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RESUMO

Nas Ultimas décadas, o interesse nos sistemas celuloliticos de fungos termofilicos motivou o
desenvolvimento de pesquisas visando 0 uso de suas enzimas em varios setores industriais,
como na producdo de biocombustiveis, particularmente do bioetanol de segunda geracdo
(BE2G). O fungo Myceliophthora thermophila I-1D3b demonstra ser um excelente produtor de
celulases; no entanto, ha pouco conhecimento sobre 0 seu metabolismo. Sendo assim, o objetivo
do presente trabalho foi analisar experimentalmente o efeito de diferentes fontes de carbono e
taxas de aeracdo sobre a capacidade de ativar ou inibir a producgéo de celulases pelo fungo
Myceliophthora thermophila I-1D3b em cultivos em estado s6lido (CES) e submerso (CSm).
Como fontes de carbono, foram avaliadas glicose, sacarose, frutose e lactose nas concentracoes
de 5, 10 e 15 g.L 1. Quanto as taxas de aeracéo, foram testadas 0,5 e 1 vvm. Os ensaios para 0s
cultivos em meio sélido e submerso foram conduzidos a 45°C por 96 h. Inicialmente, em escala
de frascos, foi avaliada a influéncia das fontes de carbono sobre a inducdo da producao
enzimatica e a adicao de lactose e outros compostos possivelmente indutores ao meio de preparo
do in6culo, assim como o efeito da proporcao de bagaco de cana e farelo de trigo na composicao
do substrato. Foram avaliadas ainda a substituicdo do meio sintético de lactose por soro de leite
in natura. Nos ensaios em biorreatores de leito empacotado (BLE) para CES e tanque agitado
aerado (TAA) para CSm, foram estudados os efeitos da variagdo da taxa de aeracdo sobre o
crescimento e a producado de enzimas. Os cultivos em escala de frascos mostraram que a lactose
foi considerada um indutor promissor para a sintese de endoglucanase na concentracao de 15
g.L%, sendo alcancadas atividades de 210 e 120 U.gss? nos cultivos solido e submerso,
respectivamente, empregando 7:3 m/m de bagaco de cana e farelo de trigo. A adi¢do de lactose
ao meio de preparo do indculo ndo se mostrou interessante, ndo elevando de forma significativa
a atividade de endoglucanase obtida. Os ensaios com soro de leite in natura apresentaram
resultados proximos ao do controle realizado com uso de lactose sintética, 0 que mostra a sua
perspectiva de aproveitamento. As analises em biorreatores mostraram que os perfis temporais
de temperatura e de concentragcdo de CO. ndo apresentaram variagdo significativa (95% de
confianga) com o aumento da vazdo de aeracdo. Apesar disso, na operagdo com 1 vvm, foi
observado maior volume de CO: desprendido, o que se refletiu paralelamente em maior
producdo enzimatica. Assim, a operacdo a 1 vvm mostrou-se aplicavel e mais vantajosa para a

producdo de celulase.

Palavras-chave: Biorrefinaria; Fungo termofilico; Indugdo enzimatica; Celulase; Bioetanol.



ABSTRACT

The interest in cellulolytic systems of thermophilic fungi motivated the development of research
aimed at the use of their enzymes in various industrial sectors, such as in the production of
biofuels, particularly second-generation bioethanol (BE2G). The fungus Myceliophthora
thermophila I-1D3b has proved to be an excellent producer of cellulases; however, there is little
knowledge about its metabolism. Thus, the objective of this work was to experimentally analyze
the effect of different carbon sources and aeration rates on the ability to activate or inhibit
cellulase production by the fungus Myceliophthora thermophila 1-1D3b in solid state (CES)
and submerged (CSm) cultivations. Glucose, sucrose, fructose and lactose were evaluated as
carbon sources at concentrations 5, 10 and 15 g.L, as for aeration rates 0.5 and 1 vvm were
tested. The tests for the cultivations in solid and submerged medium were conducted at 45°C
for 96 h. Initially, on flasks scale, it has been evaluated the influence of carbon sources on the
induction of enzymatic production and the addition of lactose and other compounds likely
inducers to the inoculum preparation medium, as well as the effect of the proportion sugarcane
bagasse and wheat bran on substrate composition. The replacement of synthetic lactose medium
by fresh whey was also evaluated. In the tests on packed bed bioreactor for CES and aerated
stirred tank for CSm, the effects of variation in aeration rate on growth and secretion of enzymes
were studied. Flasks-scale cultivations showed that lactose was considered a promising inducer
for endoglucanase synthesis at the concentration of 15 g.L, achieving activities of 210 and 120
U.gss in solid and submerged cultivations, respectively, for mass proportion 7:3 of sugarcane
bagasse and wheat bran. The addition of lactose to the inoculum preparation medium was not
interesting, not increasing significantly endoglucanase activities. The assays with fresh whey
showed results close to the control performed with the use of synthetic lactose, which shows
their perspective of reuse. The analyses in bioreactors showed that time-profiles of temperature
and CO2 concentration did not present significant variation (95% confidence) with the increase
of the aeration rate. Nevertheless, in the operation with 1 vvm, a higher volume of CO; released
was observed, which reflected in higher enzymatic production. Thus, the operation with 1 vvm

proved to be applicable and advantageous to produce cellulase.

Keywords: Biorefinery; Thermophilic fungus; Enzymatic induction; Cellulase; Bioethanol.
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1. INTRODUCAO

Diante do cenario global de alteracbes climaticas e da iminente perspectiva de
esgotamento das jazidas de combustiveis fosseis, torna-se estratégico o desenvolvimento de
matrizes energeéticas renovaveis. Neste contexto, os biocombustiveis surgem como uma
alternativa promissora, estando cada vez mais presentes entres os combustiveis comercializados
no Brasil (MORAIS et al., 2019).

Os biocombustiveis liquidos podem ser classificados em bioetanol de primeira geracao
(BE1G), que advem de carboidratos simples presentes em parte nobres de culturas como em
grdos de milho e caldo de cana de agucar utilizados como alimentos, e possui um processo de
producdo bem estabelecido. Porém, um dos entraves para o crescimento da producéo de etanol
1G é a grande area plantada para estas monoculturas, areas tais que poderiam servir para a
producdo de alimentos. Uma alternativa para solucionar tal questdo é o bioetanol de segunda
geracdo (BE2G), que utiliza subprodutos agroindustriais (biomassa lignocelulésica), inclusive
0s da rota de producao de BE1G, evitando a necessidade de aumento da area plantada (ZHAO
e LIU, 2019). O aproveitamento dessa biomassa vegetal na sua totalidade é um fator importante
para a sustentabilidade do processo de producdo de biocombustiveis, em decorréncia da reducdo
das emissOes de gases de efeito estufa (PINTO, 2021).

Neste cenario, 0 BE2G emerge como uma das principais alternativas para utilizacao da
biomassa vegetal existente, que hoje tem grande parcela sendo utilizada para producdo de
energia pela geracdo de calor, mas uma grande parte permanece nas usinas causado problemas
de armazenamentos, dessa forma o BE2G pode ser uma forma de aproveitamento dos
subprodutos que s@o gerados pela rota de producéo industrial, 0 que por sua vez nao impede 0
uso posterior em caldeiras. Porém alguns percalgos ainda precisam ser superados para que este
biocombustivel se torne competitivo. Dentre eles, destacam-se pré-tratamentos e hidrolises
enzimaticas mais eficazes, assim como a obtencdo de enzimas lignoceluloliticas a mais baixo
custo. O processo de pré-tratamento é essencial para que ocorra a desestruturacéo da biomassa
lignocelulésica, tornando as fibras de celulose e hemicelulose mais disponiveis para a hidrélise
(CASCIATORI; CASCIATORI-FRASSATTO, 2018).

A hidrolise, etapa chave na cadeia de obtencdo do BE2G, pode ser conduzida por via
qguimica ou enzimatica. A rota enzimatica é a mais ambientalmente amigavel, dada a
especificidade enzima-substrato, o que torna o processo mais efetivo e promissor, evitando a
producdo de compostos indesejaveis (DENTI, 2021). Assim, focando na sintese bioquimica de

BE2G, a producdo de enzimas Uteis a essa cadeia na propria biorrefinaria (in house) pode



praticamente garantir a autossuficiéncia da unidade, contribuindo para a viabilidade econémica
do processo (FARINAS, 2015).

Neste contexto, a fermentacdo mostra-se como alternativa biotecnolédgica de obtencédo
de tais enzimas, conhecidas como celulases. Entre os sistemas empregados para a producao de
enzimas, o cultivo em estado solido (CES) apresenta diversas vantagens sobre o cultivo
submerso (CSm), especialmente para o0 meio fangico (THOMAS et al. 2013).

Os microrganismos que mais se adaptam a esse cultivo sdo os fungos filamentosos.
Dentre estes, os termofilicos se destacam por produzirem enzimas termoestaveis e atuantes em
pHs 4acidos, tornando-as interessantes do ponto de vista industrial da producdo de
biocombustiveis (ALAZI et al. 2018). Myceliophthora thermophila € um fungo termofilico que
produz uma variedade de enzimas termoestaveis em CES, bem como em CSm, como enzimas
lignoceluloliticas, com destaque a alta atividade de endoglucanase (SINGH, 2016).

Na natureza, os fungos termofilicos ajustam seu metabolismo aos nutrientes disponiveis
no meio para melhor crescimento (GOMES et al., 2020). Assim, para degradar a biomassa
celulosica os fungos precisam ajustar seu metabolismo para degradar as enzimas especificas. O
que ocorre pelo reconhecimento de substancias que estimulam sua producdo chamadas de
indutores (DENTI, 2021). Dentre os nutrientes essenciais para o desenvolvimento desse fungo,
estdo carbono e nitrogénio, sendo o carbono o principal constituinte do material celular. Desta
forma, a busca da combinacdo ideal de fontes simples e complexas de carbono visa
potencializar a sintese das enzimas de interesse (GOMES et al., 2020).

Os principais compostos empregados como fonte de carbono sdo os monossacarideos
(glicose, frutose e galactose) e os dissacarideos (maltose e sacarose) (SANTOS et al., 2013).
Altas concentracfes de monossacarideos facilmente assimilaveis no meio podem ser eficientes
na producdo de células, porém podem causar repressdo catabdlica por carbono (RODRIGUES,
2021). A celulose é um polissacarideo grande, que, portanto, ndo entra na célula, de modo que
ndo atua diretamente como indutor. A hipotese principal € que os fungos reconhecem a presenca
de polimeros complexos por meio de compostos de baixo peso molecular, como mono ou
dissacarideos (GOMES, 2020). A resposta da concentracdo de células e a sintese enzimatica
estdo estreitamente relacionadas com o tipo de fonte de carbono utilizada, assim como sua
concentracdo no meio (FAHEINA JUNIOR, 2017).

Além dos fatores associados aos nutrientes com efeito indutor, tem-se a aeracao, que
esta diretamente relacionada a disponibilidade e a transferéncia de oxigénio ao meio de cultivo
(AMBROZIM, 2019). A definicdo das melhores condigdes do processo de cultivo é muito

importante e, em particular, a compreensdo do efeito da aeracdo nas producfes microbianas.



Devido a isso, 0 uso da aeragdo forcada em CES e CSm melhora a respiragdo microbiana e
promove maior crescimento celular. No caso do CES, também ajuda a remover didxido de
carbono e controlar a temperatura, podendo assim proporcionar maior rendimento enzimatico
(FARINAS et al. 2018; PIROTA et al. 2016), sendo outro fator a se avaliar criteriosamente.
Embora a literatura apresente trabalhos que avaliem o efeito indutor de fontes de
carbono, ela é escassa no que se refere a uma anélise completa dos tipos de cultivos sélido e
submerso sobre o efeito na producdo de celulases, bem como ndo ha relatos de estudos que
proponham o efeito da transferéncia de oxigénio em biorreatores, de forma a prever a cinética
nas condi¢des impostas, tal como a relacdo entre parametros cinéticos na producao de enzimas
celuloliticas. Portanto, ha uma lacuna na literatura no que diz respeito a uma abordagem mais
sistematica de engenharia de bioprocesso relacionada com o tema. Devido a isso 0 presente
trabalho procura mostrar o efeito de fontes de carbono e taxas de aeracdo na producdo de
celulases pelo fungo Myceliophthora thermophila 1-1D3b em cultivo sélido e submerso em

escala de frascos e biorreatores.



2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi analisar experimentalmente o efeito de diferentes
fontes de carbono e taxas de aeracdo quanto a capacidade de ativar ou inibir a producéo de

celulases pelo fungo Myceliophthora thermophila 1-1D3b em cultivos sélido e submerso.

2.1.  Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram os seguintes:
o Avaliar a producéo de endoglucanase no cultivo do fungo Myceliophthora thermophila
I-1D3b em escala de frascos em meio sélido e submerso, empregando bagaco de cana-de-agucar
(BC) e farelo de trigo (FT) como substratos, acrescidos de diferentes fontes de carbono
monossacarideos (frutose e glicose) e dissacarideos (lactose e sacarose), nas concentracdes de
50,10,0e15,09.L%;
o Avaliar o efeito da adi¢cdo de compostos ao meio de preparo do inoculo e a solucédo
nutriente sobre a producédo de endoglucanase pelo microrganismo;
o Analisar o efeito da adi¢do de soro de leite como fonte de lactose sobre o crescimento
do microrganismo e a atividade de endoglucanase (CMCase);
o Verificar a influéncia das taxas de aeracdo de 0,5 e 1 vvm na producdo enzimatica
empregando BC e FT como substratos em biorreatores de leito empacotado (BLE) para CES e
tanque agitado aerado (TAA) para CSm;
o Avaliar o desempenho dos biorreatores através dos perfis temporais de temperatura e de
producdo de COa.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Energia renovavel e a importancia do biocombustivel

O desenvolvimento de biocombustiveis liquidos, como o bioetanol de primeira geracao
(BE1G), como alternativa aos combustiveis fosseis visa reduzir a dependéncia das importacdes
de petréleo e carvao. Essa dependéncia coloca muitos paises em posicdo de vulnerabilidade
estratégica, pois esses recursos podem se esgotar por serem fontes de energia ndo renovaveis,
além de estarem sujeitos a volatilidade de precos nos mercados internacionais e a muitos
problemas ambientais (CHANDEL et al., 2019).

Em 2020, com a grande crise causada pela pandemia da Covid-19 e os conflitos entre
nacdes, o preco da gasolina foi nesse momento afetado pela queda na oferta do petréleo. 1sso
provocou o forte impacto dessa queda no preco internacional do petroleo, além de que o real se
desvalorizou durante a crise (CARVAJAL et al. 2020). A escalada do pre¢co aumentou no ano
de 2022 conforme surgiram as preocupacdes de sanc¢des, tendo a Rassia como alvo devido a
guerra com a Ucrania, o que prejudicou o fornecimento de energia para o restante do mundo.
No contexto atual, mesmo antes da invasdo da Ucrania, a oferta mundial de petréleo ja ndo
conseguia acompanhar a demanda na retomada da atividade econdmica, a medida que as
medidas restritivas contra a Covid-19 eram flexibilizadas. A preocupagdo com 0s pregos da
commodity se intensificou dada a importancia da produgéo russa (SILVEIRA, 2022).

Apesar de a demanda de energia ter sido afetada pela pandemia, muitas usinas
sucroalcooleiras continuaram produzindo bioenergia (BLOOMBERG, 2020). Segundo o 1°
Levantamento da Safra 2020/2021, estima-se que houve uma redugéo de 2% no primeiro ano
da pandemia, quando comparado ao periodo anterior (CONAB, 2020). O setor encontrou
dificuldades decorrentes das medidas de distanciamento social, como a reducéo e realocacao
de pessoal, onde foi necessaria a adocao de novas praticas para minimizar os impactos da crise
sanitaria. As metas de descarbonizacéo pelos biocombustiveis foram publicadas pela Resolucgéo
CNPE n° 15/2019, que define as metas compulsdrias para o Programa RenovaBio, que por sua
vez tem um importante papel para a descarbonizacao no setor de transporte, além de aumentar
a seguranca de abastecimento de biocombustiveis.

Os biocombustiveis desempenham um papel importante na matriz energeética devido a
possibilidade da reducéo de gases do efeito estufa. Estima-se que a substituicdo de combustiveis
fosseis pelos biocombustiveis possa ajudar a reduzir em cerca de 43% desses gases. Dessa
forma, pode contribuir para atingir a meta estabelecida na reunido da COP21 na Franca em
2015 de reducdo de 2°C na temperatura do planeta (SANTOS et al., 2022).



Portanto, para atender a crescente demanda nacional e internacional por energia limpa
e renovavel, medidas devem ser tomadas como forma de controlar conflitos de natureza
econémica, como a concorréncia direta com matérias-primas e a expansdo desmedida das areas
de plantio de monoculturas para tal finalidade. Por essa razdo, a ciéncia e a tecnologia tém
buscado novas metodologias de produzir biocombustiveis que minimizem os impactos
causados no ambiente (ZHAO; LIU, 2019). Neste cenario, destaca-se o bioetanol de segunda
geracdo (BE2G), ou seja, um biocombustivel derivado de biomassa renovavel lignocelulosica,
constituida de um complexo de varios polissacarideos e oriunda dos subprodutos que séo
gerados no processo de producdo do bioetanol de primeira geracdo (BE1G) (ROBAK;
BALCEREK, 2018).

O aproveitamento da biomassa lignocelul6sica pode, assim, aumentar de maneira
significativa o rendimento global de bioetanol por unidade de terra plantada em biorrefinarias
integradas de producdo de etanol e agucar, sem necessidade de expandir a area total de cultivo.
Além de possibilitar, teoricamente, o uso de qualquer biomassa lignocelulésica como matéria
prima para producdo de BE2G, incluindo residuos agricolas, recursos florestais e residuos
municipais (SALOMAO et al., 2018).

3.1.1. Biomassa lignocelulésica

A biomassa lignocelulésica é uma fonte farta e concentrada de carbono que esta
disponivel na Terra. A conversdo da biomassa em especialidades quimicas e biocombustiveis
tem sido o foco da industria e de pesquisas nos Gltimos anos para que assim se possa minimizar
a geracdo de residuos agroindustriais e desenvolver tecnologias ambientalmente eficazes (YAN
et al., 2015). A composicao exata varia de espécie para espécie com relacdo aos constituintes e
suas proporgoes (FARIA et al., 2016).

No Brasil, uma matéria-prima abundante para conversdao a BE2G é o bagaco de cana-
de-acucar, que hoje tem parte destinada a cogeracédo de energia elétrica, mas ainda uma grande
parcela permanece na usina, causando problema de armazenamento pela ampla area ocupada
(CASCIATORI et al., 2015). A producdo brasileira de cana-de-actcar foi de aproximadamente
585 milhdes de toneladas na safra 2021/2022 (CONAB, 2022), o que gerou cerca de 158
milhGes de toneladas de bagaco, com 50% de umidade (MINISTERIO DE MINAS E
ENERGIA, 2021), o que demonstra o potencial dessa biomassa conversivel a BE2G no pais.
Outro tipo de biomassa lignoceluldsica é o farelo de trigo, gerado a partir do processo de
moagem de trigo, que representa uma matéria-prima promissora de baixo custo para a producdo
de bioetanol (CRIPWELL et al., 2015). Estima-se que 1,9 milhdes de toneladas de farelo de



trigo séo produzidos por ano no Brasil. O farelo de trigo corresponde a 20% do gréo e consiste,
principalmente, de amido, hemicelulose, celulose residual, proteina e lignina (NAIR et al.,
2015).

Esses materiais (que representam cerca de 160 milhGes de toneladas por ano) séo
tradicionalmente queimados ou descartados devido ao seu restrito reaproveitamento produtivo
e, também, ao baixo custo de mercado (MELENDEZ et al., 2022; JIN et al., 2020;
SHANMUGAM et al., 2018).Neste contexto, a utilizacdo desses residuos agroindustriais em
bioprocessos é uma alternativa racional, devido ao seu rico contetdo organico, alto teor de
acucares fermentesciveis, baixo custo e alta disponibilidade para producdo de substratos no
cultivo microbiano (FALKOSKI et al., 2013; EL-BAKRY et al., 2015; YUAN et al., 2021,
GANDAM et al., 2022).

A Figura 3.1 mostra a estrutura geral de biomassas lignocelul6sicas, que sdo compostas
basicamente por 33-51% de celulose, 19-34% de hemicelulose e 21-32% de lignina (LEE,
1997; AGHAEI et al., 2022).

Figura 3.1. Composicdo da biomassa vegetal.
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Fonte: Extraido e adaptado de LGE UNICAMP (2022).

Os dois primeiros sdo polissacarideos e o ultimo uma macromolécula formada por
alcoois aromaticos, os quais se encontram unidos por ligagdes covalentes e de hidrogénio, sendo
responsavel por prover sustentagdo aos vegetais (GUO; CHANG e LEE, 2018). Diversos
estudos tentam avaliar a producdo anual desse material sem que haja real consenso sobre o
valor, porém todos afirmam que se trata do recurso organico mais abundante na superficie
terrestre (SOARES, 2019). Portanto, diferentemente do BE1G, o uso da tecnologia de segunda

geragdo permite o uso de biomassa que ndo é utilizada como alimento.



3.1.2. Producéo atual

No cenério atual, os Estados Unidos da América (EUA) é o maior detentor da
capacidade de producdo de BE2G com instalac6es bem solidificadas, tendo uma producéo
estimada de 490 milhGes de litros, seguido por China, Canada, Unido Europeia (UE) e Brasil,
respectivamente, conforme mostra a Figura 3.2. A producdo de cada pais varia conforme as
rotas tecnoldgicas e o tipo de matéria-prima usada para a producdo, incluindo o uso de palha de
milho, bagaco de cana, palha de arroz, palha de trigo, residuos sélidos urbanos e residuos
florestais, entre outros (MORALES et al., 2015).

Figura 3.2. Producdo implementada de etanol celulésico (BE2G).
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Fonte: Extraido e adaptado de UNCTAD (2016).

Apesar do papel de destaque no mercado global de etanol celulésico, o mercado
brasileiro esta ainda em expansdo, com aumento na capacidade de producdo de unidades ja
existentes (MUSSATTO et al., 2010). A industria de biocombustiveis de segunda geracdo no
Brasil segue uma tendéncia de se desenvolver com base em infraestrutura e matéria-prima de
logisticas existentes, que estdo em vigor para a sua industria estabelecida de primeira geragdo
(MONTES, 2017).



Contudo, as unidades comerciais ainda enfrentam desafios, e permanecem funcionando
abaixo da capacidade nominal, tendo como principal dificuldade superar o nivel de impurezas
minerais trazidas do campo junto com o bagaco e a palha (DANTAS, 2016). Dessa forma,
existem poucas plantas de biocombustivel de 2G por rotas enzimaticas produzindo em escala
comercial no mundo, duas das quais estdo no Brasil, GranBio e Raizen, sendo que ambas
utilizam bagaco de cana-de-agticar como matéria-prima (VIDAL et al., 2019).

A usina Bioflex-1 da Granbio, no Municipio de Sdo Miguel dos Campos, em Alagoas,
possui capacidade de producao de 60 milhdes de litros/ano, a partir do processamento de bagaco
e palha (MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2020). A Raizen, com planta em Piracicaba,
S&o Paulo, possui capacidade de 41 milhdes de litros/ano, a partir do processamento de bagaco
de cana-de-agUcar. Entretanto, uma nova unidade produtora de etanol celuldsico seré integrada
ao parque de bioenergia Bonfim localizado em Guariba, Sdo Paulo, e tera capacidade de
producio de 82 milhdes de litros/ano a partir de 2023 (MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA,
2021).

Com o inicio da operacdo da planta de BE2G em Bonfim, a capacidade de producao da
Raizen sera de aproximadamente 120 milh&es de litros de BE2G por ano. De acordo ainda com
a companhia, a meta é ter 20 plantas até 2030, aumentando em mais de 50% a capacidade de
producdo do combustivel celulésico até 2030/2031, totalizando mais de 1,6 bilhdo de litros
anualmente em seus parques de biocombustivel produzido a partir da biomassa ndo aproveitada
no processo do etanol de primeira geracéo, 0 BE1G (KUTIANSKI et al., 2021)

3.2.  Etanol celul6sico

As tecnologias para a obtencdo de bioetanol de segunda geracdo (BE2G), produzido a
partir de materiais lignocelulésicos nas biorrefinarias, consiste na integracéo de pelo menos trés
etapas principais de processamento da biomassa: pré-tratamento, hidrolise e fermentagdo
(GIRIO et al., 2010).

O pré-tratamento tem a fungdo de degradar parcialmente estruturas de lignina e
hemicelulose, para separar os trés biopolimeros (lignina, celulose e hemicelulose), melhorando
a digestibilidade do material pelas enzimas a serem empregadas na etapa seguinte. A hidrdlise
é uma etapa importante do processo, envolvendo a conversdo dos polissacarideos da biomassa
em acucares fermentaveis para posterior fermentacédo (DIAZ; BLANDINO; CARO, 2018).
Para executar essa tarefa, o processo de hidrélise utiliza tecnologias complexas e multifasicas,
com base no uso de rotas acidas ou enzimaticas para a separacdo dos agucares e remogéo das
fibras (GIRIO et al., 2010).
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Entre as tecnologias disponiveis de hidrélise de materiais lignoceluldsicos, a conversdo
enzimética € promissora, pois representa uma abordagem de gerenciamento de biomassa
ambientalmente amigavel, sobretudo por ndo produzir residuos quimicos ao final do processo
(HU; MOK e SADDLER, 2018).

A etapa da hidrolise tem atraido a atencdo das empresas de biotecnologia e dos
governos, principalmente devido a alta eficiéncia da producdo de BE2G por essa via. Um dos
grandes obstaculos que ainda precisa ser superado para tornar viavel essa rota de producao nas
biorrefinarias é justamente o alto custo dessas enzimas e 0 monopdlio de algumas empresas em
relacdo a comercializacdo das mesmas (NOVY et al., 2016). Nos EUA, por exemplo, desde
2004, o NREL (National Renewable Energy Laboratory), juntamente com a Dupont e a
Novozymes, vem desenvolvendo enzimas mais eficientes. Em quatro anos, essa parceria
conseguiu reduzir os custos de producéo de enzimas em 20 vezes (CHOUDHARI; ODANETH
e LALLI, 2019).

Assim, se faz necessario continuar avancando sobre a tecnologia atual e algar novos
ganhos com as tecnologias em desenvolvimento, principalmente as rotas enzimaticas de pre-
tratamento e hidrélise (VIDAL, 2019; YUAN et al., 2021)

3.3.  Enzimas celuloliticas

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos muito potentes e eficazes. Uma das caracteristicas
notaveis das enzimas quando comparadas com catalisadores quimicos ¢ a especificidade pelo
substrato e a especificidade em promover somente uma reacdo bioquimica com seu substrato.
Além disso, pode-se operar em faixas de temperaturas e pH mais baixos, evitando problemas
de corrosdo (KUMAR; SINGH; KORSTAD, 2017, SANTOS, 2007). Segundo dados da
Comissao Internacional de Enzimas (E.C.), o nimero de enzimas empregadas e identificadas é
de 3000; entretanto, apenas cerca de 3% possuem uso comercial atualmente (COELHO et al.,
2008).

Dentre as enzimas utilizadas no processo de hidrolise enzimatica da celulose, destacam-
se as celulases, pertencentes a classe de hidrolases. Sdo enzimas que constituem um complexo
capaz de atuar sobre materiais celuldsicos, promovendo sua hidrélise. Estas enzimas sdo
biocatalisadores altamente especificos que atuam em sinergia para a liberagao de agucares, dos
quais a glicose é 0 que desperta maior interesse industrial, devido a possibilidade de sua
conversao na producdo de BE2G (CASCIATORI et al., 2015, CAMARGO et al., 2016).

Para a hidrolise eficiente da celulose, sdo necessarios basicamente trés tipos de enzimas

que atuam em sinergia: endoglucanase (CMCase) (EC 3.2.1.4), responsavel por clivar as
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ligacOes glicosidicas -1,4 internamente das areas amorfas da celulose e gerar novos terminais
redutores e ndo redutores. Estas enzimas sdo classificadas em varias familias CAZy
(carbohydrate-active enzymes), e compartilham uma estrutura comum que inclui uma grande
fenda contendo aminocidos cataliticos (GUPTA et al., 2016). As celobiohidrolases (CBH) (EC
3.2.1.91), igualmente nomeadas como exoglucanases, possuem a capacidade de atacar as
extremidades cristalinas de celulose (redutoras e ndo redutoras), resultando em celobiose
(dimeros de glicose). Por fim, a B-glicosidase (EC 3.2.1.21) hidrolisa a celobiose, resultando
em mondmeros de glicose. Estas enzimas sdo caracterizadas por permitirem a deteccdo dos

terminais ndo-redutores, como pode ser visto na Figura 3.3 (LIU et al., 2016).

Figura 3.3. A¢do das celulases no polimero de celulose.
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Fonte: Extraido de Tébéka et al. (2009).

O grande gargalo para uma aplicacdo mais ampla de celulases na producgédo de BE2G é
0 seu custo, especialmente porque grandes quantidades de enzimas sd0 necessarias
(DELABONA et al., 2012). Nesse sentido, investimentos em pesquisas tém sido realizados
avaliando a biomassa lignocelul6sica, a cepa microbiana utilizada e as condi¢des de cultivo
para a bioprospeccédo de enzimas (REINEHR et al., 2014).

Esses estudos buscam aumentar a producédo das celulases através da selecéo da fonte de
carbono, da selecdo de microrganismos capazes de secretar uma alta quantidade de enzimas e
de um coquetel enzimatico eficiente (GOMEZ-MENDOZA et al., 2014; BORIN et al., 2015,
GOMES et al. 2020). O custo das enzimas nesse processo é contabilizado em dolares/galao de
etanol celuldsico (KLEIN-MARCUSCHAMER et al., 2012).

Com base no preco real de compra das celulases no mercado industrial de enzimas e na
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producdo de etanol convencional, segundo estudo realizado em 2016, o custo da enzima é de
até $2.71/gal etanol, sendo responsavel por 48% do pre¢o minimo de venda do etanol celuldsico
(LIU et al., 2016). Hong et al. (2013) mostraram que as enzimas produzidas na propria rota de
producdo reduziram em até 30% o custo comparado com as enzimas comerciais. Segundo
Takimura et al. (2013), a reducdo foi de até 70% no custo das celulases quando obtidas nesse
formato.

Tendo em vista esses valores do custo no processo de producdo de bioetanol 2G, a
producdo de enzimas na prépria rota de producdo do etanol 1G pode reduzir significativamente
0 custo da enzima, proporcionando uma alternativa promissora para a producdo de etanol
celulésico em larga escala (FLORENCIO et al. 2016). Para solucionar este problema, algumas
estratégias podem ser usadas, como o uso de microrganismos com altas taxas de producédo das

enzimas e a utilizacdo de processos fermentativos diversificados (GOMES et al., 2020).

3.4.  Cultivo em estado sélido (CES) e submerso (CSm) na producéo de enzimas

O desenvolvimento dos processos biotecnolédgicos tem sido foco de grande parte dos
esforcos para a reducdo nos custos das enzimas. Esses processos podem ser conduzidos em
meio sélido, chamado de cultivo em estado sélido (CES), ou em meio liquido, cultivo submerso
(CSm). Grande parte dos avancos na producao de celulases microbianas foi feita para CSm. No
entanto, o crescimento de fungos filamentosos produtores de enzimas celuloliticas ocorre
naturalmente em condicGes similares ao CES (ZANELATO et al., 2012; CASCIATORI et al.,
2016; FRASSATO et al. 2020). Ambos 0s processos apresentam caracteristicas positivas e
negativas, as quais devem ser consideradas de acordo com o produto desejado e o

microrganismo a ser utilizado.

3.4.1. Cultivo em estado sélido (CES)

No CES, o crescimento do microrganismo ocorre sobre uma matriz solida porosa
umidificada, de forma que a quantidade de agua forme apenas uma fina camada suficiente para
garantir a manutencdo do metabolismo e desenvolvimento microbiano (ZANELATO et al.
2012; PEREZ et al. 2019). A matriz s6lida normalmente é composta por polimeros inertes ou
degradaveis. Na primeira hipotese, a matriz solida serve somente como um suporte estrutural
para crescimento dos microrganismos. Na segunda hipotese, além de atuar como suporte, a
matriz exerce a funcdo do prdprio substrato, agindo como meio de nutriente a ser degradado
pelo microrganismo (BEHERA; RAY, 2016).

A utilizacdo de residuos agroindustriais como suportes pode promover uma reducao de
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25 até 50% nos custos do bioprocesso (SATHYA et al., 2009). Além disso, sdo materiais de
alta disponibilidade, estando presentes em vérias rotas de produces como subprodutos. Devido
a isso, a maioria dos trabalhos de CES emprega residuos agroindustriais como suportes e/ou
substratos (VANDENBERGHE et al., 2020).

Substratos celuldsicos como bagaco de cana-de-agucar (BC), farelo de trigo (FT), farelo
de soja e casca de arroz sdo alguns dos residuos agroindustriais comumente empregados como
suportes e substratos nos processos de CES. Dentre as caracteristicas que 0s tornam
interessantes, destacam-se 0 baixo custo e a composicdo rica em celulose, sendo, portanto,
fontes de acglcares fermentesciveis. De um modo geral, substratos celuldsicos permitem
trabalhar com teores de umidade mais elevados, de 60 a 80% em base Umida, sem a presenca
de &gua liquida (SOCCOL, 1992).

Também é comum a umidificacdo desses biomateriais com solucdo nutriente de pH
corrigido para regular o teor de umidade inicial e suprir a falta de algum componente necessario
para crescimento microbiano (ZANELATO et al. 2012; PEREZ et al. 2019). O teor ideal de
umidade depende das caracteristicas do substrato e do microrganismo utilizado, sendo crucial
que o valor étimo dessa varidvel seja identificado individualmente em cada combinacé&o.
Valores de umidade demasiadamente altos podem dificultar a difusdo gasosa e a transferéncia
de calor no meio (RAGHAVARADO et al., 2003). Por outro lado, a baixa disponibilidade de
agua pode dificultar o transporte e a absorcdo de nutrientes, assim como a estabilidade de
estruturas bioldgicas, como proteinas e carboidratos (DE OLIVEIRA et al., 2020). Ambos 0s
extremos devem ser evitados, pois prejudicam o crescimento e a producdo de metabdlitos pelos
microrganismos.

Além da suplementagcdo da matriz s6lida com solugdes liquidas, também pode ser
realizada a adequagdo do tamanho das particulas, através de operagdes como moagem e
peneiramento, com intuito de facilitar a atuagédo dos microrganismos. A umidade da matriz
solida também pode estar relacionada com a porosidade do leito. De acordo com Casciatori et
al. (2014), a porosidade diminui com o aumento do teor de umidade. Quanto menor o tamanho
das particulas, maior a area superficial e, consequentemente, maior o grau de transformacéo de
substratos em bioprodutos através do processo fermentativo (PANDEY, 2003). Entretanto, é
importante que a porosidade do meio seja levada em consideracdo, para permitir a aeracéo
necessaria, uma vez que quanto menor a porosidade, maior o risco de ocorrer canalizacao de ar
e mais dificeis sdo as transferéncias de calor (PEREZ et al., 2020).

Cabe mencionar que se considera que o CES pode ser conduzido em modo aerdbio ou

anaeradbio, atraveés do que o termo fermentacdo pode ser entendido como a quebra de compostos
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organicos por microrganismos na presenca ou auséncia de oxigénio (BEHERA; RAY, 2016).

As principais etapas dos processos de operagéo do CES, como selecéo e preparacdo do
substrato e do microrganismo, preparacdo do biorreator, inoculacéo e tratamento de efluentes,
sdo equivalentes a outros tipos de cultivos (MITCHELL et al., 2006). Para fungos filamentosos,
o CES é considerado interessante, pois suas caracteristicas assemelham-se as condi¢des sob as
quais a maioria das espécies fungicas cresce na natureza (FLORENCIO et al., 2017). Outra
vantagem do CES é que pode ser realizado por um processo estatico, ndo acarretando custos
energéticos adicionais (THOMAS et al., 2013).

Existem outras vantagens inerentes ao CES como maior produtividade dos coquetéis
enzimaticos, menor susceptibilidade a inibicdo pelo produto e substrato e maior estabilidade
em termos de efeito de pH e temperatura (BARRIOS-GONZALEZ, 2012).

3.4.1.1. Crescimento de fungos filamentosos em CES

Para entender o crescimento de microrganismos e a formacdo de produto microbiano é
essencial, portanto, entender a relacdo entre a regulacdo do metabolismo microbiano e o
ambiente a que a célula fica exposta. O microrganismo se adapta ao ambiente respondendo com
mecanismos tanto de natureza fisica como quimica (QUEIROZ; SOUSA, 2020). A Figura 3.4
apresenta os processos de transferéncia que ocorrem durante o CES e os elementos envolvidos.

Figura 3.4. Representacdo do crescimento de fungos em substratos solidos.
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O crescimento dos fungos filamentosos no CES ocorre apds a germinagdo dos esporos.
As hifas sdo desenvolvidas em uma matriz micelial que se espalha pela superficie das particulas
que compdem o substrato sélido. Existem dois tipos de hifas, que sdo denominadas como aéreas
e penetrativas. As hifas aéreas adentram no espaco gasoso, sobre a interface ar-liquido,
enquanto as hifas penetrativas se desenvolvem nos poros do substrato preenchidos por liquido
(HOLKER e LANZ, 2005).

As hifas penetrativas desempenham um importante papel na disponibilidade do
substrato, pois, na maioria dos casos, estes sdo formandos por polimeros insolUveis em agua,
que precisam ser degradados em unidades menores (mondmeros) sollveis em agua, para serem
entdo absorvidos pelos fungos como forma de nutrientes. Portanto, essa degradacdo enzimatica
do substrato pela fracdo penetrante das hifas € um fator determinante para o processo, pois a
partir dai os fragmentos difundem-se até a superficie das particulas, sendo transformados pela
acdo de enzimas em compostos metaboliziveis no meio extracelular (ASSIS, 2015).

Ao longo do processo, 0 oxigénio é consumido e sdo produzidos gas carbonico, agua,
energia e produtos bioguimicos (HOLKER e LANZ, 2005). A medida em que os fungos
crescem dentro da matriz, desenvolvem-se gradientes de difusdo, que por exemplo forcam o
oxigénio a se difundir da fase gasosa para a regido mais profunda da matriz porosa e o CO>
dessa regido para a fase gasosa, de forma que a concentracao de nutrientes pode ser muito baixa
no local onde a biomassa esta crescendo e 0s consumindo, o que pode limitar o crescimento.
Os fungos precisam de oxigénio molecular para gerar a energia necessaria ao crescimento. Este
oxigénio necessario para a respiracdo da biomassa deve ser capaz de difundir ndo somente da
fase gasosa para as hifas aéreas, mas também para dentro da fase liquida do meio de crescimento
até os locais onde ele é consumido pelas hifas que ndo se encontram em contato direto com o
ar (GOMES et al., 2020).

O aquecimento gerado leva a um aumento de temperatura, 0 que é um sério problema
durante o CES. O calor é entdo removido do substrato ndo somente pela via de condugéo, mas
também por meio da evaporacdo, que é parte do equilibrio complexo de agua no sistema
(HOLKER e LANZ, 2005). Outro fator importante é o pH, que pode ser modificado devido a
liberagdo de acidos de carbono e a troca de amonia (HOLKER e LANZ, 2005). Os produtos
bioquimicos sdo liberados na matriz solida e no interior dos poros, sendo por isso necessario,
na maioria dos casos, realizar uma extragdo ao final do processo (HOLKER e LANZ, 2005). A
principal vantagem da extracdo no CES é o seu custo, que é relativamente mais baixo em relacdo
ao CSm, devido a possibilidade de se conseguirem maiores concentra¢cdes de produtos e ao
menor volume de efluentes gerados (THAKUR; KARANTH; NAND, 1993).
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Generalizar vantagens entre os processos submersos ou em estado solido é algo singular,
pois se sabe que os microrganismos podem se adaptar a ambos 0s processos, assim como
resultar em complexos enzimaticos distintos. Para Pandey, Soccol e Leon (2001), a tecnologia
do cultivo em estado so6lido ndo deveria ser vista como uma técnica que substitua o cultivo

submerso, pois cada uma delas possui suas potencialidades e singularidades.

3.4.2. Cultivo submerso (CSm)

O cultivo submerso ¢é definido como um processo fermentativo de mistura perfeita
(homogéneo) no qual, em teoria, cada parte do meio contém, a0 mesmo tempo, a mesma
quantidade de microrganismos, nutrientes e metabdlitos (SINGHANIA et al., 2010). No cultivo
submerso, o meio essencial consiste em agua contendo nutrientes dissolvidos, sendo que a dgua
pode representar cerca de 90 a 99% da massa total do material. Ainda que o CSm utilize
residuos agricolas solidos na sua composi¢do do meio para a disponibilidade de celulose, sua
propor¢éo serd sempre reduzida, levando em consideragdo que o solido terd que ser combinado
com um outro meio liquido (IRAM; CEKMECELIOGLU; DEMIRCI, 2020).

E de interesse industrial que os nutrientes relacionados ao meio de crescimento dos
microrganismos contidos no CSm sejam de substratos alternativos com menores custos, pois
40% do custo total na producéo de enzimas microbianas estéo relacionados ao meio de cultivo
(OLIVEIRA et al., 2012). Os nutrientes neste tipo de bioprocesso como peptonas, aglcares e
substancias complexas (vitaminas e ions) sdo dissolvidos no meio liquido ou mesmo em
solucdes tampdes. A fim de reduzir este alto custo com meio de producdo, estudos foram
realizados para obtencdo de meio produtivo para cultivo submerso com farinha de soja (PORTO
et al., 1996), visando tornar o processo de producdo enzimatica menos oneroso.

Essas fermentacOes devem ser mantidas sob agitacdo constante para ideal aeracdo e
disponibilidade de nutrientes. Os processos industriais de CSm para producdo de enzimas séo
desenvolvidos em biorreatores agitados mecanicamente, os quais permitem um maior controle
dos parametros operacionais, tais como aeracao, pH, temperatura, umidade, além de permitir
maior eficiéncia de absor¢éo de nutrientes e excrecdo de metabolitos pela célula (PITOL et al.,
2016; FINKLER et al., 2017; POLETTO et al., 2017).

Dentre outras vantagens do cultivo submerso frente ao sélido, podem-se citar: facilidade
de controle dos parametros fisico-quimicos, como controle de temperatura, devido a
homogeneidade do sistema; melhor absor¢do de nutrientes e recuperacao de metabdlitos e ainda
reducdo da possibilidade de degradacdo do produto, principalmente enzimas com baixa
termoestabilidade (CASTRO; PEREIRA JR., 2010).
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Pode-se destacar também que amostras de CSm sdo utilizadas para determinagdo das
celulas viaveis e totais, e 0 sobrenadante é utilizado para a identificagéo da atividade enzimética.
A determinacdo de biomassa e cinética de crescimento do microrganismo também é facilitada.
Entretanto, ha uma maior facilidade de contaminacdo devido a alta atividade de agua e
consequente possibilidade de desenvolvimento de microrganismos indesejaveis, como bactérias
e leveduras (GARG et al., 2016; SINGH et al., 2016).

3.5.  Microrganismos utilizados nos processos fermentativos

Na natureza, existe uma gama de microrganismos conhecidos por serem produtores de
celulases, mas nem todos sdo conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto €, aqueles capazes
de degradar a celulose natural. De fato, as celulases para hidrolise dos materiais
lignocelul6sicos podem ser produzidas por uma grande variedade de microrganismos, que
podem ser aerdbicos ou anaerébicos, mesofilicos ou termofilicos, incluindo bactérias,
actinomicetos e fungos filamentosos (TEIXEIRA et al., 2016; TEIXEIRA, 2018). A Tabela 3.1

apresenta alguns estudos com microrganismos produtores de celulase em diversos substratos.

Tabela 3.1. Estudos com microrganismos produtores de celulase.

Microrganismo

Substrato

Referéncias

Aspergillus niger

Bagaco de cana

Florencio et al. (2016)

Thermoacus aurantiacus

Palha de trigo

Masui et al. (2012)

Trichoderma reesei

Bagaco de cana

Idris et al. (2017)

Myceliophthora sp M.7.7

Myceliophthora thermophila I-1D3b

Bagaco de cana e farelo
de trigo

Moretti (2010)

Zanelato et al. (2012)

Trichoderma harzianum PBLA

Serragem de pinheiro

Lopez- Ramirez et al.
(2018)

Myceliophthora thermophila 1-1D3b

Thermoascus aurantiacus
CBMAI756

Bagago de cana e farelo
de trigo

Frassatto et al. (2020)

Penicillium echnulatum S1M29

Capim elefante

Scholl et al. (2015)

Trichoderma reesei LCB 48

Residuo de acerola

Mélo (2016)

Acremonium celullolyticus CF2612

Palha de arroz

Hideno et al. (2011)

Clostridium thermocellum

Bagaco de cana

Johnson et al. (1982)

Bacteroides cellulosolvens

Bagaco de cana

Ghazanfar et al. (2021)
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Embora muitas bactérias celuloliticas produzam grandes quantidades de enzimas
altamente especificas, como é o caso do Clostridium thermocellum e Bacteroides
cellulosolvens, elas ndo séo usadas em pesquisas para producdo comercial de celulases, pois
requerem condicOes de anaerobiose para o seu desenvolvimento e ainda apresentam uma baixa
taxa de crescimento (CASCIATORI et al., 2015). Dentre os microrganismos produtores de
celulases, os fungos séo os principais degradadores de biomassa vegetal e, como tal, tém fungéo
importante no ciclo do carbono.

Os fungos termofilicos, atualmente, tém recebido consideravel atencédo devido ao seu
potencial de aplicacdo industrial. Estes microrganismos apresentam uma série de vantagens
quando comparados com microrganismos mesofilicos, pois apresentam rapido crescimento, alta
estabilidade das enzimas e auséncia de patogenicidade. Além disso, sdo cultivados em altas
temperaturas, 0 que proporciona uma maior solubilidade no meio reacional, melhorando a
acessibilidade da enzima ao substrato (DA SILVA, 2015). Foi mostrado que reagdes em altas
temperaturas também podem melhorar a degradacdo de polissacarideos vegetais (KOLBUSZ
etal., 2014).

Segundo Gomes et al. (2020), o interesse no estudo de fungos termofilicos baseia-se no
fato de que estes apresentam uma elevada velocidade de crescimento e producéo de celulases,

alcancando niveis superiores aos microrganismos mesofilicos.

3.5.1. Potencial de Myceliophthora thermophila para producéo de celulase

Myceliophthora é um género composto por fungos mesofilicos e termofilicos, incluindo
10 espécies. Dentre as espécies, Myceliophthora thermophila vem se destacando por ser
descrito como termofilico, com base no seu crescimento 6timo a 45°C, assim como por resistir
a valores extremos de pH (JUTURU e WU, 2014). Myceliophthora thermophila é um
Ascomiceto da classe dos Sordariomicetes, ordem Sordariales e familia Chaetomiaceae
(INDEX FUNGORUM, 2022).

Diversos estudos descreveram a atividade Otima das enzimas lignoceluloliticas
produzidas por M. thermophila na faixa de 45 a 70°C (KARNAOURI; TOPAKAS;
CHRISTAKOPOQULOS, 2014). A Tabela 3.2 apresenta alguns valores de atividades
enzimaticas relatados pela literatura obtidas em processos de fermentagdo com M. thermophila.
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Tabela 3.2. Producdo de enzimas por linhagens do fungo Myceliophthora thermophila.

Microrganismo CMCase Referéncia
(U/gss)”

Myceliophthora thermophila I-1D3b 800 Zanelato (2011)

Myceliophthora thermophila I-1D3b 292 Rodrigues et al. (2022)
Myceliophthora thermophila (IMI 89099) 27 Badhan et al. 2007

Myceliophthora thermophila 1-1D3b 80 Perez et al. (2019)

Myceliophthora thermophila 1-1D3b 79 Perez et al. (2020)

Myceliophthora thermophila (MYC) 37 Soni et al. (2008)

*Ul/gss: unidade de atividade enzimatica por grama de substrato sélido seco inicial.

Em particular, a atividade celulolitica de M. thermophila mostrou ser maior que a da
maioria dos fungos mesofilos (KOLBUSZ et al., 2014). Essa diversidade de substancias
termofilicas secretadas justifica a atencdo dedicada a esse microrganismo, cujas enzimas tém
potencial de aplicacdes em diversas areas como alimenticia, téxtil, detergentes, couro e
principalmente para producéo de bioetanol a partir da desconstrucéo das paredes celulares das
plantas.

O fungo termofilico Myceliophthora thermophila é frequentemente isolado do solo ou
de massas de matéria vegetal decomposta (DOMSCH; GAMS; ANDERSON, 1982), em que
contribui para a decomposicdo de polissacarideos presentes nas estruturas das plantas. Os
resultados de atividades celuloliticas obtidos por Zanelato (2011) sdo muito promissores
guando comparados aos de outros trabalhos da literatura que empregaram fungos do mesmo
género.

O fungo termdfilo Myceliophthora thermophila tem mostrado habilidade na degradagéo
da biomassa vegetal quando cultivado em materiais lignocelulésicos, sendo relatada
principalmente a producéo de xilanases (DOS SANTOS et al., 2016). Apesar disto, ainda faltam
estudos mais evidentes das condigOes que maximizem a producdo de cada uma das enzimas e
da potencialidade destas na hidrolise de polissacarideos, tanto na forma bruta como purificada.
Dependendo do tipo de estudo que se pretende realizar e do produto final que se deseja obter,
0 uso do extrato bruto obtido do cultivo de fungos pode influenciar negativamente nos

resultados.

3.6. Influéncia de fontes de carbono e aera¢do na producao de celulases

Vaérios fungos produzem celulases apenas em meios contendo a molécula alvo da
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hidrélise, como a celulose. No entanto, a celulose, sendo um polimero de alto peso molecular,
ndo pode por si sé induzir o processo de producdo de enzimas celuloliticas. Portanto, muitos
estudos tém se concentrado em hidrolisados de celulose para investigar as moléculas reais
envolvidas no processo de inducdo (KLOCK et al., 2005; SUTO et al., 2001).

Gombert et al. (1999) observaram que pequenas variacdes nos niveis de nutrientes
(fontes de carbono e nitrogénio) exercem grande influéncia na quantidade de enzima obtida e
que o meio basal, ao ser enriquecido diferentemente, pode proporcionar uma maior producao
de enzimas. A escolha do substrato indutor € um dos principais fatores que influenciam a
producdo dessas enzimas (SUKUMARAN et al., 2005; SINGHANIA et al., 2010).

A influéncia das fontes de carbono e nitrogénio sobre a sintese de celulases € um
importante fator a ser analisado, uma vez que essas enzimas sdo induziveis e que na maioria
dos casos a producdo enzimatica esta atrelada ao crescimento microbiano (HO; KU, 2017).
Substratos como glicose, sacarose, frutose, lactose e residuos agricolas (bagaco de cana de
acucar, casca de batata, farelo de trigo) sdo utilizados como fonte de carbono na sintese de
celulases (PADILHA et al., 2015; LUGANI et al., 2015; IRFAN et al., 2017).

As fontes de carbono com melhores resultados sobre a sintese de enzimas do complexo
celulolitico sdo CMC, frutose e lactose (SREEJA et al., 2013; DIAS et al., 2014; MARRA et
al., 2015; MARCO et al., 2017; THOMAS et al., 2018). Em relagdo as fontes de nitrogénio,
extrato de levedura e peptona sdo as que tém demonstrado maior influéncia (KUMAR et al.,
2012; SINGH, 2014; LUGANI et al., 2015; ABU-GARBIA et al., 2018).

A celulose comercial amorfa (CMC) € considerada o melhor indutor para a producédo de
celulases, mas é um composto caro e que pode causar problemas operacionais e reoldgicos
devido a sua alta viscosidade. A utilizacdo de uma fonte de carbono soltvel, tal como
monossacarideos e dissacarideos, permite menor custo de producéo, maior controle do cultivo
e simplifica a operacdo do processo (JANAS et al., 2002).

Mandels et al. (1960) realizaram uma triagem de possiveis moléculas que seriam
capazes de induzir a producdo de celulases por Trichoderma viride, tendo cultivado o fungo em
meios contendo monossacarideos e dissacarideos, a fim de identificar os reais indutores da
producdo. Apos crescimento dos fungos, foi constatado que lactose, salicilina e glicose foram
as fontes de carbono capazes de induzir a maior producao de celulases por Trichoderma viride.

A lactose pode ser considerada como uma fonte de carbono renovavel e, portanto,
biotecnologicamente um importante substrato que é, principalmente, um subproduto da
fabricacdo de queijo ou do processamento de soro de leite. Cerca de 300.000 toneladas de

lactose sdo produzidas por ano em todo o mundo, mas sua aplicacdo ainda € limitada em
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produtos alimentares (ROELFSEMA et al., 2010), e grande parte do soro contendo lactose €
descartada como residuo, gerando graves problemas ambientais (SISO, 1996). A lactose, um
dissacarideo de glicoses ligadas por ligacdo B-1,4, tem sido observada como um importante
indutor de celulases.

Atualmente, a lactose € uma importante fonte de carbono para producdo de enzimas
celuloliticas pelo fungo Trichoderma reesei, em processos em que se produz celulases, na
concentragéo de até 100 g.L. O forte efeito promotor das celulases de T. reesei, induzido na
presenca de lactose, também tem sido usado para a producdo de proteinas recombinantes
(KUBICEK e HARMAN, 1998; PENTTILA et al., 2004).

Resultados similares foram encontrados por Sen et al. (1983) para Myceliophthora
thermophila, que observaram que a lactose foi capaz de induzir uma maior produgéo de
celulase. Muitos dissacarideos tém sido reportados na literatura como potenciais indutores de
enzimas celuloliticas.

A glicose é a fonte de carbono geralmente utilizada em cultivos submersos para
crescimento de fungos filamentosos para a producdo de celulases. Sua adicdo nos meios de
cultivos em concentragfes adequadas pode favorecer a producdo enzimatica. No entanto,
guando adicionada em excesso, pode causar repressdo catabolica (BOTELLA et al., 2007;
SALES et al., 2011). A presenga de glicose inibe diretamente a B-glicosidase, o que pode gerar
acumulo de celobiose. Tanto a glicose quanto a celobiose, além de serem substratos, sdo
também reconhecidas por serem possiveis inibidoras das endoglucanases e celobiohidrolases e
também da B-glicosidade (ANDRIC et al., 2010).

A sacarose é o dissacarideo mais amplamente encontrado na natureza e a principal forma
na qual os carboidratos sao transportados na maioria das espécies de plantas e, assim, se assume
que este & o melhor carboidrato para a suplementacdo dos meios de cultura (Strickland et al.,
1987). E composta por uma molécula de glicose e uma de frutose unidas por ligagéo glicosidica
a-1,2. Diferente da glicose e da frutose, a sacarose € um agucar nao redutor, pelo fato de a
ligagdo glicosidica ocorrer entre o carbono 1 da aldose (glicose) e o carbono 2 da cetose
(frutose).

Mallagutti (2015) observou que a adi¢do de sacarose a0 meio resultou em um aumento
na producdo de celulases pelos fungos filamentosos L1 e E5B derivados da Antartica. Este
aumento pode ter ocorrido devido a maior disponibilidade de fonte de carbono e maior
crescimento dos isolados, aumentando a excre¢édo de celulase no meio. Resultados semelhantes
também foram observados para a frutose, utilizado a mesma linhagem dos microrganismos
(CUNHA et al., 2012).
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A celulose de materiais lignocelul6sicos atua como fonte de carbono e um dos principais
indutores para a produgao de celulase por fungos filamentosos (LEITE et al., 2021). Ao realizar
a hidrolise enzimatica da biomassa com diferentes coquetéis enzimaticos produzidos via
bioprocesso, foi possivel observar que as amostras que utilizaram substratos lignocelulésicos,
no lugar de indutores comerciais como carboximetilcelulose (CMC), apresentavam uma
especificidade das celulases maior e melhoraram o rendimento da hidrélise (BEZERRA et al.,
2021; CUNHA et al., 2012; SILVA, 2017).

A utilizacdo do bagaco de cana como indutor foi comparada frente aos indutores CMC
e papel de filtro, sendo que a producédo de celulases por linhagens flngicas como Aspergillus
niger obtida na presenca do bagaco de cana foi superior as obtidas na presenca dos demais
indutores (MENEZES et al., 1976; AGUIAR; MENEZES, 2000).

3.6.1. Aeracéo

Segundo Ambrozim et al. (2019), a aeracdo no processo fermentativo esta diretamente
relacionada a disponibilidade e a transferéncia de oxigénio no meio de cultivo, de forma que
influencia diretamente na manutencdo de condicdes aerdbicas, assim como na regulacdo da
temperatura do substrato, ajuste do nivel de umidade e na remocao do dioxido de carbono (COz)
gerado, no caso do CES. Devido a isso, 0 uso de aeracdo forcada em processos fermentativos
em estado solido aumenta o crescimento celular e, consequentemente, proporciona um maior
rendimento enzimatico (FARINAS, 2015; MELO, 2016).

Os niveis de oxigénio precisam ser mantidos de maneira suficiente para evitar a reducao
da respiragdo normal dos microrganismos. Em contraste, a demanda de oxigénio varia com a
espécie utilizada, assim como as condicfes utilizadas no processo. Algumas variaveis como
agitacdo e transferéncia de oxigénio sdo caracteristicas especificas do fungo a ser utilizado (taxa
de crescimento, morfologia). Portanto, estudos respirométricos sdo importantes para determinar
a relacdo entre a quantidade de oxigénio necessaria durante o crescimento de um determinado
fungo e a producdo de enzimas (RODRIGUES et al., 2012).

O ambiente gasoso que se forma em um cultivo em meio sélido tém caréater heterogéneo
e a transferéncia de oxigénio € limitada por um filme liquido na superficie do substrato. Como
ndo existe agua livre no meio, a area interfacial e a presséo parcial de oxigénio tornam-se fatores
cruciais, o que permite ao microrganismo o acesso livre ao oxigénio. Nos cultivos aerdbios em
meio liquido, o fornecimento de oxigénio é muitas vezes o fator limitante de crescimento devido
a baixa solubilidade do oxigénio na dgua (ALBANO, 2012). Assim, a aeracdo em CES pode

ser mais facil do que em CSm, devido a rapida taxa de difusao de oxigénio na pelicula de agua
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em torno das particulas de substrato, como pode ser visto na Figura 3.5.

Figura 3.5. Aeracao no cultivo em meio: a) Solido; b) Submerso.
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Fonte: Arquivo pessoal (2023).
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De acordo com Mitchell (2006), as medidas do consumo de O ou da producdo de CO>
sdo mais eficazes quando acopladas a um modelo matematico que relacione a quantidade de
biomassa a um parametro mensuravel. A medida do desprendimento do CO: pode ser
correlacionada ao desenvolvimento da biomassa, como mostrado por Carrizales, Rodriguez e
Sardina (1981), Smits et al. (1996) e Ikasari (1997). Embora se saiba que o consumo de Oz nem
sempre é diretamente relacionado ao crescimento celular, uma vez que o consumo esté ligado
tanto ao crescimento como a manutencdo celular, o monitoramento dessas medidas é

interessante para o controle do bioprocesso.

3.7  Consideracdes frente ao estado da arte

Como visto ao longo desta secdo de Revisdo Bibliografica, muitas varidaveis podem
afetar a producdo de celulases em cultivos sélido e submerso. Diante do exposto, este trabalho,
tendo definido seu escopo de empregar o fungo Myceliophthora thermophila 1-1D3b como
agente fermentativo, concentrou-se em testar o efeito indutor de mono e dissacarideos
adicionados ao meio de cultivo ou ao meio de preparo de in6culo, visando encontrar a
composicdo de substrato mais favoravel a sintese de endoglucanase por esse fungo. Em seguida,
prospectando aumento de escala em cultivos sélido e submerso, foi avaliado o efeito de duas
taxas de aeracdo sobre a sintese da mesma enzima, empregando em cada forma de cultivo o
tipo de biorreator mais comumente aplicado em cada caso. Espera-se, assim, avancar no

conhecimento a respeito da producdo de enzimas por esse microrganismo.
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4, MATERIAIS E METODOS
Este estudo foi desenvolvido em duas etapas: cultivos experimentais em escala de

frascos e em biorreatores, como demonstrado no Fluxograma 1.

Fluxograma 1. Etapas do desenvolvimento do estudo.

Adicéo de
cOmpostos ao er(leﬁfl:gé a
meio de preparo de M.
Frasco d&é?&%uéo q thermophila
Avaliaciio do submerso) em CES
efeito das
fontes de Planejamento
carbono experimental
Experimentos (Solido e P Efeito da adigéo
; submerso) de soro de leite

Biorreato

Efeito da taxa de
aeragio

Fonte: Arquivo pessoal (2023).

4.1.  Microrganismo

Para avaliacdo do potencial celulolitico, utilizou-se como microrganismo o fungo
termofilico Myceliophthora thermophila 1-1D3b, isolado pela Profé. Drd. Daniela Alonso
Bocchini (IQ/UNESP) a partir de pilhas de bagaco de cana-de-agicar da Usina Guarani, de
Olimpia-SP, recentemente empregado por Oliveira et al. (2020) e Rodrigues (2021), que
reportaram resultados positivos de producdo de celulases em escalas de frascos e biorreatores
de bancada.

A solucéo estoque do fungo foi mantida em tubos criogénicos com 20% de glicerol a
-80 °C. Para a utilizacdo dessa cepa, foram realizadas repicagens em frascos de Erlenmeyer
inclinados contendo 50 mL do meio Agar-Sabouraud-Dextrose (ASD), como pode ser

observado na Figura 4.1.

Figura 4.1. Esquema de preparo do indculo a partir dos criotubos.

Fonte: Arquivo pessoal (2023).
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Esses frascos foram mantidos em camara BOD (Mylabor, modelo 411.B), por 4 dias a
45°C, para crescimento do inoculo, ap6s o que foram adicionados 100 mL de solugdo nutriente
para remocao dos esporos crescidos na superficie, por meio de raspagem com auxilio de al¢a
de platina e bastdo de vidro. Posteriormente, foi realizada a padronizacdo da suspensdo de
esporos para uma concentragdo de 107 esporos/g de sélido seco (gss) a partir da contagem de
esporos em camara de Neubauer, por meio da Equacgéo 4.1.

Vlnéculo: mg X CEsporos x Fx Vcam X M_l (41)

onde Vinsculo representa o volume da suspenséo de esporos do indculo a ser adicionado (mL);
ms € a massa do substrato usado no cultivo (g); Cesporos € @ concentragéo de esporos desejada
(esporos.gt); F € o fator de diluicio da suspensdo para leitura na camara de Neubauer; Vcam é
o volume total da cdmara (mL); e M é a média da contagem dos quadrantes da cdmara (nimero

de esporos).

4.2.  Solucdo nutriente e caldo de cultivo

A solucdo nutriente utilizada foi baseada em Zanelato et al. (2012), com adapta¢ées. O
pH do meio foi ajustado antes da esterilizagéo para 5,0 com uso de solu¢do de NaOH e HCI. As
composicdes de sais da solugdo nutriente estdo apresentadas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Composi¢do da solucdo nutriente.

Concentracédo (g.L™1)

Componente
(Zanelato et al., 2012)
(NH4)2SOs4 3,5
KH2PO4 3,0
MgS0O4.7H20 0,5
CaCl: 0,5
Tween 20 1,0

Em todos os ensaios de cultivo submerso, a composicao do caldo de cultivo foi formada
por uma mistura dos substratos triturados (m/m): bagaco de cana e farelo de trigo, na proporc¢éo

de 10% (m/v), conforme estudos de Perez et al. (2020), com a solucdo nutriente de Zanelato et
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al. (2012). A solucdo nutriente, assim como o caldo de cultivo, foram autoclavados a 121°C
por 20 minutos.

4.3.  Substratos

Como substratos particulados, foram utilizados o bagago de cana de agucar (BC) e o
farelo de trigo (FT). O bagaco de cana foi doado pela Usina S&o Manoel, de S&o Manuel-SP, e
foi lavado com agua para remocdo de sacarose residual. Apds esta etapa, foi seco em estufa
convectiva a 60°C até peso constante e peneirado para uniformizagdo de tamanho das fibras,
passando primeiramente por uma peneira com abertura de 5 x 5 mm, que reteve fibras mais
grossas, as quais foram denominadas como bagaco grosso (BG) e, em seguida, por uma peneira
com abertura de 4 x 2 mm, que reteve as fibras mais finas, denominadas como bagaco
fermentativo (BF), separando-as do po.

O farelo de trigo foi adquirido no comércio local de Sdo Carlos-SP (Agropecuaria Claro,
Sdo Carlos — SP). Ambos os materiais foram acondicionados em sacos de polipropileno de
parede espessa e mantidos em cdmara de refrigeracao até sua utilizacao.

A umidificacdo dos substratos foi realizada pela adicdo da mesma solucdo nutriente
empregada na raspagem dos esporos. A gquantidade adicionada foi ajustada de acordo com a
maxima absorcdo de liquido para cada composicdo de substratos. Os valores exatos da
quantidade de &gua adicionada a matriz sélida foram obtidos por meio da Equagéo 4.2.

my(X;-X;)

Mg jycao™ 100-%). (4.2)

onde mg,,g;, € @ Massa de solucdo a ser adicionada (g); m, € a massa do substrato (g); x;€ a

umidade inicial do substrato (% m/m); e x, é a umidade final desejada do substrato (% m/m).

4.4.  Avaliagéo do efeito das fontes de carbono

Considerando o efeito indutor de fontes de carbono, como ja mencionado, o sistema de
fermentacdes em escala de frascos foi utilizado experimentalmente para verificar a atividade
enzimatica obtida nos cultivos e, consequentemente, a produtividade e o rendimento do
bioprocesso. Dessa forma, tanto para CES quanto para CSm, foi avaliado o efeito da
suplementacdo da solugdo nutriente com diferentes fontes de carbono facilmente
metabolizaveis, a saber glicose, sacarose, frutose e lactose, nas concentragdes de 5,0, 10,0 e
15,0 g.L, com base no estudo de Gomes et al. (2020). Como controle, também foram
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realizados cultivos sem a adicdo de agUcares. O valor escolhido de tempo e temperatura foram
determinados com base na literatura, que reporta que a temperatura ideal de producgéo de
celulases pelo fungo M. thermophila é 45°C, com tempo de cultivo de 96 h (ZANELATO et al.,
2012).

4.4.1. Cultivos em estado sélido em embalagens pléasticas

Os ensaios fermentativos em estado sélido foram realizados em triplicata em
embalagens de polipropileno de 12 x 20 cm acoplados a um bocal de PVC de 3,6 cm de didametro
através de fita adesiva, os quais foram tampados com rodilhdo de algodéo, a fim de garantir a
troca gasosa e evitar contaminagdo por outros microrganismos, como apresentado na Figura
4.2. Dentro de cada embalagem plastica, foram adicionados 5 g de substrato seco inicial (gss)
na proporcao de BC:FT 7:3 (m/m). O sistema completo foi levado para autoclave a 120°C por

20 minutos para sua esterilizagéo.

Figura 4.2. Embalagem de polipropileno com substrato seco.

Fonte: Arquivo pessoal (2023).

Apos a autoclavagem, o frasco plastico estéril foi deixado a temperatura ambiente até
resfriamento em camara de fluxo laminar. A umidificacdo foi realizada com a solugéo nutriente
incorporada das fontes de carbono facilmente metabolizaveis (mono e dissacarideos). A
suspensdo de esporos foi adicionada na concentragdo de 107 esporos/gss ao meio sélido e
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complementada com solugdo nutriente em quantidade suficiente para o substrato atingir
umidade final de 75% em base imida (b.u.) (ZANELATO et al., 2012). Em seguida, realizou-
se a homogeneizacdo manual do material nas embalagens e essas foram levadas para uma
camara BOD, onde foram incubadas nas condicdes ideais de producao de celulases.

Uma vez concluido o processo fermentativo, a extracéo das enzimas foi feita pela adi¢éo
de &gua destilada (10 mL de agua por grama de substrato sélido seco inicial), permanecendo
em camara de agitacédo orbital por 30 min a 100 rpm. O extrato foi filtrado e centrifugado (10000
rpm, 15 min, 5°C), como ilustra a Figura 4.3, apds 0 que o sobrenadante foi empregado como

solucdo enzimatica bruta para as andlises de atividade de endoglucanase (CMCase).

Figura 4.3. Extracdo de enzimas em cultivo solido em embalagem de polipropileno.
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Fonte: Arquivo pessoal (2023).

4.4.2. Cultivos submersos em frascos de Erlenmeyer

Os cultivos de fermentagOes submersas foram conduzidos em triplicatas em frascos
Erlenmeyer de 50 mL autoclavados previamente, contendo 20 mL do caldo de cultivo
incorporado das fontes de carbonos testadas, os solidos suspensos (10% m/v de BC:FT 7:3
m/m) e a solugdo do pré-indculo na concentracdo de 107 esporos/gss. Os cultivos foram
realizados sob agitagdo em um shaker (incubadora com mesa de agitagéo orbital) a 250 rpm de

agitacdo e 45°C por 96 horas, como pode ser visto na Figura 4.4.



29

Figura 4.4. Esquema experimental dos cultivos submersos em escala de frascos.

Fonte: Arquivo pessoal (2023).

Apds os ensaios, 0s meios cultivados foram filtrados a vacuo, para garantir a retirada da
biomassa do Erlenmeyer, e logo ap6s foram centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos a 5°C.

O sobrenadante foi empregado como extrato enzimatico bruto para as analises enzimaticas.

4.5.  Analise do efeito de adicdo de compostos ao meio de preparo do indculo

Com o intuito de aumentar a producgéo de enzimas do bioprocesso desenvolvido neste
trabalho, foi avaliado o efeito da adicdo de compostos ao meio de preparo do in6culo, para
avaliar se auxiliariam na inducéo da producao de celulases. Os testes consistiram em adicionar,
ao meio Agar-Sabouraud-Dextrose (ASD), carboximetilcelulose (CMC) e lactose (LAC). Para

isso, foram realizados ensaios de acordo com o planejamento apresentado na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Planejamento experimental de testes de preparo de indculo de M. thermophila.

Sol. nutriente de Sol. nutriente de Caldo de cultivo de Mandels
Ensaios Zanelato et al. (2012) Zanelato et al. (2012) e Sternberg (1976) em subst.
com lactose no cultivo  sem lactose no cultivo a sol. nutriente
1 ASD+CMC+LAC ASD+CMC+LAC -
2 ASD+CMC ASD+CMC -
3 ASD+LAC ASD +LAC -
4 ASD ASD -
5 - - ASD

Ao todo, foram testadas, em triplicata, 4 composi¢des de meios de preparo do inéculo
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para posterior cultivo com utilizagdo da solucdo nutriente de Zanelato et al. (2012) com e sem
a adicdo de lactose na concentragdo de 15 g.L™ ao meio de cultivo. Além disso, foi testado o
cultivo empregando a solucdo de Mandels e Sternberg (1976) em lugar da solucédo nutriente.

O meio nutriente de Mandels e Sternberg (1976) foi preparado por meio de
modificagBes de Cunha et al. (2015), contendo os seguintes nutrientes (em g.L™): glicose (10,0);
(NH4)2S04 (1,4); KH2PO4 (2,0); CaCl. (0,3); MgSO4x7H20 (0,2); Tween 80 (1,0) e solugéo
salina (5 mg.L ! FeSO4x7H20; 1,6 mg.L™* MnSOsxH20; 1,4 mg.L! ZnSO4x7H,0 e 2,0 mg.L"
1 CoCly) (1,0 mL.L ™), com adicéo de lactose a0 meio nutriente na concentracio de 15 g.L ™,
como indutor e sem adigdo de Tween 20.

Utilizando indculo oriundo dos diferentes meios de crescimento, foram realizados os
cultivos e analisada a producdo enzimatica utilizando a mesma metodologia das etapas de
fermentacdes em escala de frascos para os sistemas sélido e submerso, em triplicata. Ao final
de cada cultivo, foram obtidos os extratos enzimaticos para quantificacdo da atividade de

endoglucanase.

4.6. Planejamento experimental fatorial 22

Com intuito de avaliar estasticamente a producéo de enzimas através do planejamento
experimental foram analisados os efeitos das variaveis independentes concentragdo de lactose
(em valores partindo de 15 g.L™?) e proporgdo de substrato (fragdes massicas de BC e FT),
durante os cultivo em estado solido e submerso. Os experimentos foram realizados para as 2
variaveis independentes, ou seja, 22, em dois niveis (-1 e +1), e contou ainda com ensaios sob
as condicoes do ponto central (0), para o calculo de resposta e erro padrdo. Os ensaios do
planejamento experimental foram realizados em triplicata e as variaveis respostas
(dependentes) analisadas foram as atividades de CMCase (U.gss™).

Assim, o planejamento fatorial consistiu em 27 ensaios. Os niveis e intervalos das
variaveis independentes foram escolhidos com base nos resultados dos cultivos em escala de

frascos em diferentes condicGes. A Tabela 4.3 apresenta os niveis das variaveis utilizadas.

Tabela 4.3. Variaveis independentes e niveis do planejamento fatorial 22.

. Niveis
Variaveis
-1 0 +1
Concentracdo de Lactose (g.L?) 15,0 30,0 45,0

Proporcédo BC:FT (m/m) 1:1 7:3 9:1
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Foi aplicada uma anélise estatistica de variancia (ANOVA) para identificar o efeito
dessas varidveis. A analise dos dados foi realizada com auxilio do Software STATISTICA®
7.0, onde foram determinados os parametros de confianca significativos para os cultivos
solidos e submerso com 95% de confiancga (p < 0,05).

O planejamento fatorial teve por objetivo otimizar os procedimentos operacionais no
processo fermentativo e avaliar qual experimento apresentava maior producdo de
endoglucanase. Além disso, o planejamento experimental visou a otimiza¢&o do processo, além
de avaliar quantitativamente a influéncia das variaveis de entrada concentracdo de lactose e

proporcao de substrato sobre a variavel resposta atividade CMCase obtida.

4.7. Cinética enzimética de M. thermophila em CES em embalagens plasticas

Considerando como a producdo de enzimas em CES pode ser afetada por fatores externos,
é de fundamental importancia analisar como ocorre a secre¢do dessas enzimas ao longo do tempo.
Para isso, o perfil de producdo de endoglucanase de M. thermophila foi analisado em escala de
frascos em embalagens pléasticas, conforme descrito anteriormente, adicionando-se em cada
embalagem pléstica 5 g de substrato na proporcao de BC:FT 7:3 (m/m) com adicdo da solucéo
nutriente incorporada de lactose na concentragdo de 15 g.L ™.

A cinética foi realizada de 0 a 96 horas para obter o periodo ideal do bioprocesso e
identificar o ponto de atividade méaxima de endoglucanase. O intervalo de tempo e a temperatura
foram definidos considerando os resultados de Rodrigues et al. (2022). Os cultivos foram feitos

de acordo com o planejamento apresentado na Tabela 4.4, em triplicata.

Tabela 4.4: Planejamento da cinética de cultivo sélido de M. thermophila em meio com lactose.

Temperatura )
¢C) Tempo de retirada das amostras (h)
45 0 24 48 72 96

4.8. Testes com soro de leite em cultivos sélido e submerso

A producéo de enzimas microbianas utilizando soro de leite foi realizada por diversos
pesquisadores (Kosikowski, 1979; Feijoo et al., 1999; Romero et al., 2001), e a produtividade
enzimatica aumentou com o uso deste substrato. Com o objetivo de conhecer a concentracdo
de lactose presente no soro de leite, foi realizada a caracterizagdo quimica na sua forma in
natura, apos o que foi avaliado o efeito da adi¢éo deste sobre o crescimento do microrganismo

e a atividade de endoglucanase (CMCase).
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4.8.1. Caracterizagdo do soro de leite

A determinacgédo da concentracéo de lactose no soro de leite foi efetuada por meio do
método de acUcares redutores totais DNS (acido-1,3-dinitrosalicilico), adaptado do descrito por
Miller (1959). Este método é considerado uma alternativa para determinacao de lactose em leite
e soro de queijo, por apresentar resultados semelhantes os obtidos pelo método padrdo de
Somogy-Nelson, que emprega reagentes contendo metais pesados em sua COmposi¢do e um
procedimento dispendioso e demorado (LIMA et al. 2017).

Para isso, foi necessario obter a curva padrdo por absorbancia em espectrofotdometro.
Foi preparada uma solugéo de lactose a 1 g.L* e, a partir dessa solu¢cdo mae, foram realizadas
diluicbes seriadas com agua destilada para a obtencdo das demais concentragdes, variando de
0,1a1,0g.L?% concentracGes essas baseadas no limite de sensibilidade da técnica do DNS.

Apbs este procedimento, completou-se o volume para 1 mL com agua destilada e
adicionou-se 0,5 mL de DNS. Em seguida, levou-se a mistura a banho-maria a 100°C por 5
min. Apos esta etapa, esfriaram-se as amostras em banho de gelo e o volume dos tubos foi
ajustado para um total de 10 mL. A mistura foi agitada com auxilio de um vértex (Gehaka AV-
1) e mantida em repouso por 5 min. Apds esse periodo, a absorbancia das amostras foi medida
em um comprimento de onda de 540 nm utilizando espectrofotdmetro Femto® (modelo 700
plus). Como branco, foi utilizada uma solu¢do com as mesmas proporcdes de reagente utilizado
no procedimento anterior, porém sem a adi¢do da solucdo de lactose. Os dados de absorbancia
obtidos forneceram a equacdo da curva padrao e o coeficiente de correlacéo.

Foi utilizado como substrato o soro de leite proveniente do Laticinio Bonura, localizado
na cidade de Sdo Carlos-SP. Para determinar a concentracao lactose, realizaram-se as analises
com as amostras do soro de leite in natura e concentrado. Para tanto, foi necessario obter o soro
purificado da amostra concentrada. Uma aliquota de 1 mL da amostra de soro de leite in natura
foi transferida para um Erlenmeyer, seguido da adigdo de 1 mL de hidréxido de bario, 1 mL de
sulfato de zinco e 7 mL de agua destilada. A mistura foi centrifugada a 3000 rpm durante 5 min
a 5°C.

Por fim, aplicou-se a técnica de DNS. Apds obter as absorbancias, os valores foram
aplicados na equacéo da reta determinando-se a concentragéo das amostras de soro de leite. As
absorbancias foram lidas em triplicatas para cada amostra de soro de leite analisada. Os
resultados sdo expressos em gramas de lactose por litro (g.L™).
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4.8.2. Efeito da adicdo de soro de leite sobre o crescimento do microrganismo e a
atividade de endoglucanase (CMCase)

Com afinalidade de analisar o efeito da adigdo de soro de leite em substituicéo a solucao
de lactose comercial sobre a inducdo da producdo de endoglucanase (CMCase), foram
realizados os testes em cultivos sélido e submerso em escala de frascos em triplicata,
semelhantes aos descritos anteriormente, mas com a substitui¢cdo da solucgdo nutriente por soro
de leite in natura e concentrado, que foi adicionado ao meio de crescimento formado pela
mistura de substratos na proporcédo de 7:3 de BC:FT e adicéo do in6culo do microrganismo na
concentracio de 107 esporos/gss, conforme ilustrado na Figura 4.5. O soro de leite foi
esterilizado separadamente a 121°C por 15 minutos e adicionado assepticamente aos meios de

cultivo.

Figura 4.5. Esquema experimental dos cultivos solidos e submersos com adi¢do de soro de
leite em escala de frascos.
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Fonte: Arquivo pessoal (2023).

Uma vez concluido o processo fermentativo, a extragdo das enzimas foi feita para os
cultivos solidos e submerso. Os extratos obtidos foram filtrados e centrifugados (10000 rpm,
15 min, 5°C), ap0s o que os sobrenadantes foram empregados como solucdo enzimatica bruta

para as analises de atividade de endoglucanase (CMCase).
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4.9. Efeito da aeracdo em biorreatores

O efeito da taxa de aeracao sobre a producao de enzimas celuloliticas foi avaliado por
meio de ensaios realizados em biorreatores de leito empacotado (BLE) para CES e em tanque
agitado aerado (TAA) para CSm. Nos dois tipos de cultivo, foi adicionada lactose 15 g.L™*
sintética por questdes operacionais, visto que os ensaios com soro de leite foram realizados na

etapa final do trabalho.

4.9.1. Cultivos em estado solido em biorreator de leito empacotado (BLE)

Os ensaios fermentativos em estado sélido foram realizados em um biorreator cilindrico
de leito empacotado encamisado construido de forma modular em ago inox, sendo 0 mesmo
equipamento empregado por Rodrigues (2021). Neste sistema, o ar foi fornecido por um
compressor e filtrado para separacdo de impurezas de alta granulometria, passou por valvula de
agulha e foi direcionado a um medidor de vazdo modelo AppliTech® (Asa, Italia). Finalmente,
o ar foi umidificado em coluna encamisada recheada com esferas de vidro e com 0 espago vazio
entre as esferas preenchido por agua destilada, mantida na temperatura do processo, garantindo
assim a saturacdo do ar de entrada, conforme pode ser visto na representacdo esquematica do

aparato experimental, Figura 4.6.

Figura 4.6. Aparato experimental empregado nos cultivos em estado sélido em BLE.
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Fonte: Extraido e adaptado de Rodrigues (2021).

Ao sair do BLE, o ar passava por um sistema de desumidificagdo composto por um trap,

no qual a &gua condensada era coletada por um frasco e, em seguida, passava por uma coluna
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de silica com dimensdes de 5,2 cm de didmetro e 39 cm de altura, com o objetivo de baixar a
umidade relativa do ar para no méximo 15%, possibilitando assim a leitura da concentragdo de
CO2 por sonda (Vaisala Carbocap, Vantaa, Finlandia).

O biorreator foi orientado verticalmente e operado em batelada com um maodulo
fermentativo, conforme pode ser visto na Figura 4.7. Os modulos empregados na configuragéo
do biorreator ttm comprimento 10 cm, diametro interno 13 cm e 15 cm de didmetro externo,
sendo o espaco anular utilizado como camisa para circulagdo de agua na temperatura ideal,

evitando sobreaquecimento no interior do leito empacotado.

Figura 4.7. Biorreator de leito empacotado modular.
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Fonte: Arquivo pessoal (2023).

Os modulos de entrada e de saida também foram encamisados e possuiam as mesmas
dimensGes dos mddulos intermediarios, porém com interior conico. O médulo de entrada foi
preenchido com esferas de vidro para estabelecimento do perfil de escoamento do ar saturado
e 0 médulo de saida foi mantido vazio.

Os mddulos acessorios localizados ap0s a entrada e antes da saida foram preenchidos com
material inerte (bagago de cana) umido e seco, respectivamente. O modulo acessorio imido
protege o primeiro madulo inoculado da secagem, ja 0 mdadulo acessorio seco é necessario para
absorver goticulas de agua condensadas nas paredes do médulo de saida, devido ao contato com

ambiente externo a temperatura mais baixa. Ambos os modulos mencionados ndo foram
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inoculados e seu uso foi para proteger o modulo fermentativo da secagem excessiva, no caso
da base, e da condensacdo de umidade, no caso do topo, como realizado por Zanelato (2011) e
Casciatori (2015).

A proporcdo de substrato utilizado no mddulo fermentativo foi a mesma utilizada nos
ensaios em embalagens plésticas de polipropileno de BC:FT 7:3 (m/m), sendo possivel
acomodar 130 g da mistura (massa seca) por modulo. A inoculacdo deste com a suspensao de
esporos foi feita em uma embalagem plastica, seguida de mistura manual, apds o que o material
foi empacotado no mddulo fermentativo segundo a técnica de empacotamento solto descrita
por Casciatori et al. (2014), segundo a qual os substratos s&o acomodados suavemente sem
provocar a compressdo do leito. Além disso, previamente aos cultivos, todos os mddulos, assim
como o filtro e os umidificadores, foram autoclavados a 121°C por 20 minutos.

A umidificacdo deste meio foi feita com a mesma solucéo salina utilizada por Rodrigues
(2021), acrescida da fonte de carbono que apresentou melhor inducdo da producéo de celulases,
com base em estudos de Gomes et al. (2020) e nos resultados prévios deste trabalho, até a
umidade de 75% (base Umida). Durante o cultivo, foram realizados testes com aeracdo de 0,5 e
1,0 vwvm no médulo reacional. Ao final do tempo do processo fermentativo, o material
fermentado foi removido do mddulo e destinado a extracdo, visando a recuperacao das enzimas
celuloliticas produzidas.

Para tanto, realizou-se a adi¢do de gua destilada ao meio fermentado (10 mL por grama
de substrato solido seco inicial). O material fermentado foi coletado numa embalagem plastica
para realizacdo da extracdo solido-liquido, com auxilio de leve agitacdo e mistura do
fermentado em contato com a 4gua. Em seguida, o liquido foi separado do sélido por filtracdo
e centrifugacdo a frio. O sobrenadante foi tomado como solugdo enzimatica bruta para as

analises de atividade enzimatica endoglucanase (CMCase) e FPase.

4.9.2. Monitoramento da temperatura

Para a analise do perfil de temperatura ao longo do tempo de cultivo no biorreator, foram
utilizados termopares tipo T, instalados através de flanges posicionadas na entrada e na saida
do médulo fermentativo, de modo que a extremidade dos sensores foi posicionada no centro
radial do biorreator, como pode ser observado na Figura 4.8, permitindo acompanhar a
temperatura ao longo do processo.

Os sinais foram registrados por meio do sistema de aquisicdo de dados da National
Instruments COMPAQ-DAQ, gerenciado por uma rotina do software Labview (National
Instruments, Austin, USA).
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Figura 4.8. Posicao do termopar para acompanhamento da temperatura.

Fonte: Arquivo pessoal (2023).

4.9.3. Umidade

Apbs o cultivo, foi determinada a umidade final dos sélidos fermentados, com auxilio
de balanca determinadora de umidade por infravermelho modelo M5 Thermo da marca Bel
Engineering (Monza, It&lia), na qual foram colocados 2 g de amostra, que foram secos até 0,1%
de umidade a 110°C. A amostragem foi feita de forma randémica, através da retirada de uma

pequena por¢do do material cultivado oriundo de cada médulo do BLE.

4.10. Cultivos submersos em biorreator de tanque agitado aerado (TAA)

A realizacdo dos cultivos submersos foi feita conforme metodologia descrita por
Rodrigues (2021), que utilizou um frasco Schott de 2 L adaptado para servir como TAA,
contendo no seu interior 800 mL de caldo de cultivo com uma concentracdo inicial de in6culo
de 107 esporos/gss. A composicéo do caldo foi a mesma utilizada na escala de frasco. A aeragéo
do frasco foi conduzida por meio de um sistema de ar composto por filtro de algoddo e em
seguida por filtro HEPA, tendo sido realizados testes com aerac¢do de 0,5 e 1,0 vvm. Ao sair
do frasco, o ar foi seco ao passar por uma coluna de silica e entdo foi direcionado ao sensor de
CO». A entrada de ar e a amostragem foram realizadas atraves de mangueiras que foram
colocadas até o fundo do frasco, como mostra a Figura 4.9.

A retirada de amostras foi efetuada utilizando uma seringa, sendo que antes e ap0s esse
procedimento foi injetado ar, a fim de limpar a mangueira e impedir a coleta de amostra nédo
representativa. Para evitar contaminacdes, o sistema foi mantido vedado pelo emprego de uma

tampa hermética e de pingas nas mangueiras. Filtros HEPA foram colocados em todas as
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mangueiras de entrada e saida de ar. O frasco, o caldo, os filtros e todas as mangueiras foram

autoclavados a 121°C por 20 minutos previamente aos cultivos.

Figura 4.9. Sistema utilizado no cultivo submerso.
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Fonte: Extraido de Rodrigues (2021).

A agitacdo do meio e o controle da temperatura foram realizados através de um shaker
(incubadora com mesa de agitacao orbital). A temperatura foi mantida em 45°C e a velocidade
de agitacdo foi de 250 rpm. O tempo total do cultivo foi de 96 h e um volume de 10 mL foi
retirado a cada 24 horas de cultivo, para determinacgéo da atividade de endoglucanase e do teor
de proteinas soltveis. Devido a presenca do farelo e do bagaco, insoldvel no meio, ficou
impossibilitada a medicéo de crescimento de biomassa por métodos convencionais (contagem
e peso seco). A partir dos dados obtidos ao longo do tempo de cultivo, foi plotado um grafico
de CO2 em funcdo do tempo, a fim de se determinar o crescimento celular de forma indireta,

como sera descrito adiante.
4.11. Determinacdes analiticas

4.11.1. Concentracao de proteinas soluveis

A determinacdo da concentracdo de proteinas soluveis foi feita com base no método de
Bradford (1976) modificado, segundo o qual 20 uL das amostras de extrato reagiram com 1 mL
do reagente de Bradford por 5 minutos a temperatura ambiente. A concentracdo de proteinas
foi determinada pela correlacdo entre a leitura da absorbancia e concentracéo de proteinas em

solucgéo padréo de albumina bovina a 595 nm.
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4.11.2. Atividade de endoglucanase e papel de filtro

As atividades enzimaticas, detalhadas a seguir, foram analisadas de acordo com
metodologia padrdo descrita pela IUPAC (GHOSE, 1987), com algumas modificacdes. Tais
procedimentos sdo adequados para determinacdo de celulases de fungos, e todos os ensaios
foram realizados em triplicatas.

A atividade de endoglucanase (CMCase) foi determinada de acordo com o método de
Ghose (1987) adaptado, segundo o qual 0,1 mL de amostra e 0,9 mL de solucdo 4% (m/v) de
carboximetilcelulose (CMC) em tampéo acetato a 0,1 M com pH 5,0 reagiram por 10 minutos
a60°C em um banho termostético, sendo a reacao interrompida pela adi¢do de 1 mL do reagente
DNS (&cido-1,3-dinitrosalicilico).

A quantificacdo dos acucares redutores liberados foi realizada segundo a metodologia de
Miller (1959), com leitura de absorbancia a 540 nm. A solucdo foi mantida em banho de agua
em ebulicdo por 10 minutos, ap6s o que foi imediatamente transferida para banho de gelo, para
interromper a reacdo com DNS. Durante a ebulicdo, o acido DNS, ao reagir com os agulcares
redutores presentes no meio, altera sua coloracgdo inicialmente amarela para tons castanhos. A
intensidade de cor apos fervura é diretamente proporcional a concentracdo de actcares no meio.

A atividade papel de filtro ou FPase foi quantificada seguindo-se a metodologia
empregada por Pinto (2010). Como substrato da reacao, foi utilizado papel de filtro Whatman
n°1 cortado em tiras 1 x 6 cm (50 mg) imerso em 0,9 mL de tampéo acetato 0,2 M (pH 5,0) e
0,1 mL de extrato enzimatico bruto. A reacdo se deu por 1 hora em banho termostatico com
agitacdo a 60°C, sendo paralisada por 1,0 mL de DNS. O restante do procedimento foi similar
ao exposto para a determinacgéo da atividade endoglucanase.

Com os valores de absorbancia aferidos nos testes, foram calculadas as atividades de
endoglucanase e FPase. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade
de enzima necesséria para liberar 1,0 umol de glicose por minuto de reagdo por mL de enzima.
Com base no volume de &gua utilizado para extracdo das enzimas, na massa de substrato
empacotado e na curva-padrdo do DNS empregado, os resultados das atividades enzimaticas

foram convertidos para unidades por grama de substrato solido seco inicial (U/gss).

4.11.3. Atividade especifica
A atividade especifica foi obtida pela razdo entre a atividade enzimatica total (CMCase)

e a concentragdo de proteinas sollveis presentes na amostra, conforme a Equagéo 4.3.
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Aw. = Aenz
Esp™

b (4.3)

onde Agsp é a atividade enzimatica especifica (U/MQproteinas); Aenz € @ atividade enzimatica

(U/mL); e P é a concentracdo de proteinas sollveis (Mgproteinas/mML).

4.11.4. Célculo de parametros de cultivo
A fim de comparar o rendimento dos bioprocessos de cultivo sélido e submerso em
biorreatores com adigdo de lactose aos meios de cultivo, foi definido e calculado o fator de

rendimento enzimatico aparente (Y pss), descrito pela Equagéo 4.4:

AEIIZ (4 . 4)

onde Y pss € 0 rendimento enzimatico aparente, em U/MQiactose; Aenz € a atividade enzimatica de
endoglucanase maxima atingida no cultivo (U/mL); e Crac € a concentracdo de lactose inicial

(mg/mL) fornecida.

4.11.5. Analise respirométrica

A andlise respirométrica foi realizada através da medicdo da concentracdo de COz na
corrente de saida de ar dos biorreatores, onde o ar foi direcionado para uma coluna empacotada
com silica gel para a remogdo de umidade. Posteriormente, o ar foi direcionado para um
analisador de gases, utilizando-se para tanto uma sonda Carbocap GMM 220 (Vaisala, Vantaa,
Finlandia), gerenciada por uma rotina do Labview®, que fez a leitura e salvou os dados ao
longo do tempo de cultivo.

A quantidade cumulativa de CO> produzido (C;) foi calculada por meio da Equacéo 4.5,
a partir da area sob a curva de concentracdo de CO- versus tempo de cultivo (FAVARO et al.
2020).

. FxCO, x (AY) +CO,, (4.5)
Ci= v

onde C;i é a quantidade de dioxido de carbono acumulado (mol); F é a vazao de ar (L/h); COz ¢

a porcentagem volumétrica de dioxido de carbono (% Lcoz.Lgss™); At € 0 intervalo de tempo
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(h); e Vm € 0 volume molar dos gases ideais nas Condi¢Ges Normais de Pressdao e Temperatura
(22,4 L/mol).

A curva de CO, acumulado em fungdo do tempo de cultivo, foi ajustado o modelo de
crescimento logistico (VICCINI et al., 2001). A despeito da simplicidade matematica, a
equacdo logistica pode representar uma aproximacdo adequada da curva de crescimento
completa em uma Unica equacdo, incluindo as fases lag, de crescimento exponencial e
estacionaria (CASCIATORI, 2015), tendo sua forma integrada representada pela Equacéo 4.6

(condicdo inicial de X = Xoem t = 0).

Xm

1+ @((—‘(‘)1 - exp‘“t)

(4.6)

onde Xm é a quantidade méaxima de diéxido de carbono (mol); Xo é a quantidade inicial de
dioxido de carbono (mol); p € a constante especifica de producdo de CO2 (hl); e t é o tempo de
cultivo (h).

Os ajustes foram realizados no software Microcal Origin® 6.0 (Microcal Software Inc.,
Northampton, USA), onde se empregou o algoritmo de Levenberg-Marquardt para a busca dos
valores dos parametros. A adequacio do modelo foi determinada com base no valor do R?
(coeficiente de determinacgéo) dos ajustes realizados.

4.12. Analises estatisticas
Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o software Minitab®
16 (Minitab Inc., State College, USA). Foram realizadas analises de variancia (ANOVA) e

comparacOes entre médias por teste de Tukey, com nivel de confianca 95%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliagéo do efeito indutor de diferentes fontes de carbono

5.1.1. Efeito indutor no cultivo em estado sélido

Os resultados de atividades enzimaticas dos extratos produzidos pelo fungo termofilico
Myceliophthora thermophila 1-1D3b em embalagens plésticas na presenca de diferentes fontes
de carbono e respectivas concentragdes sdo apresentados na Tabela 5.1, onde constam 0s
valores das médias e dos desvios padrdo das triplicatas dos cultivos, além dos resultados
sintetizados da comparacao de médias por teste Tukey (a = 0,05). As atividades estdo expressas

em unidades de atividade enzimatica por grama de substrato sélido seco inicial (U/gss).

Tabela 5.1. Atividade de endoglucanase (CMCase) na presenca de diferentes fontes de

carbono e respectivas concentracdes em cultivo sélido em embalagens de polipropileno.

Concentracao Atividade de endoglucanase (U.gss™?)
(9.LY) Glicose Frutose Lactose Sacarose Controle
5 42,10 (£19,20)F  144,48(+8,19)5°  195,00(+17,70)*®  112,07(+15,45)°F
10 38,20 (£18,50)F  125,10(+15,52)°° 197,50 (+ 6,88)*® 67,90 (+22,30)°5F  153,00(+23,80)"E¢
15 47,90 (£27,30)F  154,80(+45,10)"C 209,89 (+15,24)A 52,42 (+ 12,88)FF

* Médias que ndo compartilhnam uma letra séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A partir dos dados obtidos experimentalmente, foi possivel observar que, dentre as
fontes de carbono utilizadas, a lactose proporcionou os melhores resultados quantitativos de
producdo de endoglucanase (CMCase), em comparacdo aos outros agucares adicionados ao
meio de cultivo, sendo este efeito potencializado pelo aumento de sua concentragédo. O maior
valor foi obtido no ensaio com concentracdo de 15 g.L™%, igual a 209,89 + 15,24 U/gss. Tal
resultado concorda com os reportados por Gomes et al. (2020) e Madeles et al. (1999), que
observaram que a lactose apresentou efeito indutor quando comparada com outras fontes de
carbono, monossacarideos e dissacarideos, também sendo o efeito aumentado pelo aumento da
concentracéo.

Um fato que pode explicar a producéo satisfatoria no cultivo controle, realizado sem
adicdo de uma fonte de carbono sintética, € o fato de os proprios substratos bagaco de cana e
farelo de trigo atuarem como fonte de inducdo na producédo da enzima, sobretudo devido ao alto
teor de celulose presente no bagaco de cana. Reiteram essa hipotese os resultados de Rodrigues
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(2021), que testou diferentes composicdes de substrato para a producdo de CMCase por
Myceliophthora thermophila 1-1D3b. A autora concluiu que o substrato BC:FT 1:1 (m/m)
continha quantidades de proteinas e fontes de carbono facilmente assimilaveis, oriundas do
farelo, que auxiliavam o desenvolvimento do fungo, porém quantidade de celulose insuficiente
para induzir a producdo de celulases, sendo observadas maiores atividades CMCase na
proporcdo de 7:3, a mesma utilizada no presente estudo.

Apesar de os residuos lignoceluloliticos utilizados no presente estudo se apresentarem
como substratos promissores para o crescimento das linhagens fungicas e producéo de enzimas
celuloliticas, esses podem ndo ser suficientes para fornecer todos os nutrientes necessarios para
0 microrganismo para a producdo maxima da enzima (BRIJWANI et al., 2010). Deste modo, a
adicdo de nutrientes sintéticos ao meio pode melhorar o crescimento celular e induzir a
producdo de enzimas.

Em relacdo as outras fontes de carbono utilizadas, pode-se observar uma producéo
guantitativamente maior na presenca de frutose na concentracdo de 15 g.L?, o que foi
confirmado por meio do teste de Tukey, alcangando para todas as concentragcfes atividades
préximas as dos extratos obtidos na presenca de lactose e no cultivo controle. As demais fontes
de carbono prejudicaram a producdo de endoglucanase em comparagéo ao controle, o que pode
ser explicado devido a repressdo enzimatica na via metabdlica para producdo deste tipo de
enzima. Por isso, na presenca de glicose, foram obtidos extratos com as menores atividades
enzimaticas, como pode ser visto na Figura 5.1.

No cultivo de fungos filamentosos, a disponibilidade de fontes de carbono mais
facilmente metabolizaveis regula a producdo de enzimas hidroliticas. Segundo Ivanova et al.
(2013) e Gomes et al. (2020), a lactose deve mimetizar substancias presentes no ambiente que
sinalizam a disponibilidade de biomassa vegetal para o fungo. No entanto, a lactose ndo é
facilmente encontrada no habitat natural dos fungos porque ndo é um componente da parede
celular da planta. Apesar dos mecanismos de inducéo da lactose ainda serem desconhecidos, 0s
mesmos autores especulam que a base para a inducgéo pela lactose pode ser devido as ligacoes
B entre glicose e galactose, que sdo agucares presentes nos polissacarideos da planta, como é 0
caso dos substratos utilizados no presente estudo. Esses S-galactosideos podem servir de sinal

ao fungo para a presenca de celulose no meio.
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Figura 5.1. Atividades endoglucanase (CMCase) obtidas ao final dos cultivos sélidos.
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Fang et al. (2008) relataram que a lactose atuou como um potente indutor de celulases
em cultivos do fungo Acremonium cellulolyticus. Ademais, os resultados obtidos neste presente
trabalho estdo de acordo com o estudo de Sen et al. (1983), que estudaram a biossintese de
enzimas extracelulares pelo fungo Myceliophthora thermophila D-14 cultivado na presenca de
glicose, CMC, lactose e celobiose. Os resultados revelaram um efeito repressor na sintese de
celulases com uso de glicose e sacarose, indicando que o dissacarideo lactose e o controle

atuaram como indutor positivo para producao de enzimas.

5.1.2. Efeito indutor no cultivo submerso

Os cultivos submersos com agitacdo foram realizados distinguindo-se as fontes de
carbono no meio composto pela mistura de substratos insolUveis e solucgdo nutriente (caldo de
cultivo). Em alguns dos frascos, apos o periodo de 96 horas, formou-se uma fina camada de
micelio na superficie do meio de cultivo, de aparéncia cotonosa e coloragdo branca, conforme
pode ser visto na Figura 5.2. Dessa forma, pressup0e-se que a presenca de fontes de carbono
adicionais no meio contendo bagaco de cana e farelo de trigo (BC:FT 7:3 m/m) fornega melhor
condigdo nutricional para a secrecdo de enzimas celuloliticas e o crescimento fangico em
relacdo ao meio sem a presenca desses agucares. Isso pode ser devido ao fato de os agUcares
utilizados serem mais rapidamente assimilados do que os provenientes da quebra da celulose

presente no bagaco, associada a hemicelulose e a lignina (PEREZ et al. 2019).
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Figura 5.2. Cultivo submerso de Myceliophthora thermophila I-1D3b em Erlenmeyer.
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Fonte: Arquivo pessoal (2023).

A atividade de endoglucanase (CMCase) do caldo de cultivo foi avaliada ao final do
tempo de 96 h. Os resultados obtidos encontram-se dispostos na Tabela 5.2. Cabe mencionar
que alguns desvios foram bastante altos, mostrando ampla variacdo experimental na

determinacdo da atividade enziméatica de um mesmo extrato.

Tabela 5.2. Atividade de endoglucanase (CMCase) na presenca de diferentes fontes de

carbono e respectivas concentragcdes em cultivo submerso.

Concentracéo Atividade de endoglucanase (U.gss™)
(g.Lh) Glicose Frutose Lactose Sacarose Controle
5 22,14 (+3,19)°  27,59(+16,06)5°°  11,83(+12,11)° 5,78 (+0,53)°
10 13,05 (+2,62)° 12,75 (¢3,78)°  21,53(¥12,72)° 4,57 (+0,53)° 78,46 (+6,18)""
15 7,30 (+1,39)°  67,90(+46,10)"BC  119,00(+38,80)* 9,11 (+1,39)°

* Médias que ndo compartilham uma letra séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Pode-se observar, por meio da Tabela 5.2, que dentre as fontes de carbono utilizadas,
assim como no CES, a lactose proporcionou maior biossintese de atividade de endoglucanase
na concentragdo de 15 g.L?, atingindo 119,00 (+ 38,80) U/gss. A lactose, por ser sollvel, ndo
interferiu na reologia do meio e ndo causou repressao catabolica, o que pode explicar o fato de
ter favorecido a maxima producéo de enzimas na concentragéo de 15 g.L™.

Em relacéo ao cultivo na presenca de outros agucares como glicose, sacarose e frutose,
foi observada uma baixa ou moderada producgéo enzimaética, detectando-se apenas vestigios de
atividade no filtrado da cultura, com valores préximos ou abaixo do controle. Chandra et al.
(2007) observaram que a adicéo de agUcares solUveis (sacarose, glicose e frutose) favoreceu o

rapido crescimento de massa celular e promoveu a sintense de celulases. Entretanto, no presente
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trabalho, as concentragcbes de sacarose e glicose no meio ndo favoreceram a producgéo
enzimética. Essse resultado pode ser melhor visto através da Figura 5.3, onde é possivel
verificar que, para quase todas as concentracOes analisadas de glicose, sacarose e frutose,

ocorreu uma baixa producdo enzimatica, com excec¢do da concentragdo de 15 g.L™* de frutose.

Figura 5.3. Valores de atividade de endoglucanase obtidos ao final dos cultivos submersos de

M. thermophila.
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Gomes et al. (2020) relataram que o sistema celulolitico microbiano é suscetivel a
repressao catabdlica em concentracdes excessivas de acucares simples, como glicose, maltose
e sacarose. No caso dos meios contendo essas fontes de agucares, é provavel que sua presenca
na suplementagéo do caldo tenha provocado esse efeito repressor.

De acordo com De Vries et al. (2011), fontes de carbono facilmente metabolizadas,
como glicose e sacarose, reprimem a sintese de celulases, responsaveis pela degradacéo de
varios polissacarideos. Para o fungo, essa repressao € benéfica, porque a fonte de carbono mais
energética € usada e nenhuma energia extra é desperdicada na sintese de outros sistemas
catabolicos. Os mesmos autores relataram que esse mecanismo de regulagdo pode ser
desencadeado por vérias fontes de carbono, mas a glicose € considerada uma das fontes mais
repressivas.

O uso do CES tem se mostrado particularmente vantajoso para o crescimento de fungos
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termofilicos, uma vez que simula o habitat natural destes microrganismos. No CES, o0s
metabdlitos sdo produzidos pelos fungos diretamente sobre substratos insolGveis em agua,
como materiais lignocelul6sicos, na presenca de quantidades variaveis de agua. Essa vantagem
é estendida a producdo de enzimas, proporcionando maiores atividades em comparacdo ao
processo de cultivo submerso (GOMES et al., 2020), como foi observado no presente trabalho.
Mandels et al. (1960) também verificaram comportamento similar para a producéo de celulases
pelo fungo Trichoderma viride e pelo basideomiceto QM806. Quando crescidos a 0,5% (m/v)
de monossacarideos e dissacarideos, em cultura submersa, foi observada uma baixa ou até
mesmo inexistente producdo.

Diante dos resultados encontrados, é possivel concluir que a adi¢ao de lactose ao meio
fermentativo teve influéncia positiva direta no metabolismo responsavel pela producdo da
enzima. Cabe destacar ainda que, apesar de a lactose ser a Unica fonte de carbono de origem
animal utilizada, esta ndo apresenta risco de conter prions que possam vir a afetar uma futura
producdo de BE2G (GOMES et al., 2020).

Deste modo, na sequéncia deste trabalho, foram realizados cultivos em biorreatores
variando a taxa de aeracao, fixando-se a adi¢do de lactose 15 g.L™* na solugdo nutriente ou no
caldo de cultivo, tendo em vista que esta concentracdo proporcionou 0s melhores resultados de
indugdo da produgdo da enzima endoglucanase. Deve-se considerar que esse resultado foi
obtido com o extrato enzimatico bruto, ou seja, 0 mesmo ndo passou por nenhum processo de
purificacdo quimica, apenas por tratamentos fisicos (filtracdo e centrifugacdo), o que é
interessante do ponto de vista econdmico, uma vez que as etapas downstream contribuem para

um aumento do custo final do bioproduto.

5.2.  Avaliacdo da suplementacéo de meios de preparo de inéculo

Nestes ensaios, o objetivo foi avaliar se 0 microrganismo seria capaz de se desenvolver
como um in6culo com maior capacidade de producdo de endoglucanase, quando este fosse
preparado ja na presenca de indutores de sintese da enzima. Para tanto, ao meio de preparo do
inéculo Agar-Sabouraud-Dextrose (ASD), foi testada a adigdo de uma mistura de
carboximetilcelulose (CMC) e lactose (Lac). Os indculos obtidos a partir dos diferentes meios
de propagacdo foram em seguida utilizados para cultivos solido e submerso na auséncia e
presenca de lactose 15 g.L™?, assim como utilizando o meio de Mandels e Sternberg (1976)
como solucdo nutriente ou como caldo de cultivo. A Tabela 5.3 apresenta os resultados obtidos
da producdo de CMCase nos cultivos em estado sélido e submerso.
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Tabela 5.3. Atividade de endoglucanase (CMCase) ao final dos cultivos de M. thermophila a

partir de indculos crescidos em diferentes composi¢fes de meio.

Atividade de endoglucanase em cultivo sélido (U.gss™?)

Solucéo ASD+CMC ASD+Lac ASD+CMC+Lac ASD
nutriente
Com lactose 101,81 (+ 4,57)° 191,0 (+ 18,6)"8 184,2 (+33,6)"8 191,4 (+22,7)"8
Sem lactose 38,82 (* 15,87)° 103,6 (+ 40,2)¢ 131,5 (+ 17,5)5¢ 12,78 (+4,20)°
Mandels
- - : 138,15(+4,57)8°

e Sternberg

Atividade de endoglucanase em cultivo submerso (U.gss™?)

Caldo de ASD+CMC ASD+Lac ASD+CMC+Lac ASD
cultivo
Com lactose 50,91 (+ 2,47)¢ 95,04 (x 9,4)"8 92,2 (+16,9)"8 96,2 (+11,3)"8
Sem lactose 19,26 (+ 7,87)° 52,30 (+ 20,1)°¢ 65,73 (+ 8,65)BC 6,94 (£2,10)°
Mandels

- - - 69,20(+2,27)B¢
e Sternberg

* Médias que ndo compartilhnam uma letra séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Dessa forma, comparando os resultados dos ensaios em cultivo sélido e submerso, é
possivel observar que as duas apresentaram maiores valores de producdo de CMCase no meio
composto pela solucéo salina de Zanelato et al. (2012) incorporada de lactose, apresentando
uma diferenca significativa para meio sem lactose para quase todos os ensaios. Com relacdo ao
efeito da composicdo dos meios de preparo do indculo, ASD, ASD+Lac e ASD+CMC+Lac,
foram alcancados valores de atividade enzimatica similares, sem diferenca significativa entre
os cultivos empregando indculos crescidos nos diferentes meios.

Perez et al. (2020) cultivaram linhagem de fungos em cultivo submerso em um meio
composto por ASD, CMC e por sua mistura e observaram que maiores atividades enzimaticas
foram obtidas no meio formado pela mistura das duas substancias. Contudo, no presente estudo,
foi observado que o desenvolvimento do inéculo em ASD suplementado néo levou a aumento
da producdo enzimatica na etapa posterior de cultivo. Sendo assim, optou-se por seguir 0s
experimentos com inéculo desenvolvido apenas em meio ASD, sem necessidade de
suplementacdo. Com relagdo ao meio de cultivo, optou-se por continuar a empregar a solugéo
nutriente de Zanelato et al. (2012) acrescida de lactose 15g.L ™ para os testes de aumento de
escala para biorreatores, devido a este ser um meio de menor teor de sais utilizados, o0 que pode

vir a diminuir os custos em uma possivel utilizacdo em escala industrial, ao passo que a adigdo
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de lactose favoreceu de forma significativa a produgdo enzimatica.

5.3. Planejamento experimental fatorial 22

Com base nos resultados dos ensaios iniciais em escala de frascos, foram selecionados
0s niveis a serem utilizados para um planejamento experimental fatorial 22 em triplicata. O
objetivo foi identificar, a partir das respostas, as condi¢fes de cultivos que permitiriam obter
uma maior producéo de enzimas para um posterior uso em escala de biorreatores. Os fatores
analisados foram a concentracdo de lactose e a proporcdo de substrato. A variavel resposta
analisada foi a atividade de endoglucanase (CMCase).

A Tabela 5.4 apresenta os fatores utilizados no planejamento experimental e 0s

resultados obtidos da producdo de CMCase nos cultivos em estado sélido e submerso.

Tabela 5.4: Resultados do planejamento fatorial dos cultivos em estado solido e submerso de
M. thermophila para atividade de endoglucanase.

Cultivo em estado sélido (U.gss™)

Concentracédo de

1 BC:FT7:3m/m  BC:FT 1:1 m/m BC:FT 9:1 m/m
lactose (g.L™?)
15 244,74 (£13,72)"* 212,64 (+20,67)"2 45,48 (+10,96)"
30 172,67(x20,87)"* 166,01 (+24,80)" 29,13 (+ 14,12)"°
45 147,23 (¥29,87)% 162,98 (+14,19)"2 27,92 (+6,88)A°

Cultivo submerso (U.gss?)

Concentracéao de

1 BC:FT 7:3m/m BC:FT 1:1 m/m BC:FT 9:1 m/m
lactose (g.L™?)
15 122,84 (+13,72)" 106,74 (+10,34)" 22,36(+10,96)"°
30 86,67 (+20,87)"  83,35(+12,41)" 14,55(+14,12)A°
45 73,23 (£15,57)B2 81,05 (£7,19)" 13,54 (+6,88)"°

*Letras maiusculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05); Letras
minGsculas diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p < 0,05); Letras iguais indicam

que as médias ndo diferem significativamente entre si (ao nivel de 5% de significancia).

Observa-se na Tabela 5.4 que a atividade de endoglucanase ap6s o término de cada
ensaio diminuiu numericamente com o aumento da concentracao de lactose, sendo que para 0s
cultivos solido e submerso os maiores valores foram obtidos na concentragio de 15¢g.L™, iguais
a 244,74 e 122,84 U.gss, respectivamente. E possivel observar a proximidade nos valores de
atividade de CMCase para 0s ensaios realizados na proporgao de 7:3 e 1:1 (m/m) por meio do
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teste Tukey, o0 que indica que nessas condi¢fes ocorre uma maior secre¢do de enzimas para
meio extracelular quando empregada a lactose como fonte de carbono indutora nessas
proporgdes.

Nas Figuras 5.4 (a) e (b), estdo apresentados os diagramas de Pareto para avaliacdo dos
efeitos das variaveis independentes nas respostas dos ensaios sélido e submerso. Aquelas que
foram estatisticamente significativas ultrapassam a reta vertical, sendo que esta reta é indicativa
do limite de confianca de 95% (p < 0,05).

Figura 5.4. Diagrama de Pareto para a atividade de endoglucanase (CMCase) nos cultivos
solido (a) e submerso (b).
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Com base nas Figuras 5.4 (a) e (b), é possivel confirmar que em ambos os cultivos as
variaveis proporcdo de substrato e concentracdo de lactose apresentaram uma influéncia
significativa em relacdo a resposta dos ensaios, em termo linear. A literatura reporta alguns
trabalhos que mostram a influéncia dessas varidveis independentes na producdo de enzimas
(SADHU et al. 2013; LUGANI et al. 2015; SHAJAHAN et al. 2017).

Os sinais negativos para a proporc¢éo (-10,2946 e -7,4637) e concentragéo (-3,8472 e -
2,8383) nos cultivos sélido e submerso, respectivamente, indicam que o aumento no valor
dessas variaveis leva a reducédo da atividade CMCase alcancada.

A interagéo entre a concentracdo e a composicao do substrato ndo apresentou influéncia
estatistica significativa para o intervalo de confianca de 95%. Com base nos dados obtidos, é
possivel observar que a concentracdo apresenta efeito negativo, indicando que aumentar a
concentracio de lactose para valores maiores do que 15 g.L™* ndo incrementa o efeito indutor
da producdo da enzima, sendo o mesmo valido para o aumento da proporcao de bagaco de cana
na composi¢cdo do substrato de 9:1, onde indica que hd uma faixa ideal para producdo de
endoglucanases, que acima ou abaixo de 7:3 a producéo € inibida. Com relacdo a concentragédo
de lactose, os presentes resultados estdo de acordo com os de Gomes et al. (2020), ao passo que

em relacdo a proporc¢do bagaco e farelo, os resultados concordam com Zanelato et al. (2012).

5.4.  Cinética de crescimento de M. thermophila em cultivo em estado sélido

Uma alternativa para se avaliar o crescimento microbiano no CES € correlaciona-lo com
a atividade metabolica por meio da atividade de enzimas extracelulares (MITCHELL et al.,
2006). A Figura 5.5 apresenta o resultado do ajuste da equacdo da logistica na cinética
enzimatica dos cultivos solidos do fungo Myceliophthora thermophila I-1D3b em BC:FT 7:3
(m/m) em embalagens de polipropileno, onde é possivel identificar as fases tipicas de
crescimento deste microrganismo. A velocidade especifica de producdo de endoglucanase ()
é indicada junto ao respectivo grafico, assim como o valor do coeficiente de correlacio (R?) do
modelo ajustado.

O modelo logistico ajustou-se bem aos dados experimentais e resultou em altos valores
de coeficientes de determinacéo (R?). O valor da velocidade especifica de aumento da atividade
foi 1 =0,064 ht, em relacdo as medidas realizadas, o que confirma o relato de Rodrigues et al.
(2022), que também reportou que a equacgéo logistica foi a que melhor se ajustou aos dados
cinéticos de endoglucanase de Myceliophthora thermophila em CES com R? > 0,99 e boa
descri¢do da cinética de crescimento na temperatura de 45°C, mas no caso da autora sem a

adicdo de lactose.
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Figura 5.5: Ajuste da equacdo da logistica aos pontos experimentais do cultivo em estado
solido de M. thermophila para atividade de endoglucanase.
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Palma (2003) realizou o cultivo do fungo termofilico Thermoascus aurantiacus em
escala de frascos e em reatores de coluna para producdo de Xxilanases, empregando como
substrato bagaco de mandioca e farelo de arroz na proporcao 7:3 (m/m). A velocidade especifica
de crescimento enzimatica determinada por Palma foi 0,0061 h™, inferior & do presente trabalho
(0,064 h't), demostrando a alta velocidade na producgdo de enzimas nas condicdes do presente
estudo.

A partir da Figura 5.5, é possivel observar que a curva cinética apresenta comportamento
crescente similar a estudos realizados por Casciatori et al. (2015) e Gomes et al. (2020). O ajuste
da equacdo da logistica permitiu visualizar a evolu¢do microbiana ao longo das 96 horas de
cultivo, com a fase lag parecendo estar compreendida nas primeiras 20 horas, a exponencial se
estendendo de 20 até aproximadamente 90 horas e, por fim, com a fase a estacionaria se
iniciando a partir de 90 horas de cultivo. J& em 96 horas, tem-se a atividade maxima, que
possivelmente seria seguida de uma reducdo caracteristica deste tipo de cinética, embora o
modelo ndo preveja a fase de decaimento.

Zanelato (2011) cultivou o fungo Myceliophthora thermophila 1-1D3b nos mesmos
substratos e condigOes empregados neste trabalho, em um tempo de 144 h. O autor observou
que a atividade de endoglucanase obtida aumenta acentuadamente durante as primeiras 48 h de
cultivo e estabiliza apds 96 h. O maior valor de atividade de endoglucanase foi obtido no tempo
de 96 horas com valor de 260,84 U/gss. Tal resultado esta de acordo com o previsto por
Rodrigues et al. (2020), que havia estabelecido o tempo de 96 h como 6timo para obtencéo de

endoglucanase a partir do CES deste mesmo microrganismo a 45°C, empregado 0s mesmos
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substratos, sendo obtidos valores na faixa de 290,0 U/gss.

Poucos artigos estao disponiveis na literatura sobre a cinética de crescimento de fungos
termofilicos em CES para propositos industriais, sendo importante conhecer tais cinéticas para
melhoria de produtividade, e nenhum trabalho foi encontrado para o cultivo com lactose como
fonte indutora em meio de substrato de bagaco de cana, 0 que mostra a importancia do presente
estudo para uma possivel aplicagdo em nivel industrial. Esse dado é importante, por exemplo,
para se estabelecer um menor tempo de cultivo dos fungos que apresentaram maior velocidade
de crescimento (BENOCCI et al. 2017; SAMAL et al. 2017; FAVARO et al. 2020).

5.5. Teste com soro de leite como fonte de lactose

5.5.1. Caracterizacgdo do soro de leite

A caracterizagédo do soro de leite in natura foi realizada com o objetivo de conhecer a
concentracdo de lactose presente no soro, e avaliar a possibilidade de aproveitamento deste
residuo como fonte do acUcar indutor. A composicao de lactose pode variar de acordo com a
qualidade e o tipo de leite utilizado, bem como com o processo de coagulacdo empregado na
producdo de diferentes tipos de queijo. As médias dos resultados das andlises quimicas por
acucares redutores totais (DNS) do soro in natura e concentrado, assim como a equacdo da
curva padréo, séo apresentadas na Tabela 5.5.

Tabela 5.5. Resultados da analise quimica do soro de leite in natura e concentrado.
Concentracédo de acgucares redutores

Soro de leite .
(9.L7)
In natura 8,20 (+ 0,72)B
Concentrado 30,76 (+ 0,87)"

Clactose (&/L) = 1,2265 Abssyy + 0,0304 R2=0,9922

* Médias que ndo compartilham uma letra séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Considerando os dados apresentados na Tabela 5.5, o teor de lactose do soro de leite in
natura estd na faixa de valores reportados por Rachow (2019), Mossamann et al. (2020) e
Baldasso et al. (2022) para suas respectivas amostras de soro de leite in natura (8,46; 5,58 e 5,0
g.L %, respectivamente).

Pode-se observar que a etapa de concentracdo do soro de leite in natura resultou de fato

em um aumento do teor de lactose em mais de 3 vezes, 0 que é interessante do ponto de vista
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industrial. O aumento da concentracdo pelo método empregado era esperado porque a retirada
do teor de &gua implica na quebra das interagcGes do aglcar com a &gua, o que contribui para
um aumento do teor de lactose. Com o aumento da concentragcdo das amostras, ocorre um
aumento do teor de solidos totais (BERNARDI, 2020), concordando com estudos realizados
por Prazeres et al. (2013), que reportaram incremento do teor de lactose com o aumento da
concentracdo de solidos soluveis da amostra.

Sendo assim, o método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) mostrou-se satisfatorio e
indicado para a quantificacdo de lactose no soro, sendo possivel elaborar uma curva padrédo com
coeficiente angular adequado e com boa linearidade. Além disso, por meio deste método, foi
possivel quantificar a concentracdo de lactose na amostra de soro de leite in natura e ap6s a

realizacdo de uma etapa de concentracdo dos solidos soltveis no material.

5.5.2. Avaliagdo da adicédo de soro de leite sobre o crescimento do microrganismo e a
atividade de endoglucanase (CMCase)

Os cultivos solidos e submersos foram realizados utilizado como fonte de carbono soro
de leite in natura e concentrado em substituicdo a lactose sintética (comercial). Apds o periodo
de 96 horas, formou-se uma fina camada de micélio na superficie do meio de cultivo submerso,
opaca e de coloracdo verde-amarelada, enquanto nos cultivos sélidos foi possivel observar o
crescimento do fungo por meio da aparéncia cotonosa nos sacos de polipropileno, conforme

pode ser visto na Figura 5.6.

Figura 5.6. Aparéncia dos cultivos sélido e submerso de Myceliophthora thermophila 1-1D3b
apos as 96 horas de cultivo.

Fonte: Arquivo pessoal (2023).
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Uma das maiores desvantagens da utilizacdo das fontes de carbono sintéticas é o custo
destes insumos. O uso de meios de cultivo mais econémicos é, portanto, de grande importancia
para a reducao dos gastos envolvidos com a producéo de enzimas. Neste trabalho, foi utilizado
um meio de cultura contendo o soro de leite, um residuo da industria de laticinios, para o
crescimento do microrganismo e a inducao de secrecao da celulase, visto que o residuo € rico
no aglcar que melhor induziu a atividade de endoglucanase.

A fim de definir a melhor concentracdo deste residuo, sua quantidade foi variada no
meio de cultura e os resultados das andlises de atividade de endoglucanase (CMCase) estéo
mostrados na Tabela 5.6, onde constam os valores das médias e dos desvios padrdo das
triplicatas dos cultivos sdlidos e submersos e de duas formas de controle: sem adig&o de lactose
ao meio (controle negativo) e outro com a utilizacdo de lactose sintética na concentracao de 15
g.L* (controle positivo), além dos resultados da comparagdo de médias por teste Tukey (o =
0,05).

Tabela 5.6. Atividade de endoglucanase (CMCase) ao final dos cultivos de M. thermophila a

partir de indculos crescidos no meio formado por soro de leite.

Atividade de endoglucanase do cultivo sélido (U.gss?)

Concentracgéao de Controle Controle
. Uso do soro de S
lactose no soro de leite lei sem lactose com lactose sintética
1 eite . o
(g.L ) (negativo) (positivo)
8 139,36 (+14,87)8
149,65 (+11,10)B 244,74 (x13,72)*
15 255,04 (+x2,77)A
Atividade de endoglucanase do cultivo submerso (U.gss™)
Concentracédo de Controle Controle
. Uso do soro de S
lactose no soro de leite lei sem lactose com lactose sintética
1 eite . -
(g.L ) (negativo) (positivo)
8 56,99 (+12,89)8
79,37 (+1,39)8 127,82 (+9,61)"
15 138,39 (+14,87)A

* Médias que ndo compartilham uma letra séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Avaliando-se o efeito das concentragdes de lactose e da forma de cultivo para a secregéo
de enzimas celulases, foi possivel verificar que a maior concentracdo de lactose proveniente do
soro de leite em 15 g.L* proporcionou o alcance da maior atividade de endoglucanase para
ambas as formas de cultivos (sélido e submerso). Cardoso et al. (2008) utilizaram soro de leite
em cultivo submerso com o objetivo de substituir fontes de carbono. Esses pesquisadores
constataram que o soro de leite foi uma 6tima fonte alternativa para inducéo da producédo de
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celulases, reportando o alcance de uma atividade de 408,20 U/mL a um custo de produgdo bem
menor comparado ao obtido empregando fontes sintéticas. Falleiros et al. (2015) avaliaram a
utilizacdo de permeado de soro de leite e observaram comportamento similar de producéo de
enzimas em cultivos solidos.

Comparando-se 0s ensaios na concentracdo de lactose de 15 g.L™* advinda de soro,
sélido (255,04 U.gss™) e submerso (138,04 U.gss™), com o controle realizado com lactose
sintética, solido (244,74 U.gss™) e submerso (127,82 U.gss?), observa-se que ndo ocorreu uma
diferenca significativa em ambas as formas de cultivo, o que mostra a grande perspectiva da
utilizacdo do soro como fonte do indutor em substituicdo a lactose sintética para a produc¢éo de
enzimas celuloliticas. Corroboram com esses resultados estudos da literatura para a producao
de enzimas B-galactosidase com uso de subprodutos da rota de producéo de leite, como soro de
leite por Bosso et al. (2019), permeado de soro por Hein (2015) e soro de leite por Ferreira
(2019). Entretanto, ao utilizar o soro de leite como fonte de carbono para producdo de uma
protease alcalina de um novo isolado de Bacillus sp. L21, os autores constataram que este
residuo proporcionou menor atividade especifica da enzima (TARI et al., 2006), possivelmente
devido ao fato de o soro também aportar maior quantidade de proteinas sollveis ao meio de
cultivo.

A menor atividade enzimatica no controle realizado sem a presenca de uma fonte de
lactose ja era esperada, visto que a lactose atuou como fonte de inducdo da biossintese de
enzimas celuloliticas para o meio extracelular, o que contribui para uma maior atividade, como
havia sido observado nos ensaios com adicao de lactose aos meios de cultivo sélido e submerso
e na literatura (BEZERRA et al., 2021; CUNHA et al., 2012; SILVA, 2017; PANDEY; NEGI,
2020). Ao se avaliar os ensaios realizados com soro de leite na concentragdo de 8 g.L™? (in
natura), observa-se atividade enzimatica mais baixa em comparagdo a concentracdo de 15 g.L
1 0 que também esta de acordo com os resultados que ja haviam sido encontrados com uso de
diferentes concentracdes de lactose sintética, parecendo a concentragdo do agticar de 15 g.L*

ser a ideal para favorecer a secrecdo das enzimas de interesse.

5.6. Avaliacdo do efeito da taxa especifica de aeracdo em biorreatores

Nesta etapa do trabalho, foram realizados ensaios experimentais em escala ampliada,
variando-se a taxa de aeracdo em biorreatores. Para o cultivo em estado sélido, foi utilizado
biorreator de leito empacotado (BLE); para cultivo submerso, foi utilizado tanque agitado
aerado (TAA).
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5.6.1. Cultivos em estado sdlido em biorreator de leito empacotado (BLE)

5.6.1.1. Resultados térmicos dos cultivos

A Figura 5.7 apresenta os perfis de temperatura dos cultivos em duplicata para duas
taxas de aeragdo empregadas no BLE. E possivel observar que as temperaturas médias
registradas ao longo dos cultivos se mantiveram em torno de 45°C, considerada como a
temperatura ideal do processo.

Figura 5.7. Perfis de temperatura do cultivo em estado sélido em BC:FT 7:3 m/m de M.

thermophila em BLE.
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Também se nota um retardamento do pico de temperatura no cultivo com aeracdo em
0,5 vvm, que ocorre por volta de 18 horas, enquanto no cultivo com aera¢do em 1 vvm esse
pico ocorreu em 10 horas. Tal comportamento estd associado ao deslocamento da fase de
crescimento dos microrganismos e consequentemente do acimulo do calor metabolico gerado
em funcdo da maior ou menor disponibilidade de oxigénio. Esta observacdo tambem foi
encontrada previamente por Zanelato et al. (2012) e sera corroborada quando da analise do

gréafico de desprendimento de gés carbdnico ao longo desses cultivos, na se¢do seguinte.
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Os ruidos observados no grafico sdo tipicos deste tipo de experimento, para o qual ndo
se deve esperar precisdo maior que 0,5°C (HENRIQUE et al., 2022). A Tabela 5.7 traz os
valores das temperaturas maximas atingidas e do tempo medio para alcance do pico de
temperatura, com base no que se avaliou o efeito da aeracdo sobre o desempenho térmico do

bioprocesso, por meio de comparages estatisticas.

Tabela 5.7. Analise térmica ao longo do processo fermentativo BLE.

Aeracao Temperatura maxima Tempo médio
(vwm) (°C) (h)
1,0 47,06 + 0,22 10,3 + 0,1
0,5 47,54 + 0,75 17,6 + 0,48

* Médias que ndo compartilhnam uma letra séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

N&o foi observada diferenca significativa entre as temperaturas maximas atingidas,
conforme apresentado na Tabela 5.7. A maxima temperatura registrada foi em torno de 47°C,
ndo havendo, portanto, ocorrido superaquecimento consideravel no interior do biorreator, nem
mesmo quando fora empregada a menor taxa de aeracdo, 0,5 vvm. Resultados semelhantes
foram encontrados por Zanelato et al. (2012) e Perez et al. (2021), que também relataram um
aumento na temperatura de somente 2°C no cultivo do mesmo fungo, porém sem a adicdo de
lactose a solucdo nutriente. Em ambos os trabalhos, a temperatura da camisa foi igualmente
mantida a 45°C.

Ademais, a variacdo de temperatura ao longo do tempo foi baixa, indicando boa
homogeneidade térmica para esse tipo de biorreator, um atributo industrial muito interessante.
Outro fator que pode ter sido determinante para a homogeneidade térmica do biorreator foi a
escolha de um fungo termofilico como agente fermentativo e de uma matriz sélida com alta

porosidade para seu cultivo.

5.6.1.2. Analise respirométrica

A Figura 5.8 apresenta os perfis de concentracdo em volume de CO- (%) em duplicata
ao longo do tempo de cultivo. Observa-se que os perfis de concentracdo de CO. apresentaram
0 mesmo comportamento dos perfis de temperatura, indicando que a elevagédo da temperatura
nos cultivos com M. thermophila foi, de fato, devido a geracdo de calor metabdlico. Assim, tal
observacao reitera que a maxima geracdo de calor metabolico pelo fungo levou ao pico de

temperatura no processo, tendo ocorrido durante sua fase de crescimento acelerado, durante a
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qual a taxa de respiracdo da cultura foi maxima.

Figura 5.8. Perfis de concentracdo de CO2 em fungdo do tempo de cultivo em duplicata em

BLE.
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A partir do gréafico da Figura 5.8, é possivel observar que a maior concentragdo em
volume de CO- se deu na vazdo de 0,5 vvm, com valor em torno de 0,37 £ 0,02 (%), enquanto
na maior taxa de aeracdo o valor encontrado foi de 0,31 + 0,01 (%), 0 que esta associado a
maior diluicdo do CO2 na corrente gasosa na maior taxa especifica de aeracéo. De acordo com
Casciatori (2015), esse pico de concentragdo de CO> se d& exatamente no momento de maior
temperatura atingida no cultivo do fungo Myceliophthora thermophila 1-1D3b, o que corrobora
com os resultados do presente estudo. Ressalta-se que os ruidos observados nos valores
adquiridos de CO- no final da curva, referentes aos periodos nos quais os valores sdo mais
baixos, estdo proximos do limite minimo de detec¢éo da sonda, o que pode interferir nos dados
adquiridos.

Uma das vantagens da medida da concentragdo de CO2 como indicativo do crescimento
durante o CES é ndo necessitar de amostragem do meio de cultivo, pré-tratamentos e analises
quimicas do fermentado, podendo ser realizadas medidas online (CASCIATORI, 2015). A
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partir dos dados de CO>, também foi possivel determinar as taxas especificas de crescimento,
através do ajuste de um modelo de cinética aos dados de CO, acumulado desprendido ao longo
do tempo de cultivo. Dentre os modelos, a equacgéo da logistica representa melhor o crescimento
fangico em CES (VICCINI et al. 2001) e, portanto, foi escolhida para os ajustes do presente
trabalho.

A Figura 5.9 apresenta a representacéo grafica do modelo de regressao logistica ajustado
aos pontos experimentais de gas carbdnico acumulado nos cultivos com taxas de aeracdo de 1

e 0,5 vvm, respectivamente.

Figura5.9. Ajuste do modelo de regressdo logistica aos dados de CO, acumulado em duplicata.
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Por meio da Figura 5.9, é possivel observar que o modelo de regressdo logistica se
ajustou bem aos dados experimentais e resultou em altos coeficientes de determinagdo (R?), 0
que demonstra que a producdo de CO> foi bem descrita pelo modelo. Estes comportamentos
estdo coerentes com os resultados encontrados por Rodrigues et al. (2022) que, trabalhando
com Aspergillus niger, obtiveram valores do coeficiente de determinagdo proximos dos
encontrados no presente estudo, variando de 0,97 a 0,98, aproximadamente. Com respeito ao
perfil de CO, acumulado, pode-se perceber uma maior quantidade produzida de CO2 nos
ensaios sob a maior taxa de aeragdo. Isso significa que o crescimento fangico foi favorecido,

tanto pela maior oferta de oxigénio quanto pela maior retirada do sistema de off gases e de calor
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metabdlico, o que também pode estar diretamente relacionado a maior produgéo de biomassa e
maiores atividades enziméticas atingidas, como sera visto nos resultados apresentados adiante.

A produgéo total acumulada de CO2 em 96 h foi de 185,53 mol (8,16 kg) para 1 vwvm e
de 116,06 mol (5,11 kg) para 0,5 vvm. Na Tabela 5.8, estdo apresentados os valores médios das
velocidades de producgéo de CO, para ambos 0s casos em estudo. Observa-se que néo houve
diferenga estatistica significativa entre os valores da constante especifica de crescimento ()
para as duas taxas de aeracdo. Resultados semelhantes foram obtidos por Casciatori (2015), que
estimou um valor de p igual a 0,06 h' para M. thermophila 1-1D3b com taxas de aeracéo
menores sob as mesmas condi¢cGes aqui empregadas. Henrique et al. (2022) avaliaram
experimentalmente o crescimento de Myceliophthora thermophila M.7.7 também em BC:FT
7:3 m/m e obtiveram valores de p na faixa de 0,07 h, similares aos do presente trabalho. Os
resultados encontrados mostram que ambas as condi¢des propostas de aeracdo sdo favoraveis
ao desenvolvimento do microrganismo, suprindo oxigénio suficiente e proporcionando bom

controle térmico.

Tabela 5.8. Constantes especificas de producdo de CO> de acordo com as taxas de aeragdo em
BLE.

Aeracéo )
Constantes especificas p (')
(vwvm)
1,0 0,074+ 0,003
0,5 0,070 + 0,0014

* Médias que ndo compartilham uma letra séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

5.6.1.3. Atividades enzimaticas

Para fins de avaliagdo do efeito da taxa de aeracao sobre a atividade enzimatica, foram
consideradas as médias dos ensaios em duplicatas, obtidas no biorreator para as duas taxas de
aeracdo, em vvm (volume de ar por volume de meio por minuto). Os resultados estdo

apresentados na Tabela 5.9.

Tabela 5.9. Atividade de endoglucanase e PFase, em U/gss, em relacdo as taxas de aeracéo.

Aeracao (vvm) Endoglucanase (CMCase) (U/gss) PFase (U/gss)
1,0 203,60 + 35,50* 11,70 + 1,95
0,5 129,24 + 19,798 10,16 + 3,01

* Médias que ndo compartilham uma letra séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Pode-se observar um aumento da atividade enzimatica endoglucanase com o aumento
da aeracdo analisada. Essa diferenca de atividades pode estar relacionada a fatores bioldgicos
e/ou bioguimicos do microrganismo, o que é corroborado pela maior producao de COa.

Os resultados de atividade enzimatica obtidos no presente estudo foram superiores
quando comparados a estudos similares recentes da literatura, como os de Rodrigues et al.
(2022) e de Henrique et al. (2022), que realizaram cultivos com M. thermophila 1-1D3b em
BC:FT 7:3 m/m com taxas de aeracdo de 0,97 e 1,0 vvm, respectivamente, tendo obtido valores
de endoglucanase iguais a 158,3 U/gss para o cultivo com aeragdo de 0,97 vvm e 140,0 U/gss
para o cultivo com 1,0 vvm, indicando que a aeracdo de 1 vvm utilizada no presente estudo
favoreceu maior producdo de endoglucanase, quando associada a suplementacdo do meio de
cultivo com lactose como indutor da biossintese de celulases.

Para as duas diferentes enzimas quantificadas (CMCase e PFase), a analise de variancia
(o =0,05) indica que a taxa de aerag@o do biorreator teve efeito significativo apenas sobre uma
das variaveis resposta, no caso da CMCase. Logo, pelo teste de Tukey, a atividade CMCase,
enzima responsavel por atacar a parte amorfa da celulose, foi estatisticamente diferente entre 1
e 0,5 vvm. Ja a atividade média de FPase, que expressa a atividade conjunta do complexo de
enzimas celuloliticas secretadas pelo fungo, foi estatisticamente igual para as duas taxas de
aeracdo, o que denota que a taxa de aeracdo em 1 vvm foi mais eficiente para a producéo de
algumas das enzimas do complexo celulolitico secretadas para 0 meio de cultivo, mas nao de
todas, de forma que a atividade sinérgica com as demais enzimas do complexo néo foi afetada.

Resultados semelhantes foram relatados por Casciatori (2015) e Frassatto (2020), que
também cultivaram M. thermophila I-1D3b, e obtiveram uma maior atividade de endoglucanase
em relacdo a FPase. Portanto, pode-se afirmar que o extrato enzimatico obtido a partir do
processo avaliado no presente trabalho possui grande potencial para ser aplicado na etapa de
hidrélise da rota bioquimica de produgdo de BE2G, assim como na obtencdo de nanocelulose
(KATAYAMA et al., 2022), neste ultimo caso por ser um extrato caracterizado como rico em
endoglucanase.

Cabe lembrar que a matriz sélida permaneceu estatica durante todo o processo aqui
avaliado e, dessa forma, o desenvolvimento do microrganismo néo foi prejudicado por nenhum
tipo de atrito. Em nenhum dos cultivos houve contaminacéo, tornando o processo ainda mais
atrativo em ambito industrial. Essas descobertas trazem informacGes sobre a relagéo entre o
crescimento do fungo, aeracdo e sintese de alguns metabdlitos, como é o caso das
endoglucanases e FPase neste estudo.
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5.6.1.4. Umidade

Outra dificuldade na operagdo de biorreatores de leito empacotado é a possivel reducao
do teor de umidade do meio poroso ao longo do cultivo, o que tem consequéncias diretas sobre
o0 crescimento fangico e a producao de metabdlitos (GERVAIS; MOLIN, 2003). A Tabela 5.10
mostra os conteudos de umidade final da matriz sélida (em porcentagem de umidade em base
umida, % b.u.) ao final do tempo de cultivo em cada mddulo, sob as taxas de aeracéo de 0,5 e

1vvm.

Tabela 5.10. Umidade final do meio utilizado nos modulos acessoérios de entrada, fermentativo
e saida do BLE ap0s os cultivos de M. thermophila em estado sélido em BC:FT 7:3 m/m.

Aeracéo Modulo de entrada  Modulo fermentativo  Modulo de saida
(vwm) (%o em b.u.) (% em b.u.) (% em b.u.)
1,0 33,33 +1,72¢ 73,80 £ 1,074 13,16 + 0,96°
0,5 61,64 + 0,178 63,67 + 0,748 52,23 +0,128¢

* Médias que ndo compartilhnam uma letra séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Sabendo-se que a umidade inicial dos modulos fermentativos foi de 75% (b.u.) em
ambas as vazdes de operacdo, pode-se afirmar que nos diferentes ensaios ocorreu a preservagao
da umidade na faixa superior a 60% nos modulos fermentativos durante os cultivos, o que é
confirmado através do teste de Tukey, garantindo assim a manutencdo das condi¢cbes de
umidade 6timas para o crescimento do fungo Myceliophtora thermophila I-1D3b (ZANELATO
et al., 2012). Um fator primordial que pode ter garantido a saturacdo do ar e impedido uma
secagem excessiva dos modulos fermentativos foi a reposicao didria de agua nos umidificadores
de ar e a ndo elevagado expressiva da temperatura no interior do leito ao longo do cultivo, além
da efetividade do médulo de entrada, utilizado como moédulo “sacrificio” em caso de possivel
secagem, o que foi observado para a aeragédo a 1,0 vvm.

A reducédo de umidade do meio poroso é decorrente do ndo-equilibrio termodinamico
entre os contetidos de dgua presentes no ar de percolacdo e no substrato sélido. Embora o ar
possa entrar saturado no leito, se sua temperatura aumentar ao longo biorreator devido aos
gradientes de temperatura decorrentes da atividade metabolica, pode ocorrer secagem do
material no decorrer do bioprocesso (CASCIATORI, 2015).

Em relacdo aos substratos contidos nos modulos de entrada e saida, observa-se que
ocorreu o efeito de secagem e absorcéo de &gua, respectivamente, sendo que tal comportamento
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jaeraesperado. Quanto ao médulo de entrada, o ar pode ficar abaixo da saturagéo entre a coluna
de umidificacdo e a entrada do leito de particulas, passando entdo a ser capaz de remover agua
do modulo acessorio de entrada. Quanto ao modulo de saida, pode haver condensacédo de
umidade quando o ar encontra o ambiente externo em mais baixa temperatura. Assim, a
utilizacdo dos médulos acessorios (entrada e saida) foi capaz de proteger a matriz fermentativa
como desejado, uma vez que ndo foi observada uma variacdo significativa na umidade do
modulo fermentativo e, portanto, ndo foi prejudicado o metabolismo do fungo. Umsza-Guez
(2009) relatou secagens mais intensas dos médulos inferiores e inundacgdo dos médulos do topo
do leito, porém sem o uso dos médulos acessorios. Por outro lado, Rodrigues et al. (2022)
cultivaram o fungo M. thermophila em BLE em condi¢des semelhantes as aqui empregadas,
com o uso dos madulos de entrada e saida, e nao relataram problemas com a secagem do leito

fermentativo, nem com inundacdo dos modulos proximos ao topo.

5.6.1.5. Proteinas solUveis

A determinacdo de proteina também tem sido empregada para avaliar o crescimento de
microrganismos e a producdo de metabdlitos no CES (SANTOS, 2007; EDUARDO, 2010;
SILVA FILHO, 2005; PARIS, 2008). Em geral, duas alternativas podem ser aplicadas para a
evolucdo do conteldo proteico do fermentado ao longo do tempo: a determinacdo do contetido
total das proteinas ou a obtencdo das proteinas sollveis na extracdo sélido-liquido ao final do
tempo de cultivo.

Para o extrato oriundo de cada ensaio, foram realizadas analises em duplicata do teor de
proteinas solUveis, pelo método de Bradford. Além da correlagdo com o crescimento, também
através dos valores de proteinas sollveis dos extratos, foi possivel obter as atividades
especificas, como uma medida da pureza dos extratos, e cujos valores médios calculados

encontram-se dispostos na Tabela 5.11.

Tabela 5.11. Producdo de proteinas soluveis e atividade especifica de acordo com as taxas de

aeracdo em BLE.

Aeragéo (vvm) Proteinas solUveis Atividade endoglucanase especifica
(mg/L) (U/mg)
1,0 226,06 * 6,314 45,05 + 0,974
0,5 256,38 + 8,834 23,32 + 5,268

* Médias que ndo compartilnam uma letra séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Apesar de a taxa de aeragdo de 0,5 vvm ter apresentado maior teor de proteinas solaveis,
a diferenca dos resultados entre as duas vazdes de aeracdo nao foi estatisticamente significativa
(oo = 5%). No entanto, em termos de atividade especifica, esta foi significativamente menor na
menor taxa de aeracdo. Isso pode significar que, sob oferta de oxigénio mais restrita, 0 fungo
produziu uma maior diversidade de proteinas soltveis, mas ndo elevou sua producéao de enzimas
com atividade endoglucanase, o que reforca a importancia da boa aeracao para o proposito do

presente estudo.

5.6.2. Cultivos submersos em biorreator tipo tanque agitado aerado (TAA)

Os fungos filamentosos, em cultivo submerso, podem crescer sob a forma de pellets
(aglomerado de células) ou na forma dispersa (concentrado de hifas e agregados), dependendo
das condicBes de cultivo e da propria linhagem (FAHEINA JUNIOR, 2012). Neste trabalho, o
fungo Myceliophtora thermophila I-1D3b cresceu sob a forma dispersa, levando a um aumento
na viscosidade do meio ao longo do tempo de cultivo. A Figura 5.10 apresenta uma foto do

frasco adaptado como TAA para o cultivo submerso do fungo M. thermophila.

Figura 5.10. Sistema utilizado no cultivo submerso, imagem real ao final do tempo de 96 h.

/ -~
/

Fonte: Arquivo pessoal (2023).

Foi observado que ao longo do periodo de 96 h ocorreu crescimento celular acentuado
do microrganismo no meio de cultivo, o que denota a boa capacidade do fungo Myceliophthora
thermophila I-1D3b em produzir celulases a partir de substratos lignoceluldsicos suspensos em
meio liquido e 0 bom efeito indutor da lactose como fonte de carbono adicional na concentragdo
de 15 g.L* também em sistema de cultivo submerso.

Resultados obtidos por Domingues et al. (2001) demonstraram que 0 crescimento na
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forma de esporos em meio liquido facilita a adesdo dos fungos ao material celulésico,
auxiliando na obtengdo de uma maior produtividade de enzimas celuloliticas. Este fendbmeno
possivelmente esta relacionado a limitacdo da transferéncia de oxigénio dentro dos pellets

(BUFFO et al., 2020), cuja formacéo ndo foi observada no presente trabalho.

5.6.2.1. Atividades enzimaticas e concentracéo de proteinas soltveis

As Figuras 5.11 (a) e (b) mostram os resultados do acompanhamento da atividade de
endoglucanase e proteinas soltveis ao longo do tempo de cultivo do fungo M. thermophila
com taxas de aeracdo de 1,0 e 0,5 vvm, quando o dissacarideo lactose foi usado como fonte de
carbono para suplementar o caldo de cultivo no biorreator tipo tanque agitado aerado (TAA).

As analises sdo a media das trés repeticdes e as barras de erro representam o desvio padrao.

Figura 5.11. Producéo de endoglucanase (a) e proteinas soltveis (b) ao longo do cultivo
submerso de M. thermophila com lactose (15 g.Lt) em TAA com taxa de aeragdo de 1,0 e 0,5
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Ao analisar a Figura 5.11, nota-se que os maiores valores de endoglucanase e proteinas
soluveis foram observadas na aeragdo de 1 vvm, sendo reduzida praticamente a metade no
cultivo conduzido com 0,5 vwm. E possivel observar um crescimento acentuado tanto de
atividade enzimatica quanto do teor de proteinas sollveis nas primeiras 48 h dos cultivos,
evidenciando que a producdo enzimatica foi associada ao crescimento, sendo provavel que o

microrganismo tenha consumido a lactose contida no meio durante a fase inicial de crescimento,
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levando ao réapido crescimento observado nessa fase. Por sua vez, o teor de proteinas diminuiu
rapidamente apds esse periodo, o que pode ser atribuido a deplecdo de nutrientes necessarios
ao metabolismo do microrganismo, ou ainda ao acumulo de metabolitos secundarios, levando
a uma reducdo na produtividade e a degradacdo de uma parte das proteinas inicialmente
produzidas como fontes de carbono e de nitrogénio (LIMA et al. 2017).

Com o decorrer do tempo de cultivo entre 48 e 96 h, a atividade de CMCase oscilou um
pouco, mas permaneceu praticamente constante, sobretudo na menor aeracéo, coincidindo com
0 que ocorreu em relacdo a concentracdo de proteinas sollveis, haja vista que existe uma
correlacéo direta entre os parametros analisados. O uso da aeragdo de 1 vvm, que proporcionou
maior disponibilidade de oxigénio no sistema, pode explicar as maiores produgdes das enzimas
de interesse e de outras proteinas observadas nos ensaios com essa taxa de aeracao, a0 mesmo
tempo em que a degradacdo ao final do cultivo foi maior, provavelmente devido a maior
concentracdo final de células.

E necessario destacar que o sistema utilizado no cultivo submerso em TAA foi realizado
em condi¢Bes com agitacdo, o que pode estar relacionado ao comportamento observado na
Figura 5.11. Gomes et al. (2020) observaram que o fungo M. thermophila produzia pouca
biomassa em meio submerso quando submetido a agitacdo em mesa orbital, ainda que em
baixas frequéncias.

Rocha (2010) avaliou a producéo de celulase por diferentes linhagens de A. niger e
mostrou que a maior producado de enzimas ocorreu com 72 h de cultivo. Considerando gque neste
trabalho a producédo méaxima de celulase foi obtida em 48 h, 2/3 do tempo descrito pelos autores,
observa-se que a linhagem de M. thermophila apresenta grande potencial para producédo desta
enzima, visto que se obteve uma atividade bem superior em um intervalo de tempo mais curto,
0 que implica em mais alta produtividade, o que € de interesse industrial.

Munhoz et al. (2017) e Gomes et al. (2020) também verificaram comportamento similar
com uma outra linhagem do mesmo fungo em sua fase inicial de crescimento em relagcdo a
producéo de celulases e proteinas soltveis, atingindo a maxima producdo em 48 h, tendo os
autores também correlacionado diretamente a biossintese dos bioprodutos ao crescimento

fangico.

5.6.2.2. Analise respirométrica
Foi realizada a aquisicdo online da porcentagem volumétrica de CO2 da corrente gasosa
de saida do biorreator TAA. A Figura 5.12 apresenta em duplicata os perfis de concentragéo de

CO, em fungdo do tempo de cultivo e da taxa de aeracao.
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Figura 5.12. Perfis de concentracdo de CO, em funcdo do tempo de cultivo em duplicata.
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Observa-se que os perfis de concentracdo de CO> apresentaram comportamento similar
ao observado nos ensaios no BLE, indicando que a mudanca no sistema de cultivo ndo alterou
de forma significativa o comportamento da cultura em relacdo as taxas de aeracao. Sob taxa de
aeracdo de 0,5 vvm, foram alcangados os maiores valores de concentracdo de CO», 0,41 + 0,01
(%) em cerca de 42 h de cultivo, devido ao fato de o gas carbonico ter ficado mais diluido na
corrente gasosa com taxa de aeracdo de 1 vvm, cujo valor maximo de 0,18 + 0,01 (%) foi
atingido em 34 h de cultivo. Tais resultados concordam com o estudo de Henrique et al. (2020),
no qual foi observado que a menor taxa de aeragdo proporcionou aumento na concentracao de
CO», a0 mesmo tempo em que se notou maior acimulo de calor metabdlico gerado em taxas de
aeracdo menores que 360 L/h, visto que maiores vazles de aeragdo também contribuem para
melhor arrefecimento do caldo de cultivo, por meio da remocéo de calor evaporativo.

As inflexdes observadas nos valores adquiridos podem estar relacionadas aos instantes
nos quais foram realizadas retiradas de amostras para analise enzimatica e de proteinas soluveis,
0 que pode ter perturbado parcialmente o equilibrio gasoso no sistema. Cabe mencionar ainda
que, nesta parte do estudo, ndo foi realizado monitoramento de temperatura no meio, em
decorréncia de questbes operacionais. Além disso, no cultivo submerso agitado, é incomum a
formagéo de gradientes de temperatura. Mesmo que haja, da mesma forma que na CES, a
geracgdo de calor metabolico, essa energia é facilmente dissipada e a homogeneidade térmica é

restabelecida pela agitacédo do caldo.
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A Figura 5.13 apresenta os ajustes em duplicata do modelo de regressao logistica aos
dados de CO, acumulado nos ensaios de cultivo submerso sob taxas de aeragéo de 1 e 0,5 vvm,

respectivamente.

Figura 5.13. Ajuste do modelo de regressdo logistica aos dados de CO. acumulado em

duplicata do biorreator TAA para as duas taxas de aeracao.
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Na Figura 5.13, é possivel observar que o modelo utilizado se ajustou bem também aos
dados experimentais do sistema de cultivo submerso, com valores altos de coeficientes de
determinacéo (R?), proximos de 0,99, os quais se assemelham aos obtidos no BLE. Ademais,
em relagdo ao perfil de CO. acumulado, observa-se uma maior quantidade produzida de CO>
com uso da taxa de aeragdo de 1 vvm, o que reforca o fato observado no cultivo sélido de que
a maior oferta de oxigénio e a melhor remocao de off gases favorece o metabolismo do fungo,
estando diretamente relacionada a uma maior producéo de biomassa celular e do bioproduto de
interesse.

Na Tabela 5.12, estdo apresentados os valores médios das velocidades especificas de
producéo de CO2 (u) para ambas as taxas de aeracdo. Observou-se uma diferenca significativa
entre os valores da constante especifica de crescimento no sistema de cultivo submerso para as
duas taxas de aeragéo, sendo que a aerac¢ao de 1,0 vvm proporcionou maior valor de constante
especifica de crescimento, o que corrobora com o fato de o cultivo a esta condi¢do ter
apresentado uma maior producdo de CMCase ao longo do tempo de cultivo, com aumento

acelerado da atividade nas primeiras 48 h. Além disso, esses resultados sdo proximos dos
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valores de p anteriormente obtidos em BLE. Tais resultados concordam ainda com os obtidos
por Rodrigues (2021), que estimou um valor de p igual a 0,07 h! para M. thermophila 1-1D3b
com taxa de aeracdo proximaa 1 vvm.

Gomes et al. (2020) avaliaram experimentalmente a cinética de crescimento de
Myceliophthora thermophila M.7.7 por determinagéo da concentragdo de N-acetilglicosamina
também em BC:FT 7:3 m/m e obtiveram um valor de p de 0,120 h*!, mas essa discrepancia
pode estar associada a diferenca entre os métodos indiretos de estimativa de biomassa.
Enquanto a medida por CO> leva em conta somente células viaveis, a medida de N-
acetilglicosamina ndo diferencia células vidveis e ndo viaveis. Considerando as atividades
reportadas naquele trabalho e no presente estudo, pode-se dizer que as condi¢bes de
suplementacdo do caldo de cultivo e de aeracdo propostas neste trabalho tendem a favorecer

uma maior producao de endoglucanase no cultivo submerso em tanque agitado aerado.

Tabela 5.12. Constantes especificas de producdo de CO> de acordo com as taxas de aeragao.

Aeracéao -
Constantes especificas p (h™)
(vwm)
1.0 0,082 + 0,0001%
0,5 0,076 + 0,00018

* Médias que ndo compartilhnam uma letra séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

5.7. Comparacao dos rendimentos aparentes dos cultivos em biorreatores

Na Tabela 5.13, estdo apresentados, de forma comparativa, 0s resultados obtidos para
os rendimentos aparentes de atividade de endoglucanase a partir de lactose nos cultivos sélidos
e submersos em biorreatores com a variacdo da taxa de aeragdo. Os cultivos sdlidos foram os
que proporcionaram a obtencdo de maiores valores de fator de rendimento aparente (Y pss). O
maior valor atingido no cultivo sélido ocorreu com a taxa de aeragédo de 1,0 vvm (0,799 U/mg)
com o uso do biorreator de leito empacotado. Provavelmente esse maior valor observado foi
devido a maior facilidade de crescimento do microrganismo utilizado neste meio, o que fica
evidenciado devido a ter apresentado a maior atividade enzimatica nos resultados anteriores
tanto em escala de frascos quanto de biorreatores. Além disso, em termos desse parametro, o
cultivo sélido mostrou-se menos sensivel a taxa de aeracdo do que o submerso, dada a maior

dificuldade de transferéncia de oxigénio para o caldo de cultivo.
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Tabela 5.13. Resultados de rendimentos aparentes em cultivos solido e submerso de M.
thermophila em meio com lactose com taxas de aeragéo de 1,0 e 0,5 vvm em biorreatores.

Cultivo Sélido Cultivo Submerso

1,0 vwm 0,5 vwm 1,0 vwm 0,5 vwm
Y'rs(U/mg) 0,799+ 0,002 0,678+ 0,001 0,658+ 0,002¢ 0,277+ 0,002°

* Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Como a concentracdo de inicial de lactose em ambos os meios foi igual, foi possivel
definir a influéncia direta da taxa de aeracao na produtividade do sistema. Nos cultivos em meio
solido e submerso, foi verificado que a taxa de aeracdo de 1 vvm proporcionou uma melhoria
nos valores do rendimento enzimético aparente pela maior transferéncia de oxigénio ao meio,
0 que promoveu também uma melhor remoc¢édo do diéxido de carbono gerado ao longo dos
cultivos. Os valores de atividade enzimatica utilizados foram definidos no pico de producéo
enzimatica, o que ocorreu com um tempo de cultivo de 96 horas e 48 horas para 0s cultivos
solidos e submersos, respectivamente.

Estes resultados estdo de acordo com os trabalhos descritos por Meneghel (2013) e
Reginatto (2016), que mostraram que os valores dos rendimentos aparentes para cultivos de
Aspergillus foram superiores em ensaios nos quais as maiores atividades enzimaticas foram
observadas, e que a mistura e as transferéncias de calor e de massa foram mais eficientes com
0s maiores valores de aeracdo, tendo reportado um aumento de 0,67 U/mg para 0s ensaios sem
agitacdo para 0,83 U/mg com uso de agitacdo em biorreatores, valores esses proximos aos
encontrados no presente trabalho com uso da taxa de aeracdo de 1,0 vvm para os dois modos
de cultivo.

Meneghel et al. (2015) também verificaram que o crescimento de A. oryzae IPT-301 em
cultivo submerso foi favorecido pela presenca de um indutor ao meio de cultivo e que o maior
consumo da fonte de carbono indutora levou a uma reducéo do fator de converséo Y pss, porém
a alta concentracdo de biomassa obtida proporcionou maiores valores de fatores de converséo.
Logo, é possivel observar que a lactose no meio submerso foi mais facilmente metabolizada
pelos microrganismos, o que levou ao pico de producdo enzimatica no tempo de 48 horas,
embora menores valores do fator de conversdo tenham sido obtidos quando comparado ao
bioprocesso em estado solido.

Dessa forma é possivel definir sobre as condi¢des utilizadas no presente estudo que o
cultivo sélido com uso da taxa de aeracdo de 1,0 vvm incorporado da lactose com agente indutor

na concentragdo de 15 g.L! apresentou as melhores condi¢bes de crescimento do
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microrganismo M. thermophila, o que resultou nas maiores atividades de endoglucanase nos
ensaios em escala de frascos e com uso de biorreator, o que ficou evidenciado pelos maiores
valores obtidos do rendimento aparente (Y ps) no cultivo em estado sélido com valores 18%

maiores que os do cultivo submerso, com uso da maior taxa de aeracéo.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos em cultivos sélido e submerso do fungo Myceliophthora
thermophila 1-1D3b, foi possivel avaliar a influéncia das fontes monoméricas e diméricas de
carbono testadas e suas diferentes concentragdes sobre a secre¢do das enzimas celuloliticas,
assim como a influéncia da variagdo da taxa de aeragdo nos cultivos em biorreatores aerados.

Os resultados sugerem que as concentracdes de fontes de carbono afetam diretamente a
producdo de endoglucanase ao longo do tempo. O melhor indutor para a sintese de celulase foi
a lactose na concentracio 15 g.L %, que apresentou efeito similar para as duas formas de cultivo
estudadas em escala de frascos. Nesta condi¢éo, foram atingidas atividades endoglucanase de
aproximadamente 210 e 120 U/gss em cultivos sélido e submerso, respectivamente,
apresentando portanto resultados superiores em sistema de CES.

Quanto aos testes de variacdo da composicdo do meio de propagacdo do indculo, é
possivel afirmar que ndo houve efeito significativo em relacdo ao indculo obtido apenas a partir
de Agar-Sabouraud-Dextrose (ASD) ndo suplementado, o que é interessante em termos de
custos. Ao testar diferentes niveis superiores de concentracdo de lactose e proporcao de bagaco
de cana no meio de cultivo por meio de planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central,
observou-se que os valores 6timos correspondiam aos que ja vinham sendo praticados, ou seja,
concentracéo de lactose de 15g.L e proporcdo de 7:3 BC:FT.

Em relacdo ao suprimento de lactose proveniente de soro de leite in natura, foi possivel
verificar que o soro de leite com 15 g.L* de lactose proporcionou o alcance de alta atividade
de endoglucanase para ambas as formas de cultivos (sélido e submerso). Comparando-se 0s
ensaios na concentracdo de 15 g.L %, sdlido (255,04 U.gss™) e submerso (138,04 U.gss™) com
o controle realizado com lactose sintética solido (244,74 U.gss™?) e submerso (127,82 U.gss?),
observa-se que ndo ocorreu uma diferencga significativa para ambas as formas de cultivo, o que
mostra a grande perspectiva da utilizagdo do soro em substituicdo a lactose sintética para
inducgéo da producéo de enzimas celuloliticas.

Com respeito ao aumento de escala, os dados demonstraram que 0 biorreator de leito
empacotado ndo foi sujeito a um aumento de temperatura expressivo, indicando um bom
controle térmico, tendo-se registrado uma elevacdo maxima de apenas 2°C em relacdo a
temperatura ideal de cultivo. Quanto a vazao de aeracdo, a maior taxa melhorou o desempenho
da producdo enzimética e ndo causou desnaturagdo enzimatica por atrito, atingindo-se 203,60
* 35,50 U/gss de atividade endoglucanase e 11,70 = 1,95 U/gss de FPase no CES.

Avaliando-se o perfil de CO, desprendido, a produgdo do géas foi maior na mais alta taxa
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de aeracdo, o que leva a crer que o crescimento fangico foi favorecido pela maior oferta de
oxigénio na taxa de aeragdo de 1 vvm, o que pode estar diretamente relacionado a maior
producdo de biomassa. O mesmo comportamento foi observado com a utilizacdo de biorreator
tipo tanque agitado aerado para cultivo submerso, com maior producao enzimatica sob aeragédo
de 1 vvm. Tais resultados corroboram que a aeragdo € outro fator de grande importancia na

otimizacdo das condicdes de cultivo.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para futuros trabalhos na area, propde-se que sejam realizados alguns
estudos posteriores, sendo eles:
o Cultivo em estado sélido em escala de frascos empregando embalagens biodegradaveis;
o Realizar o monitoramento da temperatura no cultivo submerso em biorreator tanque
agitado aerado (TAA) com uso de termopares tipo T;
o Cultivo em estado sélido em biorreator de leito empacotado (BLE) com percolagdo de
uma corrente gasosa enriquecida em dioxido de carbono, para avaliar o efeito desse gas sobre
0 metabolismo do fungo e a producéo de enzimas;
o Avaliar o cultivo em BLE com uso de mais modulos fermentativos como forma de
analisar o comportamento do sistema com o aumento de escala do biorreator;
o Testar diferentes modos de operacdo do BLE e diferentes formas de aeracéo do sistema;
o Testar diferentes modos de operagédo do TAA, como por exemplo realizando batelada
alimentada e cultivo continuo;
o Operar os sistemas de cultivos em estado sélido e submerso em biorreatores de leito
empacotado (BLE) e tanque agitado aerado (TAA) com meio nutriente composto por soro de
leite in natura, para confrontar com os dados obtidos em escala de frascos.
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