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Resumo

A produgio enzimatica é hoje um mercado em evidéncia gragas a um aumento cada vez mais significativo
do uso de enzimas em diversos processos industriais, como por exemplo, na fabricacio do promissor
etanol celulésico. Porém, o alto custo de producio, devido a fatores como dificuldade de purificagio
enzimatica e pre¢o elevado do substrato, ainda limita a consolidac¢ao desse mercado. Dentro desse cenario,
o intuito dessa revisio foi apresentar as vantagens de uso ¢ as propriedades desse material residual
lignoceluldsico, os principais pré-tratamentos ocorrentes, as celulases e o grande potencial dos fungos em
sua producio e as perspectivas de melhoria do processo produtivo através da otimizagdo das condi¢des de
producio dessas enzimas.

Palavras-chave: Celulases; Materiais lignocelulésicos; Superficie de resposta; Otimiza¢do de condi¢oes de
cultivo.

Abstract

The enzyme production is evident today a market due to an increasingly significant increase in the use of
enzymes in various industrial processes, such as in the manufacture of cellulosic ethanol promising.
However, the high cost of production due to factors such as difficulty of enzyme purification and high
substrate prices, still limits the consolidation of this market. In this scenatio, the aim of this review was to
present the advantages of use and properties of lignocellulosic waste material, the occurring pretreatments
main, cellulases and the great potential of fungi in their production and the prospects for improvement of
the production process by optimizing the conditions for hydrolysis and fermentation.

Keywords: cellulases; lighocellulosic materials; Response surface; Optimization of culture conditions.
Resumen

La produccion de enzimas es evidente en la actualidad un mercado debido a un aumento cada vez mas
importante en el uso de enzimas en varios procesos industriales, tales como en la fabricacién de etanol
celulésico prometedor. Sin embargo, el alto costo de produccién debido a factores como la dificultad de la
purificacién de la enzima y los altos precios de sustrato, todavia limita la consolidacién de este mercado.
En este escenario, el objetivo de esta revision es presentar las ventajas de su uso y propiedades de material
de residuos lignocelulésicos, los tratamientos previos que ocurren principales, celulasas y el gran potencial
de los hongos en su produccion y las perspectivas para la mejora del proceso de produccion mediante la
optimizacion las condiciones para la hidrélisis y la fermentacion.

Palabras-clave: celulasas; materiales lignocelulésicos; de superficie de respuesta; Optimizacion de las
condiciones de cultivo.
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INTRODUCAO

Uma area da biotecnologia que tem movimentado milhoes de ddlares anualmente ¢ a
producgao de enzimas, um mercado em evidéncia, que tem conseguido diminuir os custos de
producdao e aumentar cada vez mais a utilizacdo enzimatica em diversos processos industriais
(ZIMMER et al., 2009) como, por exemplo, o crescente uso de enzimas chamadas celulases na
hidrélise de biomassa lignocelulésica, tecnologia capaz de gerar uma gama de produtos, incluindo
o biocombustivel etanol, que ¢ uma das moléculas de maior interesse atualmente (DASHTBAN
et al., 2010).

As celulases sao enzimas que constituem um complexo capaz de atuar sobre a celulose,
promovendo sua hidrélise. Estas enzimas sio biocatalisadores altamente especificos que atuam
em sinergia para a liberacao de agucares, dos quais, glicose é o que desperta maior interesse
industrial devido a possibilidade de sua conversio em etanol (Castro; Pereira Jr., 2010) e sdo
obtidas principalmente através do cultivo de microrganismos celuloliticos em substrato indutor.

A celulose isolada ¢ o principal substrato utilizado para induzir a producdo de celulases e
o alto custo desse substrato é um dos principais fatores de elevacao do valor final destas enzimas
(DAMASO et al., 2008). Isso tem impulsionado amplos esfor¢os na busca de substratos indutores
mais baratos e abundantes, como por exemplo, residuos de produgao agricola como: bagaco de
cana-de-agucar, palha de arroz, palha de milho, serragem, cascas de coco, entre outros (BERLIN
et al., 2005; FARINAS e# al., 2008; ZHOU et al., 2009; BINOD ef al., 2010).

Calcula-se que, ao longo da cadeia de abastecimento alimentar, cerca de um terco dos
alimentos produzidos mundialmente transforme-se em residuos agricolas, e, em muitos casos, sao
jogados em aterros ou incinerados juntamente com outros detritos (CHAMPAGNE, 2008). No
entanto, estes destinos pouco nobres tém enfrentado fortes pressdes ambientais e até economicas
que culminaram no amplo estimulo ao uso desse material residual como fonte de obtencao de
matéria-prima para bioconversao (FARINAS ez al., 2008).

Os residuos agricolas sao materiais fibrosos, oriundos de biomassa vegetal formada
principalmente por polimeros de glicose e lighina que podem resultar na geracao de inimeros
insumos de alto valor comercial (KIRAN, e @/, 2014). O uso desses residuos na produgao
enzimatica tem sido largamente estudado devido ao grande interesse comercial pelos produtos
gerados na agdo enzimatica como: etanol, proteina isolada, acidos organicos, aminoacidos,
metabolitos secundarios biologicamente ativos, etc. (PANDEY; SOCCOL, 1998). Assim, um

rapido desenvolvimento biotecnolégico tem possibilitado o aproveitamento dessa biomassa
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lignocelulolitica residual para sintese de bioprodutos de alto valor agregado (DASHTBAN ez /.,
2010).

A degradagao da biomassa celuldsica e de outras fibras de parede celular vegetal ocorre
naturalmente no ambiente pela acio de um conjunto de organismos, especialmente fungos
filamentosos, que crescem sobre esse substrato e através da produgdo de celulases, hidrolisam os
polissacarideos estruturais (KHAN ez 4L, 2007). Observando esse potencial natural dos
microrganismos, diversos estudos tém sido realizados com o intuito de possibilitar a produgao
destas celulases em larga escala e viabilizar a obtencao de compostos quimicos renovaveis
advindos de residuos lignocelulésicos (KANG ez al., 2004; JORGENSEN ez al., 2005; SINGH ez
al., 2014)

Alguns trabalhos realizados vém mostrando que a agdo conjunta de enzimas aumenta
consideravelmente a rentabilidade dos processos produtivos (BERLIN ez al, 2005), o que reforga
o uso de microrganismos, ja que estes podem produzir concomitantemente uma série de enzimas
e gerar extratos enzimaticos extremamente eficientes. No entanto, como a produ¢io envolve
cultivo microbiano, uma série de percalcos pode limitar esse processo (CASTRO; PEREIRA
JUNIOR, 2010) assim, a fim de diminuir gargalos como: dificuldade de manutencio dos fatores
fisicos, encontro de substratos ideais para cada enzima, quantidade de dgua livre necessaria, entre
outros, tém sido exaustivamente estudados processos de otimizacao das condi¢cdes de cultivo
utilizando ferramentas estatisticas como a superficie de resposta. Esse recurso pode viabilizar a
produgao enzimatica, diminuir custos e aumentar o rendimento (LATIFIAN ez a/., 2007).

Enfim, seguindo essa linha de desenvolvimento, que busca aliar viabilidade e tecnologia
de processos a qualidade ambiental, o intuito dessa revisaio foi apresentar as vantagens e
propriedades de uso desse material residual lignocelulésico, os principais pré-tratamentos
ocorrentes, as celulases e o grande potencial dos fungos na produc¢ao destas e as perspectivas de

melhoria do processo produtivo através da otimizagao das condi¢des de hidrolise e fermentacao.

Materiais lignocelulésicos

Chamados também de biomassa lignocelulésica, sao provenientes direta ou indiretamente
do processo de fotossintese (PEREIRA ]UNIOR et al., 2008), sendo eles, um recurso natural
essencial para o funcionamento das sociedades industriais, podendo contribuir para o
desenvolvimento de uma economia global mais sustentavel (HU, 2008).

O material lignoceluldsico ¢ amplamente disponivel na natureza em forma de residuos de

produgao agricola, atividade que cresce anualmente e exige, cada vez mais, o aproveitamento de
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dessa biomassa residual. Este aproveitamento, além de evitar a acumulagdo do material na
natureza, contribui para o controle da poluicdo, proporciona melhores condigdes de saude
publica e pode também gerar uma série de produtos de interesse comercial (MACHADO;
ABREU, 2006). Devido a essa grande disponibilidade, os residuos lignocelulésicos tém sido
largamente utilizados na produgdo de polpas nas industrias de papéis, de proteina para ragdao, em
meios tecnologicos de alimentagio, sendo ainda uma aposta para a geragao de energia através da
produgao de etanol (BALLESTEROS, 2001).

De acordo com Pandey ez a/. (2000), materiais lignocelulésicos tem uma estrutura quimica
formada basicamente de celulose (32-50%), hemicelulose (19-25%) e lignina (23-32%), além de
uma pequena parte de acidos organicos e sais minerais. De forma geral, a celulose encontra-se em
maiores propor¢oes, seguida da hemicelulose e, por fim, da lignina. Essa variagao nas quantidades
dos componentes lignocelulésicos ¢ justificada, pois, assim como a forma e o tamanho da parede
celular dos materiais lignocelulésicos variam de espécie para espécie, sua composi¢ao quimica
também se apresenta distinta entre representantes lignocelulésicos (CASTRO; PEREIRA JR,
2010).

Dos componentes do material lignocelulésico, destaca-se a celulose que é o principal
componente da parede celular dos vegetais. Esta é encontrada em plantas sob a forma de
microfibrilas de 2 a 20 nm de diametro e entre 100 a 40.000 nm de comprimento, tendo entre

2.000-25.000 residuos de glicose (BROWN JUNIOR ef a/., 1990)

Celulose

A celulose destaca-se entre os componentes do material lignocelulésico pois pode ser
hidrolisada e fermentada por métodos simples e usuais para producio de etanol (SCATENA;
SCREMIN-DIAS, 2006). Em 2007, 606 milhoes de toneladas de biomassa lignoceluldsica foram
geradas no pafs, destas, cerca de 105 milhdes de toneladas correspondem a fragao celuldsica
(CASTRO; PEREIRA JR, 2010). Essa por¢ao celuldsica ¢ um homopolissacarideo de ocorréncia
natural, corresponde a aproximadamente 40% de toda reserva de carbono disponivel na biosfera,
sendo a principal fonte de carbono, elemento base dos componentes organicos. Esta presente em
todas as plantas, desde arvores altamente desenvolvidas até em organismos mais primitivos e seu
conteudo nestas espécies varia de 20 2 99% (RABELO, 2007).

A celulose pode ter sua estrutura classificada em trés niveis organizacionais: o primeiro é
definido pela sequéncia de residuos B-D-glicopiranosidicos unidos por ligagdes covalentes,
formando o homopolimero de anidroglicose com ligacdes 3-D (1—4) glicosidicas, de férmula
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geral (CeH1Os)a; 0 segundo nivel descreve a conformagdo molecular, isto é, a organizagdao
espacial das unidades repetitivas, e ¢é caracterizado pelas distancias das ligagdes e respectivos
angulos e pelas ligagoes de hidrogénio intramoleculares; ja o terceiro nivel define a associagao das
moléculas formando agregados com uma determinada estrutura cristalina, estes agregados
conferem elevada resisténcia a tensdao, tornando a celulose insolivel em 4gua e em um grande
nimero de outros solventes (DING; HIMMEL, 2006; SANTOS et al., 2012) Essas ligacdes
intermoleculares sao responsaveis pela rigidez, e as ligagdes intramoleculares sao responsaveis
pela formacio de fibrilas, que sdao estruturas ordenadas que se associam formando as fibras de
celulose com elevado grau de cristalinidade, nas quais as cadeias de glicana estao ligadas
paralelamente, até as regides amorfas (VASQUEZ e al., 2007).

A resisténcia da celulose, mais o envoltério de lignina, proporcionam a essa
macromolécula grande resisténcia a hidrolise, que é considerado o maior desafio para a utilizagao
dos materiais lignocelulésicos em aplicagdes biotecnoldgicas, como a produgiao de etanol de
segunda geracio (ARANTES; SADDLER, 2010). Deste modo, apesar das intmeras
possibilidades de utilizagdo do material lignoceluldsico, seu aproveitamento ainda é oneroso e
necessita de largos estudos e investimentos a fim de otimizar as diversas etapas envolvidas.

Segundo Champagne (2008), os residuos lignocelulésicos agricolas apresentam
composicao fisico-quimica complexa, que oferece resisténcia ao ataque quimico ou bioquimico e
dificulta sua conversao em materiais com alto valor agregado, através da hidrélise. Portanto, o
maior obstaculo para o aproveitamento celuldsico permanece sendo a relagao custo-beneficio da
produgao de agucares fermentesciveis a partir dessa biomassa recalcitrante de dificil hidrélise
(ZHANG, 2008). De acordo com Laser et al. (2002), disponibilizar os agucares fermentesciveis
envolve a hidrélise das fibras de celulose e hemicelulose e ainda uma quebra da lignina que
envolve essas fibras, isso torna o processo mais oneroso pois, para conversao em agucares sio
exigidos processos térmicos, quimicos ou enzimaticos. Segundo Champagne (2008), essa
conversao de depende geralmente do pré-tratamento da fibra de celulose, da selecao de enzimas e
das condi¢bes operacionais. Estes fatores irdo variar, dependendo da fonte de matéria-prima

residual.

Pré-tratamento do material lignoceluldsico

Mesmo presente em quantidades menores em relagao a fragao celuldsica, a lignina confere
limitagao suficiente para retardar, ou mesmo impedir completamente a atuagao microbiana sobre
o material (CASTRO; PEREIRA-JR, 2010). Assim, os substratos lignocelulésicos, com sua
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estrutura complexa e compacta, precisam passar por um pré-tratamento, que torna a hidrélise
mais eficiente, uma vez que aumenta a susceptibilidade dos polissacarideos ao ataque enzimatico.
(MOSIER et al., 2005; KUO; LEE 2009; LI ef al., 2009; CARDOSO e# al., 2012; SILVA, 2012).

De acordo com Ferreira Filho (19906), a técnica do pré-tratamento ¢é necessaria e tem o
intuito de aumentar a susceptibilidade da celulose através da remocao da lignina e redugio da
cristalinidade da estrutura celuldsica. Esse pré-tratamento ¢ realizado na maioria dos materiais
lighoceluldsicos antes do processo de hidrélise, com o objetivo de remover a lignina, reduzir a
cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade dos materiais, bem como, evitar a degradagao
ou perda de carboidratos e a formagao de bioprodutos que possam inibir os microrganismos
fermentadores (SUN; CHENG, 2005).

Existem diversos tipos de pré-tratamentos, com diferentes rendimentos e efeitos distintos
sobre a biomassa e consequente impacto nas etapas subsequentes, esses métodos podem ser
classificados em quatro categorias: fisico, quimico, biolégico e combinado (RABELO e 4/, 2008).
Um pré-tratamento ideal é aquele que produz fibras reativas, preserva a utilidade da fragao
hemiceluldsica e nao libera compostos que inibam significativamente a fermentacao (LYND ez a/,
1996). Ele é um dos passos mais caros no processo de conversao da biomassa em agucares
fermentesciveis, uma vez que requer o uso de vapor e produtos quimicos, além da necessidade de
reatores resistentes a corrosao (LASER ez al., 2002).

Virios pré-tratamentos tém sido propostos para a lignocelulose visando melhorar a
acessibilidade das enzimas a celulose ja esses materiais pré-tratados apresentam rendimentos mais
significativos que sem tratamento (LAVARACK ez a/., 2002; NEUREITER e al., 2002; MARTIN
et al., 2007, RABELO et al, 2008; LEE et al., 2009; RABELO et al., 2009).

Apbs o pré-tratamento, com a celulose ja disponibilizada, é possivel realizar a hidrolise,
esse processo tem duas vias mais conhecidas e usadas: hidrélise acida e hidrolise enzimatica, a
acida é o mais antigo processo de hidrolise conhecido, utiliza acido concentrado para romper as
ligaces entre as glicoses e foi muito estudada, mas, desvantagens como a alta formagao de
inibidores da fermentagao, o enorme gasto energético e o alto consumo de acido e de sulfato de
calcio para neutralizacdo, foram limitantes para o uso do processo em escala industrial
(COLETANEA, 1981).

Ja a hidrdlise enzimatica é o processo mais promissor € conta com ag¢ao de enzimas
celuloliticas (celulases). Nela ha maior producao de monossacarideos do que na hidrdlise acida,
porque a celulase catalisa somente as reaces de hidrolise (PARISI, 1989). Esse tipo de hidrélise

da celulose representa uma alternativa importante para a producao de agicares fermenteciveis
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usando residuos agroindustriais, por se tratar de um processo limpo e especifico (MARTIN ez al,

2007; RABELO e al., 2009; ZHAO et al., 2009; SILVA, 2012).

Degradagio enzimatica e as celulases

A hidrélise enzimatica envolve clivagem de polimeros de celulose e hemicelulose
utilizando enzimas (TAHERZADEH; NIKLASSON, 2004). Avanc¢os recentes em tecnologia
enzimatica, para a conversio de biomassa celulésica em agucares, trouxeram progressos
significativos na pesquisa de etanol lignocelulésico, que é um dos mais importantes produtos
gerados a partir desse tipo de biomassa. De acordo com Rodrigues (2009), a hidrélise enzimatica
¢ considerada de grande potencialidade, pois proporciona maiores rendimentos, é realizada sob
pressio ambiente e temperaturas moderadas (50-60°C), nao forma subprodutos indesejaveis, e
ainda possibilita a utilizacdo de técnicas avancadas de biotecnologia para sua otimizagdo. No
entanto, apesar de uma série de vantagens, esse tipo de hidrolise ainda enfrenta varios gargalos
tecnoldgicos, o principal deles ¢ o elevado custo das enzimas (celulases) utilizadas no processo.

Os trés maiores grupos de celulases que estdio no processo de hidrélise sio:
endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases (SUN; CHENG, 2002). Segundo Ghose (1987) e
Zhang et al. (2000), endoglucanases, exoglucanases ¢ [-glicosidases, também sao conhecidas
como celulases totais ou enzimas do papel de filtro — FPase.

As endoglucanases clivam a cadeia de celulose em regides amorfas, diminuindo seu grau
de polimerizagio e criando, entao, novas extremidades de cadeia. Exoglucanases
(celobiohidrolases) agem em sequéncia em tais extremidades, ou seja, sio capazes de se ligar aos
dominios cristalinos e liberar celobiose ou glicose das extremidades. A hidrélise completa da
celulose ocorre, entdo, pela agio das B-glicosidases, as quais hidrolisam a celobiose e outras
celodextrinas em glicose MUNOZ et. al, 2001; FRENCH, 2009).

A endoglucanase ¢ a enzima do complexo celulolitico responsavel por iniciar a hidrolise,
de acordo com Guimaries ez a/. (2002), uma enzima endoglucanase tipica é capaz de clivar as
ligacbes ao longo da fibra de celulose, diminuindo rapidamente o grau de polimerizacio do
substrato. Em razdo das cadeias de glicana ainda estarem associadas ao resto da fibra depois da
quebra de uma ligagao, um ataque do tipo endo leva um tempo maior para a geragao de produtos
soluveis.

Olsson (1996) afirma que as endoglucanases podem atuar na reducgao da forca das fibras
de celulose, hidrolisando randomicamente as regides internas da estrutura amorfa da fibra,

liberando oligossacarideos de diversos graus de polimerizacao e, consequentemente, nNOvos
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terminais, sendo um terminal redutor e um nao redutor. Um terminal redutor é formado quando
a glicose possui uma hidroxila heterosidica livre ¢ um nao redutor ocorre quando a hidroxila
heterosidica da molécula da extremidade participa de ligagdo com a glicose adjacente.

Ja as exoglucanases parecem catalisar a maioria das clivagens nas ligagdes durante a
sacarificagao de celulose cristalina e sio, geralmente, o componente principal das preparagoes de
celulase, especialmente no caso das enzimas comerciais derivadas de fungos (LIU ez a/., 2011).

As B-glicosidases podem ser intracelulares ou extracelulares e sao encontradas em todos
os dominios de organismos existentes, essas enzimas catalisam a hidrolise de dissacarideos e
glicosideos conjugados a partir da extremidade nao redutora (CAIRNS; ESEN, 2010).

Na natureza, a degradacdo da biomassa celulésica e de outras fibras de parede celular
vegetal é realizada pela mistura dessas celulases produzidas por um conjunto de organismos,
incluindo fungos e bactérias. Observando esse potencial natural dos microrganismos, diversos
estudos tém sido realizados com o intuito de possibilitar a producdo destas celulases em larga
escala e viabilizar a obtengao de compostos quimicos renovaveis advindos de residuos
lignocelulésicos (IKHAN ez al., 2007). De acordo com Kuhad ez a/. (2011) a facilidade de induzir
uma grande diversidade de microrganismos como fungos e bactérias a sintetizarem celulases
durante o seu crescimento em materiais celulésicos fez com que essas enzimas se tornassem
biocatalisadores de ampla aplicacdo industrial.

Wood e Garcia-Campayo (1990) e também Tuor ef al. (1995), ressaltaram que uma das
possibilidades na degradagdo de materiais lignoceluloliticos ¢ a hidrolise enzimatica usando
microrganismos que produzem enzimas especificas capazes de hidrolisar a celulose. Os géneros
de microrganismos mais conhecidos e estudados na producdo dessas enzimas sio Clostridium,

Cellulomonas, Thermomonospora, Trichoderma e Aspergillus SUN; CHENG, 2002).

Fungos filamentosos na produgio extratos enzimaticos celuloliticos

Os géneros fingicos sio os mais explorados comercialmente devido a capacidade de
secretarem altos niveis de proteina, podem produzir mais que 100 g 1" e também, devido 2
possibilidade de suas enzimas atuarem naturalmente de maneira bastante efetiva na hidrélise da
biomassa (CHUNDAWAT et af, 2011).

Segundo Menezes (1997), os fungos sao os principais microrganismos utilizados pela
industria na producao de enzimas sendo que, as principais espécies envolvidas na sintese de
celulases incluem, Trichoderma reesei, Trichoderma  koningii, Trichoderma  lignorum, Sporotrichum
pulvernlentum, Penicillium funicutosum, Penicillium iriensis, Aspergillus sp, Schizophyllumm sp, Chaetominm
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sp (BISARIA; GHOSE, 1981) e Humicola sp (DA SILVA et al., 1994). Algumas leveduras como
as do género Trichosporium sp também sao produtoras de xilanases e celulases, assim como
diversas espécies de Aspergillus produzem altos niveis de B-glicosidase (STEVENS; PAYNE,
1977).

Muitos estudos tém sido realizados na busca de enzimas capazes de hidrolisar a celulose
de maneira cada vez mais efetiva, seja pela combina¢ao de enzimas para obtencido de complexos
celuloliticos mais eficientes (ZHOU ez al., 2009) ou pelo melhoramento de espécies através de
métodos de engenharia genética (IMAI e al., 2004; KANG ez al., 2004; JORGENSEN ez al,
2005). Hernandez-Salas ez al. (2009), estudando a degradacao de bagaco de cana e bagaco de
agave, constataram, ao comparar ensaios de hidrélise do bagago de cana feitos com enzimas
isoladas a um ensaio feito com uma preparagao com coquetel enzimatico de fungo filamentoso,
um aumento de 175% no rendimento de agucares redutores ao usarem combina¢io enzimatica.

Alguns trabalhos realizados vém mostrando que a agdo conjunta de celulases e
hemicelulases resulta em uma maior produgao de glicose quando comparada com as celulases
sozinhas, em funcao da retirada da hemicelulose que recobre as fibrilas de celulose melhorando o
acesso das celulases (BERLIN ez 4/, 2005), o que reforca o uso de fungos filamentosos para
sintese de enzimas, j4 que esses microrganismos naturalmente produzem uma série de
catalisadores concomitantemente, podendo originar extratos enzimaticos muito mais eficientes.

Rosgaard ez al. (2006) avaliaram o efeito da combinacao de celulases comerciais com os
extratos enzimaticos produzidos pelos fungos termofilos Chaetonzinm  thermophilum, Thielavia
terrestris, Thermoascus anrantiacus, Corynascus thermophilus e Myceligphthora thermophila na hidrélise da
palha de cevada pré-tratada com vapor e os resultados mostraram que, quando se adiciona uma
pequena quantidade (10 %) dos extratos enzimaticos dos fungos testados a mistura de Celluclast
e B-glicosidase (Novozym®,188), é possivel duplicar a liberacdo de glicose quando comparado
com a hidrélise utilizando somente a mistura de celulases comerciais.

Zhang et al. (2009) investigaram a adi¢do de enzimas acessorias, 3-glicosidase, xilanase e
pectinase a celulase comercial (Spezyme CP) para aumentar a conversio da celulose e
hemicelulose do sabugo de milho pré-tratado com amonia e relataram aumento da conversao
pelas duas enzimas adicionadas, porém afirmam que a adi¢io da pectinase tornou a conversao
mais efetiva, suplementacio com 0,12 mg de pectinase/g de glucana aumentou o rendimento de

glicose em 7,5 % e de xilose em 29,3 %.
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Produgdo de enzimas fungicas

Para a atual sintese de enzimas sdo utilizados processos que podem ser conduzidos tanto
em meio aquoso, chamado de Fermentagao Submersa (FS), quanto em meio semissélido,
processo nomeado Fermenta¢ao em Estado Sélido (FES) (ORLANDELLI ef a/., 2012). Na FS os
microrganismos sao cultivados em meio aquoso homogéneo, rico em nutrientes. Esta técnica ¢
majoritariamente utilizada nos paises ocidentais para a producao de enzimas devido a facilidade
de crescimento dos microrganismos em condi¢des controladas de pH e temperatura e facilidade
na recupera¢ao das enzimas extracelulares (SINGHANIA ez a/,, 2010). Couto e Sanroman (2000)
destacam vantagens da FS como a relativa facilidade de cultivo em grande escala devido a
homogeneidade do meio e a possibilidade de controle dos parametros do processo.

No entanto, segundo Viniegra-Gonzalez e al. (2003), embora as enzimas comercias sejam
produzidas através do processo de (FS), a produgdo enzimatica que mais se aproxima do que
acontece naturalmente no ambiente, é a Fermentagdo em Estado Sélido (FES).

A FES ¢é um processo onde o cultivo ocorre em um substrato contendo umidade apenas
para manter o crescimento e o metabolismo do microrganismo, isto é, isento de agua livre
(CHAHAL, 1985; MADAMWAR e¢# al., 1989; DUENAS e¢f al., 1995). De acordo com Holker e#
al. (2004) e Farinas e al. (2008), o uso da FES tem se mostrado particularmente vantajoso para o
crescimento de fungos filamentosos, uma vez que simula seu habitat natural. Essa vantagem ¢
estendida a producao de enzimas, proporcionando uma maior produtividade quando comparada
ao processo de I'S. Além disso, as enzimas produzidas pela FES sio menos susceptiveis a
problemas de inibi¢ao por substrato e também possuem uma estabilidade maior a variagdes de
temperatura e pH.

Sob o ponto de vista ambiental, a vantagem da FES esta relacionada ao menor volume de
efluente produzido, a possibilidade de conduzir o processo em condi¢cbes semiestéreis e a
possibilidade de utilizagao de residuos agroindustriais como substrato sélido. Essa biomassa serve
como suporte para o crescimento fingico, como indutores da produgdo enzimatica e
consequentemente, como fonte de carbono e energia para o processo, além disso, os meios
utilizados no preparo da FES muitas vezes apresentam um menor custo e menor probabilidade
de contaminagao, devido a menor quantidade de agua utilizada (FARINAS ez a/., 2008).

Apesar de a FES ser meio favoravel para o crescimento de fungos filamentosos, muitos
gargalos ainda precisam ser superados para que se consolide o uso dessa técnica nos processos
produtivos, ja que a sintese enzimatica industrial em larga escala exige maior controle dos fatores
envolvidos no crescimento do microrganismo e da sua capacidade de produzir enzima
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(SINGHANIA ef al., 2010). Neste sentido, muitos trabalhos estao sendo desenvolvidos (LIU e
TZENG 1998; ELIBOL 2003; ZAMBARE 2011; ZHANG; SANG, 2012; CASPETA e/ al.,
2014) a fim de diminuir percalgos como a dificuldade de manutengao dos fatores fisicos que
influenciam o processo, a descoberta do substrato ideal para cada enzima, a quantidade de dgua
livre necessaria, entre outros. De acordo com Latifian e# a/. (2007), os processos de otimizagao
das condi¢oes da FES podem viabilizar a produ¢io enzimatica, diminuir custos e aumentar o
rendimento, por isso esse tipo de estudo tem sido objeto comum da pesquisa basica para

aplicagoes industriais de enzimas.

Perspectivas de melhoria da produgdo de enzimas através da otimizagdo das condig¢bes
fermentacgio

O desenvolvimento e a otimiza¢ao das tecnologias produtivas sio de fundamental
importancia para viabilizagdo e fabricagao em larga escala de um produto, para dar continuidade
operacional, aumentar constantemente a lucratividade e competitividade e para eliminar gargalos
de um processo produtivo. Assim, inimeros grupos de pesquisa t¢ém focado seus esforcos na
otimizagao de parametros, que é o principal objetivo num processo de sacarificacio da biomassa
lignocelulésica (LATIFIAN et al., 2007, CASPETA et al., 2014).

De acordo com Singh e a/. (2014) o aumento da procura por enzimas industrialmente
valiosas, juntamente com a busca constante pela selecio de melhores fontes para produgiao
enzimatica, tornou a obtencao de uma produ¢ao mais rentavel quase que uma obrigacao. Essa
produgdao economicamente justificada s6 podera ser obtida através de estudos que avaliem a
influéncia de cada fator envolvido na produc¢ao e possam determinar os niveis ideais de cada um
desses fatores. Segundo Silva er al (2012), estudos estratégicos chamados de otimizagao,
possibilitam avaliagdio abrangente de fatores envolvidos na producao e permitem o
desenvolvimento de superficies de resposta, através das quais ¢ possivel dimensionar
antecipadamente a influéncia causada pelos fatores envolvidos no processo produtivo no
rendimento final da produgao.

A metodologia de superficie de resposta (MSR) ¢ uma colecao de experiéncias, métodos
matematicos e inferéncias estatisticas, que avalia o efeito combinado de todos os elementos que
participam do processo produtivo. Através de graficos em 3D esse método possibilita uma
melhor visualizagao dos parametros de interacdo e ¢ capaz de determinar o ponto 6timo das
variaveis envolvidas e, consequentemente, possibilitar o aumento de rendimento (LIU e TZENG

1998; ELIBOL 2003; ZAMBARE 2011; SINGH ez al., 2014).
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Diversos autores tém desenvolvido seus estudos utilizando MSR. Bansal e a/. (2012)
otimizaram a producdo de celulases de Aspergilius niger em fermenta¢ao em estado solido
utilizando de residuos agricolas e residuos de cozinha e encontraram as condic¢ées ideias de
fermentagao, concluindo que esses substratos podem ser usados para produgao de celulases por
FES devido a produgao apreciavel de celulases obtida. Zhang e Sang (2012), otimizando a
produgdo por fermentagdo em estado solido de celulases por Penzcillinm chrysogenum conseguiram
determinar as condi¢coes ideais e obtiveram altos niveis de atividade enzimatica.

A determinagdo de condig¢oes ideais para os processos de producio de enzimas
significam, obviamente, aumento de rentabilidade e aumento da atividade enzimatica dos extratos
resultantes. Saini e a/. (2015), otimizaram a producao de celulases por Penicillium oxalicum e
relataram aumento de atividade enzimatica de 1,7 vezes apds otimizacao das condi¢ées de cultivo
e nutricao. Mekala e a/. (2008) conseguiram aumentar a atividade em 4.7 vezes, apos as melhorias
no cultivo de T. reesei. Yang et a/ (2012) obtiveram atividade 1.6 vezes maior que antes da
otimizagao estatistica da produgdo celulasica por Penicillium sp. Tais resultados mostram que 0s
niveis das variaveis sao muito relativos e por isso devem ser diferentemente definidos de acordo
com cada processo produtivo, procedimentos extremamente importantes para viabilizagdo de

produgdes enzimaticas.

CONCLUSAO

Através do estudo foi possivel verificar que atualmente indmeras pesquisas tém sido
direcionadas a obteng¢ao, otimizac¢ao e viabilizacio da producao de celulases e que a utilizacdo de
biomassa residual lignoceluldsica, disponivel na natureza em forma, principalmente, de residuos
de produgio agricola, tem conseguido aliar producio viavel a preservacao da qualidade ambiental,
pois além de evitar a acumulag¢ao do material na natureza, contribui para o controle da polui¢ao e

proporciona melhores condi¢oes de satde publica.
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