Ll

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE- FURG
ESCOLA DE QUIMICA E ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA E CIENCIA DE ALIMENTOS

Producao de celulases a partir de residuo da industria arrozeira empregando

Rhizopus oryzae e Trichoderma reesei

Larine Kupski

Engenheira de Alimentos

Profé. Dra. Eliana Badiale-Furlong — Orientadora

Prof2. Dra. Jaqueline Garda-Buffon — Co-orientadora

RIO GRANDE, RS
2012



Larine Kupski

Producéo de celulases a partir de residuo da industria arrozeira empregando
Rhizopus oryzae e Trichoderma reesei

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa de  Poés-Graduagdo em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos da
Universidade Federal do Rio Grande,
como requisito para a obtengdo do titulo

de Mestre.

Rio Grande, RS
2012



AGRADECIMENTOS

Aos meus Pais, Ronaldo e Cristina, por todo amor e educagdo que sempre me
disponibilizaram, por serem meu porto seguro em todos os momentos dificeis. Sem
vocés ndo seria a pessoa que sou hoje e nédo teria chegado até aqui, por isso MUITO
OBRIGADA. Aos meus irmados Lucas e Larisse por aturarem meu comportamento
dificil, principalmente nesses dois anos! A minha V4, Loercira, que sempre foi e
sempre sera minha 22 mae. Obrigada pelos momentos de carinho que sempre me
ofertasse, tu és uma pessoa muito especial para mim.

Ao Jodo Felipe, meu amigo, namorado, companheiro de todas as h. Essa conquista
também é tua... Obrigada pelo apoio incondicional dado durante todos esses anos, por
acreditar em mim mesmo quando eu duvidava, pelas idas aos finais de semana na
FURG, por respeitar minha auséncia em certos momentos!

Ao Leon e Gabriele, meus amigos, irméos, companheiros de acampamento e que
junto com o Jodo Felipe completam o nosso quarteto fantastico. “Amigo é aquela
pessoa que o tempo ndo apaga, que a distancia ndo esquece, que fica para sempre.”
Obrigada por todo apoio que vocés sempre me deram durante esses anos e pelos
varios momentos de descontragéo!!

A minha orientadora Eliana, pessoa muito especial para mim! Com certeza o exemplo
de profissional que eu quero seguir!! Uma pessoa dedicada, apaixonada pelo seu
trabalho e que sempre tenta ver o lado bom das pessoas!! Obrigada pela confianga
que sempre tiveste em mim, por me receber em seu laboratério, por acreditar que eu
seria capaz de concluir mais essa etapa, por me apoiar nas minhas decisées. Sempre
ficara guardado na minha lembranca nossas conversas, nossas voltas a pé para casa
e acima de tudo nossa amizade. Com certeza, sou essa pessoa hoje gragas a teu
incentivo! Muito obrigada por tudo mesmo!!!

A minha co-orientadora Jaqueline, que desde a iniciag&o cientifica teve a paciéncia de
me ensinar. Es uma pessoa sensacional!l! Podes ter certeza que se estou aqui hoje
devo muito a ti. Obrigada pelos conselhos, pelas conversas, pelo apoio na realizagdo
deste trabalho e principalmente pela amizade de todos esses anos!

A Fernanda, minha amiga girafona, co-co orientadora, companheira de academia! N&ao
teria conseguido sem a tua ajuda! Obrigada pelas palavras de incentivo, amizade,
pelas broncas necessarias, por escutar meus ataques (que nao foram poucos), por me
acalmar durante esses anos, pelas vindas na FURG fora de horério, por me ajudar no
trabalho, por nossas jantas animadissimas....Enfim, obrigada pela nossa amizade...és
uma pessoa muito importante para mim...e podes ter certeza que minha vida ndo seria
mais facil na tua auséncia (talvez a tua seria, hehe)!!l!

A Thaisa e a Eliane, amigas de longa data, que sempre confiaram no meu potencial e
sempre conseguiram aturar meu jeito dificil durante toda a faculdade!!! Aprendi muito
com vocés nesses anos!! Muito obrigada pela paciéncia, carinho, apoio, por me



auxiliarem nos momentos dificeis e por comemorarem comigo nos momentos de
felicidade!"! Com certeza vocés sdo pessoas que vou levar para vida toda! N&o
importa a distancia, sempre manteremos nossa amizade....afinal somos o TRIO
MARAVILHA!

A Jesus, ndo s6 técnica do laboratoério, mas também uma amiga, que me acolheu de
bracos abertos desde que entrei no laboratério!!!

Ao meu grupo de trabalho, Guta, Milena, Tiago e Gregory (ho primeiro ano). Com
certeza vocés foram e sempre serdo mais que meus ajudantes, serdo meus amigos...
Obrigada por todo trabalho realizado, pela disposicdo apresentada nesses dois anos.
Esse trabalho é de vocés também!!!

A todos componentes do Laboratério de Micotoxinas e Ciéncia de Alimentos, que
contribuiram direta ou indiretamente para a realizacdo deste trabalho.

Aos amigos que eu ganhei durante todos esses anos de FURG: Cristiana, Anelise,
Ana, Gabriela, Fran, Taiana, Priscila, Julio, Vitor, Ana Claudia, Franciela, Vivian,
Melissa, Gini, Rosana, Leticia, Nathali Silvia, Tania, Michele, Luciana, Cristiano,
Denise, Ricardo, Lisiane cada um com seu jeito de ser, mas todos muito especiais
para mim. Muito obrigada pelas conversas diarias, por todas as risadas e
principalmente pela paciéncia que vocés tiveram comigo!

A Capes pelo apoio financeiro.



“Escolhe um trabalho de que gostes,
e nao teras que trabalhar nem um dia na tua vida.”

Confucio



SUMARIO

LISTA DE TABELAS ...ttt et et e e e et e e e e e e e e e e e aeeaaaaeaaaaeaeeeeees il
LISTADE FIGURAS ...ttt ettt et e e e et et e e e e e aaeeaaaaaaeeeeeees v
LISTA DE ABREVIATURAS ..o oottt ettt a e e e e e e e e aaaaaeeees Vii
RESUMO ...ttt viii
AB ST R A C T e iX
L INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ettt et e et e et et e et e e e stesae e s 1
P2 @ = N | I L 1 3
2.1 ODJEUVO QEIAL.... e aaaaaaaae 3
2.2 ODjJetiVOS ESPECITICOS ....eviiii ettt 3

3 REVISAO DA LITERATURA ..ottt ettt ettt eaeateaneanens 4
3.1 Biotecnologia e 0S Processos Fermentativos..............eevvveeeirieeiiiiinieeeeeeeeeiiinnn 4
3.2 Fermentagdo em estado SO0 ...........ccovviiiiiiiiiiii 5
3.2.1 Fatores que influenciam a FES ..........ccoooi i, 6
3.2.2 APlICAGOES A FES .......ouiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiie bbb 9

I TG 2 N 1 (o APPSR PPPPIN 11
3.4 MICTO-OFQANISINIO ....ceviiiiiii et e ee e eeeetiee e e e e e e e e e ettt ee e e e e e e e e eeasata e e eeaaeessssttaaaaeeaeessanees 12
3.4.1 GENEIO RNIZOPUS .....veiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeseeeeeeeeee e seseseeseeeeseeenes 14
R N C1=T o 1= o T I 14 o o [=T4 s o - PP 14

S5 ENZIMAS ...t 15
3.6 Produc&o de enzimas microbianas ...........couuuiiiii i 16
T A =11 = T = P USRPPPRPPR 18
B8 AMIIASES ... e e e et e e e aaaaaaa—— 21
IR I = Tor 1] = RS USSP 22
3.10 Fatores que interferem na atividade enzimatica.............ccccccevvvvvvviieeeieeeeeeeeee 23

4 MATERIAL E METODOS ...ttt ettt 26
4.1 MALEHIAL....ccoiiiiiiie 26
O ST 1= = (o P 26
o |V T do o (0 =Y 1 L] 0T 1 26



.2 MEBEOUOS ... e 26

4.2.1 Caracterizacao fisico-quimica do substrato............ccccccvieeii e, 26
4.2.2 Padronizacdo método de extragdo enzimatica ............cccceeeeeeeeerieeiiiiieeeeeenn, 27
4.2.3 Determinagéo de atividade enzimatica de carboidrolases .................ccco..... 27

4.2.4 Efeito de diferentes concentracdes de casca de arroz na atividade de
For= T 0T o[ T0] F= 1T == PPN 29

4.2.5 Estimativa do crescimento microbiano e teor de agucares redutores no meio

............................................................................................................................. 29
4.2.6 Otimizag&o da producao de enzimas celuloliticas empregando casca de
Arr0Z COMO SUDSIIALO. .....cii ittt 30
4.2.7 Cinética de produGao eNZIMALICA............uuveiiiieeeiiiiiiiieie e 31
4.2.8 Caracterizagdo bioquimica das atividades celuloliticas .............cccccccceeeennns 32
5 RESULTADOS E DISCUSSAO .......c.cviuiieteeeteeeeteeeeteeeete ettt enens 35
5.1 Caracterizacao fisico-quimica dos SubstratoS...........ccceeeeeeieieiiiieeeeeeeeeeeee, 35
5.2 Padronizagédo do método de extragdo do complexo celulolitico ......................... 36

5.3 Efeito de diferentes concentracfes de casca de arroz na atividade celulolitica..38

5.4 Otimizacao da producédo das enzimas: endoglicanase e celulase total .............. 45
5.4.1 Avaliag&o da influéncia de solugdo nutriente e tipo de biorreator ................ 68

5.5 Cinética de produGa0 €NZIMALICA ........ceeeiiiiiiiiiiiiie e 70
5.6 Caracterizacao bioquimica das atividades celuloliticas...................cccceeeeeeeeen. 77
5.6.1 Determinacao da temperatura OtiIMA ...............uueeuememmemmmmnnnnnennnnennennnnennnnn. 77
NI D121 (=1 1 [T g = Tox= To o (o o] o o 111 14T T 78
5.6.3 Estabilidade tErmiCa ............ueiiiiiiiiiiiiiiii e 80
5.6.4 Determinacao dos parametros CINELICOS. ... ...uuuuuuuuuriiiiiiiiiiiiriiiieniiaanneanaanaaans 87

B CONCLUSAO ...ttt 89
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt ane s 90



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- AplicagBes da FES em diferentes Setores ..........ooevuveiiiiieeeeieeiiiiiinneeeeeeeeennes 10
Tabela 2- AplicagBes recentes €M FES.........ccooiiiiiiiiii e e e e 11
Tabela 3- Enzimas permitidas para uso em alimentos conforme a Resolugcdo RDC n°
205 A ANVISA ...ttt e e e e e e e e e e ra e e e e e e e a i aaaaaes 18
Tabela 4- Condigbes estudadas para estabelecimento da extracdo de celulases da
o] 0] F= ST OSSP 27
Tabela 5- Composicao proximal dos substratos (casca e farelo de arroz)................... 35

Tabela 6- Solvente extrator e a atividade de celulase total e endoglicanase da
o]0 0 F= = RS 37

Tabela 7 — Efeito da velocidade e tempo de agitagdo na extracdo das celulases da
DIOMESSA. ...ceiiiiiiiiiiiii 38

Tabela 8- Produtividade de endoglucanase e celulase total durante fermentagdo com
RRNIZOPUS ONYZAE ...ttt 39

Tabela 9- Produtividade de endoglucanase e celulase total durante fermentagdo com
THCNOUEIMA FEESEI ...ttt e e e e e e e e 39

Tabela 10- Produtividade de amilase e pectinase durante fermentagdo com Rhizopus

(0] Y 272= U P 41
Tabela 11- Produtividade de amilase e pectinase durante fermentacdo com
THCNOAEIMA FEESEI ...t sasnsnnnsnnnnnes 41
Tabela 12 — Producédo de aclcares redutores no meio fermentativo ..............cccccvvvennes 42
Tabela 13- Matriz do primeiro DCC 2° para processo fermentativo com R. oryzae......46
Tabela 14- Efeitos sobre a atividade especifica (U.MPproteina ) Para o primeiro DCC 2°
08 R OFYZAE ... 46
Tabela 15 - ANOVA para a resposta atividade especifica (U.Mgpoeina ) Para o primeiro
DCC 22AE R. ONYZAC ...ttt e et ee e e, 47
Tabela 16- Matriz do segundo DCC 2 para processo fermentativo com R. oryzae.....48
Tabela 17- Efeitos sobre a atividade especifica (U.mgpmtema'l) para o segundo DCC 22
08 R OFYZBE ... 49
Tabela 18- ANOVA para a resposta atividade especifica (U.mgproteina'l) para o segundo
DCC 2708 R. OIYZAE ...t en st s e st n et en e eeenens 50
Tabela 19- Matriz do DCCR 22 para processo fermentativo com R. oryzae................. 51

Tabela 20- Efeitos sobre a atividade especifica (U.mgpmtema'l) para o DCCR 22 de R.
(0] Y71 S TP TUPPPTPRPPPPIN 52



Tabela 21- ANOVA para a resposta atividade especifica (U.mgp,ote.'na‘l) para o DCCR 2°
(o [ = S o] V7= U= PSSR 53

Tabela 22- Matriz do primeiro DCC 22 para processo fermentativo com T. reesei....... 55

Tabela 23- Efeitos sobre a atividade especifica (U.mgpmtema'l) para o primeiro DCC 22
Lo [T I (=TT 56

Tabela 24- ANOVA para a resposta atividade especifica (U.Mgpoteina ) Para o primeiro
0T O3 L3 I == -1=) RS 57

Tabela 25- Matriz do segundo DCC 22 para processo fermentativo com T. reesei...... 59

Tabela 26- Efeitos sobre a atividade especifica (U.mgpmtema'l) para o primeiro DCC 22
(o T I =TT PSSP 60

Tabela 27- ANOVA para a resposta atividade especifica (U.mgprote;na'l) para o segundo
DCC 2208 T. FEESEI.....veveeiicieeieeeieteeet ettt sttt ettt ettt s st st et 61

Tabela 28- Matriz do DCCR 22 para processo fermentativo com T. reesei................... 63

Tabela 29- Efeitos sobre a atividade especifica (U.Mgpoteina ') Para o DCCR 2%de T.
11 RS 64

Tabela 30- ANOVA para a resposta atividade especifica (U.Mgpoteina *) para o DCCR 2°
[0 IO 5T T 65

Tabela 31- Produtividade e produtividade especifica das enzimas celulolitica
produzidas durante fermentagao. ..........covvvveiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 72

Tabela 32- Influéncia da temperatura na atividade de endoglicanase e celulase total.77

Tabela 33- Influéncia do pH na atividade de endoglicanase e celulase total ............... 79
Tabela 34- Resultados de Kd e t;, para as enzimas produzidas por R. oryzae........... 84
Tabela 35- Resultados de Kd e t;, para as enzimas produzidas por T. reesei ............ 85

Tabela 36- Parametros cinéticos da endoglicanase obtida por R. oryzae e T. reesei..88



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Representacdo da cadeia linear da celulose, formada por varias unidades
CONSECULIVAS € CEIODIOSE. ... ittt bennnnne 19

Figura 2- Representacdo esquematica da hidrélise da celulose amorfa e cristalina, com
as enzimas atuando de modo ndo complexado (A) e complexado (B). Os quadrados
escuros representam as regides terminais redutoras e as nhao redutoras estdo
representadas em branco (adaptado de LYND et al., 2002)............ccceeeeeiieeneriiiininnnnnn. 20

Figura 3- Producdo de glicosamina durante fermentacdo de R. oryzae em meio
contendo 1% (%), 3% casca (") € 5% (&) d€ CASCA. ....ucveiieeeiiiiiiiiiiii e, 43

Figura 4- Producdo de glicosamina durante fermentacdo de T. reesei em meio
contendo 1% (%), 3% casca (") € 5% (&) de CASCA. ...uucveiieeeiiiiiiiiiiie e, 44

Figura 5- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para producdo de
endoglicanase por R. oryzae em funcdo: do teor de casca (%) e umidade inicial (%).

Figura 6- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para atividade especifica
de endoglicanase em fungéo: do teor de casca (%) e umidade inicial (%) no primeiro
[T O O o L= I =TT PR 58

Figura 7- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade especifica
de celulase total em fung&o: do teor de casca (%) e umidade inicial (%) no primeiro
[T O O o L= I =TT 58

Figura 8- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade especifica
de endoglicanase em funcdo: do teor de casca (%) e umidade inicial (%) no segundo
(D] @ O o [ I =TT PSP 62

Figura 9- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade especifica
de celulase total em funcéo: do teor de casca (%) e umidade inicial (%) no segundo
D 1O o [T I (=== PP 62

Figura 10- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade
especifica de endoglicanase em funcéo: do teor de casca (%) e umidade inicial (%) do
[ 1O O o o =T I (=TT OO 66

Figura 11- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade
especifica de celulase total em funcao: do teor de casca (%) e umidade inicial (%) do
[ 1O O o o =T I (=TT S 66

Figura 12— Influéncia de biorreatores e solugdo nutriente nas atividades especificas
para R. oryzae (a) e T. reesei (b). B- biorreator de bandeja; E-erlenmeyer; 1-auséncia,
2- S0IUGAO A, 3-SOIUGAO B 69

Figura 13- Cinética de producédo das enzimas endoglicanase (a) e celulase total (b) na
condicdo otimizada de fermentacdo COM R. OrYZae ........cccooovvviiiiiiiiinieeeeceeee e 71

Figura 14- Cinética de producédo das enzimas endoglicanase (a) e celulase total (b) na
condicdo otimizada de fermentacdo COM T. MEESEI.......uuieiiieeeiiiieiiiiee e 71



Figura 15- Cinética de producdo das enzimas pectinase (a) e amilase (b) na condi¢éo
otimizada de fermentacdo COM R. OrYZaE. .....cccocevviiiiiiiiiii e 74

Figura 16- Cinética de producdo das enzimas pectinase (a) e amilase (b) na condicédo
otimizada de fermentaGao COM T. FEESEI. .....uuuuuuuuuiiieiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeenerneeeeeeeeee e 74

Figura 17- Acompanhamento da producdo de agucares redutores durante fermentagéo
CcOmM R. Oryzae (@) € T. r€ESEI (D). .. uuuuueeuririiiiiiiiiiiiieti it eneneenee 75

Figura 18- Acompanhamento do crescimento fangico durante fermentacdo com R.
OryZae () € T. FEESEI (1) ..uuuuuiiiiiiiiiiiiieittt ettt nennees 76

Figura 19- Dados de In(V/V,) em funcdo do tempo para célculo da constante cinética
de desnaturacdo térmica (Kg) a 25°C de endoglicanase (a) e celulase total (b)
Produzidas PO R. OIYZAE. ........coovuiiiiiii e e e e e e et a e e e e e e e e aarraa s 80

Figura 20- Dados de In(V/V,) em funcdo do tempo para célculo da constante cinética
de desnaturacdo térmica (Kq) a 60°C de endoglicanase (a) e celulase total (b)
Produzidas PO R. OIYZAE. ........coovuiiiiiii e e e e e e et a e e e e e e e e aarraa s 81

Figura 21- Dados de In(V/V,) em funcé@o do tempo para célculo da constante cinética
de desnaturacdo térmica (K;) a 80°C de endoglicanase (a) e celulase total (b)
Produzidas PO R. OIYZAE. ........coovuiiiiiii e e e e e e et a e e e e e e e e aarraa s 81

Figura 22- Dados de In(V/V,) em funcdo do tempo para célculo da constante cinética
de desnaturacdo térmica (Kyq) a 100°C de endoglicanase (a) e celulase total (b)
Produzidas POr R. OIYZAE. .......couiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee et 82

Figura 23- Dados de In(V/V,) em funcdo do tempo para célculo da constante cinética
de desnaturacao térmica (Ky) a 25°C de endoglicanase (a) e celulase total (b)
PrOdUZIAAS POI T. FEESEI. .eeiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt 82

Figura 24- Dados de In(V/V0) em funcdo do tempo para calculo da constante cinética
de desnaturacdo térmica (Kd) a 60°C de endoglicanase (a) e celulase total (b)
PrOAUZIAAS POF T, FEESEI. .uuu i e it e e e e e e e et a e e e e e e e e e arraaas 83

Figura 25- Dados de In(V/V,) em funcdo do tempo para céalculo da constante cinética
de desnaturacdo térmica (Kq) a 80°C de endoglicanase (a) e celulase total (b)
(o]0 Te [Up4 o F- g o Jo ] g B =TS ST 83

Figura 26- Dados de In(V/V,) em funcdo do tempo para céalculo da constante cinética
de desnaturagdo térmica (Ky) a 100°C de endoglicanase (a) e celulase total (b)
ProdUZIAAS POI T. FEESEI . .eeviiiiiiiiiiiiii ittt 84

Figura 27- Constantes de desnaturacdo térmica —In(K;) em funcdo do inverso da
temperatura para o calculo da energia de ativagdo da reacdo de desnaturacao (Eg) da
endoglicanase e celulase total produzida por R. OryZae. ...............eeveeveemmmmeimeniniinnnnnnns 86

Figura 28- Constantes de desnaturagdo térmica —In(Ky) em funcdo do inverso da
temperatura para o calculo da energia de ativacao da reacdo de desnaturacao (E,) da
endoglicanase e celulase total produzida por T. r€€Sei. ......cccvvveviveiiiiiieeiieiiiieee e, 87

Vi



LISTA DE ABREVIATURAS
ANOVA- Andlise de variancia
aw- Atividade de 4gua
CIG- Conselho Internacional de gréaos
DCC- Delineamento composto central
DCCR- Delineamento composto central rotacional
DNS- Dinitrossalicilico
E.- Energia de ativacédo da reacdo enziméatica
Eq- Energia de ativagéo da reacéo de desnaturagéo
FAF- Farelo de arroz fermentado
FAFD- Farelo de arroz fermentado desengordurado
FAO- Food and Agriculture Organization
F- Teste de Fisher
FES- Fermentacdo em estado sélido
GRAS- Generaly Recognized as Safe
Kg¢- Constante da velocidade de desnaturacéo
Ku- Constante de Michaelis e Menten
R- Constante universal dos gases
R.oryzae- Rhizopus oryzae
T.reesei- Trichoderma reesei
ty2- Tempo de meia vida
Vmax- Velocidade méaxima

U- Velocidade de crescimento

vii



RESUMO

A producao de enzimas é um campo consolidado da biotecnologia, onde séo utilizados
processos de fermentagcdo submersa, porém nas Ultimas décadas vem sendo
observada a tendéncia de utilizar a fermentacdo em estado solido para producéo de
diversas enzimas. As vantagens deste processo sdo simplicidade de meio de cultura,
baixa demanda de energia, diminuindo o custo de produgdo. Dentre as enzimas
utilizadas industrialmente, as celulases tem seu emprego destacado principalmente no
Brasil pela aplicacdo na producdo de biocombustiveis. O objetivo do trabalho foi
produzir celulase através de fermentacdo em estado so6lido com os micro-organismos
GRAS Rhizopus oryzae e Trichoderma reesei, tendo casca e farelo de arroz como
substrato. A caracterizagdo fisico-quimica dos substratos foi realizada. As condi¢des
de extracdo enzimatica foram estudadas, variando-se o solvente extrator, 0 tempo e a
velocidade de agitacao. Para estabelecer condi¢ges 6timas de producédo enziméatica foi
estuda a influencia do teor de casca no meio e a umidade inicial no processo
fermentativo através de planejamento experimental; o tempo de fermentacao, tipo de
biorreator e solu¢do nutriente utilizados. As enzimas foram caracterizadas quanto ao
pH 6timo, temperatura 6tima, estabilidade a temperatura; os parametros Ky € Vimax
também foram avaliados. Além da producédo celulolitica foi avaliada a produgéo de
enzimas amiloliticas e pectinoliticas. A caracterizacdo fisico-quimica dos substratos
indicou que a casca de arroz seria um bom indutor da atividade celulolitica, devido ao
seu teor de fibras (43,6%). O melhor solvente para extrair o complexo enzimatico foi
NaCl 0,5% durante 30 min a 25°C sem agitacdo. Para Rhizopus oryzae as condi¢bes
ideais para producao celulolitica foram obtidas com 15 h de fermentacdo em
biorreatores de bandeja contendo como substrato 82,5% de casca e 17,5% de farelo
de arroz e teor inicial de umidade de 30%, obtendo-se 0,094 e 0,206 U.mgproteina'l, para
celulase total e endoglicanase, respectivamente. Para Trichoderma reesei a condi¢do
ideal consistia em fermentar em erlenmeyers, contendo somente casca de arroz com
umidade inicial de 50%, durante 55 h, obtendo-se 0,110 e 0,605 U.mgprotefna'l, para
celulase total e endoglicanase, respectivamente. Para ambos 0s micro-organismos foi
utilizada a solucdo nutriente contendo KH,PO,, (NH4)2SO,4, CO(NH3),, MgS0O,.7H,0,
CacCl,, FeS0,4.7H,0, MnS0O4.H,0, CoCl,, ZnS0O,4.7H,0. O pH 6timo para atuagéo da
endoglicanase foi de 5,0 e 6,0 e da celulase total 6,0 e 5,0 para Rhizopus oryzae e
Trichoderma reesei, respectivamente. A temperatura 6tima das enzimas celuloliticas
foi 60 °C sendo as produzidas por Rhizopus oryzae mais estdveis termicamente que
as de Trichoderma reesei. As endoglicanase produzidas por Rhizopus oryzae e
Trichoderma reesei apresentaram valores de Ky de 0,01 e 0,20 mg/mL,
respectivamente.

Palavras chave: celulase, casca de arroz, fermentacdo em estado sélido
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ABSTRACT

Cellulase production from rice industry waste using Rhizopus oryzae and
Trichoderma reesei

Enzymes production is a consolidated field within biotechnology, where submerged
fermentation process are utilized to this purpose. However, in the last decades, a trend
of applying solid state fermentation in order to produce several enzymes has begun.
Such procedure advantages are it's culture media simplicity and low energy needs,
decreasing production costs. Among enzymes used in industrial facilities, cellulases
have its applications highlighted, especially in Brazil, due to biofuels production. This
work objective was producing cellulase trough solid state fermentation with the GRAS
microorganisms Rhizopus oryzae and Trichoderma reesei, with rice hull and bran as
substrate. Physico-chemical characterization was realized. Enzyme extraction
conditions were study by varying the extraction solvent, time and agitation. To establish
optimum enzyme production conditions hull percentage in media and initial humidity
influences were studied trough experimental design. After the optimization,
fermentation time, bioreactor type and nutrient solution effects were evaluated.
Enzymes were characterized regarding optimum pH and temperature, thermal stability
as well by its K, and V. parameters. The amynolitic and pectinolitic enzymes
productions were also evaluated. Substrates physico-chemical characterization
demonstrated that rice hull would induce well cellulolytic activity due to its high fiber
content (43,6%). The solvent that extracted best the enzymatic complex was NacCl
0,5% when applied for 30 minutes at 25°C without agitation. For Rhizopus oryzae the
ideal conditions for cellulolytic production were obtained with 15 h fermentation time in
tray bioreactors containing 82,5% of rice hull, 17,5% bran and 30% initial humidity ,
obtaining 0,094 and 0,206 U.mgprmem‘l for total celulase and endoglicanase,
respectively. For Trichoderma reesei the best condition consist in fermenting with
erlenmeyers containing only rice hull with 50% initial humidity for 55 h, obtaining 0,110
and 0,605 U.mguoen for total celulase and endoglicanase, respectively. Both
microorganisms utilized nutrients solution containing KH,PO,4, (NH4),SO,4, CO(NH,),,
MgS0O,.7H,0, CaCl,, FeS0,.7H,0, MnS0O,.H,O, CoCl,, ZnSO,.7H,O. Besides
cellulolytic activity, amylolitic and pectinolytic production were also evaluated. Optimum
pH for endoglicanase activity regarding Rhizopus oryzae and Trichoderma reesei were,
respectively, 5,0 and 6,0 and total cellulolytic enzymes were 6,0 and 5,0. Cellulolytic
enzymes optimum temperature was 60°C. The enzymes produced by Rhizopus
oryzae were more thermostable than the ones synthesized by Trichoderma reesei.
Rhizopus oryzae and Trichoderma reesei endoglicanases presented K, of 0,01 and
0,02 mg.ml™, respectively.

Keywords: cellulase, rice hull, solid state fermentation.



1 INTRODUGCAO

O mercado industrial de enzimas continua crescendo devido a novas
tecnologias de producéo, ao uso da engenharia genética na producdo e ao surgimento
de novos campos de aplicacdo. Em 2004, houve uma demanda industrial de enzimas
de 2,5 bilhdes de délares, com um crescimento anual de 5 a 10%. Mais de 90% do
mercado de vendas encontra-se nos Estados Unidos, Europa e Jap&o. E esperado
que o mercado global de enzimas em 2012 seja de 2,7 bilhbes de délares (IYER e
ANANTHARAYAN, 2008). As enzimas podem ser obtidas a partir de fermentacfes
microbianas, suplementando as de origem vegetal, devido a utilizagdo de substratos
com baixo valor de mercado e curto tempo de produgéo.

Aspectos estes que propiciam a utilizagdo de subprodutos da industria
arrozeira que se destaca no Rio Grande do Sul pela producédo de 9,5 milhdes de
toneladas de grdos no ano de 2011/2012 (CONAB, 2012). A casca e o farelo de arroz
representam 30% da matéria prima processada e nesse sentido, a fermentacdo em
estado solido (FES) é um caminho alternativo para agregar valor a este material e
diminuir possiveis problemas ambientais, produzindo substancias de interesse para
diferentes setores, como enzimas, hormdnios, pigmentos, entre outros, contribuindo
para uma maior diversificacdo do agro-negdcio nacional (BHAT, 2000).

Entre as enzimas produzidas por FES, encontram-se as carboidrolases, que
podem ser aplicadas em diferentes setores industriais, tais como industrias
alimenticias, de racao animal, téxtil, detergente, cervejarias (SINGANHIA et al., 2010).
As celulases, enzimas de grande importancia econdmica principalmente na obtengéo
de bioetanol, constituem um complexo enzimatico formado por exo-B-1,4-glicanases
(EC 3.2.1.91), endo-B-1,4-glicanases (EC 3.2.1.4) e B-1,4-glicanases (EC 3.2.1.21)
gue atuam sinergisticamente na conversdo da celulose cristalina a glicose (DILLON et
al., 2008).

Diversos micro-organismos podem ser utilizados para producdo de enzimas,
porém a selecdo destes dependera de suas caracteristicas fisiologicas. Além disso,
para o uso de algum micro-organismo deve-se considerar o fato desses pertencerem
ao grupo GRAS (“Generally Recognized as Safe”) e serem aceitos pelo FDA (“Food
and Drug Administration”) (FURLAN et al., 2000).

Os fungos filamentosos estdo entre 0s micro-organismos mais adaptaveis a
FES, devido a sua capacidade de crescimento na forma de hifas que propiciam a

colonizacdo de matrizes solidas porosas (GRAMINHA et al., 2008). Entre os fungos,



Trichoderma reesei tem sido amplamente pesquisado pela sua capacidade de
producdo de enzimas do complexo celulolitico (WEBER e AGBLEVOR, 2005;
MARTINS et al., 2008; LEVER, HO e CORD-RUWISCH, 2010).

O Rhizopus oryzae é um fungo conhecido pela capacidade de produzir
proteases (KUMAR et al.,2005), lipases (HIOL et al.,, 2000; KHARRAT et al., 2011)
fumarases (SONG et al.,2011) e xilanases (BAKIR et al.,2001). No entanto, relatos
sobre a producdo de enzimas do complexo celulolitico sdo escassos para esta espécie
(MURASHIMA et al., 2002). Oliveira et al. (2010) verificaram que a fermentacéo de
farelo de arroz com Rhizopus oryzae CCT 7560 propiciava aumento no teor de
acucares redutores no meio, ndo correlacionado com a baixa atividade amilolitica
observada, indicando a producdo de outro complexo enzimatico responsavel por este
comportamento.

O fato de Rhizopus oryzae CCT 7560 ser um micro-organismo GRAS e ter sido
isolado do arroz com casca justificam a investigacdo do seu uso na producdo de
enzimas do complexo celulolitico mediante fermentacéo em estado sélido utilizando os
co-produtos da industria arrozeira como substrato, corroborando na busca de novas
fontes microbianas para produgéo enzimatica e na diminui¢cao dos custos de producéo
mediante o uso de substrato de baixo custo e amplamente utilizados. Outro fator que
encarece o custo de producdo é o processo de purificacdo, cujas etapas realizadas
sao proporcionais a finalidade do emprego da enzima, podendo ser utilizados o extrato
enzimatico bruto quando se pretende a utilizacdo de um complexo enzimatico para
digerir matéria constituida por carboidrato complexo.

Norteado pelo contexto atual de demandas e pelos fatos experimentais
observados, a utilizagdo de subprodutos, amplamente encontrados na Regido Sul,
como substrato para produgdo enzimética durante cultivo em estado sélido, torna-se

interessante, do ponto de vista econdmico e ambiental.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir celulases através de fermentacdo em estado soélido com os micro-
organismos GRAS Rhizopus oryzae e Trichoderma reesei, tendo casca e farelo de

arroz como substrato.

2.2 Objetivos especificos

Estabelecer condigbes O6timas para a producdo de celulase total e
endoglicanase para ambos 0s micro-organismos por fermentagcédo em estado sélido.

Estudar a cinética de produgdo enzimatica das enzimas celuloliticas e
acompanhar a producao de outras carboidrolases.

Caracterizar as atividades das enzimas celuloliticas obtidas tendo a casca de

arroz como principal fonte de carbono.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Biotecnologia e os Processos Fermentativos

Processos biolégicos tém sido utilizados para obtencdo de varios produtos,
principalmente alimentos, muito antes do inicio da era cristd, confundindo-se com a
prépria histéria da humanidade. O preparo de bebidas fermentadas a partir de cereais
era pratica comum na Babilénia e no Egito (8.000 a 6.000 anos a.C.), a producédo de
cerveja e pao utilizando fermentos ja era realizada no Egito (4.000 anos a.C.) e a
producdo de vinhos na Grécia (2.000 a.C.). Outras aplicagbes sdo na producdo de
vinagre, iogurte e queijos, ha muito tempo realizadas pelo ser humano (BORZANI et
al., 2001). De alguma maneira, a Biotecnologia sempre esteve integrada a vida
humana, porém, foi somente no final do século XIX que Louis Pasteur demonstrou o
papel dos micro-organismos nos chamados processos fermentativos, derrubando a
teoria de que a fermentacdo era puramente quimica. Pasteur também provou que
cada tipo de fermentacéo era realizado por um micro-organismo especifico e que este
podia viver e se reproduzir na auséncia de ar, porém, foi somente na década de 50
que o termo biotecnologia passou a ser difundido juntamente com o advento da
Engenharia Genética (VILLEN, 2010).

A fermentacdo, do ponto de vista bioquimico, € um termo geral que denota a
degradacdo anaerdbia da glicose ou de outros nutrientes organicos em Vvarios
produtos (caracteristicos para diferentes organismos) para obter energia na forma de
ATP (LEHNINGER, NELSON e COX, 2002). E um processo comumente desenvolvido
por micro-organismos (bactérias, fungos e leveduras) cujo desempenho depende
muito da composicdo do meio de cultura onde séo colocados (LIMA et al., 2001), pois
cada ser vivo responde de maneira Unica ao ambiente, usando mecanismos fisicos ou
quimicos para a formagéo do produto desejado.

Os meios de cultivo podem ser divididos em sintéticos e naturais. Os sintéticos
apresentam composi¢cdo quimica bem conhecida, enquanto os naturais apresentam
composi¢cdo quimica complexa, geralmente desconhecida, sendo normalmente
preferidos pelo menor custo (LIMA et al., 2001).

Os processos fermentativos sdo comumente classificados quanto a conducao
do processo, quanto ao modo de cultivo, ou seja, processos em estado sélido ou
submerso (REGULY, 2000).



3.2 Fermentacao em estado soélido

O termo fermentacdo em estado solido (FES), ou fermentacdo semi-solida,
aplica-se ao processo de crescimento de micro-organismos sobre substratos solidos
com reduzida quantidade de agua livre. A agua presente nesses sistemas encontra-se
ligada a fase sélida, formando uma fina camada na superficie das particulas (ROCHA,
2010).

O material solido, utilizado nesta fermentacdo, é geralmente fragmentado e de
natureza granular ou fibrosa que permite a retengcdo de &gua por higroscopia ou
capilaridade. A quantidade de agua presente varia consideravelmente de acordo com
o material utilizado. Os substratos amilaceos (arroz, trigo, centeio, cevada, milho,
mandioca) sao geralmente fermentados entre 25 e 60% de umidade inicial, no entanto
0s substratos celulésicos (palhas, cascas, bagaco, farelos e outros) permitem trabalhar
com teores de umidade mais elevados, de 60 a 80% sem o aparecimento de agua livre
(SPIER, 2005).

Embora a produgcdo de enzimas em escala industrial seja principalmente
realizada por fermentacdo submersa, nas ultimas décadas tem sido verificada uma
tendéncia para producdo de diversas enzimas pela FES (COUTO e SANROMAN,
2005). O uso da FES ou da fermentacédo submersa deve ser estudado de acordo com
0 micro-organismo a ser utilizado e o produto que se deseja obter.

A fermentacdo no estado sélido apresenta as seguintes vantagens:
simplicidade de meio de cultura; reducdo dos efluentes liquidos a tratar; reducéo das
contaminacdes resultantes da baixa umidade do meio fermentativo; condi¢cdes de
cultura proximas ao dos meios naturais; facil aeragdo devido a porosidade do material;
utilizacdo direta dos sélidos fermentados; extracédo facilitada pela alta concentracéo de
produtos; volume do fermentador menor do que o da cultura liquida; baixa demanda
de energia (SINGHANIA et al., 2010).

Uma vantagem da FES, quando comparada a fermentacdo submersa, de
acordo com Ramana, Karanth e Raghava Rao (1993), estd na produgéo de enzimas
fungicas. Isto € observado em termos de produtividade enzimatica e recuperagédo do
produto.

Além das vantagens, a FES também apresenta algumas desvantagens como:
risco de elevacdo excessiva de temperatura (problemas de transferéncia de calor e de
perda de umidade para as fermentacbes mais longas); dificil regulacdo dos

parametros de cultura (por exemplo: pH e umidade); pré-tratamento dos suportes



(umidificagdo, homogeneizacao, dispersdo, tratamento térmico e enzimatico); alta
taxa de inoculagéo, quando nao se utiliza a microflora natural; estimacgéo precisa de
biomassa; papel essencial da umidade e da atividade de 4gua (PANDEY, SOCCOL e
MITCHELL, 2000).

3.2.1 Fatores que influenciam a FES

Atividade de agua (a,) e umidade

Na FES, a quantidade de agua presente no meio é fungédo da capacidade de
retencdo da fase solida, sendo que esta quantidade deve ser suficiente para o
desenvolvimento dos micro-organismos sem destruir a estrutura sélida ou reduzir a
porosidade do substrato ou do suporte (GERVAIS e MOLIN, 2003).

Umidade elevada do substrato provoca diminuicdo da porosidade da matriz
sélida, resultando em fraca difus@o de oxigénio aumentando o risco de contaminac¢des
bacterianas. Por outro lado, uma baixa umidade leva a um crescimento limitado e
diminui a acessibilidade do substrato. Durante a FES, ocorrem mudancas na atividade
de agua, devido a perda de umidade do meio com o calor e liberacdo de agua do
metabolismo microbiano (LONSANE et al., 1985).

A agua desempenha um papel primordial na FES, pois € a responsavel pela
difusdo de solutos, gases e metabdlitos inibitorios, bem como pela absorcéo celular.
Parametros cinéticos e termodinamicos relativos a presenca de agua em FES devem
ser constantemente estudados para a avaliacdo dos efeitos causados no processo
(PANDEY, 2003).

Geralmente, as bactérias se desenvolvem em atividades de agua elevadas
entre 0,85 e 0,99, as leveduras crescem melhor em 0,75 a 0,9 e os fungos entre 0,6 e
0,9. A umidade varia entre os micro-organismos empregados, produtos a serem
produzidos e tipo de substrato utilizado. Portanto, em geral os tipos de micro-
organismos que podem se desenvolver em sistemas de FES s&o determinados pelo
fator atividade de agua (RAIMBAULT, 1998).

Os fungos filamentosos podem se desenvolver em umidades muito baixas, da
ordem de 12%, porém os niveis de umidade relativa variam entre 12 a
aproximadamente 80%. A umidade relativa depende do nivel maximo de retencao de

agua de um material utilizado como substrato ou suporte (LONSANE et al.,, 1985)



tolerando também pressdes osmoticas elevadas tais caracteristicas ndo sao

encontradas nas leveduras e bactérias.

Temperatura

Os processos fermentativos caracterizam-se por serem exotérmicos. Durante a
FES grandes quantidades de calor séo liberadas, sendo estas diretamente
proporcionais a atividade metabdlica do micro-organismo. Em fungos filamentosos, a
temperatura influencia diretamente a germinacdo de esporos, crescimento e formagao
de produtos. Praticamente em todas as FES, a temperatura é um fator critico, devido
ao acumulo do calor metabdlico gerado, pois além da dificuldade de mistura do meio
sélido, a maioria dos substratos utilizados possui baixa condutividade térmica, o que

pode gerar gradientes de temperatura no biorreator (PINTO, 2003).

pH

Embora o pH seja um fator relevante para a otimizacdo dos processos em
estado sélido o controle e monitoramento deste parametro, durante a FES, nao é facil
de ser realizado (PANDEY, 2003).

Alguns eletrodos tém sido utilizados para medidas do pH diretamente da
superficie do substrato sélido, mas a medida na suspenséo aquosa, preparada a partir
da amostra soélida, é o procedimento mais comum. Entretanto, a forma da 4gua nos
substratos sélidos constitui um obstaculo para medida do pH, tendo-se como
determinacdo exata do mesmo, somente no inicio e no final do processo fermentativo
(MITCHELL, BEROVIC e KRIEGER, 2000).

Para reduzir o efeito de uma variagéo brusca do pH, utilizam-se substratos com
boa capacidade tamponante ou a adicdo de solugbes-tampédo durante a etapa de
umidificacdo do substrato (DEL BIANCHI, MORAES e CAPALDO, 2001).

Aeracéao

O controle do ambiente gasoso na FES aerdbica € um fator importante para o
desenvolvimento dos micro-organismos, que depende da velocidade do fluxo de
oxigénio pelo substrato e da rapidez de consumo de O, pelos micro-organismos. A

aeracao desempenha diferentes fungdes: provisdo de O, para o crescimento aerébio e



metabolismo; regulagdo da umidade; regulacdo da temperatura; eliminacdo de vapor
d’agua, CO, e alguns metabdlitos volateis (MACIEL et al., 2009).

Existem diferentes maneiras para se obter uma movimentacdo do ar por entre
0 substrato, permitindo assim uma melhor transferéncia de oxigénio, quer seja pela
utilizacdo do material poroso medianamente granulado ou fibroso, pelo uso de
pequena espessura da camada de substrato, pela utilizacdo de bandejas perfuradas
ou reatores com fundo de tela de arame, pela agitacdo do substrato ou ainda pela
introdugdo de ar forgcado estéril dentro do reator (DEL BIANCHI, MORAES e
CAPALDO, 2001).

Substratos

A selecdo do substrato adequado para FES depende de uma série de fatores
gue incluem o custo e a viabilidade de uso. A biomassa, na sua forma natural ou em
residuos da agricultura e residuos florestais, é gerada em muitas toneladas
anualmente, o que pode ocasionar problemas ambientais devido ao acumulo na
natureza (PANDEY, SOCCOL e MITCHELL, 2000). Além disso, a falta de aplicacdo
pratica deixa de agregar valor a estes residuos, que poderiam gerar lucros para os
mais diversos setores (visto a possivel utilizacdo em FES).

Os coprodutos e residuos agro-industriais sdo 0s substratos mais pesquisados.
Em geral sdo baratos e abundantes. Além do mais, tem estrutura polimérica e
composicao rica em amido, lignocelulose e pectina. Estes materiais organicos, em sua
maioria insolavel em agua, sado fontes de carbono e nitrogénio, atuando como suporte
para o crescimento de micro-organismos. Os grupos de pesquisa existente aproveitam
substratos naturalmente abundantes em sua regido, tendo como exemplos, o bagaco
de laranja e de cana, farelo de trigo e de arroz, polpa de maca e café, farelo de soja,
quirela de milho, casca de maracuji, bagaco de abacaxi, pedunculo de caju, etc.
Normalmente sdo materiais particulados, e a 4gua presente no meio encontra-se
complexada na matriz sélida, a qual pode ser aproveitada pela cultura microbiana.
Bactérias e leveduras crescem na superficie, enquanto que a estrutura miceliar de
fungos filamentosos penetra nas particulas do substrato (CORREIA, 2004).

Os materiais que fornecem todos 0s nutrientes necessarios ao crescimento
celular sdo considerados substratos ideais. No entanto, alguns nutrientes importantes
para o processo encontram-se em concentracdes muito baixas, sendo necessaria a

suplementacdo do meio, outras vezes, os substratos, principalmente os de origem



lignocelulésica, podem ser submetidos a pré-tratamentos (quimicos ou mecanicos)
para serem mais facilmente aproveitados pelos micro-organismos (PANDEY,
SOCCOL e MITCHELL, 2000).

3.2.2 Aplicagdes da FES

A utilizacdo da FES nao é recente. Desde o inicio da histéria 0 homem tem
feito uso de micro-organismos para seu beneficio, mesmo n&do compreendendo 0s
fendbmenos fisioldgicos e bioquimicos envolvidos nas transformacdes. Dentro deste
contexto, os processos de FES, representam um importante papel, pois se sabe que
varias formas de alimentos, utilizando esse cultivo microbiano, fazem parte da dieta
dos povos dos paises Orientais, Asiaticos e Africanos ha muitos séculos (DEL
BIANCHI, MORAES e CAPALDO, 2001; PANDEY, SOCCOL e MITCHELL, 2000).

Devido a grande utilizagdo deste processo em diversos setores (Tabela 1), a
necessidade de desenvolvimento de novos processos em FES e otimizacdo dos
processos existentes torna-se de interesse econdmico, levando-se ainda em
consideracdo as vantagens que este tipo de fermentacdo oferece em diversos
segmentos (MACIEL et al., 2009).



Tabela 1- AplicagGes da FES em diferentes setores

Setor Aplicacdo

Exemplos

Fermentacdo de alimentos

Producéo de cogumelos
IndUstria agro-alimentar

Bioconversao de residuos

Aditivos alimentares

Koji, Tempeh, Ragi,
Attieke, queijos
fermentados
Agaricus, Pleurotus,
Shiitaki
Compostagem,
detoxificacéo, ensilagem
Aromas, gorduras
essenciais, acidos

orgéanicos

Biocontrole, bioinseticidas

Agricultura _
Crescimento de plantas

Micorrizagédo

Beauveria, Metarrhizium,
Trichoderma
Giberilinas, Rhizobium,
Trichoderma

Inéculo de plantas

Acidos organicos
Etanol
Metabdlitos fungicos

Fermentacéo industrial

Enzimas

Antibiéticos

Acido citrico, fumarico,
galico, lactico
Schwanniomyces sp
Horménios, alcalbides
Amilases, celulases,
pectinases, proteases,
xilanases

Penicilina, probidticos

Fonte: RAIMBAULT, 1998.

A Tabela 2 mostra alguns exemplos de aplicacdes recentes da FES, com os

mais variados substratos e micro-organismos.
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Tabela 2- Aplicages recentes em FES

Produto(s) Substrato/Suporte Micro-organismo(s) Referéncia

Rhizopus oryzae,

_ Fécula de delemar, formosa,
Alfa-amilase, _ _ o
o mandioca arrhizus, circicans, ,
amiloglicosidase _ Spier, 2005
Bagaco de cana oligosporos
Aspergillus niger
_ Bagaco de cana Aspergillus niger Maciel et al.,
Xilanase _ _ _
Farelo de soja Trichoderma harzianum 2009
) . o Dedavid et al.,
Celulase Residuo de uva Aspergillus phoenicis
2009
_ _ _ Panagiotou et
Celulase, xilanase Palha de milho Fusarium oxygosporum
al., 2003
Invertase, amilase, Casca e farelo de
celulase, pectinase, arroz (1:1) e casca Aspergillus niger Rocha, 2010
protease de maracuja
Quitosana Batata doce Gongronella butleri Nwe et al., 2002
Enriquecimento _ Oliveira et
B Farelo de arroz Rhizopus oryzae
protéico al.,2010

Observa-se que o0s residuos lignocelulésicos vém sendo amplamente
estudados, destacando o farelo de arroz e o bagaco de cana, e entre 0s micro-

organismos 0s mais utilizados pertencem ao género Rhizopus e Aspergillus.

3.3 Arroz

Segundo o relatério de outubro do Conselho Internacional de Gréos (CIG), a
producdo mundial de arroz deverd totalizar 459 milhdes de toneladas (beneficiadas)
em 2011/2012. Para 2012 a estimativa de producdo nacional é de 12,71 milhdes de
toneladas (CONAB, 2012), sendo a Regido Sul responsavel por 74% da producéo,
destacando-se o Rio Grande do Sul com 65% da producéo.

O arroz (Oryza sativa L.) € dentre os cereais cultivados o que mais se destaca,
por ser alimento basico na maioria da populacdo. Segundo a FAO (2010) j& foram
identificadas 140.000 variedades de arroz, sendo que as principais diferencas

observadas entre elas sdo: origem genética (japbnica ou indica), dimensdes (curto,
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médio e longo) e composi¢cdo do amido quanto ao teor de amilose (baixo, médio ou
alto).

Apenas uma pequena quantidade de arroz é consumida como ingrediente em
produtos processados, sendo seu maior consumo na forma de grdo. O arroz é uma
excelente fonte de energia, devido a alta concentracdo de amido, fornecendo também
proteinas, vitaminas e minerais, e possui baixo teor de lipidios. Nos paises em
desenvolvimento, onde o arroz é um dos principais alimentos da dieta, ele é
responsavel por fornecer, em média, 715 kcal per capita por dia, 27% dos
carboidratos, 20% das proteinas e 3% dos lipidios da alimentacdo. No Brasil, o
consumo per capita € de 108 g por dia, fornecendo 14% dos carboidratos, 10% das
proteinas e 0,8% dos lipidios da dieta. Estes dados demonstram a importancia do
arroz e de sua qualidade nutricional na saude de grande parte da popula¢cdo mundial e
nacional (WALTER, MARCHEZAN e AVILA, 2008).

No processo de beneficiamento do arroz, ap6s a retirada da casca, séo
removidas as camadas mais externas do grdo que compreendem pericarpo,
tegumento, camada de aleurona e parte do endosperma, dando origem ao farelo. A
natureza e composicao do farelo de arroz dependem do sistema ou grau de polimento,
contaminacdo com casca e a severidade da parboilizacdo para arroz parboilizado
(AMISSAH et al., 2003).

O farelo de arroz é um componente obtido quando removido do endosperma
amilaceo no beneficiamento do gréo. As diferentes etapas do beneficiamento do gréo
para comercializacdo podem resultar na seguinte distribuicdo média: casca 24%,
farelo 8 a 10% e arroz polido 68%. Ao se observar a composi¢do centesimal destas
porcOes se verifica que o farelo possui 0s mais elevados teores de proteina (13 a 15%)
em relacdo a 5 a 8% no arroz polido e 3 a 3,5% na casca. O mesmo se verifica com o
conteudo lipidico que perfaz no farelo 15 a 17% contra 0,3 a 0,6% no arroz polido e
0,8% na casca e seus maiores constituintes sdo os acidos oléico e linoléico, e ésteres
do &cido palmitico. O componente fibra também é abundante perfazendo 8,5 a 10%
(AMATO, 2010).

3.4 Micro-organismo
A selecdo adequada do micro-organismo € um dos mais importantes critérios

gquando se trata de FES (PANDEY, 1992). Eles devem apresentar elevada eficiéncia

na conversao do substrato em produto e permitir sua rapida liberacdo para o meio.
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N&o devem produzir substancias incompativeis com o produto e apresentar
inconstancia quanto ao comportamento fisioldgico, ser patogénicos, exigir condicbes
de processo muito complexas, exigir meios de cultura dispendiosos (LIMA et al.,
2001).

Os micro-organismos utilizados na fermentacdo em estado sélido restringem-se
agueles capazes de crescer em baixas atividades de agua, principalmente fungos e
leveduras. Todavia, o uso de bactérias tem sido reportado em casos de compostagem,
producdo de inulinase a partir de Staphylococcus sp e acido glutamico a partir de
Brevibacterium sp. As leveduras podem ser utilizadas para a producdo de etanol,
alimentos e racdo animal (PANDEY, 2003; PANDEY, SOCCOL e MITCHELL, 2000;
RAIMBAULT, 1998).

Os principais micro-organismos cultivados em meio sélido sdo fungos
filamentosos. Os meios sélidos se assemelham aos meios naturais para o crescimento
desses seres vivos, suas formas de desenvolvimento vegetativo sdo constituidas por
hifas aéreas ramificadas, que propiciam a colonizacdo de matrizes sélidas porosas
(PUTZKE e PUTZKE, 2004). A matriz porosa pode ser constituida de um substrato
umido ou de um suporte inerte capaz de absorver os nutrientes presentes em uma
solucdo. Além disso, os fungos filamentosos podem desenvolver-se em meios com
teor de umidade da ordem de 15 % e com atividade de agua (a,) de aproximadamente
0,7 (LONSANE et al., 1985).

Os fungos se reproduzem por meio de esporos, que em condicdes favoraveis,
absorve agua, aumenta de tamanho e germina emitindo um tubo germinal, que se
alonga por crescimento da extremidade distal e se tornam filamentos longos que se
ramificam. Cada filamento é chamado hifa, que com o crescimento pode ser dividida
em uma cadeia de células pela formacéo de paredes transversais ou septos. Esses
septos dividem as hifas em células uninucleadas e multinucleadas. As hifas que séo
divididas por septo sdo chamadas hifas septadas. Alguns fungos, entretanto,
apresentam hifas ndo-septadas, como por exemplo, os do género Rhizopus (NEDER,
1992).

Continuando o crescimento, as hifas podem se ramificar diversas vezes e se
entrelagar, formando uma estrutura chamada micélio. A parte do micélio que penetra
no substrato, digerindo-o e absorvendo-o, é conhecida como micélio vegetativo; a
parte que é responsavel pela producao de esporo e usualmente se estende para o ar é
chamado micélio reprodutivo. O micélio reprodutivo e seus esporos variam

grandemente nas diferentes espécies de fungos e servem para classifica-los e
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identificd-los. Como resultado do crescimento, uma colbnia filamentosa é formada. O
tipo de micélio encontrado na colbnia filamentosa é de grande importancia para
distinguir a classe de fungo (PELCZAR et al., 2010).

3.4.1 Género Rhizopus

Os micro-organismos pertencentes a este género sao classificados como
zigomicetas, da ordem Mucorales sendo considerados dentro do reino os mais
primitivos. Sao bolores que formam micélio cenocitico e apresentam rizéides para
fixacdo ao substrato. Apresentam reprodugdo assexuada e sexuada. Na reproducdo
assexuada ha formacdo de esporangios, estruturas constituintes dos esporos. Uma
desintegracdo dos esporangios ocorre, quando os mesmos estdo maduros, liberando
0S esporos que germinam e formam novas hifas. Na reproducdo sexuada ocorre
aproximacao de duas hifas de individuos diferentes, as extremidades das mesmas se
fundem originando um zigoto de parede espessa e resistente, denominado zigosporo.
Este, passado o periodo de dorméncia, sofre meiose e germina originando um novo
micélio (PITT e HOCKING, 1997).

O grande interesse nos fungos deste género decorre de que ele ndo possui
espécies toxigénicas, fato que pode justificar a grande facilidade de contaminacéo de
materiais onde eles se desenvolvem por outras espécies fungicas (PITT e HOCKING,
1997).

Estudos demonstraram que o fungo do género Rhizopus é utilizado para a
producdo de enzimas como a amiloglicosidase (SOCCOL et al., 1994; WAINWRIGHT,
1995; COSTA, 1996; SPIER, 2005); proteases acidas (FELLOWS, 1994); pectinases,
lipases (WAINWRIGHT, 1995) e celulases (MURASHIMA et al., 2002; GOULART,
CARMONA e MONTI, 2005).

3.4.2 Género Trichoderma

O género Trichoderma compreende espécies de fungos filamentosos,
mesofilicos, que normalmente habitam o solo, faz parte da classe dos fungos
deuteromicetos, pertencente a subclasse Hifomicetos, ordem Monilialles. Juntamente
com Neurospora, Penicillium e Aspergillus, o género Trichoderma é um dos mais
estudados entre os fungos filamentosos devido as seu grande potencial de aplicacéo

do ponto de vista industrial e biotecnolégico. Estes fungos se reproduzem
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assexuadamente, através dos conidioforos, originados nas hifas, que produzem
conidios. S&do mesodfilos sensiveis a altas temperaturas e pH extremos, apesar de
desenvolverem melhor em condigdes acidas (MELO, 1996).

O género Trichoderma é caracteristicamente reconhecido pela producao de
diversos sistemas extracelulares de enzimas envolvidas na hidrélise de
polissacarideos (BEGUIN, 1990). Em particular, Trichoderma reesei se destaca por
sua grande capacidade de produzir e secretar um sistema multienziméatico, induzivel,
de enzimas celuloliticas (ALCALDE, 2002; SEHNEM et al., 2006).

Espécies de Trichoderma séo as fontes preferidas para obtengéo de celulases
em funcdo da sua capacidade de producdo de proteinas extracelulares, em
comparagdo com as bactérias celuloliticas. S&o produzidas basicamente
endoglicanases e exoglicanases, ambas envolvidas na hidrélise da celulose, além
disso, é incluida uma serie de enzimas complementares, como -glicosidase,

hemicelulases e pectinases (BERLIN et al., 2005).

3.5 Enzimas

As enzimas séo substancias organicas especificas compostas por polimeros de
aminoacidos, que atuam como catalisadores no metabolismo dos seres vivos. As
enzimas sdo biocatalisadores de estrutura protéica globular terciaria ou quaternaria,
termolabeis e nado dialisaveis, que aceleram muito a velocidade de uma reacédo
guimica termodinamicamente possivel, isto €, atuam reduzindo a barreira energética
destas reacdes. As enzimas efetuam processos metabdlicos na célula viva. Ocorrem
em todos os organismos vivos sejam plantas ou animais, desde os mais simples,
como formas unicelulares de vida, aos mais desenvolvidos (HARGER, SPRADA e
HIRATSUKA, 1982).

Uma das caracteristicas das enzimas quando comparadas com catalisadores
quimicos sao a especificidade e a promocao de somente uma reac¢ao bioquimica com
seu substrato, em condi¢cbes brandas, resultando em menores problemas ambientais e
toxicoldgicos. Elas sao divididas em seis grandes classes, baseadas no tipo de reacdo
gue catalisam: oxiredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases
(SANTOS, 2007).

De acordo com Harger, Sprada e Hiratsuka (1982), as enzimas podem ser
obtidas de trés grandes fontes: vegetais superiores (papaina do mamao, bromelina do

abacaxi, ficina do figo); animais superiores (enzimas pancreéticas, pepsina, catalase,
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renina) e micro-organismos (como por exemplo, as amilases, proteases, pectinases,
invertases, glicose-oxidases, celulases, fitases, glicose-isomerases), de origem fungica
ou bacteriana. No entanto, atualmente, a produgdo por micro-organismos tem
suplementado as de origem vegetal, devido a utilizacéo de substratos de baixo custo e
curto tempo producéo.

A utilizacdo de catalisadores enzimaticos nos mais diferentes ramos industriais
tem sido uma tendéncia cada vez maior em todo o mundo. O mercado se encontra
dividido em trés segmentos, 0 de enzimas técnicas (constituido pelas industriais de
detergente, amido, téxtil, alcool, combustivel, polpa de papel e celulose e couro),
alimentacéo e bebidas e alimentac&o animal (KIRK, BORCHERT e FUGLSANG, 2002;
MUSSATO, FERNANDES e MILAGRES, 2007)

Dentre as enzimas mais utilizadas estdo as proteases, na industria de
detergentes, processamento de carne, leite e soja e tratamento do couro (CHERRY e
FIDANTSEF, 2003). As amilases além de estarem presentes na formulacdo de
detergentes enzimaticos, sdo importantes para conferir maior qualidade no processo
de panificacdo e na fermentacdo da cerveja (MITIDIERI et al., 2006) e as celulases
que sdo produzidas por uma diversidade de micro-organismos em condicbes de
anaerobiose e aerobiose e temperaturas, fundamentais para a obtencéo de acucares a
partir da celulose como fonte de carbono e importantes para a reciclagem do elemento
carbono na biosfera (DEDAVID et al., 2009; CAMASSOLA e DILLON, 2010).

3.6 Producéo de enzimas microbianas

As enzimas industriais sdo bons representantes de processos biotecnoldgicos.
O setor de producdo de enzimas apresenta muitas iniciativas de pesquisa e
desenvolvimento, resultando em diversos produtos novos, no melhoramento dos
processos e do desempenho dos produtos ja existentes no mercado (BCC, 2005). No
entanto, o custo de uma enzima € um dos principais fatores que determinam a
economia de um processo. Reduzir os custos de producdo por otimizar o meio
fermentativo e o processo é o objetivo da pesquisa bésica para aplicagdes industriais
(PARK et al., 2002).

Para a producdo industrial de enzimas microbianas, 0s micro-organismos
devem ser capazes de crescer em substratos de baixo custo; produzirem a enzima em
velocidade elevada, constante e em curto intervalo de tempo; os métodos para a

recuperacao devem ser simples e de baixo custo; e a preparacdo enzimatica obtida
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deve apresentar estabilidade. O éxito da producgéo industrial de enzimas depende do
grau em que a atividade dos micro-organismos é alcancada e quando se reduzem
custos do substrato empregado, da incubacdo e da recuperacdo da enzima
(FELLOWS, 1994).

Reconhecidamente, as células microbianas s&o importantes produtoras de
enzimas, oferecendo uma série de vantagens: a producdo pode ser aumentada
facilmente, apresenta natureza diversa permitindo a producdo de véarias enzimas, sdo
relativamente faceis de serem cultivadas em ambiente controlado e sdo altamente
sensiveis a alteragbes genéticas, o que permite obtencdo de linhagens melhoradas
guanto a producao e qualidade da enzima. O processo fermentativo permite também a
producdo de enzimas com consistente produtividade e menor custo (NOSB, 1999).

As enzimas sao recuperadas do meio por centrifugacao, filtragdo, precipitagdo
fracionada, separagdo cromatografica, separagdo por membranas, ou pela
combinagdo desses e de outros métodos. As enzimas intracelulares sdo extraidas
mediante rompimento celular, sendo que neste caso a recuperac¢do da enzima é mais
dificil e seu rendimento é inferior, porque parte da enzima pode permanecer retida na
massa celular, que pode ser extraida por precipitagdo com acetona, alcoois, sulfato de
amonio ou por ultrafiltragédo (KILIKIAN e PESSOA JR., 2005).

As enzimas microbianas apresentam varias vantagens sobre as enzimas de
origem animal ou de plantas, tais como custos de producdo relativamente baixos,
possibilidade de producdo em larga escala em fermentadores industriais,
caracteristicas fisico-quimicas diferentes, geralmente relacionadas ao hébitat e
fisiologia do micro-organismo produtor, possibilidade de manipulagdo genética e
representam recurso renovavel. Enzimas com a mesma forma de atuacdo sob o
substrato podem apresentar funcionamento 6timo em pH, temperatura e concentragédo
ibnica diferentes, o que requer a selecdo de enzimas adequadas as condi¢bes nas
guais serdo utilizadas (PASTORE, 2002).

As celulases fungicas tém sido estudadas devido ao seu potencial
biotecnolégico (NG, 2004). Entre os produtores de celulases estdo 0s géneros,
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Geotrichun, Myrothecium, Paecilomyces,
Penicillium e Trichoderma (LYND et al., 2002).

O Decreto n° 3.029, de 16 de abril de 1999 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitadria (ANVISA) aprova a utilizacdo de enzimas na industria de alimentos,
considerando que o uso dos aditivos deve ser limitado a alimentos especificos, em

condicbes especificas e ao menor nivel para alcancar o efeito desejado e que as
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enzimas de origem microbiana devem ser obtidas por métodos e condi¢cdes que
garantam a fermentacdo controlada e impecam a introducdo de micro-organismos
capazes de originar substancias téxicas ou indesejaveis. A Tabela 3 apresenta
enzimas de origem microbiana permitidas para o uso em alimentos destinados ao
consumo humano.

Tabela 3- Enzimas permitidas para uso em alimentos conforme a Resolu¢cdo RDC n°
205 da ANVISA

ENZIMAS DE ORIGEM MICROBIANA

Nome da enzima ou complexo Fonte(s)

Aspergillus awamori
Trichoderma reesei
_ Aspergillus niger
Pectinase ]
Aspergillus oryzae
Penicillium simplicissium

Rhizopus oryzae

Rhizopus oryzae
Sporotrichum dimorphosporum
Celulase Thielavia terrestris
Trichoderma longibrachiatum

Trichoderma reesei

Aspergillus niger

_ Aspergillus oryzae
a-amilase _

Rhizopus oryzae

Rhizopus delemar

3.7 Celulase

A celulose é o biopolimero renovavel mais abundante do globo terrestre e
possui importancia mundial como matéria-prima industrial e fonte de energia renovavel
(JOSHI e MANSFIELD, 2007).

A celulose constitui a parede celular dos vegetais, encontrada em toda planta
na combinacdo com lignina e hemicelulose, € um homopolissacaridio linear (parte
amorfa e parte cristalino), constituido por unidades de glicose ligadas por ligacdes

glicosidicas do tipo B(1-> 4), duas unidades adjacentes formam a celobiose, que se
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repete, apresentando o oxigénio que liga os anéis glicosidicos na posi¢cdo equatorial
(Figura 1) (GALDEANO, 2001; LIMA et al., 2001).
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Figura 1- Representacdo da cadeia linear da celulose, formada por vérias unidades
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consecutivas de celobiose.

As cadeias de celulose se encontram organizadas em arranjos ordenados,
formando microfibrilas insoluveis, estabilizadas por ligacdes de hidrogénio entre as
cadeias. Estas microfibrilas apresentam regiées com elevado grau de cristalinidade,
apresentando cadeias de glicana fortemente ligadas em paralelo, denominadas
regibes cristalinas e as regibes com menor grau de ordenacdo sdo denominadas
regides amorfas. Essas propriedades estruturais resultam em uma elevada resisténcia
a hidrélise acida ou enzimatica (BON, FERRARA e CORVO, 2008).

Diferentemente do amido, um polimero de reserva, a celulose possui papel
estrutural, protegendo a célula vegetal contra a acdo da pressdo osmoética e estresses
mecanicos. Nos ambientes naturais a celulose € digerida exclusivamente por micro-
organismos distribuidos entre o grupo das bactérias e dos fungos. A degradacao
microbiana da celulose é realizada pela atuacdo de um complexo enzimatico, as
celulases (HAICHAR et al., 2007). Estas sao produzidas por um espectro de bactérias
e fungos, aerébios e anaerdbios, mesdfilos e termdfilos. Contudo, poucos fungos e
bactérias sao capazes de produzir celulases em quantidades suficientes para
solubilizar a celulose cristalina (BHAT e BHAT, 1997).

Essas enzimas fazem parte da familia das glicosil-hidrolases, que hidrolisam
oligossacarideos e polissacarideos e reconhecem as ligagdes B-1,4, entre as
moléculas de glicose (HAICHAR et al., 2007). O complexo enzimético celulolitico
consiste de trés classes de enzimas que atuam sinergisticamente na hidrélise da
celulose: endoglicanases (1,4-B-D-glucanglucanohidrolase), exoglicanases (exo 1,4- 3
-D-glucan-celobiohidrolase) e B-Dglicosidases ou celobiases (JUHASZ et al., 2005).

O processo de clivagem das ligagdes -1,4 da celulose é efetuado por enzimas

celuldsicas, atuando de modo complexado, denominado celulossomos, no caso de
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bactérias anaerobias (DESVAUX, 2005) ou ndo complexada, no caso de fungos e
também de bactérias aerébicas (Figura 2) (LYND et al., 2002; BHAT e BHAT, 1997).

ECristaIina Amorfa Cristalina

}

VLB
Eoced

.a..- A —
L -ﬂf

nnn'r

MU@W
h) ’\f\ /8'\\.’2

<
*2%* Glicose f\\ Celobiose Endoglicanase Exoglicanase
/__" . ] (com docarina) %. (com docarina)
/\ Celo-oligossacarideos £ .
. kd Coesina Funcional ) Exoglicanase
@ Endoglicanase Exoglicanase P (com docarina)
(ex. CBHI) Celobiose/ Celodextrina fosforilase
8 f-Glucosidase @ﬁ; Exoglicanase
(ex. CBHIN) m Complexo Carboidrato Ligante

Figura 2- Representacdo esquematica da hidrélise da celulose amorfa e cristalina, com
as enzimas atuando de modo ndo complexado (A) e complexado (B). Os quadrados
escuros representam as regides terminais redutoras e as ndo redutoras estdo

representadas em branco (adaptado de LYND et al., 2002)

As endoglicanases sdo as enzimas responsaveis por iniciar a hidrélise da
molécula de celulose. Essas enzimas atuando randomicamente na regido amorfa da
cadeia de celulose, clivando ligagBes B-1,4 na regido central da molécula e liberando
como produto oligossacarideos de diversos graus de polimerizagdo, sendo que sua
atividade diminui conforme o encurtamento da cadeia de celulose (JUHASZ et al.,
2005; LYND et al, 2002). A carboximetilcelulose é utilizada como substrato
preferencial para a atividade dessas enzimas (CAO e TAN, 2002).

As exoglicanases ou celobiohidrolases atuam nas extremidades da molécula
de celulose microcristalina, liberando unidades de celobiose (CAO e TAN, 2002).
Estas podem ser de dois tipos: a tipo I, que hidrolisa terminais redutores, e as do tipo
II, que hidrolisa terminais ndo redutores (BON, FERRARA e CORVO, 2008). Possuem
acao limitada sobre substratos como carboximetilcelulose e hidroxietilcelulose (SINGH

e HAYASHI, 1995).
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As B-glicosidases séo enzimas que catalisam a hidrélise da celobiose a glicose,
reduzindo assim a inibicdo das endoglicanases e exoglicanases pela presenca deste
dimero (PETROVA, BAKALOVA e KOLEV, 2002)

Fatores ambientais e nutricionais sdo conhecidos por terem marcado efeitos
sobre a producdo de enzimas microbianas. Guowei et al. (2011), estudaram a
influencia de diferentes fatores como concentracdo de inéculo, sulfato de amébnio,
Tween, pH e temperatura na producao de celulases por Trichoderma reesei HYO7
utilizando como principais componentes do meio talo de milho e farelo de trigo.
Deswal, Khasa e Kuhad (2011), utilizaram diferentes fontes de carbono e nitrogénio
para a otimizacdo da produgédo de enzimas do complexo celulolitico na fermentagéo
em estado sélido com Fomitopsis sp. RCK 2010; Jabasingh (2011), também realizou a
otimizacdo da producéo celulolitica de Aspergillus nidulans utilizando palha de coco
como susbtrato, tendo como variaveis a concentracdo de subsrtato, pH, umidade
inicial e temperatura do processo fermentativo; as mesmas variavies (pH, umidade e
temperatura) também foram otimizadas por Liu et al. (2011) utilizando farelo de arroz
como substrato para Penicilium decumbens ML-017. A producdo de enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas foi estudada por Hideno et al. (2011), empregando
palha de arroz submetida a diferentes tratamentos como substrato para Acremonium

cellulolyticus.

3.8 Amilases

O amido é uma mistura de dois polissacarideos de elevada massa molecular:
amilose (15-25%) e amilopectina (75-85%). Essas duas fragbes apresentam estruturas
moleculares que diferem na solubilidade em &gua, tamanho molecular e
suscetibilidade a degradacdo enzimatica. A amilose é um polimero de cadeia linear
constituido de unidades de D-glicose na orientagdo a. A amilopectina € também um
polimero de D-glicose que contém, além das ligagbes a-1,4, ramificagbes com
ligagbes glicosidicas a-1,6 (BOBBIO e BOBBIO, 2003).

A capacidade de utilizar amido como fonte de carbono e energia é amplamente
distribuida entre bactérias e fungos. As enzimas capazes de hidrolisar o amido estdo
entre as mais importantes produzidas em escala industrial. Estas enzimas séo
amplamente empregadas para a producdo comercial de diversos tipos de xaropes de
acucares e de alcool a partir do amido, além de entrarem na formulacdo de
detergentes, entre outras aplicacbes (BON, FERRARA e CORVO, 2008).
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As enzimas capazes de degradar polissacarideos atacam a molécula a partir
do interior da cadeia (endoenzimas) ou de suas extremidades (exoenzimas).
Pertencem a classe das endoamilases, atuando ao acaso ao longo das cadeias de
amilose e amilopectina hidrolisando as ligagbes a-1,4 e liberando malto-
oligossacarideos. As ligagbes a-(1,6) ndo sdo quebradas por esta enzima. A acdo da
a-amilase sobre a amilose consiste no ataque aleatério e rapido do substrato,
resultando em maltose e maltotriose e em seguida uma etapa mais lenta permite a
formacdo de glicose e maltose. A hidrélise da amilopectina pela a-amilase produz
oligossacarideos contendo ligagdes a-(1,6), além de glicose e maltose (GUANDALINI,
2007).

A producdo de enzimas amiloliticas vem sendo estudada sob diferentes
processos, meios, empregando bactérias ou fungos. Francis et al. (2003), realizaram a
otimizac@o dos parametros temperatura, umidade inicial e concentra¢éo de inoculo na
producéo de a-amilase durante fermentacéo em estado solido com Aspergillus oryzae
tendo como principal fonte de carbono residuos dos grédos apés fermentacdo para
producao cerveja (“brewers grain”); este mesmo micro-organismo foi estudado por
Sahnoun et al (2012) para isolamento e purificacdo de duas a-amilases. A producdo
de a-amilase também foi estudada em fermentacdo submersa com Chromohalobacter
sp. TVSP 01, avaliando-se o efeito da concentracdo salina, pH e temperatura na
producado enzimatica (PRAKASH et al., 2009).

3.9 Pectinases

As substancias pécticas podem ser degradadas por enzimas pectinoliticas,
produzidas em diferentes combinacdes pelas plantas e por micro-organismos como
fungos, leveduras e bactérias. Porém, os fungos apresentam maior potencial industrial,
pois cerca de 90% das enzimas produzidas podem ser secretadas no meio de cultura
(UENOJO e PASTORE, 2007).

Apesar de a pectina apresentar outros agucares em sua composi¢ao, 0 termo
enzimas pectinoliticas, ou pectinases, refere-se ao grupo de enzimas que agem sobre
os residuos de acido galacturdnico, sendo classificadas em despolimerizantes e
desmetoxilantes. As enzimas desmetoxilantes agem removendo grupos metil da
cadeia principal, enquanto as enzimas despolimerizantes rompem as ligagdes a-1,4
entre mondbmeros de &cido galacturénico, tanto por hidrélise quanto por trans-
eliminacédo (SANTI, 2005).
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Sao muito utilizadas nas industrias de sucos de frutas para reduzir viscosidade
e melhorar e aumentar a eficiéncia de filtragdo e de clarificagdo; no tratamento
preliminar da uva em industrias vinicolas; na maceracéo, liquefacdo e extracdo de
tecidos vegetais; na fermentacdo de cha, café e cacau; para melhorar a extragdo de
Oleos vegetais; na extracdo de polpa de tomate e no tratamento e degomagem de
fibras naturais para a industria téxtil e de papel (UENOJO e PASTORE, 2007).

Silva et al. (2005) investigaram a producao pectinolitica durante fermentacao
em estado solido de Penicillium viridicatum em diferentes biorreatores e teores de
umidade utilizando como substrato bagasso de laranja e farelo de arroz. Os autores
reportaram que nas condi¢des estudadas também foi possivel a producéo de xilanase,
amilase e celulase. Bai et al. (2004) utilizaram como fonte de carbono e nitrogénio,
polpa de beterraba e agua residuaria da producdo de glutamato, respectivamente,
para producdo de pectinase por fermentagdo em estado solido com Aspergillus niger;
sua producdo também foi avaliada por este mesmo micro-organismo por Patil e

Dayanand (2005) em processo fermentativo em estado sélido e submerso.

3.10 Fatores que interferem na atividade enzimatica

A especificidade enzimatica reside no fato de que cada estrutura apresenta um
centro ativo formado por residuos de aminoacidos, onde o substrato, que apresenta
forma espacial adequada e grupos quimicos capazes de estabelecer ligagbes precisas
com os radicais do centro ativo, possa se ligar. Varios fatores podem interferir na
atividade de uma enzima e devem ser cuidadosamente observados para que se tenha
um melhor resultado no processo de atuagdo da mesma. Dentre estes fatores, 0os mais
importantes sdo pH, temperatura e concentracdo de substrato (MARZZOCO e
TORRES, 1999).

As variacfes do pH podem exercer muitas alteracées nas reacoes catalisadas
por enzimas. Em valores distintos de um pH de funcionalidade, podem ocorrer
mudancas na posicdo de equilibrio de uma reacdo. Se o préton H* aparecer como
reagente ou produto na equacdo global, por consequéncia, 0s grupos ionizaveis da
enzima (radicais de aminoacidos) interagem com estes protons, podendo se encontrar
tanto na forma protonada quanto desprotonada de forma diferente da conformacao
nativa levando ao desenrolamento e conseqiente inativacdo da enzima, o0 que
caracteriza perda de estabilidade (LEHNINGER, NELSON e COX, 2002).
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A maioria das enzimas exercem sua agao catalitica dentro de limites estreitos
de pH. Cada reacdo tem um pH 6timo, que para a maioria das enzimas se situa entre
4,5 e 8,0 e no qual a enzima apresenta sua atividade méaxima. No entanto, se uma
enzima atua em mais de um substrato, os valores de pH 6timo variam. Valores
extremos de pH em geral, desnaturam as proteinas, inativando-as (KARLSON e
PULIDO, 1967).

Dependendo da temperatura do sistema, as moléculas podem ganhar ou
perder energia, alterando seu grau de agitacdo e muitas vezes perdendo a
estabilidade (LEHNINGER, NELSON e COX, 2002).

Inicialmente, com o aumento da temperatura, a atividade molecular é
aumentada, aumentando assim a formagdo do complexo enzimatico. No entanto, com
0 aumento continuo da temperatura poderd ocorrer uma inativacdo gradativa da
enzima, até a total, desnaturando a proteina pelo calor (BOBBIO e BOBBIO, 2003).

As altas temperaturas influenciam principalmente na velocidade de quebra do
complexo enzima-substrato; na afinidade da enzima com ativadores e inibidores e na
velocidade de destruicdo da temperatura. Quando a temperatura do meio aumenta, a
velocidade de destruicdo da enzima é maior que a de catalise. Este efeito pode ser
verificado pela equagéo de Arrhenius, que correlaciona a velocidade de reagéo e a

temperatura absoluta, conforme a Equacéo 1.

k=Ae IRT (Eq.1)

Onde A é a constante pré-exponencial, E, € a energia de ativagdo, R é a
constante universal dos gases e T é a temperatura absoluta.

Esta equacgédo exponencial pode ser trabalhada sob a forma de logaritmo para
gque se possa obter uma relacéo linear entre a temperatura e a velocidade de reacdo
(BADIALE-FURLONG, 2000).

Lembrando que as enzimas sdo termolabeis, a0 mesmo tempo que ocorre a
reacdo enzimatica de interesse, desenvolve-se também a reacdo de inativacdo
térmica, sendo que a constante dessa velocidade também ¢é afetada pela temperatura
de acordo com a lei de Arrhenius (BORZANI et al., 2001).

O estudo da cinética da reacdo das enzimas tem por objetivo a compreenséao
de seu mecanismo de acdo e da velocidade das reacBes por elas catalisadas,
avaliando também as alteracdes na velocidade de reacdo, em resposta a modificacbes
de par@metros experimentais. A concentragdo do substrato [S] € um fator que afeta a

velocidade de uma reacdo enzimatica. Em [S] pequenas, a velocidade inicial (Vo) é
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baixa. Em [S] maiores a Vo é maior e mais estavel. Finalmente, é alcangado um ponto
acima do qual a [S] ndo altera mais a Vo, chamada entdo de velocidade maxima
(Vmax). A velocidade da reacdo deve ser proporcional a concentragdo do
complexo enzima-substrato [ES]. A quebra do ES é o passo limitante da velocidade.
Portanto, é necessario conhecer a quantidade adequada de substrato a ser utilizada
para a dosagem de uma determinada enzima e esta determinacdo deve ser realizada
gquando a enzima estiver atuando em velocidade maxima (LEHNINGER, NELSON e
COX, 2002).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Substrato

Os coprodutos utilizados, farelo e a casca de arroz, foram provenientes das
industrias locais, Irgovel (Indlstria Riograndense de Oleos Vegetais Ltda.) e Camil
Alimentos, respectivamente. Estes foram acondicionados a -10 °C até a utilizacdo e

para o processo fermentativo sua granulometria foi padronizada em 32 mesh.

4.1.2 Micro-organismos

Rhizopus oryzae CCT 7560 e Trichoderma reesei QM 9444, provenientes da
Colecdo de Culturas da Fundacdo André Tosello, foram mantidos em meio Agar
Batata a 4°C e repicados a cada 2 meses.

A multiplicacdo celular foi realizada durante 7 dias a 30°C até a esporulacéo,

para posterior utilizacdo como in6culo no processo fermentativo.

4.2 Métodos

4.2.1 Caracterizacdo fisico-quimica do substrato

O teor de umidade foi determinado empregando gravimetria com secagem em
estufa a 105°C de acordo com o método n°® 935.29 da Association of Official Analytical
Chemists International- AOAC (2000).

Os lipidios foram determinados pela extracdo com éter de petroleo de acordo o
método 920.85 e a determinacédo de cinzas por gravimetria, através de incineracdo das
amostras em mufla a 550°C; método n° 923.03; conforme AOAC (2000).

Os niveis protéicos foram determinados pelo método de micro-kjeldahl, n°
920.87 e o teor de fibra bruta segundo o método 991.43, ambos da AOAC (2000).

Os percentuais de carboidratos foram estimados por diferenca, considerando o

somatorio dos teores de proteinas, lipidios, cinzas, umidade e fibra alimentar total.
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4.2.2 Padronizacdo método de extracao enziméatica

Para este estudo foi utilizado o farelo de arroz fermentado (FAF) durante 72 h
por Rhizopus oryzae. O FAF foi desengordurado sob agitacdo com éter de petréleo
(1:7 p/v) durante 3 h, com troca de solvente a cada 1 h, obtendo-se o farelo de arroz
fermentado desengordurado (FAFD).

Foram testados os solventes NaCl aquoso 0,5%, tampao citrato 50 mM pH 4,8
e agua destilada sendo empregado em cada 5 g do FAF/FAFD 25 mL do solvente
seguido de homogeneizacdo em agitador orbital a 150 rpm durante 30 min e
centrifugagcdo a 2300 g a 4°C por 15 min, sendo o precipitado descartado. Ao
sobrenadante foi adicionada acetona de forma a manter a proporgdo de
extrato:solvente 1:3, que foram mantidos em repouso a 4°C durante 24 h. O
precipitado foi separado por centrifugacédo a 2300 g a 4°C durante 10 min. Para
determinacdo da atividade enzimatica o precipitado foi ressuspenso na solucao
extratora (20 mL).

Apbs a escolha do solvente as condicdes de extracdo foram estudadas
variando a velocidade de agitacdo e o tempo, conforme descrito na Tabela 4. Estas
condicbes também foram aplicadas ao FAFD.

Tabela 4- CondigGes estudadas para estabelecimento da extracdo de celulases da

biomassa

Amostra Velocidade (rpm) Tempo (min)

0 30

FAF 150 60

300 90

0 30

FAFD 150 60

300 90

FAF- farelo de arroz fermentado; FAFD- farelo de arroz fermentado e desengordurado.

4.2.3 Determinacéo de atividade enzimética de carboidrolases

A atividade de endoglicanases foi avaliada pela liberacdo de acuUcares
redutores em uma mistura reacional contendo 1 mL de extrato enzimatico e 2 mL de

carboximelticelulose 0,5% em tampao citrato 50 mM (pH 4,8) a 50 °C, durante 10 min.
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Os acUcares redutores liberados foram determinados pelo método de 3,5
dinitrossalicilico (DNS) em espectrofotdmetro a 540 nm (MILLER, 1959).

A atividade de celulase total foi avaliada pela liberacdo de aclcares redutores
em uma mistura reacional contendo 1 mL de extrato enziméatico e papel filtro Whatman
N°1 enrolado (1,0 cm x 6,0 cm = 50 mg) como substrato em tampdao citrato 50 mM
(pH 4,8) a 50 °C, durante 30 min. Os acucares redutores liberados foram determinados
pelo método de 3,5 DNS em espectrofotdbmetro a 540 nm (MILLER, 1959). Uma
unidade (U) de atividade de celulase total e endoglicanases foram definidas como a
guantidade (umol) de glicose liberada por min, nas condi¢des do ensaio (GHOSE,
1987).

A atividade de pectinase foi avaliada pela liberagdo de agucares em meio
reacional contendo o extrato enzimatico com 900 pL de solugdo de pectina 0,5% a
50 °C durante 15 min. Os acuUcares redutores liberados foram determinados pelo
método de 3,5 DNS em espectrofotbmetro a 540 nm (MILLER, 1959). Uma unidade
(U) de atividade de pectinase foi definida como a quantidade (mg) de acido
galacturénico liberado por min, nas condi¢es do ensaio (RODRIGUEZ-FERNANDEZ,
2007).

A atividade de a-amilase foi determinada pela degradacdo do amido estimada
guantitativamente pelo método iodométrico (BARAJ, GARDA-BUFFON e BADIALE-
FURLONG, 2010). O extrato enzimatico foi incubado com 0,5 mL de solugdo de amido
solavel 0,4% em tampao citrato pH 5 0,1 M a 50 °C durante 5 min. A reacdo de
hidrdlise foi interrompida com acido cloridrico (HCI), seguido por adicao de solugéo de
iodo (0,3% de |, em solugcdo Kl 3%) e agua destilada. Ap6és 15 min, o complexo
formado teve sua absorvancia determinada em espectrofotbmetro a 620 nm. Uma
unidade (U) de atividade de amilase foi definida como a quantidade de amido
hidrolisado (mg) por min, nas condi¢des do ensaio.

As proteinas extracelulares foram quantificadas pelo método colorimétrico de
Lowry et al. (1951), utilizando uma curva padrdo de albumina (0,05-0,4 mg mL™). A

atividade especifica foi estimada conforme a Equacéo 2.

Atividade especifica: Ug'rmgpr reina(ED-2)
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4.2.4 Efeito de diferentes concentracbes de casca de arroz na atividade de

carboidrolases

A fermentagdo foi realizada em biorreatores de bandeja contendo 30 g de
substrato, constituido de casca e farelo de arroz nas propor¢des de 1, 3 e 5%,
distribuido em camadas de 2 cm e autoclavados a 121 °C durante 30 min. Apds a
esterilizac&o, o meio foi suplementado com 13,5 mL de solucéo salina contendo (g L™):
KH,PO, (2); MgSO, (1); (NH4).SO, (4) e agua destilada estéril para corre¢do da
umidade do sistema para 50%. O substrato foi inoculado com suspensdo de esporos
na concentracdo de 4x10° esporos.g™®. Os biorreatores foram incubados a 30 °C
durante 5 dias, sendo retirado um biorreator a cada 24 h de fermentacdo. Para o
tempo zero foi realizado o mesmo procedimento descrito, sem a incubagéo a 30 °C
(OLIVEIRA et al., 2010).

As enzimas foram extraidas nas condi¢c6es padronizadas no item 4.2.2, com
NaCL 0,5% na proporgéo 1:5 (p/v) a 25 °C durante 30 min, seguido por centrifugacao
a 2300 g a 4 °C por 15 min, sendo o precipitado descartado. Ao sobrenadante foi
adicionado um volume de acetona para manter uma propor¢cdo de extrato: solvente
1:3, que foram mantidos em repouso a 4 °C durante 24 h. O precipitado foi separado
por centrifugagdo a 2300 g a 4 °C. Para determinagdo da atividade enzimética,

conforme o item 4.2.3, o precipitado foi ressuspenso na solucéo extratora (20 mL).

4.2.5 Estimativa do crescimento microbiano e teor de agucares redutores no

meio

O crescimento microbiano foi determinado através da estimativa do teor de
glicosamina, conforme Aiddo, Hendry e Wood (1981). Para tal, 5 mL de HCI 6 M foram
adicionadas a biomassa seca, seguido de aquecimento a 100 °C, durante 2 h. Ao
extrato obtido foi adicionada a solugéo de acetil-acetona; seguida de aquecimento em
banho de &gua fervente por 20 min. Apds o resfriamento foi adicionado etanol e o
reagente de Erlich (2,67 g DAB- p_dimetilaminobenzaldeido- dissolvido em 15 mL de
etanol e 15 mL de &cido cloridrico), mantendo-se a 65 °C em estufa durante 10 min.
Para determinacdo da n-acetilglicosamina foram determinadas as unidades de
absorvancia em espectrofotdbmetro a 530 nm com curva padrao de glicosamina (0,8-
17,6 pg/mL).
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Os acucares redutores foram extraidos da biomassa com agua na proporcao
1:10 (p/v) a 50 °C durante 30 min, seguido de centrifugacdo a 2300 g a 4 °C por
10 min. O sobrenadante foi clarificado com as solu¢des de Carrez | (ferrocianeto de
potassio 15%) e Carrez Il (sulfato de zinco 30%) e apds centrifugacdo, os agucares
redutores contidos no sobrenadante foram determinados através da reacdo com o
acido 3,5 DNS a 100 °C durante 5 min empregando uma curva padrao de glicose (0,01
e 0,1mg mL™) para quantificacdo (MILLER, 1959).

4.2.6 Otimizagdo da producdo de enzimas celuloliticas empregando casca de

arroz como substrato

a) Planejamento experimental

A producéo de celulase total e endoglicanase durante fermentagédo em estado
sblido com Rhizopus oryzae e Trichoderma reesei foi realizada utilizando
planejamentos experimentais sequenciais. A primeira etapa consistiu na definicdo dos
niveis das variaveis (teor de casca e umidade inicial) utilizadas, empregando
delineamentos compostos centrais 2 com triplicata no ponto central. A segunda etapa
consistiu em um delineamento composto central rotacional 22, com triplicada no ponto
central, tendo como variaveis independentes a concentracdo de casca e o teor de
umidade inicial.

O processo fermentativo para ambos os micro-organismos foi realizado em
erlenmeyes a 150 rpm e 30 °C, sendo o teor de umidade inicial e a composi¢do do
substrato determinados de acordo com os planejamentos experimentais. O substrato
(15 g) foi acondicionado nos biorreatores; seguido de autoclavagem a 121 °C por
15 min. Apés, foram adicionados a solugéo nutriente contendo (g.L™); KH,PO, (20),
(NH4)2S0,4 (13), CO(NHy). (3), MgS0,.7H,O (3), CaCl, (3), FeS0O,.7H,O (0,05),
MnSO,4.H,O (0,0156), CoCl, (0,002), ZnS0O,.7H,0 (0,014), a solucdo de esporos com
concentracao inicial de 4x10° esporos.g™ e 4gua estéril para correcéo da umidade. A
fermentacg&o ocorreu durante 24 h a 30 °C.

A extracdo enzimatica foi realizada em NaCl 0,5% a 25 °C durante 30 min,
seguido de centrifugacdo a 2300 g a 4 °C por 15 min. O precipitado foi descartado e o
sobrenadante utilizado como extrato bruto para medi¢cdo enzimatica de acordo com o
item 4.2.3. Os resultados de atividade especifica de celulase total e endoglicanase

foram avaliados através de variancia (ANOVA), com um nivel de confianca de 5%,
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sendo calculados os efeitos estimados e os coeficientes de regressédo dos modelos
gerados.

b) Biorreatores e solucéo nutriente

O processo fermentativo para ambos os micro-organismo foi realizado como
descrito anteriormente, variando-se o tipo de biorreator utilizado (bandeja e
erlenmeyer) e a solucdo nutriente (sem nutrientes; solugdo A: descrita no item 4.2.6;
solucéo B: descrita no item 4.2.4), durante 24 h a 30 °C.

A extragdo enzimética foi realizada conforme descrito no item 4.2.6 e as
atividades de celulase total e endoglicanase foram determinadas conforme descrito no

item 4.2.3. A atividade relativa foi determinada de acordo com a Equacéo 3.

- . Atividad ifi
Atividade relativa (%) moaseepeT

%100 (Eq.3)

Atividade ezpecificag g

Onde:
Atividade especifica: atividade encontrada em cada condigéo
Atividade especificanax: atividade encontrada na melhor condicao

4.2.7 Cinética de producdo enzimatica

Tendo em vista as condi¢ges estabelecidas nas fermentagbes anteriores, foi
acompanhada a cinética de producdo enzimética por um periodo de 45 h para
Rhizopus oryzae e 75 h para Trichoderma reesei a 30 °C, sendo realizadas
amostragens a cada 5 h nas primeiras 25 h e a cada 10 h nos intervalos posteriores.

As amostras foram analisadas determinando-se as atividades de
endoglicanase, celulase total, amilase, pectinase, teor de glicosamina e de acUcares
redutores.

Os parametros produtividade e produtividade especifica foram calculados

conforme Equacdes 4 e 5, respectivamente.

1} Atividader—Atividadesgrp

Produtividade (U.g".h~ (Eq. 4)

Produtividads

Produtividade especifica (U.mg~2.h™1): oLo—Clti. (Eq.5)

L3
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Onde:

Atividade;- atividade enzimatica em U.g™ em determinado tempo de fermentagéo.
Atividade,,- atividade enzimatica em U.g'l no tempo zero.

t- tempo de fermentagéo em h.

GLC- teor de glucosamina em determinado tempo de fermentacao.

GLC,eo- teor de glucosamina no tempo zero.
4.2.8 Caracterizagado bioquimica das atividades celuloliticas
a) Temperatura étima

A influéncia da temperatura na reagcdo enzimatica foi determinada através das
atividades das enzimas celulase total e endoglicanase, em tampao sodio-citrato pH 4,8
50 mM, nas temperaturas de 10, 20, 40, 60 e 80 °C, conforme o item 4.2.3. Os dados

normatizados foram calculados conforme a Equacéo 3.
b) pH étimo

Foi estudada a influéncia do pH na atividade de celulase total e endoglicanase
a 60 °C, utilizando os tampdes acetato de sodio 50 mM, pH 3,0; 4,0; citrato de sodio
50 mM, 5,0; 6,0; tampao fosfato de sodio 50 mM pH 7,0 ; Tris HCI 50 mM pH 8,0,
conforme o item 4.2.3. Os dados normatizados foram calculados conforme a Equacéo
3.

c) Estabilidade térmica

O estudo da termoestabilidade da endoglicanase e de celulase total foi
realizado incubando o extrato bruto nas temperaturas de 25, 60, 80 e 100 °C durante
10 h. A atividade residual foi medida nas condi¢cdes 6timas de temperatura e pH para
reacdo, a cada hora.

Levando em consideracdo que em altas temperaturas a cinética de

desnaturacao é de 1° ordem, pode ser obtida a Equacao 6:

dIE] _

= = Ka[E] (Ea.6)
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Integrando a Equacéo 6, considerando na equacéo de velocidade Kd constante
guando a temperatura € mantida constante, obtém-se a Equacéo 7 :

In (%) = K4t (Eq.7)

Graficando-se In(V/V,) em funcdo do tempo, determina-se o valor de Kg,
constante da velocidade de desnaturacdo enzimatica. Com este resultado, calcula-se
o tempo de meia vida (t;,) das enzimas, definido como sendo o tempo necessario para

perder 50% de sua atividade inicial, conforme a Equacéo 8.

In(0,5
t1, = — n(0,5) (Eq.8)
K4

A constante da velocidade desta reacdo (Ky) também é afetada pela

temperatura de acordo com a lei de Arrhenius, conforme a Equacéo 9:
—Eq;,
Kj=Ae 'RT(Eqg.9)
Linearizando a Equacéo 9, obtém-se a Equacéo 10:

In(Kg) = — %% + 1n(a) (Eq.10)

A partir da Equacdo de Arrhenius linearizada, através da inclinagdo da reta

determina-se a energia de ativacdo da reacdo de desnaturacao (Eg).
d) Parametros cinéticos da endoglicanase

Para o calculo dos parametros cinéticos Ky e Vs a atividade de endoglicanase
foi avaliada em diferentes concentracdes iniciais de substrato. O efeito da
concentracdo do substrato na atividade pode ser descrito pelo modelo de Michaelis-

Mentem (Equacéo 11).
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éx! ]] (Eq.11)

Vo= K“ +[s

Linearizando-se a equacao de Michaelis- Mentem, obtém-se a Equacao 12:

%: (K“ )[;]+L (Eq.12)

Através dos coeficientes angular e linear da Equacdo 12, foram obtidos os
valores de Ky e Vnax, respectivamente. O valor de Ky corresponde a concentragéo de
substrato necessaria para atingir metade da velocidade méaxima enziméatica
(LEHNINGER, NELSON e COX, 2002).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdao fisico-quimica dos substratos

A producdo enzimética realizada em cultivo celular pode ser induzida pela
presenca de nutrientes no substrato. Neste caso, a proposta foi empregar co-produto e
residuo da indastria arrozeira, farelo e casca, que foram primeiramente caracterizados
guanto aos componentes maiores. A Tabela 5 apresenta os resultados da composicao
proximal dos substratos escolhidos para o estudo da fermentagdo em estado solido
(FES). Os resultados foram avaliados estatisticamente quanto a significancia das

diferencas entre os componentes da casca e do farelo de arroz.

Tabela 5- Composicao proximal dos substratos (casca e farelo de arroz)

Fracdes (%) F.A C.A
Umidade 9,9+0,12 9,3+0,1°
Proteina 12,7+0,6% 2,7+0,1%

Cinzas 10,5+0,4° 16,2+0,1?

Lipidios 21,3+0,3% 0,9+0,12

Fibras 6,9+0,8" 43,6+0,6"
Carboidratos * 38,7+ 0,1° 27,3+ 0,12

* Carboidratos estimados por diferenca. Média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam

diferenca significativa p<0,05. F.A.I- farelo de arroz integral. C.A- casca de arroz.

Os teores dos diferentes componentes determinados no farelo e casca de arroz
estdo dentro da faixa descrita na literatura (DAL MORO, ROSA e HOELZEL, 2004;
NITZKE e BIEDRZYCKI, 2011). Cabe salientar que o maior teor lipidico do farelo de
arroz decorre do fato de ter sido empregado farelo de arroz ndo desengordurado que
usualmente é empregado para a extracao de 6leo.

O teor de fibras encontrado para a casca de arroz foi 6 vezes superior ao
farelo, confirmando o potencial para ser empregada como substrato para a producéo
de enzimas do complexo celulolitico por FES. Estudos realizados por Graminha et al.
(2008) demonstraram que a fibra deste material € composta por 35% de celulose, 35%
de hemicelulose e 17% de lignina, que também corrobora para a escolha da casca

para producdo deste complexo enzimatico.
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5.2 Padronizacdo do método de extracdo do complexo celulolitico

A recuperacdo de produtos de fermentacdo exige a sua extracdo do meio
sélido fermentado com solventes adequados ou solu¢des especificas sob determiadas
condicbes de agitacdo, tempo e temperatura (MACIEL et al., 2009).

Este procedimento corresponde a primeira etapa de downstrean e sua
preparacdo dependerd se a enzima € extra ou intracelular. Para as enzimas
intracelulares ha a necessidade do rompimento celular, que pode ser feita utilizando
métodos mecéanicos, como agitagéo, e para isto, algumas vezes, € necessario um pré-
tratamento, como remoc¢do de gorduras (BORZANI et al., 2001). Esta atua como
interferente durante a extracdo, causando turbidez no extrato obtido. Agitacdo
excessiva pode causar formacdo de espuma com consequente alteracdo na estrutura
espacial da enzima causada pelos efeitos mecanicos (RODRIGUEZ-FERNANDEZ,
2009).

Com base nisso, o estudo das condi¢cOes ideais de extracdo das enzimas do
complexo celulolitico foi realizado avaliando-se a influéncia do tipo de solvente, tempo
e velocidade de agitacdo em temperatura ambiente (25°C) na atividade enzimética.

O emprego de tampao citrato, estudado por Mekala et al. (2008); Martins et al.
(2008), neste trabalho proporcionou uma extracdo significativamente maior de
proteinas da biomassa (Tabela 6); no entanto, a atividade obtida tanto para
endoglicanases quanto para celulase total, foi significativamente inferior quanto
comparado aos demais solventes extratores utilizados.

As solugBes salina e aquosa apresentaram atividades celuloliticas superiores,
porém ndo diferiram estatisticamente entre si. Portanto, a solubilizacdo das proteinas
em solucdo salina foi adotada pelo fato de que este solvente, além de melhorar a
estabilidade da estrutura protéica, também pode auxiliar na estabilizagdo da atividade
enzimatica (BON, FERRARA e CORVO, 2008). Além deste fato, pode-se observar que
a fracdo globulina, apresenta maior atividade catalitica das enzimas de interesse, pois
€ necessaria menor concentracdo protéica para obtencdo da mesma atividade

enzimatica quando utilizada a extracdo com agua destilada.
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Tabela 6- Solvente extrator e a atividade de celulase total e endoglicanase da

biomassa
Proteina soltvel Endoglicanase Celulase total
Solvente 1 1 1
(mgg ) (U-mgproteina ) (U-mgproteina )
NaCl 0,5% 19,5+0,3° 0,124+0,001? 0,073+0,007?
Tamp&o citrato 37,1+0,4° 0,108+0,002 ° 0,049+0,001°
Agua destilada 23,5+0,6° 0,126+0,006 0,075+0,003%

Média+desvio padrdo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa (p<0,05).

O efeito da velocidade e tempo de agitagdo na extragdo do complexo
celulolitico (Tabela 7) indicou que o micro-organismo (Rhizopus oryzae) produziu
enzimas extracelulares, pois a maior atividade especifica para ambas as enzimas
estudadas foi encontrada de um modo geral, sem agitagdo da biomassa usando
solucdo de NaCl 0,5%. A atividade celulolitica dos extratos néo diferiu
significativamente quando eles foram submetidos a 30, 60 e 90 min de agitagédo
durante a extracao.

O farelo de arroz fermentado apresentou atividade enzimatica
aproximadamente 1,6 vezes superior quando comparado ao farelo de arroz
fermentado desengordurado, nos experimentos sem agitacdo. Este resultado foi
também relatado por Zeng et al. (2006), que empregaram agentes surfactantes para
aumentar a estabilidade das proteinas e favorecer a acdo enzimatica. No caso deste
estudo, os lipidios presentes na biomassa poderiam ter atuado como surfactante, visto

que estavam presentes no substrato antes do Processo.
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Tabela 7 — Efeito da velocidade e tempo de agitacdo na extracdo das celulases da

biomassa

Condicbes

FAFD

FAF

Agitacdo Tempo

Celulase total

Endoglicanase

Celulase total

Endoglicanase

(rpm) (mln) (U mgproteina_l) (U mgproteina_l) (U mgproteina_l) (U mgproteina_l)

30 0,061+0,004"  0,122+0,001**" 0,099+0,001* 0,196+0,008?

60 0,063+0,004°  0,113+0,001% 0,075+0,001° 0,192+0,003?

90 0,066+0,006"  0,120+0,003* 0,112+0,001* 0,196+0,006%
150 30 0,083+0,008*  0,107+0,001®® 0,075+0,003° 0,133+0,010°
150 60 0,087+0,004*  0,132+0,001*> 0,051+0,009° 0,133+0,010°
150 90 0,083+0,005*  0,126+0,006® 0,075+0,004° 0,128+0,006"
300 30 0,069+0,001°  0,115+0,006% 0,073+0,003° 0,118+0,003"
300 60 0,061+0,003°  0,109+0,004° 0,071+0,011° 0,113+0,002°
300 90 0,058+0,003°  0,102+0,003° 0,066+0,023* 0,171+0,001?

Média+desvio padrdo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa (p<0,05).FAF-

farelo de arroz fermentado. FAFD- farelo de arroz fermentado desengordurado.

Com base nos resultados definidos anteriormente, foi escolhido para extragédo
do complexo celulolitico solu¢do de NaCl 0,5% que ficava em contato com a biomassa
durante 30 min a 25 °C, sem necessidade de agitacdo. Deste modo, este trabalho
propde uma metodologia de extracdo enzimatica que ndo necessita gasto de energia,

nem de reagentes para o desengorduramento da amostra.

5.3 Efeito de diferentes concentracfes de casca de arroz na atividade celulolitica

Desde os primeiros trabalhos de secrecdo de celulases por micro-organismos
tem sido observado que estas sdo enzimas do tipo induzidas ou adaptativas, e que
naturalmente, a propria celulose é a substancia indutora (SEHNEM et al., 2006;
CAMASSOLA e DILLON, 2010; SAID e PIETRO, 2004). Considerando a abundéancia
da casca de arroz e sua rigueza em celulose (35%) foi avaliado o efeito da sua
concentracdo na producao celulolitica durante fermentacdo com Rhizopus oryzae (R.
oryzae) e Trichoderma reesei (T.reesei) (Tabela 8 e 9, respectivamente). Cabe
salientar que o primeiro micro-organismo foi isolado do préprio arroz, o que faz supor

que ele é capaz de recuperar nutrientes a partir desta matriz. Para tal a producéo de
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celulase seria uma ferramenta importante para romper a barreira da casca e atingir as

por¢cdes mais internas ou mesmo usar a propria celulose como fonte de carbono.

Tabela 8- Produtividade de endoglucanase e celulase total durante fermentacdo com

Rhizopus oryzae

Teor de casca de arroz

1% 3% 5%
Tempo
Celulase Celulase Celulase
(h) Endoglucanase Endoglucanase Endoglucanase
Ughd? Total Ugd? Total Ughd? Total
g-. L g-. 4 g 4
(U.gtdh (U.gtdh (U.gtdh
24 2,44+0,01*®  2,96+0,07*' | 2,18+0,08%  3,01+0,02*' | 2,81+0,03*  1,42+0,05*
48 0,73+0,01°®  0,96+0,02° | 0,66+0,01°°  1,22+0,02°* | 1,26+0,01*  0,74+0,05"
72 0,58+0,03*  0,72+0,08°* | 0,45+0,01°®  0,54+0,01°° | 0,64+0,05*  0,33+0,03%
96 0,34+0,01%®  0,34+0,06" | 0,28+0,01%  0,27+0,04%* | 0,50+0,04%  0,29+0,01°"
120 0,37+0,01®  0,33+0,01% | 0,22+0,01%  0,12+0,01°®* | 0,47+0,010%  0,23+0,01 %

Média+desvio padrdo. Letras minasculas indicam diferenga significativa na coluna. Letras
mailsculas e numeros indicam diferenca significativa na linha para endoglucanase e celulase
total (p<0,05). U- unidade de atividade. g- gramas de biomassa seca. d- dias.

Tabela 9- Produtividade de endoglucanase e celulase total durante fermentagdo com

Trichoderma reesei

Teor de casca de arroz

1% 3% 5%
Tempo

Celulase Celulase Celulase

(h) Endoglucanase Endoglucanase Endoglucanase

(UgdY Total (U.gdY Total (U.gdY Total
.g-. g g

(U.gtd? J (U.gt.d?h J (U.gtd?h
24 0,92+0,09%®  0,22+0,01** | 1,75+0,12**  0,51+0,02*' | 1,10+0,01*®  0,14+0,03*
48 0,54+0,01°®  0,19+0,10°* | 0,63+0,01"  0,07+0,01°* | 0,32+0,02°°  -0,03+0,01°
72 0,39+0,01®®  0,05+0,02** | 0,48+0,01** 0,06+0,01°* | 0,35+0,02°°  0,01+0,01%
96 0,31+0,01*  0,08+0,01°* | 0,33+0,01%*  0,05+0,01° | 0,15+0,01°®  0,01+0,00°*
120 0,34+0,01  0,07+0,01°" | 0,20+0,01%®  0,01+0,00% | 0,13+0,03°°  0,03+0,01 %

Média+desvio padrdo. Letras minUsculas indicam diferenca significativa na coluna. Letras
mailsculas e numeros indicam diferenca significativa na linha para endoglucanase e celulase
total (p<0,05). U- unidade de atividade. g- gramas de biomassa seca. d- dias.

De acordo com os resultados expressos nas Tabelas 8 e 9, a maior

produtividade para ambas as enzimas em todas as condi¢cdes estudadas ocorreu em
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24 h de fermentacdo. Com relagao ao efeito das diferentes concentragdes de casca
utilizada, pode-se observar que ndo ocorreu uma tendéncia definida do aumento da
producdo com o aumento do teor de casca, indicando a necessidade de maiores
concentracdes de casca no meio para 0 aumento da atividade enzimética.

A maior atividade especifica de celulase total foi obtida utilizando 3% de casca,
com valores de 0,153 e 0,078 U.mgpmtem'1 correspondente a 3,55 e 1,41 U.gmeio - para
R. oryzae e T. reesei, respectivamente. Para endoglucanases os resultados mais
promissores foram obtidos com 5% de casca, 0,128 U.mgpmtema'l, correspondente a
2,95 U.gmeio'1 na fermentagdo como R. oryzae e 3% de casca, 0,156 U.mgproteina'l,
correspondente a 1,88 U gmeio*, durante fermentagdo com T. reesei . Mostrando que o
primeiro produz complexo enzimatico com fragdes possuidoras de atividade exocelular
e para polimeros diversos.

Latifian et al. (2007), encontraram valores maximos de 1,16 U gnmeo* a0 utilizar
farelo de arroz como substrato para fermentacdo de T. reesei QM9414. Também
Chandra, Viswanath e Reddy (2007) reportaram utilizando farelo de arroz como
substrato para crescimento de Aspergillus niger, atividade de celulase total maxima de
1,5 U. gmeio” durante 72 h de fermentacdo, portanto inferiores ao encontrado neste
trabalho. No entanto, a atividade de endoglucanase foi menor que a encontrada por
Murashima et al. (2002) para duas endoglucanases extraidas de R. oryzae , cujos
valores foram 272,5 U.mgprote.fna'1 para a enzima RCE1 e 257,8 U.mgpmtem'l para a
RCE2. No entanto, cabe ressaltar que os autores submeteram estas endoglucanases
a diferentes processos de purificacdo e no presente trabalho s6 foi realizada a etapa
de extracdo e purificagdo primaria, visto que o interesse € a aplicacdo do complexo a
menor custo possivel para liberar aclcares e porgbes menores de polimeros
indigeriveis da casca.

Apesar das diferencas de producdo enzimatica nas fermentacdes, foi
observado que o tempo necessério para a obtengdo da maior atividade especifica
coincidia para todas as condicbes estudadas, sendo este de 24 h. Para a
endoglucanase produzida por T. reesei a atividade manteve-se praticamente constante
entre 24 e 72 h de cultivo. Outros autores relataram a necessidade de maiores tempos
de fermentacdo para obtencdo de atividade celulolitica, tais como 72 h para
Aspergillus niger em farelo de arroz, trigo e serragem (CHANDRA, VISWANATH e
REDDY, 2007) e 144 h com Fusarium oxygosporum em palha de milho
(PANAGIOTOU et al., 2003). Dados que demonstram que o procedimento e 0S micro-

organismos usados neste trabalho sdo muito promissores, pois periodos prolongados
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de fermentacéo acarretam maiores riscos de contaminacdo e custo para ampliagéo de

escala.

A avaliacdo producado de enzimas amiloliticas e pectinoliticas (Tabelas 10 e 11)

durante o processo fermentativo também foi realizada, pois os substratos contem

outras fontes de carbono além de celulose.

Tabela 10- Produtividade de amilase e pectinase durante fermentagdo com Rhizopus

oryzae
Teor de casca de arroz

Tempo 1% 3% 5%
(h) Amilase Pectinase Amilase Pectinase Amilase Pectinase

(U.gtd? (U.gtdh (U.gtdh (U.gtdh (U.gtdh (U.gtdh
24 0,11+0,01%® 2,13+0,02*' | 0,26+0,01** 1,61+0,01%* | 0,25+0,01* 1,36+0,07*
48  0,06+0,01°® 0,72+0,04** | 0,13+0,01™ 0,74+0,08" | 0,13+0,01" 0,66+0,09*
72 0,05+0,01°® 0,61+0,03* | 0,09+0,01“* 0,52+0,01°* | 0,09+0,01°* 0,47+0,16"
96 0,04+0,01%° 0,39+0,03" | 0,06+0,01%® 0,34+0,03"* | 0,08+0,01% 0,59+0,51"
120  0,03+0,01°® 0,33+0,02°* | 0,05+0,01** 0,22+0,01** | 0,05+0,01** 0,28+0,09"*

Média+desvio padrdo. Letras minasculas indicam diferenga significativa na coluna. Letras
mailsculas e numeros indicam diferenca significativa na linha para amilase e pectinase
(p<0,05). U- unidade de atividade. g- gramas de biomassa seca. d- dias.

Tabela 11- Produtividade de

Trichoderma reesei

amilase e pectinase durante fermentacdo com

Teor de casca de arroz

Tempo 1% 3% 5%

(h) Amilase Pectinase Amilase Pectinase Amilase Pectinase
(U.gtd? (U.gtdh (U.gtdh (U.gtdh (U.gtdh (U.gtdh

24 0,17+0,01* -0,26+0,17%* | 0,09+0,02*® 0,31+0,01** | 0,10+0,01*®  0,20+0,06™

48 0,12+0,01” -0,03+0,02"* | 0,08+0,01% -0,02+0,09°* | 0,06+0,01°°  0,31+0,02*

72 0,06+0,01** -0,02+0,01°* | 0,04+0,01°° -0,04+0,01" | 0,05+0,01°®  0,03+0,05%

96 0,06+0,01** -0,07+0,04%? | 0,03+0,01°° -0,02+0,01" | 0,04+0,01®®  0,08+0,02%

120 0,05+0,01** -0,01+0,04** | 0,02+0,01°° -0,02+0,02" | 0,03+0,01°®  0,06+0,02%

Média+desvio padrdo. Letras minUsculas indicam diferenca significativa na coluna. Letras
mailsculas e ndmeros indicam diferenga significativa na linha para amilase e pectinase
(p<0,05). U- unidade de atividade. g- gramas de biomassa seca. d- dias.
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A producdo de amilase por Rhizopus oryzae apresentou comportamento
semelhante as do complexo celulolitico, apresentando uma produtividade maxima em
24 h. Para Trichoderma reesei quanto maior a quantidade de casca no meio, menor a
atividade de a-amilase. Tal comportamento pode ser explicado pela presenca da
casca no meio, que pode favorecer a producdo de celulases; possivelmente enzimas
que iniciam a hidrolise do substrato, para posterior atuacdo de outras enzimas
carboidroliticas.

A producéo de pectinase durante fermentacdo com R. oryzae praticamente ndo
foi afetada pelas variacbes da concentracdo de casca no meio, tendo maior
produtividade em 24 h. O mesmo nao ocorreu ao utilizar T. reesei como agente
fermentador, pois nas concentracdes de 1 e 3% de casca a atividade enzimatica
diminuiu com o aumento do tempo de fermentagéo (Tabela 11) possivelmente devido
a predominancia das enzimas do complexo celulolitico ou pela propria degradagéo
enzimatica durante a producédo da biomassa.

O teor de acgucares redutores liberados no meio foi acompanhado, conforme
descrito na Tabela 12.

Tabela 12 — Producgédo de aclcares redutores no meio fermentativo

Acucar redutor (Mggicose- 9°)

Tempo T. reesei R. oryzae

(h) 1% casca 3% casca 5% casca 1% casca 3% casca 5% casca
0 2,93+0,03%  1,29+0,02° 1,21+0,03% | 10,27+0,87° 3,97+0,17° 6,04+0,37°
24 | 13,00+0,10* 11,03+0,25° 5,54+0,17¢ | 35,60+0,39% 26,05+0,54* 35,18+1,04°
48 8,31+0,22° 10,61+0,20% 5,71+0,14° | 2,73+0,17° 1,77+0,02° 3,68+0,27°
72 | 10,54+0,15° 8,50+0,31* 8,17+0,17° | 3,25+0,02% 2,45+0,03% 3,12+0,21°
96 | 10,31+0,09° 10,06+0,11° 7,98+0,09° | 4,18+0,15 2,55+0,30° 1,33+0,05°

120 | 12,03+0,21° 7,59+0,27° 5,91+0,07° | 5,88+0,14° 0,98+0,08° 3,89+0,68"

Média+desvio padrdo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa (p<0,05)

A liberacd@o de agucares para o meio fermentativo esta possivelmente vinculada

a acdo das enzimas celuloliticas, pois o pico de producdo coincide com o tempo
necessario para a obtencdo da maior produtividade enzimética de endoglucanase,
celulase total, amilase e pectinase (somente para Rhizopus) neste caso de 24 h.
Depois o acucar liberado pode ser utilizado para obtenc@o de energia ou constituicao

dos componentes celulares das estruturas fangicas.
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Comportamento similar foi encontrado por lyayi (2004), que reportaram a
reducdo no contetdo de celulose e aumento no teor de aclUcares na biomassa em
336 h de fermentagédo com Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Penicillium sp. De
acordo com Bon, Ferrara e Corvo (2008), a producdo de enzimas durante a
fermentacdo pode ou ndo estar relacionada com o crescimento do micro-organismo.

Com base nisso, foi determinado como indicativo de multiplicacdo fangica o teor de

glicosamina (Figuras 3 e 4).
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Figura 3- Producdo de glicosamina durante fermentacdo de R. oryzae em meio

contendo 1% (<), 3% casca (") e 5% (&) de casca.
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Figura 4- Producdo de glicosamina durante fermentacdo de T. reesei em meio
contendo 1% (<), 3% casca (") e 5% (&) de casca.

Como pode ser observado nas Figuras 3 e 4, é possivel afirmar que ha relacdo
entre a obtengcdo de enzimas celuloliticas e a multiplicacdo dos micro-organismos
estudados, pois a fase exponencial coincidiu com as maiores atividades especificas
determinadas.

A regressdo exponencial da fase de crescimento foi realizada para
determinacéo da velocidade (p), sendo obtidos valores em torno de 0,04 e 0,002 h*
para R. oryzae e T. reesei, respectivamente. Isto indica que nas condi¢des utilizadas,
R. oryzae apresentou multiplicagio mais rapida que T. reesei, podendo
conseqlentemente produzir as enzimas de interesse em um periodo menor de cultivo.
Esse comportamento pode ser explicado em funcdo da classificacdo de cada micro-
organismo, pois R. oryzae € um fungo zigomiceto, possuindo hifas cenociticas que
facilitam sua multiplicacdo enquanto que T. reesei é um ascomiceto e o fato de seus
esporos sexuais ficarem armazenados em células (ascos) que ocasiona uma menor
taxa de esporulacdo (PELCZAR et al.,, 2010). Os resultados obtidos nesse estudo
indicam que as concentracdes de casca de arroz estudadas 1,3 e 5% néo propiciaram
um aumento relativo na atividade das enzimas celuloliticas, provavelmente devido a
quantidade de farelo de arroz no meio, que ndo € propicio para producao celulolitica
devido a grande quantidade de amido. No entanto, mostrou a capacidade do R. oryzae

produzir o complexo celulolitico de forma eficiente. Esse fato norteou o estudo da
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utilizacdo de casca de arroz como principal fonte de carbono para producdo deste
complexo enzimatico.

Nesse estudo foi realizada a otimizacdo da producgéo de enzimas celuloliticas
para ambos 0s micro-organimos, adotando-se o tempo de 24h de fermentacéo,
correspondente a maxima produtividade obtida. Cabe salientar que a partir dessa
etapa serdo realizadas determinacdes no extrato bruto para futuramente serem

estudadas as condicfes ideais de purificacao.
5.4 Otimizacgao da produgéo das enzimas: endoglicanase e celulase total

Para o estudo da otimizag&o de produgéo de enzimas celuloliticas, realizou-se
Delineamentos Compostos Centrais (DCC) e um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR), tendo como respostas a atividade especifica de endoglicanase e
celulase total. As variaveis independentes foram teor de casca e umidade inicial no
meio tanto para R. oryzae quanto para T. reesei.

Para melhor compreensdo dos resultados serdo apresentados os dados

referentes a otimizacdo durante o cultivo de cada micro-organismo separadamente.

R. oryzae

A Tabela 13 apresenta a matriz do primeiro DCC com os valores reais,
codificados e as respostas para a atividade especifica da endoglicanase e celulase
total. Os resultados para a endoglicanase variaram de 0,060 a 0,083 U.mgprme.’na'1
enquanto que para celulase total foram de 0,026 a 0,034 U.mgproteina'l. Quanto maior 0
teor de casca (70%) e menor a umidade inicial (45%), maior atividade das enzimas

celuloliticas, de acordo com o ensaio 3.
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Tabela 13- Matriz do primeiro DCC 2 para processo fermentativo com R. oryzae

Ensaios Umidade (X,) Casca (Xy) Endoglicanase Celulase Total
(%) (%) (U.MGproteina ™) (U.MGproteina )

1 -1 (45) -1 (20) 0,062 0,027

2 1 (75) -1(20) 0,060 0,026

3 -1 (45) 1 (70) 0,083 0,034

4 1 (75) 1 (70) 0,066 0,028

5 0 (60) 0 (45) 0,076 0,034

6 0 (60) 0 (45) 0,075 0,034

7 0 (60) 0 (45) 0,076 0,033

O efeito estimado do teor de umidade (X;) e de casca (Xy) indicou a influéncia
de cada variavel na atividade especifica das enzimas celuloliticas. Os valores em
destaque na Tabela 14 representam os coeficientes de regresséo das variaveis e suas

interacdes com o nivel de significancia (p) inferior a 5% para atividade enzimética.

Tabela 14- Efeitos sobre a atividade especifica (U.mgpmtema'l) para o primeiro DCC 22
de R. oryzae

Enzima Fatores CR EE EP t(2) p

Média 0,071 0,071  0,0002 326,02 <0,0001
Umidade (X;) -0,005 -0,010 0,0006 -16,45 0,0040
Casca (Xy) 0,007 0,014 0,0006 23,38 0,0020
X1 Xz -0,004 -0,008 0,0006 -12,99 0,0060

Endoglicanase

Média 0,031 0,031 0,0002 141,41 <0,0001
Umidade (X;) -0,002 -0,004 0,0006 -6,06 0,0260
Casca (Xy) 0,002 0,005 0,0006 7,79 0,0160
XXz -0,001 -0,003 0,0006 -4,33 0,0050

Celulase Total

CR- coeficiente de regressdo, EE- efeito estimado, EP- erro puro, t-coeficiente,p- nivel de

significancia.

Quanto maior a magnitude do valor t no teste de Student e menor o valor de p,
mais significante é o coeficiente (JABASINGH e VALLINACHIYAR, 2011).

O aumento no teor de casca aumentou a atividade especifica em 0,014 e 0,005
U.mgproteina'l, enguanto que a maior umidade inicial ocasionou uma reducdo da

atividade em 0,010 e 0,004 U.mgpmtema'1 para endoglicanase e celulase total,



47

respectivamente. A combinacdo das variaveis apresentou efeito negativo na atividade
de endoglicanase (0,008 U.M@poeina ) € celulase total (0,003 U.Mgproreina -

As menores atividades celulololiticas foram encontradas nos ensaios
correspondentes a 75% de umidade inicial. Esta tendéncia pode ser explicada pelo
fato que em teores de umidade elevados (aproximadamente 80%) ocorre dificuldade
de crescimento micelial em direcdo as camadas mais inferiores do substrato sélido,
forcando o fungo a se desenvolver nas camadas mais superficiais do substrato,
portanto ndo ha necessidade de producdo de celulase para romper as barreiras em
camadas mais profundas de celulose (ALEXANDRINO et al., 2007).

Os modelos para as atividades especificas ndo foram significativos e nem
preditivos, ndo sendo possivel a construcdo das superficies de respostas, pois o valor
obtido para o coeficiente de correlacdo foi baixo € 0 Feacuado fOI inferior ao Fiapelado
(Tabela 15).

Tabela 15 - ANOVA para a resposta atividade especifica (U.mgpmtema'l) para o primeiro
DCC 2°de R. oryzae

Enzima Fonte GL SQ MQ I:calculado
Regresséao 3 0,000329 0,000110 3,05
Residuo 3 0,000108 0,000036
_ Falta de ajuste 1 0,000107
Endoglicanase
Erro puro 2 0,000001
Total 6 0,000437
R2 0;753 Ftab 3;3;0,057 9,28
Regressao 3 0,000039 0,000013 0,92
Residuo 3 0,000042 0,000014
Falta de ajuste 1 0,000041
Celulase Total
Erro puro 2 0,000001
Total 6 0,000081
R® 0,479 Frabelado (3:3:0,05)- 9,28

GL- graus de liberdade, SQ- soma dos quadrados, MQ- média dos quadrados.

Os resultados deste planejamento indicaram que é necessario um aumento no
teor de casca no meio e diminuicdo da umidade inicial, sendo realizado o segundo
DCC com estas alteracées. Comportamento que indica que a producao celulolitica é

induzida pela presenca de celulose e que os fungos filamentosos sédo capazes de se
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multiplicar em baixa atividade de agua (SINGHANIA et al.,2010). A Tabela 16
apresenta os valores reais e codificados para este planejamento e as respostas para a
atividade especifica da endoglicanase e celulase total.

Tabela 16- Matriz do segundo DCC 22 para processo fermentativo com R. oryzae

Ensaios Umidade (X,) Casca (X») Endoglicanase Celulase Total
(%) (%) (U.MGproteina ) (U.Mproteina ™)

1 -1 (25) -1 (60) 0,065 0,030

2 1 (50) -1(60) 0,045 0,019

3 -1 (25) 1 (90) 0,099 0,047

4 1 (50) 1 (90) 0,059 0,035

5 0 (37,5) 0 (75) 0,052 0,024

6 0 (37,5) 0 (75) 0,054 0,025

7 0 (37,5) 0 (75) 0,050 0,024

Os valores para as atividades especificas variaram de 0,045 a 0,099
U.MGproteina~ € de 0,019 a 0,047 U.mguoeina Para endoglicanase e celulase total,
respectivamente. A condi¢do experimental que propiciou a maior atividade enzimética
foi a do ensaio 3 (25% de umidade e 90% de casca), comprovando o relatado por
Singhania et al. (2010), como citado anteriormente.

O efeito estimado das variaveis X; e X, bem como a interagdes das mesmas
estdo representadas na Tabela 17, destacando-se os coeficientes de regressdo das
variaveis e suas interagées com o nivel de significancia (p) inferior a 5% para atividade

enzimatica.
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Tabela 17- Efeitos sobre a atividade especifica (U.mgpmtema‘l) para o segundo DCC 22
de R. oryzae

Enzima Fatores CR EE EP t(2) p

Média 0,061 0,061 0,0009 66,08 <0,0001

_ Umidade (X;) -0,015 -0,030 0,0024 -12,18  0,0060
Endoglicanase

Casca (Xy) 0,012 0,024 0,0024 9,93 0,0100

X1 Xz -0,005 -0,010 0,0024 -4,13 0,0530

Média 0,0290 0,029 0,000032 907,05 <0,0001
Umidade (X;) -0,0060 -0,012 0,000085 -140,90 <0,0001
Celulase Total
Casca (X,) 0,0080 0,017 0,000085 196,37 <0,0001
X1 Xs -0,0004 -0,001 0,000085 -9,58 0,0110

CR- coeficiente de regressdo, EE- efeito estimado, EP- erro puro, t-coeficiente, p- nivel de

significAncia.

O comportamento evidenciado na Tabela 17 foi similar ao encontrado no
primeiro planejamento realizado. O aumento do teor de umidade inicial e de casca
ocasionaram uma diminuicdo na atividade especifica (U.mgpmtema'l) de 0,030 e 0,012 e
um aumento de 0,024 e 0,017 para endoglicanase e celulase total, respectivamente. A
combinacdo das variaveis apresentou efeito negativo na atividade de endoglicanase
(0,010 U.mgporeina ) bem como para celulase total (0,001 U.mMgproteina )-

Apesar do coeficiente de correlagcdo ter aumentado em relagdo ao primeiro
planejamento, nao foi possivel a geracdo das superficies de resposta, pois o0 modelo
obtido para esses resultados ndo foram preditivos devido ao Fcacuiado t€r sido inferior ao
Fiabelado (Tabela 18).
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Tabela 18- ANOVA para a resposta atividade especifica (U.mgproteina'l) para o segundo

DCC 2°de R. oryzae

Enzima Fonte GL SQ MQ I:calculado
Regressao 3 0,001567 0,00052 4,11
Residuo 3 0,000379 0,00013
_ Falta de ajuste 1 0,000367
Endoglicanase
Erro puro 2 0,000012
Total 6 0,001946
R 0,805 Fiab 3:3:005- 9,28
Regressao 3 0,000421 0,000140 3,68
Residuo 3 0,000113 0,000038
Falta de ajuste 1 0,000113
Celulase Total
Erro puro 2 0,000000
Total 6 0,000534
R2 01789 I:tabelado (3;3;0,05) 9128

GL- graus de liberdade, SQ- soma dos quadrados, MQ- média dos quadrados.

A partir deste planejamento foi realizado o DCCR, aumentando-se o teor de

casca ho meio e diminuindo a umidade inicial. A Tabela 19 apresenta os valores reais

e codificados para este planejamento e as respostas para a atividade especifica da

endoglicanase e celulase total.
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Tabela 19- Matriz do DCCR 22 para processo fermentativo com R. oryzae

Ensaios Umidade (X,) Casca (Xy) Endoglicanase Celulase Total
(%) (%) (U.MGproteina ) (U.MGproteina )

1 -1 (20) -1 (70) 0,072 0,056

2 1 (40) -1(70) 0,199 0,048

3 -1 (20) 1 (95) 0,027 0,042

4 1 (40) 1 (95) 0,128 0,044

5 0 (30) - o (65) 0,120 0,030

6 0 (30) a (100) 0,089 0,034

7 -a (16) 0 (82,5) 0,024 0,029

8 o (44,1) 0 (82,5) 0,081 0,027

9 0 (30) 0 (82,5) 0,207 0,040

10 0 (30) 0 (82,5) 0,205 0,039

11 0 (30) 0 (82,5) 0,203 0,041

a=1,414.

Os valores para atividade de endoglicanase variaram de 0,027-0,207
U.mgprote;na'l, apresentando como melhor condi¢cdo o ponto central (30% de umidade e
82,5% de casca). A atividade de celulase total variou de 0,027-0,056 U.mgprote;na'l,
apresentando o maior valor no ensaio 1 ( 20% umidade e 70% de casca).

O efeito estimado do teor de umidade (X;) e casca (X,) para 0os parametros
lineares (L) e quadratico (Q) indicou a influéncia de cada variavel na atividade
especifica das enzimas celuloliticas. Os valores em destaque na Tabela 20
representam os coeficientes de regressdo das variaveis e suas interacfes com o nivel

de significancia (p) inferior a 5% para atividade enzimética.
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Tabela 20- Efeitos sobre a atividade especifica (U.mgpmtema'l) para o DCCR 2° de R.

oryzae

Fatores CR EE EP t(2) P

Média 0,205 0,205 0,0013 158,26 <0,0001

Umidade (X;)(L) 0,038 0,077 0,0016 48,65 0,0004

. Umidade (X;)(Q) -0,070 -0,139 0,0019 -73,34 0,0002
Endoglicanase

Casca (Xp)(L) -0,020 -0,040 0,0016 -24,94 0,0016

Casca (X2)(Q) -0,043  -0,087 0,0019 -45,78 0,0005

X1 X2 -0,006  -0,013 0,0022 -574 0,0291

Média 0,0401 0,0401 0,0006 65,58 0,0002
Umidade (X;)(L) -0,0010 -0,0021 0,0008 -2,74 0,1112
Umidade (X)(Q) -0,0017 -0,0034 0,0009 -3,79  0,0631

Casca (X2)(L) -0,0015 -0,0031 0,0008 -4,12  0,0542
Casca (X2)(Q)  0,0003 0,0006 0,0009 0,70  0,5567
X1 X5 0,0025 0,0051 0,0010 4,77  0,0413

Celulase Total

CR- coeficiente de regressao, EE- efeito estimado, EP- erro puro, t-coeficiente, p- nivel de

significancia. L- linear, Q-quadratico.

Para endoglicanase, todos os parametros foram significativos, sendo que
somente a umidade (linear) apresentou um efeito positivo na atividade especifica;
portanto um acréscimo do nivel -1 para +1 proporcionou um aumento de
0,077 U.mgprotema'l. Para celulase total, o teor de casca apresentou um valor p préximo
da significancia (0,0542) e por isso esta interacdo foi considerada significativa, sendo
incluida no modelo matematico, sendo que um aumento no teor de casca proporcionou
uma diminuicdo na atividade especifica de 0,0031 U.mgpmtema'l. A interacdo entre as
variaveis também foi significativa.

Para a verificagdo do modelo matematico foi realizado uma andlise de variancia

(Tabela 21), considerando apenas os efeitos significativos.
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Tabela 21- ANOVA para a resposta atividade especifica (U.mgp,ote.'na‘l) para o DCCR 2°

de R. oryzae
Enzima Fonte GL SQ MQ Fealculado
Regressao 5 0,045642 0,0091 9,16
Residuo 5 0,004967 0,0010
_ Falta de ajuste 3 0,004957
Endoglicanase
Erro puro 2 0,000010
Total 10 0,050609
R2 0,902 I:tabelado (5;5;0,05)'5105
Regressao 2 0,000045 0,000023 0,26
Residuo 8 0,000713 0,000089
Falta de ajuste 6 0,000711
Celulase Total
Erro puro 2 0,000002
Total 10 0,000758
R2 0;059 Ftabelado (5;5;0,05)" 5’05

GL- graus de liberdade, SQ- soma dos quadrados, MQ- média dos quadrados.

A ANOVA (Tabela 21) demonstrou que a regresséo foi significativa ao nivel de
95% de confianga, evidenciando que o modelo explicou 90% da variacdo dos dados
experimentais.

A partir da andlise de variancia, verificou-se que 0 Fcacuado fOi 1,8 vezes maior
que 0 Fpeiado- Alguns autores afirmam que para ser preditivo 0 Fcacuado deve ser de 3 a
5 vezes maior que 0 F peiado (KALIL, MAUGERI e RODRIGUES, 2000), porém como o
estudo esta relacionado a um processo fermentativo para obtencdo de enzimas, o
modelo foi considerado preditivo, sendo possivel construir a superficie de resposta e a
curva de contorno (Figura 5). Estas figuras mostraram a regidao de otimizacdo das
variaveis em relacdo a atividade de endoglicanase e ajudam a entender a relagéao
entre a resposta e os niveis experimentais de cada variavel. Estes graficos também
mostram o tipo de interagdo entre as variaveis testadas e ajudam a obter as condi¢ées
otimas (JABASINGH e VALLINACHIYAR, 2011).

O modelo de segunda ordem, com a atividade enzimatica em funcdo da

umidade inicial e do teor de casca no meio fermentativo esta descrito na Equacéo 13.
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Figura 5- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para producdo de
endoglicanase por R. oryzae em fungéo: do teor de casca (%) e umidade inicial (%).

Pode-se observar que a regido de otimizagdo em vermelho escuro, (Figura 5),
correspondeu ao ponto central do planejamento, nas condi¢cdes de 30% de umidade e
82,5% de casca para endoglicanase e sera utilizada para o estudo da cinética de
producdo enzimatica de R. oryzae, pois para celulase total ndo foi possivel a obtengéo
de um modelo significativo e preditivo.

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que ocorreu um aumento de
3,5 vezes na atividade enzimética de endoglicanase através da utilizacdo das técnicas
de planejamento experimental e que a atividade enzimética decresce para valores de
umidade superior a 65%, podendo ser devido ao decréscimo da porosidade,
alteracdes na estrutura da particula e baixa transferéncia de oxigénio, conforme
relatado por Santos et al. (2008). Com relacéo ao teor de casca, pode se observar que

a concentracdo da fonte de carbono apresenta uma influencia significativa devido a
presenca de celulose, conforme relatado por Vinha et al. (2011).

54
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T. reesei

Considerando-se que o trabalho previa comparacdo da producédo de enzimas
celuloliticas pelos dois micro-organismos (T. reesei e R. oryzae), os valores das
variaveis para o primeiro DCC foram os mesmos utilizados para R. oryzae.

A Tabela 22 apresenta a matriz do primeiro DCC com os valores reais,
codificados e as respostas para a atividade especifica da endoglicanase e celulase
total. Os valores de atividade especifica variaram de 0,018 a 0,077 e de 0,016 a 0,039
U.mgprote.m'l para endoglicanase e celulase total, respectivamente. O ensaio 3 foi 0 que
propiciou a maior atividade especifica, tendo como condi¢des 45% de umidade e 70%

de casca, comportamento semelhante ao encontrado no estudo com R. oryzae.

Tabela 22- Matriz do primeiro DCC 22 para processo fermentativo com T. reesei

Ensaios Umidade (X,) Casca (Xy) Endoglicanase Celulase Total
(%) (%) (U.MGproteina ™) (U.MGproteina )

1 -1 (45) -1 (20) 0,061 0,030

2 1 (75) -1(20) 0,021 0,015

3 -1 (45) 1 (70) 0,077 0,039

4 1 (75) 1 (70) 0,018 0,016

5 0 (60) 0 (45) 0,043 0,021

6 0 (60) 0 (45) 0,041 0,025

7 0 (60) 0 (45) 0,044 0,024

O efeito estimado das varidveis X; e X, bem como as suas interagfes estao
representadas na Tabela 23, destacando-se o0s coeficientes de regressdo das
variaveis e suas interagées com o nivel de significancia (p) inferior a 5% para atividade

enzimatica.



56

Tabela 23- Efeitos sobre a atividade especifica (U.mgpmtema‘l) para o primeiro DCC 2°
de T. reesei

Enzima Fatores CR EE EP t(2) p

Média 0,043 0,043 0,0006 67,18 0,0002

, Umidade (X;) -0,025 0,050 0,0017 -29,31  0,0012
Endoglicanase

Casca (Xy) 0,003 0,007 0,0017 4,10 0,0548

X1Xz -0,005 -0,009 0,0017 -5,47 0,0318

Média 0,024 0,024 0,0007 32,37 0,0010
Umidade (X;) -0,009 -0,019 0,0020 -9,53 0,0108
Celulase Total
Casca (X2) 0,003 0,005 0,0020 2,64 0,1180
X1 X5 -0,002 -0,004 0,0020 -2,16 0,1631

CR- coeficiente de regressdo, EE- efeito estimado, EP- erro puro, t-coeficiente, p- nivel de

significAncia.

Para a endoglicanase, o0 aumento da umidade apresentou uma diminuicdo na
atividade enzimética de 0,050 U.mgpmtema'l, engquanto que o aumento do teor de casca
propiciou um acréscimo de 0,007 U.mgpeina - A interacio das variaveis apresentou
um efeito negativo na atividade enzimatica. Este comportamento era esperado, pois
teores elevados de umidade podem causar uma diluicdo da enzima. O teor de casca
apresentou um valor p préximo da significancia (0,0548) e por isso esta interacao foi
considerada significativa, sendo incluida no modelo matematico.

Para celulase total somente a variavel umidade foi significativa (p<0,05), sendo
0 seu acréscimo responsavel por uma diminuigdo de 0,019 U.mgpeina -, podendo este
ser explicado pelo fato de alta atividade de agua causar reducdo da troca de gases
durante processo fermentativo (MAHANTA, GUPTA e KHARE, 2008).

Para a verificacdo da significancia do modelo matematico foi realizado uma

andlise de variancia (Tabela 24), considerando apenas os efeitos significativos.
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Tabela 24- ANOVA para a resposta atividade especifica (U.Mgpotena ) Para o primeiro
DCC 2%de T. reesei

Enzima Fonte GL SQ MQ Fealculado
Regressao 3 0,002643 0,000881 240
Residuo 3 0,000011 0,000004
_ Falta de ajuste 1 0,000005
Endoglicanase
Erro puro 2 0,000006
Total 6 0,002654
R* 0,996 Frab 33:005- 9,28
Regressao 1 0,000356 0,000356 28,7
Residuo 5 0,000062 0,000012
Falta de ajuste 3 0,000054
Celulase Total
Erro puro 2 0,000008
Total 6 0,000418
R2 0,852 Ftabelado (1,5;0,05) 6160

GL- graus de liberdade, SQ- soma dos quadrados, MQ- média dos quadrados.

A andlise de variancia (Tabela 24) mostrou que o modelo de regressao para a
atividade de endoglicanase foi preditivo, pois 0 Fcacuado (240) apresentou um valor 26
vezes maior que O Fpelado (9,28). O coeficiente de determinagcdo do modelo (R?)
mostrou que 99,6% da variagcdo na resposta foi explicada pela funcdo estimada.

Para celulase total, o modelo de regressao também foi preditivo, apresentando
UM Fearcuiado (28,7) 4,3 vezes maior que 0 Fpelado (6,60). O coeficiente de determinacgéo
do modelo (R?) mostrou que 85,2% da variacdo na resposta foi explicada pela funcéo
estimada.

Com os valores de coeficientes de regresséo obtidos pela andlise, os modelos
obtidos para as duas enzimas apresentaram as seguintes equacdes:

Endoglucanase (U.mg,,omeima *): 0,043 — 0,025X; + 0,003X; — 0,006 X;X; (Eq.14)

Celulase Total (U.mgp oreina~*): 0,024 — 0,009%, (Eq.15)

Os modelos foram preditivos e significativos possibilitando a construcdo das

superficies de respostas e curvas de contorno (Figura 6 e 7).
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Figura 6- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para atividade especifica

de endoglicanase em fungdo: do teor de casca (%) e umidade inicial (%) no primeiro

DCC de T. reesei.
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Figura 7- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade especifica

(b)

de celulase total em fungdo: do teor de casca (%) e umidade inicial (%) no primeiro
DCC de T. reesei.

A maior atividade especifica da endoglicanase foi verificada na maior
concentracdo de casca e menor teor de umidade (Figura 6). O teor de casca néo
influenciou a atividade de celulase total (Figura 7), no entanto quanto menor o teor de
umidade inicial, melhor o resultado obtido. Assim, as superficies de resposta indicaram

gque a concentracdo de casca deve ser incrementada e o teor de umidade inicial
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diminuido para que sejam obtidas as condi¢cfes otimizadas para producdo de enzimas
celuloliticas.

A Tabela 25 apresenta a matriz do segundo DCC com os valores reais,
codificados e as respostas para a atividade especifica da endoglicanase e celulase
total. Os valores de atividade especifica variaram de 0,058 a 0,089 e de 0,041 a 0,059
U.mgpmtem'l para endoglicanase e celulase total, respectivamente, apresentando
valores superiores ao encontrado no planejamento anterior. O ensaio 4 foi 0 que
propiciou a maior atividade especifica, tendo como condi¢cdes os maiores teores de

umidade inicial e casca.

Tabela 25- Matriz do segundo DCC 2?2 para processo fermentativo com T. reesei

Ensaios Umidade (X,) Casca (Xy) Endoglicanase Celulase Total
(%) (%) (U.MGproteina ™) (U.MGproteina ™)

1 -1 (25) -1 (60) 0,071 0,046

2 1 (50) -1(60) 0,058 0,041

3 -1 (25) 1 (90) 0,071 0,057

4 1 (50) 1 (90) 0,089 0,059

5 0(37,5) 0 (75) 0,082 0,056

6 0(37,5) 0 (75) 0,078 0,057

7 0(37,5) 0 (75) 0,080 0,056

O efeito estimado das variaveis e sua interagdo estdo representados na Tabela
26, destacando-se os coeficientes de regressédo com o nivel de significancia (p) inferior

a 5% para atividade enzimética.



60

Tabela 26- Efeitos sobre a atividade especifica (U.mgpmtema‘l) para o primeiro DCC 2°
de T. reesei.

Enzima Fatores CR EE EP t(2) p

Média 0,075 0,075 0,0006 128,51 <0,0001
Umidade (X,) 0,001 0,002 0,0016 1,40 0,2964
Casca (Xy) 0,008 0,016 0,006 10,12 0,0096
XXz 0,008 0,015 0,0016 9,86 0,0101

Endoglicanase

Média 0,053 0,063 0,0003 198,06 <0,0001
Umidade (X;) -0,006 -0,001 0,0007 -1,71 0,2291
Casca (Xy) 0,007 0,015 0,0007 20,47 0,0024
X1 X2 0,002 0,003  0,0007 4,87 0,0396

Celulase Total

CR- coeficiente de regressdo, EE- efeito estimado, EP- erro puro, t-coeficiente, p- nivel de

significAncia.

Para ambas as enzimas a variavel umidade nao foi significativa, enquanto que
um aumento no teor de casca propiciou um acréscimo nas atividades de
endoglicanase e celulase total de 0,016 e 0,015 U.mgprotema'l, respectivamente.

Para a verificacdo da significAncia do modelo matematico foi realizado uma
andlise de variancia (Tabela 27) com a resposta atividade especifica de endoglicanase
e celulase total para as varidveis estudadas, considerando apenas os efeitos

significativos.
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Tabela 27- ANOVA para a resposta atividade especifica (U.mgprote.rna'l) para o segundo
DCC 2°de T. reesei

Enzima Fonte GL SQ MQ Fcalculado
Regressao 2 0,000480 0,000240 7,93
Residuo 4 0,000121 0,000030
_ Falta de ajuste 2 0,000116
Endoglicanase
Erro puro 2 0,000005
Total 6 0,000601
R 0,800 Fuab 214:005)- 6,94
Regressao 2 0,000223 0,000112 8,45
Residuo 4 0,000053 0,000013
Falta de ajuste 2 0,000052
Celulase Total
Erro puro 2 0,000001
Total 6 0,000276
R2 0,808 Ftabelado (2;4,0,05) 6194

GL- graus de liberdade, SQ- soma dos quadrados, MQ- média dos quadrados.

O valor de F.iado para endoglicanase e celulase total de 7,93 e 8,45,
respectivamente e 0 Fipeado de 6,94 (Tabela 27). O coeficiente de determinagédo do
modelo (R?) mostrou que aproximadamente 80% da variacdo nas respostas foram
explicadas pelas fungbes estimadas. Apesar dos valores de Feycuado SEFEM Proximos
ao tabelado e o coeficiente de determinacdo dos modelos ndo ser tdo elevado, por
tratar-se de um estudo de producéo enzimatica; além da avaliagdo dos resultados ao
nivel de 95% de confianca, os modelos caracterizados pelas Equacgfes 16 e 17 foram
considerados significativos e preditivos.

Endoglucanase (U.mgpyporaina )i 0,075 + 0,008X; + 0,008X,X; (Eq.16)

Celulase Total (U. Mg poeaina 1) 0,053 + 0,007X, + 0,002, X, (EQ.17)

Assim, os modelos para as atividades especificas de endoglicanase e celulase

total foram utilizados para construir as superficies de respostas (Figuras 8 e 9).
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Figura 9- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade especifica
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de celulase total em funcéo: do teor de casca (%) e umidade inicial (%) no segundo
DCC de T. reesei.

Nas Figura 8 e 9, pode-se observar maior atividade de endoglicanase em
concentracdes mais elevadas de casca e teor de umidade. Portanto, as superficies

indicaram a necessidade de um aumento nos teores de umidade e casca de arroz
para uma maior atividade enzimatica.
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A partir desse resultado foi realizado o DCCR. Na Tabela 28 estéo
apresentados os valores reais, codificados e as respostas para a atividade especifica
da endoglicanase e celulase total.

Tabela 28- Matriz do DCCR 22 para processo fermentativo com T. reesei.

Ensaios Umidade (X,) Casca (X») Endoglicanase Celulase Total
(%) (%) (U.MYproteina ) (U.MGproteina )

1 -1 (35) -1 (87,2) 0,086 0,046

2 1 (65) -1(87,2) 0,021 0,018

3 -1 (35) 1(97,8) 0,059 0,044

4 1 (65) 1(97,8) 0,054 0,051

5 0 (50) - a (85) 0,063 0,036

6 0 (50) a (100) 0,108 0,054

7 -a (29) 0(92,5) 0,064 0,043

8 a(71) 0(92,5) 0,039 0,029

9 0 (50) 0(92,5) 0,073 0,040

10 0 (50) 0(92,5) 0,070 0,040

11 0 (50) 0(92,5) 0,068 0,040

a=1,414.

Os resultados para atividade especifica de endoglicanase variaram de 0,021-
0,108 U.M@poeina ™ € de celulase total entre 0,018-0,054 U.Mgpoeina -, A condigdo que
apresentou melhor atividade para ambas as enzimas estudadas correspondeu ao
ensaio 6, com um teor de umidade inicial de 50% e a utilizacdo somente de casca
como substrato (100%).

O efeito estimado do teor de umidade (X;) e casca (X,) para os parametros
lineares (L) e quadréatico (Q) indicou a influéncia de cada varidvel na atividade
especifica das enzimas celuloliticas. Os valores em destaque representam 0s
coeficientes de regresséo das variaveis e suas interagfes com o nivel de significAncia

(p) inferior a 5% para atividade enzimética (Tabela 29).
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Tabela 29- Efeitos sobre a atividade especifica (U.mgpmtema'l) para 0 DCCR 2% de T.

reesei

Fatores CR EE EP t(2) p

Média 0,068 0,068 0,0028 23,58 0,0018

Umidade (X;)(L) -0,013  -0,026  0,0035 -7,44 0,0176

_ Umidade (X;)(Q) -0,012  -0,023  0,0042 -5,50 0,0315
Endoglicanase

Casca (Xp)(L) 0,009 0,018 0,0035 4,99 0,0378

Casca (X2)(Q) 0,006 0,011 0,0042 2,64 0,1185

X1Xz 0,015 0,030  0,0050 6,07 0,0261

Média 0,040 0,040 0,00002 2137,83 <0,0001
Umidade (X;)(L) -0,005 -0,010 0,00002 -428,53 <0,0001
Umidade (X;)(Q) -0,002 -0,005 0,00003 -169,44 <0,0001
Celulase Total
Casca (X2)(L) 0,007 0,014 0,00002 606,13 <0,0001
Casca (X,)(Q) 0,002 0,005 0,00003 171,41 <0,0001
X1Xs 0,009 0,017 0,00003 529,08 <0,0001

CR- coeficiente de regressdo, EE- efeito estimado, EP- erro puro, t-coeficiente, p- nivel de

significancia, L-linear, Q-quadratico.

Para endoglicanase, somente a variavel quadratica do teor de casca nao foi
significativa, enquanto que para celulase total todas apresentaram significAncia
(p<0,05). As variaveis, linear e quadratica da umidade apresentaram um efeito
negativo nas atividades de endoglicanase e celulase total, enquanto que a variavel
teor de casca e a interacdo apresentaram efeito positivo.

Para a verificacdo do modelo matematico que descreve o comportamento das
atividades enzimaticas durante o processo fermentativo foi realizado uma analise de
variancia, apresentada na Tabela 30, considerando apenas os efeitos significativos

das variaveis estudadas
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Tabela 30- ANOVA para a resposta atividade especifica (U.mgp,ote.'na‘l) para o DCCR 22

de T. reesei
Enzima Fonte GL SQ MQ I:calculado
Regressao 4 0,004003 0,00100 5,08
Residuo 6 0,001182 0,00020
_ Falta de ajuste 4 0,001132
Endoglicanase
Erro puro 2 0,000050
Total 10 0,005185
R2 01772 Ftabelado (4;6;0,05)'4153
Regressao 5 0,000973 0,000195 195
Residuo 5 0,000007 0,000001
Falta de ajuste 3 0,000007
Celulase Total
Erro puro 2 0,000000
Total 10 0,000980
R2 01993 Ftabelado (5;5;0,05)~ 5’05

GL- graus de liberdade, SQ- soma dos quadrados, MQ- média dos quadrados.

O modelo para celulase total apresentou significAncia estatistica, pois o valor
de Fcaculado (195) foi 38 vezes maior que 0 Figpelado (5,05), entdo, pode-se afirmar que o
modelo é confiavel para predizer a atividade enzimatica. O coeficiente de
determinacdo do modelo (R?) mostrou que 99% da variacdo na resposta foram
explicadas pela funcéo estimada. Com os valores de coeficientes de regressao obtidos

pela andlise, o modelo apresentou a seguinte equacao:

Celulase Total(U.mgpporeina*):0,040 — 0,005X; — 0,002X; + 0,007X; + 0,002X3 + 0,0090X; X,

(Eq.18)

A endoglicanase apresentou um F,cuiado SUPErior ao tabelado e um coeficiente
de determinacéo relativamente baixo (77%), no entanto, de acordo com Dedavid e
Silva et al (2009), um valor de R?superior a 75% indica a adaptacdo do modelo. Sendo
assim, o modelo foi considerado significativo, uma vez que o0s resultados foram

avaliados com um nivel de confian¢a de 95%, apresentando a seguinte equacéo:

Endoglucanase(U.mgpporaina 1 ): 0,068 — 0,013X; — 0,012X{ + 0,009X; + 0,006X,X,(Eq.19)
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Com os modelos descritos foram construidas as superficies de resposta e as

respectivas curvas de contorno para endoglicanase (Figura 10) e celulase total (Figura
11).

(e ) ezerecnbopu

50
Umidade (%)

(a) (b)
Figura 10- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade

especifica de endoglicanase em fungéo: do teor de casca (%) e umidade inicial (%) do
DCCR de T. reesei.
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Figura 11- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade

especifica de celulase total em fungéo: do teor de casca (%) e umidade inicial (%) do
DCCR de T. reesei.
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Pode-se observar que ao contrario do obtido por R. oryzae ndo ha apenas uma
regido de otimizacdo para as enzimas produzidas por T. reesei (em vermelho escuro),
mostrada nas Figuras 10 e 11. Sendo assim, para a determinac¢do da melhor condigdo
de cultivo, foi realizada a determinacdo dos valores preditivos das atividades,
substituindo-se as varidveis nos modelos obtidos nas Equacfes 18 e 19, obtendo-se
como melhor condicdo 100% de casca e 50% de umidade, apresentando um aumento
de 6 e 3,6 vezes na atividade de endoglicanase e celulase total, respectivamente.
Portanto, essa condigcdo encontrada serd utilizada para o estudo da cinética de
producdo enzimatica de T. reesei.

Mekala et al. (2008) avaliaram através de um delineamento experimental do
tipo Box-Behnken a influéncia das variaveis concentracdo de indutor (celulose),
temperatura e o tempo de fermentacdo na atividade de celulases totais. O micro-
organismo utilizado foi Trichoderma reesei RUT C30 tendo como substrato bagaco de
cana e os resultados demonstraram que uma maior producao enzimatica correspondia
a utilizacdo da maior concentracéo de indutor (0,331 ML/Qsustrate) @ UMa temperatura
de 33°C durante 65h.

Dedavid et al. (2009) avaliaram através da metodologia de superficies de
resposta a influencia da concentracdo de substrato (casca e semente de uva) e de
peptona na atividade de celulase total e endoglicanase durante fermentacdo submersa
com Aspergillus phoenicis. Os resultados obtidos indicaram que 0s parametros
lineares das variaveis utilizadas apresentaram efeito positivo e significativo tanto para
endoglicanase quanto para celulase total.

Esta metodologia também foi utilizada por Rocky-Salimi e Hamidi-Esfahani
(2010) no estudo das condi¢Bes de cultivo (tamanho de particula, aeracdo e tempo)
para a producdo de enzimas celuloliticas durante FES de farelo de arroz com
Trichoderma reesei QM 9414. Para celulase total, os parametros tamanho de particula
e aeracdo foram significativos, apresentando uma diminuicdo da atividade com o
aumento dos niveis destas variaveis (efeito negativo). O tempo de fermentacdo e o
tamanho de particula foram significativos para a atividade de endoglicanase,
apresentando um efeito negativo.

Jabasingh e Vallinachiyar (2011) otimizaram o meio de cultivo para a produgéo
de endoglicanases durante fermentacdo submersa com Aspergillus nidulans um
delineamento composto central. As variaveis utilizadas foram determinadas através de
resultados preliminares da avaliacdo de cada fator separadamente e de planejamento

do tipo Plackett Burman, sendo estas: concentracdo da fonte de carbono
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(carboximetilcelulose), nitrogénio (nitrato de amoénio), sais minerais (fosfato de
potassio) e tiamina. Os resultados das superficies de resposta indicaram que seria
necesséario um aumento na fonte de carbono e diminuigdo da fonte de nitrogénio para
obtencdo da maior atividade enzimatica.

Santos et al. (2011) avaliaram o efeito do conteldo de agua, temperatura e
tempo de fermentacdo na atividade de endoglicanase e celulase total durante FES
com Aspergillus niger, empregando casca de batata como substrato. Para
endoglicanase todas as variaveis apresentaram um efeito significativo, enquanto que
para celulase total somente o conteddo de agua néo foi significativo. As condi¢des
Otimas para a producdo de ambas as enzimas foram semelhantes, em torno de 30°C,
50% de umidade durante 80 h.

Diversas técnicas vém sendo utilizadas para a otimizagcdo de producao
enzimatica, salientando-se a importancia da utilizacdo de diferentes coprodutos
agroindustriais para este fim. Além disso, de acordo com Mahanta, Gupta e Khare
(2008), o teor de &gua € um fator significativo no processo de fermentacdo. Alta
atividade de agua provoca a diminuicdo da porosidade do substrato, reduzindo assim
a troca de gases. Por outro lado, baixa atividade de agua pode resultar na reducdo do
crescimento microbiano e conseqiiente menor produgdo da enzima, justificando assim

0 estudo realizado neste trabalho.

5.4.1 Avaliacdo da influéncia de solucé&o nutriente e tipo de biorreator

Com o intuito de verificar se a atividade enzimatica ainda poderia sofrer um
incremento, antes da avaliacdo da cinética de producdo enzimatica, foram realizados
testes quanto ao tipo de biorreator utilizado (bandeja e erlenmeyer) e a solugéo
nutriente (auséncia, solucdo A (com uréia) e solucdo B (sem uréia), sendo os
resultados apresentados na Figura 12, expressos como atividade relativa que

relaciona a atividade em cada condi¢cdo com a atividade maxima encontrada.
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Figura 12— Influéncia de biorreatores e solug¢do nutriente nas atividades especificas
para R. oryzae (a) e T. reesei (b). B- biorreator de bandeja; E-erlenmeyer; 1-auséncia,

2- solucéo A, 3-solucéo B.

Pode-se observar que com relagdo ao biorreator utlizado, R. oryzae
apresentou maior atividade para ambas as enzimas utilizando bandejas, enquanto que
para T. reesei, os melhores resultados foram obtidos em erlenmeyers com agitacéo a
150 rpm. Esse comportamento pode ser justificado pelo ciclo bioldgico caracteristico
de cada espécie de fungo estudado. O R. oryzae, zigomiceto, forma esporangios que
quando amadurecem liberam esporos para o ar, sendo mais susceptivel a agitacéo
qgue T. reesei, do tipo ascomiceto cujos esporos sexuais ficam armazenados em
células na forma de ascos, que conferem maior resisténcia a ruptura por acéo fisica
como a agitacdo (PELCZAR et al., 2010).

Ahamed e Vermette (2010), durante estudo da influéncia da agitacdo na
producdo de celulases por Trichoderma reesei RUT C-30 verificam uma maior
produtividade no sistema com agitacdo, corroborando para o0 encontrado neste
trabalho.

O comportamento da producao enzimatica foi similar para os dois micro-
organismos utilizados durante a avaliacdo da composicdo da solugdo nutriente,
apresentando maiores atividades quando utilizada a solugdo A (KH,PO,4, (NH4),SOy,
CO(NH,),, MgS0,.7H,0, CaCl,, FeS0,.7H,O, MnSO4.H,O, CoCl,, ZnS0,.7H,0),
sendo esta amplamente estudada na producdo de enzimas celuloliticas (MARTINS
et al., 2008; SUN, CHENG e LEE, 2008; CAMASSOLA e DILLON, 2010). Esses
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resultados corroboram com a conveniéncia de usar conjuntamente as duas fontes de
nitrogénio no meio, como proposto para a secrecao de celulases para T. reesei. Uma
explicacdo para esta interacdo positiva pode estar relacionada ao pH do meio, uma
vez que, quando sais de aménio estdo presentes, o pH do meio torna-se &acido pela
absorcdo de NH; na célula. A uréia, pelo fato de liberar amonia, poderia atuar como
um fator tamponante (SAID e PIETRO, 2004).

5.5 Cinética de producdo enzimatica

As condi¢des utilizadas para este estudo foram determinadas mediante os
resultados do efeito indutor, otimizacdo de producgéo, efeito de biorreatores e solugéo
nutriente.

Para R. oryzae utilizou-se um periodo de 45h, pois o0 pico de producgéo foi em
24h no estudo preliminar (efeito indutor), enquanto pra T. reesei este tempo foi
superior, avaliando-se até 75 h, pois a atividade méaxima obtida ficava constante entre
24e72h.

A partir dos resultados obtidos nos delineamentos compostos centrais
rotacionais realizados, definiu-se para R. oryzae fermentacdo em biorreatores do tipo
bandeja utilizando como substrato 82,5% de casca e 17,5% de farelo de arroz, com
umidade inicial de 30%, enquanto que para T. reesei teve somente casca com
substrato, um teor de umidade de 50% e foi conduzida em erlenmeyers.

O comportamento apresentado para as enzimas celuloliticas na cinética de

producdo para R. oryzae e T. reesei esta descrito nas Figuras 13 e 14.
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Figura 14- Cinética de producédo das enzimas endoglicanase (a) e celulase total (b) na

condicdo otimizada de fermentacdo com T. reesei

Durante o cultivo ocorreu um aumento da atividade celulolitica para ambos os
micro-organismos estudados, sendo este de 2,3 e 2,0 vezes para endoglicanase e

celulase total de R. oryzae; 20,0 e 3,0 vezes para endoglicanase e celulase total de T.

reesei, respectivamente. Conforme observado nas Figuras acima, o0 comportamento

durante a producdo enzimética diferiu entre 0s micro-organismos estudados,

apresentando picos de producdo enzimatica em 15 h para R. oryzae e 55 h para
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T. reesei. O decréscimo de atividade observado durante fermentagdo com R. oryzae
pode ser atribuido a producéo de protease, sendo esta ja relatada por Oliveira (2009)
durante processo fermentativo em farelo de arroz com este micro-organismo.

Os resultados encontrados foram esperados, pois 0 género Trichoderma é
reconhecido por secretar enzimas do complexo celulolitico, no entanto cabe ressaltar
que o pico de producdo enzimatica de R. oryzae ocorreu durante 15 h de fermentacao,
portanto para melhor comparacao da producéo foi realizado o calculo de produtividade

no tempo 6timo para ambos 0s micro-organismos (Tabela 31).

Tabela 31- Produtividade e produtividade especifica das enzimas celulolitica

produzidas durante fermentagéo.

Produtividade Produtividade especifica
. . (U-gbiomassa-l-h-l) (U-mgglicosamina-l-h-l)
Micro-organismo
_ Celulase ) Celulase
Endoglicanase Endoglicanase
total total
R. oryzae 0,22 0,09 2,09 0,85
T. reesei 0,27 0,05 0,23 0,04

Apesar da atividade encontrada para as enzimas de T. reesei ser superior em
termos de produtividade, quando determinado a produtividade especifica, que
correlaciona a produgdo com o crescimento do micro-organismo, os valores para
R. oryzae foram superiores. Esse comportamento pode ser explicado devido ao tempo
inferior necessério para a producéo enzimética por R. oryzae, demonstrado pela baixa
producdo de glicosamina tornando esse micro-organismo uma fonte promissora
dessas enzimas celuloliticas.

A atividade especifica da enzima comercial Celluclast® foi determinada,
obtendo valor de 0,263 e 1,285 U.mgpmtema'l, para celulase total e endoglicanase,
respectivamente. Os resultados obtidos neste trabalho foram satisfatorios, pois
apresentam atividades maximas para celulase total e endoglucanse de R. oryzae
0,094 e 0,206 U.Mgpoeina >, COrrespondente a 0,43 e 0,92 UmL™ e 2,33 e 5,08
U.gbiomassa'1 ; para T. reesei 0,110 e 0,605 U.mgpmtema'l, correspondente a 0,32 e 0,97
UmL? e 2,78 e 15,26 U.gbiomassa'l, respectivamente. Cabe ressaltar que essas
correspondiam a extratos brutos, enquanto que a enzima comercial passou por
diferentes processos de purificacdo. Além disso, neste trabalho, a inducdo da enzima

foi realizada com o emprego da casca e nao foi realizada a adicdo de nenhum outro
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componente como CMC (carboximetilcelulose) no meio fermentativo como acontece
em outros trabalhos (EKPERIGIN, 2007; GRIGOREVSKI DE LIMA et al., 2005;
NIRANJANE, MADHOU e STEVENSON, 2007). Essa atividade pode ser aumentada
com o emprego dessa técnica, bem como através de purificagdo que visam eliminar
proteinas que ndo apresentam a acao catalitica desejada.

Sun, Cheng e Lee (2008) avaliaram a producdo de T. reesei RUT C-30 em
palha de arroz com diferentes tratamentos. A maior producdo de celulases totais foi
obtida apos 12 dias de fermentacdo, apresentando valores para a palha tratada em
meio alcalino 0,16 U/mL e para a palha de arroz em p6 de 0,12 U/mL. Os resultados
obtidos foram aproximadamente 56,3% e 67,5% inferiores ao encontrado no presente
trabalho (sem tratamento quimico de substrato) para T. reesei e R. oryzae,
respectivamente.

Menezes, Silva e Durrant (2009) estudaram a fermentacdo submersa (FS) com
diferentes linhagens de Pleurotus em bagaco de cana verificaram uma producdo
maxima de endoglicanase de 0,06 U/mL no 10° dia de incubagéo utilizando Pleurotus
tailandia, sendo o valor observado para R. oryzae e T. reesei 15 e 16 vezes superior,
respectivamente.

Yang, Sheih e Fang (2011) utilizaram casca de arroz pré-tratada com irradiagao
ultrassonica para fermentacdo em estado sélido (FES) com Aspergillus japonicus e
obtiveram um aumento significativo da atividade de endoglicanase em 7 dias de
fermentacgéo. O valor encontrado (1 U/mL) foi semelhante ao encontrado no presente
estudo em 15 e 55 h de fermentacdo para R. oryzae e T. reesei, respectivamente, sem
tratamento prévio do substrato.

Zhao et al. (2010) avaliaram o efeito do pré-tratamento alcalino e com micro-
ondas nos substratos utilizados (farelo de trigo e casca de arroz) na FES com
Trichoderma sp. O pré-tratamento proporcionou um aumento de 35 e 21% na atividade
de celulase total e endoglicanases, respectivamente. A maior atividade foi reportada
entre 48-60 h de fermentacdo para celulase total (6 U.Quiomassa ") € €ntre 36-48 h para
endoglicanase (6 U.gpomassa ). O resultado para celulase total é superior ao encontrado
no presente trabalho, no entanto para endoglicanase este foi 2,5 vezes inferior ao
encontrado para T. reesei.

Como os substratos utilizados apresentaram outros carboidratos na sua
composicdo, também foram determinadas as atividades de amilase e pectinase para
0S extratos enzimaticos obtidos apds a otimizacdo das condicBes de producdo do

complexo celulolitico (Figuras 15 e 16).
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Figura 16- Cinética de producédo das enzimas pectinase (a) e amilase (b) na condi¢édo

otimizada de fermentacdo com T. reesei.

A producdo das enzimas amiloliticas seguiu mesmo comportamento para as
duas fermentacdes, apresentando um aumento de atividade apds 15 e 35 h ao utilizar-
se R. oryzae e T. reesei. ApGs esse intervalo de tempo, a atividade enzimatica
manteve-se praticamente constante, com valor médio de 0,035 U.mgp,mem'1 nas duas
condicdes estudadas, com a maxima em 45 e 55 h para R. oryzae e T. reesei,

respectivamente.
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A atividade de pectinase durante fermentacdo de T. reesei apresentou uma
tendéncia semelhante ao ocorrido para amilase, mantendo-se praticamente constante
apés 35 h de fermentacdo. O comportamento obtido durante processo fermentativo
com R. oryzae apresentou semelhanca com a producdo de enzimas do complexo
celulolitico, pois apdés a obtencdo da atividade maxima ocorreu um decréscimo da
mesma.

De acordo com Santos et al. (2008) os fungos do género Aspergillus e
Rhizopus sédo geralmente utilizados como fonte de pectinase. No entanto, neste
experimento destacou-se a atividade encontrada para T. reesei que foi 3 vezes
superior a encontrada para R. oryzae. Complexos enziméticos contendo atividade de
pectinase podem apresentar um papel importante na hidrélise de polissacarideos,
permitindo um maior acesso de celulases para celulose (HALTMEIER et al., 1983). Tal
fato pode justificar a maior atividade celulolitica encontrada, tornando interessante o
resultado obtido nesse trabalho.

As enzimas carboidroliticas estudadas apresentaram uma atividade maxima no
mesmo periodo de fermentacdo com R. oryzae e T. reesei, 15 e 55 h,
respectivamente.

Para confirmar a liberagcdo de acUcares decorrente da acdo de enzimas
carboidroliticas de origem fangica, esses foram determinados no meio durante os

periodos avaliados (Figura 17).
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Figura 17- Acompanhamento da producédo de agucares redutores durante fermentagéo

com R. oryzae (a) e T. reesei (b).
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Pode-se observar que para ambas as fermentacdes, a maior liberacdo de
acucares redutores no meio coincidiu com o pico da atividade enzimética das enzimas
celulololiticas, amiloliticas e pectinoliticas. A partir das curvas apresentadas na Figura
15 pode-se assumir que as enzimas do complexo celulolitico apresentaram maior
influéncia nessa liberacdo, pois apdés 15 e 55 h ao utilizar R. oryzae e T. reesei,
respectivamente, ocorreu diminuicdo nos teores de acucares do meio, coincidindo com
a diminuicdo da atividade das enzimas do complexo. Comportamento semelhante foi
relatado por Botelha et al. (2005), ao estudar a fermentacdo em estado solido de
bagaco de uva. Durante este processo fermentativo ocorreu um pico do teor de
acucares redutores, correspondente a maxima atividade encontrada para
endoglicanase e exo-poligalacturonase; o decréscimo coincidiu com a diminuicdo da
atividade enzimatica.

A multiplicag@o fungica neste caso foi determinada através da estimativa do

teor de glicosamina presente nos diferentes tempos de fermentacdo, conforme a

Figura 18.
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Figura 18- Acompanhamento do crescimento fungico durante fermentacdo com R.

oryzae (a) e T. reesei (b).

As curvas de multiplicacdo fangica indicadas pela producédo de glicosamina
durante os cultivos foram diferentes, pois 0 tempo necessario para T. reesei foi
superior, para que ocorressem todas as fases do crescimento até o decréscimo,

enquanto que o cultivo de R. oryzae o aumento de glicosamina ndo permitiu identificar
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o final da fase exponencial; ndo possibilitando a determinagédo da velocidade méaxima
de multiplicacéo.

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram que o tempo ideal de
fermentacéo para obtencdo de enzimas celuloliticas é de 15 h para R. oryzae e 55 h
para T. reesei. A partir dessas condicbes foram determinadas as caracteristicas

bioguimicas e os parametros cinéticos das enzimas obtidas nessas condicfes.

5.6 Caracterizacdo bioquimica das atividades celuloliticas

As enzimas, em fungdo de sua natureza protéica, sdo altamente sensiveis a
variagdes de pH, temperatura e concentragcdo da propria enzima, entre outros fatores.
Portanto, o conhecimento desses parametros sobre a reagdo enzimatica permite

explorar melhor as suas propriedades cataliticas (GOMES et al., 2006).

5.6.1 Determinagdo da temperatura 6tima

As reagles enzimaticas tém sua velocidade aumentada pelo acréscimo da
temperatura dentro da faixa em que a enzima é estavel e mantém sua atividade
integral, enquanto que a temperatura 6tima corresponde aquela na qual o efeito do
aumento da temperatura na proporcdo de quebra do complexo ES é exatamente
contrabalancado pela desnaturagcdo da enzima (BADIALE-FURLONG, 2000). Neste
trabalho esse efeito foi avaliado na faixa de 10 — 80 °C (Tabela 32) e estimado como

atividade relativa.

Tabela 32- Influéncia da temperatura na atividade de endoglicanase e celulase total

R. oryzae T. reesei
Temperatura

¢C) Endoglicanase* Celulase Endoglicanase* Celulase

(%) Total*(%) (%) Total* (%)
10 65,8+0,1¢ 92,3+0,1% 4,2+0,2° 57,1+0,3°
20 69,1+0,7¢ 92,3+0,4" 12,8+1,0¢ 70,7+0,25¢
40 87,6+0,2° 80,0+0,1° 46,6+0,2° 82,3+1,0°
60 100,0+0,4? 100,0+0,4* 100,0+0,8% 100,0+0,6"
80 76,1+0,9° 96,2+0,9” 30,9+1,9° 71,7+0,15¢

* Dados normatizados. Média+desvio padrdo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca

significativa (p<0,05).
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O aumento da temperatura proporcionou uma maior velocidade de reacdo em
funcéo do aumento da energia cinética das moléculas que compdem o sistema; porém
em temperaturas elevadas pode ocorrer a desnaturagcdo enzimatica devido a alteracao
das ligagbes quimicas que mantém sua estrutura tridimensional (LEHNINGER,
NELSON e COX, 2002). Esse comportamento foi observado em todas as enzimas
estudadas, pois ocorreu aumento da atividade até a temperatura 6tima de 60 °C e
posterior decréscimo. Na temperatura de 80 °C as endoglicanases produzidas por
R. oryzae e T. reesei apresentaram uma atividade relativa de 76 e 30%, enquanto que
as celulases apresentaram 96 e 72%, respectivamente.

Silva e Gouvea (2008) estudaram a producdo de endoglicanases durante
fermentagdo de bagaco de cana com Streptomyces sp e obtiveram uma temperatura
6tima a 60 °C para atividade endoglucondasica. Essa caracteristica também foi obtida
nas endoglicanases produzidas por Bursaphelenchus xylophilus (SHIBUYA e
KIKUCHI, 2008) e Fomitopsis pinicola (YOON et al., 2008).

A temperatura 6tima encontrada para as endoglicanases produzidas por
Bacillus e Geobacillus foram a 70 e 75 °C, respectivamente (RASTOGI et al., 2010),
enquanto que para Aspergillus niger foi a 45 °C (BEGUM e ABSAR, 2009). Portanto,
os resultados obtidos neste trabalho estdo dentro da faixa encontrada na literatura,
para individuos que podem ser considerados termo resistentes e as enzimas portanto,
podem ser classificadas como termofilicas.

A energia de ativacdo da reagdo enzimatica foi determinada a partir da
linearizacdo da equacdo de Arrhenius. Para as endoglicanases produzidas por
R. oryzae e T. reesei obteve-se 6,95 e 48,90 KJ.mol™ e para celulase total 1,44 e 8,26
KJ.mol?, respectivamente.

Em reagcbes com alta energia de ativacdo, o acréscimo da temperatura
aumenta a velocidade mais do que nas reagcbes com baixa energia de ativagdo (SAID
e PIETRO, 2004). Com base nisso, pode-se observar que a velocidade de reacéo das
enzimas produzidas por T. reesei apresentou maior sensibilidade a temperatura, pois
0s maiores valores de energia de ativacdo sdo consistentes com 0S acréscimos

ocasionados por 10 °C na temperatura na velocidade de reacéo (Tabela 32).

5.6.2 Determinacgao do pH 6timo

O pH influencia a atividade enzimética propiciando que os grupamentos do

centro ativo figuem na forma quimica adequada para reagirem com o substrato e na
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estabilidade da conformacdo espacial da enzima (BADIALE-FURLONG, 2000). O
efeito do pH na ionizag&o do centro ativo foi avaliado variando o pH na faixa entre 3 e
8, na temperatura 6tima de reacgao (60 °C), conforme a Tabela 33.

Tabela 33- Influéncia do pH na atividade de endoglicanase e celulase total

R. oryzae T. reesei

pH Endoglicanase* Celulase Endoglicanase* Celulase

(%) Total* (%) (%) Total* (%)
3 94,8+0,6 © 91,8+0,5™° 99,1+1,02 21,8+0,1°
4 97,6+0,1%° 97,0+0,3"® 95,6+1,2% 97,8+0,5"
5 100,0+0,2 @ 94,0+0,1"® 96,5+1,9° 100,0+0,4*
6 99,1+0,4 100,0+0,1* 100,0+0,8% 73,8+0,6°
7 96,0+0,8 89,6+0,9 © 91,3+0,1° 46,2+0,1°
8 98,2+0,3%° 91,8+0,3"® 98,4+0,1° 41,8+0,2°

* Dados normatizados. Médiatdesvio padréo. Letras diferentes na coluna indicam diferenga

significativa (p<0,05).

Ao contrario do ocorrido com a temperatura, ndo foi obtido um valor de pH
caracteristico para todas as enzimas, pois os resultados variaram conforme o micro-
organismo estudado. Para as endoglicanases de R. oryzae e T. reesei 0s pHs 6timos
foram de 5 e 6, e para celulase total de 6 e 5, respectivamente. Conforme observa-se
na Tabela 33, as enzimas produzidas por R. oryzae e a endoglicanase produzida por
T.reesei, apresentam alta atividade enzimatica nos diferentes valores de pH
avaliados, podendo ser empregue em diferentes setores e em diferentes condicdes.

Kaur et al. (2007), estudaram a producéo de endoglicanases (EG) de um micro-
organismo termofilico (Melanocarpus sp MTCC 3922) durante fermentagdo submersa
obtiveram para EG | e EG Il um valor de pH 6timo de 6 e 5, respectivamente.
Celulases fungicas com valores 6timos para pH 4,5 - 6,0 s&o comuns e tem sido
obtidas para Aspergillus oryzae (BEGUM e ABSAR, 2009), Chaetomium thermophilum
(LI et al., 2003), Penicillium purpurogenum (LEE et al., 2010), Trichoderma reesei (QIN
et al., 2008).

Em geral, as endocelulases de fungos termofilicos sdo termoestaveis, com
atividade 6tima entre 55-80 °C e pH 4-6 (MAHESHWARI, BHARADWAJ e BHAT,
2000).
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Comparando-se os 6timos obtidos para pH e temperatura de atuacdo das
enzimas para os dois micro-organismos, pode-se observar que as enzimas obtidas de
T. reesei foram mais sensiveis as mudancgas de pH e temperatura.

As enzimas celuloliticas produzidas apresentam maior sensibilidade a
temperatura do que ao pH. Portanto, foi realizada a determinacdo da sua estabilidade

térmica nas temperaturas de 25, 60, 80 e 100 °C, durante 10 h.

5.6.3 Estabilidade térmica

A velocidade de desnaturacdo usualmente € considerada como sendo de
primeira ordem em relagdo a concentracdo de enzima, conforme a lei de Arrhenius
(SAID e PIETRO, 2004). A partir dessa hipétese, para cada temperatura avaliada foi
construido o gréfico de In (V/V,) em fungdo do tempo, para obtencdo do Kd, sendo
estes demonstrados nas Figuras 19 a 26.

Equation Y =-0.011 * X
Coef of determination, R-squared = 0.892

Equation Y =-0.004 * X
Coef of determination, R-squared = 0.979

In(VAV@)
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(a) (b)
Figura 19- Dados de In(V/V,) em funcdo do tempo para célculo da constante cinética
de desnaturacao térmica (K;) a 25°C de endoglicanase (a) e celulase total (b)

produzidas por R. oryzae.
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Equation Y =-0.013* X

o e Coef of determination, R-squared = 0.875 Equation Y = -0.006% X
PY Coef of determination, R-squared = 0.867
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Figura 20- Dados de In(V/V,) em funcdo do tempo para célculo da constante cinética
de desnaturacdo térmica (Kg) a 60°C de endoglicanase (a) e celulase total (b)

produzidas por R. oryzae.

Equation Y =-0.032* X

Coef of determination, R-squared = 0.947 Equation Y =-0.009 * X

0 —q Coef of determination, R-squared = 0.919
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Figura 21- Dados de In(V/Vy) em funcdo do tempo para calculo da constante cinética

4 5 3
Tempo(h)

de desnaturacdo térmica (Ky) a 80°C de endoglicanase (a) e celulase total (b)

produzidas por R. oryzae.
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Equation Y =-0.044 * X

Coef of determination, R-squared = 0.987 Equation Y =-0.016 * X

0 —9 0 —4 Coef of determination, R-squared = 0.941
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Figura 22- Dados de In(V/V,) em func@o do tempo para célculo da constante cinética
de desnaturacdo térmica (Ky) a 100°C de endoglicanase (a) e celulase total (b)

produzidas por R. oryzae.

0 —d Equation Y = -0.052 * X
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Figura 23- Dados de In(V/Vy) em funcdo do tempo para calculo da constante cinética

de desnaturacdo térmica (Ky) a 25°C de endoglicanase (a) e celulase total (b)

produzidas por T. reesei.
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Equation Y =-0.096 * X
Coef of determination, R-squared = 0.966
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Equation Y =-0.067 * X
Coef of determination, R-squared = 0.976
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Figura 24- Dados de In(V/V0) em fungdo do tempo para célculo da constante cinética

de desnaturacdo térmica (Kd) a 60°C de endoglicanase (a) e celulase total (b)

produzidas por T. reesei.

Equation Y = -1.462 * X

0 —d A Coef of determination, R-squared = 0.964

15
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Figura 25- Dados de In(V/V,) em funcdo do tempo para célculo da constante cinética
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Equation Y =-0.370 * X
Coef of determination, R-squared = 0.986
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de desnaturacdo térmica (Kq) a 80°C de endoglicanase (a) e celulase total (b)

produzidas por T. reesei
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Equation Y = -2.826 * X 0 —d Equation Y =-0.897* X
0 —d a Coef of determination, R-squared = 0.966 Coef of determination, R-squared = 0.972
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Figura 26- Dados de In(V/V,) em funcdo do tempo para célculo da constante cinética
de desnaturacdo térmica (Ky) a 100°C de endoglicanase (a) e celulase total (b)
produzidas por T. reesei .

Os coeficientes angulares das retas obtidas nas Figuras acima correspondem
ao valor da constante de velocidade de desnaturacdo enzimatica (Kq). O tempo de meia
vida (t1,), um parametro imprescindivel quando se avalia a estabilidade enzimética foi
calculado a partir da Equacao 8 . Nas Tabelas 34 e 35 estdo descritos os valores para
Kq € ty, nas diferentes temperaturas estudadas para enzimas de R. oryzae e T. reesei,

respectivamente.

Tabela 34- Resultados de Kd e t,, para as enzimas produzidas por R. oryzae

Endoglicanase Celulase Total
Temperatura (°C) - -
Kq (h™) ty2 (h) Ka (h™) tiz (h)
25 0,011 63,0 0,004 173,3
60 0,013 53,3 0,006 115,5
80 0,032 21,7 0,009 77,0
100 0,044 15,8 0,016 43,3

Kg-constante da velocidade de desnaturacao. t;,-tempo de meia vida.
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Tabela 35- Resultados de Kd e t;, para as enzimas produzidas por T. reesei

Endoglicanase Celulase Total
Temperatura (°C) - -
Ka (h™) ty2 (h) Ka (h™) tyo (M)
25 0,017 40,8 0,052 13,3
60 0,096 7,2 0,067 10,3
80 1,462 0,5 0,370 1,9
100 2,826 0,2 0,897 0,8

Kg-constante da velocidade de deshaturacao. t;,-tempo de meia vida.

A constante cinética de desnaturacao térmica (Ky) € inversamente proporcional
a estabilidade térmica da enzima, ou seja, quando menor o valor de Ky, maior a
estabilidade (LEHNINGER, NELSON e COX, 2002). Pode-se observar que para todas
as enzimas estudadas ocorreu um aumento de K4 com a elevagéo da temperatura e
consequentemente o decréscimo do t;,, conforme o esperado.

As enzimas produzidas por R. oryzae apresentaram boa estabilidade térmica,
tendo um decréscimo maior na faixa de temperatura de 80-100 °C. Entre as duas
enzimas estudadas, a que apresentou maior estabilidade foi a celulase total com
valores de 0,016 h™ e 43,3 h para Kq e ty, a 100°C.

Sagib et al. (2010), avaliaram a termoestabilidade de endoglicanase produzida
por Aspergillus fumigatus durante fermentacdo em estado solido com palha de trigo e
obtiveram os valores de t;, de 5,5, 4,1, 3,2 e 0,2 h para 50, 60, 70 e 80 °C,
respectivamente.

Li et al. (2003), avaliaram a producdo de endocelulases por Chaetomium
thermophilum CT 2 em meio contendo celulose micro cristalina, amido e extrato de
levedura. No estudo da termoestabilidade encontraram valores de 0,75, 0,40 e 0,11 h
para o t;, a 70, 80 e 90 °C, respectivamente.

Shuyan et al. (2006), extrairam uma endoglicanase termofilica de Fusarium
oxysporum e obtiveram como ty, para as temperaturas de 60 e 70 °C, os valores de
0,35 e 0,25 h, respectivamente. Portanto, as enzimas produzidas neste trabalho se
mostraram mais estaveis do que algumas enzimas obtidas a partir de outros
micro-organismos. Este comportamento pode ser explicado pelo fato de algumas
enzimas fangicas serem glicosiladas e devido a este fato apresentarem determinadas
propriedades como maior estabilidade ao calor e desnaturantes (GRIFFIN, 1993).

De acordo com a Tabela 35, pode-se observar que as enzimas produzidas por

T. reesei possuem uma estabilidade térmica inferior quando comparado com o0s
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resultados obtidos para R. oryzae. Em temperaturas mais baixas, a endoglicanase

possui maior estabilidade em relagdo a celulase total, ocorrendo a mudanca neste

comportamento a partir de 60 °C.

Os resultados encontrados indicam que estas enzimas produzidas por T. reesei

sdo mais sensiveis as variacdes de temperatura, sendo necessario o emprego de

técnicas que proporcionam 0 aumento da estabilidade como, por exemplo, a

imobilizacdo enzimatica.

Sendo Ky uma funcdo da temperatura de reacdo, para obter a energia de

ativagdo da reacdo de desnaturacdo (Eg), foi realizada a linearizacdo da equacgéo de

Arrhenius, conforme as Figuras 27 e 28, onde o coeficiente angular corresponde a

E4/R.

28 — Equation Y =-2128.24 * X + 2.46

Coef of determination, R-squared = 0.832

-32 —

36 —
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\ \ \

0.0026 0.0028 0.003
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(@)

00032

0.0034

44 —

52 —

56

Equation Y = -1957.47 * X + 0.93
Coef of determination, R-squared = 0.920

0.0026

I I I |
00028 0003 00032 00034
AT (1/K)

(b)

Figura 27- Constantes de desnaturacdo térmica —In(K;) em funcdo do inverso da

temperatura para o calculo da energia de ativacédo da reacdo de desnaturacao (Eg) da

endoglicanase e celulase total produzida por R. oryzae.
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Equation Y =-7972.49 * X + 22.41

Figura 28- Constantes de desnaturacdo térmica —In(K;) em funcdo do inverso da
temperatura para o célculo da energia de ativacdo da reacdo de desnaturacao (Eg) da

endoglicanase e celulase total produzida por T. reesei.

Estabelecendo R igual a 8,314 J.mol*.K* , as energias de ativacéo da reacéo
de desnaturacdo obtidas para a endoglicanase e celulase total produzidas por
R. oryzae foram de 17,7 e 16,3 KJ.mol* , enquanto para T. reesei de 66,3 e 35,4
KJ.mol?, respectivamente.

As enzimas produzidas por T. reesei apresentaram maiores valores para E5 em
relacdo aos resultados com R. oryzae. Este comportamento era esperado, pois
conforme citado anteriormente, reagbes com alta energia de ativagdo proporcionam
um aumento de velocidade, com o aumento da temperatura, superior as de baixa
energia. Portanto, uma elevagdo na temperatura causa uma maior velocidade de
desnaturagdo para as enzimas de T. reesei, condizente com 0 menor tempo de meia

vida encontrado para estas enzimas.
5.6.4 Determinacao dos parametros cinéticos
A determinacdo dos parametros cinéticos Ky e Vs, foi realizada somente para

a endoglicanase, nas condi¢cdes 6timas de reacdo, pois o0 substrato utilizado para a

determinacdo de celulase total ndo permitia este estudo. Os resultados obtidos do

00034
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diagrama de Lineweaver-Burk quando plotado o inverso da atividade enzimatica
versus o inverso da concentracao inicial de substrato estdo descritos na Tabela 36.

Tabela 36- Parametros cinéticos da endoglicanase obtida por R. oryzae e T. reesei.

Micro-organismo Kw (mg.mL™) Vimax (U.g™)
R. oryzae 0,01 7,69
T. reesei 0,20 5,76

Conforme a equagdo de Michaelis e Mentem o Km corresponde a
concentracdo de substrato necessaria para obter a metade da velocidade maxima,
podendo também ser utilizado como medida da afinidade de determinada enzima pelo
substrato (LEHNINGER, NELSON e COX, 2002).

O Ky obtido para a endoglicanase produzida por T. reesei foi 20 vezes superior
ao encontrado para R. oryzae, indicando que esta endoglicanase apresenta menor
afinidade pelo substrato utilizado (carboximeticelulose). Os resultados obtidos nesse
trabalho foram inferiores ao reportado na literatura, de 3,1 e 1,1 mg.mL™ para Bacillus
e Geobacillus, respectivamente (RASTOGI et al., 2010); 1,15 mg.mL™ para Penicillium
purpurogenum (LEE et al., 2010); 0,84 e 0,83 mg.mL™ para Trichoderma reesei e
Aspergillus oryzae, respectivamente (QIN et al., 2008; BEGUM e ABSAR, 2009) e 4,6
mg.mL™ para Chaetomium thermophilum (LI et al., 2003). Fato bastante promissor
guando se pretende empregar o complexo celulolitico produzido para liberar agucares

redutores a partir de carboidratos ndo digeriveis.
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6 CONCLUSAO

O alto teor de fibras na casca de arroz (43,6 %) em relacdo ao farelo de arroz
(6,9%) norteou a escolha do emprego de diferentes concentracbes de casca. As
concentracdes de 1,3 e 5% estudadas mostraram que R. oryzae pode produzir
complexo celulolitico tendo casca de arroz como fonte de carbono.

Foi verificado que as condi¢cdes Otimas para producdo de celulases via
fermentagdo em estado sdlido pelo R. oryzae ocorriam quando empregado 82,5% de
casca e 17,5% de farelo de arroz como substrato, 30% de umidade inicial em
biorreatores do tipo bandeja. Para T. reesei as condi¢es foram 100% de casca, 50%
de umidade inicial em biorreatores do tipo erlenmeyers.

O tempo de fermentacdo ideal para producdo enzimatica para R. oryzae
ocorreu 15 h para obtencdo da maior atividade celulolitica, de 0,094 e 0,206
U.mgprote.'mj{l para celulase total e endoglicanase, respectivamente. Para T. reesei a
atividade maxima foi obtida em 55 h de fermentacédo, sendo esta de 0,110 U.mgprotem'l
para celulase total e 0,605 U.mgprotem'1 para endoglicanase. Nos dois casos atividade
amilolitica e pectinolitica foram detectadas.

A temperatura 6tima para atuacao das enzimas celuloliticas foi de 60 °C. O pH
otimo da endoglicanase foi de 5,0 e 6,0 para R. oryzae e T. reesei, respectivamente;
para celulase total este foi de 6,0 e 5,0 para R. oryzae e T. reesei, respectivamente. As
enzimas produzidas por R. oryzae apresentaram maior estabilidade térmica,
apresentando um tempo de meia vida para endoglicanase e celulase total de 79 e 54
vezes superior as de T.reesei, respectivamente. Os valores de Ky de 0,01 e 0,20
mg/mL para as endoglicanases produzida por R. oryzae e T. reesei, respectivamente,
indicam uma maior afinidade pelo substrato para a enzima produzida por R. oryzae.

Os dois micro-organismos cultivados em casca de arroz produzem complexo
celulolitico promissor para hidrolisar carboidratos indigeriveis para diferentes fins.
Destacando-se Rhizopus oryzae com menor tempo para produgcdo e maior

estabilidade enzimética apresentada, constituindo-se uma alternativa mais econémica.
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