatada por Sun et al. J2@hdo estudaram a composicao do FT em
relacdo a producao de enzimas hidroliticas.

Contudo, optou-se por continuar o desenvolvimem@bcesso usando uma mistura
composta por 10% de FS e 90% de BC visando a selecformulacdo do meio de
suplementacdo nas seguintes etapas. A escolhaaaldegusequencial da composicao do
substrato (meio nutricional + indutor celulosicadavalém do fornecimento de um suporte
com caracteristicas ecoldgicas apropriados parasezimento da morfologia fangica, um teor
nutricional e uma relagdo C/N que consigam direaniansistema metabdlico para a sintese de

celulases.

4.5.4. Ensaios de FES para avaliacdo de indutores

Ainda na tentativa do aprimoramento na qualidadsulstrato, analisou-se o efeito da
suplementacdo do meio Mandels e Weber (1969) cartedode carbono indutoras (CMC,
Avicel e celobiose) de celulases. Foram selecionadmpostos de celulose comercial como
a CMC e a Avicel por serem indutores de celulaselteratura de FSm (VRIES e VISSER,
2001; NOGAWA et al., 2001). A celobiose represamta acucar de facil metabolizacéo e,
portanto, precursor do crescimento da biomassaobiamma (COURI et al., 2000). Assim

sendo, Vries e Visser, (2001) relataram que o mseende indugcdo da expressao celulasica
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no A. niger € favorecido também pela diminuicdo da resisténaidransferéncia de massa
com fontes de carbono soluveis.

As figuras 4.12, 4.13 e 4.14 ilustram as atividadesFPase, CMCase e xilanase
monitoradas em relacéo a concentracdo do indutts &8 e 72 h de FES com o objetivo de
conferir se 0 uso alterou o tempo de maior prodidile enzimatica. Como parametro de
comparacao, destaca-se nas figuras os resultadio®lcom os ensaios usando meio de
Mandels e Weber basico (sem adicao de indutor).

Em geral o favorecimento da expressao celulasicsirmo diferentes tendéncias em
funcdo do indutor avaliado. A atividade enzimatiRase (Figura 4.12) foi efetivamente
induzida com o acréscimo de Avicel na concentralgi0,2%. As melhores taxas de inducéo
foram as 72 h de FES com atividades de 0,22 Unge correspondem a 2,5 vezes das

atividades obtidas nos testes controle.
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‘EI CMC B Celobiose 3 Avicel B Sem indutor ‘

Figura 4.12 - Producdes de FPase obtidas apds728hede FES com o uso de diferentes
indutores de celulases (Meio de suplementacéo: ®sredWeber basico, umidade de 50%
base imida e [in6culo] =1 xi@sporos g substrath

O indutor CMC mostrou uma melhor atuacdo a maiacentracdo (0,4%). Observa-se
na Figura 4.13 que as atividades alcancadas enf072h Ul %) significaram acréscimos de
4 vezes. Por outro lado, o uso de indutores de mmaaesa molar como a celobiose mostrou-
se mais efetivo em menores tempos de FES (48 &3, @mual se observa uma diminui¢do
das atividades. A regulacdo da expressdo de oetulae A. niger € complexa e sO
parcialmente entendida. Apesar de a celulose mém @@ica substancia indutora de celulases,
a presenca de determinados polissacarideos nodaaioplementacdo pode acabar inibindo a
sintese enzimética quando apresentados em corgiigraspecificas para cada linhagem de
A. niger(VRIES e VISSER, 2001).
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Figura 4.13 - Producdes de CMCase obtidas apos788hede FES com o uso de diferentes
indutores de celulases (Meio de suplementacéo: ®sredWeber basico, umidade de 50%
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Figura 4.14 - Producbes de xilanase obtidas apds ZABh de FES com o uso de diferentes
indutores de celulases (Meio de suplementacéo: ®sredWeber basico, umidade de 50%

base imida e [in6culo] =1 xi@sporos g substratp

O efeito repressor da celobiose € mais signifiogpiara a CMCase (Figura 4.13), pois

os resultados nas atividades foram menores queilgirato sem adi¢do de indutor. Ainda

neste contexto, Solis-Pereira et al. (1993) testayeefeito dos acucares de facil degradagéo

fungica (como glicose, xilose, celobiose e lactoseproducdo de xilanases e determinaram

que as concentracdes superiores a 1% no meio dgp&@Sn causar repressao catabdlica

severa.

Tendo em vista que o produto é induzido pelo satustio efeito positivo do uso da

CMC na inducdo das endoglucanases foi corroborgts &2 h de FES em ambas as

concentracdes de trabalho.
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A superioridade relativa entre os valores obtidma @ xilanase na Figura 4.14 nao foi
tdo significativo quando comparado com os efeitbseovados nas producdes de FPase e
CMCase. As maiores atividades xilanésicas de amad@mente 8 Ul §também foram
beneficiadas pela presenca do indutor CMC a 0,48% @p h de FES.

Portanto, a fonte de carbono mais destacada coohdora das atividades FPase,
CMCase e xilanase foi a celulose soluvel carboxiogdtlose (CMC) sendo assim
selecionada para formulacdo do meio de suplementam@o favorecedora do crescimento
do A. niger e precursora efetiva de cadeias carbOnicas pasintase das estruturas

enzimaticas.

455. Ensaios de FES com diferentes umidades e mei o0s de

suplementacéao

Nesta etapa verificou-se o efeito da composicad tipos de meios de suplementacao
0s quais fornecem além de fontes de nitrogénie,esmenciais para o crescimento fungico. A
selecdo dos meios de Mandels e Weber basico e ivaattif MANDELS E WEBER, 1969),
Czapeck Dox modificado (CHANDRA et al., 2007) esdearose (PINTO, 1998) foi também
baseada na literatura de fermentacao para prodiegéelulases. A composicdo dos mesmos
foi detalhada nas Tabelas 4.5, 4.6 e 4.7 na partmaterial e métodos, entretanto a Tabela
4.13 mostra as principais diferencas em termogamheestos nutricionais entre eles.

Por outro lado também foi verificada a influénc@tdor de umidade atingida com os
diferentes meios de suplementacao na faixa de86@o: A producéo de celulases e xilanases
pelo A. nigerfoi avaliada em substrato constituido por mistul@®0% de BC e 10% de FS
durante 72 h.

Tabela 4.13 Tabela comparativa com as princip&seaticas entre os meios avaliados.

Elemento Composicdo no meio de suplementacéo

Mandels basico Mandels + CMC  CzapeckSacarose
Celulose indutora (CMC) - v v -
AcUcar (sacarose) - - v v
Fontes de N organico v v - -
Fontes de N inorgéanico v v v v
Oligoelementos (sais). v v v v

A impregnacao apropriada do BC para atingir umaaa@a hidratacao durante as FES

€ um parametro operacional significativo visandsua eficiéncia, assim verificou-se nos
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testes anteriores que a umidade de 50% foi insutiei para conseguir uma completa
hidratacé&o do substrato.

Dado que o BC possui elevada capacidade de absdecéiquidos, foram realizados
testes de saturacdo para a selecdo da faixa dexdesidSendo que em mais de 80% de
umidade (base umida), os meios de cultivo tornasatgados com agua visivelmente livre.

A Figura 4.15 apresenta os resultados da atividRlese obtidos com os diferentes
teores de umidade inicial para todos os tipos desndilizados. As atividades alcancadas no
meio Mandels original e em sacarose foram poucaifgigtivas, portanto seus valores nao

foram apresentados.
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Figura 4.15 - Efeito da umidade na atividade entigaé&em mistura 90%BC + 10%FS com
diferentes meios de suplementacdo em FESAanigerapds 72 h.

Nota-se que o efeito positivo da umidade na proaldefcelulases foi mais notério com
0 uso dos meios de Mandels e Weber (basico e madd), sendo que a concentracdo no
substrato das substancias componentes do meietardente proporcional ao incremento de
umidade. Além disso, torna-se destacada a impaatades fontes organicas de nitrogénio
inexistentes nos meios de Czapeck e sacarosegfaifjo € mais evidente na Figura 4.16 onde
as outras enzimas foram avaliadas nos meios can&9% de umidade.

Para todas as enzimas quantificadas, os melhaelados foram obtidos utilizando o
meio de Mandels e Weber modificado corroboranddedoepositivo da adicdo do indutor
CMC, avaliado no item anterior. Atividades de FP&589 U ¢') superiores ao dobro, em
relacdo ao meio Mandels e Weber béasico, foram gdckas apds 72 horas de fermentacao.
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O efeito indutivo foi ainda mais expressivo nasidédes de endoglucanase e xilanase
(20,99 e 24,97 Ul respectivamente) cujos valores obtidos foramacde3 e 4 vezes aos

das atividades obtidas utilizando o meio basice7(®, 9,98 Ul g, respectivamente).
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Figura 4.16 - Efeito do meio nutricional na ativddaenzimatica poA.niger em mistura
90%BC + 10%FS com 80% de umidade apos 72 h de FES.

Os testes realizados com adi¢édo de sacarose, amt® de carbono indutora (meios
Czapeck-Dox e sacarose), foram baseados na literdéuChen e Wyman (1991) e Chandra
et al. (2007) relatando que esta substancia prormawemento inicial de massa celular, além
de ativar a transcricdo fungica de celulases. Nanmetendéncia, Olsson et al. (2003)
observaram significativos incrementos na sintegargiica quando usaram uma combinacao
de celulose e polpa de beterraba pré-tratada conte fle sacarose.

Entretanto, comparando os resultados obtidos, pedahservar que a presenca deste
acucar nas concentracdes avaliadas nao favorquedacio enzimatica em concordancia ao
efeito negativo observado anteriormente com a cmseb

No caso do meio Czapeck modificado contendo saeaeo€MC, sugere-se que a
presenca do indutor no meio foi insuficiente paymgensar o efeito repressor apresentado
pela sacarose na concentracéo de 30',gfdto que foi agravado pela caréncia em fontes de
nitrogénio organico. Assim, correlacionam-se ansifecacdo das atividades alcancadas com
a presenca de uréia, peptona e extrato de levedunaeio de Mandels e Weber. Khowala e

Sengupta (1992) avaliaram a seletividadeAdaiger por diversas fontes suplementares de
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nitrogénio. Os resultados expressos em funcao ecionento celular seguiram a seguinte
sequéncia: Uréia>peptona>extrato de levedura>NaNO

Contudo, as melhores condi¢cdes do presente estrdatjpam atingir valores de 0,39
Ul g* de FPase; 25 Ul'gde xilanase e 22 UI'yde endoglucanase para a FES Aloniger
em mistura de 90% BC e 10% de FS no meio de Mared&&ber com adigdo de 5% de
CMC. Estes resultados serdo futuramente aprimoragds planejamento experimental
visando a uma adequada selecdo dos tipos e comp@edr das fontes suplementares de
carbono, nitrogénio e fésforo, bem como da seleg@ocondicdes operacionais relevantes da
FES.

4.5.6 Consideracfes da avaliacao preliminar dos par  ametros de FES

Os experimentos de FES descritos nos itens argerlevaram a definir as seguintes
condi¢cdes para as fermentac6es da seguinte etsigaca@itulo:

. Substrato base: bagaco de cana-de-ac¢ucar (fort@rideno indutora de celulases
especificas).

. Substrato complementar: farelo de soja (fonte déepras e indutor de atividade
FPase).

. Meio de suplementagéo de nutrientes: Mandels e Wmabdificado (com adic&o
de 0,5% de CMC como fonte de celulose solivel eutord do complexo

celulolitico)

Umidade: 80% base umida (atingida com adicdo do aeisuplementacao).

. pH do meio ajustado a 5.

. Temperatura e tempo de incubacgao: 32°C e 72 horas.

Além da importancia das fontes de carbono comotamds ou repressoras na sintese de
celulases, os resultados destacaram a importaacsamglementacdo do substrato com fontes
de nitrogénio organica, dada a caréncia na comjposig BC.

A etapa seguinte teve como finalidade a suplemaatdg meio de suplementagcdo com
fontes protéicas solUveis e insolaveis procurandapamoramento do crescimento, da

ativacdo metabdlica e a producédo enzimatica déaselsl especificas pefo niger
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4.5.7 Delineamentos Experimentais para definicdo de composicdo da

suplementacéao

Dada a correlagdo direta entre as fontes de nittogé a atividade enzimética
observada nas FES com diferentes substratos liyhésieos (secdo 4.5.3) avaliou-se o
incremento da proporgcéao de FS e das concentragdpspdona, extrato de levedura, fosfato
no meio de suplementag&o de nutrientes no subsiegErmentagao.

O FS é um subproduto da cadeia produtiva do 6lgetakte é usado como suplemento
proteico para racao animal por apresentar de 4888mde proteinas. O incremento maximo
de 25% do FS como coadjuvante do substrato prin(B@) visou a sua utilizagdo como
fonte natural de nitrogénio de baixo custo.

Fontes ricas de nitrogénio de uso industrial, camextrato de levedura e a peptona,
foram utilizadas para acrescentar o teor protéicmdio suplementar. O extrato de levedura é
obtido pelo processamento de leveduras oriundaproeessos de fermentacdo alcoolica
(Saccharomyces cerevesia&le € amplamente usado nos cultivos para o ionesto de
microrganismos em escala industrial devido ao t&ltw de proteina e aminoécidos livres e
por ser uma fonte rica em vitaminas do complexanBierais-traco e baixa quantidade de
carboidratos.

A peptona de carne representa também um meio tiera&wdomposto por peptideos
resultantes da hidréolise de proteinas de tecidagjuestivos de animais bovinos. As
composicdes detalhadas tanto do extrato quanteptama sao descritas no Anexol.

Entre as funcdes do fosfato monobasico de potassineio de Mandels e Weber esta o
tamponamento do meio e o fornecimento do fésfoseresal para o crescimento microbiano,
portanto espera-se que seu incremento favorecanaitemgdo de um pH apropriado no

substrato para a producéo de celulases.

4.5.7.1 Selecao de variaveis significativas - Plgamento Fatorial Completo

A partir das 4 variaveis independentes: concerntraf@ peptona, concentracdo de
extrato de levedura, concentracéo de fosfato despiat e propor¢cao de FS (m/m) foi possivel
realizar um delineamento fatorial para uma avatiagévia das varidveis e direcionar 0s
intervalos dos niveis a serem escolhidos no proxipfenejamento. Utilizou-se um
planejamento fatorial completd, Zadicionando-se 3 repeticdes no ponto centrak(kios)

como detalhado na Tabela 4.10 na seccdo de maemnéatodos.
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Os valores das variaveis independentes (codificadaecodificados ou reais) e as
respostas para as atividades enzimaticas FPaseaseM€ xilanase sdo apresentados na
Tabela 4.14. Para fins comparativos, foram adiclosa2 ensaios padrdo tendo como
substrato de FES 100% de BC suplementado com 80%ndkade do meio Mandels e Weber
modificado e sem acréscimo de fontes de nitrog&gim das concentra¢des originais do meio
de suplementacdo. Os resultados destes ensaiosnidados de “controle” foram
comparados com os obtidos nos ensaios do planejamemificando assim a influéncia das
variaveis estudadas no aprimoramento das variéegi®stas.

Tabela 4.14 Matriz de planejamento fatorial conp#{valores reais e codificados) com as
respostas de atividades enzimaticas FPase, CMGdlsaase apos 72 de FES céAmniger.

Ensaio X;° X5 X5° X, FPasé CMCasé Xilanasé
1 1@ 14 -12)  -1(10) 026 978 51,53
2 +1(24) -1(4) -1(2) _ -1(10) 024 7,95 51,43
3 18 +1(12) 1(2)  -1(10) 029 10,29 63,77
4 ¥1(24)  +1(12) -12) _ -1(10) 0,26 _ 8,09 58,06
5 1(8) 1(4) +1(6)  -1(10) 027 13,38 142,48
6 +1(24) -1(4) +1(6) _ -1(10) 0,19 10,56 133,08
7 A(8)  +1(12) +1(6) _ -1(10) 030 13,09 92,53
8 +1(24)  +1(12) +1(6) _ -1(10) 0,27 _ 11,30 60,46
9 A8) 14 -1@2)  +1(25 033 12,75 60,83
10 +1(24) 1@ -1()  +1(25) 027 1031 49,77
11 -1(8)  +1(12) -1(2) __ +1(25) 032 16,36 68,20
12 +1(24) +1(12) -1(2) _ +1(25) 0,31 1441 68,75
13 -1(8)  -1(4) +1(6)  +1(25) 0,36 13,00 86,26
14 +1(24) _-1(4) =+1(6) _ +1(25) 028 10,90 87,55
15 -1(8)  +1(12) +1(6)  +1(25) 0,33 17,55 134,92
16 +1(24) +1(12) +1(6) _ +1(25) 0,31 14,36 114,28
17 0(16) _ 0@8) 0(4) 0(15) 029 12,16 66,23
18 0(16) 08 0 0(15) 0,30 12,70 66,97
19 0(16)  0(@8) 0(d) 0(15) 0,29 13,24 68,20
20 Controlé 0,11 6,74 74,10
21 Controlé 0,08 5,58 88,35

2 concentracdo de peptona de carne no meio de semagdo (g L); ° concentracéo de
extrato de levedura no meio de suplementacéojgClconcentracdo de fosfato de potassio
no meio de suplementacao @)L composicéo de FS (m/nfatividade enzimética UI'g-

os resultados representam a média de FES em dtiplem tempo real ". Amostra com
substrato controle.

Na analise preliminar das variaveis respostas,-ged®tar que os melhores valores da
atividade de FPase e CMCase foram 0,33 e 17,55'Utiglicando os resultados obtidos no

meio controle (0,11 e 6,16 Ul'grespectivamente). Estes valores foram atingidoemnsaio
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15 para ambas as enzimas com as menores concestigPeptona e os maiores valores das
outras variaveis (%FS, extrato de levedura e fosfit potésio). Por outro lado, a maior
atividade de xilanase (142 UT'g/s 88 Ul " no meio controle) foi obtida nas condicées do
ensaio 5: peptona 8 g'l.extrato 4 g L}, fosfato 6 g [* e 10% FS, mostrando uma tendéncia
diferente a observada para a celulases em relag@otés de nitrogénio.

Os dados anteriores foram analisados no prograatat®a® para o calculo dos efeitos
das variaveis independentes nas trés respostasedesse, como apresentado na Tabela 4.15.
O planejamento fatorial permite a avaliacdo dauéritia das variaveis do processo e a

tendéncia a seguir no proximo planejamento visao@ootimizagao.
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Tabela 4.15 Efeito dos fatores estudados no plarezj completo2sobre as atividades enziméatica FPase, CMCasaresi.

Andlise de efeitos: resposta FPase Andlise dwsfeesposta CMCase Andlise dos efeitos: respdatase
Fatores Efeitb Erro t(8) p - valor| Efeitd Erro t(8) p - valor| Efeitd  Erro T(8) p -
Padréo Padrao Padréo valor

Média 0,29 0,00 93,94 0,00* 12,22 0,12 104,48 0,001 103,32 1,57 65,66  0,00*
(1)Peptona -0,04 0,01 -5,84 0,00* -2,29 0,25 -8,99 0,00* -9,51 3,43 -2,77 0,02*
(2)Extrato 0,02 0,01 3,56 0,01* 2,10 0,25 8,25 0,001 13,51 3,43 3,94 0,00*
(3)Fosfato 0,01 0,01 0,89 0,40 1,78 0,25 6,97 0,00f 9,85 3,43 2,87 0,02*
(4)Farelo 0,05 0,01 7,81 0,00* 3,15 0,25 12,36 0,00] 26,31 3,43 7,67 0,00*
lby2 0,02 0,01 2,67 0,03* 0,01 0,25 0,03 0,97 40,2 3,43 0,07 0,94
1by3 -0,01 0,01 -1,38 0,20 -0,19 0,25 -0,73 0,48] -1,46 3,43 -0,43 0,68
lby4 0,00 0,01 -0,20 0,85 -0,13 0,25 -0,50 0,63| 2,12 3,43 -0,62 0,55
2 by3 0,01 0,01 0,89 0,40 0,01 0,25 0,05 0,96 7-9,0 3,43 -2,64 0,03*
2by4 -0,01 0,01 -2,08 0,07 1,83 0,25 7,17 0,001 ,513 3,43 1,02 0,34
3by4 0,01 0,01 1,78 0,11 -1,28 0,25 -5,02 0,001 ,078 3,43 2,35 0,05

2 Os efeitos sé@o apresentados em UlAg variaveis que apresentaram influéncia estzistgnificativa (a 95% de confianca) sobre
concentracdo das enzimas avaliadas estdo marcadasstrela, * §0,05.
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Em relacdo aos efeitos na andlise de FPase, poderifear que, com excecdo do
fosfato, as demais variaveis influenciaram sigatfimmente. A peptona apresentou efeito
negativo dentro da faixa estudada (8-24 Q) lindicando que as maiores atividades
enzimaticas sao atingidas com as menores concéesragleste componente. Este
comportamento pode estar relacionado as difereaggmstas fisiologicas do fungo, quando
submetido a diferentes condi¢des nutricionais pdddraver um desvio metabdlico levando
ao acumulo de biomassa microbiana promovida pet#sipas da peptona em detrimento da
producédo de celulases. Além disso, 0 excesso deamaisrobiana pode levar ao aumento de
producdo de protease no meio, devido a lise cel@laconsequentemente a queda nas
atividades enzimaticas, conforme ja observado parri@t al. (2000). Sendo que a peptona é
considerada necessaria para o crescimento furaggwma concentracédo nao foi diminuida, mas
mantida no limite inferior de 8 g'Lna seguinte etapa de formulacdo do meio de cultivo

A variavel extrato de levedura apresentou efeitsitipo sobre todas as respostas dado
ao alto teor de aminoécidos simples e vitaminagssgios para a sintese enzimética. Neste
planejamento, a faixa estudada foi de 4 a 127y énquanto que no planejamento de
otimizagéo abordou-se a faixa em 5 a 18 y(ampliacdo da faixa). O favorecimento da
producdo enzimética através do incremento do extdst levedura concorda com os
resultados obtidos por Ahamed et al. (2005) e Allhme/ermette (2008), indicando que
fontes de nitrogénio de natureza simples (amino4giddo preferencialmente metabolizadas
pelo A. niger e contribuem para uma morfologia filamentosa re&és para secrecdo de
enzimas. Fontes de natureza complexa como a peptamha&Zem a formacdo de protease
derivada da lise celular.

Por outro lado, Panagiotou et al. (2003) e Kachilisét al. (2006) estudaram os efeitos
de fontes nitrogenadas na producéo de celulaselareso em geral no uso preferencial das
fontes de nitrogénio organico. No presente estobserva-se a seletividade metabdlicaddo
niger pelo extrato de levedura, quando comparada a meptoija composi¢cado se baseia em
peptideos complexos.

O FS foi a variavel que apresentou maior efeitaesdbdas as producdes de enzima,
sendo isso positivo. Vale lembrar que a supleméntadeste componente no substrato
principal (BC) ndo serve como fonte principal debocao, mas pode ser usado como indutor
do crescimento de uma biomassa capaz de degraddulase no BC e produzir celulases
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especificas. Assim, a propor¢do proposta no segplahejamento terd como limite maximo
40% e como minimo 5% (m/m) (ampliagédo da faixai@hide 10-25%).

A concentracao de fosfato influenciou positivameardesintese enzimatica de CMCase
e xilanase o que indica que as concentracdes de62gal’ no fosfato no meio de
suplementacao foram efetivas para a adequada mgéaaotelo pH e no fornecimento de
oligoelementos, fatos que favoreceram um balanctabibco positivo do microrganismo
favoravel a producao enzimatica.

No entanto, uma analise global do comportamentoi@arocesso nesse estagio indica a
relevancia da seletividade microbiana frente a efode nitrogénio, e a tendéncia na
suplementacdo do substrato com FS. Com isso, @ daldosfato foi fixado no seu nivel
superior para a nova composicado do meio de suplag@mpara FES.

Cabe destacar que os valores das atividades waelaficnas triplicatas em tempo real do
planejamento fatorial (Anexo 3) permitiram verifiGavariabilidade na producdo enzimatica
em funcdo do tempo de armazenagem do meio de @bivaggico. As atividades enzimaticas
produzidas mostraram valores menores no decorr&mnaoo de armazenagem em geladeira.

Este fenbmeno é explicado pela diminuicdo da uneidedsabugo de milho durante o
tempo de estocagem, fator que associado com audgamda temperatura na armazenagem,
exerce acao sinérgica na sobrevivéncia e consendgaatividade dos esporos de fungos
(CHAPMAN et al., 2007).

Com isto, a idade dos esporos no sabugo de milh@dionada como variavel

independente.

4.5.7.2 Delineamento Central Rotacional

A partir dos resultados obtidos no planejamentori@t desenvolveu-se um novo
planejamento de experimentos baseados no DCCRahAdade do DCCR foi avaliar o efeito
das variaveis: proporcédo de FS %, concentracactdate de levedura e a idade do inéculo
otimizando a producéo de celulases em funcédo dalig@ies operacionais selecionadas.

Este planejamento DCCR com pontos axiais foi ctuidt por 8 ensaios em dois niveis
(-1 e +1), 6 ensaios nos pontos axiais (-1,68 88)% 6 ensaios no ponto central, totalizando
20 ensaios em duplicata em tempo real.

A matriz dos ensaios com os valores reais citadosaae codificados das variaveis
estudadas, bem como as respostas obtidas parwvidadats enzimaticas FPase, CMCase e

xilanase estdo apresentados nas Tabelas 4.16,e4418. Para efeito de comparagéo,
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novamente foram realizados 2 ensaios denominaans t@ontrole” com 100% de BC como
substrato e 80% de umidade atingida com suplem@mtalp meio Mandels e Weber
modificado sem acréscimo de fontes de nitrogérémalas concentracdes originais do meio
de suplementacéao.

Tabela 4.16 Matriz do DCCR com niveis reais e ¢califos da variavel resposta: atividade
enzimatica FPase, valores preditos pelo modele@atkerelativos.

Ensaio % ° X, P X3¢ Fpasé Fpase Desvio
preditd relativo (%

1 1(15)  -1(8) 1) 026 0,25 4,31

2 ¥1(35)  -1(8) 1(@) 0,26 0,25 7,06

3 1(15)  +1(16) -1(4) 0,30 0,27 7.16

4 +1(35)  +1(16) -1(4) 0028 0,27 3,68

5 1(15) 18  “1(10) 017 0,20 16,48

6 +1(35)  -1(8)  *1(10) 0,19 0,20 4,56

7 1(15)  +1(16) “1(10) 0,21 0,23 7,99

8 +1(35)  +1(16) *1(10) 0,24 0,23 6,00

9 1682 0(12) 0(7) 025 0,36 46,86

10 1,6(41,8) 0(12) 0(7) 025 0,36 26,86

11 0 (25) 16(3) 0(7) 025 0,15 41,29

12 0(25)  "1,6(187) 0(7) 0,28 0,19 29,72

13 0 (25) 0 (12) 16(2) 016 0,21 733,38

14 0 (25) 0(12) 16(12) 0,14 0,13 7,94

15 0 (25) 0(12) 0(7) 0,16 0,17 7,45

16 0 (25) 0(12) 0(7) 017 0,17 20,68

17 0 (25) 0(12) 0(7) 017 0,17 71,59

18 0 (25) 0(12) 0(7) 0,18 0,17 6,0

19 0 (25) 0(12) 0(7) 0,19 0,17 9,15

20 0 (25) 0(12) 0(7) 0,19 0,17 9,15

21 Controle’ 0,09

22 Control€’ 0,13

2 composicdo de farelo de soja (m/M)concentracdo de extrato de levedura no meio de
suplementacéo (g1); ¢ idade do in6culo (d)? atividade enzimatica Uly- os resultados
representam a média de 2 determina¢basividade enzimética Ulgpreditos pelo modelo
obtido apds andlise estatistica no programa Stitati Desvio Relativo= (resposta
experimental - resposta prevista pelo modelo/ spexperimental)*10 Amostra com
substrato controle.

Observa-se na Tabela 4.16 que as atividades erse”M@saram de 0,14 a 0,30 Ut g
(ensaios 14 e 3). Os melhores resultados foramgddas nos 4 primeiros ensaios indicando
gue os maiores tempos de armazenagem do meiovdedifungica tém um efeito negativo
na variavel resposta. Coincidentemente o ensaio aomenor producdo (0,14 UI'y

corresponde ao maior tempo de estocagem.
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Tabela 4.17 Matriz do DCCR com niveis reais e ocalifos da variavel resposta: atividade

enzimatica CMCase, valores preditos pelo modelesgids relativos.

Ensaio X%° X5° X5 © CMCasé CMCase Desvio
preditd  Relativo(%
1 1(15) -1(8) 1(4) 14,36 13,24 7,80
2 +1(35) -1(8) 1(4) 18,01 15,72 12,72
3 1(15)  +1 (16) 1(4) 1559 13,24 15,09
4 +1(35)  +1 (16) 1(4) 18,92 15,72 16,93
5 1(15) -1(8) +1(10) 11,80 10,96 7.16
6 +1(35) -1(8) +1(10) 13,74 13,44 2,16
7 1(15)  +1(16) +1(10) 12,14 10,96 9,72
8 +1(35)  +1 (16) +1(10) 13,51 13,44 0,51
9 1,6(8,2) 0 (12) 0(7) 4,99 9,49 -90,13
10 1,6(41,8) 0 (12) 0 (7) 8,91 13,65 53,16
11 025  -1,6(3) 0(7) 13,01 16,57 27,36
12 0(25)  +1,6(18,7) 0(7) 13,28 16,57 24,74
13 0(25)  0(12) 16(@2) 7,42 13,49 -81,65
14 0(25)  0(12) 16 (12) 7,48 9,65 -29,00
15 0(25)  0(12) 0(7) 11,82 11,57 2,12
16 0(25)  0(12) 0(7) 10,80 11,57 712
17 0(25)  0(12) 0 (7) 12,31 11,57 5,99
18 0(25)  0(12) 0(7) 12,08 11,57 4,21
19 0(25)  0(12) 0(7) 11,84 11,57 2,24
20 0(25)  0(12) 0(7) 11,71 11,57 1,23
21 Controlé 5d 7,70
22 Controlé 5d 6,07

2 composicdo de farelo de soja (m/M)goncentracdo de extrato de levedura no meio de
suplementacéo (g1); ¢idade do indculo (d)? atividade enzimatica (UI'Y - os resultados
representam a média de 2 determinacbAsividade enzimatica Ul § preditos pelo modelo
obtido apds andlise estatistica no programa Stfitati Desvio Relativo= (resposta

experimental - resposta prevista pelo modelo/ tspexperimental)*10(® Amostra com
substrato controle.

Na mesma tendéncia da FPase, a matriz de respasta€MCase registra as maiores
atividades nos primeiros ensaios com idades delioate 4 dias (Tabela 4.17). A influéncia
prejudicial da idade dos esporos pode estar relade com diminuicdo da umidade no
substrato nutriente de ativagdo. Observou-se rassto no sabugo de milho, suporte e
nutriente dos esporos, apos 4 dias de armazenag@eladeira, com isto atividades de agua
insuficiente no meio de manutencdo fungica prepmica morfologia e crescimento
microbiano (CHAPMAN et al., 2007).
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Nota-se que a menor atividade 4,99 Ulfgi obtida no ensaio 9 (8% de FS, 12 §de
extrato e 7 dias de armazenagem) inferindo que d&tempo de estocagem, a proporcdo de

FS foi determinante na producédo de CMCase.

Tabela 4.18 Matriz do DCCR com niveis reais e ocalifos da variavel resposta: atividade
enzimatica xilanase, valores preditos pelo modeleswios relativos.

Ensaio %° X5 X3¢ Xilanasé Xilanase  Desvio
preditd Relativo(%)
1 1(15)  -1(8) 1(4) 8543 93,24 9,14
2 +1(35)  -1(8) 1(4) 79,71 93,24 16,97
3 1(15)  +1(16) 1(4) 120,67 111,50 7,60
4 +1(35)  +1(16)  -1(4) 96,20 111,50 715,90
5 1(15) -1(8) +1(10) 89,21 93,24 4,52
6 +1(35)  -1(8) +1(10) 88,66 93,24 5,17
7 1(15)  +1(16) ¥1(10) 92,43 111,50 20,63
8 +1(35)  +1(16)  +1(10) 94,93 111,50 17,46
9 1682 0(12) 0(7) 12547 123,30 1,73
10 +1,6(41,8) 0 (12) 0(7) 14641 123,30 15,78
11 0 (25) 16(53) 0(7) 8671 77,65 10,45
12 0 (25) +16(18,7) 0(7) 124,44 108,32 12,95
13 0 (25) 0(12) 1,6(2 100,16 97,59 257
14 0 (25) 0(12) +1,6(12)120,18 97,59 18,80
15 0 (25) 0(12) 0(7) 141,78 140,43 0,95
16 0 (25) 0(12) 0(7) 144,88 140,43 3,07
17 0 (25) 0(12) 0(7) 14592 140,43 3,76
18 0 (25) 0(12) 0(7) 136,49 140,43 2,89
19 0 (25) 0(12) 0(7) 137,22 140,43 2,34
20 0 (25) 0(12) 0(7) 137,22 140,43 2,34
21 Controlé 5 (d) 81,50
22 Controlé 5 (d) 78,45

2 composicéo de farelo de soja (m/M);oncentracdo de extrato de levedura no meio de
suplementacéo (g°1); ¢idade do indculo (d)? atividade enzimatica (UI'Y - os resultados
representam a média de 2 determina¢BAsividade enzimatica Ul § preditos pelo modelo
obtido apés andlise estatistica no programa Sttat! Desvio Relativo= (resposta
experimental - resposta prevista pelo modelo/reapesperimental)*100? Amostra com
substrato controle.

Por outro lado, a matriz dos resultados para xdar(@abela 4.18) registra atividades
superiores nos ensaios do ponto central (15-20gerswdo que o adequado balanco
nutricional em relagdo as fontes protéicas foicseffitemente significativo e beneficiou as
atividades enzimaticas. Além do mais, esses ensgiossentaram 0S menores desvios

relativos (desvios <10%), indicando boa repetibie do processo.
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Em relacdo ao primeiro planejamento, cuja melhaoigéio forneceu 134,92 Ul'g
houve um ligeiro acréscimo, porém a faixa de viliisule foi menor (79 — 146 UI'Y frente
a (51 — 142 UI g), indicando uma faixa de trabalho mais préximamo.

Analogamente ao planejamento fatorial precedenégals 4.5.7.1), realizou-se a
avaliacdo dos resultados nesta etapa com o proddgatiatica® possibilitando o calculo dos
coeficientes de regressao e os modelos matemé@tieodescrevem a influéncia das condi¢des
experimentais sobre as variaveis respostas (FEA€ase e xilanase). Esses coeficientes
permitem determinar a significancia estatisticavdagveis avaliadas e constituem os termos
lineares e quadraticos do modelo empirico formulado

A andlise estatistica para cada variavel respdsRage, CMCase e xilanase), é
apresentada na Tabela 4.19. Podem ser observadgsitos significativos, coeficientes de
regressao e os valores de p para avaliacdo dégsuficancia estatistica a 90%.

Na construcdo do modelo da FPase (Eq. 4.5), osmpti@s considerados como
significativos (p<0,1) foram: o componente quadtdo %FS, os componentes linear e
quadratico da concentracdo do extrato de levedareoenponente linear da idade do inoculo.
Os parametros néo significativos foram incorporaamsresiduos para o calculo da analise de
variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 4.20.

Os coeficientes lineares positivos indicam a dingtlacdo entre o incremento da
atividade FPase com o incremento da variavel aleakaquanto que os negativos sugerem a
relacdo inversa. A construcdo dos modelos empipeoa as outras respostas nas condicoes
deste planejamento segue procedimento similar sarittepara a FPase.

A andlise para CMCase, mostra o termo quadréticexttato de levedura como Unico
fator significativo. No entanto, para formulagdo dwmdelo descritivo (Eg. 4.6) foram
consideradas a idade do in6culo, em concordancigeaficado na matriz das respostas em
atividades enzimaticas (Tabela 4.17), quanto a qpgdp de FS, pois seu efeito foi
determinante no primeiro planejamento (Secéo 4.6.7.

Para a xilanase, os termos quadratico de % FSarlisequadratico do extrato de
levedura e o quadratico da idade de inoculo, mastrae significativos na faixa de estudo

permitindo a construcado do modelo (Eqg. 4.7).
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Tabela 4.19 Resultados dos coeficientes de regredsdvio padrdo, valores t e p valor proveniede®CCR para otimizacdo do meio de
suplementagao.

FPase CMCase Xilanase
Fatores Coef. Erro t(10) p-valor Coef. Erro t(10) p-valor Coef. Erro t(10) p-valor
regressao Padrao regressdo Padréo regressdo Padréo
Média 0,17 0,01 17,11  <0,0001*11,57 1,41 8,21  <0,0001[*140,43 6,30 22,28 <0,0001 *
(xg)Farelo 0,00 0,01 0,55 0,5975 1,24 0,94 1,32 0,2157* 0,51 4,18 0,12  0,9053
soja (L)
Farelo soja | 0,03 0,01 4,90 0,0006 *| -0,49 0,91 -0,54 0,603 076, 4,07 -1,49 0,1669 *
Q)
(x2)Extrato | 0,01 0,01 2,16 0,0563 *| 0,20 0,94 0,21  0,8361 9,13 4,18 2,18  0,0540 *
levedura (L)
Extrato 0,04 0,01 5,78 0,0002 *| 1,77 0,91 1,87 0,0913* ,816 4,07 -4,13 0,0021 *
levedura Q
(x3)ldade -0,02 0,01 -3,30 0,0080 *| -1,14 0,94 -1,22  0,2591 1,24 4,18 0,30 0,7737
inoculo (L)
ldade 0,00 0,01 -0,47 0,6484 -0,31 0,91 -0,34 0,7401 185, 4,07 -3,73  0,0039 *
inoculo (Q)
1L* 2L 0,00 0,01 -0,09 0,9308 -0,11 1,22 -0,09 092 | -1,96 5,46 -0,36 00,7270
1L * 3L 0,01 0,01 0,80 0,4415 -0,46 1,22 -0,38 @1 | 4,02 5,46 0,73 0,4793
2L * 3L 0,00 0,01 0,49 0,6348 -0,25 1,22 -0,21 983 | -5,28 5,46 -0,97 0,3569

*fatores estatisticamente significativos &@1; (90% de nivel de confianca). **fatores inchscho modelo pelo autor. L- termos lineares; Q-
termos quadréaticos.
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Fpase (Ul §)*=0,17 + 0,031 X* + 0,014 % + 0,037 %*- 0,022 %

CMCase (Ul §)1=11,57 + 1,24 X+ 1,77 %*- 1,14 %

(Equacéo 4.5)
(Equacéo 4.6)

Xilanase (Ul @) '= 140,43 - 6,07 ¥ + 9,13 % - 16,81 %* - 15,18 %* (Equacéo 4.7)

Onde:

X1: % Farelo de soja ha composicao do substrato.

X,: Concentracdo do extrato de levedura no meio plementacao (g'h).

X3: Idade do inéculo (d).

Cada um dos modelos codificados (Eqg. 4.5), (Eq) 4.6Eq. 4.7) foi submetido ao

processo de validacdo pela ANOVA para o célculovdtor F (Teste Fisher), e cujos

resultados sé&o apresentados na Tabela 4.20.

Tabela 4.20 ANOVA do modelo quadratico para predighs atividades enzimaticas

representativas das enzimas celuloliticas (81 g

Fonte de Fpase CMCase Xilanase

Variagdo | SQ GP QM® Fe |S@ GP OM® Fw |ST GP OM® Fe
Regressdo| 0,0435 4 0,0109 245 84,82 3 2827 |3,609@ 2265 12
Residuo 0,0067 15 0,0004 126,76 16 7,92 2796 186 1
Total 0,0502 211,58 11856

2 soma de quadraddgraus de liberdadéquadrados médios.

De forma complementar a Tabela 4.21 mostra os pdrdmdecisoérios da validacao

dos modelos propostos. Assim mediante verificagaosaperioridade nos valores de F

calculados frente aos do F tabelados pode-se glimetodos os modelos foram validos (90%

de confianca) e representam os dados experimemaiegido estudada. Os valores dos

coeficientes de determinacao advertem a porcentdgerariabilidade explicada por cada um

dos modelos. O baixo“Rnostrado para a CMCase sugere a elevada heteivagealos

resultados e é produto da inclusdo “arbitraria” wwenos lineares de FS e idade do inéculo,

incapacitando o modelo para representar os dadmosimo presente estudo.

Tabela 4.21 Parametros de verificagcdo para validdgad modelos.

Parametros validagcao Fpase CMCase Xilanase
% variacdo explicada®R 86 45 74

F tabelado, 0,1 * 2,36 2,46 2,36
Fcalc/ Ftab 10 1,45 5,15
Modelo significativo \ \

" Valores extraidos da Tabela estatistica F

! A construgdo do modelo no programa Statisticaaizaela mediante o ajuste dos dados experimentais a

uma funcgéo polinomial pelo método dos minimos gadols.
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Validados os modelos (4.5) e (4.7), estes podemuskzados na construgdo das
superficies de resposta no programa Statistica@sEsiperficies representativas para FPase
e xilanase respectivamente, sdo apresentadasquaad-#.17 e 4.18.

Figura 4.17 - Superficie de resposta para a FRalsg{) em funcéo da concentracéo de
extrato de levedura e a proporgéo de FS .

TR

Figura 4.18 - Superficie de resposta para a xi@fds$ g') em funcdo da concentracdo de
extrato de levedura e a proporgao de FS.

Da Figura 4.17 pode-se mencionar que existe umésigano inicial na producdo de
FPase em funcdo do incremento da concentracdotdiicera faixa de 4- 12 g, apds a

gual houve um significativo aumento na respostafamgdo direta com a concentracdo do
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extrato de levedura. Embora néo se ter atingidegeio 6tima para producdo enzimatica, 0s
melhores resultados obtidos na concentracéo del20cgm 45 % de FS indicam a tendéncia
ao favorecimento do processo com 0 acréscimo destegonentes no meio.

Na superficie de resposta da xilanase (Figura 4at®erva-se que as combinacdes dos
parametros avaliados nos niveis maximos ou mininfagenciam fortemente o resultado da
funcdo reposta, ou seja, o deslocamento nas dgegéemaximo ascendente ou minimo
descendente provoca um decréscimo na atividadenatiza. Esse comportamento, derivado
da significancia dos termos quadraticos negativmsnodelo, indica a existéncia de limites
méaximos na concentracdo das variaveis independeés os quais apresentam efeito
inibitorio.

Portanto, a melhor condicdo para a producdo deask é atingida com 12 g'lde
extrato de levedura num intervalo de 5-45% de F&.abordo com Rodrigues e lemma
(2005), a indicacdo de uma faixa 6tima das vargeeinais interessante do que apenas um
valor pontual, visto que se pode admitir uma vd@idapas concentracdes das variaveis
estudadas ao redor dos valores 6timos e manteraiogs 0 processo na condi¢cado otimizada.

Cabe mencionar que a tendéncia sinérgica de suplagd® com extrato de levedura e
FS resulta favoravel para a atividade de FPasede fwynar-se prejudicial na atividade de
xilanase. No entanto, a avaliacdo dos efeitos n& & permitira fundamentar as decisdes
para a formulacéo do meio a ser utilizadaipstreando bioprocesso em desenvolvimento.

Dado o baixo coeficiente de determinacdo do mopata CMCase, que impossibilitou
a construcdo do modelo, a Figura 4.19 apresentmgratha de Paretto, o qual permite
analisar o efeito das variaveis estatisticamegtafgtativas na produgéo desta enzima.

O efeito quadratico do extrato de levedura conadtercomo significativo indica o
aumento exponencial da producdo em funcdo do aonumste componente, embora nao
significativo o termo linear da % FS sugere o efgbsitivo do mesmo, mas o efeito
quadratico negativo indica também um limite maxifBocomo mostrado tanto para FPase

guanto para xilanase, a idade do in6culo apresdeite negativo na resposta enzimatica.
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Extrato de levedura(Q) ,868118

(1)Farelo de soja(L)

(3)Idade do inéculo(L) -1,22103
Farelo de soja(Q)
1Lby3L -,376559

Idade do inéculo(Q)
(2)Extrato de levedura(L) 123104

2Lby3L

1Lby2L

p=,1
Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 4.19 - Diagrama de Paretto com o feito dagveis % de FS, concentracdo de extrato
de levedura e idade do inéculo (d) sobre a ativediElCMCase.

Todavia, 0os argumentos anteriores permitem direcian selecionar as seguintes
condicdes na consecucédo de desenvolvimento dodoiegso:

. foi estabelecido um limite de 4 dias como tempo imaxde armazenamento do

meio de ativacao fungica em geladeira,

. em consideracdo ao substrato, a suplementacdo awfG& FS tera como limite
superior 35%, pois além de desvirtuar sua funcadoocandutor, as proporcoes
excessivas podem derivar na produgéo de proteases,

. a concentracao do extrato de levedura no meio tansieéa determinada em 18 g
L, dado que esta é a condicdo mais favoravel naipiiodde FPase sem detrimento
da producéo de xilanase como verificado nas Figudase 4.18.

Finalmente, dentro das condi¢cbes usadas nestecedtagesenvolvimento, os melhores
resultados foram comparados com alguns artigos meeéntes na literatura, que utilizaram o
géneroAspergilluscomo agente de FES. Assim na Tabela 4.22 as adiesd enzimaticas
foram expressas em Ul nlde extrato enzimatico.

No presente estagio, os valores obtidos na Tah2Pafdram resultados da avaliacdo da
seletividade d@&\. nigerpelas fontes de carbono e nitrogénio visando asirtese e secrecao

de celulases e xilanases. Entretanto, sabe-se gfiméncia global dos bioprocessos depende
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de varios outros parametros como a aeracgdo, diipdade de oxigénio e o tipo de reator
utilizado, além do seu controle e monitoramento.

Assim, a seguinte etapa do trabalho consistiu leg&® das melhores condi¢cdes da FES
em biorreatores de coluna com umidade e fluxo d®m@trolados. Tanto o substrato quanto o
meio de suplementacéo selecionados no presentealos#rviram como ponto de partida nos
experimentos seguintes buscando a melhora contiayaroducdo de enzimas celuloliticas

especificas.

Tabela 4.22 Dados relativos a producao de celuagédanases corAspergilluspor FES.

Microrganismo Substrato Atividade (Ul . Referéncia
A. niger 35% de FS e 65% de FPase: 0,03 Este trabalho
BC CMCase 2,00 e
xilanase: 15,12.
A. awamori 100% farelo de trigo CMCase 0,42 e  Gottschalk et al.
xilanase 4,9. (2010).
A. niger MS 82 100 % BC CMCase: 0,35 Sohail e(2009).
A. niger MTCC 100% farelo de trigo FPase 0.22 Sukumaram et al.
CMCase 6.77. (2009).
A. fumigatus 100 % BC FPase: 0,14 Soni et al. (2010)
fresenius CMCase: 2,92
Xilanase: 296, 67
A. tamarii Residuo de industria dé-Pase: 0,12 De Siqueira et al.
algodéao CMCase: 0,06 (2010)
Xilanase: 1,47
A. terreus Residuo de industria dEPase: 0,06 De Siqueira et al.
algodéao CMCase: 0,21 (2010).
Xilanase: 2,47

4.6 CONCLUSOES

* Os resultados indicaram que a partir da suplem@&atdas caréncias nutricionais do
bagaco de cana-de-acucar (BC), este residuo lighésieo pode ser usado como
substrato na sintese de enzimas celulases e »xakicasn uma linhagemr. niger por
fermentacdo em estado sdlido. Devido a fonte dbooar a partir das quais foram
sintetizadas as celulases produzidas, estas ataeserlevado potencial de
especificidade para a hidrélise dos residuos daia@ade etanol, contribuindo para
reducao nos custos de producao do etanol de 2%agera

* O desenvolvimento do processo de producdo de eszigtaloliticas resultou em vérias

etapas consecutivas para definicho de variaveisocommpo de fermentacao,
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composicdo do substrato e formulagcdo do meio ddemgmtacdo. Os resultados

experimentais atingidos em cada etapa sao liseadeguir:

1. O tempo de maior producédo enzimatica foi de 72aldygnizando-se ao longo dos
experimentos neste trabalho.

2. O farelo de soja foi selecionado como substratoptementar ao BC devido ao seu
alto teor protéico e sua capacidade de inducaorizaiae.

3. O meio de suplementacdo Mandels e Weber modifit@didefinido como meio de
suplementacdo padrdo e sua formulacdo permitiurés@mo da concentracéo e
variedade de fontes protéicas essenciais pararoesso microbiano.

4. A adicdo de CMCase a 5% no meio Mandels e Weberodomte de celulose
soluvel contribuiu no direcionamento do sistemail&grio do fungoA. nigerpara
producao de enzimas celuloliticas.

5. A umidade inicial de 80% foi estabelecida como dgéml 6tima neste estudo.

e Por outro lado, a adequada formulacdo do meio dwirauapdés incremento de
substancias nitrogenadas organicas e inorganicasrefsedoras na producéo de
celulases foi abordada por estratégia sequenciglath@jamento experimental.

e Como resultado da aplicagcdo do planejamento fataienpleto e delineamento
composto central rotacional constatou-se que:

1. A fonte de nitrogénio soltuvel mais adequada panmgetabolismo d@. nigerfoi o
extrato de levedura.

2. A adicdo de 6 gt de fosfato de potassio, como tamponante do méante de
fosforo aumentou a producédo da enzima.

3. O tempo de armazenagem do meio de ativacdo fumgasirou-se relevante na
producdo enzimatica, sendo estabelecido seu usonmmmaximo 4 dias apos
producdo dos esporos.

* O efeito dos varios parametros usados no planefaresiatistico de otimizacao foi
diferente e particular para cada atividade enzoaavaliada. No entanto, a selecdo das
melhores condigdes e valores das variaveis expetaisefoi baseada na maximizagao
da producao tendo como critério a confiabilidadedalise estatistica dos conjuntos de
dados analisados.

e Com isto, o substrato a ser usado nas FES em &orrde colunas para sintese de

celulases e xilanases pela linhag&mmiger, consistiu em BC complementado com 35%
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de farelo de soja e umidificado a 80% com meio @adéls e Weber enriquecido com
0,5% de CMC, 8 g T de peptona, 6 g'tde fosfato e 18 g't.de extrato de levedura.
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CAPITULO 5: FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO EM REATOR
DE COLUNAS INSTRUMENTADO

5.1. INTRODUCAO

A competitividade da producédo do etanol de 22 geragn escala industrial € limitada
atualmente pelo custo proibitivo das celulasesjnease usadas na hidrélise do material
lignoceluldsico (SUKUMARAM et al., 2009; DE SIQUEARet al., 2010). Uma significativa
reducao nestes custos pode ser alcancada abondamako aspectos da sua producéo que vao
desde o uso de residuos como matéria-prima atéllvoramento genético das linhagens
produtoras e 0 aumento da especificidade enzim@MéayYER et al., 2009). Além disso, a
utilizagé@o de tecnologias como a fermentacdo eadestdlido (FES) vem sendo amplamente
discutida como estratégia para diminuicdo dos gretas celulases (SINGHANIA et al.,
2009; DE SIQUEIRA et al., 2010).

Os processos de FES podem ser definidos como ciroesgo de microorganismos em
substratos solidos em auséncia de agua livre (RAPIARet al., 2006). Aproximadamente
90% dos preparados enzimaticos industriais sadgzaeals por processos de fermentagéo
submersa e, na maioria das vezes, com microorgasisgeneticamente modificados
(HOLKER et al., 2004). Contudo a FES mostra-sei@darmente vantajosa pelo fato de
simular o habitat natural de microorganismos fungjiselvagens. Pode-se destacar ainda
outras vantagens como a possibilidade do uso ddumes agro-industriais soélidog.g,
bagaco de cana-de-acucar, farelos, cascas des;expie outros; economia no uso de agua
nos processos industriais, e maior rendimento eomarsto na producdo de metabdlitos por
guantidade produzida (SARGANTANIS et al., 1993)rldisso, as enzimas produzidas sao
menos susceptiveis a inibicdo devido a sua maiabiédade térmica e idnica (HOLKER et
al., 2004).

Apesar dessas vantagens, a FES ainda ndo é aplcgdmente em escala industrial
devido a dificuldade do controle e monitoraments dariaveis do processo. Os sistemas de
FES sao altamente heterogéneos, com gradientemidade e temperatura que influenciam
negativamente a producdo enzimatica. A ausénciagim livre no processo, a baixa
condutividade térmica dos substratos sélidos axalzapacidade térmica do ar, dificultam a

manutencdo da temperatura devido a geracdo de dafante o crescimento microbiano
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(HOLKER e LENZ, 2005). Portanto, é no mecanismaeataocao de calor com o adequado
controle das variaveis umidade e temperatura gida® sucesso do escalonamento da FES
em escala industrial.

Existem poucas informacdes sobre instrumentacdatemacdo aplicadas a estes
processos devido a dificuldade do monitoramento pzédmetros da FES. Alguns estudos
utilizam medidas indiretas (sensores) para o clantta aeracao, temperatura e umidade e a
guantidade de agua no meio de FES (SARGANTANISI.et1893, NAGEL et al., 2001;
PENA y LILLO et al., 2001; KHANAHMADI et al., 2006)No Laboratorio de Agroenergia
da Embrapa Instrumentacdo Agropecudria, Sdo Caftosdesenvolvido um sistema
fermentativo baseado em biorreator de colunasuim&ntado com controle das variaveis
temperatura, vazado e umidade do ar (Bertucci g2@0D9). Este sistema foi utilizado na etapa
final do desenvolvimento do processo de producaccalalases visando a selecdo das
melhores condi¢cdes operacionais em processos diodmiautomatizados.

Desta maneira, a fim de otimizar o sistema FESpogsso de producdo enzimatica foi
avaliado utilizando-se a metodologia de planejamenperimental estatistico. Nesta analise
foram escolhidas trés variaveis: umidade inicial substrato, umidade e vazdo do ar de
circulacdo nas colunas do biorreator. Adicionalregapds a sele¢cdo das melhores condicdes
da FES em colunas, os complexos enzimaticos prdosiziomAspergillus nigera partir de
bagaco de cana-de-acgucar e farelo de soja foraadtssem condi¢Bes reais de hidrolise e
comparados com resultados obtidos com preparadosrciais, avaliando-se sua eficiéncia e

especificidade.

5.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.2.1 Avancos e necessidades da tecnologia de Ferme ntacdo em Estado
Solido

O processo de fermentacdo em estado sélido (FE®yeapa varias vantagens em
relacdo a fermentacdo submersa (FSm). Entre etale-ge¢ mencionar a possibilidade de
utilizacdo de residuos agroindustriais sélidos comatéria-prima, maiores produtividades em
termos de produto por volume e menores custos dpars devido a reducdo de etapas
posteriores (SARGANTANIS et al., 1993; PENA e LILLE al., 2001). Devido a estas

vantagens, a FES tem recebido crescente atencammao cientifico e industrial devido ao
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desenvolvimento de multiplas aplicac6es em prosedsdioremediacdo e biodegradacdo de
compostos perigosos, detoxificacdo biolégica dédwes agroindustriais, biotransformacgéo

de vegetais para enriquecimento nutricional, biopgdio e producdo de metabdlitos como
fatores de crescimento vegetal, acidos organicosidas, biosurfactantes, pigmentos, aromas
e em especial as enzimas (PANDEY et al., 2001; $SIAGIA et al., 2010).

Entre as enzimas de interesse industrial as fitem@slases, inulinases, celulases,
proteases, galactosidades, lipase e laccase nefam@senportantes insumos intermediarios
nas industrias quimicas, alimentares, téxteis,eenutras (SINGHANIA et al.,, 2007;
RAMACHANDRAN et al., 2004; RAMACHANDRAN et al., 26 RODRIGUEZ-COUTO,
2004).

Ainda mais, contextos de biorrefinarias de biomassgetal favorecem a inclusdo da
FES nos processos e tém renovado o interesse glaracdo como alternativa industrial com
projecdes energéticas (SUKUMARAM et al., 2005; SHMHNIA et al., 2010). A producéo
de celulases por FES usando residuos agroindastriaina grande demanda na industria dos
biocombustiveis e o0 emprego de varias configuragéagatores em escala piloto como leito
empacotado, leito fluidizado tém demonstrado ansaeplicabilidade da FES na producéo
de hidrogénio, acidos organicos, etanol e biodi@daIMA et al., 2007; WU et al., 2007;
LEITE et al., 2008).

No entanto, para sua efetiva difusdo em ambienghssiriais, a FES precisa superar
alguns desafios préprios da sua configuracéo tégiua como:

. Adequado monitoramento on-line das varidveis chaeeso teor de umidade e

biomassa microbiana;

. Entendimento aprofundado dos processos envolvidas nquatro fases
coexistentes na FES (biomassa, substrato solgiodt e gas).

. Desenvolvimento de mecanismos eficazes de remocgaaatbr metabdlico
produzido que eliminem gradientes internos de teatpea prejudiciais para o
crescimento microbiano e

. Reducédo de barreiras de transferéncia de massapeaasporte de oxigénio e
nutrientes atraves de sistemas de mistura efigente

Visando o escalonamento do processo, varios ava@gosido registrados em relacéo a
estudos cinéticos através da quantificacdo indidetebiomassa. Métodos de analises por

espectroscopia no infravermelho e processamentmagens em microscopia mostraram-se
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vantajosos frente as analises gravimétricas comanalises por glucosamina, ergosterol,
proteina e DNA (AURIA et al., 1993; COURI et alQd®). Na atualidade, o monitoramento
dos gases produzidos pela respiracdo microbiapa @) € considerado o método de maior
precisao na quantificacdo do crescimento microb{&@CCOL e VANDENBERGHE, 2003;
BHARGAV et al., 2008).

Neste sentido a modelagem e simulacdo de proceé8soum papel relevante na
avaliacao da viabilidade técnica econémica da RESetacdo ao destino final do produto e
sua inser¢do no mercado comercial (CASTILHO et20Q0; PRESEEKI et al., 2006). A
modelagem tem sido abordada para solucionar odiaketacnoldgicos préprios da FES,
como as limitacbes na transferéncia de massa &, adsim como novos projetos de
biorreatores e a previsdo do crescimento e a puvidiade microbiana (SAHIR, et al., 2007,
HARDIN, et al., 2002). Hamidi-Esfahani et al. (20@@m aplicado a modelagem estatistica
para otimizagcdo da produtividade da niger em relagdo aos efeitos simultdneos da
temperatura e umidade. Uma revisdo critica doscipais modelos e as novas tendéncias
nesta area é registrada por Rahardjo et al. (2@0@)uais ressaltaram que o uso da FES em
escala competitiva com processos de FSm podera ceecretizado através do

desenvolvimento de modelos atrelado ao projetamslesbiorreatores.

5.2.2 Aspectos bioquimicos na FES

Atividade de &gua e umidade, temperatura e tra@sfex de calor, aeracdo e
transferéncia de oxigénio, assim como a escolhguadia do microorganismo e do substrato
sdo os principais fatores que determinam a efi@émm bioprocessos de FES e a qualidade
do produto obtido.

Os parametros fundamentais para a transferénaimadsa (agua e solutos) através das
células microbianas sdo a atividade de agua (Avg emidade dos substratos sélidos
(PANDEY et al., 2001). A natureza do material,potde produto desejado e as necessidades
do microrganismo determinam o nivel de umidade @algg do substrato sdlido (LONSANE
et al., 1985). O excesso de liquido no interiomasdriz sélida leva a reducdo da porosidade
do leito, diminuindo a difusdo do oxigénio, a0 mesk@mpo em que, propicia um ambiente
favoravel a contaminacéo bacteriana. Por outro, Iadixos niveis de umidade no substrato
prejudicam o crescimento microbiano, pois compremeta difusdo de nutrientes e de
oxigénio, podendo levar a falta de nutrientes eaa@@mulo de metabdlitos inibitérios do
microorganismmo (GREVAIS e MOLIN, 2003).
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O controle deste parametro pode ser usado pardicand producdo metabdlica e sua
excrecdo. Grevais e Molin (2003) estudaram o efsiitivo da agua do substrato solido na
fisiologia fungica e nos mecanismos celulares (@xa&rescimento radial e orientacdoTdo
viride).

Por outro lado, durante a FES séo geradas congaerduantidades de calor, produto
das atividades metabdlicas do fungo, influenciadidetamente o crescimento e a producéo
de metabdlitos. Os substratos usados nestes poscagsesentam baixas condutividades
térmicas que favorecem a acumulacéo de calor eegiad de temperatura (BHARGAV et
al., 2008). A formacdo de zonas de alta temperauyaixa concentracdo de oxigénio afeta
negativamente a germinacéo dos esporos, o credaroelnlar e a consequente formacgéo de
produtos, ao passo que 0 extremo oposto apresenb®mn efeitos negativos ao crescimento
microbiano (NAGEL et al., 2001).

Portanto, a remoc¢do do calor metabdlico € pecaechavefetividade do processo de
FES. A transferéncia de calor esta fortemente $égad sistema de aeracdo utilizado.
Sangsurasak e Mitchell (1998) propuseram que aoeagfo por resfriamento pode retirar
aproximadamente 78% do calor do leito do substdiante a maxima elevacdo da
temperatura, ainda em sistemas arejados com aagatD controle acoplado da temperatura
e umidade € também um fator importante e objetestiglos nas atuais pesquisas. A auséncia
de agua livre e a baixa condutividade térmica dtesia dificultam a sua implementacao,
tornando se necessarios dispositivos de mistuta genantir homogeneidade no substrato e
maior efetividade na transferéncia de calor e m#B¥GHAVARAO et al.,, 2003). A
transferéncia de massa na FES envolve fenOmenosaeno e microescala. Na microescala o
crescimento da biomassa fungica € influenciado milaséo de O2 e CO2 intra e
interparticula. Fatores dependentes por sua vdardara e area da camada formada pela
umidade e o oxigénio dissolvido, ambiente efetigacdnsumo e producdo microbiano. Além
da difusdo dos gases, a transferéncia de massdaeoescala inclui o transporte de enzimas,
nutrientes, e metabolitos secundarios (NAGEL efal01).

O nivel macro inclui fatores como a taxa de aeragatipo e a granulometria do
substrato; o sistema e a velocidade da misturagngpdratura e o tipo do biorreator
(RAGHAVARAQO et al., 2003; BHARGAV et al., 2008).

Neste sentido, visando o estabelecimento das edaedfuncdes entre as diferentes

variaveis nas micro e macroescalas, a modelagentiaana caracterizacdo e selecdo de
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alternativas tecnologicas de FES. Modelos matepstiméticos e de transporte sdo base da
avaliacdo e escalonamento, assim como também auxiio desenho de biorreatores e na
criagdo de estratégias para seu controle (PRESEEMI, 2006; MITCHELL et al., 2004).

5.2.3 Biorreatores para FES

Em processos de fermentacédo, o projeto do biorrdaisca fornecer um ambiente
adequado para o crescimento e o cultivo dos migaemismos. As tentativas na etapa de
escalonamento tém promovido o desenho de varios tlp biorreatores de forma simultanea
aos avancos em engenharia bioquimica objetivandma@mmentos na transferéncia de calor
€ massa assim como o controle e monitoramentaerdb processo. A literatura classifica as
diferentes configuracées de um biorreator em 4goaies segundo o tipo de aeracdo e o
sistema de mistura utilizado:

. Reatores de bandeja, consistente em bandejas osulestvato € disseminado na
forma de uma fina camada de poucos centimetroga@rré mantido em camera
isotérmica com circulacao de ar umidificado. A pipal desvantagem deste modelo
€ que requer muito espaco quando aplicados emaeschistrial (PANDEY et al.,
2001).

. Reatores de leito fixo sdo usualmente compostosup@ coluna de vidro ou
plastico com base porosa contendo o substratcsd@isgnecanismo de aeragéo é por
injecdo de ar através do substrato. O controleedepératura € feito através da
circulacdo externa de agua em sistemas encamisadasn banho termostético
(RAIMBAULT, 1998; DURAND, 2003; RODRIGUEZ-COUTO eAN ROMAN,
2006). Esta configuracdo € empregada na produghisstimal de Koji, mas séo
encontradas dificuldades operacionais em relag@mastragem e heterogeneidades
no substrato.

. Reatores de tambor rotativo, este sistema reluneagd0 e a mistura do substrato,
enquanto limita os danos causados ao microorganamao produto. A mistura é
realizada por rotacdo total do reator ou atravévat®s dispositivos de aeracao
como defletores ou placas (NAGEL et al., 2001; DW®A 2003). A principal
limitagdo é o volume util do reator, acima de 3Q8teaenta dificuldades na mistura
e controle dos mecanismos de transferéncia de ME&3BRIGUEZ-COUTO e
SAN ROMAN, 2006).
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. Reatores de leito fluidizado, visando a desagregaggeparacao das particulas do
substrato, este desenho utiliza a aeracéao forgadauihatica) como mecanismo de
agitacdo e mistura. Apesar das melhoras na tré&msfer de calor podem ocorrer
danos na fisiologia do fungo devido a forcas delle@mmento (RODRIGUEZ-
COUTO e SAN ROMAN, 2006).

A Tabela 5.1 apresenta alguns exemplos de aplicdgfaliferentes tipos de reatores

registrados na literatura biotecnoldgica de FES:

Tabela 5.1 Algumas aplicacdes de biorreatores et FE

Microorganismo Susbtrato Produto Biorreator Referencia

. Bagaco de . . Di Luccio et al.
A. niger mandioca Acido citrico Colunas (2004)

. . . : John et al.
Bacillus subtilis Farelo de arroz lturina A Bandgja (2006)
Penicillium Torta de soia Lipase Frascos Ramachandran
simplicissimum ) P et al. (2005)
Penicillium Torta de oliva + . Reator de leito Anisha et al.

R bagaco de cana Lipase :
simplicissimum . fixo (2008)
(1:1, m/m)
Thermoascus , Tambor Xiong et al.
auranticus Palha de trigo Celulases rotatério (2007)
Trlcho_derma Farelo de trigo Celulases Frascos Gangadharan et
reesei al. (2005)
Suporte
Esqoto elastomeérico Hidrogénio e Reator de leito Singhania et al.
9 enriquecido com etanol fixo (2007)
carboidratos
Lactobacillus  P6 de semente deTanase Frascos Sabu et
sp. tamarindo al.(2006)
Clostridium Espuma de
tyrobutyricum  poliuretano : A Reator de leito
. . Hidrogénio .. Wu et al. (2007)
JM1 enriquecida com fixo
glicose

Fonte: Modificado de Singhania et al. (2009).

5.2.4 Hidrélise enzimética de materiais lignocelul6  sicos

No processo enzimético para producdo de etanof deracéo, a hidrolise da celulose
componente é catalisada por enzimas especificaamileadas de enzimas celuloliticas ou
celulases.

Enzimas como catalisadores biolégicos sédo extrem@meficientes, podendo acelerar
em média de T0até 10° vezes a velocidade da reacdo. Essa velocidade gédfuda
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concentracdo de substrato e geralmente seguem elovwético de Michaelis-Menten, onde
a velocidade da reacao € fungéo hiperbdlica daetdragdo de substrato. Dessa forma, torna-
se importante medir a atividade da enzima sob ¢éedi padrdo, ou seja, mesmo pH,
temperatura, forca ibnica e concentracdo de substia modo a permitir a andlise
comparativa de resultados (BON et al., 2008; MEMIERI., 2009).

A reacgdo catalisada pela enzima ocorre no sitieo atio substrato, formando o
complexo enzima-substrato, caracteristica estaf@uece o alto grau de especificidade da
enzima. O complexo de enzimas hidroliticas classifas como celulases e xilanases pode
catalisar essa hidrolise em condi¢cfes suaves géaesem geracdo de subprodutos. Durante
a hidrdlise enziméatica da celulose, as enzimasdeadacao especificas sdo as celulases que
produzem acucares redutores (AR) fermentescivessaducao de etanol (SUN e CHENG,
2002).

Diante da heterogeneidade da estrutura da cadeil@siea, a qual apresenta regides
altamente ordenadas, estabilizadas por numeroges;0&s de hidrogénio intra e
intermoleculares, e areas menos ordenadas ou a@nafssacarificacdo enzimatica da
biomassa depende de uma multiplicidade de ativgladpecificas complementares cujo
sinergismo € essencial para que todo carboidrata késponivel seja hidrolisado
(PITARELO, 2007). Pelo menos trés grupos principdes celulases estdo envolvidos no
processo de hidrdlise da celulose (Figura 5.1).e8cdcdo dos seus mecanismos e sinergia

foram detalhados no Capitulo 4 na secéo 4.2.2 iitagsio e mecanismos de acao.

CELULOSE

oA CEOH HO HO CHOH CHOH
HO HO CH,0 Chol l

Exo-B-1,4- GLUCANASE ENDO—B 14- GLUCANASE

Chon CHOH™0 CELODEXTRINAS

CH,0H_~0,

Crgi =0 4 " CELOBIOSE
B3-14-GLUCOSIDASE v

HO”N~CH20H—O.

0 H
H HO

GLICOSE
Figura 5.1 - Hidrélise enzimatica da celulose. EdPreira Jr. (2008).
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A maioria dos preparados celuldsicos comercialigad#io produzidos pelo
microorganismoTrichoderma resseque apresenta deficiéncia na expressdo da erfdama
glicosidase. A falta desta enzima restringe a omdee de celobiose em glicose
proporcionando inibicdo da atividade das celulgsts acimulo de celobiose. Por tanto, para
sua efetiva aplicacdo a suplementacdo @egticosidase se faz necessaria encarecendo o
processo de hidrolise (CEN e XIA, 2004; SUKUMARANMa., 2009; GOTTSCHALK et al,
2010).

5.3 OBJETIVOS

O presente capitulo € focado em dois objetivosaiol®d primeiro busca determinar as
melhores condi¢cdes operacionais do reator de cahstramentado para producdo de enzimas
celuloliticas pelo microorganisnf nigerpor fermentacdo em estado soélido (FES). Com esta
finalidade foram delineadas algumas metas:

. Avaliar a influéncia dos parametros de operacd@deae umidade do ar e

umidade inicial do substrato na produtividade dadgel>’CMCase e xilanase.

. Utilizar metodologias sequenciais de planejamerfeemental para selecdo das
melhores condi¢cdes nos intervalos de operacadohedoslvisando a maximizacao
das produtividades enzimaticas.

. Monitorar o perfil de producdo de G@o A. nigercomo medida indireta do seu
crescimento durante a FES em condicbes selecionpdds planejamento
experimental.

O segundo objetivo visa determinar o desempenhb deacomplexo celulolitico
produzido nas melhores condicbes de FES. Com estdidhde, estas enzimas foram
aplicadas na hidrolise enzimatica do bagaco de eapkdido, sendo monitorados fatores
como concentracdo de agucares redutores formattmscentracéo de glicose durante 72 h de

sacarificacao.

5.4 MATERIAL E METODOS

Para a selecdo das melhores condi¢cdes operacimdesmentacdo em estado solido
(FES) visando a producdo de enzimas celuloliticasb@rreator de colunas com aeracdo

forcada. Foram delineadas as etapas experimeptaisemtadas no fluxograma da Figura 5.2.
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1. FES em biorreator par
avaliacao de parametros

significativos.

FES em condic¢des estéticgs
(frascos erlenmeyer).

A 4
2. FES em biorreator par
selecédo das melhores

condicOes de operagao.

FES em condicdes estéticgs
(frascos erlenmeyer).

A 4
3. Analise respirométrica e]

producdo de complexos
enzimaticos nara hidrolis

N N )

A 4

4. Hidrdlise enzimatica de B
explodido com enzimas
produzidas em biorreator e
comerciais

Avaliacédo da especificidade através da
cinética hidrolitica e producédo de acucares.

Figura 5.2 - Fluxograma experimental das etapasidag experimentais

As etapas 1,2 e 3 constituidas por experimento§ER® em biorreator de colunas
(condicdes dinamicas) foram mensuradas pela prodeigZimatica em relacao as atividades
FPase, CMCase e xilanase. Paralelamente foranzadai experimentos em condicdes
estaticas (frascos) visando avaliar os efeitos réacdo forcada e o controle operacional
atingidos com a operacao do reator. A producaoaiiana de C@e da enzima CMCase foi
monitorada durante 72 horas de FES na 3?2 etapmfdfstentacdo foi conduzida a partir das
condicbes selecionadas nas etapas preliminareppaitacdo do complexo enzimatico a ser
utilizado na sequéncia no processo de hidrolise.

Na 42 etapa, foi avaliada a especificidade do defuenzimatico produzido nas
melhores condicbes experimentais das etapas preéesdePara isto, foram realizados

experimentos de hidrélise enzimatica de bagaccada (BC) previamente explodido, sendo
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monitoradosos acgUcares redutores (AR) produzidos meterminacdo da eficiéncia

enzimética do complexo celulasico.
5.4.1 Material usado na FES

5.4.1.1 Biorreator

A selecdo das melhores condi¢cdes de operacdo ndorEsalizada em biorreator do

tipo colunas com aeracao forcada, em escala lab@lato qual é apresentado na Figura 5.3.

Este modelo foi adaptado de Raimbault e Germong)1@ados citados por Durand, 2003).

e =

¥ > . ‘ 1
¥

Figura 5.3 - Foto ilustrativa do biorreator de cals utilizado nas FES deste trabalho.
O biorreator conta com 12 colunas (2,5 cm de di@met20 cm de comprimento)
regularmente dispostas em banho termostatico padps com sistema de controle on-line de
vazao e umidade relativa do ar. O principio de ifuramento do sistema é manter uma razao
entre fluxo de ar seco com outro de ar saturado &gua de forma a obter um fluxo de ar
constante com umidade também constante, conforneeessidade do operador. Cada uma
dessas linhas de entrada possui um controladduxie le massa que apresenta medida de
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fluxo na saida entre 0 e 1000 mL fhitUm conjunto de sensores faz as medidas de umidade
relativa e da temperatura do ar resultante da raigtar seco e ar saturado). O sensor de
umidade usado também possui um resistor de plagara medida de temperatura. A
sequéncia de medidas, armazenamento de dadoshdssee graficos em tempo real, e
acionamento dos controladores de fluxo de massgit& ¢om auxilio de um pacote de
programacao por interface grafica, chamado LabVdamNational Instruments (NATIONAL
INSTRUMENTS, EUA) (BERTUCCI e COURI, 1996; BERTUCEt al., 2009). Um mddulo

de medida da quantidade total de,qQ@AISALA, Finland) € conectado com a saida doear d
circulacdo de duas colunas para monitoramento a#upéo de C®em funcdo do tempo de
FES. Esta tecnologia foi desenvolvida no Laboratédie Agroenergia da Embrapa

Instrumentacéo sob coordenacado dos Drs. VictouBere Cristiane Farinas.

5.4.1.2 Microorganismo

O microrganismo empregado foi uma linhagem do furiggmentoso A. niger,
pertencente a colecdo da Embrapa Agroindustria limeAtos, RJ. Os esporos foram
preservados em tubos de ensaio com tampas rosgueattanto solo estéril e estocados a -
18 °C. O microrganismo foi ativado em duas etamagahsferéncia: no primeiro repique, 0s
esporos foram transferidos dos tubos com solo paraneio basico composto por agar e
incubados por 7 dias em estufa a 30 °C.

Na etapa de ativacéo, os esporos deste repiqua foculados em meio de sabugo de
milho enriquecido com solucdo salina de peptonaURDe FARIAS, 1995). Apds a
inoculagao, os frascos foram incubados por 5 did®°@ e posteriormente armazenados sob
refrigeracdo a 4°C, por um periodo de 4 dias pé@izagéo como inoculo para FES. Todos os
procedimentos envolvendo manuseio do fungo e mahtpreviamente esterilizado foram

realizados em camara de fluxo laminar (BUZZATOS3dH).

5.4.1.3 Substrato

Tanto o substrato solido quando o meio de supleagéatpara FES foram definidos no
Capitulo 4. Assim o substrato solido utilizadodaoia mistura de 65% de bagaco de cana-de-
acucar (BC) e 35% de farelo de soja (FS) com goamefria controlada entre 1-4 mm em
peneiras ASTM. O BC foi cedido pela empresa Ed@m&stemas Ltda. e o FS adquirido em
agropecuéria Claro. Apés aquisicao os substratasiffarmazenados em sacos plasticos a -18
°C até utilizagao.
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O acondicionamento do BC visando seu uso na FE8#lizado através da lavagem
com agua corrente e pré-tratamento hidrotérmicoaatoclave a 120 °C por 60 min com
relacdo m/v: 1:10 (definido no Capitulo 3). Apopa@acao da fracdo solluvel por filtracdo o
BC foi seco em estufa a 50°C até reducédo da umiaga@dores inferiores de 10%. O FS foi

utilizado sem tratamento prévio.

5.4.1.4 Meio de cultivo para producéo de celulases

O meio liquido de suplementagéo para os experiraetgoFES em colunas baseou-se
na composicao sugerida por Mandels e Weber (1268)teracdo da composicdo do mesmo
visou seu enriqguecimento em fontes protéicas eeftudada no capitulo 4 da tese. A
formulacdo resultante consistiu em (g)Lcarboximetilcelulose 5,00; uréia, 0,30; peptona,
8,00; extrato de levedura, 18,00; sulfato de am@hid0; fosfato monobasico de potassio,
6,00; sulfato de magnésio, 0,3; cloreto de cal@id; sulfato de zinco, 0,0014; sulfato de
ferro, 0,005; cloreto de cobalto, 0,002 e sulfaawhnganés, 0,0016.

5.4.2 Material usado na hidrélise

5.4.2.1 Enzimas

Foi utilizada uma solucédo enzimatica bruta obtigasa72 de FES no biorreator nas
melhores condi¢cdes experimentais encontradas mejplaento estatistico. Estas enzimas
foram devidamente caracterizadas em relacdo asatuvakdes FPase, CMCase, xilanase. A

atividade de3-glicosidade foi também dosada no complexo cetidolfinal.

5.4.2.2 Substrato para hidrolise

O material lignoceluldsico submetido a hidrélisezierética foi o BC previamente
explodido. A explosdo com vapor sob presséo folizada na usina de procedéncia a
temperatura de 200°C e pressdo de 15-16 K@ dorante 7 minutos. Este substrato foi
gentilmente cedido pelo Centro de Tecnologia Cama/(CTC). O substrato foi lavado com

agua corrente até atingir transparéncia na cogda de lavagem.

5.4.2.3 Sistema de Hidrélise

O sistema de hidrolise consistiu basicamente entore=a de vidro de 250 mL
encamisados com controle de temperatura e agitag@dnica. A montagem experimental

utilizada pode ser observada na Figura 5.4
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Figura 5.4 - Equipamentos utilizados na hidrélieeBeC explodido com enzimas produzidas
no biorreator de colunas instrumentado.

5.4.3 Metodologia para FES em biorreator de colunas  instrumentado

Os experimentos de FES para producdo de enzimasoltelas em biorreator
instrumentado foram conduzidos em colunas cilimdridge vidro contendo aproximadamente
10 g de meio de fermentacao previamente esterdiradoculado. A temperatura foi mantida
a 32°C pela imersdo das colunas em banho ternoostédm circulacdo. A unidade de
fermentacao utilizada para realizagdo do processuife o controle e variacdo da umidade e
vazao do ar. Estes parametros assim com a umidadal ido substrato representaram as
variaveis estudadas neste capitulo por metodologigganejamento experimental.

Visando a comparacdo entre condi¢cdes dindmicasrdbior) e estaticas foram
realizadas FES em erlenmeyer de 500 mL contenddessuibstrato sélido suplementado com
o0 meio de cultivo em condi¢des de umidade inidgrailares aos experimentos em biorreator.
A umidade inicial dos substratos foi determinadgusdo a Equacéo 5.1

U% = (m) x (m_ + mg)* (Equacdo 5.1)

Onde

m_ = massa de solucao de suplementacao de nutr{ghntes

ms = massa de substrato solido (g)

A esterilizacdo foi realizada em autoclave por 20 en120°C e 1 atm, a excecdo das

colunas, cuja esterilizacéo foi feita em estufaelsagem a 200°C durante 2 h.

166



Capitulo 5. Fermentacdo em Estado Solido em Rdat@olunas Instrumentado

A inoculagcdo do meio de fermentacdo foi realizada &mara de fluxo laminar
(BUZZATOS, Brasil). Para liberacdo dos conideo#®\daigercrescidos em sabugo de milho
foram adicionados 100 mL de solucéo surfactantiede Tween 80 0,3% m/v, a mistura foi
agitada manualmente com bastéo de vidro. A coragurdos esporos nesta suspensao foi
determinada em microscépio usando Camara de Neub&ueolume de inéculo para
fermentac&o foi calculado visando uma concentréigdbde 10 esporos g de meio sélido.

Apés 72 horas de FES, a extracdo das enzimas pdadufoi realizada com a
transferéncia do meio fermentado das colunas pasads erlenmeyers e adicado de solucéo de
tampdao acetato 0,2 M, pH 4,5 na relagéo 10:1 v/hoogeneizagcdo da mistura realizou-se
emshakerpor 1 hora a 120 rpm e 32 °C. O material foi effilffiado a vacuo utilizando-se
papel de filtro e centrifugado a 10000 rpm duratBeminutos, a 10 °C. O sobrenadante
consistido da solucdo enzimatica bruta foi armatenra -5°C até analise em relacdo as

atividades FPase, CMCase e xilanase.

5.4.3.1 Andlise respirométrica

No presente estudo, monitorou-se o consumo dedticke carbono (C£ utilizando
um sensor de CQVAISALA, Finland). O modulo para medida foi conado a linha de gas
em 2 colunas selecionadas e a medida foi realidadante 72 horas de FES. A quantidade
total de CQ produzida foi estimada usando parametros comoea total da curva da

producao gasosa, tempo de cultivo e a vazao diliaada na equacao ideal dos gases.

5.4.4 Delineamentos Experimentais para definicdo de condicdes

operacionais em biorreator

Para selecdo das melhores condicbes operaciondtE®aem biorreator de colunas
instrumentado, aplicou-se metodologia de planejagonexperimental em duas etapas:

Na primeira etapa avaliou-se os efeitos da vaz@migade do ar de circulacdo nas
colunas e a umidade inicial do substrato atravésxgerimentos delineados por planejamento
fatorial completo.

A segunda etapa visou a otimizacdo dos parametgrsficativos resultantes da
primeira etapa mediante delineamento compostoalentacional (DCCR).

As andlises estatisticas foram conduzidas atravéoftware Statistica® 7.0 (StatSoft,

Tulsa, OK, USA). Este programa também foi usada pgarar as superficies de resposta
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obtidas a partir da realizagdo de DCCR. A adeqadeidlos modelos foi avaliada através de
andlise de variancia (ANOVA).

5.4.4.1 Planejamento Fatorial Completo

Para avaliacdo dos efeitos de umidade e vazéo de a@rculacdo e umidade inicial do
substrato nas FES em biorreator foi realizado uinemento fatorial completd’ 28 ensaios
+ 3 pontos centrais) totalizando 11 ensaios. Otcefdestas variaveis independentes foi
mensurado pelas atividades enzimaticas de FPas€aSidVk xilanase (variaveis resposta). Na
Tabela 5.2 podem se observar os niveis das vasi@stiidadas nos experimentos feitos em
duplicata em tempo real.

Os valores das variaveis foram escolhidos segurperienentos prévios com farelo de
trigo (dados submetidos para publicacéo). A regliaados planejamentos fatoriais permitiu a
selecdo de variaveis estatisticamente significatieen relacdo a producdo de enzimas
celuloliticas.

Tabela 5.2 Valores das variaveis independentdsadis no planejamento fatoridl2ara
selecdo de meio de suplementacéo.

Variaveis Niveis

-1 0 +1
Umidade do ar (%) X 60 70 80
Vazdodo ar (mL.mi) x, 12 24 36
Umidade do substrato (%) 3 x 50 60 70

5.4.4.2 Delineamento Central Rotacional

Foi realizado um DCCR com as variaveis signifiagivesultantes do planejamento
fatorial completo. O DCCR consistiu em um planejamne&ompleto 2com 4 pontos axiais e
3 repeticbes no ponto central, totalizando 11 essaobjetivando-se a otimizagdo da
produtividade celulolitica através da metodologe siperficie de resposta. As variaveis
estudadas foram: umidade do substrato e vazdo slendo os niveis reais e codificados de
cada variavel apresentados na Tabela 5.3. As faigagladas foram definidas em base no

planejamento completo. Os experimentos foram @@tz em duplicata.

Tabela 5.3 Valores das variaveis independentegadds no DCCR para dois fatores.

Variavei Niveis

aravers 141 1 0 +1 +1,41
Vaz&o do ar (mL min) X1 15 20 30 40 45
Umidade do substrato (%) 2X 45 50 60 70 75
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5.4.5 Experimentos de Hidrodlise do BC explodido

Nesta etapa, avaliou-se a capacidade da solucdmaita de sacarificar o BC
previamente explodido. Para isto, foi utilizado @mplexo enzimatico produzido
experimentalmente nas melhores condicbes operasidaaFES no biorreator, previamente
selecionadas.

As condicOes de reacdo empregadas foram: agita;d0Q@rpm em reator encamisado
de 250 mL a 45 °C por 72 h e relagéo sélido:liqudéol:10 (m/v) e pH 4,8. O tampéao de
hidrélise foi composto de citrato de sédio 0,05 iidl A carga enzimatica utilizada foi de 5
FPU g' de material lignocelulésico seco. Adicionalment fealizada uma hidrélise
controle, nas mesmas condicdes descritas acimadiedo de enzima, visando a avaliagdo da
formacao de acucares por solubilizacao.

A hidrdlise foi monitorada nos seguintes tempooperacéo (h): 0, 2, 4, 6, 8, 10, 22,
34, 48, 58 e 72. Cada amostra do monitoramentonit)} foi fervida por 5 min para
inativacdo enzimatica. Parte deste volume foi aad& pelo método do acido dinitrosalicilico
(DNS) para quantificacdo dos aglcares redutored'(ARutra por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) para determinagéo de glices@ose ao longo do tempo.

A conversdo da hidrolise em relacdo aos acucadhgares foi calculada segundo
Martins (2007) de acordo com a Equacao 5.2:

X% = Car X VR X (0,521 x M)™* x 100 (Equacdo 5.2)

Onde,

X% = conversao celulose em glicose;

Car = concentracdo de AR (g%

VR = volume reacional (L);

0,521 = fator de conversao;

My = massa do BC (g).

Todos os experimentos de hidrélise enzimatica,masximo as analises dos AR e
monossacarideos produzidos foram realizados noragism de Engenharia dos Processos
Enzimaticos, coordenado pela Profa. Raquel Giordaao Departamento de Engenharia
Quimica da UFSCar.

! A metodologia analitica para determinacdo dosarescredutores foi realizada segundo Miller (1959),
conforme descrigdo na secéo 4.4.2.3 de Materiat®dd do Capitulo 4.
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5.4.6 Métodos Analiticos

A determinagéo das atividades FPase, CMCase eag#dioi detalhada na se¢éo 4.4.2.3
de Material e Método, no Capitulo 4.

5.4.6.1 Analises dos acgucares produzidos por craygsdfia liquida

Os hidrolisados obtidos pela hidrélise enzimataarmh analisados por CLAE, segundo
metodologia desenvolvida por Rocha et al. (199%)akdada por Gouveia et al. (2009).
Empregou-se uma coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8, n®O-RAD, EUA) em um
cromatégrafo Shimadzu LC-10AD, utilizando como fasével HSO, 0,005 mol [* com
fluxo de 0,6 mL miff, a 45 °C.

Os compostos foram monitorados com um detectomded de refracdo Shimadzu
RID-10, sendo os compostos fenodlicos presentesamastras removidos por cartuchos de
extracdo solida Sep-Pak C18 (WATERS, EUA).

Os cromatogramas das amostras foram comparadososopadrées dos acUcares e
acidos organicos analisados, sendo a quantificéejée por curvas de calibracdo de cada

composto.

5.5 RESULTADOS

Nesta secdo sao apresentados experimentos de FE®ioeraator de colunas
instrumentado para produgcdo de enzimas celulditieaa avaliacdo da sua capacidade
hidrolitica em material lignocelulésico. O contrala umidade e vazdo do ar nas colunas
permitiu avaliar a introducédo de condi¢cdes dinamiiea biprocesso. Assim também foram
utiizadas metodologias de delineamento estatistexperimental devido interagéo
operacional entre estes parametros, visando asoraslitondicdes de FES para producéo
celulolitica.

A selecédo dos parametros inerentes ao substratdedesse, bagaco de cana-de-agucar
(BC) e ao meio de suplementacéo foi objeto de estwd Capitulo 4. O desenvolvimento
dessa etapa foi realizado em condi¢cfes estati¢zs € frascos) e permitiu a definicdo da

composicao do substrato.
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5.5.1 Delineamentos experimentais para definicdo da s melhores

condi¢cOes de FES em biorreator de colunas

5.5.1.1 Selecéo de variaveis significativas - Plgamento Fatorial Completo

No estudo das variaveis operacionais do reatagrfggregado um planejamento fatorial
completo. Avaliou-se o efeito e a significancia eariaveis independentes: umidade do
substrato (%), umidade e vazao do ar {y &través de um delineamentl €om 3 repeticdes
no ponto central (11 ensaios). Os niveis e os @aldas variaveis foram apresentados na
Tabela 5.2 na seccdo de Material e Métodos. Osresmldas variaveis independentes
(codificados e decodificados ou reais) e as reapgsara as atividades enzimaticas FPase,
CMCase e xilanase sao apresentados na Tabela 5.4.

Com fins comparativos, foram realizadas também &@BSrascos erlenmeyer visando
avaliar a influencia das condi¢cbes dinamicas ddoreao desempenho microbiano para
producao enzimatica.

Tabela 5.4 Matriz de planejamento fatorial comp&tdas variaveis estudadas com os

valores reais entre parénteses e as respostasvildades enzimaticas FPase, CMCase e
xilanase, ap6s 72 h de FES cémmiger.

Ensaio X, X, Xs£  FPast CMCasé Xilanasé
1 1(60)  -1(12)  -1(50) 0,19 9,56 112,79
2 +1(80) -1(12) -1(50) 0,27 14,67 138,58
3 160)  +1(36) -1(50) 0,21 14,15 133,44
4 +1(80) +1(36) -1(50) 0,56 17,46 15589
5 1(60)  -1(12)  +1(7000,47 18,26 146,43
6  +1(80) -1(12) +1(70033 11,94 134,20
7 160)  +1(36) +1(70)0,28 17,53 147,23
8 +1(80) +1(36) +1(700,40 17,60 157,55
9 0(70) 0(24) 0(60) 0,43 1456 142,08

10  0(70) 0(24)  0(60) 0,37 14,46 139,86
11  0(70) 0(24) 0(60) 0,48 16,50 147,06
12 50 0,37 18,19 147,02

13 Condicdes estaticds 60 0,43 19,02 150,08

14 70 0,52 20,47 156,07

2 umidade relativa do ar (%)yazao do ar (mL mif); umidade do substrato (%)atividade
enzimatica Ul @ - os resultados representam a média de FES ericataptm tempo reaf.
Ensaios de FES em erlenmeyers.
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Neste sentido pode-se observar na Tabela 5.4 queamalicdes de estudo ndo houve
diferencgas significativas entre as atividades eaticas obtidas em ambos 0S processos
(estatico e dinamico). No entanto, constatou-se @uedeito quase linear da umidade do
substrato em condi¢des estaticas, ndo € reprodupidnorreator. O efeito e interacdes das
varidveis dindmicas (umidade e vazdo do ar) resmtaem uma maior variabilidade de
produtividades enzimaticas.

Cada enzima mostrou comportamento diferente ent&elaa melhor condicdo de
operacdo. A maior atividade da FPase (0,56 V)ifgi registrada no ensaio 4, com os maiores
niveis de vazdo e umidade do ar de circulacdo adesaenor nivel de umidade do substrato.
A CMCase registrou como melhor atividade 18,26 Ulogm 60% de umidade do ar, 12
mL.min™ de vazédo e 70% de umidade do substrato. A enzilasase, apresenta tendéncia
semelhante a FPase pois 0 ensaio 8 com os niveEshws de umidade e vazao do ar atingiu
a melhor producéo de 157,55 Ut.g

Os dados da Tabela 5.4 foram analisados no prog&iatestica® para o calculo dos
efeitos das variaveis independentes nas trés rtaspdg interesse como apresentado na
Tabela 5.5.
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Tabela 5.5 Efeito dos fatores estudados no plamjantompleto 2sobre as atividades enzimatica FPase, CMCasareasa.

Andlise de efeitos: FPase Andlise de efeitos: Cd4Ca Andlise dos efeitos: xilanase

Fatores Efeitd Erro Padrdot(4) p - valof Efeito® Erro Padrdot(4) p - valofEfeitd® Erro Padraot(4) p - valor
Média 0,36 0,02 16,22,00 15,15 0,41 36,88,00 141,371,66 84,920,00
Qu ar 0,11 0,05 2,00 0,12 0,54 0,96 0,56 0,60 11,58 3,90 2,97 0,04*
(2)Var® 0,05 0,05 0,94 0,40 3,57 0,96 3,71 0,02f 15,5303,9 3,98 0,02*
(3)Usub” 0,06 0,05 1,18 0,30 2,38 0,96 2,46 0,07F 11,18 3,90 2,86 0,05*
1by?2 0,13 0,05 2,50 0,07*] 0,65 0,96 0,67 0,54 04,83,90 1,23 0,29
1by3 -0,11 0,05 -2,139,10* |-3,67 0,96 -3,800,02* |-12,54 3,90 -3,21 0,03*
2by3 -0,11 0,05 -2,00,11 -0,11 0,96 -0,110,91 -3,45 3,90 -0,88,43

2 Os efeitos sdo apresentados em Ul gumidade relativa do ar (%)vazdo do ar (mL mif); ® umidade do substrato (%) As varidveis que
apresentaram influencia estatistica significataed®@% de confianca) sobre concentracdo das enzwadiadas estdo marcadas com estrela, *
p<0,1. Se os valores de p-valor forem menores quged de significAncia escolhido, no caso 10% oy Baldiferenca significativa em relacao
ao fator estudado, e quanto menor o valor p, naiofluéncia desse fator em relacdo aos demais.
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O planejamento fatorial permitiu a ponderacao flaéncia das varidveis do processo e
a avaliacdo da tendéncia a seguir no proximo @amejto visando-se otimizacao.

Como se pode observar na Tabela 5.5, o efeito iywmsitos fatores indica que o
aumento nos seus valores favorece a variavel respgsoduticdo enzimatica) e a
significancia da interacdo sugere que seu efeitn édroporcional a soma dos efeitos
individuais. Assim, o efeito positivo da interagcda U% do ar e a U% do substrato se
mostrou significativo para todas as enzimas e oh@@r que o acréscimo conjunto de U% do
ar e U% do substrato elevaria a producdo enzimatica

Em relagdo a enzima FPase, a interacdo positid%lae vazdo do ar é considerada
também significativa, com isto o incremento nosssealores teria que ocorrer de maneira
simultanea para garantir o adequado balanco deadgimido processo de FES. Apesar de que
nenhuma das variaveis individuais mostrou sigmiica& estatistica para FPase, seu efeito
pode ter sido relativamente atenuado quando comiparam a significancia estatistica das
interacdes, pois sabe-se que a a influencia dosefatdindmicos € decisiva na producao
enzimatica (PANDEY et al., 2001; DURAND, 2003) .

Para CMCase, a vazéo do ar e a U% do substratm esso a interacdo entre a U%
do ar e U% do substrato mostraram significAnciatissica. J& para xilanase, os efeitos das
trés variaveis U% do substrato e U% e vazdo doranf consideradas significativas.

A vazao do ar, responsavel pelo mecanismo dinahichiorreator de colunas teve
efeito positivo na producdo de celulases devidoompcao da estabilidade da umidade no
substrato e a melhora na transferéncia de oxig@apoutro lado, a remocéo mais eficiente
do calor gerado pelo crescimento microbiano, fasewetambém a manutencdo da
temperatura apropriada do processo (LATIFIAN et2107).

Com base nos resultados estatisticos para as eri@valisadas, delineou-se um novo
planejamento fatorial a fim de implementar a otegio das mesmas variaveis. Desta forma
propos-se ampliar a faixa de estudo da vazdo de 42-36 mL mitt para 15-45 mL min
visto que pela andlise estatistica maiores valdeeX, favoreceu positivamente a producéo
enzimatica. Da mesma forma, a faixa de estudo ddad® inicial do substrato foi ampliada
para 45-75%. Tendo em consideracado que o limiteatlgacédo do substrato foi determinado
em 80% (Capitulo 4). Quanto a varidvel U% do amogge fixa-la no maior nivel (80%)
visando a estabilidade nos fenbmenos de transfarée massa mas com a premissa

estatistica que variavel ndo mostrou efeito sigaiivo no rendimento das enzimas.

174



Capitulo 5. Fermentacdo em Estado Solido em Rdat@olunas Instrumentado

5.5.1.2 Delineamento Central Rotacional

O novo planejamento de experimentos foi baseaddCGOR com o intuito de avaliar o
efeito das variaveis vazdo do ar e U% do subseattimizar a produgdo enzimatica no
intervalo das condi¢des operacionais selecionadas.

O DCCR foi constituido por 4 ensaios em dois niyeise +1), 4 ensaios nos pontos
axiais (-1,41 e +1,41) e 3 ensaios no ponto certotdlizando 11 ensaios em duplicata em
tempo real. A matriz dos ensaios com os valoreis (eatre parénteses) e codificados das
variaveis estudadas, bem como as respostas olpi@dtasas atividades enzimaticas FPase,
CMCase e xilanase estdo apresentados nas Tabd&asP&ra efeito de comparacao,
novamente foram realizados 0s ensaios em condégbéscas com variacdo da U% inicial do
substrato.

Tabela 5.6 Matriz do DCCR das variaveis em estuao ¢alores reais entre parénteses e as
respostas em atividades das enzimas FPase, CMQ#éagerase.

Ensaio X% ° X, Fpasé CMCasé Xilanasé
1 1(20) -1(50) 0721 1378 103,75
2 1200 +1(70) 065 18,70 132,51
3 +1(40) -1(50) 0,49 13,06 122,52
4 +1(40) +1(70) 0,65 1835 124,39
5 0(30)  -1,41(45) 0,81 14,67 132,50
6 0(30)  +1,41(75)0,89 19,11 143,03

7 1,41(15) 0(60) 041 17,21 117,48
8 +1,41(45) 0(60) 045 1925 96,47

9 0(30) 0(60) 050 1899 111,15

10 0(30) 0(60) 049 2332 114,56
11 0(30) 0(60) 050 21,15 112,85
11 45 024 664 130,29
12 o 034 1381 130,23
13 g;ggf;eseb 040 1648 154,29
14 70 042 17,99 149,43
15 75 042 1989 177,47

2vazdo do ar (mL mif); ° umidade inicial do substrato (%)atividade enzimética (UI'Y) -
os resultados representam a média de 2 determmé¢aesaios de FES em erlenmeyer.

Observa-se que na Tabela 5.6 as atividades da ERasendi¢bes dinamicas (ensaio 6)
atingiram valores de atividades 2 vezes maioresagumndi¢des estéticas (0,89 frente a 0,42

Ul gb). As melhores condicdes para CMCase registrames@omto central com valores
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intermediarios de vazdo e U% do substrato, indicandegido 6tima de producdo. Além do
controle dos parametros operacionais, 0 processamico favorece a manutencdo da
temperatura e dissipacdo de £@través do mecanismo de aeracao forcada. Emgfmsdi
estéticas, a remocéao do calor produzido durantescicnento microbiano é prejudicada pela
baixa condutividade térmica do substrato sélidacaréncia de superficies trocadoras de calor
(RAGHAVARAO et al., 2003). Ademais, a melhor ciragéio de ar proporciona uma melhor
taxa de transferéncia de oxigénio interparticumntudo, o nivel 6timo da mesma depende
da area superficial de transferéncia (liquido-gaa)densidade da camada fungica parametros
microscoépicos nao mensurados no presente trab@BSTRA et al., 2001).

Em relacao a literatura, Dominguez et al. (2001ifigaram que a producao enziméatica
triplicou ao se utilizar o maior nivel de aeracéa,producdo de enzimas ligninoliticas por
Phanerochaete chrysosporiurem cultivo em estado solido. Latifian et al. (2D07
incrementaram as atividades de FPase e o cresomantobiano deT. reesei resultados
similares aos apresentados por Deschamps et al4)(2® Zhang et al. (2003) que
determinaram também o efeito positivo do incremet#o areacdo na producdo de
harzianume P. decumbensespectivamente. Contudo, Rocky-Salimi e Hamidakani
(2010) observaram maiores atividades da FPase atguréscimo de areacdo (<60 mL i)in
juntamente com o tamanho de particula do substfatelo de arroz com reatores
encamisados. Pode-se dizer, portanto, que a tasaededo ideal e seus efeitos na secagem
do substrato e na fisiologia do fungo séo espediffzara cada sistema ecoldgico formado
(ROCKY-SALIMI e HAMIDI-ESFAHANI, 2010).

Por outro lado, a enzima xilanase mostrou compaméon oposto, com a melhor
produtividade de 177 Ulgalcancada em condicBes estaticas (75% de U% dsiratd)
frente a 143 Ul g em condicdes dinamicas (30 mL mide vazéo do ar de circulacéo). Estas
observacdes sugerem que ha diferenca na morfatugrabiana relacionada com a expresséo
enzimatica das xilanases. Neste sentido, Viniegnaz&8lez e Favela-Torres (2006)
ressaltaram a importancia da formagdo e morfolagiahifas (organelos de respiracéo
fungica) como mecanismo modulador da inducéo otesspo de proteinas especificas.

Em relacdo ao primeiro planejamento, cujos melhoessltados foram 0,56; 17,60 e
157,55 Ul ¢ respectivamente para FPase, CMCase e xilanases ouacréscimo de 58% e
32,5% respectivamente para FPase e CMCase, ao passgara xilanase houve um
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decréscimo de 9% mostrando que as condi¢cdes edasllfavoreceram em diferentes
propor¢des as sinteses enzimaticas.

Analogamente ao planejamento fatorial precedent@lizou-se a avaliacdo dos
resultados nesta etapa com o programa Statistica@ilplitando o célculo dos efeitos e sua
significancia estatistica das varidveis avaliad2s.analise estatistica, para cada variavel
resposta (FPase, CMCase e xilanase), obtiverams-séeitos significativos, erro padrao e os

valores dep para avaliacao da sua significancia estatist@@s (Tabela 5.7).
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Tabela 5.7 Resultados dos efeitos, desvio padedor; /e p valor provenientes do DCCR para otinéipagas condi¢cdes operacionais no

biorreator.
FPase CMCase Xilanase

Fatores Efeito Erro Padrdot(5) p-valor| Efeito® Erro Padrdot(5) p-valor| Efeitc® Erro Padrdot(5) p-valor
Média 0,50 0,07 7,07 0,00] 21,15 1,10 19080 | 112,854,04 27,900,00
(x)V ar¥(L) 0,08 0,09 098 0,37| 045 1,35 0,33 0,7% -4,77954 -0,96 0,38
Var?(Q) -0,14 0,10 -1,340,24 | -3,72 161 -2,310,07* |-6,66 5,90 -1,130,31
(x2)U% sub®(L) 0,18 0,09 2,09 0,09* 4,12 1,35 3,05 0,03* 11,38 54,9 2,30 0,07*
U% sub”(Q) 0,29 0,10 2,80 0,04 -5,06 1,61 -3,15603* | 24,12 5,90 4,09 0,01*
1L* 2L -0,14 0,12 -1,130,31 | 0,19 1091 0,10 0,93| -13,43,00 -1,92 0,11

2vazdo do ar (mL min); umidade do substrato (%)ps efeitos sdo apresentados em Yl*gp<0,1, fatores estatisticamente significativos a p
<0,1 (90% de nivel de confianca). L- termos linea@stermos quadraticos.
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Apoés exclusdo dos efeitos ndo significativos realige novamente a andlises de
regressao para determinar os coeficientes dos o®del ajuste dos dados experimentais. Os
resultados dos conjuntos de dados, para cadaat®/igodem ser observados nas Tabelas 5.8,
5.9 e 5.10.

Tabela 5.8 Resultados dos coeficientes de regredséao padréo, valor t e p valor
provenientes do DCCR para FPase com exclusao @d&e@rnao significativas.

FPase
Fatores Coeficient&rro Padréao t(5) p-valor
Média 0,43 0,05 7,95 0,00
(x2) U% substrato (L) 0,09 0,05 1,97 0,08
U% substrato (Q) 0,16 0,05 3,15 0,01

Tabela 5.9 Resultados dos coeficientes de regredsfaio padrdo, valor t e p valor
provenientes do DCCR para CMCase com exclusaori®/es nao significativas.

CMCase
Fatores Coeficiente  Erro Padréo t(7) p-valor
Média 21,15 0,94 22,42 0,00
(x1)Vazao ar (Q) -1,86 0,69 -2,70 0,03
(x2) U% substrato (L) 2,06 0,58 3,57 0,01
U% substrato (Q) -2,53 0,69 -3,68 0,01

Tabela 5.10 Resultados dos coeficientes de regredsévio padrao, valor t e p valor
provenientes do DCCR para xilanase com exclusdaudi@veis ndo significativas.

Xilanase
Fatores Coeficiente  Erro Padréo t(8) p-valor
Média 109,72 3,43 31,96 0,00
(Xx2)U% substrato (L) 5,69 2,89 1,97 0,08
U% substrato (Q) 13,04 3,29 3,97 0,00

As Equacdes 5.3, 5.4 e 5.5 representam os modetticados das funcdes respostas

(Y) FPase, CMCase e xilanase respectivamente

FPase Y=0,43 + 0,09% 0,16%° (Equacéo 5.3)
CMCaseY=21,77 - 1,86 X+ 2,06 % - 2,53 %> (Equacéo 5.4)
XilanaseY=109,72 + 5,69.% 13,04 %’ (Equacéo 5.5)
Onde:

X; = Vazdo (mL miff)
X2 = Umidade do substrato (%)
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Na validagéo estatistica dos modelos aplicou-séisande variancia (ANOVA) para
calculo do valor F (Teste Fisher), os resultadosagfiesentados na Tabela 5.11.

Tabela 5.11 Parametros de verificagéo para valaddgad modelos pela ANOVA.

Parametros validacao Fpase CMCase Xilanase
I:calculadn 6,88 11,19 9,81
F tabelad, 0,1 * 3,11 3,07 3,11
I:(:alc/ Ftal: 2,21 3,65 3,15

% variacdo explicada’R 63,24 80,63 71,03
" Valores extraidos da Tabela estatistica F.

A verificacdo dos resultados da Tabela 5.11 mastsaiperioridade nos valores de F
calculados frente aos do F tabelados, fato qudavédidos os modelos (90% de confianca) na
regido estudada. Os valores dos coeficientes @entieacao Radvertem a porcentagem de
variabilidade explicada por cada um dos modelossuerficies de resposta resultantes dos
modelos (Equacdes 5.3, 5.4 e 5.5) para FPase, GM€aglanase sdo apresentadas nas
Figuras 5.5,5.6 e 5.7.

TERAL

Figura 5.5 - Superficie de resposta para a FPasg{JUem funcdo da U% do substrato e
vazao do ar de circulacdo (mL nf)n

A Figura 5.5 indica um decréscimo inicial na proddade de FPase em funcdo ao
incremento da U% do substrato na faixa de 45-6@#s a qual houve um aumento linear na
resposta em funcdo do acréscimo desta variavemé)sores resultados obtidos de FPase
(0,89 UI g') foram atingidos em niveis de 75 de U% iniciakifiando o favorecimento na
solubilizacéo e difusdo de nutrientes e a efetreaat de gases no meio (TARAGANO e
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PILOSOF, 1999). Como relatado por Acuiia-Arguellesl.g(1994), Raghavarao et al. (2003),
0s baixos teores de umidade inicial reduzem a g@&menzimatica, pois, causam alteracdes
morfolégicas na membrana do fungo limitando o fpan® por difusdo e osmose, afetando
com isto o metabolismo microbiano. Portanto, résssd o a manutencdo de um equilibrio
adequado entre a disponibilidade de agua, as pdautes fisicas do substrato e os efeitos de
difusdo do oxigénio. Visto que o ar utilizado paaracdo do meio foi previamente

umidificado, dificuldades no sentido de secagersuiistrato foram prevenidas neste sistema.

SR~
Figura 5.6 - Superficie de resposta para a CMQdbkgt) em funcdo da U% do substrato e
vazao do ar de circulacéo (mL ritn

A Figura 5.6 mostra o efeito da U% do substratovaziio do ar de circulacdo sobre a
atividade CMCase. A partir do modelo ajustado fmsgivel determinar as condi¢des 6timas
de U% do substrato (60%) e vazéo do ar (30 mLYjnpara atingir produtividades previstas
pelo modelo de 21,77 U'gAs atividades enzimaticas preditas pelos modetotficados e
os desvios padrdo em cada ensaio aparecem commag@o complementar no Anexo 4.

Finalmente a andlise estatistica para a xilanasétoe na Figura 5.7, onde observa-se
que a producdo mais eficiente é atingida com 75% Udé inicial de substrato,
independentemente dos valores de vaz&o utilizad®s 45 mL mift). A mesma tendéncia
foi observada na producdo de FPase, verificandooduedanco da umidade foi o fator mais

significativo para ambas as enzimas nas condigdestuido.
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=LAV

Figura 5.7 - Superficie de resposta para a xilafldsg®) em funcéo da U% do substrato e
vazao do ar de circulacdo (mL nf)n

Mesmo utilizando valores elevados de U% do BCsooride saturacdodo substrato €
atenuada em condi¢cdes dindmicas, pois quando a ni&lido substrato é proxima a
saturacao, a agua livre pode ser equilibrada jprelalacéo de ar.

Cabe mencionar que o favorecimento da produtividdeleCMCase, observada nos
valores médios de U% do substrato (60%), podersart@rejudicial para a FPase e xilanase;
portanto selecionou-se o valore de 80% de U% detsatb, na etapa seguinte de avaliagcéo
respirométrica. No entanto, a vazdo do ar de 30mmit', selecionada como 6tima para a
CMCase podera ser também aplicada para a prodecéPake e xilanase sem detrimento das
suas atividades.

5.5.2 Evolugao da producdo da CMCase e produgcédo de  CO,

A producdo enzimatica neste experimento foi reddizaas condi¢cdes previamente
estabelecidas no DCCR. Um dos maiores desafiogsengolvimento de tecnologias de FES
€ a estimativa da quantidade biomassa devido asitpiidade de aplicagdo dos métodos
utilizados em sistemas homogéneos como a FSm. Aadadelo microrganismo ao
suporte/substrato inviabiliza tal estimativa. Apiesmetria baseada no monitoramento da

producdo de C®Oe consumo de Otem sido utilizada por varios autores (SOCCOL e
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VANDENBERGHE, 2003; CARVALHO et al.,, 2006 e SPIER &., 2007) como medida
indireta do crescimento microbiano e sua relagimducédo de biomoléculas.

A Figura 5.8 apresenta os resultados da evolu¢cdG@oe da producdo de CMCase
cada 24 horas. Observa-se que o, Cmeca a ser detectado apds 8 horas de fermentacéo
atingindo o porcentual maximo de fluxo (1,0%) ag@shoras. A partir deste pico, ha um
decréscimo da quantidade de {diberado até 48 horas onde permanece constani&%)0

até o final da fermentacdo mostrando que o micrisgao permanece respirando.

1,2 30
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(@]
2
0,8 20
0
©
N @)
O 06 15 =
&) @)
£ g
0,4 10 g
I
2
0,2 5
1 [a

0,0 +— . 0

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80
Tempo (h)

Figura 5.8 - Evolucdo de G@curvas) e atividade de CMCase (*) durante a FE8A. niger
em BC (65%) e FS (35%) com 80% de U%, aeracdo dal3in® e U% relativa do ar de
80%.

A producéao de CMCase (* na Figura 5.8) se inicpadir de 24 horas de fermentacao
(6,62 Ul g%, atingindo o ponto maximo (25,56 Ut)gem 72 horas que corresponde a uma
geracdo total de CGQde 0,83 g. Tal fato sugere que a expressdo dananameca apos a
maxima sintese da biomassa microbiana, uma veo duenigerprecisa de um periodo de
adaptacdo e assimilacdo da fonte de carbono pasaad®mquada atividade metabdlica e
producao enzimatica (KRISHNA e NOKES, 2001; SPIERI¢ 2007).

Como produto desta FES, apdés 72 h também obtiveeaims extratos enzimaticos
utilizados na hidrélise de BC explodido da segus#edo. Assim os valores resultantes da
producdo de FPase, CMCase, xilanagegiicosidade (Ul m[*) sdo mostradas na Tabela
5.12 em comparacdo com as atividades quantificadas a enzima comercial utilizada

Celluclast 1.5L.
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Tabela 5.12 Comparacao das atividades celuladicascadas neste trabalho e atividades
encontradas em preparado comercial.

Atividade enzimatica

Ul mLY FPase CMCase xilanase B-glicosidade
Neste trabalho 0,045 1,10 9,17 0,33
Celluclast 1.5L 37,2 24,90 ND ND

Cabe destacar que o complexo celulasico produzdterirabalho apresenta ja na sua
composicdo uma concentragdo consideravel das esghglecosidade e xilanase, Vantagens
em relacdo a adaptacado das fibras celulasicasopatague da CMCase (xilanase) e a menor
possibilidade de inibicdo enzimatica pela celobiggeduzida durante a hidrolise-(
glicosidade).

Por outro lado é interessante notar que a prodegatercial de celulases foi por
fermentacdo submersa, processo associado a ureadeétapadownstreamapis extragao.
Onerosas operacfes de concentracdo e purificagiioaita SA0 necessarias para atingir os
valores quantificados nesta tabela. No caso do exm@nzimatico produzido neste trabalho,
sua aplicagdo na hidrolise enzimética foi diretamespos extracdo, representando uma
alternativa concreta de reducao das etapas e tomas custos do processo para producéo de

celulases.

5.5.3 Hidrélise Enzimatica

Foram realizados ensaios de hidrdlise enziméatichatco de cana-de-acucar (BC)
previamente explodido com o objetivo de se avalaefetividade real do complexo
enzimético produzido nas melhores condi¢fes testaa&rabalho.

A selecdo do BC explodido como substrato de hiskofoi baseada na sua ampla
difusdo no ambiente industrial aléem do seu potémgacompatibilidade com o conceito de
biorrefinarias. Neste sentido, Ramos (2003) atrémuprocesso de explosao a vapor a geragao
de uma grande variedade de precursores e de ingufrogos a partir do BC.

Os resultados apresentados na Figura 5.9 mostrperfib de conversdo dos AR em
funcdo do tempo de hidrélise de 72 horas. Nota-sstabilizacdo em aproximadamente 22
horas de processo com 13% de conversdo, send@p@s& 2 h de hidrdlise a converséo final
foi de 14%. Os ensaios de hidrélise enzimaticanfiocamparados com os resultados obtidos
por Adriano et al. (2008), para hidrolise de BC ledmlo com celulases comerciais
(Celluclast 1.5 L) nas mesmas condi¢des destelliab@ monitoramento durante 8 dias do

processo pode-se observar na Figura 5.10.
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Figura 5.9 - Converséo do BC explodido com celda&specificas (Carga enzimatica: 5 FPU
g* BC explodido; 50 °C e pH 4,8; 72 horas). Atividagtezimatica (Ul mL): FPase 0,05;
CMCase 1,10; xilanase 9,1 Bglicosidade 0,33.
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Figura 5.10 - Converséo do BC explodido com Cedistcl,5L a diferentes concentragdes (50
°C e pH 4,8; 8 dias). Atividade enzimatica (Ul MLFPase, 37,2 e CMCase, 24,9. Fonte.
Adriano et al. (2008).

A converséo atingida ap6s 72 h foi de 33% e 36% carmas enzimaticas de 4,3 e 8,6
FPU g' de BC explodido. Apesar da similaridade na comeeéib de FPU§de BC aplicada
o menor rendimento mostrado pelo extrato de cedaldsuto (produzido neste trabalho)
sugere o estudo da efetiva participacdo de cadadash@nzimas constituintes das celulases.
Neste sentido, para uma hidrdlise eficiente alénCMECase sintetizadas em concentracdes

significativas quando comparada com a enzima cadeleré necessaria a acao das
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exoglucanases ou celobiohidrolases (ndo quant#gado presente estudo). As
celobiohidrolases atuam sobre os terminais redutenedo redutores formados pela acao da
CMCase (endoglucanase) para formar celobiose enmstente glicose através da acao da
B-glicosidade (LYND et al., 2002). A menor quantidade AR formados apoés aplicacdo do
extrato bruto pode-se dever a baixa concentracdaetigbiohidrolases ou um balancgo
desfavoravel das atividades celulasicas presentes.

Por outro lado, visando a comparacao dos valoreARI@ebtidos neste trabalho com
complexos celuloliticos produzidos por FES naditiera, a Tabela 5.13 mostra as condi¢cfes

de hidrdlise e os resultados atingidos por Sukumaatzal. (2009).

Tabela 5.13 Comparacao do rendimento em AR nallsdrénzimatica de BC com diferentes
pré-tratamentos.

Concentracdo de ARCarga enzimatica (U gBC)

trat - - -
Substrato (umol mL) FPase CMCase xilanase3-glicosidade
BC explodidd 18,49 5 137 1146 41,25
BC pre-tratado , o g, 50 10 NR 5
com acid8
BC pré-tratado 17.79 50 10 NR 5
com alkalP

& Condicdes de hidrélise enzimatica utilizadas abdtho (2 g de BC em volume reacional de
200 mL e tempo de 72 horas a SOdﬂ)pndigF)es usadas em Sukumaram et al. (2009): 1 g de
BC em 50 mL, tempo de hidrolise de 48 horas a 45°C.

Pode-se observar na tabela 5.13 que apesar doeemgmpos e a menor concentracao
enzimatica de FPU usados neste trabalho, o ef@itirgico da xilanase @-glicosidade
permitiu atingir valores similares aos relatados okumaram et al. (2009), que utilizaram
blendas celulasicas produzidas por FES domeeseiRut C30e A. nigerem farelo de trigo.
Enzimas auxiliares como as xilanases foram recesrigmincluidas na hidrélise de BC
(KUMAR e WYMAN, 2009, MEYE et al., 2009), pois chwm as ligacGes xilana-celulose
influenciando positivamente na acessibilidade d#eieaceluldsica. Este processo prévio a
efetiva hidrolise da celulose pode sugerir os nesitempos exibidos no presente trabalho.

As amostras da solucédo de hidrolises foram tamb#atisadas por cromatografia em

funcdo aos agucares produzidos (glicose, xilogalsrapse) como se observa na Figura 5.11.
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Figura 5.11 - Concentracdo de acUcares produzidaidralise de BC explodido com
celulases especificas. Carga enzimatica: 5 FPtegBC durante 72 h.

Estes dados podem ser também comparados com aigatsdos na literatura, por
exemplo, Gottschalk et al. (2010) quantificaram lidm a glicose resultante de hidrélise
enzimética utilizando complexos celuloliticos cowte FPase @-glicosidade em diferentes
proporcdes, como € apresentado na Tabela 5.14.

Tabela 5.14 Comparacéo do rendimento em glicosé) (g hidrélise enzimética de BC com
complexos celuloliticos da literatura.

Microorganismo  ConcentracaddCarga enzimatica (U'HBC explodido)
produtor/enzima de glicose FPase CMCase xilanase B-glicosidade

T. reesei 6,0 10 118 74 2
A. awamori 3,0 10 117 1883 1086
Mistura 75:25 7,5 10 122 249 50

# Condicbes de hidrélise enzimatica utilizadas 2d3€ explodido em volume reacional de
100 mL, tempo de 72 horas a 50°C e 200 rpm.

As enzimas utilizadas no trabalho de Gottschalkle(2010) foram produzidas por
fermentacdo submersa e passaram por etapas dencap@e antes da sua aplicacdo. Apesar
disso, as concentracdes de glicose obtidas nesialtip (2,54 g 1) sdo comparaveis as
atingidas com o dobro de carga enzimatica de comglproduzidos peld. awamori Fato
que sugere que esta efetividade pode ter sido damar pela especificidade enzimatica
derivada do uso do substrato de fermentacéo.

Por outro lado, a Figura 5.11 mostra baixas conaebés de xilose no hidrolisado

(aproximadamente 0,30 g'). apesar da elevada carga de xilanase aplicadaocertrato
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enzimatico. Como mencionado as xilanases sao redpeis pela conversao enzimatica da
xilana, no entanto, a producdo de xilose requearticjpacdo sinérgica de varios tipos de
xilanases, as endoxilanases agem aleatoriamentecadl@ia principal para formar
xilooligosacarideos, que na sequencia formaramseilpela atividade dé#-xilosidase
(FERREIRA FILHO, 2004). Neste sentido observactes/ips de Lemos et al. (2000) e
Sunna e Antranikian (1997) demonstraram que o g@éwapergillus produze niveis
consideraveis de xilanases com deficiencia [gmilosidases, confirmando o fendmeno
observado na Figura 5.11.

Contudo, apesar de que a hidrdlise atingida coenagnas produzidas neste trabalho é
relativamente menor do que aquela alcancada conziem& comercial, a comparagao com
artigos da literatura indica rendimentos similanalizando-se blendas de celulases
produzidas por diferentes microorganismas ifiger e T. reesel. No entanto, ressalta-se a
necessidade da caracterizacéo do extrato enzinpaticnizido em relagéo a todas as enzimas

do complexo celulasico.

5.6. CONCLUSOES

. Os efeitos da umidade inicial do substrato e un@dedvazdo do ar de
circulacdo foram avaliados na producao de celulaseganases pelo fungA.
niger em biorreator de colunas instrumentado por feragéit em estado solido.
Assim, visando aumentos na producdo enzimatica,aawel umidade do
substrato mostrou maior significancia estatist@antudo o efeito positivo nas
atividades de celulases apresentou um limite naag#o inicial do substrato de
80% dependente da capacidade de absorcdo do gsplosteato, composto pelo
bagaco de cana e farelo de soja.

. Em relacdo a selecdo da melhor condicdo na vazéar dms colunas de
fermentacdo, esta varidvel ndo mostrou signifigdrestatistica no intervalo
avaliado de 15-45 mL mih No entanto, sua relevancia foi inferida através d
controle da umidade do ar de circulacdo em 80%.césdicbes dinamicas
promoveram incrementos na producdo enzimaticaandizc que a circulacao de
ar favorece o equilibrio hidrico-térmico do sistes@mo demonstrado pelas

maiores atividades de FPase e CMCase.
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. O uso do biorreator de colunas instrumentado garaot controle,
monitoramento e a maior estabilidade do processmipedo a selecdo das
melhores condigbes dindmicas nas variaveis estadadeste trabalho.
Adicionalmente, o registro automatizado de ,(#oduzido peloA. niger e o
consequente monitoramento respirométrico mostrounse ferramenta potencial
para avaliacdo do crescimento fungico na FES centkza sua correlacdo com a
sintese enzimatica.

. O produto final do desenvolvimento do bioprocess@ pbtencéo de celulases
especificas a partir do bagago de cana consistiuuemextrato enzimatico
celulolitico com as seguintes atividades de (UI'jnEPase: 0,045; CMCase:
1,10; xilanase: 9,17 g-glicosidase:0,33. Estas atividades permitiram eostes
de 15% apods 22 horas quando utilizados na hidrdédeagaco de cana explodido
demonstrando a direta aplicabilidade e especifigddo coquetel enzimatico
produzido.
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Visto o acelerado avango na pesquisa e as cresdentmtivas visando a viabilidade
comercial da hidrdlise enzimatica, o presente estodfocado em um dos principais desafios
tecnoldgicos deste processo. A reducéo dos custpsodiucdo e o aumento na especificidade
das enzimas celulases foram abordados através tdetégms como a utilizacdo da
Fermentagdo em Estado Solido, alternativa tecrmddégcom menores custos de
implementacéo/instalacdo, incluindo o uso do bagdeo cana-de-acucar visando a
especificidade no extrato enzimatico.

O desenvolvimento do bioprocesso foi organizado ama série de etapas
experimentais visando a superacgdo de limitacoemliggicas e a selecdo de sub-alternativas
cujos resultados compdem a seguinte proposta deggamento:

. Para acondicionar o bagaco de cana visando seeamso substrato microbiano,
optou-se pelo pré-tratamento hidrotérmico, rotaebda em uma apropriada
caracterizacdo convencional e espectroscopicaecpara o esclarecimento cientifico
dos fendbmenos envolvidos no pré-tratamento.

. Como substrato no processo de fermentacdo em es@dido selecionou-se uma
mistura de 65% de bagaco de cana, fonte de caibhdotora e 35% de farelo de soja,
como fonte protéica suplementar. Além disso, adaddg um meio de cultura até atingir
80% de umidade foi especialmente formulado comeagledferramentas estatisticas.

. Na etapa de escalonamento operacional, a circultggada de ar umido foi o
parametro relevante para alcancar maiores atividahzimaticas e um adequado
balanco hidrico e térmico da fermentacdo em biorestde coluna instrumentados.
Como resultado global do processo, foi demonstraddireta aplicabilidade do

complexo de celulases especificas na hidrolisengntida do bagaco de cana explodido,
comprovando assim sua efetividade como estrategiamilizacdo do etanol de 22 geracdo
em escala laboratorial.

A proposta desenvolvida apresenta como vantagerssralavantes as seguintes: i) na
etapa de pré-tratamento ndo sdo gerados residkiosstbuma vez que ndo S&0 necessarios
reagentes quimicos no processo nem sao utilizaoladigdes operacionais severas, ii) a

fermentacdo em estado solido ostenta menores cdstos/ersdo e gera menor volume de
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efluentes liquidos, sendo que o produto foi diretat® aplicado na etapa seguinte de
hidrélise, iii) ndo sdo necessarios elevados gastesgéticos no reator de fermentacgéo, pois a
temperatura de operacédo € de 32° iv) o microrgenide trabalhoAspergillus niger,nao
apresenta risco biolégico nem é patogénico a sathana, v) ndo foram identificados riscos
quanto a efluentes gasosos, vi) a possibilidadeopgiracdo em condi¢cdes semi-estéreis
fornecem uma elevada capacidade de integracaocopembno ambiente industrial de uma
usina de etanol convencional.

Todos estes beneficios comprovam o aporte do halzdresentado em relacdo ao seu
potencial de integracdo a um processo de hidréligématica real projetado como unidade
anexa de uma usina convencional de etanol de aéaperPor tanto, tal tecnologia otimiza a
utilizacdo dos recursos da cadeia de producdo enimize a geracdo de residuos
possibilitando um crescimento sustentavel da imdubtrasileira de etanol e a inclusdo dos
combustiveis de 22 geracdo na matriz energéticaliaufor outro lado, o presente estudo
contribui também com a etapa de prospecc¢éo dasatites tecnoldgicas disponiveis para a
producdo do etanol celulésico, fornecendo inforreacfiecnicas que poderiam ser usadas
como ferramentas decisorias em futuras avaliacéiestégicas da sustentabilidade da cadeia

produtiva em questéao.
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PROPOSTAS FUTURAS

Existe uma série de trabalhos de pesquisa quesprecer implementados para a aplicacéo

do bioprocesso de producéo enzimatica de celuklagestir do bagaco de cana, podendo se

citar as seguintes como as proximas etapas e oates de desenvolvimento:

Acompanhamento do crescimento do fungo pela detegéd da glicosamina para
determinacdo da cinética de crescimento.

Andlise enzimatica da protease nos extratos enzosaiproduzidos devido ao
acréscimo de fontes protéicas no meio de fermenmtaca

Otimizacédo das condicbes para aplicacdo do exéraeomatico no bagaco de cana
explodido e teste de outros pré-tratamentos.

Selecdo de um pos-processamento do extrato eneimaisando um melhor
rendimento da hidrélise. Como proposta de estudersuse também a caracterizagéo e
purificacdo do extrato para identificar a concegitcae proporcdo de cada uma das
enzimas sintetizadas.

Andlise da rentabilidade total e o impacto na texgia de producéo do etanol de 22
geracao por hidrdlise enzimatica.

Projecdo da geometria mais adequada para o reatgratlucdo enzimatica e
definicdo das melhores condi¢bes operacionaisyrarendimento 6timo.

Em relacdo, as duas ultimas etapas, recomendadsiizacdo de ferramentas de
modelagem e simulagdo a serem executadas a partinlths de base geradas com
dados do presente estudo.
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ANEXO 1.
Lista das principais empresas internacionais de et®| de 2a geracéo e
enderecos eletrbnicos

Abengoa Bioenergy Corporatiorwww.abengoa.com

BP —www.bp.com
Cargill —http://www.cargill.com/

Codexis, Inc www.codexis.com

DuPont —http://www.dupont.com/

Dyadic International, Inc www.dyadic-group.com

Genencor International www.genencor.com

logen Corporation www.iogen.ca
Lignol — http://www.lignol.ca/

Mascoma Corporation www.mascoma.com

NatureWorks, LLC -www.natureworksllc.com

Nippon Oil Corporation www.eneos.co.jp/english/press/e71 _enpr_090209.html

Novozymes -http://www.novozymes.com/en

Poet -www.poetenergy.com

Praj Industries, Indiawww.praj.net

Sebak - swvww.sekab.com

SunOpta -http://www.sunopta.com/

Tate & Lyle —www.tate-lyle.co.uk

Verenium -http://www.verenium.com/
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ANEXO 2.

Composicéao do extrato de levedura e de peptona faxoida pelos
fabricantes.

PEPTONA DE CARNE, (HIMEDIA, Brasil) 500 GRAMAS
COMPOSICAO:
* Nitrogénio Total: minimo 11.5%
* Nitrogénio a-Amino: minimo 3.0%
* Umidade: maximo 5.0%
* Cinzas: maximo 15.0%
* Cloreto de Sadio: maximo 6.0%
* pH (solucéo 1%): 6.5 + 0.5

EXTRATO DE LEVEDURA EM PO, (HIMEDIA, Brasil)
ESPECIFICACOES:
Nitrogénio total: 11.5%
Nitrogénioa-amino: 4%
Cinzas: 13.0%

Cloreto de sodio: 3.0%
Perda na secagem: 4.0 %
Triptofano: presente
Conteudo de vitamina:
Tiamina (B1): 21 mcg/g
Riboflavina (B2): 50 mcg/g
Piridoxina (B6): 24 mcg/g
Niacina: 300 mcg/g

Acido Pantoténico: 90 mcg/g
Acido Félico: 20 mcg/g
Biotina: 1 mcg/g
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ANEXO 3.
Tabela com Resultados de FES para formulagao de neeem Triplicatas.
Exp Variavel Codificada CMCase Xilanase Fpase
X1 | X2 | X3 | X4 | FSS1 | FSS2 FSS3| FSs1 FSS2 FSS3 FSsSh FS$5S3

1 -1 101 -1 11,18 | 8,38 13,79] 69,23 104,85 51,53 | ,28® 0,243 | 0,267
2 1 101 -1 8,19 7,72 13,11 56,13 97,46 51,43 ®,24| 0,238 | 0,264
3 -1 1 -1 -1 8,03 12,55 11,89| 87,31 106,33 63,77 | 30D, | 0,270 | 0,349
4 1 1 -1 -1 7,08 9,09 6,60 84,67 98,62 58,06 0,280 0,238 | 0,346
5 -1 -1 1 -1 10,70 | 16,07 8,93 81,28 98,83 142,48 2540, | 0,280 | 0,227
6 1 -1 1 -1 7,56 13,56 6,71 73,46 90,48 133,08 0,11| 0,275 | 0,230
7 -1 1 1 -1 10,78 | 15,41 19,77) 89,11 104,33 9253 | 29®, | 0,301 | 0,069
8 1 1 1 -1 7,37 15,22 17,97| 82,87 98,51 60,46 0,285 0,259 | 0,061
9 -1 -1 1 1 11,18 | 14,32 4,86 73,46 116,80 60,83 | 31D, | 0,333 | 0,320
10 1 -1 -1 1 9,17 11,44 5,07 63,84 105,49 49,77 3®,2 | 0,296 | 0,402
11 -1 1 -1 1 12,79 | 19,92 8,72 122,51 129,27 68,20 | ,31D 0,322 | 0,386
12 1 1 -1 1 10,97 | 17,86 1,96 112,99 126,21 68,75| 30M™, | 0,307 | 0,145
13 -1 -1 1 1 11,57 | 14,43 7,66 106,23 151,26 86,26 | ,333 0,381 | 0,180
14 1 -1 1 1 9,28 12,53 6,66 104,11 132,97 87,55 48,2 | 0,317 | 0,124
15 -1 1 1 1 18,58 | 16,52 13,27| 119,86 149,35 134,92 0,338 0,328 | 0,159
16 1 1 1 1 13,05 | 15,67 12,10/ 108,13 121,98 114,28 ,3120 | 0,317 | 0,153
17 0 0 0 0 8,03 16,28 12,79| 105,70 114,79 66,23 80,2 | 0,301 | 0,196
18 0 0 0 0 9,67 15,72 11,68) 104,64 11225 66,97 70,2 | 0,328 | 0,174
19 0 0 0 0 9,72 16,75 11,31 107,92 112,89 68,20 79,2 | 0,312 | 0,185
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ANEXO 4.
Matriz do DCCR do Capitulo 5 com atividades enzimatas (FPase,
CMCase e xilanase) preditas pelos modelos codificagle os desvios padrao

e desvios relativos.

Ensai X;° X, P FPase Desvio CMCase Desvio Xilanase Desvio

0 preditd Relat preditd Relat preditdé Relat
(%) (%) (%)

1 -1(20)  -1(50) 05 : 1532  -11,16 117,07 -12,84
134,44

2 -1(20) +1(70) 0,68 4,62 19,44  -3,97 128,45 3,07

3 +1 (40) -1 (50) 0,5 -2,57 15,32 -17,30 117,07 54,4

4 +1 (40) +1 (70) 0,68 -4,62 19,44 -5,93 128,45 263,

5 0 (30) -1,41(45) 0,62 23,12 13,80 592 127,75 83,5

6 0 (30) +1,41(75) 0,88 1,84 19,62 -2,67 143,85 -0,57

7 -1,41(15) 0 (60) 0,43 -5,85 18,05 -4,86 109,72 616,

8 +1,41(45) 0 (60) 0,43 4,44 18,05 6,21 109,72 A3,

9 0 (30) 0 (60) 0,43 14,64 21,77 -14,63 109,72 1,28

=Y
o

0 (30) 0 (60) 0,43 11,79 21,77 6,64 109,72 4,22

11 0(30) 0 (60) 0,43 1324 21,77  -2,91 109,72 2,78

2vaz&o do ar (mL mif); ® umidade inicial do substrato (%)Atividade enzimatica Ul §
preditos pelos modelos obtido das andlises estatist Desvio Relativo (%)= (resposta
experimental - resposta prevista pelo modelo/ spexperimental)*100.





