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Resumo: Etanol de segunda-geracdo pode ser produzido a partir de residuos agricolas tais
como bagagco de cana-de-acUcar e palha de milho. Para disponibilizar os acUcares
fermentaveis da biomassa lignoceluldsica para a fermentagdo alcodlica € necessario o pré-
tratamento seguido da hidrélise enzimatica da celulose. Os custos envolvidos com a hidrélise
enzimatica sédo elevados e muitas vezes inviabilizam a aplicagdo em escala industrial. Esse
trabalho avaliou o co-cultivo de Aspergillus niger e Ceriporiopsis subvermispora (em
fermentacdo em estado sélido (FES) utilizando bagaco de cana-de-acUcar e palha de milho)
para a producdo de enzimas lignoceluloliticas e aclcares redutores. O planejamento fatorial 22
foi usado e as variaveis analisadas foram o pré-tratamento alcalino e o pré-tratamento
microbiolégico (co-cultivo), nos niveis maximos (+) e minimos (-). A metodologia aplicada
consistiu na fermentacdo em estado sélido seguida de determinacdes das atividades
enzimaticas e dos acUcares redutores. Para o bagac¢o de cana-de-aglcar o co-cultivo néo foi
favoravel para a producgdo das enzimas FPase (celulases totais) e acUcares redutores, porém
foi a condicdo que mais favoreceu a producdo de CMCase (endoglicanases). A melhor
condicdo para a producdo de FPase e acUcares redutores foi 0 mono-cultivo de Aspergillus
niger em bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado. Para a palha de milho, a associacdo do pré-
tratamento alcalino com o co-cultivo dos micro-organismos favoreceu a produgdo de FPase e
agucares redutores. Ja a producdo de CMCase foi maior nos ensaios nos quais a matéria-
prima ndo foi tratada e ocorreu o co-cultivo. Portanto, para a producdo de CMCase, o co-cultivo
foi a melhor condi¢éo para os dois residuos agricolas e dispensa o uso do tratamento quimico,
diminuindo assim 0s custos com o processo.

Palavras-chave: Aspergillus niger. Ceriporiopsis subvermispora. Co-cultivo. Fermentagdo em
estado sélido. Enzimas lignoceluloliticas. AcUcares fermentaveis.

Abstract: Second-generation ethanol can be produced from agricultural waste like sugarcane
bagasse and corn stover. Pretreatment followed by enzymatic hydrolysis of cellulose is
necessary for fermentable sugars from lignocellulosic biomass to become available. The costs
involved in the enzymatic hydrolysis are high and can make the process economically
unfeasible. This study evaluated the co-cultivation of Aspergillus niger and Ceriporiopsis
subvermispora (in solid state fermentation (SSF) using sugarcane bagasse and corn stover) in
producing lignocellulolytic enzymes and reducing sugars. The factorial design 22 was used and
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the variables analyzed were the alkaline pretreatment and microbiological pre-treatment (co-
cultivation), in their high (+) and low (-) levels. The methodologies used were SSF and
determinations of enzyme activities and reducing sugars. For sugarcane bagasse, co-cultivation
was not favorable for the production of Fpase (total celullase) and reducing sugars, but it had
favored the production of CMCase (endoglucanases). The best condition for the production of
reducing sugars and FPase was pretreatment and mono-cultivation. For corn stover, the
association of alkaline pretreatment with the co-cultivation of microorganisms favored the
production of FPase and reducing sugars. CMCase production was higher when corn stover
was not treated and in co-cultivation. Therefore, co-cultivation was the best condition for the
production of CMCase to both agricultural waste and it eliminates the need for chemical
treatment, reducing the costs of the process.

Keywords: Aspergillus niger. Ceriporiopsis subvermispora. Co-cultivation. Solid-state
fermentation. Lignocellulolytic enzymes. Fermentable sugars.

1 INTRODUCAO

O elevado uso de combustiveis fosseis vem causando graves impactos
ambientais. No Brasil, uma alternativa viavel para a substituicdo destes
combustiveis fosseis € a utilizacdo de subprodutos agricolas lignocelulésicos
para producao de etanol de segunda geracéo (VILELA, 2013).

Os materiais lignocelulésicos precisam ser hidrolisados para
disponibilizar acucares fermentaveis para a fermentagdo alcodlica. A hidrolise
pode ocorrer pela associacdo de pré-tratamentos quimicos a tratamentos
microbiolégicos e/ou enzimaticos. Os pré-tratamentos quimicos apresentam
como inconvenientes 0 uso de produtos quimicos e a alta geracéo de efluente.
A hidrolise enzimatica, apesar de sua eficiéncia e especificidade, apresenta
problemas de custo e disponibilidade quando aplicada em escala industrial
(NASCIMENTO, 2011; BANSAL et al., 2012).

Uma alternativa para substituir o uso de enzimas purificadas é o uso de
micro-organismos que produzem essas enzimas (WILSON, 2011). O fungo
Aspergillus niger € conhecido por ser um bom produtor de exo e
endoglicanases e esta entre as espécies de fungos produtores de celulases
mais estudadas (BANSAL et al., 2012; RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2011). Ja
o fungo Ceriporiopsis subvermispora é conhecido como sendo um fungo
degradador de lignina (GUERRA, 2002).

O co-cultivo destes dois micro-organismos para produgcdo de enzimas

capazes de degradar e hidrolisar, respectivamente, a lignina e a celulose de
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residuos agricolas lignocelulésicos (bagaco de cana-de-aclUcar e a palha de
milho), dispensando assim o0 uso de tratamentos quimicos, foi o objeto de
estudo deste trabalho.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Reviséo Bibliografica

O bagaco de cana-de-acucar (BCA) e a palha de milho (PM) séo
materiais promissores para serem empregados na producdo de etanol de
segunda geracgao, pois séo subprodutos produzidos em grandes quantidades e
possuem alta concentracdo de agucares fermentaveis (SANTOS, 2012), como

pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 - Composi¢ao quimica dos residuos lignocelulésicos.

Residuo Hexoses (%) Pentoses (%) Lignina (%)
Bagaco de cana-de-acUcar 33 30 29
Palha de milho 38 26 19
Palha de trigo 30 24 18
Talos de soja 34 25 20

Fonte: adaptado de LAL et al., 2011.

Para remover a porc¢ao recalcitrante da biomassa, formada pela lignina,
e tornar o material mais acessivel para as enzimas hidroliticas, faz-se
necessario o pré-tratamento do material (SRIARIYANUN et al., 2016). Visando
substituir os pré-tratamentos quimicos por processos menos agressivos, pode-
se utilizar micro-organismos envolvidos na deslignificacdo de materiais
lignocelulésico.

O fungo da podriddo branca, Ceriporiopsis subvermispora, € um micro-
organismo conhecido por produzir e secretar enzimas envolvidas na
degradacdo da lignina (lignina-peroxidase, manganés-peroxidase, lacases,
xilanases, peroxidases versateis, oxidases) e por isso pode ser aplicado na
deslignificacéo (pre-tratamento) de materiais lignocelulosicos (MENDES, 2008).
A Tabela 2 apresenta estudos nos quais o fungo da podriddo branca foi
cultivado em material lignocelulésico, as enzimas determinadas e as condi¢gfes

de cultivo aplicadas por cada autor.
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Tabela 2 - Enzimas lignoceluloliticas determinadas por diferentes autores em cultivos de C.
subvermispora em diferentes condicdes.

Temperatura Tempo Enzimas
Autores Substrato po Suplementacéo de .
(°C) cultivo determinadas
X Glicose + Lacase e
BABIC et : tartarato de =2e3 A
Madeira 30 o manganés-
al. (2012) amonio + semanas eroxidase
polisorbato 80 P
Lacase,
manganés-
TANAKA . Meio agar basal | =3a10 peroxidase,
et al. Madeira 28 i lani
(2009) + glicose semanas ignina-
peroxidase e
endoglicanases
Endoglicanases,
_ xilanases,
MENDES | - deira 27+2 - =4 manganés-
(2008) semanas -
peroxidase e
lacase

Apds o pré-tratamento, a celulose esta disponivel para a hidrolise. A
hidrolise da celulose pode acontecer por métodos quimicos e enzimaticos. A
hidrolise enzimatica é a mais utilizada pois os métodos quimicos geralmente
utilizam altas concentracbes dos reagentes, condicdes extremas de
temperatura e pH e envolvem a formagao de inibidores da fermentacdo, de
compostos poluentes e um alto investimento em equipamentos resistentes a
corrosdo (SINGH et al., 2009; LIU et al., 2011).

A hidrélise enziméatica é realizada pelo consércio de enzimas
denominado celulases. As celulases s&o formadas pelas enzimas
endoglicanases, exoglicanases (celobiohidrolases e glicanohidrolases) e [-
glicosidases (LIU et al., 2011; AGUIAR, 2010).

De acordo com a Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria), a grande questdo para a producdo industrial de etanol
celulésico, seja de bagaco de cana-de-acucar, de palha de milho ou de outra
biomassa, esta na producdo das enzimas celulases. Muitas pesquisas vém
sendo desenvolvidas visando o aumento da eficiéncia na producdo em escala
industrial e até mesmo o reaproveitamento das enzimas nos processos atraves

da sua imobilizagé&o.
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As celulases podem ser produzidas por fermentacdo em estado solido
(FES) e por fermentacdo submersa (FS). Na fermentacdo em estado solido o
teor de 4gua livre € minimizado ou quase inexistente. O baixo teor de 4gua na
fermentacdo pode apresentar diversas vantagens, tais como a baixa diluicdo
das enzimas produzidas e em alguns casos ndo é necessaria esterilizacao
prévia (CASTRO et al., 2010).

Usualmente, residuos agricolas sdo usados como fonte de carbono para
FES, com o objetivo de disponibilizar agucares fermentaveis através da acao
de complexos de enzimas lignoceluloliticas. Esses complexos sdo eficientes e
economicamente viaveis e podem ser produzidos por fungos da espécie
Aspergillus niger (NEE'NIGAM; PANDEY, 2009).

Nos cultivos de A. niger podem ser utilizados diversos residuos e a
producdo enzimatica tem seus maiores rendimentos em diferentes condicdes
de temperatura e tempo de fermentacdo. A Tabela 3 mostra o tempo de

fermentacao e a temperatura 6timos determinados em alguns estudos.

Tabela 3 - Tempo e temperatura de fermentacdo 6timos para a producdo de enzimas
celuloliticas obtido por diferentes autores em cultivos de Aspergillus niger.

Autores Substrato Tempo d? Temperatural de
fermentagéo Fermentacg&o

AGUIAR (2010) Bagago de cana-de- 7 dias 30
actcar

BANSAL et al. (2012) | Bagaco de cana-de- 96 horas 30
actcar

GHORI et al. (2013) Palha de milho 96 horas 30

RODRIGUEZ- Bagaco de cana-de-
ZUNIGA et al. (2011) | aclcar + farelo de trigo 72 horas 32

A Tabela 4 apresenta uma comparacdo das atividades de enzimas

celuloliticas determinadas em cultivos de A. niger e C. subvermispora em FES.

Tabela 4 - Comparagédo das atividades enzimaticas determinadas em diferentes estudos.

Atividade de | Atividadede
Autores Substrato Micro-organismo . celulases
endoglicanases ;
totais
RODRIGUEZ- Bagaco de
ZUNIGA et al. | cana-de-agucar | Aspergillus niger 21Ul g? 0,4 Ul g?
(2011) + farelo de trigo
BANSAL et Bagaco de . . " 4
al. (2012) cana-de-acucar Aspergillus niger 5Ulg 15Ulg
MENDES . Ceriporiopsis 1 1
(2008) Madeira subvermispora 0,046 Ul g 0,0124 Ul g
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O co-cultivo ou cultivo misto consiste no cultivo simultaneo de dois
micro-organismos que tenham semelhantes necessidades nutricionais e
condicdes de cultivo. A vantagem econdmica do co-cultivo esta na reducao do
custo geral de producdo (MARQUES, 2013). O co-cultivo de fungos em FES,
por exemplo, pode ser usado para aumentar a capacidade de producédo de
diferentes enzimas em escala industrial (HU et al., 2011; MARQUES, 2013).

O planejamento fatorial é utilizado para fornecer relacdes entre as
variaveis de um sistema, analisar os efeitos causados pelos diferentes niveis
das variaveis e os efeitos causados pela interacdo dos diferentes niveis das
variaveis (CUNICO et al., 2008). Para execucdo de um planejamento fatorial é
preciso especificar os niveis do fator de estudo. Um planejamento fatorial
completo inclui todas as combina¢cBes dos niveis do fator e a partir das
respostas registradas é possivel avaliar o efeito destas combinacdes. Os
fatores séo as variaveis controladas do sistema e o um planejamento fatorial 22
€ aquele que apresenta duas variaveis controladas (NETO et al., 2010).

Para o planejamento fatorial 22, o nivel superior da variavel é identificado
pelo sinal (+) e o nivel inferior pelo sinal (-) (NETO et al., 2010). O efeito
principal de uma variavel € dado pela diferenca média da resposta para uma
variacdo do nivel (CUNICO et al., 2008). A equacdo 1 é usada para o calculo

do efeito principal.

2@y -%y7)

5 (Eq.1)

Efeito principal =

y: média dos efeitos individuais da medida;
b: nimero de experimentos do planejamento (CUNICO et al., 2008).

Para o planejamento fatorial 22, a equacdo 1 pode ser escrita da
seguinte forma.

(Ty*—3y7)

3 (Eq.2)

Efeito principal =

O efeito de interacdo entre as variaveis é calculado como sendo a
metade da diferenca entre os efeitos principais de uma variavel nos niveis da

outra variavel (CUNICO et al., 2008). Para melhor interpretacdo dos efeitos
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calculados € comum o0 uso de representacfes geomeétricas das respostas em
funcao das variaveis (CUNICO et al., 2008; NETO et al., 2010).

2.2 Materiais e Métodos

Foram realizados dois planejamentos experimentais 22, um para o
bagaco de cana-de-acucar (BCA) e outro para a palha de milho (PM). As
variaveis analisadas foram o tratamento quimico e o tratamento microbiol6gico
recebido pelas duas diferentes matérias-primas, como mostra a Tabela 5. Os

efeitos foram calculados utilizando a equacéo 2.

Tabela 5 - Planejamento fatorial 22 para a producdo de enzimas celuloliticas e agUcares
redutores. Variavel 1 é o tratamento microbiolégico e a varidvel 2 € o tratamento quimico.

Ensaio Variavel 1 Nivel Variavel 2 Nivel
A. niger e Tratamento

1 : + L L +
C. subvermispora guimico basico

2 A. niger - Tra'tame,ntp +
guimico basico
A. niger e Sem tratamento

3 : + . Py -
C. subvermispora guimico basico

4 A. niger - Sem tratamento -
quimico basico

O BCA e a PM foram trituradas em liquidificador e levadas para analise
granulométrica. A propor¢cdo da mistura de palha de milho utilizada foi 42%
(m/m) com tamanho médio de 1,4 mm, 33% (m/m) com tamanho médio 3,35
mm e 25% (m/m) com tamanho médio 500 um. Para o bagaco de cana-de-
acucar a propor¢cao da mistura utilizada foi 34% (m/m) com 150 um, 33% (m/m)
com tamanho inferior a 100 pm e 33% (m/m) com tamanho médio de 300 pum.

Para o tratamento quimico basico utilizou-se a metodologia descrita em
Sharma et al. (2012, p. 468-469), na qual utiliza-se hidréxido de sodio 1% (m/v)
a temperatura ambiente durante duas horas, seguido de lavagem do material.
O material tratado e o material que nédo foi submetido ao tratamento basico
foram levados para secagem em estufa a 80 °C, até obtencdo de massa
constante.

O fungo basidiomiceto Ceriporiopsis subvermispora, cepa L1487-SS3,
foi plaqueado em meio contendo 2% (m/v) de extrato de malte, 0,2% (m/v) de

extrato de levedura e 2% (m/v) de agar. As placas foram incubadas a 28 + 2 °C
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durante 7 dias. Para a producéo do inéculo, 4 circulos de 1,6 cm de diametro
de meio de cultivo com o micro-organismo foram adicionadas a um erlenmeyer
de 1 L de volume contendo 100 mL do meio autoclavado. O meio foi preparado
com 2 % (m/v) de extrato de malte, 0,2% (m/v) de extrato de levedura e 0,96
g.Lt de glicose. Os erlenmeyers foram mantidos estaticos em estufa
bacteriolégica a 28 °C, durante 12 dias. Apdés 12 dias, os micélios foram
recuperados utilizando um funil de Buchner e lavados com é&gua destilada
estéril. Em seguida foram trituradas com agua destilada em liquidificador de
aluminio, ambos estéreis, por 3 vezes durante 20 segundos cada. Esta
metodologia foi adaptada de Mendes (2008, p.33).

A determinacdo da massa seca de células foi obtida filtrando-se 10 mL
da suspensdo em filtro de papel qualitativo previamente pesado e seco em
estufa a 105°C, durante 1 hora. O papel de filtro contendo as células foi seco a
105 °C até obtencdo de massa constante. A concentracdo na suspensao foi de
7,59 mg/mL.

Aspergillus niger, ATCC® 9642™ — Lote T19/3/E, foi plaqueado em Meio
Riviere’s Medium adaptado de Sharma et al. (2012, p. 468), com composi¢cao
de NaNOs (1 g.L?), Na2HPO4 (0,62 g.L 1), KH2PO4 (0,9 g.Lt), MgSOa4. 7 H20
(0,5 g.LY), KCI (0,5 g.L?t), extrato de levedura (0,5 g.L?), celulose
microcristalina (10 g.Lt), &gar (20 g.L!). As placas foram mantidas estaticas
em estufa bacterioldgica a 28 + 2 °C durante 7 dias.

Para o preparo da suspensao de A. niger, adicionou-se 10 mL de agua
destilada estérii em cada placa contendo o micro-organismo crescido. As
placas foram agitadas e as células retiradas com o auxilio de uma alca de
platina. A determinacdo da massa seca de células foi obtida a partir da mesma
metodologia utilizada para C. subvermispora. A concentracdo da suspensao foi
de 1,65 mg/mL.

Erlenmeyers de 250 mL contendo 1,65 g (base seca) de BCA ou PM,
tratados ou ndo tratados quimicamente, foram autoclavados a 121 °C durante
30 minutos. Aos erlenmeyers foram adicionados 3 mL de meio BSM (basal salt
médium - autoclavado) adaptado de Sharma et al. (2012, p. 469), com a
seguinte composicdo: Na2HPO4 (6 g.L?!), KH2PO4 (3 g.LY), NaCl (0,5 g.L?),
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ureia (2% m/v), extrato de levedura (1% m/v), peptona (0,1% m/v), NaNOs3
(0,1% m/v), CoCl2 1 M (0,2 mL.L), MgSO4. 7 H20 1 M (2 mL.LY) e CaClz.2
H20 1 M (0,1 mL.L1). Para o preparo do meio as solucdes de MgSQOas e CaClz
foram autoclavadas separadamente e apds autoclavadas foram adicionadas
aos outros constituintes do meio BSM.

Todas as amostras foram inoculadas com 1 mL da suspensédo de A.
niger. Os ensaios com nivel de tratamento biologico (+) (ensaios 1 e 3, tabela
5) também foram inoculados com 1 mL da suspenséo de C. subvermispora.
Todos os procedimentos foram realizados no interior de uma camara asséptica
de fluxo laminar. Os erlenmeyers contendo os cultivos foram mantidos estaticos
em estufa bacteriolégica a 28 °C durante 15 dias.

ApoOs o término do cultivo, para a extracdo das enzimas, utilizou-se uma
adaptacdo do método descrito em Mendes (2008, p. 34). Adicionou-se aos
cultivos contendo palha de milho 10 mL de tampé&o acetato de sodio 50 mM (pH
5,5) acrescido de 0,01% (v/v) de Tween 20. As amostras contendo bagaco de
cana-de-acucar tratado quimicamente, foram adicionados 20 mL de tampéo, e
as amostras com bagaco de cana-de-aglcar sem tratamento quimico 30 mL do
tampao. Os erlenmeyers foram mantidos sob agitacdo (120 rpm) durante 5
horas a temperatura ambiente. Os caldos enzimaticos foram recuperados por
filtracdo em papel filtro qualitativo 80g e usados para as determinacdes das
atividades enziméticas.

A determinacdo das celulases totais foi realizada de acordo com o
método descrito em Vilela (2013, p. 27) e para quantificar a atividade de
carboximetilcelulase (CMCase) utilizou-se o0 método adaptado de Reese e
Mandel descrito em Sharma et al. (2012, p. 469-470). Para os célculos das
atividades enzimaticas baseou-se na equacao apresentada em Aguiar (2010,
p.54).

As metodologias descritas em Mendes (2008, p. 34-35) foram utilizadas
nas determinacbes de manganés-peroxidase, lignina-peroxidase e lacase. Na
determinacdo da atividade da manganés-peroxidase utilizou-se a oxidacéo por
vermelho de fenol. A oxidacdo de ABTS (acido 2,2-azinobis-(3-
etilbenzitiazolina-6)-sulfénico) foi usada para a determinacdo da Lacase. O
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corante azul de metileno foi utilizado para a determinacdo da atividade da
lignina-peroxidase.

Para a construcdo da curva padrao de glicose utlizada nas
determinacdes enzimaticas baseou-se na metodologia descrita em Vilela
(2013, p. 28). Na quantificacdo dos acucares redutores totais presentes no
caldo enzimatico, utilizou-se a metodologia estabelecida pela Embrapa
Agroindustria Tropical descrita em Vasconcelos et al. (2013, p. 10-13).

Os célculos dos efeitos do planejamento fatorial 22 foram realizados de
acordo com a metodologia descrita em CUNICO et al, 2008. As
representacbes geométricas foram feitas com o auxilio do software Microsoft
Power Point (2010).

O planejamento experimental foi desenvolvido e analisado utilizando a
metodologia descrita por Barros et al. (20013, p. 101-115). A ANOVA foi
realizada utilizando o software Microsoft Excel (2010).

2.3 Resultados e Discussao

A partir das determinacfes das atividades enzimaticas, as celulases
foram as principais enzimas presentes em todos os cultivos. Nao foi possivel
detectar, em nenhuma condicdo dos planejamentos fatoriais, a presenca das
enzimas relacionadas a atividade lignolitica produzidas por C. subvermispora
(manganés-peroxidase, lignina-peroxidase, fenol-oxidases e lacase). Porém,
era esperada a producdo destas enzimas devido a relatos da literatura de
diferentes autores que determinaram estas enzimas em cultivo deste micro-
organismo (tabela 2).

Portanto, as condigbes do co-cultivo do presente estudo ndo foram
favoraveis para o desenvolvimento e producdo de enzimas lignoliticas pelo
fungo C. subvermispora. Uma das causas pode ter sido o tempo de
fermentacao, que foi inferior ao descrito nos estudos citados na Tabela 2. O
uso de residuos agricolas como substrato da fermentagdo também pode ter
desfavorecido a producdo destas enzimas, jA& que na literatura C.

subvermispora é mais empregado na biodegradacdo de madeiras. De acordo
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com a Tabela 2, nos estudos realizados por Babic€ et al. (2012) e Tanaka et al.
(2009), ocorreu suplementacéo do meio de cultivo com glicose, o que pode ter
influenciado a producdo de algumas destas enzimas entre a segunda e a
terceira semana de cultivo. A umidade relativa do meio também pode ter sido
um fator limitante, pois em FES teores altos e baixos de umidade podem
interferir na produtividade (BANSAL et al., 2012).

2.3.1 Planejamento fatorial para o bagaco de cana-de-acgucar

Os valores de atividade enzimatica (Ul/g de substrato) e concentracao de
aclUcares redutores médios determinados no planejamento fatorial para o
bagaco de cana-de-acUcar estdo apresentados na Tabela 6. A partir da analise
de variancia foi possivel concluir que entre os ensaios para dosagem de FPase
e AcUcares Redutores totais houve diferenca significativa com erro alfa = 0,05.
Ja para os ensaios para dosagem de CMCase néo houve diferenca significativa
entre as amostras.

Tabela 6 - Resultados do planejamento Fatorial 22 para estudo dos efeitos do pré-tratamento

quimico e microbiol6gico na producdo de enzimas celuloliticas e agUcares redutores utilizando
bagaco de cana-de-agtcar como fonte de carbono para o cultivo em estado sélido.

Ensaio Variaveis Respostas
Trat. Trat. Aclcares
Microbiolé- T'ra.t. M. X FPaselg CMCaselg reduto_res
X quimico | Trat. (UFP/g) (UCMClqg) totais

gico Q. (mg/mL)
1 + - 0,873+0,037 | 2,497+0,309 | 1,134+40,107
2 + + + 0,770+0,015 | 1,956+0,617 | 1,037+0,004
3 - - + 0,449+0,107 | 3,387+0,583 | 0,359+0,009
4 + - - 0,385+0,024 | 4,567+0,825 | 0,536+0,015

No tratamento microbiolégico (=) significa que apenas o micro-organismo Aspergillus niger foi
utilizado e (+) que se utlizou a associagdo dos micro-organismos Aspergillus niger e
Ceriporiopsis subvermispora. Para o tratamento quimico (+) significa tratado e (-) significa ndo

tratado.

A resposta FPase/g foi representada num sistema cartesiano, com um
eixo para cada variavel (Tratamento quimico e Tratamento microbiologico),

como apresentado na Figura 1.
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Figura 1 - Representagdo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 22 para producéo de
FPase utilizando bagaco de cana-de-aclcar [resposta: UFP/g].
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A partir das informacdes contidas na Figura 1 € possivel observar que
Nnos ensaios em que ocorreu o tratamento quimico (1 e 2), o tratamento
microbiolégico fez com que a producdo de enzimas Fpase diminuisse em
0,103 UFP/g (+0,873-0,770). Nos ensaios nos quais o tratamento quimico néo
foi aplicado (3 e 4), o tratamento microbiolégico fez com que a producéo de
enzimas Fpase diminuisse em 0,064 UFP/g (+0,985-1,796). O efeito global
apresentado pela variavel tratamento microbiol6gico p6de ser obtido pela
média dos efeitos citados [(-0,103-0,064) /2] = -0,084.

Observa-se que para 0s ensaios em que o tratamento microbiolégico foi
aplicado (2 e 4), o tratamento quimico proporcionou aumento na producéo de
FPase de 0,385 UFP/g (+0,770-0,385). Ja& nos ensaios nos quais nao ocorreu
0 tratamento microbiolégico (1 e 3), o tratamento quimico proporcionou
aumento na producdo de FPase de 0,424 UFP/g (-0,449+0,873). Para a
variavel tratamento quimico o efeito global calculado foi de 0,405
[(+0,385+0,424) /2].

O efeito de segunda ordem para a associacdo entre as variaveis
tratamento quimico e tratamento microbioldégico (-0,020) mostra que a
associagdo do micro-organismo com o tratamento quimico n&o foi favoravel

para a producdo de FPase. Analisando os efeitos globais para as duas
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variaveis nota-se que as duas variaveis influenciaram na producéo de enzimas
FPase, porém o efeito da variavel tratamento quimico foi maior. Para a
producdo de FPase o ensaio que apresentou melhores resultados foi o ensaio
1, no qual apenas ocorreu tratamento quimico.

A Figura 2 mostra a representacdo geométrica para a producao de
CMCase (endoglicanases).

Figura 2 - Representacdo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 22 para producéao de
CMCase utilizando bagago de cana-de-acUcar [resposta: UCMC/g].
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Para a andlise da producdo de CMCase, observa-se que para 0s
ensaios 1 e 2, nos quais o tratamento quimico foi realizado, o tratamento
microbiolégico proporcionou uma queda de 0,541 UCMC/g (-2,497+1,956). Nos
ensaios 3 e 4 ndo ocorreu tratamento quimico, o tratamento microbiol6gico
ocasionou um aumento de 1,180 UCMC/g (-3,387+4,567). Sendo assim o
efeito global da variavel tratamento microbioldgico na producao de CMCase foi
de 0,320 [(-0,541+1,180) /2].

Nos ensaios 2 e 4, nos quais ocorreu tratamento microbiolégico, o
tratamento quimico fez com que ocorresse uma diminui¢cdo de 2,611 UCMC/mL
(-4,567+1,956). Nos ensaios 1 e 3, o tratamento quimico causou uma
diminuicdo de 0,890 UCMC/mL (+2,497-3,387). O efeito global do tratamento
quimico foi de -1,751 [(-2,611-0,890) /2].
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Analisando o efeito de segunda ordem para a associacdo dos dois
tratamentos (-0,861), conclui-se que a associagdo nao foi favoravel para a
producédo de CMCase. Pela analise dos efeitos globais das duas variaveis, tem-
se que o tratamento microbiolégico apresentou efeito positivo na producéo
destas enzimas, e que o tratamento quimico apresentou efeito negativo. A
melhor condicdo para a producdo de CMCase foi a do ensaio 4, na qual
apenas o tratamento microbiologico foi aplicado.

A representacdo geométrica dos efeitos na producdo de acUcares

redutores totais esta apresentada na Figura 3.

Figura 3 - Representagcdo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 22 para producéo de
acUcares redutores totais utilizando bagaco de cana-de-aculcar [resposta: mg/mL].
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Analisando a Figura 3, observa-se que nos ensaios nos quais ocorreu
tratamento quimico (1 e 2), o tratamento microbiolégico ocasionou uma
diminuicdo de 0,097 mg/mL na concentracdo total de acUcares redutores
(+1,037-1,134). Nos ensaios 3 e 4, nos guais ndo ocorreu o tratamento
quimico, o tratamento microbiolégico ocasionou um aumento de 0,177 mg/mL
(-0,359+0,536).

Nos ensaios em gue nao ocorreu tratamento microbiolégico (1 e 3), o
tratamento quimico proporcionou um aumento de 0,775 mg/mL (-0,359+1,134).

Nos ensaios 2 e 4 em ocorreu 0 tratamento microbiolégico, o tratamento
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quimico aumentou em 0,501 mg/mL a producdo de acucares redutores totais
(-0,536+1,037).

Analisando os efeitos das variaveis na producéo de agucares redutores
totais observa-se um efeito global da variavel tratamento microbiolégico igual a
0,040 [(-0,097+0,177) /2] e um efeito global da variavel tratamento quimico de
0,638 [(+0,775+0,501) /2]. Sendo assim as duas variaveis tiveram efeito
positivo na producdo de acUcares, porém o tratamento quimico apresentou
maior efeito.

O efeito de segunda ordem mostra que a melhor condicdo foi a do
ensaio 1. Porém, a associacdo entre os dois tratamentos (ensaio 2) também foi
favoravel para a producdo de acUcares redutores totais, ja que a diferenca
entre o ensaio 1 e 2 (0,097) foi pequena.

Portanto, de modo geral, o ensaio 1 foi o que apresentou os melhores
resultados para a fermentacdo em estado soélido utilizando bagaco de cana-de-
acucar como matéria-prima. Ou seja, a associacdo dos micro-organismos nao
foi favoravel para a producédo de enzimas (FPase) e acucares redutores, tendo
a variavel tratamento quimico se mostrado mais eficiente neste caso. Este
resultado mostra que apenas o fungo A. niger foi determinante na producéo de
FPase e acuUcares redutores e que o pré-tratamento alcalino foi eficiente na
disponibilizacdo de celulose.

Entretanto para a producdo de CMCase o co-cultivo sem o tratamento
quimico foi a melhor condicéo, provavelmente devido ao fato de que os dois
micro-organismos utilizados séo conhecidos por produzirem CMCase em FES.
Logo, neste caso, o co-cultivo se mostrou eficiente na reducdo dos custos de
producao, ja que o uso do pré-tratamento foi dispensado.

Comparando os valores determinados (tabela 6) com os valores da
literatura (tabela 4) observa-se que as condigcbes empregadas ndo foram
vantajosas para a producdo das enzimas celuloliticas, pois as atividades

enzimaticas obtidas foram inferiores as descritas para mono-cultivo de A. niger.
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2.3.2 Planejamento fatorial para a palha de milho

Para o planejamento fatorial da palha de milho, os valores de atividade
enzimatica (Ul/g de substrato) e concentracdo de acucares redutores medios
estdo apresentados na Tabela 7. A partir das andlises estatisticas foi possivel

concluir que nao houve diferenca significativa entre as amostras

Tabela 7 - Resultados do planejamento Fatorial 2?2 para estudo dos efeitos do pré-tratamento
quimico e microbiol6gico na producao de enzimas celuloliticas e aclcares redutores utilizando

palha de milho como fonte de carbono para o cultivo em estado solido.

Ensaio Variaveis Respostas
Trat. Trat. Trat. Aclcares
Microbiol6- guimico M. X FPaselg CMCaselg redutores
gico Trat. (UFP/g) (UCMCIqg) totais

Q. (mg/mL)
1 - + - 0,735+0,081 | 7,430+0,247 | 0,88040,043
2 + + + 1,043+0,111 | 7,526+0,025 | 1,127+0,146
3 - - + 0,668+0,024 | 7,484+0,403 | 0,801%0,074
4 + - - 0,880+0,011 | 7,871+0,966 | 0,669+0,003

No tratamento microbiolégico (=) significa que apenas o micro-organismo Aspergillus niger foi
utilizado e (+) que se utlizou a associagdo dos micro-organismos Aspergillus niger e
Ceriporiopsis subvermispora. Para o tratamento quimico (+) significa tratado e (-) significa ndo
tratado.

A Figura 4 apresenta a representacdo geométrica das respostas e 0s
efeitos do pré-tratamento quimico e microbiolégico na producdo de FPase

utilizando a palha de milho.

Figura 4 - Representacdo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 22 para producéo de
FPase utilizando palha de milho [resposta: UFP/g].
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Analisando a Figura 4, € possivel observar que nos ensaios em que
ocorreu o tratamento quimico (1 e 2), o tratamento microbiol6gico provocou um
aumento na producdo de Fpase de 0,308 UFP/g (-0,735+1,043). Para os
ensaios 3 e 4, nos quais o tratamento quimico nao foi aplicado, o tratamento
microbiolégico fez com que a producdo de enzimas Fpase aumentasse em
0,212 UFP/g (+0,880-0,668). O efeito global apresentado pela variavel
tratamento microbiolégico foi igual a 0,260 = [(+0,308+0,212) /2].

Nos ensaios 2 e 4, nos quais o0 tratamento microbiolégico foi aplicado, o
tratamento quimico ocasionou aumento na producéo de FPase de 0,163 UFP/g
(+1,043-0,880). Para os ensaios 1 e 3, nos quais ndo ocorreu o tratamento
microbiolégico, o tratamento quimico proporcionou aumento na producdo de
FPase de 0,067 UFP/g (+0,735-0,668). Entdo, o efeito global calculado para a
variavel tratamento quimico foi de 0,115 [(+0,163+0,067) /2].

De acordo com o efeito de segunda ordem para a associacdo entre as
variaveis (0,048), a associagdo dos micro-organismos com o tratamento
quimico foi favoravel para a producdo de FPase. As duas variaveis
influenciaram positivamente na producdo de FPase. Portanto, a melhor
condicao para producdo de FPase foi o ensaio 2, no qual ocorreu associagao
entre 0os microrganismos e o tratamento quimico.

Na Figura 5 esta apresentada a representacdo geométrica dos efeitos

para producao de CMCase.

Figura 5 - Representagcdo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 22 para producéo de
CMCase utilizando palha de milho [resposta: UCMC/q].
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Analisando a producdo de CMCase através da representacao
geométrica da Figura 5, observa-se que para 0S ensaios nos quais o
tratamento quimico foi realizado (1 e 2), o tratamento microbiolégico fez com
que a producdo de CMCase aumentasse em 0,096 UCMC/g (+7,526-7,430).
Nos ensaios 3 e 4, nos quais ndo ocorreu tratamento quimico, o tratamento
microbiolégico ocasionou um aumento de 0,387 UCMC/g (+7,871-7,484).
Entdo, o efeito global da varidvel tratamento microbiolégico na producao de
CMCase foi de 0,242 [(+0,096+0,387) /2].

Nos ensaios nos quais ocorreu tratamento microbiolégico, 2 e 4, o
tratamento quimico proporcionou uma diminuicdo de 0,345 UCMC/g (-
7,871+7,526). Nos ensaios 1 e 3, o tratamento quimico causou uma diminuicdo
de 0,054 UCMC/g (-7,484+7,430). O efeito global do tratamento quimico foi de
-0,200 [(-0,345-0,054) /2].

O efeito de segunda ordem para a associagdo dos micro-organismos e
do tratamento quimico (-0,146) indica que a associa¢do nao foi favoravel para a
producdo de CMCase. A partir dos efeitos globais, conclui-se que o tratamento
microbiolégico foi mais favoravel e, portanto, a melhor condicdo para a
producdo de CMCase foi a do ensaio 4, na qual apenas o tratamento
microbioldgico foi aplicado.

Os efeitos na producdo de acucares redutores totais podem ser

analisados a partir da representacdo geométrica da Figura 6.

Figura 6 - Representacdo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 22 para producgédo de
acUcares redutores totais utilizando palha de milho [resposta: mg/mL].
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Analisando o0s ensaios 1 e 2, observa-se que o tratamento
microbiolégico ocasionou um aumento de 0,247 mg/mL na concentracao total
de acucares redutores (-0,880+1,127). Ja nos ensaios 3 e 4, o tratamento
microbiolégico ocasionou uma diminuicdo de 0,132 mg/mL (+0,669-0,801).
Entdo, o efeito global da variavel tratamento microbiolégico foi igual a 0,058
[(+0,247-0,137) /2].

Nos ensaios 1 e 3, o tratamento quimico proporcionou um aumento de
0,079 mg/mL (-0,801+0,880). Nos ensaios 2 e 4, o tratamento quimico
aumentou em 0,458 mg/mL a producdo de acgUcares redutores totais (-
0,669+1,127). O efeito global da varidvel tratamento quimico foi de 0,269
[(+0,079+0,458) /2].

Portanto as duas variaveis tiveram efeito positivo na producdo de
acucares. O efeito de segunda ordem mostra que a associacdo entre os dois
tratamentos também foi favoravel para a producdo de acUcares redutores
totais, sendo a melhor condicdo a do ensaio 2, no qual os dois tratamentos
foram empregados.

Analisando todos os efeitos das diferentes respostas, o ensaio 2 foi o
que apresentou os melhores resultados para a fermentacdo em estado sélido
utilizando palha de milho como matéria-prima, pois foi a associacdo dos micro-
organismos com o tratamento quimico que proporcionou melhor producdo de
FPase e acuUcares redutores. Sharma et al. (2012) também observaram que o
pré-tratamento de biomassa com hidréxido de sédio 1% em condi¢cdes
ambientes aumentou a acessibilidade para as enzimas celuloliticas. Como C.
subvermispora produz xilanases, a producdo destas enzimas pode ter
influenciado na concentracdo de acUcares redutores totais no co-cultivo. A
associacao dos micro-organismos foi vantajosa para a producdo das enzimas,
e no caso da CMCase o uso do pré-tratamento alcalino pode ser dispensado.
Este resultado foi obtido para as duas matérias-primas, bagaco de cana-de-
acucar e palha de milho, mostrando que o custo da producdo de CMCase pode

ser reduzido com o cultivo misto de C. subvermispora e A. niger.
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A Tabela 8 apresenta os valores maximos de atividade enzimatica e de
concentracdo de aclUcares redutores determinados para o0s cultivos com

bagaco de cana-de-acucar e palha de milho.

Tabela 8 - Comparacdo das atividades enzimaticas maximas e acUcares redutores totais
maximos determinadas para os cultivos em BCA e PM.

AcUcares
Biomassa FPase (UFP/g) CMCase (UCMC/qg) redutores totais
(mg/mL)
Baga@‘;ggcg";‘”a'de' 0,873+0,037 4,567+0,825 1,13420,107
Palha de milho 1,043+0,111 7,871+0,988 1,127+0,146

Comparando as duas biomassas utilizadas tem-se que a palha de milho
apresentou melhores resultados para a producédo das enzimas celuloliticas. O
mesmo resultado foi observado por Aguiar (2010), que comparou bagaco de
cana-de-agucar, palha de trigo e palha de milho como fonte de carbono na
fermentacdo utilizando A. niger e como substrato na hidrélise enzimética e
obteve os melhores resultados para a palha de milho. Este resultado pode ser
explicado pela composicao quimica do bagaco de cana-de-acucar e da palha
de milho apresentada na Tabela 1. Como a palha de milho apresenta menor
percentual de lignina em sua composicdo quando comparada ao bagaco de
cana-de-acUcar, a sua recalcitrancia € menor e portanto a celulose esta mais
disponivel para os micro-organismos. Da mesma forma, como o percentual de
hexoses e pentoses da palha (tabela 1) é superior ao do bagaco de cana-de-
acucar, de forma geral, ocorreu maior producdo de acucares redutores nos
cultivos nos quais a palha de milho foi utilizada.

Conforme apresentado na Tabela 3, o tempo de fermentacdo ideal
disponivel na literatura para cultivos de A. niger variou entre 72 horas e 7 dias.
Portanto, o elevado tempo de fermentacao (15 dias) do presente trabalho pode
ter influenciado na baixa produgéo enzimatica por parte do fungo A. niger.

O tempo de fermentacdo ideal deve ser o que satisfaga o crescimento
dos dois micro-organismos do co-cultivo. Como estes micro-organismos
produzem as enzimas de interesse em tempos diferentes de fermentacéo, o

equilibrio entre o tempo de inoculagéo e o de cultivo deve ser estudado.
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Sugestdes para o0 aumento da producdo das enzimas em trabalhos
futuros incluem a variagdo da temperatura, do tempo de fermentacdo, do
contetdo de umidade e da quantidade de micro-organismo inoculada (BANSAL
et al., 2012). A complementacdo do material lignocelulésico com farelos
também pode aumentar a producdo enzimatica (RODRIGUEZ-ZUNIGA et al.,
2011). Para diminuir ainda mais os custos com a producao das enzimas, pode-
se testar também a influéncia da troca do meio BSM (por &gua ou outros
meios) no rendimento do processo. Diferentes granulometrias das matérias-
primas podem ser testadas assim como o controle do pH, pois este é um fator
determinante no crescimento e producdo de enzimas pelos micro-organismos
(BANSAL et al., 2012). O uso das matérias-primas sem a secagem prévia em
estufa também pode ser uma condicdo que favoreca a producdo enzimatica,
pois segundo Santi Junior (2011) a secagem reduz o numero total de poros do
material e um baixo conteddo de umidade pode ser desfavoravel para o
crescimento microbiano (BANSAL et al., 2012).

3 CONSIDERACOES FINAIS

Nas condi¢cbes aplicadas o co-cultivo ndo foi eficiente na producao de
enzimas lignoliticas. Entretanto, enzimas com atividade celulolitica foram
determinadas em todas as condicbes de mono-cultivo e co-cultivo. O pré-
tratamento com hidroxido de sédio 1% em condigcbes ambientes foi
determinante na producdo de FPases e agucares redutores utilizando o bagaco
de cana de acucar como biomassa, sendo desfavoravel o tratamento com C.
subvermispora. Porém, para a producao de CMCase o co-cultivo apresentou 0s
melhores resultados, dispensando o uso do pré-tratamento alcalino e assim
reduzindo os custos de producdo. Ja para o uso de palha de milho como
biomassa, o pré-tratamento alcalino com posterior co-cultivo dos micro-
organismos foi a condicdo que mais favoreceu a producdo de FPase e de
acucares redutores. A condigcdo que mais favoreceu a producdo de CMCase
também foi a auséncia do pré-tratamento quimico e o co-cultivo. De modo

geral, o co-cultivo foi eficiente para producdo de enzimas celuloliticas e
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disponibilizacdo de acuUcares redutores, apresentando melhores resultados

para a palha de milho.
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