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RESUMO

Celulases sdo um complexo enzimatico constituido por endoglucanases, exoglucanases e f-
glicosidases com diversas aplicacdes biotecnoldgicas. No entanto, o elevado custo de producdo
dessas enzimas é o principal obstaculo para sua aplicacdo industrial. Estima-se que cerca de 40%
do custo total de producdo de celulases esteja relacionado ao meio de cultura utilizado para o
crescimento do micro-organismo. Nesse contexto, é de fundamental importancia o
desenvolvimento de processos para a producdo de enzimas do complexo celulolitico que se
mostrem técnico e economicamente vidveis. Diante do exposto, 0 presente estudo teve como
objetivo avaliar a producéo de celulases produzidas por Melanoporia sp. utilizando o p6 da casca
de coco como substrato em fermentag&o submersa. A influéncia dos pardmetros pH e temperatura
na determinacdo da atividade da enzima foi avaliada atraves de planejamento experimental
univariado. Em seguida, a composicdo do meio de cultura foi otimizada através dos
planejamentos experimentais Plaket-Burman e Composto Central. A fermentagdo em condigdes
otimizadas foi posteriormente conduzida em fermentador para avaliar a influéncia do controle de
pH e oxigénio na producdo da enzima. A estabilidade da enzima foi avaliada por 6 e 8 meses nas
temperaturas de 4 °C e -20 °C, respectivamente. A capacidade das enzimas em hidrolisar o pé da
casca do coco foi avaliada nas temperaturas de 65 °C e 80 °C utilizando o extrato enzimatico
bruto produzido por Melanoporia sp. A atividade da enzima foi determinada através da
quantificacdo de acucares redutores pelo método de DNS. O pH e a temperatura de determinagéo
da atividade enzimatica foram pH 5,5 e 80 °C, respectivamente. A composi¢cdo do meio de
cultura que proporcionou o maior rendimento de producdo da enzima foi: 5 g/L de casca de coco;
15 g/L de lactose; 3% de tween 80; 1 g/L de KH,PO,e 0,05 g/L de FeSO,; pH 6,5 a 30 °C em 72
horas. Para a producdo da enzima em fermentador, 0 meio de cultura utilizando substrato nédo
deslignificado, com controle do pH em 6,5, sem aeracdo proporcionou um aumento de 90% na
atividade da enzima, comparado a fermentacdo em shaker. Nessas condigdes, a maxima producéo
da enzima foi obtida apds 24 horas de fermentacdo. O extrato enzimatico bruto produzido por
Melanoporia sp. exibiu capacidade de hidrolisar celulose presente na casca de coco com
eficiéncia, apresentando potencial industrial para a degradacdo de residuos lignoceluldsicos.
Diferentemente da maior parte das celulases produzidas por espécies de Trichoderma, micro-
organismo reportado como bom produtor de enzimas celuloliticas, o micro-organismo utilizado
neste trabalho é capaz de produzir celulases de forma eficiente, sem necessidade de pré-
tratamento do substrato. Outra caracteristica diferencial desta enzima é sua elevada estabilidade
nas temperaturas de -20 °C e 4 °C no caldo bruto.

Palavras-chave: Enzimas; Bioprocessos e Residuos lignoceluldsicos
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ABSTRACT

Cellulases are enzyme complex composed of endoglucanases, exoglucanases and B-glucosidases
with several biotechnological applications. However, their production cost is a major obstacle for
its industrial application. About 40% of the total cellulase production cost is related to the culture
medium used for the microorganism growth. In this context, efficient processes for cellulolytic
enzyme production are of technical and economical interest. Thus, the present study aimed to
optimize the production of cellulases by Melanoporia sp. using coconut shell powder as substrate
in submerged fermentation. The influence of pH and temperature on the enzyme activity was
evaluated by univariate experimental design. Then, the composition of the culture medium was
sequentially optimized through Plaket-Burman followed by Central Composite experimental
designs. The fermentation under optimized conditions was subsequently conducted in bioreactor
to evaluate the influence of pH control and aeration on enzyme production. The stability of the
enzyme was evaluated for 6 and 8 months at 4 °C and -20 °C, respectively. The ability of the
enzyme to hydrolyze coconut shell powder was evaluated at 65 °C and 80 °C using the crude
enzyme extract produced by Melanoporia sp. The enzyme activity was determined by the
quantification of reducing sugars using DNS method at pH 5.5 and 80 °C (optimum conditions).
The composition of the culture medium which provided the highest enzyme yield was: 5 g/L of
coconut shell; 15 g/L lactose; 3% tween 80; 1 g/L of KH,PO, and 0.05 g/L FeSOy; pH 6.5 at 30
°C for 72 hours. For batch enzyme production, the culture medium using non-delignified
substrate, with pH controlled at 6.5, without aeration resulted in an increase of 90% in enzyme
activity compared to the fermentation in a rotatory shaker. Under these conditions, the maximal
enzyme production was obtained after 24 hours of fermentation. The crude enzyme extract
produced by Melanoporia sp. was able to hydrolyze cellulose (coconut shell powder) efficiently,
presenting industrial potential for the degradation of lignocellulosic residues. Unlike most of the
cellulases produced by Trichoderma species, the strain reported as one of the best producers, the
microorganism was capable of producing cellulases efficiently without the need of substrate
pretreatment. Another feature of this enzyme complex is its high stability in the crude broth at -20
°Ce4°C.

Keywords: Enzymes; Bioprocess and Lignocellulosic residues.
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1 INTRODUCAO

Celulases sdo um complexo enzimatico constituido por endoglucanases (EG),
celobiohidrolases (CBH) ou exoglucanases e B-glicosidases (RODRIGUES, 2013; NARRA et
al., 2014). Essas enzimas podem ser utilizadas em diversos processos industriais como na
preparacdo do malte da cerveja, em processos de extracdo de sucos vegetais, pigmentos,
alcal6ides, amido e no processo de producdo de papel. Além disso, as celulases séao
indispensaveis na producdo de etanol a partir de materiais lignocelul6sicos (ANNAMALAI et al.,
2014; IRSHAD et al., 2013; MUTHUKRISHNAN, 2007).

As celulases sdo produzidas por um amplo espectro de bactérias e fungos, porém a
producdo de celulases por fungos € mais amplamente disseminada na natureza e
consequentemente, mais estudada por pesquisadores. Dentre os fungos celuloliticos destacam-se
as espécies Trichoderma, Aspergillus e Penicillium (1Q BAL et al., 2013).

Segundo Delabona et al. (2012) a producdo enzimética através de processo
fermentativo depende de fatores como a linhagem microbiana utilizada, o substrato indutor,
composicdo do meio de producdo enzimatica (fontes de carbono, nitrogénio e sais minerais);
condicdes de cultivo (pH e temperatura do bioprocesso) e a complexidade da estrutura da
celulose (SRIDEVI et al., 2009).

O elevado custo de producdo da enzima ainda é o principal obstaculo para sua larga
aplicacdo industrial. Estima-se que cerca de 40% do custo envolvido na producdo de celulases
esteja relacionada ao meio de cultura utilizado para a producao de enzima pelo micro-organismo
(JOO; CHANG, 2006; CUNHA et al., 2012). Varios estudos tém proposto a utilizacdo de
residuos agroindustriais como substrato indutor para a producdo de enzimas como uma
alternativa econdmica e ecologicamente viavel para a destinacdo desses recursos e producdo de
enzimas em larga escala (AGOSTINHO et al., 2014).

Dessa forma, o presente trabalho tem o objetivo de avaliar a producdo de celulases
produzidas por Melanoporia sp. utilizando o p6 da casca de coco como substrato em fermentacéo
submersa, bem como avaliar a viabilidade do processo de hidrélise da casca de coco, utilizando-
se 0 extrato enzimatico sintetizado por Melanoporia sp. Com a finalidade de atingir o objetivo
geral, os seguintes objetivos especificos foram tracados: pré-tratamento e caracterizacdo da casca

de coco; otimizacdo da producgdo da enzima celulase por fermentacdo submersa; otimizacdo da
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atividade enzimatica de celulases; avaliagdo da estabilidade da enzima produzida por
Melanoporia sp.; avaliacdo preliminar da eficiéncia de hidrolise utilizando a enzima produzida
pela linhagem na casca de coco; caracterizagdo e quantificacdo dos produtos da hidrélise

enzimatica; comparacao dos resultados obtidos com enzimas comerciais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Celulases

Celulases sdo um complexo enzimatico, cujas enzimas atuam sinergicamente e estdo
subdivididas em trés classes: endo-1,4-B-D-glucanases ou endoglucanases, exo-1,4-B-D-
glucanases ou celobio-hidrolases e 1,4-B-D-glucosidases (WYMAN et al., 2005; SINGHANIA et
al., 2011; JUNG et al., 2014).

As endo-1,4-B-glucanases ou 1,4-B-D-glucana-4-glucano-hidrolases (EC 3.2.1.4)
atuam randomicamente nas regides amorfas da celulose e de seus derivados, hidrolisando
ligagOes glicosidicas B-1,4. A atividade catalitica pode ser medida através da diminuigdo da
viscosidade do meio decorrente da diminuigdo de massa molar média de celulose ou derivados de
celulose. As celobio-hidrolases (exo-1,4-B-D-glucanases, EC 3.2.1.91) atuam nos terminais
redutores das cadeias de celulose, liberando D-celobiose, que podem ser detectadas pelas técnicas
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (CASTRO; PEREIRA Jr., 2010).

As B-D-glucosidases ou B-D-glucoside gluco-hidrolases (EC 3.2.1.21) catalisam a
liberacdo de unidades monomeéricas de D-glucose a partir de celobiose e celodextrinas solaveis,
hidrolisando celobiose a glicose. A atividade catalitica pode ser medida através da andlise dos
produtos por CLAE ou mesmo por espectrofotometria (OGEDA; PETRI, 2010).

As celulases microbianas para a sacarificacdo de lignocelulose tém sido estudadas
(PAVON-OROZCO et al., 2012; SINGHANIA et al., 2014; NARRA et al., 2014; WAGHMARE
et al., 2014). No entanto, o custo da producdo da enzima tem sido um obstaculo para sua
aplicacdo em processos de hidrolise enzimatica (CARDONA et al., 2010). Esse problema poderia
ser mitigado através do desenvolvimento de novos bioprocessos menos onerosos na producéo de
enzimas celuloliticas (SINGHVI et al., 2011; CUNHA et al., 2012).

As enzimas celuloliticas sdo aplicadas na producdo de racdo animal, sendo
comercializadas como componentes indutores de silagem e em racdo para aves e suinos com a
finalidade de aumentar a digestibilidade de alimentos ricos em fibras de celulose. Na area
energética, essas enzimas vém sendo empregadas em plantas piloto para obtencdo de hidrolisado
de celulose, que sdo utilizados na fermentacdo para a producdo de biocombustiveis
(ANNAMALAI et al., 2014; KUBICEK et al., 1993).
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Diante do exposto, a conversdo de materiais lignoceluldsicos em biocombustiveis e
outros produtos quimicos pode ser alcancada utilizando um sistema multienzimatico composto
predominantemente de celulases e que atuam em sinergia (DELABONA et al., 2013). Ao
contrdrio da maioria das enzimas, a celulase € um complexo enziméatico que trabalha
sinergicamente para atacar a celulose nativa (DESWAL et al., 2011), sendo considerada uma
importante glicosilhidrolase envolvida na degradacdo da biomassa celuldsica abundante na
natureza (SONI et al., 2010). Dada a habilidade em decompor esse tipo de biomassa em glicose,
a qual podera ser convertida em produtos de alto valor agregado e energia, as celulases tem se
tornado um dos sistemas enziméaticos multicomponentes mais investigados.

Entretanto, mesmo a tecnologia enzimatica sendo um dos campos mais promissores,
dentro das novas tecnologias para sintese de compostos de alto valor agregado (ROVEDA et al.,
2010), o maior empecilho para uma aplicacdo mais ampla de enzimas no processo de conversao
de biomassa € o seu custo elevado (DELABONA et al., 2013). Deste modo, a reducdo no custo
de producéo de celulases, pelo uso de residuos lignocelulésicos (agroindustriais) abundantemente
disponiveis, para o cultivo de micro-organismos produtores destas enzimas, oferece uma

alternativa para minimizar este problema.

2.2 Residuos lignocelulésicos

As atividades agroindustriais geram todos os dias grandes quantidades de residuos que
muitas vezes sdo dispostos diretamente no meio ambiente. Os residuos produzidos pelas
agroindustrias, sdo, na sua maioria, biomassa lignocelulésica, e representam uma fonte abundante
e renovavel de carboidratos com potencial aplicacdo em bioprocessos para a obtencdo de
produtos de interesse comercial (TAMANINI; HAULY, 2004). Os residuos lignocelulésicos sdo
assim conhecidos por apresentarem em sua composi¢cdo lignina e celulose como componentes
majoritarios (CHRISOSTOMO, 2011).

A biomassa lignocelulésica é formada por cadeias de celulose (polissacarideo
formado por moléculas de glicose ligadas através de ligacdes B-1,4-glicosidicas) unidas entre si
por ligagdes de hidrogénio (KINNARINEN et al., 2012; SINGH et al., 2010; SINGH; BISHNOI,
2012). A celulose é o polimero natural mais abundante no mundo, responsavel por quase 50% da
biomassa (WANG et al., 2012).
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A hidro6lise da celulose resulta em glicose. Numa hidrolise parcial da celulose ha a
formac&o de celobiose, que pode atuar como inibidor da enzima celulase, responsavel pela quebra
do material celuldsico em glicose (PEREIRA JUNIOR et al., 2008).

Estudos demonstraram que a hidrolise da celulose em glicose, em meio aquoso,
catalisado pelas celulases, possui uma taxa de rendimento muito baixa, principalmente devido a
estrutura altamente cristalina da celulose, que dificulta 0 acesso do substrato aos sitios ativos,
além de adsorver fisicamente sobre ligninas, restringindo sua hidrélise. Deste modo, torna-se
necessaria uma etapa de pré-tratamento, a fim de quebrar a estrutura cristalina da lignocelulose,
expondo as moléculas de celulose e hemicelulose & agdo enziméatica (OGEDA,; PETRI, 2010).

Normalmente, hidrolises enzimaticas possuem um rendimento de aglcar menor que
20%, enquanto que, se uma etapa de pre-tratamento for utilizada, o rendimento pode alcancar até
90%. Atualmente, ha uma grande quantidade de processos de pré-tratamento disponiveis, sejam
fisicos, quimicos ou bioldgicos. Essa etapa tem sido vista como a de maior custo dentro do
processo de conversao de biomassa (SEABRA, 2008).

As operacdes fisicas de pré-tratamento sdo baseadas na reducdo do tamanho da
particula através de moagem, aumentando a performance da enzima pelo aumento da area
superficial e, em alguns casos, pela reducao do grau de polimerizagéo e cristalinidade da celulose
(AGUIAR, 2010). Enquanto que os processos quimicos podem ser aplicados com o objetivo de
diminuir o teor de lignina e facilitar a posterior hidrélise enzimatica por celulases.

Dentro desse contexto, o pré-tratamento alcalino provoca alteracdes estruturais no
interior do residuo lignocelul6sico, como por exemplo, a deplecdo da barreira de lignina, diminui
0 grau de polimerizacéo e cristalinidade da celulose e solvatacdo da hemicelulose (IBRAHIM et
al., 2011; SILLS; GOSSETT, 2011; ANWAR et al., 2014).

Diversos pesquisadores tém investigado a utilizacdo de residuos lignocelulésicos como
substrato em processos fermentativos para producdo de enzimas como por exemplo, a utilizacado
de farelo de trigo (ROOPESH et al. 2006; GOMATHI et al. 2012), farelo de arroz (NG et al.
2010), bagaco de cana (CUNHA et al. 2012; KARP et al. 2012), palha de arroz (SHARMA e
ARORA, 2011), palha de cana, sabugo de milho e folhas secas (KUMAR et al. 2013) e a casca
do coco verde (OLIVEIRA, 2010).
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2.2.1 Casca de coco verde

A casca do coco verde (Cocos nucifera L.) € um residuo lignocelulésico encontrado em
larga escala na regido Nordeste. Segundo dados da Organizacdo das NagOes Unidas para a
Alimentacdo e Agricultura (FAO), a producdo anual de coco no Brasil em 2013 foi de 2,8
milhdes de toneladas (FAO, 2014).

A casca de coco é constituida por uma fracdo de fibras e outra fracdo denominada pé,
que se apresenta agregada as fibras. O pd da casca de coco € o material residual do
processamento da casca de coco verde. A composicao quimica da casca de coco varia conforme a
fonte, a época do ano e a quantidade de chuvas. Cerca de 80% a 85% do peso bruto do coco
verde é considerado lixo (MACHADO et al., 2009). O po e a fibra da casca de coco verde
representam 15% e 7,5%, respectivamente, sobre a matéria-prima (ROSA, 2013).

A casca do coco verde contém grande quantidade de celulose (31,5-37,4%),
hemicelulose (30%) e lignina (37,2-43,9%) (CORRADINI et al., 2009), ndo havendo necessidade
de complementacdes nutricionais para o adequado desenvolvimento microbiano, pois ainda
possui teores de potassio, célcio e nitrogénio (ROSA et al., 2001). De acordo com pesquisas
realizadas por Oliveira (2010), foi possivel produzir enzimas, mediante processo de fermentacao
semi-sélida, utilizando pé da casca de coco verde como substrato.

Como o mercado mundial da tecnologia enzimatica movimenta bilhdes de ddlares,
pode-se justificar o interesse em produzir enzimas a partir de subprodutos da agricultura, como as
cascas de coco, ja que envolve tecnologia de baixo custo energético, com um menor impacto
ambiental. Cabe salientar que o Brasil ainda adquire enzimas de outros paises, podendo utilizar
esse residuo para o desenvolvimento nacional de uma industria enzimatica.

O Brasil é 0 quarto maior produtor mundial de coco (Cocos nucifera L.) com uma
producdo aproximada de 2,8 milhdes de toneladas e responsavel por mais de 80% da producéo,
dentre os paises da América do Sul (FAO, 2014) e o grande volume de residuos gerados da
industrializacdo do fruto, implica em graves problemas ambientais. Roopan et al. (2013)
ressaltam que qualquer tipo de producdo agricola produz quantidades consideraveis de
subprodutos, de modo que torna-se imperativo a busca de alternativas para sua utilizacdo em

decorréncia do teor de celulose, hemicelulose e lignina presentes nos residuos lignoceluldsicos.
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Nesta esfera, 0os micro-organismos apresentam consideravel interesse biolégico no
uso de residuos lignoceluldsicos como fonte indutora na produgdo de enzimas, devido as suas
biomoléculas constituirem modelos interessantes para a aplicagdo em bioprocessos e por serem
uma ferramenta poderosa para 0 avango na area de biotecnologia, principalmente devido a sua
grande diversidade genética, o que lhes permitem desenvolver fungdes com grande interesse
industrial, como é o caso dos fungos celuloliticos (PELCZAR et al., 1996; TONELOTTO, 2012).

2.3 Fungos celuloliticos

Ha uma grande variedade de micro-organismos que produzem celulases, entretanto
apenas alguns sdo conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto é, sdo capazes de degradar a
celulose natural (RUEGGER e TORNISIELO, 2004). Estes micro-organismos podem ser
aerobios ou anaerdbios, termofilicos ou mesofilicos, fungos ou bactérias.

Devido ao fato de culturas de fungos apresentarem alta producéo de diversas enzimas
e pela facilidade de crescimento em ambientes aerdbios, inclusive em substratos lignocelulésicos,
a maioria das pesquisas voltadas para a producdo comercial de celulases é focada em culturas
destes micro-organismos (SUN e CHENG, 2002). Deste modo, as enzimas do complexo
celulésico, responsaveis pela degradacdo de materiais lignocelulésicos sdo produzidas
principalmente por micro-organismos como fungos filamentosos. No caso dos fungos
ligninoliticos, o micélio secreta enzimas especiais que atuam sobre as substancias, ocorrendo
liquefacdo (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004; FASANELLA, 2009).

As espécies de fungos mais estudadas que produzem celulases sdo Trichoderma
reesei (WYMAN, 1996), Penicillium pinophilum, Humicola insolens (LYND et al. 2002),
Trichoderma koningii, Penicillium funiculosum, Fusarium solani, Myrothecium verrucaria,
Sporotrichum pulverulentum e Aspergillus niger (WANG; XIA, 2011). Esses fungos excretam
uma celulase de alta atividade no meio de cultura (LO et al., 2010).

O fungo filamentoso T. reesei, por exemplo, € um dos organismos produtores de
enzimas celuloliticas mais amplamente investigados (ZHONG et al., 2012). Entretanto, outros
tipos de fungos também merecem atencdo na producdo de tais enzimas, como 0s pertencentes a

espécie Mucor circinelloides e ao género Melanoporia, ambos utilizados neste trabalho.
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Mucor circinelloides € um fungo filamentoso que pertence a familia dos Zigomicetos.
Sua bioquimica especial, morfologia e caracteristicas fisiologicas, estabeleceram um interesse de
longa data em pesquisa aplicada e tedrica (ACS, 2003). Também estdo disponiveis na literatura
relatos de sua utilizacdo na sintese de acidos graxos (IMMELMAN et al., 1998), carotenodides
(FRASER et al.,, 1996; ANJOS et al.,, 2010), na producdo de enzimas como celulases
(endoglucanase, celobiohidrolase, e B-glucosidase), conforme descrito por Saha (2004), dentre
outros. Além disto, seu emprego na forma liofilizada foi estudada como agente imuno
estimulante para peixes (RODRIGUEZ et al., 2004), e mais recentemente, devido ao apelo
ambiental, na producdo de 6leos de alto valor agregado e racdo animal a partir de subprodutos,
como vinhaga de etanol de milho (MITRA et al., 2012).

Ao contrario de M. circinelloides, o fungo filamentoso do género Melanoporia foi
reportado na literatura principalmente como causador de “podriddo” em madeira (KIM et al.,
2003); também em virtude da questdo ambiental, alguns autores relataram sua utilizacdo na
remediacdo de solos poluidos (DURRANT, 1996) e na producéo de enzimas (ZHENGUANG;
MINGHAO, 2011) utilizadas em biorremediacdo (SIGOILLOT et al., 2004), evidenciando
escassez de estudos acerca deste micro-organismo, inclusive em relagdo a processos
biotecnoldgicos.

Em estudos anteriores, linhagens de Mucor circinelloides CCT 7735 e Melanoporia
sp. CCT 7736 foram isoladas da casca do coco verde e os resultados revelaram potencial
capacidade de producédo de enzimas celuloliticas, devido ao fato de utilizarem a celulose contida
na casca do coco, como Unica fonte de carbono, para seu crescimento (OLIVEIRA, 2010). Deste
modo, além de representar economia na elaboracdo de enzimas industrialmente importantes, tal
estudo proporcionou uma importante contribuicdo ambiental, pela utilizacdo de um subproduto

largamente produzido e descartado na natureza.

2.3.1 Melanoporia sp.

O género Melanoporia, descoberto em 1907 por William Alphonso Murrill, pertence
a ordem Aphyllophorales. Fungos deste género sdo indiciados como causadores de podridao
marrom em madeira (KIM et al., 2003), sendo capazes de degradar celulose e hemicelulose,
reduzindo o substrato a pedagos cubicos amarronzados (RYVARDEN 1991; SAMUELSON et



22

al., 1994). Os Aphyllophorales que causam podriddo branca sdo capazes de remover tanto a
lignina quanto a celulose e hemicelulose da madeira, deixando o substrato com aparéncia
esbranquicada e esponjosa, como é o caso de Melanoporia nigra (MACHADO et al., 2005).

Durrant (1996) ressalta a boa producdo de enzimas ligninoliticas produzidas por
Melanoporia na remediacdo de solos poluidos, a partir da avaliagdo em meio sélido com bagaco
de cana-de-acUcar, o qual tem suscitado pesquisas com estes fungos como adjuntos em sistemas
ambientais. Por outro lado, Zhenguang e Minghao (2011) otimizaram a producéo de lacase por
Melanoporia castanea, sendo esta enzima utilizada em diversas aplicagfes industriais, incluindo
biorremediacdo (SIGOILLOT et al., 2004). Segundo Zhou e Dai (2012), essa mesma linhagem
foi encontrada como hospedeiro em arvores como o carvalho (Quercus mongolica), confirmando
a capacidade deste género em degradar a lignina.

Fungos do género Melanoporia sp. sdo hospedeiros naturais de arvores de grande
porte como castanheiros (Castanea) e carvalhos (Quercus). M. castanea é uma espécie da Asia
Oriental (PARMASTO; KOLLOM, 2000), que apresenta uma forte preferéncia a substratos de
grandes dimensdes, principalmente troncos com mais de 50 cm de diametro, sendo encontrados
também nos ramos destas arvores (HATTORI, 2002; YAMASHITA et al., 2010). M. nigra é
uma espécie Norte-Americana (PARMASTO; KOLLOM, 2000), com relatos de sua ocorréncia
na regido sudeste do Brasil, em vegetacdo do tipo cerrado de clima predominante tropical sazonal
(FORZZA, 2010).

Fungos deste género possuem a capacidade de degradar substratos lignocelulésicos,
pela producdo de enzimas ligninoliticas (CAPELARI e ZADRAZIL, 1997; ZHOU e DAI, 2012),

de modo que podem ser utilizados na degradacédo da lignina presente na casca do coco.

2.3.2 Mucor circinelloides

Mucor circinelloides ¢ um fungo filamentoso ndo patogénico, dimorfico, ou seja,

sofre variacbes morfoldgicas de acordo com as condi¢es nutricionais e temperatura de
incubacdo (LUBBEHUSEN et al.,2003).
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Com relacdo a producdo de enzimas, existem alguns estudos sobre o potencial desta
linhagem na produgéo de quitosanase (STRUSZCZYK et al., 2006), lipase (STRUSZCZYK et
al., 2009), B-glucosidase e carboximetilcelulase-CMCase (BAFFI et al., 2012).

No que se refere as condicBes de cultivo de M. circinelloides, a faixa de pH variando
de 5 a 7 é reportada como a melhor para o crescimento do micro-organismo e temperatura de
incubacdo na faixa de 25 °C a 30 °C. Este fungo foi relatado na literatura por possuir a
capacidade de assimilar diferentes tipos de fontes de carbono, como xilose, glicerol e arabinose e
utilizar diretamente os polissacarideos, como amido e celulose para seu crescimento (XIA et al.,
2011). Este fato reforca a ideia de utiliza-lo para a producdo de celulases a partir de substratos
lignocelulésicos, como palha e bagaco da cana-de-aglcar, além da casca de coco verde, como
fontes de carbono.

M. circinelloides e conhecido por produzir enzimas celuloliticas extracelulares
(BOTHA et al., 1997), que podem auxiliar na degradagéo de polissacarideos insoluveis contidos
em amostras de linhaca (MITRA et al., 2012). Além disso, Mucor sp. também foi reportado
cOmo um micro-organismo que tem a capacidade de secretar celulases (TAKO et al., 2010).

Segundo Takano e Hoshino (2012), M. circinelloides tem atraido atengcdo porque
possui uma alta capacidade para a producdo de etanol de hexose e pentose e secrecdo de enzimas
do complexo celulasico como endo-B-glucanase, celobiohidrolase, B-glucosidase, xilanase e B-
xilosidase, que sdo capazes de converter varios materiais celuldsicos e hemicelulésicos a glicose
e xilose, sendo, portanto, selecionado como um bom produtor de etanol a partir materiais
lignocelulosicos.

Como resultado desse trabalho foi verificado que M. circinelloides NBRC 5398,
utilizando como fontes de carbono glicose, xilose e palha de arroz, apresentou alta atividade de
endo-p-glucanase (EBG) e B-glucosidase (BG) com resultados iguais a 2,46 U/L e 2,94 UIL,
respectivamente, quando comparado com outras linhagens da mesma espécie (TAKANO;
HOSHINO, 2012). Vale salientar que os mesmos autores utilizaram uma cocultura de M.
circinelloides NBRC 4572 e NBRC 5398, constatando que a linhagem 4572 pode fermentar
eficientemente glicose e xilose, enquanto a linhagem 5398 pode secretar altas quantidades de
EBG e BG, portanto, com uso de cocultura, ou seja, de duas linhagens de alto desempenho pode-
se utilizar o potencial de cada uma em particular e obter a0 mesmo tempo enzimas e etanol a

partir de palha de arroz utilizando fungos de alta performance.
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2.4 Indutores da producéo de celulases

De acordo com Morikawa et al. (1995) o modelo amplamente aceito para a indugéo
de celulase é que a suplementacdo com celulose extracelular que atua como um sinal que é
reconhecido pelas celulases conidiais constitutivas basais, presentes nos fungos filamentosos, que
entdo agem sobre a celulose e catalisam a hidrdlise dos celooligossacarideos.

No entanto, é possivel que varias substancias possam atuar como indutores para
bioproducdo de celulases. Para explorar a natureza do indutor natural, varios pesquisadores
avaliaram o potencial de moléculas diferentes, como a lactose (SUN et al., 2010), soforose
(SILVA, 2008), celobiose, celulose e galactose para inducéo da producéo de celulases por fungos
(HECK et al., 2005).

Em virtude do efeito positivo da lactose, na producdo de enzimas hidroliticas,
especialmente as celulases, este dissacarideo (que consiste de porcdes de D-glicose e D-
galactose) tem sido amplamente utilizado (SUN et al., 2010). No entanto, a sintese de celulases
ndo pode ser induzida por galactose e/ou glicose.

Estudos realizados por llmen et al. (1997) verificaram que a glicose atuou como
repressora da sintese de celulase por T. reesei. Morikawa et al. (1995) descreveram o papel da
lactose como um indutor para a inducdo da producdo de celulases por T. reesei PC-3e7 na
presenca de outros actcares, como a galactose, soforose e celobiose. Os autores concluiram que a
lactose pode agir como um indutor, se consumida no micélio de T. reesei e 0s outros agucares
podem, supostamente, induzir a producédo de lactose permease. Estudos realizados por Portnoy et
al. (2011) verificaram que a lactose induziu a expressdo do gene de T. reesei para a producéo de
celulases, sendo utilizada como uma fonte de carbono indutora.

Surfactantes como o tween podem efetivamente melhorar a producdo da enzima
celulase a partir de residuos lignoceluldsicos. Varias pesquisas vém sendo realizadas no intuito de
elucidar os mecanismos envolvidos nesse processo, dentre eles: a) os surfactantes alteram a
estrutura do substrato, disponibilizando mais a celulose ao ataque enzimatico e b) aumentam a
estabilidade enzimatica, reduzindo a desnaturacdo (YANG et al., 2011). Wang e Xia (2011)
suplementaram o meio para a producdo de celulases com 0,02% de tween 80 e 2% de lactose,

utilizando T. reesei e obtiveram resultados promissores na atividade enzimatica total.
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A Tabela 1 apresenta a influéncia de diferentes fontes indutoras na producdo de

celulases por fungos filamentosos.

Tabela 1 - Influéncia de diferentes indutores na producdo de celulases durante fermentacéo
submersa por fungos filamentosos

Atividade enzimatica

Micro-organismo Fonte de carbono (FPU/ML) Referéncias
P. citrinum FT 1,72 Dutta et al. (2008)
A. cellulolyticus Celulose (jornal) 1,05 Park et al. (2011)
P. janthinellum NCIM 1171 FT + avicel (1%) 1,21 Singhvietal. (2011)
T. reesei Rut C-30 Palha de arroz 1,07 Hidenoetal. (2011)
T. harzianum P49P11 BC + lactose 0,35 Delabona et al. (2012)
T. harzianum P49P11 BCD + lactose 0,48 Delabona et al. (2012)
A. sydowii Carboximetilcelulose 1,33 Matkar et al. (2013)
P. janthinellum Palha de trigo ‘pt’ 3,10 Singhania et al. (2014)
P. chrysosporium NCIM 1106  Casca de sorgo 0,12 Waghmare et al. (2014)
P. chrysosporium NCIM 1106  Grama em p0 0,07 Waghmare et al. (2014)

BC: bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado; BCD: bagago de cana-de-acUcar pré-tratado e deslignificado; FT: farelo de trigo; pt: pré-tratada

2.5 Influéncia do pH e temperatura sobre a atividade enzimatica

A atividade enzimatica pode ser afetada por quaisquer agentes capazes de provocar
mudancas conformacionais na estrutura proteica, notadamente o pH e temperatura. A influéncia
do pH sobre a catélise enzimatica depende do numero e tipo de grupos ionizaveis que a enzima
apresenta, ou seja, depende de sua estrutura primaria, enquanto a influéncia da temperatura
envolve a energia cinética das moléculas componentes do sistema, de modo que temperaturas
mais altas levam a desnaturacdo da enzima, ou seja, a perda de sua estrutura catalitica, por
alterarem as ligacdes quimicas que mantém sua estrutura tridimensional (BORZANI et al., 2001).

Oliveira (2010) analisou condicBes de atividade enzimatica de celulases de
Melanoporia sp. CCT 7736 a partir de substrato lignoceluldsico (casca de coco) e encontrou
valores 6timos de pH e temperatura de 6,5 e 60 °C, respectivamente. O comportamento da
enzima foi interessante uma vez que as celulases obtidas do T. polysporum e A. niger NRRL
2001 apresentaram atividade 6tima na faixa de pH 55 e temperatura em torno de 40 °C
(OLIVEIRA et al., 2009). Ainda de acordo com Oliveira (2010), o mesmo comparou 0S
resultados obtidos com o fungo Melanoporia sp. e linhagens de Trichoderma e Aspergillus. Os
resultados afirmaram que a atividade enzimatica do fungo Melanoporia sp. foi superior, pois

apresentou valor de 1,26 + 0,09 Ul/gds no extrato bruto, quando comparado com T. polysporum,
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T. viride e A. niger, com valores de atividade de 0,47 Ul/gds, 0,64 Ul/gds e 0,31 Ul/gds,
respectivamente.

Esse resultado pode ser considerado muito promissor, uma vez que, a atividade
dessas enzimas foi obtida em pH préximo da neutralidade favorecendo o processo industrial pois,
além de evitar a corrosdo nas tubulacdes, os efluentes provenientes das indUstrias ndo precisam
de onerosos tratamentos de correcdo de pH. Vale ressaltar também que a grande maioria das
celulases reportadas na literatura atuam em condi¢fes de pH acido na faixa de 4,8-55
(AHAMED e VERMETTE, 2009; AZZAZ et al., 2012; CUNHA et al., 2012; JUNG et al.,
2014).

2.6 Hidrolise enzimatica

As celulases sdo enzimas fundamentais na bioconversdo de substratos celulosicos.
Atualmente, a producéo de celulases ¢é a etapa que confere maior custo, aproximadamente 40%,
do valor total de producéo de etanol proveniente de biomassa lignocelulésica (CHANDRA et al.,
2010). Dentro desse contexto, a hidrdlise enzimatica € uma etapa fundamental na converséo de
residuos lignocelulésicos, pois as tecnologias para a producao de celulases e sua aplicagdo na
hidrolise de materiais lignoceluldsicos séo processos em continuo desenvolvimento, e chave para
0 aumento da produtividade e economicidade da rota enzimatica (ZUNIGA, 2010).

O processo de hidrolise enzimatica envolve a acdo sinérgica entre enzimas
celuloliticas que apresentam um alto custo associado a uma baixa producdo (ZHANG et al.,
2006; SCHEUFELE et al., 2012). Diversas pesquisas tem sido realizadas na busca de enzimas
capazes de hidrolisar a celulose de maneira mais efetiva, seja pela otimizacdo de processos
fermentativos, na purificacdo e caracterizacdo dos extratos enzimaticos, pela combinacdo de
enzimas para a obtencdo de complexos celuloliticos mais eficientes ou pelo melhoramento
genético de espécies de micro-organismos (KANG et al., 2004; CASTRO e PEREIRA Jr, 2010).

A grande maioria das celulases comerciais sdo produzidas pelos fungos filamentosos
T. reesei ou A. niger por fermentacdo submersa. Isto se da porque os fungos possuem maior

interesse comercial devido a capacidade de niveis de secrecdo protéica e a possibilidade de suas
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enzimas atuarem naturalmente de maneira bastante efetiva na hidrolise da biomassa
lignocelulésica (CHUNDAWAT et al., 2011).

Por serem amplamente conhecidos, os fungos da espécie Trichoderma e seus
mutantes vém sendo os mais estudados e empregados na producdo comercial de celulases,
principalmente por teremsidoos primeiros fungos isolados desde a década de 1950 e por
produzirem altas concentracdes do complexo enzimatico hidrolitico (HOWARD et al., 2003). No
entanto, a quantidade de B-glicosidase contida no complexo é relativamente baixa e insuficiente
para a completa sacarificacdo da celulose, resultando em inibicdo enzimatica pela presenca de
celobiose, uma desvantagem do ponto de vista do processo de sacarificacdo (GARCIA-
KIRCHNER et al., 2005), havendo portanto a necessidade de suplementagdo com a enzima -
glicosidase (REIS et al., 2013).

A B-glicosidase atua hidrolisando ligagdes glicosidicas p-1,4 da molécula de
celobiose e de pequenos oligossacarideos, com liberagdo de glicose. A presenca de B-glicosidade
nos coquetéis enzimaticos € importante para evitar que o acumulo de celobiose resulte em
inibicdo das exo e endo-glucanases (SINGHANIA et al., 2011; SAIBI e GARGOURI, 2011).

O desempenho da producao destas enzimas € intensamente influenciado por diversos
fatores incluindo a natureza do substrato celulésico, o pH do meio, a disponibilidade de
nutrientes, suplementacdo com indutores, temperatura do processo, entre outros parametros de
controle (SINGHANIA et al., 2010).

No entanto, 0s custos e 0s baixos teores de producdo de celulases sdo os principais
fatores a serem superados para a aplicacédo industrial do processo, por isso, reduzir os custos de
producdo por meio da otimizacdo desses parametros € o principal objetivo para o processo de
sacarificacdo da biomassa lignocelulosica (LATIFIAN et al., 2007; CASPETA et al., 2014).

Dessa forma, a maior perspectiva de aplicacdo de celulases € a hidrolise da biomassa
celulésica para a producdo de etanol renovavel, cuja escala de producdo ainda ndo atingiu a

escala comercial devido, entre outros fatores, aos elevados custos dessas enzimas.

2.7 Custo de producao de celulases

As enzimas, por serem catalisadores biologicos, ativam reacdes nas células de

organismos vivos. Elas podem acelerar os processos de producgdo, geralmente a um custo menor
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do que os produtos quimicos. Em 2000, o Departamento de Energia dos EUA financiou um
projeto intensivo para a conversdo enziméatica de etanol celulésico. Na época, o custo de
aplicacdo de enzima para matérias-primas celuldsicas era muito caro, pensaram até que nao fosse
possivel chegar a uma viabilidade comercial (NOVOZYMES, 2014).

Apesar da abundancia de matérias-primas, os substratos podem ser dificeis de serem
hidrolisados em componentes ou produtos de alto valor agregado. Devido a isso, 0S custos
elevados dessas enzimas tém sido historicamente um dos maiores desafios para um processo de
etanol celuldsico viavel comercialmente.

Existem desafios técnicos e econdmicos na busca de producdo de enzimas celulases,
mas esse tipo de producdo é muito complexa. Portanto, é fundamental se concentrar na
otimizacéo de processos, equilibrando os custos.

No entanto, para obter redugdes de custos verdadeiramente significativas, €
necessaria uma abordagem mais holistica. Envolvendo todos os aspectos do processo de
producéo de etanol celulosico como: transporte de matéria-prima, pré-tratamento dos residuos e
as despesas de capital e operacionais devem ser examinadas e melhoradas. A necessidade de
enzimas com mais eficiéncia em bioprocesso levou a um esfor¢o sem precedentes para a pesquisa
(NOVOZYMES, 2014).

Segundo Comyns (2012), uma pesquisa prevé mercado de enzimas industriais em
US$ 6 bilhdes em 2016. O mercado mundial de enzimas industriais foi avaliado em US$ 3,1
bilhdes em 2009 e atingiu cerca de US$ 3,6 bilhdes em 2010, enquanto que em 2011 foi cerca de
US$ 3,9 bilhdes. O mesmo autor ainda diz que as enzimas do campo alimenticio compdem o
maior segmento da industria de enzimas industriais, com faturamento de cerca de US$ 1,2
bilhdes em 2010, chegando a US$ 1,3 bilhdes de ddlares em 2011 e estima-se que em 2016 seja
de US$ 2,1 bilhdes.

Tendo em vista que ndo foram encontrados na literatura relatos da utilizacdo em
processos fermentativos de linhagens de Melanoporia sp. na producéo de celulases, até o presente
momento, este estudo visa estabelecer as condigcdes otimizadas para a producdo de enzimas
celulases por essa linhagem, via fermentacdo submersa, a partir do residuo agroindustrial

constituido da casca do coco como fonte de carbono.
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3 MATERIAL E METODOS

A produgdo da enzima celulase de Melanoporia sp. foi inicialmente otimizada em
agitador orbital (shaker), e em seguida, foi feito um aumento de escala em biorreator. As
Figuras 1 e 2 apresentam um fluxograma descritivo das analises experimentais realizadas

neste estudo.

Figura 1 - Fluxograma descritivo da analise experimental realizada em shaker.
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Figura 2 - Fluxograma descritivo da analise experimental realizada em biorreator.
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3.1 Substratos para a fermentacao

Inicialmente foram utilizados pé da casca de coco verde, bagaco e palha da cana-de-
acucar como substratos para a fermentacdo. A Figura 3 apresenta os trés residuos celulésicos
utilizados como substratos para a producéo de celulases.

Figura 3 - P6 da casca do coco (A), bagaco de cana-de-agUcar (B) e palha de cana-
de-acucar (C) utilizados nos processos fermentativos.

O residuo da casca do coco foi obtido ap6s beneficiamento da casca conforme
descrito por Rodrigues, Pinto e Fernandes (2008). As cascas do coco verde foram cortadas em
pedacos, lavadas com agua fria para remocado de sujidades e secas ao sol por 4 dias. O material
foi entdo desintegrado em um moinho de facas industrial projetado pela Embrapa-Agroindistria
Tropical. Apos a desintegracdo, o material foi submetido a secagem ao sol até que a umidade
final atingisse 4%. As fibras remanescentes foram separadas da casca através de uma peneira de
nylon de abertura de 1,5 mm, visando um ajuste granulométrico, de modo a se obter particulas
com diametros inferiores a 1,5 mm, proporcionando um meio mais homogéneo para o
crescimento dos micro-organismos. O p6 da casca de coco foi armazenado em temperatura
ambiente até o momento do uso.

O p6 da casca do coco pré-tratado e ndo tratado foi caracterizado quanto a sua
composicdo quimica. Foram determinados os percentuais em massa das fracdes lignocelulosicas
(celulose, hemicelulose, lignina, cinzas e extraiveis), segundo as metodologias descritas por
Morais; Rosa e Marconcini (2010).

O bagago da cana-de-agucar foi obtido no comércio local de Fortaleza e a palha da
cana-de-agucar foi doada pelo Centro de Tecnologia Canaveira-CTC, localizado em Piracicaba,

S&o Paulo. Ambos os residuos foram cortados em pedacos pequenos e armazenados a 4 °C até o
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momento de uso. O residuo que melhor induziu a producdo de celulases foi utilizado para os

ensaios posteriores de otimizacao da atividade e producdo da enzima.

3.2 Micro-organismos

As linhagens utilizadas neste estudo foram os fungos filamentosos Melanoporia sp.
CCT 7736 e Mucor circinelloides CCT 7737, (Figura 4) as mesmas foram isoladas a partir de
uma amostra de casca de coco com visivel contaminacdo fungica (OLIVEIRA, 2010). A
identificacdo molecular foi realizada no Laboratério do Centro Pluridisciplinar Pesquisas
Quimicas, Biologicas e Agricolas da Universidade Estadual de Campinas (CPQBA). As
linhagens foram depositadas na Colecdo de Culturas Tropicais da Fundacdo André Tosello

(Campinas-SP).

Fonte: Oliveira (2010)

Figura 4 - Imagens macroscépicas e microscéopicas de Melanoporia sp. (A) e Mucor
circinelloides (B).

3.3 Preparo do inéculo

As linhagens foram cultivadas em placas de Petri contendo o meio agar batata-
dextrose (BDA), sendo incubadas por dez dias em estufa incubadora tipo BOD (Biochemistry
Oxygen Demand) a 30 °C. A preparagédo do indculo ocorreu através da adicdo de 20 mL de uma
solucdo estéril de tween 80 a 2% (v/v) a placa contendo o0s esporos e transferéncia destes para a
solucdo, com o auxilio de alga de Drigalski. A concentracdo de esporos presentes nesta suspensao
foi quantificada em cAmara de Neubauer, sendo requerida uma concentragdo igual a 1 x 10°

esporos/mL para inoculagdo no meio de producéo de celulases (NCUBE et al., 2012).
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A linhagem que apresentou a maior atividade de celulases foi utilizada para

otimizagédo da producdo da enzima.

3.4 Meio de cultura e ensaio para a producdo da enzima

Para a producdo enzimatica foi empregado o meio de cultura de Mandels e Weber
(1969) como pré-indculo. O meio foi constituido de 10 g/L de CsH1,0s; 2 g/L de KH,POy; 1,4
g/L de (NH.),SOs4; 0,3 g/L de MgSO,.7H,0; 0,005 g/L de FeS0O..7H,O; 0,0016 g/L de
MnSQO,4.H,0; 0,0014 g/L de ZnSO,4.H,0; 0,0037 g/L de CoCl,.6H,0 e 0,4 g/L de CaCl,. O meio
de pré-inoculo foi acondicionado em frascos Erlenmeyer contendo 50 mL de meio e autoclavado
a 121°C por 15 minutos. A composi¢do do meio de cultura, para a producao de celulases, foi a
mesma correspondente ao meio do pré-indculo, sendo suplementado com 7,5 g/L de lactose e 15
g/L do substrato indutor (neste caso po6 da casca de coco, palha ou bagacgo de cana-de-agucar).

O ensaio para a producdo de celulases seguiu a metodologia de Domingues et al.
(2000). Foram inoculados 50 uL de uma suspensdo de esporos contendo (1 x 10° esporos/mL) ao
meio de pré-indculo contendo um volume de 50 mL, sendo incubado por 48 horas sob agitacao
em agitador orbital a 30 °C e 200 rpm. O meio para producao de celulases (volume de 50 mL)
foi inoculado com 10% (v/v) do in6culo ativado (KADAM e KEUTZER, 1995). A fermentacéo
foi conduzida por um periodo de 72 horas a 30 °C em agitador orbital a 150 rpm, sendo o extrato

enzimatico obtido apos filtracdo em papel de filtro.

3.5 Determinacéo da atividade total de celulase

A atividade celulolitica total das enzimas foi avaliada pela capacidade hidrolitica da
celulose presente no papel de filtro Whatman n°1 (GHOSE, 1987). Os ensaios foram realizados
em tampdo acetato de sdédio 200 mM com pH e temperatura variados de acordo com o ensaio
univariado. Foram adicionados 250 pL do extrato enzimatico a 500 pL da solugdo tampéo acetato
de sodio no tubo (25 mL) contendo tiras de papel de filtro Whatman n° 1 no tamanho 1x6 cm. A
mistura foi incubada por 30 minutos a temperatura do ensaio univariado. A reacdo foi

interrompida pela adi¢éo do &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).
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A atividade enzimética foi quantificada através da reagdo de hidrolise da celulose,
que libera agucar redutor (AR), de acordo com 0 método do DNS (MILLER, 1959). Uma unidade
de atividade enzimaética (UI) foi definida como a quantidade de enzima que liberou 1 pumol de
acucar redutor por minuto nas condi¢des do ensaio (BINOD et al., 2007).

3.6 Determinacao do pH e temperatura 6tima de atividade enzimaética da celulase

Foram realizados dois ensaios univariados com o intuito de se estabelecer as
condi¢cdes mais adequadas de pH e temperatura para a determinagdo da atividade enzimatica de
celulases. Para avaliar a influéncia do pH, a temperatura foi mantida constante em 60 °C, tendo o
pH variado em 5,5, 6,5 e 7,5. O valor de pH que resultou na maior atividade enzimatica foi
utilizado nos ensaios de temperatura, tendo esta variado em 40 °C, 60 °C e 80 °C. As
determinagfes das atividades enzimaticas foram conduzidas de acordo com a metodologia

descrita no item 3.5.

3.7 Otimizacao da composi¢ao do meio de cultura para producéo de celulases

3.7.1 Efeito e concentracdo de sais minerais

Para a determinacdo da composicdo do meio de producdo da enzima, um

planejamento do tipo Plackett-Burman, com 19 ensaios e 3 pontos centrais, foi utilizado para

identificar os sais mais significativos (PLACKETT e BURMAN, 1946) na producéo de celulases
(Tabela 2).
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Tabela 2 - Matriz do planejamento fatorial Plackett-Burman para sele¢éo de sais minerais do
meio de producdo de celulases por Melanoporia sp.

Ensaio KH,PO, C&C'z MgSO4 FeSO, COC|2 MnSO, ZnSOq4 NaCl NaN03 CuS0O,

1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1
2 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0
3 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0
4 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1
5 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1
6 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0
7 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0
8 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1
9 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1
10 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0
11 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0
12 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1
13 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1
14 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0
15 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0
16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
17* 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
18* 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
19* 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

*Pontos centrais, onde 0 (zero) significa que a fonte de sal ndo foi adicionada ao meio de cultivo e 1, que a fonte de sal foi adicionada ao meio de
cultivo, na concentragéo de 0,1 g/L.

Todos os experimentos foram realizados em duplicata, e a média da atividade foi
considerada a variavel resposta. Baseado nos resultados obtidos nesse planejamento, aplicou-se
um delineamento composto central rotacional com 11 ensaios e 3 pontos centrais, fixando o valor
da temperatura em 30 °C, variando-se a concentracdo dos sais (KH,PO,4 e FeSO,4 de 0,005 g/L a 1
g/L), os quais apresentaram efeito significativo na producdo da enzima e foram analisados através
da metodologia de anélise de superficie de resposta (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2002). Tal delineamento teve como objetivo estimar as interagdes simultaneas entre estes fatores
dentro das suas faixas de variacdo, e determinar o nivel de cada fator que maximizaria a atividade

enzimética.'

‘o objetivo da aplicagdo dos chamados “fatoriais fracionarios”, bem como dos planejamentos Plackett-Burman, é de selecdo das varidveis
significativas no processo testado. A partir dos resultados obtidos nessa etapa de triagem, variaveis sdo definidas, e ensaios mais complexos, como
os planejamentos rotacionais, sdo conduzidos com objetivo de modelar as respostas em fungdo desse nimero menor de variaveis significativas.
Uma vez obtido um modelo bem ajustado, técnicas de otimizacdo podem ser finalmente aplicadas (WANG et al., 2012), considerando-se um
nimero “n” de respostas de interesse, com o objetivo de identificar quais seriam as condi¢des mais favoraveis de combinagdo entre essas variaveis
para se alcangar o melhor resultado final.
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3.7.2 Efeito da fonte de nitrogénio e tween 80

Na composicdo do meio de producdo da enzima, um planejamento do tipo Plackett-
Burman, com 15 ensaios e 3 pontos centrais, foi utilizado para selecionar as fontes de nitrogénio
e tween mais significativas na producéo de celulases (Tabela 3).

Tabela 3 - Matriz do planejamento fatorial Plackett-Burman para selegcéo de fontes de nitrogénio
e tween para compor 0 meio de producéo de celulases por Melanoporia sp.

Ensaio Ext. levedura Ext.carne Uréia Sulf. ambnio  Peptona Nitrato de s6dio  Tween

1 1 0 1 0 0 0 1
2 1 1 0 1 0 0 0
3 0 1 1 0 1 0 0
4 1 0 1 1 0 1 0
5 1 1 0 1 1 0 1
6 1 1 1 0 1 1 0
7 0 1 1 1 0 1 1
8 0 0 1 1 1 0 1
9 0 0 0 1 1 1 0
10 1 0 0 0 1 1 1
11 0 1 0 0 0 1 1
12 0 0 0 0 0 0 0
13* 1 1 1 1 1 1 1
14* 1 1 1 1 1 1 1
15* 1 1 1 1 1 1 1

*Pontos centrais, onde 0 (zero) significa que a fonte de nitrogénio ndo foi adicionada ao meio de cultivo e 1, que a fonte de nitrogénio foi
adicionada ao meio de cultivo. A cada Erlenmeyer foi adicionado, no maximo, 3% (m/m) de fonte de nitrogénio, em relagdo a massa do meio de
cultivo.

3.7.3 Otimizacdo da concentracéo de p6 da casca de coco, lactose e tween 80

Aplicou-se um planejamento do tipo delineamento composto central rotacional 2°
com 17 ensaios e 3 pontos centrais, fixando o valor da temperatura em 30 °C, variando-se a
concentracdo de tween em 1,0%, 2,0% e 3,0%, e de casca de coco e lactose em 5 g/L, 10 g/L e 15
g/L. Tal delineamento teve como objetivo estimar as interacdes simultaneas entre estes fatores
dentro das suas faixas de variacdo, e determinar o nivel de cada fator que maximiza a atividade

enzimatica.
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3.8 Otimizacao do pH inicial de producéo de celulases

Realizou-se um ensaio univariado para a determinagéo do melhor pH de producdo da
enzima celulase. O pH inicial foi variado na faixa de 3,5 a 7,5 e a temperatura de incubacdo foi
mantida em 30 °C em agitador orbital a 150 rpm por 72 horas. As determinacdes das atividades
enzimaticas foram conduzidas de acordo com a metodologia descrita no item 3.5. Esta etapa
finalizou o processo de otimizacdo em shaker e com o intuito de ampliar a escala, as proximas

etapas foram realizadas em biorreator.

3.9 Experimentos realizados em biorreator

Apos a otimizacdo em incubadora tipo shaker de alguns pardmetros do processo
fermentativo como: pH e temperatura de atividade enzimatica; pH de producdo da enzima;
composicdo do meio de cultura, o micro-organismo Melanoporia sp. CCT 7736, o qual
apresentou a melhor producdo de celulases nos ensaios anteriores foi submetido aos testes em
biorreator para maximizar a producdo da enzima. O processo fermentativo foi realizado em
fermentador TECNAL (Figura 5), modelo TECBIO com capacidade para 1,5 L a temperatura de
30 °C sob agitacdo de 250 rpm por processo batelada simples (REIS et al., 2013).

Figura 5 - Biorreator de bancada utilizado no processo fermentativo.
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Para 0 meio de cultura do processo fermentativo foram utilizadas as condigcOes
otimizadas nos ensaios anteriores realizados em shaker. Antes da inocula¢do no fermentador os
parametros de temperatura, pH e agitacdo foram ajustados automaticamente para 30 °C, 6,5, e
250 rpm respectivamente, durante 30 minutos para estabilizagéo do sistema.

3.9.1 Preparo e composicdo do meio de cultivo

Para a producdo da enzima em biorreator utilizou-se 0 meio de cultura de Mandels e
Weber (1969) como pré-indculo. Este foi constituido de 10 g/L de CsH1206; 2 g/L de KH,POy;
1,4 g/L de (NH.)2SO4; 0,3 g/L de MgS0O4.7H,0; 0,005 g/L de FeSO,.7H,0; 0,0016 g/L de
MnSQO,4.H,0; 0,0014 g/L de ZnSO,4.H,0; 0,0037 g/L de CoCl,.6H,0 e 0,4 g/L de CaCl,. O meio
de pré-indculo foi acondicionado em frascos Erlenmeyer contendo um volume de 200 mL,
autoclavado a 121 °C por 15 minutos. Foram inoculados 200 puL. de uma suspensdo de esporos
contendo 1x10° esporos/mL no meio de pré-indculo, sendo incubado por 48 horas sob agitagdo
em shaker (200 rpm) a 30 °C.Vale ressaltar que o indculo foi ativado em shaker e a producao da
enzima foi realizada em fermentador, como descrito no item 3.9.

A composicdo do meio de cultura (volume de 700 mL), para a producédo de celulases,
foi composta por: 1 g/L de KH,POy; 0,05 g/L de FeSO,4.7H,0; 3% de tween; 15 g/L de lactose e
5 g/L de pé da casca de coco, como substrato indutor. O meio para producdo de celulases foi
inoculado com 10% (v/v) do indculo ativado (KADAM e KEUTZER, 1995). O ensaio para a
producdo de celulases seguiu a metodologia de Domingues et al. (2000). Com o sistema estavel,
o fermentador foi inoculado assepticamente com 700 mL do meio de fermentacdo e em seguida
adicionou-se 10% de volume do indculo ativado por 48 horas. As fermentacdes foram conduzidas
em batelada simples durante 72 horas, 30 °C e 250 rpm, sendo as amostras retiradas a cada 6
horas para analise do melhor tempo de producéo e atividade de celulases e consumo de agucares

redutores.
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3.9.2 Influéncia do controle de pH durante a fermentacdo

Para avaliar a influéncia do controle do pH durante o processo fermentativo foram
realizadas fermentacGes com e sem o controle de pH, de acordo com os valores obtidos nos
ensaios realizados em shaker para verificar quais as melhores condi¢des de maxima producéo
enzimatica. O pH do meio durante a fermentacdo foi controlado a 6,5 + 0,05 por adicdo
automatica de HCI 2M ou NaOH 2M.

3.9.3 Influéncia da injecdo de O, durante a fermentacao

Outro parametro de suma importancia em um processo fermentativo € a presenca ou
auséncia de Oy, pois este influencia diretamente no metabolismo do micro-organismo. Diante
disto, foi realizada fermentacdo com e sem injecdo de O,. A concentracdo de O, dissolvido foi
mantida em torno de 20% no reator (AHAMED e VERMETTE, 2009).

3.10 Pré-tratamento da casca de coco

No processo de deslignificacdo (pré-tratamento) do p6 da casca de coco utilizou-se
uma concentracdo de substrato (matéria-prima lignificada) de 10% (m/v), cuja solugdo reagente
foi NaOH 4% (m/v). Esta mistura foi autoclavada a 121 °C por 30 minutos. Em seguida, o
residuo foi lavado em agua corrente até que a agua de lavagem atingisse pH proximo da
neutralidade (7,0). O p6 da casca de coco deslignificado foi levado a estufa de secagem a
temperatura de 50 °C por 3 horas (SEGUENKA, 2009).

3.11 Determinacdo das atividades de enzimas presentes no extrato bruto
O extrato enzimatico apdés filtracdo, em papel de filtro Whatman, foi submetido as

atividades de celulases, xilanase, carboximetilcelulase, celobiase e ligninase para avaliar o

potencial de Melanoporia sp. em produzir essas enzima.
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3.11.1 Atividade de celulases — Fpase

A atividade celulolitica total das enzimas foi avaliada pela capacidade hidrolitica de
papel de filtro Whatman n°1 (GHOSE, 1987). Os ensaios foram realizados em tampéo acetato de
sodio 200 mM em pH 5,5. Foram adicionados 250 uL do extrato enzimatico a 500 pL da solugdo
tampao no tubo (25 mL) contendo tiras de papel de filtro Whatman n°® 1 no tamanho 1x6 cm. A
mistura foi incubada por 30 minutos a temperatura de 80 °C e a reacdo foi interrompida pela
adicdo do &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

A concentracdo dos agucares redutores foi quantificada de acordo com o método do
DNS (MILLER, 1959). Uma unidade de atividade enzimatica (Ul) foi definida como a
quantidade de enzima que liberou 1 pmol de agucar redutor por minuto nas condi¢des do ensaio
(BINOD et al., 2007).

3.11.2 Atividade de xilanase

A atividade de xilanase foi determinada conforme metodologia de Biely (1997).
Foram adicionados 125 pL do extrato enzimatico a 125 pL da solugdo de atividade constituida de
uma solucdo tampéo acetato de sdédio com pH ajustado a 5,5 contendo 1% (m/v) de xilana de
carvalho (Fluka) como substrato. A mistura foi incubada por 30 minutos a temperatura de 80 °C.
A reacado foi interrompida pela adigao de 250 puL do reagente DNS.

Segundo esse método os AR liberados durante a hidrdlise do substrato reduzem o
DNS, gerando complexos de coloragdo marrom-alaranjada, os quais podem ser quantificados por
espectrofotometria a 540 nm. A construcdo de uma curva-padrdo com glicose permite associar a
absorbéancia a concentracdo dos produtos da reacdo de hidrélise (RIBEIRO, 1997). Uma unidade
de atividade enzimatica (Ul) foi definida como a quantidade de enzima que liberou 1 pmol de

acucar redutor por minuto nas condi¢des do ensaio (BINOD et al., 2007).
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3.11.3 Atividade de carboximetilcelulase (CMCase)

Para a atividade de CMCase foram adicionados 125 pL do extrato enzimatico a 125
uL da solugdo de atividade constituida de uma solugdo tampao acetato de s6dio com pH ajustado
a 5,5 contendo 1% (m/v) de carboximetilcelulose (Sigma) como substrato. A mistura foi incubada
por 30 minutos a temperatura de 80 °C. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 250 pL do
reagente (DNS). A concentracdo dos agUcares redutores foi determinada de acordo com o método
do DNS.

3.11.4 Atividade de celobiase

Para a atividade de celobiase foram adicionados 125 pL do extrato enzimatico a 125
uL da solugdo de atividade constituida de uma solugdo tampao com pH ajustado a 5,5, contendo
1% (m/v) de celobiose (Fluka) como substrato. A mistura foi incubada por 30 minutos a
temperatura de 80 °C. A reacao foi interrompida pela adicao de 250 pL do reagente acido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS). A concentracdo dos agucares redutores foi determinada de acordo com o
meétodo do DNS.

3.11.5 Atividade de ligninase

A atividade de lacase (Lac), lignina peroxidase (LiP) e manganés peroxidase (MnP)
nas amostras filtradas, foram determinadas como descrito a seguir. A atividade de Lac foi
determinada pelo método modificado de Slomczynsky, Nakas e Tanenbaum (1995) com 50 uL
de 2,6 dimetoxifenol (2 mM) em 150 pL de tampdo citrato-fosfato (0,1 M, pH 4,2) e 5 ul de
extrato bruto. A oxidacdo do 2,6 dimetoxifenol foi acompanhada a 30 °C a 477nm (g 477 =
14600M™*.cm™).

A atividade de lignina peroxidase (LiP) foi determinada pelo método modificado de
Tien e Kirk (1984), através da oxidacdo do alcool veratrilico a veratrilaldeido (3,4
dimetoxibenzaldeido). A mistura reacional foi composta por 250 pL de solucdo de alcool

veratrilico, composto por alcool veratrilico 8,0 mM em tampao de tartarato de sédio (0,1 M, pH
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3,0), 200 pL de peroxido de hidrogénio (0,2 mM) e volume varidvel de extrato bruto, conforme a
atividade enzimatica. A reagdo foi acompanhada a 37 °C a 310 nm (& 310=9300 M™*.cm™).

A atividade de MnP foi determinada pelo método modificado de Wariishi, Valli e
Gold (1992) com 0,2 mL de MnSO,4 (0,1 mM) em 1,4 mL de tampd@o malonato de sédio (50
mM, pH 4,5), 0,2 mL de peréxido de hidrogénio 75 uM e 10 uL de extrato bruto. A formagédo
do complexo de Mn (I11)-malonato foi acompanhada a 30 °C, por 1 min, a 270 nm (e 270=11590
M™cm™), a leitura foi feita em cubeta de quartzo. Todas as atividades enziméticas foram
expressas em Unidade Internacional (Ul), definida pela quantidade de enzima necessaria para
oxidar 1pumol de substrato por minuto.

3.12 Avaliacéo da influéncia da temperatura e pH na estabilidade da enzima celulase

Com a finalidade de verificar as melhores condicbes de pH e temperatura de
estabilidade de celulases, um delineamento composto central rotacionado - DCCR (2%) com 11
ensaios e 3 pontos centrais (RODRIGUES; IEMMA, 2005) foi conduzido. Para analisar a
estabilidade enzimatica, incubou-se o extrato bruto juntamente com as respectivas solugdes-
tampdo (no pH e temperatura do planejamento experimental) durante 24 h e 48 h, e
posteriormente determinou-se a atividade enzimatica em cada ponto do ensaio, comparando este
resultado com aquele obtido sem a exposicdo prévia da enzima aos diferentes pH’s e
temperaturas. Os resultados foram expressos em termos de atividade enzimatica residual (%),

conforme a Eq. 1:
_ Atr
A, = T x 100 (1)

Sendo:

A = atividade enzimatica residual (%)
At; = atividade enzimatica final (FPU/mL)

At, = atividade enzimatica inicial (FPU/mL)
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3.13 Influéncia da temperatura de estabilidade durante a estocagem

Os ensaios de estabilidade da enzima frente a temperatura de estocagem foram
realizados armazenando-se aliquotas do extrato bruto a temperaturas de -20 e 4 °C. A cada 30
dias realizou-se a determinagdo da atividade da enzima estocada durante o periodo de 240 dias.
Para a analise da estabilidade foi determinada a atividade da enzima, nas condi¢des referidas no
item 3.11.1, ao longo do tempo. Os resultados foram analisados em termos de atividade
enzimatica residual (%).

A estabilidade térmica foi estudada atraves do tempo de meia-vida da enzima (ti)
nas condicdes estudadas, ou seja, tempo necessario para que ocorra uma reducdo de 50% da
atividade enzimaética inicial, expresso em unidade de tempo, e calculado a partir da Eq. 2, a qual

obedece uma cinética de ordem zero:
Ar = Arg — kt (2
Sendo:
Ar = atividade relativa (%)
Ar, = atividade relativa inicial (%)
k = constante de desativacdo (meses)
t = tempo

Sendo o (t1») representado pela Eq. 3:

t3 = In} =+ 2 (3)
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3.14 Concentracéo e caracterizacéo das celulases produzidas por Melanoporia sp.

3.14.1 Precipitagdo com sulfato de amonio e polietilenoglicol-PEG

As enzimas foram precipitadas pelo processo de precipitacdo por salificacdo (salting-
out). O sulfato de am6nio é preferido para a precipitacdo de enzimas, indicado por Nelson e Cox,
(2011) e utilizado por SOUZA (1996), em consequiéncia de sua solubilidade acentuada em &agua,
que Ihe permite produzir forcas ibnicas muito elevadas e precipitar proteinas.

Esta etapa foi realizada com o intuito de concentrar a enzima presente no extrato
bruto. Foram realizadas precipitacbes com sulfato de aménio e polietilenoglicol-PEG. No
primeiro caso, 0 extrato enzimatico bruto (caldo fermentado) foi submetido a saturacdo de O-
20%, 20-40% e 40-60% com sulfato de amonio. O precipitado coletado apos centrifugacéo (9000
g/ 15 min/ 4°C) foi dialisado em membrana de celulose Sigma-Aldrich (EUA) inicialmente por 6
horas utilizando agua destilada e, em seguida, contra solucdo de tampéo fosfato de sodio 20 mM
e pH 7,0 durante 12 h a 4 °C (LIMA, 2010).

No caso da precipitagdo com PEG, o extrato enzimatico bruto foi misturado, na
proporcao 1:1, com o PEG. Foram testados o PEG 1500 e 4000. A mistura extrato-PEG foi
submetida a centrifugacdo (8000 rpm/10 min/4 °C) e o precipitado obtido, ressuspenso em
tampao fosfato de sodio (RABELO, 2012).

3.14.2 Concentracdo em sistema de ultrafiltracdo (Amicon)

Nesta etapa de concentragdo utilizou-se dispositivos de filtragdo centrifuga Amicon®
com membrana da Millipore Ultra-4 (corte de 10 kDa) que permite a ultrafiltracdo rapida. Para a
analise 4 mL de extrato enzimatico bruto foram centrifugados a 8000 rpm por 20 minutos a
temperatura de 4 °C. O soluto concentrado foi recuperado por pipetagem no fundo do recipiente
com varrimento lateral para garantir a recuperacdo total do extrato. As amostras foram

armazenadas a -20 °C para andlises posteriores.
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3.14.3 Concentracgédo em rotaevaporador

Outro método de concentracdo da enzima utilizado foi por rotaevaporador sob vacuo.
Inicialmente 600 mL de extrato enzimatico foram filtrados em papel de filtro e em seguida
centrifugados a 8000 rpm por 20 minutos a temperatura de 4 °C. As amostras foram
rotaevaporadas a 60 °C e 50 rpm e armazenadas a -20 °C para analises posteriores.

E importante ressaltar que, 0 método de concentragio que obteve o melhor valor em
atividade especifica foi utilizado para as andlises de hidrolise enzimatica da casca de coco. A
atividade especifica foi calculada por meio da razdo entre os valores de atividade enzimatica
(FPU/mL) e proteina (mg/mL).

3.14.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Com o objetivo de determinar o perfil protéico dos extratos enzimaticos produzidos
por Melanoporia sp., as amostras nos tempos 0, 18, 24 e 72 horas de fermentacdo foram
analisadas nas corridas de eletroforese em gel de poliacrilamida na condicdo redutora
desnaturante (SDS-PAGE) utilizando géis a 12% (v/v) e na voltagem e amperagem de 150 V e 50
mA, respectivamente (LAEMMLI; FAVRE, 1973). A quantidade de proteina carregada em cada
poco foi de 2,1jug. Para a revelacao dos géis foram utilizados os métodos com reagente de nitrato
prata, conforme metodologia descrita por Morryssey (1981). Como marcador de massa molecular
foi utilizado o Bench Mark™ Protein Ladder (Invitrogen, U.S.A) no qual estdo presentes padrdes

de proteinas na faixa de 10 a 220 kDa.

3.15 Hidrolise enzimatica da casca de coco

Este ensaio foi realizado com a finalidade de avaliar a capacidade das celulases

produzidas por Melanoporia sp. na hidrolise da biomassa indutora da enzima. Para tanto, 2%

(m/v) de casca de coco in natura e deslignificada foram utilizadas. O volume de reacdo da



46

hidrélise foi de 100 mL composto por tampdo acetato de sddio 200 mM pH 5,5, extrato
enzimatico (20 FPU/g substrato), azida sodica 0,2% m/v e H,O g.s.p..

O sistema de hidrolise consistiu basicamente em um reator de vidro de 250 mL
encamisado com controle de temperatura e agitacdo mecanica. A montagem experimental pode

ser observada na Figura 6.

Fonte: o autor

Figura 6 - Reator encamisado utilizado na
hidrolise da casca de coco com enzimas
produzidas por Melanoporia sp.

A hidrolise foi realizada durante 120 h, e a cada 24 h, aliquotas eram retiradas e
aquecidas a 100 °C por 5 minutos, para desativar as enzimas presentes no hidrolisado
(WAGHMARE et al., 2014) e entdo foram quantificados os agUcares redutores, pelo método de
DNS (MILLER, 1959). Os produtos de hidrélise nos tempos de 24 h e 48 h foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia-CLAE e em comparacdo com esses resultados foi
realizada hidrélise da casca de coco com celulase de Trichoderma reesei ATCC 26921 da
sigma®. As curvas de hidrélise foram montadas a partir da concentracio de actcares redutores

formados durante a hidrélise.
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3.16 Quantificacdo dos produtos de hidrolise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

3.16.1 Preparacdo das amostras para andlise de carboidrato no CLAE

Foram coletados 1,0 mL de amostras resultantes da hidrolise do extrato enzimatico e
centrifugadas a 6.000 rpm por 15 minutos, a 25 °C. Os sobrenadantes foram previamente filtrados
em membrana de éster de celulose de 0,45 um (FMS, CA-USA) e injetados no sistema de
cromatografia. As injecdes foram em duplicata e o analito confirmado pelo tempo de retencdo do

padréo.

3.16.2 Determinacdo da concentracao de agucares por CLAE

O analito foi quantificado usando o método de padrdo externo. A concentracdo de
carboidratos (celobiose, glicose, arabinose e xilose) 0,5 g/L a 10 g/L, foram medidas através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, em inglés HPLC) e identificados pelo tempo de
retencdo dos respectivos padrdes (Sigma-Aldrich), injetados nas mesmas condicGes
cromatograficas em que foram realizadas as analises e expressos em g/L, sendo analisados apenas
0s tempos em que houve uma maior concentracdo de agucares redutores na melhor temperatura
de hidrdlise enziméatica. Utilizou-se um sistema de CLAE Agilent Série 1260 Infinity
(Wilmington, Delaware, EUA). O sistema de cromatografia consistiu de uma bomba quaternéaria
(modelo G1311B), um amostrador automatico (modelo G1329B), um compartimento de colunas
termostatizadas (modelo G1316A) e um detector de indice de refracdo (modelo G1362A) e uma
coluna Aminex HPX 87H (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Solucdo de H,SO4 a5 mmoL.L * em
agua MiliQ (Simplicity 185, Millipore, Billerica, MA) foi utilizado como fase mével na taxa de

0,5 mL.min a 65 °C e uma corrida de 20 minutos. O volume de injecdo das amostras foi de 20

ML.
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3.17 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia ao nivel de 95% de
confianga, utilizando o programa Statistica versdo 7.0 (Statsoft), sendo os resultados expressos
como médias * desvio padréo.

Foi aplicado o teste de Tukey com nivel de significancia de 5%, para a comparagdo
entre as médias, para os dados onde metodologia de superficie de resposta ndo pode ser aplicada.
Os gréficos comparativos foram elaborados por meio do programa OriginPro versdo 8.0
(OriginLab).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecao do substrato e da linhagem fungica melhor produtora de celulases

Foram isolados dois fungos morfologicamente distintos a partir da casca do coco.
Todos se mostraram capazes de degradar a celulose como Unica fonte de carbono. Contudo,
apenas Melanoporia sp. CCT 7736 foi selecionado para 0s ensaios posteriores, pois apresentou
melhores resultados de atividade enziméatica em relacdo ao Mucor circinelloides CCT 7737 (outra
linhagem estudada neste trabalho). E os resultados foram os seguintes: para Melanoporia sp.
utilizando a casca de coco 3,03 + 0,35 FPU/mL; palha de cana-de-agucar 1,74 + 0,01 FPU/mL e
bagaco de cana-de-aclcar 0,48 + 0,06 FPU/mL. Enquanto que, para Mucor circinelloides foram
0S seguintes: para a casca de coco 1,99 + 0,02 FPU/mL; palha de cana-de-actcar 0,33 + 0,03
FPU/mL e bagaco de cana-de-acutcar 0,29 + 0,04 FPU/mL.

Quanto ao substrato indutor na producao da enzima, melhores resultados de atividade
foram encontrados quando utilizou-se o pO da casca de coco verde como substrato em
comparacgéo ao bagaco e palha de cana-de-agucar.

Esses resultados sdo coerentes, uma vez que, o fungo Melanoporia sp. foi isolado da
casca de coco e portanto, melhores condi¢fes de adaptacdes do micro-organismo foram
encontradas nesse residuo. Segundo Moraes (2001), para um processo economicamente viavel é
desejavel isolar linhagens que sejam capazes de metabolizar substratos de baixo custo em curto

periodo de tempo.

4.2 Caracterizacao da casca de coco

Diante da escolha do pé da casca de coco como substrato para a producdo de

celulases foi feita a caracterizacdo quanto a sua composicdo em celulose, hemicelulose, lignina,

cinzas e extrativos. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Caracterizacdo do pd da casca de coco in natura e apOs pré-tratamento de
deslignificacdo com NaOH

P6 dacascade  Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Cinzas (%)  Extrativos (%)
coco

in natura 23,36 + 2,12 12,10 £ 1,03 40,85+1,26 21,00+ 1,37 6,36 + 2,30
pré-tratada 39,58 £ 0,28 16,65 + 0,28 32,60 £ 5,42 7,67 £ 0,05 4,24 + 0,47

Para 0 p6 da casca de coco submetido a pré-tratamento de deslignificacdo as
porcentagens de celulose, hemicelulose, lignina, cinzas e extrativos foram, 39,58%, 16,65%,
32,60%, 7,67% e 4,24%, respectivamente. Observa-se na Tabela 4 que os teores de celulose
aumentaram para as amostras pré-tratadas com NaOH em relagdo ao substrato in natura,
confirmando a eficiéncia do pré-tratamento. Entretanto, para a lignina o resultado ndo seguiu o
mesmo comportamento, ou seja, o teor de lignina diminuiu em decorréncia da agdo do tratamento
alcalino. Segundo Rabelo (2010), uma deslignificacdo completa é bastante dificil devido ao fato
da lignina se localizar profundamente na parede celular, apresentar uma elevada consisténcia e
fortes anéis de ligagdo C-O-C, C-C, além de uma tendéncia a recondensagédo (complexo lignina-
carboidrato) durante a deslignificacéo.

Os resultados apresentados na Tabela 4 estdo de acordo com os esperados, uma vez
que o principal objetivo do pré-tratamento alcalino &€ remover lignina, sem solubilizar a
hemicelulose e a celulose. O pré-tratamento alcalino possibilitou um aumento de 67,85% no teor

de celulose e uma diminuicéo de 20,19% no teor de lignina, em relacdo ao substrato ndo tratado.

4.3 Otimizacéo da temperatura e pH de determinacédo da atividade enzimatica

Inicialmente este ensaio foi realizado em pH 6,5, pois de acordo com Oliveira (2010)
este foi o pH de melhor atividade enzimética da enzima celulase de Melanoporia sp. em
fermentacdo semi-solida. Os resultados encontrados no referido ensaio univariado com a
finalidade de encontrar a melhor condicdo para a determinacdo da atividade enzimatica estdo
apresentados nas Figuras 7 e 8. A Figura 7 descreve o perfil de atividade celulasica em diferentes

temperaturas.
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Figura 7 - Influéncia da temperatura na
determinacdo da atividade enzimatica de
celulases produzidas por Melanoporia sp. em
pH 6,5.

De acordo com os resultados obtidos na Figura 7 para a fermentacdo utilizando p6 da
casca de coco como fonte de carbono, o melhor resultado de atividade enzimatica obtido foi na
temperatura de 80 °C. Dentro deste contexto, percebe-se que a atividade enzimatica aumentou
com o aumento da temperatura. Deste modo, analisando as temperaturas de 40 °C e 60 °C houve
um pequeno aumento da atividade enzimatica (sem diferenca estatistica, p<0,05), sendo que a
mesma aumentou drasticamente na temperatura de 80 °C, apresentando diferenca estatistica
(p>0,05) pelo teste de Tukey.

O aumento da temperatura de 40 °C para 60 °C proporcionou um acréscimo de
apenas 4,54% na atividade enzimatica; entretanto, um acréscimo igual a 88,20% foi observado
com o aumento da temperatura de 60 °C para 80 °C, indicando que a temperatura 6tima da
celulase analisada é de 80 °C e que a enzima produzida possivelmente apresenta caracteristica
termoestavel.

Segundo Riegel (2003), a atividade de uma enzima pode ser determinada com base na
velocidade de conversdo de um reagente adequado (substrato) e esta estritamente vinculada com

0s agentes desnaturantes, isso pelo fato da sua funcéo catalitica depender da conformacao na qual
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a enzima se apresenta. A temperatura e o pH, por exemplo, sdo um dos agentes criticos sobre a
atividade das enzimas mais importantes (SOHAIL et al., 2009).

De acordo com Saha (2004) uma endoglucanase se mostrou termoestavel a
temperatura de 60 °C por 30 minutos, perdendo apenas 10% de sua atividade na temperatura de
70 °C por 30 minutos. A atividade méaxima foi obtida na temperatura de 55 °C. Este resultado de
temperatura 6tima de 80 °C para Melanoporia sp. pode ser considerado bastante promissor em
processos industriais, pois a estabilidade enzimatica garante uma reducdo na desnaturacdo das
celulases submetidas a altas temperaturas.

A Figura 8 apresenta os resultados da influéncia do pH na atividade enzimatica de

celulases.
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Figura 8 - Influéncia do pH na determinacédo da
atividade enzimatica a temperatura de 80 °C de
celulases produzidas por Melanoporia sp..

De acordo com os resultados obtidos para as fermentagdes utilizando pé da casca de
coco como fonte de carbono, os maiores valores de atividade enzimatica foram obtidos a
temperatura de 80 °C e pH 5,5 para Melanoporia sp. de acordo com as Figuras 7 e 8.

Em relacdo ao pH, esse € outro pardmetro que exerce grande influéncia na
manutencdo da atividade enzimatica. Os resultados permitem afirmar que a atividade celulasica
foi afetada na faixa de pH estudada. Observou-se que o pH 6timo de atividade das celulases foi

5,5, onde obteve-se o valor maximo de atividade de 3,20 + 0,05 FPU/mL (diferindo
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estatisticamente dos demais pH's, pelo teste de Tukey (p>0,05). Matkar et al. (2013) também
utilizando uma linhagem fungica, verificou que o pH de melhor atividade de celulases foi 5,5
com valor de 0,17 FPU/mL. No entanto, nesse estudo com Melanoporia sp. pode-se dizer que a
linhagem conseguiu produzir celulases com eficiéncia e assim, obter atividades superiores em
relacdo as linhagens supracitadas.

De acordo com a Figura 8 o aumento no valor de pH, causa uma reducéo significativa
na atividade da enzima, uma provavel explicacdo para este comportamento parece estar
relacionada ao fato que houve uma redugdo na velocidade da reacdo devido a alteracdo na
concentracdo de ions H*, alterando a estrutura tridimensional das proteinas (TORTORA et al.,
2005). Assim, para os experimentos de hidrdlise da casca de coco, 0 meio reacional teve seu
valor de pH ajustado em 5,5, uma vez que este representa 0 maximo da atividade da enzima.

Goldbeck et al. (2012) avaliaram a atividade celulolitica de uma nova cepa de
Acremonium strictum, utilizando bagago de cana-de-acUcar e verificaram que as melhores
condicdes para a atividade de p-glucosidase foi em pH 5,0. Os mesmos autores também relataram
que a maior atividade enzimatica foi obtida com o aumento da temperatura, conforme observado
no presente estudo.

Estes dados sdo de extrema importancia na estratégia de purificacdo destas celulases,
evitando a perda de atividade pelo uso de faixas de pH agressivos as enzimas e a reducdo da

afinidade do método empregado.
4.4 Otimizacao da composicdo do meio de cultura para producéo de celulases
4.4.1 Efeito e concentracdo de sais minerais
Dos dez sais minerais avaliados no planejamento Plackett-Burman, apenas fosfato de
potassio (KH,PO,) e sulfato de ferro (FeSO,) apresentaram efeito positivo e significativo

(p>0,05) na producdo da enzima celulase, sendo comprovado pela analise do Diagrama de Pareto

de acordo com a Figura 9.
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(10)CuSO, 5,23373

(1)KH,PO, ‘3,54543

(4)FeS0O, ‘2,53245

(8)NaCl ‘2,082236

(9)NaNO; ‘-1,96968

(2)CaCL, ‘1,744576

(7)ZnS0,4 ‘-1,51947

(6)MnSO, ‘—1,06926

(3)MgSO4 ‘.9567032

(5)CoCL, ,16883

Figura 9 - Diagrama de Pareto indicando o efeito
estimado dos sais minerais na producdo de celulases por
Melanoporia sp.

Alguns estudos afirmam a importancia dos sais minerais na composi¢cdo do meio de
producdo enzimatica, pois 0s mesmos estdo diretamente relacionados com o metabolismo dos
micro-organismos, podendo estimular ou inibir a producdo de enzimas (MACIEL et al. 2008),
entretanto, a maioria dos sais testados neste estudo ndo apresentaram influéncia na producao de
celulases. Este resultado confirma que o fungo Melanoporia sp. ndo é muito exigente
nutricionalmente para secretar celulases.

E possivel verificar que, embora sulfato de cobre (CuSO,) tenha apresentado um
efeito significativo, este foi negativo sobre a producdo da enzima. Sabe-se que, para alguns
micro-organimos, 0 cobre € um nutriente essencial sendo usado como catalisador de reacfes
bioguimicas, estabilizador de proteina e mantenedor do equilibrio osmotico da célula (SANTOS,
2006), mas neste estudo seu efeito ndo foi positivo. Isto pode ser explicado pelo fato de que
alguns metais sdo essenciais para 0 metabolismo dos fungos, no entanto, eles podem se tornar
toxicos quando presentes em concentracfes levemente superiores as requeridas para seu
metabolismo (VALE et al. 2011). Desta forma, a adi¢cdo de CuSQ,, pode ter exercido um possivel
efeito inibitorio sobre a producdo da enzima. Por outro lado, sabe-se que alguns metais, podem

exercer o efeito de inducdo sobre a atividade de algumas enzimas celuloliticas, mas os fons Cu*?
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e Zn** séo os que mais frequentemente ndo induzem a acéo de celulases, podendo até provocar a
perda total da atividade catalitica, quando presentes em determinadas concentra¢cdes (CASTRO;
PEREIRA Jr., 2010).

Como este tipo de planejamento tem por objetivo selecionar variaveis, os sais que ndo
apresentaram efeito significativo ndo necessitam ser adicionados ao meio de producdo de
celulases. Portanto, a partir das varidveis selecionadas com efeito significativo, ou seja, KH,PO,
e FeSO,, estes foram otimizados quanto a concentracdo, de forma a potencializar a variavel
resposta, através de um planejamento experimental composto central rotacional. A Tabela 5
apresenta os resultados da otimizacéo da concentracdo de KH,PO,4 e FeSQO,.

Tabela 5 - Matriz do planejamento experimental composto central rotacional para
otimizacdo das concentracdes de KH,PO, e FeSO,4 na producdo de celulases

Ensaio KH,PO4 (g/L) FeSO,4 (g/L) Atividade enzimatica (FPU/mL)
1 0,100 0,005 1,065 + 0,155
2 0,100 0,100 1,776 + 0,000
3 1,000 0,005 1,716 + 0,059
4 1,000 0,100 1,894 + 0,00
5 0,100 0,052 1,539 + 0,118
6 1,000 0,052 2,427 £ 0,044
7 0,555 0,005 1,212 + 0,211
8 0,555 0,100 1,480 + 0,059
o* 0,555 0,052 1,851 + 0,019

10* 0,555 0,052 1,835 + 0,059
11~* 0,555 0,052 1,854 + 0,025
12* 0,555 0,052 1,862 + 0,055
13* 0,555 0,052 1,861 + 0,066

Nota: A temperatura de incubagfo do meio de producéo da enzima foi de 30 °C na rotacdo de 150 rpm durante 72 horas; Os valores da
atividade enziméatica referem-se & média + desvio padréo.
*Pontos centrais
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5, a concentragdo mais
adequada dos sais minerais significativos na producdo de celulases foi referente ao ensaio 6,
quando utilizou-se 1,0 g/L de KH,PO, e 0,052 g/L de FeSO,, pois nessas condi¢es obteve-se a
maior atividade enzimatica no valor 2,43 + 0,14 FPU/mL. Mesmo efeito também foi observado
por Annamalai et al. (2014), quando verificou que o KH,PO, apresentou efeito significativo na
producdo de celulases, sendo sua concentracdo otimizada através do planejamento composto
central.

Os demais sais avaliados (CaCl,, MgSOg, CoCly, MnSQ4, ZnSO4, NaCl, NaNO3) ndo
apresentaram efeito significativo (p<0,05) de modo que ndo foram utilizados na etapa de
otimizacdo das concentragdes, esse resultado sugere que as concentracfes desses sais podem estar
inibindo a producdo da enzima, pois além de ser uma analise muito importante, possibilita a
formulacdo da composicdo do meio que obtém-se a maxima producdo enzimatica, ainda reduz o
custo final do processo, evitando o uso de componentes no meio de producao sem necessidade.

Portanto, 0 modelo matematico que representa a atividade enzimatica dentro da
regido avaliada (pelo planejamento composto central), bem como o efeito das variaveis
independentes (sais minerais) do ensaio enzimatico foi expresso sob a forma da seguinte equacéo
(Eq. 4)

Y = 0,857 — 0,147x + 0,989 x2 + 28,140 y — 196,322 y2 — 6,232 X'y (4)

Onde:

x = Concentragao de KH,PO, (g/L);
y = Concentragao de FeSO4 (g/L);

Y = Atividade enzimatica (FPU/mL).

De acordo com a Tabela de ANOVA, o valor de F calculado para o modelo de
atividade enzimatica (FPU/mL) foi igual a 13, ou seja, maior que o valor de Fs tabelado (3,97)
no intervalo de 95% de confianca. Assim, 0 modelo pode ser considerado estatisticamente
significativo, de acordo com teste F.

Adicionalmente a analise deste resultado o modelo apresentou um bom coeficiente de
determinacdo (R = 0,92) demonstrando proximidade entre os resultados experimentais e 0s

valores tedricos previstos pelos resultados de atividade enzimética obtidos na Equacdo 2, pois
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quanto mais préoximo de um for este valor, melhor serd o ajuste do modelo aos dados

experimentais. A andlise de variancia (ANOVA) para o0 modelo de regressao obtido € apresentada
na Tabela 6.

Tabela 6 - Andlise de variancia para a atividade enzimatica (FPU/mL)

o x Soma Graus de Média

Fonte de variagao quadrética liberdade quadrética Valor de F
Regressao 1,30 5 0,26 13
Residual 0,11 7 0,02
Total 1,41 12
Coeficiente de
determinagdo (R?) 0,92

F tabelado (95%) Fsz =397

Diante do exposto, foi realizada a analise do planejamento composto central para

otimizar a concentracdo dos sais minerais significativos, de acordo com o grafico de superficie de
resposta (Figura 10).

(AR BUIEIENS SR

HECE

2.
2.
1.
1.
1

Figura 10 - Superficie de resposta para a atividade de

celulases produzidas por Melanoporia sp. em funcdo da
concentracdo de KH,PO, e FeSQO,,

A Figura 10 apresenta a superficie de resposta do efeito da concentracdo de fosfato de
potassio e sulfato de ferro sobre a producdo de celulases. Observou-se que a producdo de

celulases foi maior com o aumento da concentracdo de fosfato de potéssio, pois a regido
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vermelho-escura indica os melhores resultados de producdo de celulases com atividade no valor
de 2,43 + 0,04 FPU/mL (ver Tabela 5). Este resultado mostra-se interessante pelo fato de que o
fosfato tem um importante papel regulatério na sintese de metab6litos primarios e secundarios
dos micro-organismos assim como seus efeitos no crescimento do organismo, na producdo de
enzimas e na estabilidade do pH (GUPTA et al., 2003; PAPAGIANNI, 2004; SPIER, 2005).

Entretanto, com o aumento da concentracdo de ferro ndo foi observado o mesmo
comportamento, uma hipdtese é que a enzima possa ter sofrido inibicdo com o aumento da
concentracédo de ferro (PAPAGIANNI, 2004).

4.4.2 Efeito da fonte de nitrogénio e tween 80

O Diagrama de Pareto mostra os resultados da suplementacéo de fontes de nitrogénio
e tween 80, ao meio de producgdo enzimatica, que apresentaram efeito significativo na producéo

de celulases (Figura 11).

(7)Tween 3,631

(3)Uréia 1,994588

(6)Nitrato sédio 1,278582

(5)Peptona -,664863

(1)Extrato levedura -,664863

(2)Extrato carne -,15343

(4)Sulfato amodnio ,0511433

p=.05

Figura 11 - Diagrama de Pareto para o efeito estimado de
cada variavel em funcdo das fontes de nitrogénio e tween 80
na producdo de celulases produzidas por Melanoporia sp.

Segundo Putzke e Putzke, (2002) o nitrogénio, por sua vez, influencia na sintese de

aminodcidos, proteinas, acidos nucléicos e de algumas vitaminas.
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Sendo que, na andlise do efeito das fontes de nitrogénio, nenhuma destas, apresentou
efeito significativo, portanto, ndo serdo utilizadas nos ensaios de otimizacdo da composi¢do do
meio de producdo da enzima. Este resultado é interessante do ponto de vista econdmico, visto que
o principal objetivo da industria biotecnolgica no desenvolvimento de bioprocessos, para
producdo de enzimas microbianas, utilizando residuos lignoceluldsicos, é reduzir custos pois, 0
meio de cultura empregado no processo, pode incidir em até 60% no valor final do produto
(BANSAL et al., 2012; DHILLON et al., 2012).

Pesquisas mostram que, as fontes de nitrogénio como peptona, extrato de levedura,
milhocina, nitrato de sodio, sulfato de aménio e nitrato de aménio apresentaram pouco efeito ou
efeito negativo sobre a producdo de celulase por Trichoderma viride GIM 3.0010, utilizando
casca de banana como substrato (SUN et al., 2011). Ncube et al. (2012) produziram celulases a
partir de A. niger, utilizando como fontes de nitrogénio nitrato de sodio, cloreto de amonio,
peptona e mistura de peptona, extrato de levedura e extrato de malte, observando tambem que
ndo houve aumento significativo na atividade de celulase como consequéncia da adicdo destes
nutrientes como fontes de nitrogénio. Vale ressaltar que Shahriarinour et al. (2011), tambem
verificaram uma inibicdo na atividade enzimatica pela adi¢do de sulfato de amdnio e uréia como
fontes de nitrogénio, na producéo de celulases por A. niger.

Ramanathan et al. (2010) verificaram que a suplementacdo do meio com peptona,
extrato de levedura, sulfato de amdnio e uréia, como fontes de nitrogénio para a producdo de
celulases por Fusarium oxysporum, houve aumento na atividade enzimatica. O mesmo
comportamento foi verificado por Mrudula e Murugamma (2011) utilizando extrato de carne e
levedura, peptona e nitrato de sddio na producéo de celulases por Aspergillus niger.

Entretanto, no presente estudo, as mesmas fontes de nitrogénio avaliadas nao
apresentaram efeito significativo na producdo da enzima; somente a adicdo de tween apresentou
efeito positivo e significativo sendo, portanto, utilizado para a otimizagcdo de sua concentracao na
composicdo do meio de cultura. Uma vez que, diversos estudos tém demonstrado o efeito
estimulante de surfactantes sobre a producdo de enzimas microbianas em fermentacdo submersa
(DESWAL et al., 2011). Esses agentes tensoativos normalmente utilizados sdo tween 80, Triton
X-100 e polietilenoglicol (PEG), sendo o tween 80 o mais comumente utilizado (LIU et al.,

2006). Provavelmente estes compostos aumentam a permeabilidade da membrana da célula,



60

resultando em maior secrecdo das enzimas para 0 meio extracelular (ASSAREH et al., 2012). Por
isto, o efeito do tween 80 sobre a produgéo de celulases foi avaliado.

4.4.3 Efeito da concentracédo da casca de coco, lactose e tween 80 na producéo de celulase

Com o objetivo de avaliar a influéncia da fonte de carbono na producéo de celulases
foi feito um ensaio para avaliar o efeito da lactose isolada e em associagdo com a casca de coco.
Logo apds foi realizado um planejamento composto central para otimizar as concentracfes dessas
fontes de carbono juntamente com tween 80. A Figura 12 apresenta os resultados do meio de

producdo enzimatica com lactose isolada e em assosiagdo com a casca de coco como substratos.

410 T T T T

35- |

3,04 | 1
251
2.0

1,01

0,5+

Atividade enzimatica (FPU/mL)

0,0 T T
Lactose Casca de coco + Lactose

Fonte de carbono

Figura 12 - Efeito da lactose e casca
de coco na producdo de celulases
produzidas por Melanoporia sp.

Os resultados da Figura 12 denotam a boa capacidade de Melanoporia sp. em
produzir celulases a partir de substratos lignocelulésicos e o bom efeito indutor da casca de coco
associada a lactose como fontes de carbono.

Dentro desse contexto, Ramanathan et al. (2010) estudaram a producédo de celulases
por Fusarium oxysporum, utilizando lactose como Unica fonte de carbono e encontraram uma

atividade maxima igual a 0,12 FPU/mL. Neste estudo, utilizando Melanoporia sp. nas mesmas
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condicdes de fermentacdo, observou-se uma atividade enzimaética igual a 1,36 £ 0,17 FPU/mL e
ao utilizar como fonte de carbono, lactose e casca de coco, a atividade enzimatica aumentou para
3,33 £ 0,33 FPU/mL.

Apesar dos residuos lignoceluloliticos se apresentarem como um substrato promissor
para o crescimento de linhagens fangicas e producéo de enzimas celuloliticas (BRIJWANI et al.
2010), esses podem ndo ser suficientes para fornecer os nutrientes necessarios para 0 micro-
organismo na producdo maxima da enzima. Deste modo, a adi¢do de nutrientes a0 meio podem
melhorar o crescimento celular e induzir a producdo da enzima. A matriz do planejamento
experimental para a avaliacdo da adicdo de lactose, tween e pd da casca de coco ao meio de

producao de celulases é apresentada na Tabela 7.
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Tabela 7 - Matriz do planejamento experimental composto central rotacional para a otimizacéo
das concentracGes de tween, casca de coco e lactose no meio de producéo de celulases

Atividade enzimética

Ensaio Tween (%) Casca de coco (g/L)  Lactose (g/L) (FPU/ML)
1 0,500 5,000 5,000 0,230 + 0,023
2 0,500 5,000 15,000 1,430 + 0,357
3 0,500 15,000 5,000 0,953 £ 0,119
4 0,500 15,000 15,000 2,474 £ 0,008
5 1,500 5,000 5,000 1,371 + 0,059
6 1,500 5,000 15,000 2,146 £ 0,120
7 1,500 15,000 5,000 1,013 + 0,059
8 1,500 15,000 15,000 2,384 + 0,000
9 0,159 10,000 10,000 2,044 + 0,357
10 1,840 10,000 10,000 2,026 + 0,238
11 1,000 1,591 10,000 1,811 + 0,238
12 1,000 18,408 10,000 1,551 + 0,000
13 1,000 10,000 1,591 1,073 £ 0,119
14 1,000 10,000 18,408 2,044 + 0,059
15* 1,000 10,000 10,000 2,086 + 0,038
16* 1,000 10,000 10,000 2,051 + 0,060
17* 1,000 10,000 10,000 2,105 + 0,059

Nota: A temperatura de incubacdo do meio de producgéo da enzima foi de 30 °C na rotacéo de 150 rpm durante 72 horas; Os valores da atividade
enzimatica referem-se a média + desvio padréo.

*Pontos centrais

As fontes de carbono sdo elementos essenciais para 0s micro-organismos durante o

periodo de crescimento e metabolismo (NAGAR et al., 2010). No presente estudo, a lactose

(utilizada como fonte de carbono) melhorou a producdo de celulases em comparagdo ao controle

(meio fermentativo sem adicdo de lactose). Segundo alguns autores a lactose é considerada como
um indutor potente para a producdo de celulases (KATHIRESAN; MANIVANNAN, 2006; SUN
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et al. 2010; MATKAR et al. 2013) e essa afirmagédo mesmo sendo um enigma, sua semelhanca
estrutural com a celobiose pode explicar esse fato (MORIKAWA et al.,1995).

E possivel que varias substancias possam atuar como indutores para bioproducéo de
celulases. Para explorar a natureza de um indutor natural, varios pesquisadores avaliaram o
potencial de moléculas como a lactose (SUN et al., 2010) na producdo de celulases por fungos
filamentosos (HECK et al., 2005).

Morikawa et al. (1995) descreveram o papel da lactose como um indutor na producao
de celulases por T. reesei PC-3 e 7. Os autores concluiram que a lactose pode agir como um
indutor, se consumida no micélio de T. reesei e 0s outros agucares podem, supostamente, induzir
a producdo de lactose permease. Estudos realizados por Portnoy et al. (2011) verificaram que a
lactose induziu a expressao do gene de T. reesei para a producdo de celulases, sendo utilizada
como uma fonte de carbono indutora.

Com o intuito de melhorar a producdo de celulases, avaliou-se o efeito do surfactante
tween 80 na producdo da enzima, pois de acordo com a literatura, 0 mesmo pode efetivamente
melhorar a eficiéncia da producdo dessas enzimas. No entanto, 0s mecanismos envolvidos nesse
processo ainda ndo estdo completamente elucidados (YANG et al., 2011). Acredita-se que 0
tween aumenta o sitio de adsorcdo da celulose, o que significa que a taxa de conversdo de
celulose também aumenta, pois a superficie do polimero fica mais acessivel a acdo da celulase
(SEO et al., 2011). Além disso, os surfactantes alteram a estrutura do substrato, disponibilizando
a celulose ao ataque enzimatico e aumentam a estabilidade enzimatica, reduzindo a desnaturacao
(YANG et al., 2011). A Figura 13 apresenta o diagrama de Pareto, indicando as variaveis que
apresentaram efeito na producao de celulases por Melanoporia sp., quando avaliou-se o efeito da

lactose, casca de coco e tween.
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(3)Lactose(L) 5,508465

Coco(Q) -2,12446

1Lby2L -1,87053

Lactose(Q) -1,84146

(1)Tween(L) 1,466562

Tween(Q) -979475

(2)Coco(L) ,9235356

2Lby3L 8924469

1Lby3L -549109

p=.05

Figura 13 - Diagrama de Pareto para o efeito estimado
de cada variavel em funcdo das fontes de lactose, coco
e tween 80.

Das fontes de suplementacdo adicionadas ao meio observou-se que apenas a lactose
apresentou efeito significativo e positivo na producdo da enzima, no intervalo de confianca de
95%. Observando o diagrama de Pareto o efeito linear da lactose foi positivo, ou seja, quanto
maior a concentracdo de lactose maior serd a expressdo de producao da enzima.

Dentro desse contexto, a adicdo de nutrientes ao meio fermentativo pode ter
influenciado o metabolismo responsavel pela producdo da enzima. Enzimas normalmente
possuem uma expressdo no mecanismo de controle que pode ser estimulada ou inibida pelo
produto presente no meio (SANTOS et al., 2012).

Diante dos resultados encontrados, € possivel concluir que a lactose pode ter
“mascarado” o efeito do tween e da casca de coco. Deste modo, foi realizado outro planejamento
composto central variando a concentracdo de coco e tween e fixando a lactose em 15 g/L, pois
esta foi a concentracdo que proporcionou o melhor resultado de producéo da enzima celulase.

A Tabela 8 apresenta o planejamento e os resultados da otimizacdo das concentracoes

de tween e casca de coco.
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Tabela 8 - Matriz do planejamento experimental composto central rotacional para otimiza¢do das
concentragdes de tween e casca de coco no meio de producéo de celulases

Ensaio Tween (%) Casca de coco (g/L)  Atividade enzimatica (FPU/mL)
1 1,000 5,000 1,413 £0,181
2 1,000 15,000 1,917 + 0,065
3 3,000 5,000 3,123 £ 0,030
4 3,000 15,000 2,342 £ 0,125
5 0,585 10,000 1,757 + 0,065
6 3,414 10,000 2,667 £ 0,155
7 2,000 2,928 1,821 + 0,190
8 2,000 17,071 1,847 £ 0,130

9* 2,000 10,000 1,300 + 0,060
10* 2,000 10,000 1,310 + 0,065
11* 2,000 10,000 1,301 + 0,030

Nota: A temperatura de incubacdo do meio de producdo da enzima foi de 30 °C na rotacdo de 150 rpm durante 72 horas; Os valores da
atividade enzimatica referem-se a média + desvio padréo.
*Pontos centrais

A Figura 14 apresenta o diagrama de Pareto, apresentando os efeitos significativos

para a suplementacdo do meio com tween e casca de coco na producdo de celulases.

(1)Tween (%)(L) 6,735911

Tueen (%)(Q) 6,507699

Coco (9/L)(Q) 4,337385

1Lby2L -3,57869

(2)Coco (g/L)(L) -,193805

Figura 14 - Diagrama de Pareto para o efeito estimado de
cada variavel em fungdo das fontes de casca de coco e
tween 80 na producéo de celulases.
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De acordo com os resultados mostrados na Figura 14, o tween (linear) e (quadrético)
e 0 coco (quadratico) apresentaram efeito significativo e positivo sobre a produgdo da enzima
celulase, ou seja, ambos influenciam para melhorar o aumento da producdo enzimatica. Por outro
lado, o efeito de interacdo foi negativo, isto quer dizer que, com o0 aumento simultaneo das
concentragdes de casca de coco e tween no meio, reflete em uma reducéo na produgéo da enzima.
Portanto, o efeito quadratico do coco e tween, considerado como significativo, indicam o

aumento exponencial da producdo da enzima em funcdo do aumento destes constituintes.

Vale ressaltar que, o programa estatistica gera um modelo ajustado aos dados

experimentais. E os termos lineares e quadréaticos se referem aos termos do modelo gerado.

O modelo de regressao obtido para predizer a atividade enzimatica dentro da regido
avaliada, bem como o efeito das variaveis independentes (tween e coco) do ensaio enzimatico

esta expresso sob a forma da Equagéo 5.

Y = 2,466 — 0,896 x + 0,491 x2 — 0,136y + 0,013 y2 — 0,064 x’y (5

Onde:

x = Tween 80 (%);

y = Casca de coco (g/L);

Y = Atividade enzimatica (FPU/mL).

A analise de variancia (ANOVA) para 0 modelo de regressdo obtido para a atividade
enzimatica, em funcdo da concentracdo de tween e coco, é apresentada na Tabela 9. De acordo
com a Tabela de ANOVA, o valor de F calculado para o modelo de atividade enzimatica
(FPU/mL) foi igual a 21,39, ou seja, maior que o valor de Fss tabelado (5,05) no intervalo de
95% de confianca. Assim, o modelo pode ser considerado estatisticamente significativo, de

acordo com teste F.
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Tabela 9 - Anélise de variancia na producgdo de celulases (FPU/mL) em funcdo da concentragdo
de tween e coco (Lactose: 15 g/L)

o Soma Graus de Média

Fonte de variagao quadrética liberdade quadrética Valor de F
Regressdo 3,45 5 0,69 21,39
Residual 0,16 5 0,03
Total 3,61 10
Coef|C|_ente~de 0,95
determinagéo

F tabelado (95%)

F5y5 = 5,05
De acordo com o planejamento composto central obteve-se uma faixa 6tima dentro
do dominio experimental avaliado, ou seja, foi obtida uma atividade enziméatica em torno de 3,12

+ 0,03 FPU/mL quando utilizou-se 3% de tween e 5 g/L de casca de coco para a producdo da
enzima, conforme pode ser visto na Figura 15.

ERaD IR FPEFWTY

Figura 15 - Superficie de resposta para a atividade de celulase em
funcdo da concentracdo de coco e tween.

Através do gréafico de superficie de resposta (Figura 15), é possivel observar que com

a diminuicdo da concentracdo de casca de coco e tween no meio, a producdo da enzima é
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reduzida, confirmando que a casca de coco e 0 tween contribuem para 0 aumento da produgéo de
celulases por Melanoporia sp. como j& foi citado anteriormente.

Segundo Rodrigues e lemma (2005) o estudo comparativo dos tipos de planejamento
podem ser utilizados para uma triagem e andlise dos efeitos das variaveis, sendo importante para
mostrar que a metodologia de screening design é uma ferramenta muito Util para a avaliacdo
prévia de variaveis, consistindo de uma estratégia sequencial para se obter a otimizacdo de um

processo.

4.5 Otimizacao do pH do meio de producéo enzimatica

A Figura 16 apresenta os resultados da atividade enzimética de celulases para os
diferentes pH's avaliados na producdo da enzima.
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Figura 16 - Otimizacdo do pH de producéo
da enzima celulase.

Ao analisar o pH de producdo de celulases, verificou-se que a maior atividade
enzimatica quantificada foi em pH 6,5, onde foi obtido um valor de 3,20 + 0,36 FPU/mL. Valor

de pH similar também foi encontrado por Kathiresan e Manivannan (2006) quando estudaram o
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pH 6timo de maxima producdo da enzima celulase por Penicillium fellutanum, em fermentacéo
submersa, utilizando substrato lignocelulésico, encontrando-se um pH 6timo de 6,5. De acordo
com esses autores o pH de producdo de uma enzima é um pardmetro crucial de estudo em
processos fermentativos, pois 0 mesmo desempenha um papel importante na inducdo de
alteracbes morfoldgicas, na secrecdo e na estabilidade de enzimas (MATKAR et al., 2013;
PAPAGIANNI, 2004).

Os resultados indicam que, com o aumento do pH (na faixa de 3,5 a 6,5) houve um
aumento na producdo da enzima. Mesmo comportamento foi observado por Azzaz et al. (2012),
na producéo de celulases por A. niger, utilizando palha de trigo como substrato, sendo encontrada
um valor de 0,017 FPU/mL em pH 6,0, resultado este consideravelmente inferior ao encontrado
no presente estudo.

Para a producdo de celulases por Melanoporia sp. foi possivel observar que o sistema
celulolitico desta linhagem o torna promissor, pois foram obtidos valores de atividade elevados
em pH préximo da neutralidade, enquanto a maioria dos micro-organismos produtores de
celulases atuam em pH mais &cido. Estes dados sugerem que o sistema enzimatico pode variar
dependendo do metabolismo e da linhagem em estudo.

Segundo Miettinen-Oinonen et al. (2004), celulases com pH préximo da neutralidade
apresentam vantagens em relacéo as celulases acidas, para aplicacdo na industria téxtil, uma vez
que agridem menos o algodao, além de sua aplicacdo em detergentes (HAKAMADA et al., 2001;
SHIRAI et al.,, 2001; ZHAO et al., 2012). As celulases com acdo em pH préximo da
neutralidade, por sua vez, sdo Uteis no processamento do amido, atuando como enzimas
adicionais (ZHANG; XING; LIU, 2004) e no branqueamento da polpa de papel (TECHAPUN et
al., 2003).

Desta forma, este resultado estabelece Melanoporia sp. como um micro-organismo
interessante na producdo de celulases microbianas, devido a versatilidade de seu sistema
enzimatico (MACIEL, 2013).

Analisando os resultados do pH de producdo enzimatica na faixa de 3,5 a 5,5 é
possivel observar picos nos valores de atividade. Uma possivel explicacdo para a ocorréncia dos
picos observados, esta relacionada ao fato da enzima produzida, ndo ser uma enzima pura, e sim
um extrato enzimatico bruto, podendo estar presentes mais de uma enzima, com atividades
celuloliticas em diferentes pH’s (MACIEL, 2013). Segundo Silva (2008) tal comportamento é
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possivel, pois ha relatos na literatura para alguns micro-organismos, como Aspergillus nidulans e
Chrysosporium lucknowense, capazes de produzir mais de uma enzima com atividade
celulolitica.

Vaérios relatos na literatura indicam faixas acidas para este parametro, na atividade
enzimética de celulases produzidas por fungos. Andrade et al. (2011) e Delabona et al. (2013)
encontraram pH igual a 3,0 como o que maximizou a atividade catalitica de celulases produzidas
a partir de A. fumigatus e Trichoderma sp. 1S-05. Ncube et al. (2012) produziram celulases de A.
niger por fermentacdo em estado s6lido, e encontraram a atividade maxima em pH 4,0. Singh et
al. (2009) verificaram que o pH 4,8 foi 0 6timo para a atividade das celulases produzidas por A.
heteromorphus.

Tendo em vista que grande parte das celulases reportadas na literatura cientifica
apresentam valores de pH 6timo dentro da faixa &cida, os resultados deste estudo consistem em

um diferencial atrativo, uma vez que foram observadas valores de pH proximo da neutralidade.

4.6 Resumo da otimizacéo dos parametros estudados para a enzima celulase de Melanoporia

sp. realizada em incubadora tipo shaker

Finalizando esta etapa de otimizacdo das condi¢cdes de maxima producéo e atividade
da enzima celulase, em agitador orbital, para em seguida prosseguir com o processo fermentativo
em biorreator, os melhores resultados dos pardmetros analisados foram os seguintes: pH de
producdo da enzima: 6,5, a temperatura de 30 °C e agitacdo de 200 rpm; pH de atividade
enzimatica: 5,5; temperatura de atividade enzimatica: 80 °C; tempo de fermentacdo: 72 h e
composicdo do meio de producdo da enzima sendo de 5 g/L de casca de coco; 15 g/L de lactose;
3% de tween; 1 g/L de KH,PO4 e 0,05 g/L de FeSQ,.
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4.7 Experimentos realizados em biorreator
4.7.1 Determinacéo do tempo de fermentacao

Os resultados para o melhor tempo de fermentacdo por Melanoporia sp. utilizando
a casca de coco como substrato foi analisado durante 72 horas, no entanto, a maxima atividade da
enzima (4,59 + 0,26 FPU/mL) ocorreu em 24 horas de fermentacdo em condigdes controladas
(pH 6,5 a 30 °C e 250 rpm), resultando em uma concentracdo de agucares redutores de 12,00 +
0,07 g/L, conforme resultado apresentado na Figura 17.
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Figura 17 - Atividade enzimatica ao longo do
tempo de fermentacao por Melanoporia sp..

De acordo com os resultados apresentados na Figura 17, é possivel observar um
decréscimo na curva de agUcares redutores nas seis primeiras horas, € provavel que o micro-
organismo tenha consumido o agucar contido no meio durante a fase inicial de crescimento, por
iSO a concentracdo de acUcares diminuiu rapidamente, mas com o decorrer do tempo de
fermentacdo a concentracdo desses agucares permaneceu constante de 42 h a 66 h, coincidindo
com a atividade constante de celulases.

Song e Wei (2010), também verificaram comportamento similar com uma linhagem

fungica em sua fase inicial de crescimento em relacdo ao consumo de agUcares redutores e a
producéo de celulases.
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Ainda de acordo com a Figura 17, observa-se um aumento na concentragdo de
acucares redutores (AR) a medida que aumenta a atividade enzimatica. Apos este tempo, os AR
diminuiram gradativamente. Este processo pode ser explicado devido a producdo de enzimas pelo
fungo, as quais sdo responsaveis pela degradacdo da celulose presente no substrato em agulcares
como celobiose e glicose (ZHANG et al., 2006; RABELO, 2007; AGUIAR, 2010), os quais
foram metabolizados pelo fungo.

Os resultados da Figura 17 também mostram um pico de atividade em 24 horas e uma
reducdo dessa atividade enzimética ap06s 24 horas de fermentacdo, isso pode ser atribuida a
escassez de nutrientes necessarios ao metabolismo do micro-organismo, ou ainda ao acimulo de
metabolitos secundarios, levando a uma reducédo na produtividade (LIMA, 2010).

Os fungos filamentosos em fermentacdo submersa podem crescer sob a forma de
pellets (aglomerado de células) ou na forma dispersa (concentrado de hifas e agregados),
dependendo das condi¢des de cultivo e da propria linhagem. Sabe-se que a morfologia influencia
diretamente na produtividade (FAHEINA JUNIOR, 2012). Neste trabalho, Melanoporia sp.
cresceu sob a forma dispersa, levando a um aumento na viscosidade do meio ao longo do tempo
de fermentacgéo, o que pode ter dificultado a transferéncia de massa e calor no sistema. A Figura
18 apresenta o crescimento do fungo Melanoporia sp. no meio de producdo da enzima antes e

apos a fermentacéo.

Figura 18 - Meio de producdo da enzima antes (A) e apos (B) a
producdo de celulases por Melanoporia sp., utilizando a casca de
coco como substrato.
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Em um estudo avaliando a influéncia das condigfes nutricionais na morfologia de
Trichoderma sp. RUT C-30 na producdo de celulases, observaram que em meio fermentativo,
sem a formacéo de pellets, houve uma maior produgéo de FPase em 72 h. Os autores enfatizam
que o crescimento na forma de hifas em meio liquido, facilita a adesdo dos fungos no material
celulésico, auxiliando na obtencdo de uma maior produtividade de enzimas celuloliticas. Este
fenbmeno possivelmente esta relacionado a limitacdo da transferéncia de oxigénio dentro dos
pellets (DOMINGUES et al., 2001; PAPAGIANNI, 2004).

Por outro lado, a enzima produzida pode ter sofrido desnaturacdo devido aos
metabdlitos primarios e secundarios secretados pelo micro-organismo, ou ainda ter sofrido
inibicdo pelo acumulo de glicose e celobiose no meio (LIMA, 2010).

Resultados obtidos por Rocha (2010) para avaliacdo da producéo da enzima celulase
por diferentes linhagens de Aspergillus niger apontaram que as maiores producdes de celulases
ocorreram com 72 horas de fermentacdo. Considerando que neste trabalho obteve-se em 24 horas
a producdo méxima de celulases, ou seja, em 1/3 do tempo descrito por esse autor, observa-se que
a linhagem Melanoporia sp. possui grande potencial para a producdo desta enzima, visto que
obteve-se uma atividade bem superior em um curto periodo de tempo, quando comparado com
outros autores .

Confirmando a informacdo acima, Matkar et al. (2013) obtiveram uma atividade
enzimatica de 0,59 FPU/mL em um periodo de 144 horas de fermentacdo. Park et al. (2011)
estudaram a producdo de celulases por Acremonium cellulolyticus utilizando como fonte de
carbono substrato celulésico em biorreator sob condi¢Ges controladas. A maxima atividade
enzimatica foi igual a 0,73 FPU/mL apds 96 horas de fermentacdo. Cabe ressaltar que, a
atividade enzimatica de celulases produzida por Melanoporia sp., em apenas 24 horas de
fermentacao, foi 6,3 vezes maior que o valor encontrado por esses autores. Diante dos resultados
apresentados acima, optou-se por realizar as demais fermentacdes no periodo de 24 horas, pois

foi obtida uma melhor atividade da enzima, mesmo utilizando extrato enzimatico bruto.

4.7.2 Influéncia da injecao de O, durante o processo fermentativo na producdo da enzima

Na fermentacdo realizada com injecdo de O, a maxima atividade da enzima foi igual

a 2,09 £ 0,6 FPU/mL. O processo de aeracdo ndo foi favoravel para a producao de celulases por
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Melanoporia sp., pois ocorreu uma reducdo de 54,47% no valor de atividade enzimética em
relagdo ao processo fermentativo sem a injecdo de O,. Ritter (2009) alcangou melhores resultados
para producdo de celulases por Penicillium echinulatum ao mesmo nivel de saturacéo utilizado
nesse estudo. O que nos permite concluir que a exigéncia de O, vai depender do metabolismo do
micro-organismo em questéo.

Este resultado aponta que Melanoporia sp. ndo exige grandes quantidades de O, para
produzir celulases, apenas 0 O, produzido pela agitacdo do rotor é suficiente. Raimbault (1998)
mencionou que a agitacdo mantém as condicGes aerdbias, além de atuar na dessorcao do didxido
de carbono formado durante a fermentacéo. Pelo processo de agitacdo, também é possivel induzir
reacbes metabdlicas, tal como ocorre por estresse hidrico, estresse térmico ou mudancgas de
temperatura, podendo estes processos alterar drasticamente o comportamento bioquimico ou

metabdlico.

4.7.3 Influéncia do controle do pH durante o processo fermentativo na producéo da enzima

Para a fermentagdo com e sem o controle de pH, os valores obtidos foram de 4,59 +
0,26 FPU/mL e 1,77 £ 0,19 FPU/mL, respectivamente. No caso em que ndo houve o controle de
pH, 0 mesmo variou de 6,5 para 3,8 ao final do tempo de fermentacdo. Segundo Camassolla e
Dilon (2007), a reducédo da atividade enzimatica pode estar relacionada a diminuicdo brusca no
pH que podem interferir na desnaturacdo de proteinas e conseqientemente, a producdo da
enzima, além de influenciar na fisiologia do micro-organismo. Portanto, a fermentagdo em
biorreator se mostrou favoravel para a producdo de celulases visto que possibilitou o controle de
pH, resultando em um aumento de 259,32% em relacdo ao processo conduzido sem o controle de
pH. Nos demais ensaios, o pH foi mantido em 6,5 durante todo o processo fermentativo.

Este resultado evidencia que as condicGes controladas em fermentador sdo muito
importantes para 0 bom desenvolvimento do processo fermentativo. A producdo da enzima em
agitador orbital (shaker) (dados apresentados anteriormente) apresentou resultado de atividade
enzimatica 48% inferior em relacdo ao rendimento obtido em fermentador. Além disso, a
utilizacdo do biorreator permitiu reduzir o tempo de producdo da enzima em 48 horas (~ 67%), 0

que torna o processo economicamente viavel para a industria de bioprocessos.
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4.8 Efeito do pré-tratamento alcalino sobre a producdo de celulases

Os resultados de atividade enzimatica para Melanoporia sp. utilizando o substrato
submetido a pré-tratamento alcalino resultou em uma diminuigdo da atividade de celulases, ou
seja, com a deslignificacdo da casca de coco ndo houve um aumento na atividade da enzima que
foi de 1,64 + 0,06 FPU/mL e 4,14 + 0,11 FPU/mL utilizando a casca de coco in natura
(lignificada). Pode ser que o pré-tratamento tenha inibido o crescimento do micro-organismo e
portanto ndo permitiu a produgdo da enzima. Aparentemente, a lignina presente no residuo ndo
dificultou a inducdo da producao de celulases pelo micro-organismo, isto pode ser explicado pelo
fato do fungo produzir ligninase e ter sido isolado da casca de coco, pois 0s fungos pertencentes
ao género Melanoporia apresentam a capacidade de decompor substratos lignocelulésicos
(ZHOU; DAL, 2012), sendo as enzimas celulases, hemicelulases e ligninases responsaveis por
essa decomposicdo. Por isso, as atividades dessas enzimas foram quantificadas no complexo
enzimatico.

Nesse sentido, a degradacdo da lignina por fungos € possivel através da secrecao de
enzimas denominadas de ligninases, as quais podem ser classificadas em fenoloxidases (lacase) e
peroxidases (lignina peroxidase e maganés peroxidase), podendo ser produzidas em quantidades
e combinac0es diferentes pelos micro-organismos de acordo com sua capacidade e necessidade.
A maior atividade observada foi de lignina peroxidade (Lip) (3,49 + 0,22 UI/L), enquanto que
lacase (Lac) e maganés peroxidade (MnP) ndo foram quantificadas em quantidade consideravel.

Como a deslignificacdo € uma etapa a mais no processamento da matéria-prima, em
nivel industrial ndo seria interessante, pois € um processo oneroso e de baixo rendimento.

Em um estudo realizado por Aguiar e Menezes (2000) para a producdo de
endoglucanases em bagaco de cana, foi observado que o bagaco sem tratamento de
deslignificacdo apresentou niveis de producdo enzimatica para endoglucanases semelhantes aos
bagacos tratados com hidroxido de sddio a 4% e vapor, como também foi observado neste
trabalho.

Desta forma, optou-se por usar a casca de coco lignificada, pois os resultados de
atividade enzimatica foram superiores em relacdo a casca de coco pré-tratada com NaOH.
Resultado esse similar foi encontrado por Oliveira (2010), quando utilizou-se casca de coco

deslignificada por Melanoporia sp. para producéo de celulases em fermentacdo semi-sélida, foi
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também evidenciado que a deslignificacdo ndo agrega nada ao processo. Esse € um resultado
muito interessante, pois a grande maioria dos trabalhos fazem pré-tratamento dos residuos e por
ser um processo caro, torna-se dispendioso, entretanto, neste trabalho ndo foi necesséario. Uma
vez que o pré-tratamento da casca de coco geraria um incremento no custo de producdo das
celulases.

Dentro deste contexto vale ressaltar que, o género Melanoporia, é apontado como
causador de podriddo marrom em madeira (KIM et al., 2003), sendo capaz de degradar por
completa a lignina (CAPELARI e ZADRAZIL, 1997), celulose e hemicelulose, reduzindo o
substrato a pedacos cubicos amarronzados (RYVARDEN, 1991; SAMUELSSON;
GUSTAFSSON; INGELOG, 1994). Apesar de Melanoporia apresentar a capacidade de
decompor substratos lignoceluldsicos, até 0 momento ndo foi encontrado na literatura relatos de

sua utilizacdo, na producao de celulases, em processos fermentativos.

4.9 Determinagéo das atividades enzimaticas de xilanase, CMCase e celobiase

Os valores das atividades do complexo celulasico foram de 164,97 + 0,79 Ul/mL para
xilanase; 152,32 £+ 0,47 Ul/mL para CMCase e 23,71 + 0,95 UI/mL para celobiase nas condicdes
ideais de atividade de celulases, onde houve maior atividade enzimatica, ou seja, na temperatura

de 80 °C e pH 5,5. A Figura 19 apresenta os resultados das atividades enzimaticas supracitadas.
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De acordo com os resultados mostrados na Figura 19, as fragOes de xilanase e
CMCase apresentaram atividades enzimaticas mais elevadas em relacdo a atividade de celobiase.
Mesmo a atividade enzimatica de celobiase (B-glicosidase) tendo sido inferior as demais enzimas,
a mesma tem um papel importante (mesmo em pequena quantidade) no mecanismo de atuagédo
das celulases, pois atua sobre a hidrélise da celobiose, que é um inibidor da atuacdo das celulases
(SANTOS, 2011).

Sukumaran et al. (2009) obtiveram 14,98 Ul/mL de CMCase, 0,22 Ul/mL de pB-
glicosidase utilizando Trichoderma reesei RUT C-30. Vale ressaltar que esse micro-organismo é
considerado um dos melhores produtores de celulases e neste trabalho foram encontrados
resultados bastante superiores aos reportados para T. reesei. Os mesmos autores obtiveram 6,77
Ul/mL de CMCase e 2,84UI/mL de B-glicosidase utilizando Aspergillus niger MTCC 7956.

Com base nos resultados apresentados neste estudo, 0os mesmos indicam que o
complexo celulasico de Melanoporia sp. apresenta as trés atividades enzimaticas necessarias para
produzir glicose a partir de celulose, com grande potencial para ser utilizada na sacarificacéo
enzimatica de varios substratos lignocelulosicos, pois diferentemente da maior parte das
linhagens de Aspergillus e Trichoderma reportadas na literatura, esta consegue produzir os 3
tipos de celulases com atividades superiores em relagéo as linhagens convencionais.

Comparando-se as atividades do complexo observou-se que, xilanase, CMCase e
celobiase produzidas por Melanoporia sp. apresentaram estabilidade em altas temperaturas, ou
seja, a 80 °C, este resultado confirma a viabilidade de aplicagdo destas enzimas em processos

industriais.

4.10 Estabilidade enzimatica em diferentes condi¢bes de pH e temperatura

Este planejamento foi realizado para otimizar as condicdes operacionais da enzima
em estudo. Vale ressaltar que a atividade enzimatica inicial foi de 4,59 + 0,26 FPU/mL. A Tabela
10 apresenta os resultados dos ensaios do planejamento experimental para analisar o pH e a

temperatura de estabilidade da enzima celulase produzida por Melanoporia sp.
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Tabela 10 - Planejamento experimental para otimizacdo dos parédmetros de estabilidade da
enzima celulase durante 24 h e 48 h

Atividade enzimatica
(FPU/mL) em 48 h

Atividade enzimética

Ensaio  Temperatura (°C)  pH (FPU/mL) em 24 h

1 50 5,0 1,05 + 0,00 1,24+ 0,24
2 50 8,0 2,70 + 0,00 2,67 0,19
3 80 5,0 3,90 £0,25 2,86 % 0,00
4 80 8,0 2,02+ 0,19 1,95 + 0,39
5 50 6,5 1,70 % 0,06 1,37 0,06
6 80 6,5 2,15 + 0,06 1,82 + 0,26
7 65 5,0 2,28 + 0,06 2,08 + 0,00
8 65 8,0 2,85 0,19 3,64 % 0,31
9 (%) 65 6,5 2,08 0,03 1,96 % 0,07
10(*) 65 6,5 2,18 + 0,06 1,85 % 0,09
11(*) 65 6,5 2,09 + 0,04 1,79 + 0,00

(*) pontos centrais

A anélise dos resultados apresentados na Tabela 10 confirmam a importancia de
analisar os parametros pH e temperatura em conjunto, visto que a interacdo entre as duas
variaveis tém influéncia direta. Por isto, decidiu-se estudar a influéncia destes parametros na
estabilidade da enzima atraves de um planejamento experimental, uma vez que essa ferramenta
possibilita avaliar o efeito de interac@o de diferentes variaveis independentes na variavel resposta.
Por exemplo, nos ensaios 1 e 2 é possivel observar a influéncia direta do pH, neste caso ao variar
0 pH, na mesma temperatura houve um aumento na atividade apds 24 horas.

Diante desse resultado é possivel afirmar que, em processos fermentativos, onde cada
variavel pode interagir e influenciar no efeito de outras variaveis € essencial que seja utilizado um
método de otimizagdo que permita detectar as possiveis interaces, de modo que um ponto 6timo
ou regido 6tima seja escolhido, nas condicdes experimentais.

A Figura 20 apresenta os efeitos das variaveis independentes pH e temperatura de
estabilidade enzimatica. Observa-se que no intervalo de 95% de confianca, os efeitos de pH
(quadrético) e a interacdo pH versus temperatura apresentaram efeito significativo sobre a
estabilidade enzimatica do extrato bruto nos dois tempos avaliados. No caso do pH, o efeito
quadratico foi positivo, ou seja, para aumentos nos valores de pH resultam em atividades
enzimaticas maiores, mas dentro do dominio experimental analisado. Por outro lado, a interacao
pH e temperatura apresentou efeito negativo, ou seja, a medida que aumentam pH e temperatura,
tem-se uma reducdo na atividade da enzima. As variaveis temperatura (linear e quadratico) e pH

(linear) ndo apresentaram efeito significativo.
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Figura 20 - Ef mados sobre o pH e temperatura de estabilidade de celulases em 24 (A) e 48 (B)
horas sob as d (; d 0 planejamento experl ental

Os modelos de regressao obtidos para as atividades enzimaticas durante 24 horas e 48
horas estdo expressos pelas (Eq. 6 e 7), respectivamente

0,00005 x2 — 1,37y + 0,26 y% — 0,032xy (6)
,002 x? — 2,57y + 0,34 y2 — 0,02xy (7)

Onde:

Y = atividade enzimatica (FPU/mL)

X = temperatura
y=pH

Os modelos foram estatisticamente significativos no intervalo de confianca de 95%,
ma vez que os valores de F calculado (8,11 para a Eg. 6 e 6,08 para a Eq. 7) foram maiores que
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o valor de F tabelado (Fs5 = 5,05). Os coeficientes de correlacdo foram R? = 0,89 (Eq. 6) e R? =

0,86 (Eq. 7). A Figura 21 mostra as superficies de resposta construidas a partir das Eq. 6 e 7
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Figura 21 — Superficie de resposta para a estabilidade enzimatica durante 24 (A) e 48
horas (B).

Analisando a Figura 21 observa-se que as superficies de resposta obtidas
apresentaram um ponto de sela. Neste caso, 0s modelos estimados ndo possuem um Unico ponto

otimo. Dentro das condi¢bes experimentais avaliadas, duas regifes Otimas se destacaram nas
temperaturas de 65 °C e 80 °C.

Na temperatura de 80 °C (ensaio 3), obteve-se 0 maior valor de atividade enzimatica
apos 24 horas. O que denota a elevada estabilidade da enzima produzida por Melanoporia sp.
durante um longo periodo de tempo, em contraste com resultados de outras celulases citadas na
literatura. Ressaltando que, a maioria das referéncias consultadas, apresentavam ensaios de
estabilidade de enzimas, no maximo, em 1 h ou 2 h.

Deve-se considerar que esse resultado foi obtido com a enzima bruta, ou seja, a
mesma nao passou por nenhum processo de purificacdo, o que é interessante do ponto de vista

econbmico, uma vez que as etapas downstream contribuem sobremaneira para o valor final do
produto.
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A estabilidade observada para a enzima produzida por esta linhagem apresenta
diversas vantagens potenciais, na hidrolise de materiais lignoceluldsicos, conforme indica Farinas
et al. (2010), sendo elas: estabilidade mais elevada (que permite tempos de hidrélise longos) e
uma maior flexibilidade para as configuracdes do processo. Portanto, o uso de enzimas
termoestaveis ou em condi¢bes operacionais que ndo comprometam sua estabilidade é
interessante e viavel do ponto de vista industrial (RODRIGUES et al., 2014).

Entretanto, considerando que esta temperatura ¢ muito alta para conducdo de
processos a nivel industrial, nos quais sdo desejadas condi¢des de trabalho mais brandas. Por isso,
optou-se por utilizar a temperatura de 65 °C, pois além de ser a condi¢do que gerou a segunda
melhor estabilidade enzimatica, é uma temperatura amena para processos de hidrolise. Com a
finalidade de confirmar que em até 48 horas a enzima manteve-se estavel e definir uma regido
Otima, realizou-se um ensaio univariado fixando a temperatura em 65 °C e variando o pH de 5,0 a

8,0. A Figura 22 apresenta os resultados de atividade residual durante 2, 4, 6, 24 e 48 horas.
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Figura 22 - Atividade residual de celulases
em diferentes pH's a temperatura de 65 °C.

Analisando a Figura 22 verifica-se que em pH 8,0 a atividade residual apds 2 horas e
48 horas a temperatura de 65 °C foi de 96% e 57%, respectivamente, ou seja, houve uma pequena

reducdo na atividade residual da enzima no decorrer do tempo.
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De acordo com os resultados analisados pode-se dizer que, o0 extrato bruto enzimatico
submetido a temperatura de 65 °C por 2, 4, 6, 24 e 48 horas, apresentou boa estabilidade em uma
ampla faixa de pH 5,0 a 8,0 em relacdo a maioria das celulases reportadas na literatura. O que
pode ser confirmado pelos valores de atividade residual descrito acima. Esses ensaios confirmam
que a enzima pode ser aplicada em hidrélise enziméatica sem perder a estabilidade, pois, os
tempos de hidrolise enzimatica sdo da ordem de 48 horas (SINGHANIA et al.,, 2014;
WAGHMARE et al., 2014) e a enzima deve apresentar atividade durante todo o processo, ou
seja, a enzima precisa tolerar as condi¢des submetidas, sendo estavel.

A tolerancia de celulases a altas temperaturas ndo é uma caracteristica comum. A
maioria dos estudos de caracterizacdo de celulases € realizado com as enzimas purificadas, como
€ 0 caso dos estudos apresentados por Xu et al. (2014), que estudaram a estabilidade de celulases
numa ampla faixa de temperatura e pH e concluiram que a 80 °C a enzima teve a sua atividade
reduzida em 17% apds 40 minutos. Balasubramanian e Simdes (2014) estudaram a estabilidade
térmica de carboximetilcelulase e verificaram que na temperatura de 50 °C a enzima reteve
84,4% de sua atividade em 2 horas. No estudo realizado por NG et al. (2010), os autores
avaliaram a estabilidade térmica de B-glucosidase purificada a 58 °C e observaram que nesta
temperatura, a atividade foi reduzida a metade de sua atividade inicial em 2 horas.

Vale ressaltar que, valores extremos de pH, podem causar desnaturacdo proteica
consideravel e conseqliente inativacdo enzimatica. Por isso, € muito importante saber em que
faixa de pH a enzima é mais estavel, ja que o pH de méaxima estabilidade nem sempre coincide
com o de méxima atividade.

Segundo Nelson e Cox (2011), mudancas extremas de pH podem alterar a estrutura
da enzima devido a uma repulsdo de cargas. Enquanto que mudancas mais brandas podem induzir
a uma dissociacdo da enzima, e algumas vezes podendo levar a formas mais ativas, ou também a
sua completa inativacdo. Essas alteragdes podem causar diminuicdo seguida de aumento na
atividade enzimatica devido a alteracdo da estrutura terciaria. A enzima por ser uma molécula de

cadeia longa pode requerer um tempo para se estabilizar.



83

4.11 Estabilidade de celulases em funcéo da estocagem em baixas temperaturas

O efeito da temperatura de armazenamento na estabilidade das celulases produzidas
por Melanoporia sp. foi determinado como um parametro importante para a utilizagdo comercial
desta enzima. Primeiramente, os resultados mostram a atividade residual (%) da enzima estocada
em baixas temperaturas ao longo do tempo, e em seguida, é apresentado o tempo de meia-vida da
enzima. A Figura 23 apresenta o perfil linear de inativagdo para a enzima celulase em fungéo do
decréscimo da atividade residual com o tempo.
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Figura 23 - Perfil de atividade residual
durante o armazenamento do extrato bruto
da enzima celulase nas temperaturas de 4
°C (m) e -20 °C (®) durante 8 meses.

Analisando o grafico acima, a atividade residual da enzima bruta foi de 82% e 71%
apos 30 dias, sob as temperaturas de -20 °C e 4 °C, respectivamente. Entretanto, apos 180 dias a
temperatura de 4 °C a enzima praticamente perdeu toda sua atividade, apresentando um
decaimento linear de maneira acentuada com atividade residual de 2%. Na temperatura de -20 °C,
a atividade residual ap6s 180 dias foi igual a 44% e com 240 dias chegou a 14%. Esse resultado
confirma uma estabilidade consideravel da enzima, em relacdo aos trabalhos citados na literatura,
mesmo armazenada no caldo bruto e sem a presenca de estabilizadores (como o glicerol, por

exemplo), os quais sdo conhecidos por aumentar a estabilidade enzimatica durante a estocagem
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(SINGH et al. 1991; KAPOOR et al. 2008) e o tempo de meia-vida da enzima. Em relacdo ao
estudo realizado por Maciel (2006) a estabilidade de uma xilanase sob temperatura de
congelamento (-20 °C), na presenca de glicerol, verificou que ap6s 5 dias de armazenamento a
atividade residual foi de 72%.

Segundo Narra et al. (2014), a estabilidade de uma endoglucanase purificada
produzida por A. terreus e armazenada a 4 °C foi estudada e verificou-se que apds 5 meses houve
um decréscimo de 3 a 5% de sua atividade inicial. Em outro estudo realizado por Igbal et al.
(2011), uma endoglucanase de T. viride apresentou uma atividade residual em 58% apds 30 dias
armazenada sob as mesmas condigdes de temperatura (4 °C). Esses dados confirmam a boa
estabilidade das enzimas produzidas por Melanoporia sp., pois apresentaram maior estabilidade
nas temperaturas de armazenamento quando comparada com os resultados supracitados.

Segundo Heller et al. (1997), o congelamento a -20 °C ou -80 °C s&o os métodos
mais comuns de armazenamento de proteinas a frio. No entanto, o congelamento de solugdes
enzimaticas frequentemente causa desnaturacéo estrutural e perda da funcdo bioldgica, devido as
variagdes de pH e “stress” (agregacao, desdobramentos e dissocia¢des) causados pela formacao
de cristais de gelo e ciclos de congelamento-descongelamento, o que reduz a estabilidade
enzimatica, mas para a enzima de Melanoporia sp. a temperatura de congelamento (-20 °C) foi a
mais indicada por apresentar uma alta estabilidade e maior tempo de meia-vida por varios meses
em armazenamento. Esse resultado é muito atrativo, pois a maioria das enzimas apresentam
estabilidade inferior a 30 dias.

Para o calculo dos parametros de estabilidade, constante de desativacao e o tempo de
meia-vida da enzima, foi utilizado o modelo de ajuste de dados linear (cinética de ordem zero),
pois, os dados obtidos neste estudo ndo foram ajustados através de um ajuste exponencial.
Enguanto a maioria das enzimas obedecem a um modelo de primeira ou segunda ordem, as
enzimas produzidas por Melanoporia sp. obedecem a um modelo de ordem zero.

A partir dos resultados apresentados na Figura 22, conclui-se que houve um
decaimento da atividade residual apresentando um perfil linear, esta informacdo foi Gtil para a
busca de um modelo que fosse capaz de calcular a constante de desativacdo (k) e o tempo de

meia-vida (t ) do biocatalisador, desta forma, estes pardmetros de estabilidade foram obtidos

através do modelo de ordem zero (Warnock et al., 2009), para a enzima estocada em baixas
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temperaturas. A Tabela 11 mostra os resultados do tempo de meia-vida para a enzima celulase
produzida por Melanoporia sp..

Tabela 11 - Tempos de meia-vida (t 7) para a enzima estocada no caldo bruto nas temperaturas de
4 °Ce -20 °C ao longo do tempo

Temperatura (°C) Tempo de meia-vida Constante de ordem Coeficiente dze
(meses) zero (k) correlagdo (R)

4 3,12 0,16 + 0,01 0,97

-20 5,55 0,09 + 0,006 0,96

O modelo em que se utiliza o ajuste linear utilizando os pardmetros de uma inativacéo
enzimatica se adequou melhor aos dados experimentais, pois foram obtidos R? préximos de 1.
Observou-se que, para as duas temperaturas, a perda de atividade da enzima armazenada a 4 °C
foi superior a da enzima sob a temperatura de -20 °C, o que nos permite concluir que na
temperatura de congelamento a enzima possui maior estabilidade por um longo periodo de
tempo, e portanto possui um tempo de meia-vida maior em relacdo a temperatura de refrigeracéo,
sendo dessa forma a temperatura de armazenamento escolhida por proporcionar uma melhor
estabilidade enzimatica.

Diante do exposto, fica evidente a estabilidade da enzima produzida por Melanoporia
sp. sob a temperatura de congelamento. O que mais uma vez torna esta enzima interessante do
ponto de vista industrial, uma vez que é possivel tanto aplica-la quanto armazena-la no extrato

bruto sem necessidade de purificacao.

4.12 Determinacdo do perfil de proteinas presentes no extrato enziméatico de Melanoporia

sp. atraveés de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Eletroforese em gel desnaturante é uma ferramenta muito utilizada para a
caracterizacdo de componentes protéeicos ap0os a separacdo do polipeptideo desnaturado. Entre as
principais vantagens desse método incluem a identificacdo de proteinas particulares na mistura e
estimativa da massa molar da enzima (LACKS e SPRINGHORN, 1980; SANTOS, 2011).
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Atraves desta técnica realizou-se a detec¢do da massa molar de proteinas do extrato
enzimatico obtido por uma linhagem fangica em diferentes tempos de fermentagdo submersa. A
Figura 24 apresenta o perfil eletroforético do extrato enzimatico produzido por Melanoporia sp..

Figura 24 - Perfil eletroforético de proteinas em SDS-PAGE do extrato enzimatico de
Melanoporia sp. em tempos de fermentacdo diferentes. P é o padrdo de massa molar;
A, B, C e D sdo as amostras da fermentacdo nos tempos de Oh, 18h, 24h e 72h,
respectivamente.

Os resultados mostram que o perfil eletroforético (SDS-PAGE) do extrato analisado
reflete as multiplas proteinas detectadas no gel e revelaram que a enzima apresentou varias
bandas com massas molares que variaram entre 10 kDa e 60 kDa de acordo com a Figura 24. E
importante ressaltar que o gel apresentou bandas até 60 kDa pois, a partir dessa massa molar ndo
foram detectadas bandas protéicas. Destas bandas, as que se apresentaram no tempo de 24 horas
de fermentacdo estdo fortemente coradas e as bandas que se apresentaram nos tempos 0, 18 e 72
horas apresentaram nenhuma ou baixa intensidade. Com base nestes resultados, sugere-se que as
bandas fortemente coradas no tempo de 24 horas apresentam maior producdo de proteina,
corroborando com os resultados anteriores, nesse estudo, que relataram uma maior atividade
enzimatica.

Diante do exposto, Dyka et al. (2009) analisando a separacéo das bandas de proteinas
de um sistema celulolitico e hemicelulolitico de Bacillus licheniformis SVD1 com presenca de

atividades de avicelase e CMCase, observaram a presenca de 14 bandas que variaram de 14 kDa
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a 122 kDa. Annamalai et al. (2013) utilizando biomassa lignocelulésica como substrato para B.
halodurans CAS 1 na producéo de celulases, analisando a massa molar dessa enzima estimou um
valor de 44 kDa, o autor afirma que esse resultado é bem maior em relacdo a massa molar de
celulases de outras linhagens de Bacillus encontradas na literatura.

Quando comparamos os dados obtidos no presente trabalho com os descritos pela
literatura, podemos concluir que o micro-organismo Melanoporia sp. apresenta variabilidade
genética que resulta na sintese de diferentes isoformas de celulases.

Muitos micro-organismos quando induzidos a produzir celulases, acabam
apresentando enzimas de massas molares distintas, por isso que se torna dificil sua identificacéo.
Samuel et al. (2010) verificaram uma celulase produzida por Bacillus isolado de residuos, a qual
apresentou massa molar entre 6 kDa e 20 kDa.

Kim et al. (2009) e Annamalai et al. (2014) identificaram a massa molar das celulases
e concluiram que pode variar bastante. Em um estudo com B. subtilis subsp. subtilis A-53, uma
CMCase purificada e celulase, apresentaram massas molares estimadas em 56 kDa. Shrinivas et
al. (2010), também identificou uma xilanase, de Bacillus, apresentando mesma massa molar.

A massa molar das celulases fungicas pode variar muito, encontrando-se valores bem
distintos (CASTRO; PEREIRA, 2010). A maioria das endoglucanases apresentam massa molar
entre 25 kDa a 50 kDa. Enquanto as p-glicosidades sdo maiores, variando entre 165 kDa e 182
kDa. Estudos realizados por Eriksson et al. (1990) envolvendo Phanerochaete chrysosporium
mostraram que a variacdo para esta espécie pode apresentar entre 28 kDa e 37 kDa para
endoglucanases e 114 kDa para B-glucosidases.

Dentre as bandas detectadas neste estudo, obteve-se aproximadamente 15 bandas
fortemente coradas em 24 horas de fermentacdo, sugerindo-se estarem relacionadas com as
enzimas CMCase e endoglucanase, de acordo com as referéncias supracitadas.

Apesar dessa variedade encontrada entre massas molares, ainda ndo foi estabelecida
uma correlacdo entre a atividade enzimética e o tamanho da enzima, mas sabe-se que enzimas de
baixa massa molar, compostas de uma Unica cadeia polipeptidica e que possua pontes dissulfetos
sdo geralmente mais estaveis ao calor do que enzimas oligoméricas, de alta massa molar
(FURIGO; PEREIRA, 2012).
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4.13 Hidrolise enzimatica da casca de coco

Para iniciar o processo de hidrolise da casca de coco foi necessario concentrar as
proteinas do extrato enzimatico de Melanoporia sp. para a obtencdo de uma enzima menos
diluida. Os resultados que avaliam o melhor método de concentragdo das enzimas estdo

apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Métodos de concentragdes do extrato enzimatico de Melanoporia sp.

. . Atividade enzimatica Atividade especifica’
Metodos de concentragao (FPU/mL) (FPU/mg de proteina)
Extrato enzimatico bruto 2,63 +0,45° 10,40 +1,51°
Ppt sulfato de aménio (0-20%) 0,22 +0,02° 0,30 + 0,09°
Ppt sulfato de amo6nio (20-60%) 2,52 + 1,622 0,60 +0,21°
Ppt com PEG 1500 0,50 + 0,16° 2,03+0,67°
Ppt com PEG 4000 1,75 + 0,16° 8,40 + 0,42°
Sistema AMICON 3,14 £ 0,22° 0,96 +0,00%
Rotaevaporador 47,11 +2,89" 16,53 + 2,91¢

1A atividade especifica foi calculada dividindo-se a atividade enzimatica pela massa de proteina;
Em uma mesma coluna, médias com letras iguais ndo diferem significativamente (p<0,05) entre si pelo teste de Tukey.
Ppt: precipitacdo; PEG: polietilenoglicol.

Analisando-se os resultados obtidos nos processos, de precipitacdo com sulfato de
amonio e PEG, ultrafiltracdo (sistema AMICON) e concentragdo por rotaevaporacdo, foram
selecionados os melhores resultados entre cada um deles visando identificar qual foi o mais
indicado para concentrar o extrato celulolitico produzido por Melanoporia sp.. A comparacao foi
feita em termos de atividade especifica.

De acordo com os resultados da Tabela 8 e avaliando-se as atividades especificas
obtidas ap0Os precipitacio com 0-20% de sulfato de amoénio, verificou-se que os valores
encontrados foram inferiores aos da precipitacdo com 20-60%, mas de acordo com o teste de
Tukey ndo houve diferenca significativa entre ambas a fragdes analisadas com sulfato de aménio.
Esse resultado demonstra que a precipitacdo com sulfato de amdnio ndo foi eficiente. Dentro
desse contexto, Silva, (2011) avaliando a precipitacdo de celulases com 20% de sulfato de
amonio verificou que ndo foi possivel observar nenhuma precipitacdo. Comparando as
precipitacbes com PEG, a maior atividade especifica foi obtida com o PEG 4000.

Dentre os processos de concentragOes avaliados, a rotaevaporagdo apresentou a maior

atividade especifica em relacdo aos outros métodos de concentracdo das enzimas presentes na
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amostra, apresentando um aumento de 58,94% na atividade especifica em relagdo ao extrato
bruto. Além de ser um processo economicamente barato, foi 0 método escolhido para avaliar o
processo de hidrélise enzimatica, visto que, melhor concentrou as proteinas do extrato enzimatico
de Melanoporia sp., apresentando elevada atividade especifica, e diferenca significativa de
acordo com o teste de Tukey, quando comparado com os demais métodos avaliados.

Partindo agora para a analise do proceso de hidrolise, vale ressaltar que, uma das
etapas iniciais desse trabalho foi a obtencdo do extrato enzimatico celulolitico sintetizado por
Melanoporia sp. utilizando casca de coco verde como substrato. Em seguida, a fim de analisar a
eficiéncia da celulase produzida, avaliou-se o perfil de hidrélise dessa enzima, hidrélise esta
catalisada pelo proprio extrato produzido. Segundo Ribeiro (2010), este mecanismo deve ser
controlado em processos de sintese de enzimas de indugdo, como é o caso de enzimas do
complexo celulolitico.

Os resultados dessa etapa estdo apresentados na Figura 25 com o perfil de variagdo ao
longo do tempo, da concentracdo de agucares redutores no processo de hidrolise da casca de coco
pré-tratada e ndo tratada nas temperaturas de 65 °C e 80 °C.
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Figura 25 - Perfil da concentracdo de acUcares redutores produzidos durante a hidrolise
enzimatica da casca de coco utilizando a enzima produzida por Melanoporia sp. na temperatura
de 65 °C (A) e 80 °C (B).
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Analisando a Figura 25, observa-se que os resultados sobre o efeito do tempo de
hidrélise revelaram que a quantidade de agucares redutores produzidos a partir da hidrolise da
casca de coco aumentou progressivamente entre 0 e 24 horas, apresentando um pico em 24 horas,
na temperatura de 65 °C e com concentracdo de agUcares redutores igual a 3,54 + 0,31 g/L e 3,98
+ 0,16 g/L para casca de coco deslignificada e lignificada (in natura), respectivamente e
rendimento em acgucares redutores de 85,22% e 44,71% para os residuos in natura e pré-tratado,
respectivamente. Analisando a temperatura de 80 °C, o perfil de hidrélise foi similar, ou seja,
apresentou também um pico em 24 horas, com uma concentracdo de acuUcares redutores igual a
2,37 £ 0,01 g/L e 3,33 + 0,14 g/L, para casca de coco com e sem pré-tratamento,
respectivamente, apresentando um rendimento em acuUcares redutores de 71,30% para o residuo
in natura e 29,96% para o pré-tratado com NaOH.

Esse resultado apresenta a viabilidade da enzima produzida por Melanoporia sp., um
fungo isolado da casca do coco, que produziu uma enzima com grande potencial de sacarificagdo
e com um poder de hidrolise bem superior aos relatados na literatura, mesmo em condic¢des nao
otimizadas. Cabe ressaltar que, a hidrolise enzimatica foi mais eficiente na casca de coco in
natura em 24 horas, comportamento este incomum para este tipo de reacdo. Uma hipotese para
explicar tal comportamento, reside no fato de que quando as enzimas sdo utilizadas para
hidrolisar a mesma biomassa na qual foram produzidas, observa-se maior eficiéncia e
especificidade no processo de hidrolise, conforme Lynd et al. (2002).

Dentro desse contexto, Liu et al. (2011) relataram que a quantidade de agucares
redutores produzidos durante a hidrolise da forragem de milho pré-tratada, de celulases bruta
produzidas por Aspergillus fumigatus Z5, também aumentou progressivamente na fase inicial,
sendo entre 6 h e 72 h, no entanto, a maxima concentracdo foi obtida depois de 120 horas de
reacéo.

Waghmare et al. (2014) avaliando a concentracdo de agucares redutores produzidos
durante a hidrolise do bagaco de cana-de-agucar pré-tratado encontrou um maximo de 0,3 g/L
durante 48 horas e 0,08 g/L quando utilizou o bagaco in natura. Annamalai et al. (2014)
avaliaram o efeito da hidrolise da palha de arroz por uma celulase purificada. Comparando os
resultados obtidos neste estudo com o trabalho dos autores supracitados, o extrato enzimatico,
ndo purificado, de Melanoporia sp. apresentou melhor desempenho, ao hidrolisar os

polissacarideos da biomassa da casca de coco, € um poder de hidrolise superior quando
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comparados com as enzimas purificadas. Caracteristica bastante apreciavel, tendo em vista que a
utilizacdo industrial de enzimas purificadas € economicamente inviavel.

Por outro lado, ¢ interessante ressaltar que, a producgdo das celulases por Melanoporia
sp. foi realizada por fermentacdo submersa, processo associado a uma série de etapas downstream
apos extracdo. E onerosas operacdes de concentracdo e purificacdo enzimatica sdo necessarias
para atingir os valores quantificados. No caso do complexo enzimatico produzido neste trabalho,
para sua aplicacdo na hidrélise enzimatica foi necessario apenas concentra-lo no rotaevaporador
diretamente ap0s a extracdo, representando uma alternativa viavel e concreta de redugdo das
etapas e com isto dos custos do processo de hidrdlise de celulases.

O perfil de hidrolise apresentado pelas enzimas nas temperaturas de 65 °C e 80 °C foi
semelhante. No entanto, quando comparamos ambas as temperaturas fica claro que a 65 °C foi
escolhida como a melhor temperatura para a hidrolise da casca de coco, visto que industrialmente
ndo € uma temperatura muito abrasiva, e foi obtido uma maior concentracdo de acUcares
redutores, apresentando diferenca estatistica (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Podemos concluir que as celulases produzidas pelo micro-organismo, Melanoporia
sp., apresentaram uma eficiéncia no potencial de hidrdlise da casca de coco. Fato que, nos
estimula dar continuidade ao trabalho, no sentido de otimizar a hidrélise deste residuo,
viabilizando a aplicacdo industrial dessa enzima, pois alguns fatores como: temperatura, pH,
tempo, concentracdo de enzima e substrato, condi¢bes reacionais, produtos que agem como
inibidores enzimaticos precisam ser estudados, pois afetam a hidrolise enzimética da celulose. De
modo que, para melhorar o rendimento e velocidade da acdo enzimatica, otimizar o processo
deve ser focado (RODHE et al., 2011; ESLAHI et al., 2012; ANWAR et al., 2014).

Ainda, em futuros experimentos de hidrélise, faz-se necessario a utilizacdo de -
glicosidases para aumentar a conversao e, conseqlientemente evitar o acimulo de celobiose e

inibicdo das endoglucanases.
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4.14 Analise dos produtos de hidrolise por cromatografia liquida de alta eficiéncia-CLAE

Nas hidrolises realizadas com as enzimas comercial e produzida por Melanoporia sp,
as maiores concentracdes de agUcares redutores ocorreram com 24 h e 48 h de hidrolise, por isso,
essas foram as condicOes analisadas por CLAE. Os resultados podem ser vistos nas Tabelas 13 e
14.

Tabela 13 - Produtos de hidrolise da casca de coco ap6s 24 horas

Tempo Acucares (g/L)
(24 horas) Arabinose Celobiose Glicose Xilose
Enzima Melanoporia sp. (lig.) ND 3,333+0,045 0,033 +0,002 0,060+ 0,001
Enzima Melanoporia sp. (deslig.) ND 3,304 + 0,028 ND 0,058 + 0,001
Enzima comercial (lig.) 0,326 + 0,011 ND ND 0,046 + 0,011
Enzima comercial (deslig.) 0,334 £ 0,001 0,873+0,011 0,220+0,002 1,248 + 0,010

A temperatura de hidrolise para a enzima de Melanoporia sp. e enzima comercial foi de 65 °C e 50 °C, respectivamente. A enzima comercial utilizada
foi a celulase de Trichoderma reesei ATCC 26921. A denominagdo lig. refere-se a casca de coco lignificada e deslig., a casca de coco deslignificada.
ND: ndo detectado.

Tabela 14 - Produtos de hidrolise da casca de coco apos 48 horas

Tempo Acucares (g/L)
(48 horas) Arabinose Celobiose Glicose Xilose
Enzima Melanoporia sp. (lig.) ND 2,822 +0,032 0,051 +0,002 0,085 0,001
Enzima Melanoporia sp. (deslig.) ND 1,749 £ 0,036 ND 0,042 + 0,001
Enzima comercial (lig.) 0,359 + 0,020 ND ND 0,051 + 0,011
Enzima comercial (deslig.) 0,399 + 0,004 0,986 +£0,020 0,307 +£0,001 1,770+ 0,011

A temperatura de hidrélise para a enzima de Melanoporia sp. e enzima comercial foi de 65 °C e 50 °C, respectivamente. A enzima comercial utilizada
foi a celulase de Trichoderma reesei ATCC 26921. A denominacdo lig. refere-se a casca de coco lignificada e deslig., a casca de coco deslignificada.
ND: ndo detectado.
De acordo com os resultados citados acima, observa-se que houve uma maior
concentracdo de celobiose nos tempos de 24 h e 48 h para a casca de coco lignificada e
deslignificada. Os valores relacionados a arabinose ndo foram apresentados, visto que ndo houve
acumulo desse carboidrato no meio reacional. E, em relacdo aos carboidratos glicose e xilose, a
concentracdo obtida foi bem inferior em comparacdo com a celobiose, o qual foi o Unico acUcar
quantificado nessas analises iniciais. Resultado coerente, uma vez que, 0 extrato enzimatico
possui uma quantidade baixa de celobiase (enzima responsavel pela hidrélise de celobiose).
Observa-se nas Tabelas 13 e 14 que seria necessario suplementar o sistema de
hidrolise com a enzima B-glicosidase, para que o excesso de celobiose pudesse ser convertido a

glicose, aumentando assim o rendimento desse agucar. Procedimento esse comum nesse tipo de



93

ensaio, uma vez que ndo dificilmente um compelxo enzimético apresenta quantidades suficientes
de todas as enzimas envolvidas na reacao de hidrdlise (ROCHA et al., 2009; SARITA, 2010).

Resultado similar também foi obtido por Chen et al. (2008) quando observaram uma
elevada concentracdo de celobiose no hidrolisado celulésico. Segundo esses autores a alta
concentracdo de celobiose causou inibicdo da enzima celulase, o que contribuiu para diminuir
ainda mais o rendimento na etapa de hidrdlise. Alguns autores relacionaram a causa da inibicdo a
alguns fatores que incluem a concentracao da enzima, a area superficial disponivel da celulose e a
atividade da P-glicosidase. Na maioria dos casos a inibicdo pode ser competitiva ou néo-
competitiva e a relacdo da enzima/substrato € um fator muito importante e que dependendo da
concentracdo da enzima, diferentes inibicdes pelo produto final podem ser observadas
(GUSAKOV e SINITSYN, 1992).

Com relagdo aos resultados obtidos com a enzima comercial observa-se que o
produto de hidrélise de maior concentracdo obtido foi a xilose e em menor concentracdo a
glicose. Para a celulase de T. reesei os resultados foram melhores para a casca de coco
deslignificada, no entanto, o pré-tratamento apresenta-se como uma desvantagem tecnoldgica,
devido ao elevado custo envolvido no processo, e a enzima de Melanoporia sp. apresentou
melhores resultados com a casca de coco lignificada, contrastando com os resultados obtidos
quando comparado com a enzima comercial. Deste modo, tecnologicamente a enzima de
Melanoporia sp. foi superior a comercial quando comparada em relacéo a eficiéncia de hidrolise.

A maioria das leveduras ndo fermentam os acgucares xilose e arabinose, por isso, 0s
mesmos nao sdo interessantes para a producdo de etanol, por exemplo. Pensando nessa aplicacéo,
uma menor concentracdo desses agucares é desejavel, como aconteceu com o processo de
hidrolise da enzima de Melanoporia sp.. Santos (2010) isolou 619 leveduras, tendo verificado
que somente trés dessas foram capazes de fermentar xilose, sessenta fermentaram celobiose e
nenhuma foi capaz de fermentar arabinose. Cadete (2009) isolou 585 leveduras produtoras de
exoenzimas para obtencdo de bioetanol lignoceluldsico e verificou que apenas 22 fermentaram
xilose e nenhuma foi capaz de fermentar arabinose.

Vale ressaltar que, o objetivo era verificar se a enzima apresentava poder de hidrolise,
e o mesmo foi alcancado, pois estes resultados foram obtidos em um ensaio preliminar de

hidrolise para avaliar a viabilidade da enzima produzida por Melanoporia sp. na casca de coco.
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A Tabela 15 apresenta os custos preliminares no processo de producdo de celulases

estudada nesta tese.

Tabela 15 — Custos preliminares na produgéo de celulases por Melanoporia sp.

Valor (R$)  Valor para 1 L (R$)

Casca de coco 0,00
Lactose (500 g) 25,65
I(I{2PO4 (500 g) 48,10
FeSO4 (1000 g) 13,45
Tween 80 (500 mL) 181,00
Energia dos equipamentos 0,36
(kWh) *

Total (1 fermentagao)

0,00

0,77

0,09
0,0006

1,14

b

7,33

9,33

* Valor do kWh: R$ 0,36

* kWh gasto para produzir a enzima no biorreator: 2,80 em 24 horas.

Levando em consideragdo 0s custos com a producdo da enzima com reagentes e

energia elétrica realizou-se uma comparacdao de gastos com a enzima de Melanoporia sp. € a

enzima comercial, e os calculos estdo demonstrados abaixo:

Atividade da enzima comercial: 203,67 FPU/mL
Em 50 mL: 10.183 FPU
Custo: R$ 461,00

Atividade da enzima de Melanoporia sp. : 4,59 FPU/mL
Por fermentacdo (1 L): 4590 FPU
Custo por fermentagdo: R$ 9,33

Para obter 10.183 FPU sao necessarias 2,22 fermentacdes
Custo: R$ 20,71
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6 CONCLUSAO

O reaproveitamento da casca do coco verde para a producdo de celulases proposto
nesse estudo foi alcangado, uma vez que, o fungo filamentoso Melanoporia sp. foi capaz de
utilizar o residuo, sem pré-tratamento, para a producdo dessas enzimas, num curto periodo de
tempo. Esse resultado torna essa linhagem bastante promissora na producdo de celulases, em

comparagdo com outras linhagens reportadas na literatura.

O complexo enzimatico produzido nesse estudo apresentou algumas vantagens
tecnoldgicas, tais como, elevada termoestabilidade, estabilidade no armazenamento, sob
congelamento, por um periodo de oito meses e capacidade de hidrolisar de forma eficiente a

casca de coco verde, além de baixo custo na produgéo da enzima.
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