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RESUMO

As celulases séo enzimas que tem a capacidade de despolimerizar as cadeias de celulose da
biomassa lignocelulésica produzindo unidades de aclcares menores pela acdo das
endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases. Estas enzimas tém varias aplicacdes nas
indUstrias de biocombustiveis, téxtil, alimentos, dentre outras. A aplicagdo das celulases na
indUstria é restrita pelo seu custo de producdo. Assim, utilizar substratos e métodos de producéo
viaveis e otimizar a producgéo das celulases € necessario para tornar 0 processo mais econdémico.
O objetivo desse trabalho foi otimizar a producéo de celulases por fermentacdo em estado sélido
(FES) com Penicillium janthinellum 3921 utilizando residuo de algoddo como substrato. Apds
as analises dos substratos (caroco moido e mistura de torta e fibrilha), o carogo moido foi
escolhido para a otimizagéo. As analises estatisticas de Plackett-Burman (PB) com as varidveis
temperatura, pH, polisorbato 80, indculo, agua e nitrogénio, indicaram um efeito significativo
da agua, temperatura e polisorbato 80 na producdo de celulases. Além disso, a otimizagdo
baseada no delineamento composto central rotacional (DCCR) mostrou que valores de agua de
6,1 mL, temperatura de 27,9°C e 4,3% de polisorbato 80, foram 6timos para producédo de

celulases.

Palavras-chave: Celulases, residuo de algoddo, otimizacéo.
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1 INTRODUCAO

Devido a expansdo continua da populacdo mundial ocorre uma crescente busca por
produtos sustentaveis que minimizem os impactos ambientais. A biomassa lignoceluldsica
surge como uma matéria-prima importante por ter grande potencial para produzir energia de
fontes renovaveis. Essa biomassa tem ganhado destaque nos Gltimos anos por ser um material
de baixo custo e de grande abundancia (ANTAR et al, 2021; VIEIRA, 2020).

Os componentes estruturais da biomassa lignocelulosica estdo arranjados de modo que
a celulose e hemicelulose ficam envoltas por lignina. A celulose se mantém por meio de
ligagBes de hidrogénio e também pelas interaces de Van der Waals. Os complexos de lignina-
carboidratos tem importancia na recalcitrancia da biomassa, as ligacdes de hidrogénio
interligam a celulose e hemicelulose. As estruturas das paredes celulares variam de acordo com
a espécie (MARQUES et al, 2018).

A biomassa lignocelulésica, na natureza, é utilizada por fungos e bactérias como fonte
de carbono. Esses microrganismos hidrolisam a celulose pela acdo das celulases, que sao
enzimas que conseguem degradar a celulose.Visando a aplicacdo comercial das enzimas, ha
uma busca por celulases produzidas por microrganismos (PEIXOTO, 2019).

As celulases sdo muito utilizadas industrialmente. Uma das aplicacBes que tem se
destacado nos ultimos anos é a utilizacdo na obtencdo de acgUcares fermentesciveis para
producdo de etanol de segunda geracdo (etanol 2G), essa é uma aplicacdo que tem se destacado
nos Ultimos anos (MARQUES, 2017). As celulases também sédo aplicadas na industria de papel,;
na industria de alimentos, como por exemplo, na producdo de sucos extraindo os pigmentos do
fruto; na industria téxtil para ter tecidos mais lisos e macios; entre outras aplicacées (AFONSO,
2012).

As celulases sdo um complexo enzimatico formado por trés grupos principais de
enzimas que agem sinergicamente. Essas enzimas que agem sinergicamente sdo: a
endoglucanase, a exoglucanase e a B-glicosidase. As endoglucanases iniciam a hidrélise, o que
resulta em uma répida solubilizacdo do polimero, as exoglucanases agem em terminais
redutores e ndo redutores que sdo formados pelas endoglucanases e as B-glicosidases hidrolisam
os celo-oligossacarideos e celobiose para liberacao de glicose (AFONSO, 2012).

A hidrolise enzimatica apresenta como vantagem as condi¢des moderadas de presséo e
temperatura, a alta especificidade e geracdo de pouco ou nenhum subproduto toxico. Assim, a
hidrolise enzimatica é mais comum que a quimica devido as essas vantagens (MARINHO et al,
2019; MARQUES et al, 2018).
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Uma alternativa para produzir celulases é a fermentacdo em estado sélido (FES),
utilizando residuos agroindustriais como substrato. Em comparagdo com a fermentacéo
submersa, a FES possui vantagens como a reducdo no custo da producdo das celulases e
obtencdo de maiores produtividades (MARQUES et al, 2018).

Os microrganismos considerados mais adequados para a FES sdo os fungos
filamentosos, ja que se adaptam facilmente a vérios tipos de biomassas, colonizando esses
substratos atraves da producdo de varias enzimas (MARQUES, 2017). Sdo exemplos de
biomassas lignoceluldsica O bagaco de cana, residuo de algodao, palha de milho.

O algodéo é uma matéria-prima muito utilizado na inddstria. Por ano sdo gerados cerca
de 25 milhdes de toneladas de algoddo mundialmente e grande parte é utilizado para o
refinamento de fibras, e 0 que ndo é utilizado torna-se subproduto. A fibrilha é um residuo
extraido do algoddo, ela é considerada um subproduto, visto que o produto principal é a pluma.
A torta de algodao também é um residuo, que é obtido na prensagem do caroco para a retirada
do 6leo. Esses residuos séo lignoceluldsicos com potencial de ser um substrato para producao
de enzimas. (BEZERRA et al, 2017; SILVA, 2012). No Brasil a producdo de algoddo se
concentra no Mato Grosso e no Oeste da Bahia (OLIVEIRA, 2021).

Sdo vérios os fatores que influenciam na producdo enzimatica, como: pH, temperatura,
teor de umidade, tempo de cultivo, quantidade de indculo, fontes de nitrogénio, entre outros.
Assim, para se ter uma maior producdo enzimatica a otimizacao das condicGes de cultivo se
torna essencial (MARQUES et al, 2018).

O uso de metodologias de planejamento experimental facilita a otimizacdo da producao
enzimatica, pois determina fatores que estao influenciando na producao e também a influéncia
das suas interacfes. Com essas metodologias ha uma diminui¢do no nimero de ensaios, pode-
se estudar interacdes de muitos fatores, saber as interaces desses fatores, estimar niveis 6timos
e assim melhorar a precisdo dos resultados (MARQUES et al, 2018). O presente trabalho teve
como objetivo otimizar a producéo de celulases por Penicillium janthinellum utilizando residuo

de algod@o como substrato na FES.
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2 JUSTIFICATIVA

As celulases sdo enzimas que tem grande potencial na hidrélise da celulose e isso faz
com que sejam funcionais em varios setores comerciais incluindo a producdo de etanol
utilizando biomassa lignocelulésica, melhoria da textura de alimentos, industria téxtil, entre
outras.

A viabilidade econdmica do uso de celulases requer a reducéo dos custos de producao
e comercializacdo. Para atingir essa reducao de custos e possibilitar aumento de produtividade,
tem-se estudado a utilizacdo de biomassa lignoceludsica, ja que é um substrato de baixo valor
agregado e amplamente disponivel.

O algodao é um dos principais produtos do agronegécio no Brasil. De acordo com a
Associacdo Brasileira dos Produtores de Algodao (Abrapa) a colheita da safra de 2021/2022 foi
de aproximadamente de 2,5 milhes de toneladas. Para a safra de 2022/2023 é estimado uma
producdo de 3,1 milhdes de toneladas e a area plantada € projetada em 1,78 milhdo de hectares,
com um crescimento de 9,3% se comparado com a safra de 21/22 que foi de 1,63 milhdo de
hectare. Essa producdo em grande escala estd diretamente ligada a producdo de residuos,
principalmente no refinamento da fibra de algodao.

A celulose presente nesses residuos de algoddo tornam esse material bastante atrativo,
ja que tem grande potencial de serem utilizados como substrato para producdo de celulases.
Devido a essa taxa de celulose € possivel utilizar fungos filamentos (como o P. janthinellum)
para a producdo de celulases por FES.

A grande producdo de algoddo no oeste da Bahia torna viavel o estudo da obtencdo de
celulases utilizando o subproduto do algodao. Assim, esse trabalho tem como objetivo otimizar
a producdo de celulases por P. janthinellum utilizando os residuos de algoddo como substrato,

na fermentacdo em estado solido.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Otimizar a producgdo de celulases por fermentacdo em estado sélido (FES) com Penicillium
janthinellum 3921 utilizando residuo de algodao como substrato.

3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar diferentes substratos (caro¢o de algoddo moido, torta e fibrilha) na producéao de
celulases;

e Estimar os efeitos do teor de 4gua, nitrogénio, polisorbato 80, indculo, pH e temperatura
na producdo de celulases por meio de um delineamento de Plackett-Burman (PB);

e Otimizar a producdo de celulases a partir dos parametros selecionados usando um

delineamento composto central rotacional (DCCR).
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Enzimas

As enzimas sd8o muito importantes para a industria, pois atuam como catalisadoras de
reacOes bioquimicas. Elas atuam aumentando a velocidade da reacdo devido a diminuicao de
energia de ativacdo, e ndo altera o equilibrio quimico. Quando a enzima se liga a um substrato
é formado o complexo enzima-substrato, esse complexo diminui a energia de ativacéo. O sitio
ativo da enzima gera um ambiente ideal para que a reacdo ocorra e assim se obtém os produtos.
As enzimas geralmente retornam ao seu estado original ap6s uma reacdo. (PINHEIRO et al,
2019).

A eficiéncia catalitica das enzimas, normalmente € considerada maior que a de
catalisadores quimicos, ja que tem maior especificidade. Em alguns casos séo a Unica rota para
obtencdo de alguns produtos, pois ndo se tem alternativas quimicas que sejam viaveis devido a
geracdo de subprodutos dificeis de separar (ROMERA et al, 2019).

As enzimas atuam em condicGes brandas de pH, temperatura e presséo, e de acordo com
as condi¢cOes operacionais a sua atividade pode ser regulada (LIMA et al, 2020). Algumas
enzimas necessitam da adi¢cdo de outra moléculas para atuarem como uma enzima. Essas
moléculas sdo chamadas de cofatores, e sem eles essas enzimas ficam inativas (apoenzimas), e
quando ¢ adicionado o cofator a enzima se torna ativa (holoenzima).

Todas as enzimas sdo proteicas, exceto um pequeno grupo de RNA catalitico. Essas
enzimas proteicas sdo formadas por longas cadeias de aminoacidos ligadas entre si pelas
ligacOes peptidicas (LIMA et al, 2020).

Existem varias enzimas que degradam materiais lignoceluldsicos, dentre elas podem-se
destacar as celulases, pectinases e xilanases. Uma mistura de diferentes enzimas constitui a
composi¢do do complexo enzimatico e esse complexo atua na hidrolise do substrato (ARRUDA
et al, 2019).

As celulases atuam na molécula de celulose, que € um polimero resistente e fibroso, e
constitui a parede celular dos vegetais. A celulose é¢ formada por moléculas de glicose unidas
por ligagcoes 3-1,4-glicosidicas e uma molécula é ligada a outra com orientagdo de 180°, com
cadeias ndo ramificadas. As regides cristalinas sao formadas, pois as cadeias sao alinhadas de

forma paralela e tem ligagdes de hidrogénio inter e intra cadeias. Mas também existem regifes
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amorfas nas regido B-1,4-glicosidicas onde ndo apresentam ordenacao espacial (PINHEIRO et
al, 2019).

SO € possivel ter uma conversdo efetiva de celulose em acucares simples quando as
enzimas do complexo celulolitico estdo atuando de forma sinergética. A atuacéo conjunta das
enzimas é chamado de sinergia. A atuacdo desse complexo celulolitico gera um maior
rendimento do processo. Esse composto € formado por: endoglucanases, exoglucanases ¢ [3-
glicosidases (ARRUDA et al, 2019).

A endoglucanase inicia a hidrolise atuando em regides internas da estrutura amorfa da
molécula de celulose. Dessa forma, ha liberacdo de oligossacarideos com diversos graus de
polimerizacédo e extremidades na cadeia com terminal redutor e outro ndo redutor (PINHEIRO
et al, 2019). As exoglucanases atuam em terminais redutores e ndo redutores. Ja as P-
glicosidases hidrolisa a celobiose e oligossacarideos soltveis em glicose (ARRUDA et al,
2019).

As celulases séo diferentes das outras enzimas do grupo das glicosil-hidrolases, pois
tem capacidade de hidrolisar as ligagdes -1,4-glicosidicas. Assim, esse tipo de enzima é muito
utilizado em diversos processos industriais, como na industria téxtil, de alimentos, detergentes,
producdo de biocombustiveis, entre outras (PINHEIRO et al, 2019) A Figura 1 mostra as
celulases formadas por trés componentes enzimaticos as endoglucanases, as celobiohidrolases

(exoglucanases) ¢ as B-glicosidases.

Figura 1 - Acdo das celulases sobre a molécula de celulose

Endoglucanase

N NN N AN NN Cadelas de celulose

|

NN NN ol >~ > Cadeias menores de celulose
Exoglucanase 1

D OO OO N> N Fragmentos de celobiose

w

B-Glicosidase l’

@ < glicose

Fonte: modificado de WRIGHT et al (1988)
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4.2 AplicacOes das celulases

Por ter grande relevancia na producdo de etanol, na industria farmacéutica, téxtil,

alimenticia, etc. as celulases tém sido bastante estudadas (ARRUDA et al, 2019).

4.2.1 Etanol 2G

O consumo de energia fossil tem gerado muitos problemas, como a emissao de gases do
efeito estufa e inseguranca no abastecimento devido ao esgotamento dos combustiveis fésseis.
A utilizacdo de energia de fontes renovaveis seria uma solugédo para esses problemas. Pode-se
ter combustiveis de primeira (1G), segunda (2G) e terceira geracdo (3G), a diferenca entre eles
esta na matéria-prima utilizada e também na tecnologia utilizada para sua producgédo (ROBAK;
BALCEREK, 2018).

O Brasil tem um grande potencial para produzir energia de fontes biorenovaveis. Para a
implementacdo de uma matriz energética sustentdvel no pais a utilizacdo de residuos de
biomassa vegetal € uma das principais alternativas viaveis (FERREIRA et al, 2019).

O etanol 2G depende da biomassa utilizada, nesse tipo de producéo ndo ha competicéo
com o setor alimenticio, pois sdo aproveitados os residuos lignoceluldsicos como bagaco de
cana-de-acuUcar, residuos de algoddo, palha de milho entre outros residuos da agroinddstria e
residuos florestais (BOHN, 2018).

A biomassa desses residuos é basicamente composta por celulose, hemicelulose e
lignina. O alvo do setor de etanol de segunda geracdo é converter a cadeia polissacaridica da
celulose da parede celular vegetal em glicose (ROBAK; BALCEREK, 2018).

Para se obter o etanol de segunda geracdo, é necessario quatro etapas, que sao: o pré-
tratamento (quimico, bioldgico ou fisico), hidrolise enzimatica, fermentacdo e destilacdo do
etanol. A hidrdlise enzimatica é responsadvel por grande parte do custo de producdo do
bioetanol, por isso pesquisas e desenvolvimentos atuais sdo necessarios para buscar melhorar
esse processo e tornd-lo mais econdmico (ROBAK; BALCEREK, 2018).

4.2.2 Industria téxtil

A industria téxtil tem destaque nacional e internacional. De acordo com a Associacdo

Brasileira da Industria Téxtil (ABIT) o Brasil é considerado a maior Cadeia Téxtil completa do
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ocidente, ja que tem desde a producdo das fibras, como a plantacdo de algodao, até os desfiles
de moda. O faturamento da Cadeia téxtil e de confeccdo em 2020 foi de 161 bilhdes (ABIT,
2022).

As enzimas sao utilizadas na inddstria téxtil na maioria dos processos umidos,
principalmente nas etapas de pré-tratamento e acabamento (BESEGATTO et al, 2018). As
enzimas sdo aplicadas, pois tem a capacidade de substituir produtos quimicos e dessa forma é
possivel ter processos ambientalmente mais corretos e utilizacdo de menos agua e energia
(LIMA et al, 2020).

O acabamento téxtil é uma etapa importante do beneficiamento, ja que sdo utilizados
para melhorar a aparéncia e aumentar a durabilidade do produto (BATTISTI et al, 2017). As
enzimas celulases sdo as mais usadas nesse processo e também no processo de biopolimento e
bioestonagem. No biopolimento é removido as microfibrilas soltas que ficam presentes na fibra
celulésica. Nas lavagens essas microfibrilas se rompem e acumulam na superficie chamadas de
pilling. Na bioestonagem as celulases promovem remocao parcial do corante o que gera uma

aparéncia desbotada ao jeans (LIMA et al, 2020).

4.2.3 Industria de Racao Animal

Durante o processamento de racdo animal as enzimas atuam em diversas etapas. As
enzimas podem ter funcGes durante o armazenamento e também apos a ingestdo da racao (pode
agir no sistema digestivo do animal). Devido a sua matéria-prima a racdo tem componentes que
sdo resistentes a digestdo autoenzimatica, por enzimas produzidas endogenamente (BEDFORD,
2018; PARIZA; COOK, 2010).

As enzimas celuloliticas sdo muito utilizadas como suplementacdo na alimentacéo de
vacas leiteiras. Essa suplementacdo exdgena de enzimas tem como funcdo melhorar o
aproveitamento dos alimentos pelos rebanhos, e isso contribui na producdo de leite e seus
componentes. As celulases podem contribuir no processo digestivo da fibra, e assim aumentar
a biodisponibilidade de nutrientes (MACHADO, 2019).

As celulases também sdo muito utilizadas na producédo de ra¢Ges para aves, Também é
adicionada para aumentar a biodisponibilidade dos nutrientes (THAPA et al, 2019). As enzimas
auxiliam na digestéo da ragdo dentro do sistema digestivo do animal, mas essa ag¢do das enzimas
pode também ocorrer antes da ingestdo, e o consumo ira ter os mesmos beneficios (KIRK;
BORCHERT; FUGLSANG, 2002; PARIZA; COOK, 2010).
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Assim as celulases podem ser utilizadas para o pré-tratamento de racdo no intuito de
melhorar o valor nutricional da ragdo animal. Além disso, degradam componentes
antinutricionais, como pectinas, B-glucana, lignina, oligossacarideos, celulose, dextrinas e
arabinoxilanos, e isso melhora o valor nutricional da racéo e a saude do animal (MORI et al,
2014; RASTOGI et al, 2010).

4.3 Producao de celulases

Diversas bactérias e fungos produzem celulases, utilizando a fermentacdo em estado
solido ou a fermentacdo submersa (FS). Entretanto, sdo apenas alguns que produz niveis altos
de celulase extracelular que tem a capacidade de solubilizar a celulose cristalina (PINHEIRO
et al, 2019).

Os fungos e bactérias sdo eficientes na producdo de celulases, com destaque para 0s
fungos, pois secretam grandes quantidades de celulase para 0 meio, e isso facilita a recuperagéo
e purificacdo dessas enzimas (PINHEIRO et al, 2019; RAY; TRIVEDI, 2022).

A fermentacdo submersa tem grande quantidade de &gua livre no meio de cultivo. E
muito utilizada industrialmente, pois é mais facil de controlar o processo, ja que tem um meio
mais homogéneo (NAMNUCH; THAMMASITTIRONG; THAMMASITTIRONG, 2020;
PINHEIRO et al, 2019). Também h& uma maior transferéncia de calor, oxigénio e massa por
ser um meio liquido. A principal desvantagem desse tipo de fermentacdo é o longo periodo de
incubacdo e menor producdo de enzimas (BHATI; SHARMA, 2021).

Na fermentacdo em estado so6lido os fungos filamentosos sdo 0s microrganismos mais
utilizados, pois hd uma semelhanca entre 0 meio fermentativo e o habitat natural do fungo. Os
fungos filamentosos crescem na superficie das particulas do substrato e os filamentos entram
nos espacos vazios na matriz sélida, e vao para o interior do leito aumentando o acesso aos
nutrientes que estdo nos substratos (PINHEIRO et al, 2019). Atualmente a FES tem grande
importancia devido a reciclagem de residuos ricos em lignocelulose e a producdo de enzimas
de forma econémica (BAJAR; SINGH; BISHNOI, 2020; BHATI; SHARMA, 2021).

E necessario ter condicdes ideais na fermentacdo para producdo das celulases, mas
também existem outras técnicas que melhoram a producéo enzimatica. Como exemplo, pode-
se fazer uma modificagdo genética no microrganismo; pode-se realizar co-culturas de diferentes
cepas, tendo assim um sistema enzimatico mais completo, as co-culturas de fungos imitam o
processo de biodegradagdo natural e aumentam atividades enzimaticas; aplicar biorreatores que
tenha uma melhor troca de calor e massa (PINHEIRO et al, 2019; SPERANDIO et al, 2021).
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4.3.1 Fungos

Na natureza, os fungos e as bactérias desempenham um papel muito importante na
degradacdo da biomassa, na reciclagem de nutrientes e funcionamento do ecossistema
(SETHUPATHY et al, 2021). Os fungos celuloliticos pertencem a diversas subdivisées como
Ascomicetes, Basidiomicetos e Deuteromicetos. Dentre eles, os géneros de fungos mais
estudados sdo: Chaetomium, Coriolus, Poria, Serpula, Aspergillus, Fusarium, Geotrichum,
Paecilomyces, Penicillium e Trichoderma (CHRISTOPHER et al, 2021).

Nos ultimos 20 anos, 0 ascomiceto Penicillium surgiu como um bom produtor de
celulases. Muitas dessas espécies tem uma extensa gama de celulases, com boa estabilidade a

50°C, caracteristica importante para aplicac@es industriais (CHRISTOPHER et al, 2021).
4.3.2 Penicillium
Na Tabela 1 estdo listados diversos trabalhos avaliando espécies do género Penicillium

que sdo bons produtores de celulases.
Tabela 1 — Relacéo de trabalhos que estudaram a producéo de celulases por Penicillium

MICRORGANISMO  SUBSTRATO METODO ATIVIDADE REFERENCIA

Penicillium Farelo de trigo + FS 3,1 U/ml Singhania et al,
Janthinellum avicel 2014
Penicillium Farelo de trigo + FPAse 20 U/g Singhania et al,
Janthinellum avicel FES 2015
Penicilluim sp. Farelo de trigo e FES FPase 1,29 U/g Santos et al,
FSDE15 sabugo de milho 2021
Cultivos mistos de Palha de arroz FES 16,65 + 1,83 U/g Xu et al, 2021
Penicillium
Penicillium roqueforti ~ Casca de cacau FES 0,89 U/g Oliveira et al,
ATCC 10110 2019
Penicillium citrinum  Bagaco de agave FES 0,1 U/lg Valle-Pérez et
al, 2021

Fonte: autoria propria.
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Estudos mostram que o P. janthinellum NCIM 1366 e seus mutantes sdo muito
eficientes na hidrélise da biomassa lignocelulésica altamente recalcitrante como caule de
algoddo. Também relataram maiores quantidades de endoglucanases ¢ [B-glicosidases por
mililitro da enzima se comparado com o T. reesei (um dos fungos mais utilizados para producéo
de celulases) (CHRISTOPHER et al, 2021).

4.4 Fermentacdo em estado sélido

A fermentacdo em estado solido é uma técnica que pode utilizar diferentes materiais
lignoceluldsicos para obter diferentes produtos com baixo custo, dessa forma contribuindo
assim para a bioeconomia (OLIVERO et al, 2019; PINELA et al, 2020).

A fermentacdo em estado sélido é o processo no qual 0s microrganismos sao cultivados
em uma ambiente sem a presenca de agua livre ou com uma quantidade minima de &gua livre
(COUTO; LOPEZ; SANROMAN, 2006). E necessario que o substrato tenha umidade que seja
suficiente para garantir as atividades metabdlicas do microrganismo e crescimento celular
(PINHEIRO et al, 2019).

Para esse tipo de fermentacdo podem ser utilizados fungos filamentosos e bactérias. Os
fungos filamentosos sdo mais utilizados, especialmente os das subdivisdes do reino fingico
Basidiomycota e Ascomycota, devido a suas propriedades fisioldgicas, bioquimicas e
enzimaticas (SELO et al, 2021; STEUDLER, WERNER; WALTHER, 2019).

A fermentacdo em estado sélido tem muitas vantagens se comparada com a fermentacéo
submersa. Na FES a quantidade de agua utilizada é minima o que gera um baixa producéo de
efluente, diminuindo impactos ambientais; também ndo hé necessidade da utilizacdo de agentes
antiespumantes; a demanda de energia é menor, pois é possivel realizar o processo de FES em
ambientes semi-estéreis; tem semelhangas com o habitat natural dos microrganismos; maior
produtividade; menor custo e menor uso de produtos quimicos (JAIN; MORLOK; HENSON,
2013; RODRIGUEZ, 2008; SINGHANIA et al, 2015).

Apesar das vantagens, existem algumas preocupacgdes que devem ser consideradas para
melhorar o processo. Assim, a FES apresentam algumas desvantagens como: um meio
heterogéneo, pois ha dificuldade na agitacao, e assim ha formacéo de gradientes de umidade,
temperatura e concentragdo de metabolitos; resisténcia a transferéncia de calor e massa;
separacgdo dos microrganismos do substrato; dificuldade em controlar o processo; dificuldade
em determinar metabélitos e alguns parametros de cultivo (AFONSO, 2012; TISMA et al,
2021).
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Alguns fatores sdo muito importantes e afetam o processo de fermentacdo em estado
solido como a composicdo quimica do substrato, tamanho da particula e umidade; indculo, a
concentracdo, morfologia e idade; adi¢Bes externas de nitrogénio ou carbono; concentracao de
oxigénio; temperatura e pH (SELO et al, 2021). Para a otimizacdo da fermentacio em estado
solido é essencial ter a descricdo quantitativa desses fatores e suas influéncias sobre o
crescimento microbiano (AFONSO, 2012).

Geralmente o substrato € escolhido de acordo com seu custo, disponibilidade e
composicao quimica; O objetivo pode ser a producéo enzimatica, producéo de acidos organicos,
compostos fendlicos, entre outros. Dependendo do objetivo é necessario conhecer a composicao
quimica do substrato e selecionar o microrganismo adequado (FARINAS, 2015; SOCCOL et
al, 2017).

Dependendo da composicdo quimica do residuo, as vezes € necessario combinar
diferentes tipos de residuos para utilizar como substrato, garantindo assim nutrientes suficientes
para o crescimento dos microrganismos (FILIPE et al, 2020). O teor de umidade do substrato é
extremamente importante, pois afeta todo o processo de fermentagédo. Se o teor de umidade for
muito alto os espacos intersticiais do residuo serdo preenchidos com agua e a difusdo do
oxigénio sera menor. Ja se o teor de umidade for muito baixo, 0 microrganismo ndo conseguira
se desenvolver. O teor de umidade ideal depende do microrganismo e substratos utilizados e
muda durante a fermentacio (PIROTA et al, 2013; SELO et al, 2021).

Vérios estudos sdo realizados para a producdo de celulases por FES, devido a
possibilidade de usar residuos agroindustriais (AFONSO, 2012). Séo utilizados diversos tipos
de residuos como substrato e diferentes tipos de microrganismos para produzir as enzimas
(PINHEIRO et al, 2019).

4.5 Biomassa lignocelulosica

A biomassa lignoceluldsica tem chamado a atengdo da comunidade cientifica devido a
sua disponibilidade e por ser renovavel para consumo industrial. E como é uma alternativa de
substrato econémico, varias industrias estdo reavaliando processos para utilizar compostos
derivados desses materiais (SALDARRIAGA-HERNANDEZ et al, 2020).

Na porcéo lenhosa das plantas e arvores esta a maior fragdo da biomassa fotossintética,
conhecida também por biomassa lignoceluldsica. Essa biomassa € constituida por celulose,
hemicelulose, lignina e extrativos, com composi¢do variavel, pois depende de cada espécie
(HAFIZ et al, 2011; RODRIGUES et al, 2019).
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O arranjo da parede celular é de acordo com a composi¢do quimica e orientacdo da
celulose, lignina e hemicelulose que sdo os elementos estruturais majoritarios, também da agua
que é disponivel para planta.

A biomassa lignoceluldsica necessita de pré-tratamento para ter um melhor rendimento
de acgucares redutores no hidrolisado, pois tem estrutura complexa. A celulose e hemicelulose
véo estar mais disponiveis para enzimas hidroliticas se houver o pré-tratamento, entdo essas
enzimas como celulases e hemicelulases, vdo gerar os agucares simples (ROBAK;
BALCEREK, 2018).

Os objetivos do pré-tratamento sdo: producdo de solidos digestiveis aumentando 0s
rendimentos de acUcar durante a hidrdlise enzimatica, evitar a perda de aglcar por degradacéo,
reduzir formacdo de inibidores, recuperar a lignina para sua modificacdo em co-produtos e
reducdo de custos. O pré-tratamento diminui a cristalinidade da celulose, remove ou degrada a
lignina e faz a hidrdlise da hemicelulose (MARINHO et al, 2019).

A celulose é um dos componentes mais importantes da parede celular vegetal, ela que
determina a estrutura da parede. A celulose ¢ um polimero natural de alto peso molecular,
composto por residuos de glicose, tendo a celobiose como unidade basica de acoplamento. E
considerado o recurso renovavel mais abundante na natureza. As cadeias de celulose possuem

regides cristalinas e amorfas, essas regides ficam em intervalos irregulares (Figura 2).

Figura 2 — Representacdo da estrutura de uma fibrila elementar da celulose.
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Fonte: Afonso (2012).

A hemicelulose € um heteropolimero com muitas ramifica¢fes, contém agucares como
pentoses (xilose, arabinose), hexoses (manose, glicose, galactose) e acidos urénicos (&cidos D-

glucurénico, D-galacturénico e metilglucurdnico). Esse heteropolimero fica intercalado as
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microfibrilas de celulose, proporciona elasticidade e impede que as microfibrilas se toquem
(AFONSO, 2012; RODRIGUES et al, 2019).

A hemicelulose, na parede celular vegetal, se encontra associada com a celulose e
lignina, e pode ser encontrada em todos os dominios da parede celular, porém é encontrada em
maior concentragdo em camadas primarias e secundéarias (CHEN, 2014; RODRIGUES et al,
2019). A Figura 3 mostra 0 modelo de estrutura dos constituintes da biomassa lignocelul6sica.

Figura 3 — Representacdo da parede celular vegetal
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A lignina € outro componente importante na parede celular. Fica localizada
principalmente na lamela média (onde é depositada), e € considerada um produto final da planta
(RODRIGUES et al, 2019).

A lignina é um complexo amorfo e heterogéneo, tem alto peso molecular e é altamente
insoltvel. Ela proporciona resisténcia mecanica ligada a celulose e a hemicelulose, € uma
barreira ao ataque de microrganismos. A dificuldade da hidrolise da celulose é a recalcitrancia
da celulose cristalina e a alta protecdo da lignina, que atua como uma barreira fisica ao ataque
enzimatico (AFONSO, 2012).

4.6 Algodao
O algodoeiro tem uma fibra natural que se destaca na industria téxtil, e tem também

subprodutos como a torta, fibrilha e dleo (do carogo do algodédo). Essa cultura, no Brasil, é

importante para a economia agricola e contribui com o crescimento do agronegocio (SANTOS,
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2019). Os maiores paises produtores de algodao s&o a China e a india, sequidos pelos Estados
Unidos da América e pelo Brasil (FAO, 2022).

O algoddo Gossypium hirsutum espécie que pertence ao género Gossypium da familia
Malvaceae tem grande importancia econémica no Brasil (NASCIMENTO, 2019). Apos ser
colhido, o algoddo passa por processos onde ocorre a separagao entre fibra e o caroco. A fibra
é o principal produto do algodao, bastante utilizado na industria téxtil, e o carogo (rico em 6leo)
é utilizado na industria alimenticia (FERREIRA et al, 2019).

As previsdes para a safra de 2022/23 de algodao, indicam uma colheita de cerca de 2,92
milhdes de toneladas da pluma. As anélises apontam um aumento na area de produtividade do
algodao, esse avanco da cultura é devido ao elevado patamar no preco do produto,
comercializacdo antecipada entre outros. Diante disso é esperado um volume exportado de 2
milhGes de toneladas do produto final no fim de 2023 (CONAB, 2022).

A cultura de algod@o gera subprodutos como torta, caroco e fibrilha de algoddo. O
carogo do algod&o é colhido junto com a pluma, quando se faz a separacao, sobra a semente de
algoddo (MOREIRA, 2008). No processo para se obter a fibra sdo gerados residuos, e esses
subprodutos podem ser destinos como material para outros produtos.

A extracdo do 6leo do caroco do algoddo gera um subproduto chamado de torta de
algoddo. A sua composicao proteica tem um teor de proteina que oscila entre 25,9 a 47,6%
(OLIVEIRA, 2018). Os processos que mais influenciam nas caracteristicas da torta de algodéo,
sdo as condicdes de cultivo e processamento do algoddo para a extracdo do 6leo. A extracdo do
6leo pode ser feita pelo uso de solventes ou prensagem mecanica, dessa forma é possivel ter
dois tipos de tortas: a torta gorda que tem 5% de 6leo residual, que é obtida por prensagem
mecanica; e a torta magra que tem um maior teor de proteinas e 2% de 6leo residual, obtida da
extracdo por solventes (BELTRAO et al, 2000).

A fibrilha (linter) é um subproduto obtido durante a separacdo da pluma do caroco. E
necessario um processo adicional para a retiradas do linter, devido a esse fato, muitas das vezes
esse residuo n&o é retirado, ou é utilizado solventes quimicos para dissolver (BEZERRA et al,
2017). Esses residuos resultado do processamento de algodao tem potencial de serem aplicados

na producdo de celulases, sendo um substrato para os fungos celuloliticos.

4.7 Producéo de celulases utilizando residuos de algodao como substrato
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Alguns estudos ja foram realizados utilizando os residuos de algoddo como substrato.
Em alguns trabalhos foram utilizados apenas os residuos de algoddo, ou a mistura desses com
outros tipos de residuos.

Bala et al (2017) fizeram um estudo utilizando como substrato palha de trigo e torta de
algoddo (proporgédo 1:1) com o microrganismo Sporotrichum thermophile BJAMDUS.
Observou-se que foram secretado altas concentragdes de enzimas xilanoliticas e celuloliticas
na fermentacao em estado sélido utilizando essa mistura como substrato. O estudo foi realizado
com varios residuos, mas a mistura palha de trigo e torta de algodao tiveram a maior producgéo
enzimatica (xilanase 795,12 U/g, CMCase 298,12 U/g, FPase 28,13 U/g e B-glicosidase 6,67 U
19).

Hu et al (2018) investigaram a viabilidade do uso de residuos téxteis como matéria-
prima para a producéo de celulase através da fermentacdo em estado sélido. O fungo utilizado
Aspergillus niger CKB teve uma maior atividade de celulase (0,43 + 0,01 FPU/g) ap6s 7 dias
de cultivo utilizando tecido puro de algoddo. Foram feitos pré-tratamentos em seis tipos de
téxteis com varias propor¢oes de mistura de algoddo/poliéster. O uso de uma mistura téxtil de
algodéo/poliéster de 80/20 teve maior atividade de celulase (1,18 + 0,05 FPU/qg).

Marques et al (2018) observaram nos estudos que Botryosphaeria sp AMOL e
Saccharicola sp se destacaram quanto as atividades de endoglucanase (184,74 + 6,0) e B-
glicosidase (92,28 + 9,57 U/g) quando cultivadas na mistura de farelo de caroco de algodéo e
farelo de trigo.

Ravindran et al (2011) testaram fungo marinho Chaetomium globosum para producéo
de celulases utilizando como substrato semente de algodao e bagaco de cana-de-agucar. Em
ambos os residuos utilizados, observou-se um aumento na producdo de celulases com o
aumento do pH.

Kulkarni et al (2018) fizeram um estudo utilizando folhas de bananeira e farelo de
algoddo como substrato e 0s resultados indicaram que esses residuos podem ser usados
eficientemente para producdo de celulase por fermentacdo em estado solido. Nesse estudo o

farelo de caroco de algodao foi utilizado como fonte de N, e o fungo utilizado foi o Aspergillus

sp.
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5 METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados no Laboratério 3 da Universidade Federal do Oeste
da Bahia, Centro Multidisciplinar de Luis Eduardo Magalh&es. Os residuos de algodéo (torta,
fibrila e carogo) foram obtidos com os produtores da regido. O caro¢o de algoddo teve um
tratamento mecénico no moinho de facas. Esse pré-tratamento foi feito para aumentar a

superficie de contato e facilitar o acesso do microrganismo durante a fermentacéo.

5.1 Microrganismo

O fungo filamentoso Penicillium janthinellum 3921 foi doado pela Fundacdo Oswaldo
Cruz. O fungo é preservado com meio de batata dextrose (PDA) a 4°C com repiques periodicos.
Esse fungo foi escolhido, pois de acordo com estudos prévios realizados pelo grupo de pesquisa
de Celulases Fungicas, tem potencial de produzir celulases.

5.2 Inéculo

O microrganismo foi cultivado em placas de Petri com meio PDA e incubados a 30 °C
por um periodo de 7 dias em incubadora orbital tipo shaker. Em seguida, foi realizado o repique
em arroz. O arroz foi utilizado como substrato para que o fungo possa crescer, aumentado a
esporulacéo, ja que estara em um substrato mais biodisponivel (MELO et al, 2016).

O meio de cultura a base de arroz foi feito de acordo com o protocolo da
EMBRAPA/CPATSA. Aproximadamente 50g do arroz foi umidificado com agua destilada,
esse arroz ficou imerso em agua por 30 minutos, e foi retirado o excesso de agua com auxilio
de uma peneira. Erlenmeyers de 500 mL, contendo 50 g de arroz que foi previamente
umedecido, foram autoclavados por 15 minutos a 121 °C e, ap6s o do resfriamento total do

arroz, os microrganismos foram inoculados (Figura 4).
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Figura 4 — Fermentacgéo do fungo em arroz

Fonte: autoria prépria

Em seguida os erlenmeyers foram incubados a 30°C por um periodo de 7 dias. O preparo
do in6culo para as fermentagdes foi realizado adicionando-se aproximadamente 200 mL da
solugédo de Mandels & Weber (Tabela 2) nos erlenmeyers contendo os esporos (MANDELS;
WEBER,1969).

Tabela 2 — Composicdo da solugdo de Mandels & Weber

UNIDADE COMPONENTES CONCENTRA(}AO
Uréia 4,2
(NH4)2S04 5,6
KH2PO4 4,0
g/L CaCl2.2H,0 0,8
MgS0O..7H-0 0,6
Peptona 1,8
Extrato de levedura 0,5
FeS04.7H,0 10,0
mg/L MnSQO4.4H,0 3,2
ZnS0,.7H,0 2,8
CoCl,.6H,0 40,0

Ap0s, foi realizada a agitacdo até obter a suspensdo de esporos que depois foi filtrada

com auxilio de gaze estéril. Em seguida, foi realizada a quantificacdo da suspenséo de esporos
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por meio da contagem em Camara de Neubauer. Os esporos foram armazenados em freezer a
4°C.

Figura 5 - Solucéo de esporos do fungo

Fonte: autoria prépria

5.3 Selecdo do substrato

Para selecionar o melhor substrato a ser utilizado para producdo de celulases, foi
realizado um ensaio considerando a mistura de fibrilha e torta de algod&o na concentragédo de
50% torta e 50% de fibrilha, totalizando 1 g de substrato. O caroc¢o foi moido no moinho de
facas e foi utilizado 1 g do material.

Os ensaios foram realizados em triplicata, utilizando tubos de ensaio a 30° durante 6
dias. Depois disso, foi realizada a recuperagdo enzimatica, quantificagdo de aglcares redutores

e FPase.

5.4 Selecdo de parametros

A fermentagdo em estado sélido foi realizada em 6 dias, utilizando o P. janthinellum.

Os ensaios foram realizados em tubo de ensaio esterilizados por 15 minutos a 120°C. Foi
utilizado o substrato que teve a maior producdo enzimatica. A andlise do planejamento
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experimental Plackett-Burman foi feito por meio do software Statistica® 10, onde foi levado
em consideracdo as variaveis, pH, 4gua, polisorbato 80, nitrogénio, indculo e temperatura. Foi

estabelecido faixas de variacdo (niveis -1 e +1) para as variaveis (Tabela 3).

Tabela 3 — Niveis dos pardmetros estabelecidos no planejamento experimental PB.

Parametro Nivel

-1 0 +1

pH 3,7 4,85 6,0

Agua (mL) 1,5 3,0 45

Polisorbato 80 (%) 1,0 50 9,0

Nitrogénio (%o) 1,0 50 9,0
In6eulo (esp/g) 1,0x10° 5,0x107 1,0x108

Temperatura (°C) 23 30 37

Fonte: autoria propria.

5.5 Otimizacéo da fermentacao

Foi utilizado o método de DCCR para trés variaveis. Ele consiste em um planejamento
fatorial 22 com oito ensaios, mais seis pontos axiais e cinco pontos centrais (PC), totalizando
dezenove experimentos, para avaliar a influéncia dos fatores, no qual as varidveis independentes

foram: &gua, temperatura e polisorbato 80. A Tabela 6 mostra a matriz de planejamento.

Tabela 4 - Niveis dos parametros temperatura, concentracdo de polisorbato 80 e agua usados
no planejamento experimental da otimizacéo (DCCR)

Parametro Nivel
-1 0 +1
Temperatura (°C) 24,0 28,0 32,0
Polisorbato 80 (%) 3,0 7,0 11,0
Agua (mL) 4,0 6,25 8,5

Fonte: autoria propria.
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5.6 Recuperacao das enzimas

O extrato enzimatico foi obtido utilizando a metodologia de Santos (2017). Apos a
realizacdo da FES foi adicionado 10 mL de tampéo citrato de sédio 0,05 mol/L pH 4,8 no
substrato fermentado. As amostras foram agitadas por 10 minutos no vortex e apo6s foram
centrifugadas a 3500 rpm por 20 minutos. A solugdo foi filtrada a vacuo, obtendo assim o
extrato enzimatico, que foi armazenado em freezer a -18°C até a determinacdo da atividade

enzimatica.
5.7 Atividade de FPase

Para determinar a atividade de celulase foi utilizada a metodologia de Ghose (1987). O
substrato utilizado foi o papel filtro (FP) cortado em tiras de 1x6 cm. As tiras de papel foram
colocados em tubos de ensaio, e depois foi adicionado 1 mL de tampé&o citrato de sddio 0,05
mol/L, com pH de 4,8 e 0,5 mL do extrato enzimatico. Esse experimento foi realizado em
banho-maria a 50°C por 60 minutos.

Em seguida foi removido 0,625 mL da amostra e colocado em um tubo de ensaio, nesse
mesmo tubo foi adicionado 0,625 mL de DNS. Os tubos foram colocados em banho-maria por
5 minutos a 100°C, ap0s isso, foi resfriado em banho de gelo. Por fim foi adicionado 10 mL da
solucdo de tartarato de sédio e foi realizado a quantificacdo no espectrofotémetro a 540 nm. A

equacdo 1 foi utilizada para calcular a FPase.

_ (AR(VT)
FPase = G ownm @

No qual,

AR é a concentracgdo de acgUcares redutores;

V- é o volume total;

0,18 é o fator de conversdo de mg para pmol de glicose;
Vz € 0 volume de extrato;

Ty € o tempo de hidrolise.
5.8 Determinacao de agucares redutores por DNS

Para determinar os agucares redutores foi utilizada a metodologia de Miller (1959). A
marcha analitica foi realizada com 1 mL de amostra e 1 mL de DNS em tubos de ensaio que
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foram colocados em banho-maria a 100°C por 5 minutos, e depois resfriado em banho de gelo.
Apos o resfriamento foi adicionado aos tubos de ensaio 16 mL de solucdo tartarato duplo de
sodio e potassio e foi realizado entdo a leitura em espectrofotdmetro a 540 nm. Foi preparado
uma solucdo padrdo de glicose contendo 2,0 g de glicose para 1 L de agua destilada, para
construir a curva padrdo de glicose, e depois foi obtido a equacéo para calcular os agucares
redutores.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Selecdo do substrato

Com o objetivo de obter o melhor substrato para a producéo das celulases, foi realizada
uma fermentacéo utilizando dois substratos diferentes. A Tabela 4 mostra a atividade de FPase
obtida para os substratos utilizados.

Tabela 5 — Atividades enzimaticas obtidas para os diferentes substratos avaliados

Ensaio Fibrilha Torta de algoddo  Carogco moido FPase (U/g) *
1 50% 50% 0,778 £ 0,10?
2 100% 1,03 +0,07°

* Letras diferentes (a,b) na coluna indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre as médias dos

tratamentos. Fonte: autoria propria

Conforme observado o substrato caro¢co moido obteve um melhor resultado de atividade
de FPase, igual a 1,03 U/g. O caroco moido foi mais biodisponivel para o fungo. Dessa forma,

o0 caro¢o moido foi selecionado como substrato para a otimizacgao.

6.2 Selecdo dos parametros

Apds a analise dos resultados obtidos dos diferentes substratos, foi realizado um
planejamento experimental PB, visando analisar os parametros que influenciam na
fermentacdo. Esse planejamento tem como objetivo selecionar os fatores mais significativos
dentre os seis selecionados: pH, temperatura, agua, polisorbato 80, nitrogénio e in6culo. Com
esse procedimento de triagem é possivel saber alguns fatores importantes que tém efeito na
producéo de celulases.

As respostas para a atividade enzimatica estdo na Tabela 5. As atividades enzimaticas
obtidas no PB variam de 0,187 U/g até 2,162 U/qg.
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Tabela 6 - Atividade enzimética obtida no PB

Agua Polisorbato Nitrogénio Inoculo Temperatura FPase

Ensaio pH (mL) (%) (%) (esp/g) °O) (Ulg)
1 6,0 1,5 9,0 1,0 1E+06 23 0,84
2 6,0 4,5 1,0 9,0 1E+06 23 0,44
3 3,7 4,5 9,0 1,0 1E+08 23 0,25
4 6,0 1,5 9,0 9,0 1E+06 37 0,65
5 6,0 4,5 1,0 9,0 1E+08 23 0,31
6 6,0 4,5 9,0 1,0 1E+08 37 0,48
7 3,7 4,5 9,0 9,0 1E+06 37 0,45
8 3,7 1,5 9,0 9,0 1E+08 23 2,16
9 3,7 1,5 1,0 9,0 1E+08 37 0,71
10 6,0 1,5 1,0 1,0 1E+08 37 0,72
11 3,7 4,5 1,0 1,0 1E+06 37 0,18
12 3,7 1,5 1,0 1,0 1E+06 23 0,82
13(PC) 485 30 5,0 5,0 5E+07 30 0,54
14 (PC) 485 3,0 5,0 5,0 5E+07 30 0,69
15(PC) 485 30 5,0 5,0 5E+07 30 0,65
16 (PC) 485 3,0 5,0 5,0 5E+07 30 0,62
17 (PC) 485 3,0 5,0 5,0 5E+07 30 0,47

*(PC) ponto central. Fonte: autoria propria

As maiores atividades, 0,847 U/g e 2,162 U/g, foram obtidas nos ensaios 1 e 8,
respectivamente. As condicdes desses ensaios foram 1,5 mL de agua, 9% de Polisorbato 80 e
temperatura 23°C, para ambos os ensaios, o pH foi 6 e 3,7 para 0s ensaios 1 e 8,
respectivamente, o nitrogénio foi 1% para o ensaio 1 e 9% para 0 ensaio 8, e 0 in6culo foi
1,0x10% esp/g para 0 ensaio 1 e 1,0x10% esp/g para o ensaio 8.

A andlise estatistica dos efeitos das seis variaveis sobre a resposta FPase pode ser
observada no Diagrama de Pareto (Figura 6) para o fungo Penicillium janthinellum. Avaliando
o diagrama percebe-se que as variaveis independentes agua, temperatura e polisorbato, foram

significativas sobre a atividade de FPase.
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Figura 6 - Diagrama de Pareto dos efeitos para o DCCR.

(2)Agua (mL) --3.11
(6)Temperatura (°C) -1,51
{3)Polizsorbato 80 (%) 1,49
(4)Nitrogénio (%) 123
(5)Indculo (espfg) 1,19
(1)pH -1,14
p=0.20

Fonte: autoria propria

Na FES a quantidade de &gua livre € um parametro importante, ja que é utilizada para a
difusdo dos gases e solutos. Os microrganismos possuem uma quantidade de agua livre ideal
para 0 seu crescimento, se houver variagdes nesses teores de umidade pode-se ter problemas no
metabolismo e crescimento dos microrganismos.

A temperatura é considerada uma das mais importantes variaveis fisicas que afeta a FES,
ja que as enzimas sao muito sensiveis a essa variavel. Ela afeta a germinacdo dos esporos, o
crescimento e a formacéo dos produtos dos fungos filamentosos. Dessa forma, é necessario ter
um valor de temperatura ideal para os microrganismos, valores que aumentem a producéo das
celulases.

O polisorbato 80 € um surfactante ndo-ionico, esse emulsificante € muito utilizado como
agente dispersante na preparacao das solugfes. Esse emulsificante tem influéncia na producéo
de celulases, porém seu mecanismo de acéo ainda ndo é conhecido.

No inicio do planejamento foi especificado um ponto central que representa a melhor
condicdo do processo. Apds, foram estabelecidas faixas variacdo (niveis -1 e +1) para as
variaveis de modo a se ter a avaliacdo dos efeitos sobre o resultado. Assim, para o fungo
Penicillium janthinellum utilizando o caroco de algoddo moido como substrato o melhor

resultado de FPase foi observado no ensaio 8.
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6.3 Otimizacéo da producéao de celulases

Em funcéo dos resultados obtidos no planejamento PB, as variaveis agua, temperatura
e polisorbato 80 foram selecionados para serem estudadas em um DCCR em que se diminuiu
os valores de temperatura e o teor de agua devido aos efeitos negativos observados na selecdo
de parametros, e aumentou-se a porcentagem do polisorbato 80, pois este apresentou efeito
positivo significativo. Os parametros que ndo foram significativos foram fixados em valores
baseados na literatura. O DCCR foi utilizado para investigar o efeito das variaveis
independentes agua, temperatura e polisorbato 80 sobre a producdo de celulases pelo fungo

Penicillium janthinellum (Tabela 7).

Tabela 7 - Matriz do DCCR com valores reais e a atividade enziméatica maxima obtida em
cada ensaio

Ensaio Agua(mL) Temperatura (°C) Polisorbato 80 (%) FPase (U/g)

1 1,3 24,0 3,0 0,84
2 1,3 24,0 11,0 0,55
3 1,3 32,0 3,0 0,66
4 1,3 32,0 11,0 0,78
5 2,8 24,0 3,0 0,45
6 2,8 24,0 11,0 0,54
7 2,8 32,0 3,0 0,95
8 2,8 32,0 11,0 0,57
9 0,82 28,0 7.0 0,83
10 33 28,0 7.0 0,74
11 2,08 21,27 7,0 0,96
12 2,08 34,73 7.0 0,55
13 2,08 28,0 0,27 1,43
14 2,08 28,0 13,73 0,01
15(PC) 2,08 28,0 7,0 1,25
16 (PC) 2,08 28,0 7.0 1,25
17(PC) 2,08 28,0 7,0 1,29
18 (PC) 2,08 28,0 7.0 1,22
19(PC) 2,08 28,0 7,0 1,25

Fonte: autoria propria

O maior valor obtido de FPase foi 1,43 U/g no ensaio 13. Comparando esse resultado
do ensaio 13 com o maior resultado obtido no PB (FPase de 2,16 U/g) é possivel observar que

houve uma reducgéo na producdo de celulases. Isso ocorre devido a problemas que se tem na
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FES, por ser um meio heterogéneo, se tem dificuldades em controlar o processo e recuperar as
enzimas.
As equacOes 2, 3 e 4 representam 0s modelos gerados para a determinacgéo da atividade

enzimatica FPase.

FPase (U/g) = (—10 + 0,33(4gua)) — (0,04(4gua)?) + (0,064 (polisorbato)) —
(0,004(polisorbato)?) + (0,0068(28(4gua))) — (0,0018(4gua)(polisorbato)) —
(0,0004(28polisorbato)) + (9,6) 2)

FPase (U/g) = (—10) + (0,73( temperatura)) — (0,013( temperatura)?) +
(0,064 (polisorbato)) — (0,0046(polisorbato)?) + (0,0068(6,25( temperatura)) —
(0,0018(6,25(polisorbato)) — (0,00045( temperatura)y) + (0,42) 3)

FPase (U/g) = (—10) + (0,32(4gua)) — (0,041(4gua)?) + (0,73 (temperatura)) —
(0,013(temperatura)?) + (0,006(agua)(temperatura)) — (0,0018(7(4gua))) —
(0,00045(7(temperatura)) + (0,22) 4)

Com os modelos quadréaticos gerados para determinacgdo da atividade de FPase, foram
criadas as curvas de nivel para facilitar a visualizagcdo do comportamento da equag&o.

A Figura 7 representa o efeito da interacdo do polisorbato 80 com a 4gua para a resposta
FPase. E possivel observar que com 6,1 mL de agua e 4,3% de polisorbato houve um aumento
na producdo enzimética. A Figura 8 representa o efeito da interacdo do polisorbato com a
temperatura para a produgéo enzimatica. E possivel observar que a maior producéo enzimatica
foi com a temperatura de 27,9°C e polisorbato em 4,3%. Na Figura 9 é possivel observar o
efeito da interacdo da temperatura com a dgua para a producao enzimatica. A maior producao

foi com 6,1 mL de agua e temperatura de 27,9°C.



Figura 7 - Curva de nivel gerada para polisorbato x agua
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Figura 8 — Curva de nivel gerada para polisorbato x temperatura
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Figura 9 — Curva de nivel gerada para temperatura x 4gua
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Fonte: autoria propria

Com objetivo de produzir celulases utilizando a casca de coco verde como substrato
Andrade et al. (2017) observaram a maior atividade enzimatica no segundo dia de fermentagéo
(0,55 U/g). O fungo utilizado foi o fungo de podridao branca Phanerochaete chrysosporium.
Brito (2021), utilizou o bagaco de cana in natura como substrato na fermentacdo em estado
solido e obteve maiores atividades enzimaticas de CMCase (2,91 U/g) e FPase (1,77U/g), apds
7 dias de fermentacdo. Os resultados apresentados nesses estudos se mostram proximos aos
resultados obtidos com o carogo de algoddo moido.

Oliveira (2010) otimizou a producéo de celulases utilizando casca de coco verde como
substrato, os melhores resultados obtidos foram utilizando temperatura de 60°C e pH 5,5. A
maior atividade enzimatica obtida foi 1,2 U/g (valor proximo ao obtido com o carogo moido).
Para aumentar a producéo enzimatica foi feita uma otimizacéo com o substrato, foi utilizado a
mistura do coco verde com farelo de trigo, e foi possivel obter um maior valor de atividade
enzimatica (2,46 U/g). Esse maior valor de atividade enzimatica foi obtido devido ao uso do
farelo de trigo que apresenta uma boa capacidade de retencéo de 4gua, além disso esse residuo
promove um melhor desenvolvimento do fungo, pois aumenta os espacos entre as fibras da
casca do coco, permitindo um crescimento homogéneo do fungo, e uma melhor utilizacdo do
substrato pelo microrganismo.

Bala et al (2017) fizeram um estudo utilizando como substrato palha de trigo e torta de
algoddo (proporgéo 1:1). E foi obtido altas concentracdes de enzimas celuloliticas (FPase 28,13
U/g) na fermentacdo em estado solido utilizando essa mistura como substrato. Uma atividade

enzimatica maior do que a obtida nesse trabalho utilizando apenas o caro¢o moido.
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Dependendo da composi¢do quimica do residuo, pode ser necessario combinar
diferentes tipos de residuos para utilizar como substrato, garantindo assim nutrientes suficientes
para o crescimento dos microrganismos. Para aumentar a producdo enzimatica, é interessante
misturar o caroco de algoddo com outro residuo que seja mais biodisponivel para o fungo. Pois,
através das analises nesse trabalho, é possivel observar que apenas o caroco de algodao como
substrato ndo foi muito eficiente no aumento da atividade enzimatica. E necessario novos
estudos para se obter valores de producéo de celulases que sejam competitivos do ponto de vista

comercial.
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7 CONCLUSAO

Na avaliacdo dos diferentes substratos obteve-se um maior valor de producdo de
celulases utilizando o caroco de algoddao moido. No delineamento PB foi possivel avaliar a
influéncia das varidveis temperatura, pH, polisorbato 80, indculo, &gua e nitrogénio. As
variaveis mais significativas foram: temperatura, agua e polisorbato 80.

A otimizacdo da producéo de celulases foi realizada com as variaveis significativas do
PB. E foi possivel observar que valores de temperatura entre 25,9°C e 30°C, valores de
polisorbato 80 entre 0 e 8,4% e valores de 4gua entre 5,0 mL e 7,3 mL aumentaram a produ¢édo

de celulases.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Diante do trabalho desenvolvido sugere-se:
e Misturar outro residuo mais biodisponivel ao carogo moido;

e Observar a fermentacdo em diferentes tempos de cultivo para obter a atividade
celulolitica méaxima;

e Testar diferentes pré-tratamentos para diminuir a cristalinidade do substrato.
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