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SILVA, Fabiane Neves. Otimizac¢ao e caracterizacio de endoglucanase de Aspergillus
niger para aplicacido do blend enzimatico na sacarificacio de residuos agroindustri-
ais. Itapetinga, BA: UESB, 2024. 111 p. Tese (Doutorado em Engenharia e Ciéncia de
Alimentos), Area de Concentragio em Ciéncias de Alimentos.

RESUMO

A Fermentagdo em Estado Solido (FES) ¢ uma técnica biotecnoldgica que emprega mi-
crorganismos para a producao de substancias valiosas. Essa metodologia ¢ benéfica para
a sustentabilidade, pois converte materiais lignoceluldsicos abundantes em recursos uteis,
minimizando o impacto ambiental e fomentando o desenvolvimento econdmico local.
Residuos agroindustriais como a casca da améndoa do cacau e casca de arroz, assim como
a palma forrageira sdo matérias-primas potenciais na FES para a geracdo de enzimas. A
otimizagdo do processo ¢ a selegdo adequada do microrganismo sdo etapas cruciais. O
fungo Aspergillus niger, por exemplo, ¢ frequentemente utilizado na FES para a producao
de celulases, um conjunto de enzimas que decompdem a celulose para varias aplicagdes.
Entre as celulases, a endoglucanase desempenha um papel fundamental na fase inicial da
hidrolise enzimatica, atuando em sinergia com outras celulases para a obtengdo de hexo-
ses, que sao essenciais na biorrefinaria. Neste cenario, os blends enzimaticos produzidos
pela FES representam uma alternativa viavel, sendo simples de produzir, eficazes e
econdmicos. Além disso, esses blends possuem a vantagem de conter multiplas enzimas,
eliminando a necessidade de purificagdo.

Palavras-chave: Fermentacao em estado sé6lido. Hidrdlise enzimatica. Celulase. Fungos
filamentosos. Biorrefinaria.



SILVA, Fabiane Neves. Otimizac¢ao e caracterizacio de endoglucanase de Aspergillus
niger para aplicacido do blend enzimatico na sacarificacio de residuos agroindustri-
ais. Itapetinga, BA: UESB, 2024. 111 p. Tese (Doutorado em Engenharia e Ciéncia de
Alimentos), Area de Concentragio em Ciéncias de Alimentos.

ABSTRACT

Solid-State Fermentation (SSF) is an advanced biotechnological technique that employs
microorganisms for the production of valuable substances, such as enzymes. This metho-
dology is beneficial for sustainability, as it converts waste into useful resources, minimi-
zing environmental impact and fostering local economic development. Agro-industrial
residues such as cocoa almond shell, rice husk, and forage palm are potential feedstocks
in SSF for enzyme generation. Process optimization and proper microorganism selection
are crucial. For instance, Aspergillus niger is a fungus frequently used in SSF for the
production of cellulases, a group of enzymes that decompose cellulose for various appli-
cations. Among cellulases, endoglucanase plays a fundamental role in the initial phase of
enzymatic hydrolysis, acting synergistically with other cellulases to obtain hexoses,
which are essential in biorefinery. In this scenario, enzyme blends produced by SSF
emerge as a viable alternative, being simple to produce, efficient, and cost-effective. Mo-
reover, these blends have the advantage of containing multiple enzymes, eliminating the
need for purification.

Keywords: Solid-state fermentation (SSF). Enzymatic hydrolysis. Cellulase. Filamen-
tous fungi. Biorefinery.
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CAPITULO 1
1. INTRODUCAO

A fermentagdo em estado so6lido (FES) é um processo de cultivo de microrganis-
mos em uma matriz sélida na auséncia (ou quase auséncia) de agua livre; no entanto, com
umidade suficiente para manter o crescimento e o metabolismo dos microrganismos (Pan-
dey, 2003). Através desse processo, as substancias organicas presentes na matéria-prima
podem ser convertidas em produtos de valor agregado, no qual se destacam as enzimas,
que tém diversas aplicacdes industriais (Yafetto, 2022).

A eficiéncia desse bioprocesso para producao enzimatica depende de varios fato-
res, como o tipo de matriz sélida, o desempenho do microrganismo e as condi¢des do
processo. Os custos elevados de produgdo e purificagdo de enzimas sdo um obstaculo
importante para as aplicagdes industriais. Portanto, o uso de matérias-primas de baixo
custo pode ser uma alternativa viavel para superar a dificuldade de aplicacao de enzimas
em processos industriais, anteriormente limitados pelo alto custo das mesmas (Sosa-Mar-
tinez et al., 2023 e Kumar et al., 2021).

A incorporacao de residuos agroindustriais e materiais regionais na FES nao ape-
nas proporciona beneficios multifacetados na obtencdo de produtos de alto valor agre-
gado, mas também, do ponto de vista ambiental, impulsiona a sustentabilidade ao recon-
figurar residuos em recursos valiosos e mitigar o impacto ambiental. O descarte inade-
quado desses materiais acarreta problemas como poluicao, desperdicio e desvalorizacao.
Por meio da FES, esses residuos sdo transformados em bioprodutos de elevado valor co-
mercial, fomentando o desenvolvimento econdmico e fortalecendo a autossuficiéncia
(Wang et al., 2023, Da Rosa-Garzon et al., 2022).

Em suma, a otimizacao do uso de materiais regionais abundantes, incluindo resi-
duos e culturas locais, ndo apenas fomenta oportunidades econdmicas nas comunidades,
mas também impulsiona o desenvolvimento regional, enaltecendo a economia local. Em
sintese, a abordagem de economia circular, ao utilizar materiais regionais, emerge como
uma estratégia altamente benéfica para empresas, sociedade e meio ambiente. Essa pra-
tica ndo s6 promove a sustentabilidade, mas também agrega valor aos recursos locais,
desempenhando um papel crucial no desenvolvimento regional (Belwal et al., 2022, Ne-
ves et al., 2022).

A otimizagao do processo fermentativo e o equilibrio nutricional na FES garantem

a eficiéncia e a qualidade dos produtos finais. Uma matéria-prima adequada para a FES
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deve fornecer grande parte dos nutrientes essenciais para o crescimento € o metabolismo
dos microrganismos envolvidos, além de um ambiente fisico favoravel para o desenvol-
vimento do processo fermentativo (Wang et al., 2023). Materiais lignocelulésicos sdo os
mais aplicados na FES e sdo compostos, em sua maior parte, por polimeros de celulose,
seguida de hemicelulose e lignina (Nogueira et al., 2022).

Além da matéria-prima, a escolha do microrganismo ¢ um elemento fundamental
e esta relacionada a muitos fatores, como o desempenho, adaptagao e tolerancia a condi-
¢oes de processo (Yafetto, 2022). Dessa forma, os fungos filamentosos, a exemplo do
Aspergillus niger, sao fortes candidatos a aplicacao em FES, pois essa técnica simula o
seu habitat natural de forma eficiente (Wang et al., 2023). Esses fungos esporulantes pro-
duzem um conjunto diverso de enzimas, como as celulases, nas extremidades das hifas
em crescimento para degradar a biomassa lignoceluldsica (Jo et al., 2023).

Devido a sua abundancia, natureza renovavel e baixo custo, a biomassa lignoce-
lulésica revela um potencial consideravel para ser transformada em outros produtos de
alto valor agregado, como agucares destinados a produgdo de bioetanol (Zhou & Tian,
2022). Essa conversao requer a degradacdo da parede celular (Suryadi et al., 2022), e as
enzimas celuloliticas, produzidas por meio da FES, destacam-se como candidatas robus-
tas para esse processo. Especificamente, a endoglucanase desempenha um papel crucial
na hidrolise das ligagdes glicosidicas, reduzindo o comprimento do polimero de celulose
(Akram et al., 2021). A despolimerizagdo da celulose em agticares simples (hidrolise ou
sacarificagdo) ¢ um passo essencial para a producdo de bioetanol (Ramos et al., 2022;
Ruiz et al., 2023). No entanto, a viabilidade da hidrélise enzimatica em larga escala ¢
limitada pelo alto custo das enzimas.

Nesse cenario, os blends enzimaticos (extratos multienziméaticos) provenientes da
FES emergem como uma alternativa altamente promissora. Sua producdo ¢ descompli-
cada, eficiente e economicamente vantajosa (De Carvalho et al., 2023). Além disso, esses
blends enzimaticos destacam-se por conterem diversas enzimas, eliminando a necessi-

dade de uma etapa adicional de purificagao.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

O presente estudo tem o objetivo de produzir a enzima endoglucanase de Asper-
gillus niger ATCC 1004 através da FES de matérias-primas lignoceluldsicas e aplica-la

na sacarificagdo de residuos agroindustriais.

1.1.2 Especificos

e Definir a melhor composi¢ao de mistura de matérias-primas lignoceluldsicas para
obtencdo da endoglucanase;

e Definir as melhores condi¢des para obtencao da endoglucanase por FES de maté-
rias-primas lignoceluldsicas pelo fungo Aspergillus niger ATCC 1004;

e C(Caracterizar a endoglucanase obtida quanto aos parametros de pH e temperatura
otimos, halotolerancia, efeitos de sais, compostos organicos e solventes;

e Aplicar a enzima obtida na sacarificacdo da casca de arroz e casca da améndoa do
cacau

e Avaliar o efeito do pré-tratamento bioldgico na sacarificagdo da casca da améndoa
do cacau e identificar as alteragdes do pré-tratamento e sacarificagao na estrutura

lignocelulodsicas da casca da améndoa do cacau.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fermentac¢io em estado sélido

A fermentagdo ¢ uma pratica milenar que acompanha a humanidade na transfor-
macgao de alimentos, como o pao, vinho e cerveja. Atualmente, a fermentagao também se
tornou uma fonte de biomoléculas e produtos de interesse para diversos setores industri-
ais, como alimenticio, farmacéutico, téxtil, bioquimico e bioenergético (Soccol et al.,
2017). Em especial, a fermentacao em estado solido (FES), emprega microrganismos,
cultivados em substrato s6lido como fonte de carbono na auséncia total ou parcial de dgua
livre, para converter substancias organicas em compostos de valor agregado (Pandey,
2003).

A FES recria as condigdes naturais ideais para muitos microrganismos, especial-
mente fungos e bolores. Notavelmente, demanda baixa energia para esterilizagdo, gracas
a sua baixa atividade de 4gua, demonstrando resisténcia a contaminag¢ao bacteriana. Esta
técnica possibilita uma produgdo enzimatica abundante de varias enzimas, sendo pouco
afetada pela inibig¢ao do substrato, resultando em uma significativa concentracao final dos
produtos desejados (Soccol et al., 2017). Além disso, as enzimas geradas exibem estabi-
lidade frente a variagdes térmicas e de pH. A FES destaca-se ao aproveitar matérias-pri-
mas acessiveis, como residuos agroindustriais, que fornecem carbono e energia para o
crescimento dos microrganismos (Menezes et al., 2023).

No processo da FES o microrganismo se desenvolve sobre ou intersticios da ma-
téria-prima solida umedecida, que serve como fonte de nutrientes e suporte fisico. O mi-
crorganismo utiliza a matéria-prima como fonte de nutriente e libera metabdlitos, entre
eles as enzimas, que podem ter diversas aplicagdes industriais (Yafetto, 2022). Além da
producdo de enzimas, a FES pode ser aplicada na produgdo de biocombustiveis (Yu et al.,
2014), enriquecimento proteico para residuos agroindustriais (Aruna et al., 2017), acidos
organicos (Akhtar et al., 2020) e biofertilizantes (Lim & Matu, 2015). Com base neste
principio, a FES ja foi aplicada para produgdo de uma variedade de enzimas como lacase
(XU et al., 2020), endoglucanase (Oliveira et al., 2019, De Brito et al., 2017), xilanase
(Marques et al., 2018), lipase (Menezes et al., 2021), amilase (Almanaa et al., 2020) inu-
linase (Singh et al., 2020), B-glicosidase (Neves et al., 2022) e protease (Nogueira et al.,
2022).

De maneira geral, a eficacia da FES na geragdo de produtos de alto valor agregado

estd intrinsecamente ligada a diversos fatores, incluindo a escolha adequada da matriz
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solida, o desempenho do microrganismo e as condigdes do processo fermentativo (Kumar
et al., 2021). Os custos elevados associados a producao e purificacdo de enzimas repre-
sentam um desafio significativo para aplicagdes industriais. Assim, a utilizagdo de maté-
rias-primas acessiveis emerge como uma alternativa vidvel para superar essa barreira,
permitindo a expansdo da aplicagdo de enzimas em processos industriais previamente li-

mitados pelos custos elevados de sua implementacao (Sosa-Martinez et al., 2023).

2.2 Matérias-primas

A selecdo criteriosa da matéria-prima desempenha um papel decisivo na FES, in-
fluenciando tanto a qualidade do produto final quanto os custos associados ao processo
(Hamrouni et al., 2020). Uma matéria-prima eficaz para a FES deve fornecer uma gama
abrangente de nutrientes essenciais para sustentar o crescimento € o metabolismo dos
microrganismos, além de criar um ambiente fisico propicio ao processo fermentativo.
Residuos agricolas, alimentares e materiais lignoceluldsicos destacam-se como exemplos
representativos de matérias-primas utilizadas na FES (Wang et al., 2023). Essa matéria-
prima deve apresentar a umidade apropriada para favorecer o crescimento microbiano,
podendo desempenhar dupla fungao: como fonte de nutrientes ou como suporte inoculado
com uma solucao nutritiva essencial para o desenvolvimento dos microrganismos (Kumar
et al., 2021). A combinagdo estratégica de diferentes matérias-primas também se confi-
gura como uma alternativa promissora para otimizar o equilibrio nutricional e aprimorar
o processo fermentativo (Nunes et al., 2020; Carvalho et al., 2023).

Para além da composicao quimica, as propriedades fisicas da matéria-prima, como
o tamanho da particula (Nogueira et al., 2022), exercem um impacto direto no desenvol-
vimento microbiano, influenciando a velocidade e a estabilidade do processo fermenta-
tivo. Particulas excessivamente pequenas podem propiciar maior disponibilidade de nu-
trientes e oxigénio, acelerando a fermentagdo, porém, podem também resultar em com-
plicagdes como entupimento e compactacao, prejudicando a eficiéncia global do pro-
cesso. Em contrapartida, particulas de maior tamanho podem conferir maior estabilidade
e longevidade ao processo, embora possam limitar a relagdo superficie/volume e desace-
lerar a fermentacdo (Wang et al., 2023). Alguns estudos de FES empregaram matérias-
primas com tamanho de particula abaixo de 2 mm, obtendo resultados satisfatorios no
que diz respeito ao processo fermentativo (Nogueira et al., 2022; Ferraz et al., 2020; Silva

etal., 2018).
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2.2.1 Casca da améndoa de cacau

O cacau (Theobroma cacao L.) ¢ uma fruta tropical de significativa relevancia
econdmica e cultural, pois suas sementes sdo a fonte para diversos produtos, como a man-
teiga de cacau e o chocolate, apreciados globalmente (Afedzi et al., 2023). A produgao
mundial de graos de cacau atingiu aproximadamente 4,9 milhdes de toneladas no periodo
2022/2023. A Africa destaca-se como a principal contribuinte, representando 73,4% da
producdo global, com a Costa do Marfim (2,2 milhdes de toneladas) e Gana (0,68 milhdes
de toneladas) liderando. As Américas, com 21,2% da producao mundial, t€m o Brasil
como o sétimo maior produtor, estimando-se uma producao de 0,22 milhdes de toneladas
(ICCO, 2023). No Brasil, o Pard e a Bahia lideram a producdo de améndoas de cacau,
respondendo por cerca de 96% do total nacional. Outros estados, como Espirito Santo,
Rondonia, Amazonas e Mato Grosso, também contribuem, enquanto estados como Ro-
raima, Amapa, Ceard, Sergipe, Minas Gerais, Sdo Paulo e Tocantins iniciam sua partici-
pacdo em um mercado em expansao recente (Guirlanda; Da Silva; Takahashi, 2021).

A estrutura do fruto do cacau (Figura 1) é formada por quatro partes principais: a
casca externa, que protege o fruto; a polpa, que envolve as sementes e que possui um
sabor adocicado; a améndoa, que ¢ a semente propriamente dita; ¢ a casca da améndoa,

que ¢ removida durante o processamento do cacau.

Figura 1. Estrutura do fruto do cacau (Theobroma cacao L.).

Legenda: A. Casca externa do cacau. B. Fruto aberto com polpa ¢ améndoas. C. Améndoa
com casca. D. Casca da améndoa (residuo do processamento) apds moagem.
Fonte: Propria autora.

A produgdo de derivados do cacau, como chocolate, manteiga e cacau em po, re-
sulta na geracdo de uma consideravel quantidade de residuos com vastas possibilidades
de aproveitamento (Afedzi et al., 2023). Esses subprodutos apresentam elevado valor nu-

tricional e funcional, contendo elementos como fibra dietética, polifenois, pectina,
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metilxantina, gordura e fitoesterdis, que podem ser extraidos e incorporados em alimentos
e produtos farmacéuticos (Belwal et al., 2022). Contudo, aproximadamente 85% da pro-
dugdo de cacau corresponde a subprodutos, incluindo cascas do grao, cascas do fruto e
polpa. Quando ndo sdo devidamente aproveitados, esses residuos podem acarretar pro-
blemas ambientais e econdmicos, como poluicao, desperdicio e perda de valor agregado
(Belwal et al., 2022).

A casca da améndoa do cacau ¢ o subproduto que envolve as améndoas e ¢ obtido
em elevados volumes pela industria de cacau, sendo composto principalmente por hemi-
celulose, lignina macro e micronutrientes (Lessa et al., 2018). Nos tltimos anos, em coe-
réncia com os objetivos de maior sustentabilidade e agregagdo de valor, a casca da amén-
doa do cacau tem sido estudada para uma série de aplicagdes biotecnologicas, tais como
a FES para producdo das enzimas lipase (De Araugjo et al., 2021; Menezes et al., 2021) e
endoglucanase (Oliveira et al., 2019, De Brito et al., 2017) através de Penicillium roque-
forti ATCC 10110, endoglucanase e xylanase através de Aspergillus oryzae ATCC 10124
(Reis et al., 2020) e filmes biodegradaveis (Souza et al., 2022), evidenciando o sucesso

de sua aplicabilidade nesse nicho.

2.2.2 Casca de arroz

O arroz (Oryza sativa) ¢ uma das culturas cerealiferas mais cultivadas e consumi-
das em todo o mundo. E um material fibroso, composto principalmente de celulose, lig-
nina e cinzas (Singh, 2018). O aumento da produg¢do de arroz é um dos principais fatores
que contribuem para o aumento da geragdo de residuos agroindustriais. A casca de arroz
(Figura 2) ¢ o residuo mais abundante, representando cerca de 28% do peso do grao (Jin;
Peng; Nie, 2023).

Em 2022, a produgdo global de arroz alcangou 7,5 x 1078 m?, com 90% dessa
producio concentrada na regido Asia-Pacifico. Esse volume resulta em uma geragdo ex-
pressiva de residuos, totalizando 1,5 x 10"8 m?, representando um desafio consideravel
para o meio ambiente (Mordor Intelligence, 2021). Segundo dados da Companhia Naci-
onal do Abastecimento, o Brasil ocupa a 10* posi¢do em produgdo de arroz, atingindo a
marca de 7,4 milhdes de toneladas no anuario 2023/2024 (CONAB, 2024). Uma pratica
comum para aproveitar a casca de arroz ¢ a sua queima ou utilizacdo como combustivel
para parboiliza¢do e cozimento do grao. Entretanto, tal abordagem carrega consigo um

impacto ambiental adverso, pois a queima da casca libera cinzas contendo quantidades
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significativas de CO2, contribuindo para a polui¢cdo do ar, solo e 4gua (Anando et al.,

2023).

Figura 2. Casca de arroz ap06s processamento de moagem.

Legenda: A. Grdos de arroz com casca. Fonte: Freepik.
B. Casca do arroz apés tratamento de moagem. Fonte: Propria autora.

A casca de arroz, caracterizada pela abundancia em celulose, hemicelulose e lig-
nina, emerge como uma valiosa e econdmica matéria-prima para a produ¢do de biomassa
(Zhang et al., 2020). Diante desse cendrio, torna-se imperativo explorar estratégias que
maximizem o aproveitamento da casca de arroz, visando a geracao de produtos com valor
agregado mais elevado. Uma abordagem particularmente promissora consiste em utilizar
a casca de arroz como substrato na producdo de enzimas por fungos filamentosos (Mar-
ques et al., 2018; De Brito et al., 2017). Além disso, a sua aplicagdo como insumo para a
obtencao de produtos de alto valor, como biorrefinaria e produtos quimicos de plataforma,
revela-se como uma opc¢ao viavel devido ao notavel teor de celulose (40%) e hemicelu-
lose (30%) presente nesse material (Song et al., 2024). Dessa maneira, a producdo de
enzimas a partir da casca de arroz ndo so representa uma escolha ecologicamente consci-
ente, mas também se revela economicamente vantajosa para o aproveitamento de residuos

agroindustriais (Da Rosa-Garzon et al., 2022).

2.2.3 Palma forrageira
A palma forrageira (Nopalea cochenillifera), uma significativa cactacea originaria
do México, expandiu-se para regides aridas e semidridas em todo o mundo (Alencar et

al., 2018). No Brasil, sua presenga abrange mais de 500 mil hectares, principalmente na
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regido Nordeste. A adaptacao bem-sucedida ao semiarido resulta de caracteristicas fisio-
logicas que favorecem seu pleno desenvolvimento em condi¢des desafiadoras (Rocha,
2012). Pertencente a familia Cactaceae, esse grupo de plantas destaca-se pela diversidade
morfoldgica, envolvendo caules suculentos e frutos comestiveis, exercendo um papel re-
levante na economia e cultura das populagdes rurais nos biomas onde se encontram (De
Aragjo et al., 2021).

A perspectiva de expansdo do cultivo da palma forrageira surge em meio as mu-
dangas climaticas e periodos de seca previstos (Alencar et al., 2018). Esse otimismo fun-
damenta-se na resiliéncia das cactaceas a seca e sua adaptagdo notavel a ambientes aridos
(Santos et al., 2016). Gragas a sua elevada produtividade de biomassa, rica em carboidra-
tos, tanto fibrosos quanto ndo fibrosos, essas plantas desempenham papéis cruciais na
alimenta¢do de ruminantes e humanos (Dubeux et al., 2021), na geracdo de energia, na
fabricacdo de fAirmacos e cosméticos, além de contribuir para a prote¢do e conservacao
do solo (Filho et al., 2016).Na Figura 3 ¢ apresentada a palma forrageira (Nopalea coche-

nillifera) antes e ap6s o processo de moagem.

Figura 3. Palma forrageira antes e apds o pré-tratamento de moagem.

Legenda: A. Palma forrageira (Nopalea cochenillifera). B. Palma forrageira ap6s moa-
gem.

Fonte: Propria autora

A palma forrageira tem capturado a atencao de pesquisadores devido a suas inu-

meras vantagens, como ampla disponibilidade, auséncia de entressafra, baixa exigéncia
tecnolodgica para cultivo e colheita, disseminacdo extensiva e notavel resisténcia a seca

(Filho et al., 2016). Dada a sua abundancia natural, o desenvolvimento de tecnologias que
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agreguem valor a palma, proporcionando alternativas para sua utilizagdo, pode ser um
impulso significativo para o desenvolvimento economico nas regides onde ela é cultivada.
Como exemplos desse potencial ainda pouco explorado, pesquisadores tém utilizado a
palma como plataforma para a produgao de enzimas de aplicacdo industrial por meio da
FES (Neves et al., 2022; Santos et al., 2017; Dos Santos et al., 2016).

Em sintese, ao explorar materiais regionais abundantes, como a palma forrageira
proveniente de culturas locais, surgem oportunidades econdmicas significativas para as
comunidades. Essa pratica contribui diretamente para o desenvolvimento regional e a va-

lorizagao da economia local.

2.3 Microrganismos utilizados na FES
A selecdo do microrganismo ¢ um fator fundamental para a FES, pois influencia
a produtividade, a eficiéncia e a qualidade do produto final (Wang et al., 2023). O pro-
cesso de fermentacdo requer a escolha de microrganismos adequados, que tenham as se-
guintes caracteristicas (Yafetto, 2022):
o Crescimento 6timo e tolerancia nas condi¢fes do processo, como temperatura e
pH;
e Rendimento elevado do produto desejado;
« Utilizacdo eficiente da matéria-prima disponivel como fonte de carbono e energia;

e Seguranca para o consumo humano e animal do produto fermentado.

Os fungos desempenham um papel crucial na industria, sendo responsédveis por
aproximadamente 50% das enzimas utilizadas nesse setor. Entre os fungos, os filamento-
sos destacam-se como excelentes opcoes para a FES, uma vez que essa técnica replica
eficientemente seu habitat natural (Wang et al., 2023). Esses fungos desenvolvem-se atra-
vés de hifas multicelulares que se ramificam e entrelagam, formando intricadas redes mi-
celiais (Jo et al., 2023). Nas extremidades dessas hifas, produzem um variado conjunto
de enzimas capazes de degradar biomassa lignocelulésica, gerando produtos de alto valor
agregado (Madhavan et al., 2022). Além de sua importancia comercial, os fungos fila-
mentosos tém relevancia ecologica devido a presenga de conididforos, estruturas respon-
saveis pela producao e liberacao de esporos assexuados (Troiano; Orsat; Dumont, 2020).

Em 1729, o sacerdote e micologista florentino Pier Antonio Micheli fez a primeira
descricdo do género Aspergillus. O nome foi escolhido devido a semelhanga entre a es-

trutura portadora de esporos do fungo e o aspergillum, um instrumento utilizado na Igreja
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Catolica para aspergir agua benta (Romero; Giudicessi; Vitale, 2021). Amplamente dis-
tribuido na natureza, o Aspergillus ¢ um dos géneros flingicos mais economicamente re-
levantes, com aplica¢des que vao desde a produgdo de acido citrico, amilases, alimentos
e bebidas asiaticas até compostos farmacéuticos como lovastatina, antibioticos e agentes
antitumorais e antifungicos. No entanto, algumas espécies desse género também apresen-
tam aspectos negativos, sendo responsaveis por perdas agricolas, producao de micotoxi-
nas, deterioragdo de materiais ¢ doengas em humanos ¢ animais (Romero; Giudicessi;
Vitale, 2021).

Os fungos filamentosos, especialmente do género Aspergillus spp., sao preferidos
para a producdo de enzimas devido a sua alta produtividade, atividade enzimatica em pH
neutro e estabilidade térmica (Troiano; Orsat; Dumont, 2020). Espécies como Aspergillus
niger e Aspergillus ricinus sdo capazes de sintetizar diversas substancias de interesse in-
dustrial, incluindo enzimas extracelulares, 4cidos organicos e metabdlitos secundarios,
aplicaveis em biocombustiveis, biorremediacdo, alimentos, bebidas e outros setores
(Troiano; Orsat; Dumont, 2020).

No ambito macroscopico, as colonias de Aspergillus apresentam distintas carac-
teristicas, como taxas de crescimento variaveis, mensuraveis pelo diametro da colonia em
um dado momento. Além disso, exibem cores ¢ texturas especificas (aveludadas, floco-
sas), podendo apresentar exsudatos e pigmentos soluveis dependendo do meio de cultura
utilizado (Romero; Giudicessi; Vitale, 2021). Essas peculiaridades facilitam a identifica-
¢do e o trabalho com esses microrganismos, como ilustrado na figura 4, que mostra o

cultivo do fungo Aspergillus niger em meio PDA (Potato Dextrose Agar).
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Figura 4. Cultivo de 4Apergillus niger em meio PDA (Potato Dextrose Agar)

Fonte: propria autora.

Morfologicamente, essas espécies ostentam o distintivo "aspegillum" ou "cabega
aspergillar". Essa estrutura (Figura 5) compreende uma haste que culmina em uma vesi-
cula arredondada, onde se encontram cé€lulas especializadas organizadas em uma ou duas
camadas, conhecidas como filiades e metulas (Romero; Giudicessi; Vitale, 2021). As fi-
liades desempenham um papel crucial na producdo de conidios, os esporos assexuados.
O conjunto de estruturas que suporta a formacao de conidios - vesicula, metulas, filiades,
além da haste e da célula pé - ¢ denominado conidi6foro (Romero; Giudicessi; Vitale,
2021). Na Figura 6, ¢ apresentada uma estrutura lignocelulosica com a presenca de um
fungo do género Aspergillus, ampliada 500 vezes por microscopia eletronica de varredura
(MEV). Destaca-se a abundancia de esporos no material, permitindo a visualiza¢do deta-

lhada da estrutura do fungo, incluindo a vesicula arredondada e as hifas.
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Figura 5. Morfologia representativa de espécies do género Aspergillus

Filiades
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Fonte: Romero, Giudicessi e Vitale (2021) com adaptagdes.

Figura 6. Estrutura lignoceluldsica colonizada por fungo Aspergillus niger

Zoom: 500x

Aspergillus niger taz parte de um grupo de Aspergillus de cor negra, denominado
Aspergillus section Nigri (Romero; Giudicessi; Vitale, 2021). Esse fungo ¢ um agente

comum de deteriora¢do de alimentos e pode ser encontrado naturalmente em diversos
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produtos alimenticios, tais como frutas, cebola, nozes e milho. Além disso, ele apresenta

uma grande capacidade de adaptagdo a diferentes condi¢des ambientais, podendo resistir

a temperaturas entre 6 ¢ 47 °C e a niveis de pH entre 1,5 ¢ 9,8 (Li et al., 2020).

O fungo Aspegillus niger ¢ amplamente aplicado na produgdo de enzimas por FES

com diferentes fontes de matérias-primas (Tabela 1).

Tabela 1. Exemplos de enzimas produzidas por fungo Aspegillus niger em fermentagao

em estado solido

Matétia-prima Enzima Referéncia
Residuo de ciriguela (Spondias | £, 4001 ,canase e celulases totais (Dos Santos etal.,
purplrea L) 2013)
Vagens de algaroba (Prosopis Lipase (Mandari; Nema; De-
juliflora) P varai, 2020)
. (Dos Santos et al.,
Casca de batata Xilanase 2012)
Palma forrageira (Nopalea co- B-glicosidase (Dos Santos et al.,
chenillifera) g 2018)

Residuos de acerola (Malpighi-
aGlabra.), goiaba (Psidiumgua-
java ), mandioca (Manihot Es-

Carboximetilcelulase

(Jungueira et al.,

culenta), e maracuja (Passiflo- 2018)
raedulis)
Alfarroba Inulinase e frutooligossacarideo | (Canatar et al., 2023)

Casca de Satkara (Citrus ma- Pectinase (Ahmed et al., 2021)
croptera)

Aguénios de Platanus e hispa-

nica, casca de laranja, casca de Peptidase (L6pez et al., 2018)

soja e folhas erva-mate

Farelo de trigo, arroz e soja, fa-
rinha de casca de maracuja, de
penas de frango e de visceras
de frango

L-asparaginase

(Da Cunhaet al.,
2018)

Casca de mandioca

Amilase

(Dos Santos et al.,
2020)

Farelo de trigo, palha de arroz,

casca de arroz, sabugo de mi-

Iho, folhas de eucalipto, folhas
de ricinus e bagaco de cana

Endoglucanase

(Dixit; Shukla, 2023)




Residuo de vagens de ervilha

Celulase total, B-glicosidase, en-
doglucanase, xilanase, celobiohi-
drolase, B-xilosidase, a-l-arabi-
nofuranosidase e xilanesterase
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(Sharma et al., 2015)

Bagaco de cana-de-acUcar e
grdos usados de cervejaria

Celulases totais, endoglucanase,
feruloilesterase e xilanase

(Moran-Aguilar et
al., 2021)

Folhas de dendé

Endoglucanase, celulase total e
xilanase

(Taietal., 2019)

Palha de arroz

Endoglucanase, B-glicosidase,
exoglucanase, xilanase e mana-
nase

(Kaur et al., 2020)

2.4 Parede celular vegetal

Os materiais lignoceluldsicos apresentam uma composi¢ao onde a celulose se des-

taca como o componente mais abundante (40-45%), seguida pela hemicelulose (25—

35%), lignina (15-30%) e componentes inorganicos (até 10%) (Rico-Garcia et al., 2020).

A proporg¢ao precisa desses constituintes varia conforme a origem e a espécie da planta.

Na parede celular vegetal (Figura 7), as celuloses estdo principalmente envolvidas por

hemicelulose e lignina, conferindo uma estrutura robusta, e todos esses polimeros parti-

cipam de complexas interagdes fisicas e quimicas (Lv et al., 2022).
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Figura 7. Estrutura da biomassa lignoceluldsica contendo lignina, celulose ¢ hemicelu-

lose
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Fonte: Hernandez-Beltran et al., (2019) com adaptagoes.

A celulose, um polimero linear, demonstra insolubilidade em agua e em solugdes
acidas ou alcalinas diluidas a temperatura ambiente (Suryadi et al., 2022). Atuando como
um elemento estrutural, confere resisténcia ao material (Kumla et al., 2020). Sua estrutura
molecular permanece inalterada, independentemente da origem, composta por uma ex-
tensa cadeia de unidades de glicose que se conectam por ligagdes B-1,4-glicosidicas
(Jedvert & Heinze, 2017). As cadeias de celulose (Figura 8) sdo organizadas em regides
cristalinas e amorfas, desempenhando um papel crucial nas propriedades fisicas dos ma-
teriais a base de celulose. As cadeias alinham-se paralelamente e conectam-se por meio
de ligacdes de hidrogénio entre os atomos de oxigénio, formando microfibrilas, feixes

compostos por centenas de unidades de celulose (Emenike et al., 2023).
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Figura 8. Composi¢do principal da biomassa lignocelulésicas com as estruturas da lig-

nina, celulose e hemicelulose.
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Fonte: Kumla et al., (2020) com adaptagoes.

Diferentemente da celulose, a estrutura da hemicelulose (Figura 8) depende de
diversos fatores, como o tamanho da cadeia, suas ramificagOes e as unidades de agucares.
Esse heteropolimero ¢ composto por uma espinha dorsal polissacaridica e ligagdes de
pentoses, hexoses, acidos hexurdnicos, além de pequenas quantidades de ramnose e fu-
cose, e um grupo acetila (Kumla et al., 2020).

Por fim, a lignina (Figura 8) ¢ um polimero amorfo e altamente ramificado que
apresenta diversos grupos funcionais, tais como alifaticos, fendlicos, hidroxilas, carboxi-
licos, carbonilos e metoxil (Kumla et al., 2020). Com uma estrutura Uinica € extremamente
complexa, a quantidade, a composi¢do unitdria e as caracteristicas estruturais da lignina
variam entre as espécies vegetais, o ambiente e os estagios de crescimento (Wang &

Deuss, 2023).

2.5 Hidrodlise enzimatica
A lignocelulose representa uma biomassa de grande relevancia como fonte reno-
vavel de energia, produtos quimicos e materiais para o desenvolvimento sustentavel. Essa

biomassa pode passar por hidrolise enzimatica, convertendo-se em glicose e,
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posteriormente, ser transformada em diversos produtos de alto valor agregado, marcando

uma etapa promissora no contexto da biorrefinaria (Cai et al., 2023).

O termo "biorrefinaria" refere-se a uma tecnologia relativamente recente que rea-
liza a transformacao de biomassa em produtos e energia, visando reduzir a dependéncia
de combustiveis fosseis. Este conceito mostra-se vidvel para biomassas abundantes e es-
pecificas, como a lignocelulose, que ndo competem com outras aplicagdes, como o petro-
leo (Bastos, 2007). Os processamentos associados a essa biomassa desempenham um pa-
pel crucial na promog¢ao da bioeconomia sustentavel, contribuindo para a redugdo das
emissoes de gases de efeito estufa, criacdo de empregos e desenvolvimento de novos pro-
dutos e materiais (Xu et al., 2023).

O processo de biorrefinaria lignoceluldsica compreende quatro etapas essenciais:
pré-tratamento (fisico, quimico ou bioldgico) para desestruturar a lignocelulose e facilitar
0 acesso das enzimas; sacarificacdo dos polissacarideos em agucares fermentaveis; con-
versdo fermentativa dos aglicares monoméricos em produtos de interesse; e recuperagao
e purificagao do produto final por meio de métodos como destilagao, filtragao ou adsorgao
(Xu et al., 2023).

A sacarificagdo pode ser feita por hidrélise acida ou enzimatica. Porém, a hidrolise
enzimatica tem vantagens: € mais ecologica, gasta menos energia, usa condi¢des de rea-
¢do suaves e baixo impacto ambiental. Também ¢ mediada por enzimas celuloliticas (ce-
lulases e hemicelulases) que quebram polimeros (hemi-) celuldsicos da biomassa em agu-
cares fermentaveis (Saini et al., 2022). A endoglucanase ¢ uma das importantes enzi-
mas que clivam as ligagdes B-1,4-glicosidicas entre as unidades de glicose na celulose
(Sharma & Sarma, 2021).

A hidrélise enzimatica, conduzida por enzimas celuloliticas, € fundamental para
maximizar os rendimentos de agUcar e aumentar a eficiéncia e a economia da producao
de biorrefinarias (Xu et al., 2023). A conversédo da celulose em agUcares fermentaveis é
relativamente simples, e ocorre, geralmente com temperaturas variando de 40 a 50 °C e
valores de pH em torno de 4 a 5 (Vasi¢; Knez; Leitgeb, 2021). Primeiramente, as enzimas
se acoplam ao substrato celulésico e, por difusdo superficial, deslizam pelas cadeias de
celulose, detectando locais adequados para hidrolise. Desse modo, catalisam a hidrélise
da ligagdo B-1,4-glicosidica gerando produtos (celobiose, celo-oligossacarideos ou gli-

cose) que sao liberados do sitio ativo da enzima (Xu et al., 2023).
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2.5.1 Enzimas degradadoras da parede celular vegetal

A biomassa lignoceluldsica se destaca como um recurso abundante, renovavel e
de baixo custo, com grande potencial para ser convertido em produtos de alto valor agre-
gado, como agucares, biocombustiveis, compostos funcionais e produtos quimicos (Zhou
& Tian, 2022). A degradacao da parede celular vegetal ¢ crucial para o aproveitamento
dessa biomassa, liberando os componentes celulares que podem ser utilizados na produ-
¢ao de bioprodutos e bioenergia. Nesse contexto, a degradacao bioldgica da parede celular
emerge como um tema de pesquisa cada vez mais relevante para a bioeconomia do futuro,
que se baseia no uso de recursos bioldgicos para a producdo de produtos e energia
(Suryadi et al., 2022).

A resisténcia a degradacdo ¢ um desafio a ser superado, devido a presenca de po-
lissacarideos como celuloses, hemiceluloses, ligninas, pectinas e outros compostos na pa-
rede celular vegetal. Para utilizar esse material como fonte de metabdlitos de interesse, €
necessario o uso de técnicas de pré-tratamento e de enzimas especificas para cada tipo de
polimero (Houfani et al., 2020).

A classificagdo das enzimas destinadas a degradacao de polimeros isolados da pa-
rede celular ¢ guiada pela especificidade da enzima pelo substrato (Houfani et al., 2020).
A desconstrucao da biomassa lignoceluldsica demanda a atuagao sinérgica de uma varie-
dade de enzimas, destacando-se as hidrolases responsaveis pela degradacdo de polimeros
de carboidratos e as enzimas oxidativas que degradam a lignina (Guerriero et al., 2015;
Saini & Sharma, 2021). As enzimas oxidativas englobam lacases e peroxidases, como a
lignina-peroxidase, manganés peroxidase e peroxidades versateis, enquanto as hidroliti-
cas compreendem celulases e hemicelulases (Qu et al., 2023; Guo et al., 2023).

E valido ressaltar que, para tornar as técnicas de bioconversdo economicamente
viaveis, € importante aprimorar a producdo e a obtengdo de enzimas a precos acessiveis.
O cultivo de microrganismos produtores de enzimas em condi¢des de investimento redu-
zido, como a FES, surge como uma alternativa promissora para a reducao dos custos des-

ses processos (Oliveira et al., 2020).

2.5.2 Celulase
A enzima celulase conquista a terceira posi¢ao em participagao no mercado global
de enzimas, com cerca de 15%, atras apenas da amilase (25%) e da protease (18%) (Singh
et al., 2021). Essa enzima, classificada como glicosideo hidrolase (GH), faz parte de um

grupo que domina o mercado, respondendo por mais de 70% de todas as vendas de
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enzimas (Dadwal; Sharma; Satyanarayana, 2021). Sua versatilidade a leva a ser utilizada
em uma ampla gama de setores, como alimentos, celulose e papel, fermentacao, téxtil,
agricultura, farmacéutica e biocombustiveis. A industria de racdo animal foi a pioneira
em sua utilizacdo na década de 1980, seguida pela industria de alimentos. Mais tarde,
outras industrias, como téxtil, celulose e papel, incorporaram a celulase em seus processos
(Singh et al., 2021).

A valorizag¢ao de materiais lignocelulosicos em produtos de alto valor surge como
uma oportunidade promissora para a industria, impulsionando a rentabilidade e a susten-
tabilidade do setor. A hidrélise enzimatica da celulose se configura como uma etapa cru-
cial no processo de biotransformacao, possibilitando a conversdo da biomassa lignocelu-
losica em agucares simples. Essa etapa abre caminho para a produgdo de uma variedade
de produtos de alto valor, incluindo bioprodutos e bioenergia, conforme destacado por
Wu et al. (2022).

As celulases assumem um papel fundamental na biotransformacao da celulose,
atuando na sua hidroélise e liberando hexoses, como glicose, celobiose e celo-oligossaca-
rideos (Paramjeet; Manasa; Korrapati, 2018). Entre as hexoses obtidas, a glicose se des-
taca como o produto mais desejavel. Essa subunidade fundamental da celulose se confi-
gura como uma matéria-prima valiosa para a producao de diversas especialidades quimi-
cas, incluindo etanol e acido organico, abrindo portas para uma gama de aplicacdes na
industria quimica e farmacéutica (Yoon et al., 2014).

As celulases sdo agrupadas em familias GH (1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 26, 30,
39, 44, 45, 48, 51, 74, 124 e 116) (Dadwal; Sharma; Satyanarayana, 2021) e atuam em
quatro etapas chave para degradar a fibra celulosica (Passos; Pereira; Castro, 2018):

1. Adsor¢ao e Complexagdo: Na primeira etapa, a enzima se liga a celulose por
meio de modulos de ligagdo de carboidratos (CBMs). Em seguida, na etapa de comple-
xacdo, a celulose se aproxima estrategicamente do sitio ativo da enzima, garantindo que
a quebra das ligagdes glicosidicas ocorra de forma precisa e eficiente.

2. Hidrélise e Dessor¢do: A terceira etapa € a hidrolise, na qual as ligagdes glico-
sidicas da celulose sdo quebradas, liberando produtos da reag@o. Por fim, na quarta etapa
de dessorcdo, a celulase se difunde para a fase liquida, pronta para iniciar outro ciclo.
Essa etapa garante que a enzima nao se torne saturada e possa continuar atuando de forma
eficiente.

A hidrdlise de uma ligagdo glicosidica pode resultar em dois possiveis cenarios

estereoquimicos: inversdo ou retencdo da configuracdo anomérica. Na inversdo, a
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hidrélise ocorre por desprotonacao sequencial, sem a formagao de um complexo enzima-
substrato. Por outro lado, no mecanismo de retengdo, a extremidade carboxilica de um
aminoacido age como uma base nucleofilica, atacando a ligacdo glicosidica. Isso rompe
a ligagdo e conecta a enzima a uma fragao do oligomero, formando um complexo enzima-
substrato (Siqueira et al., 2020). De maneira mais detalhada, o mecanismo de acao en-
volve a catalise acido-base geral, utilizando dois residuos de acido carboxilico no sitio
ativo da enzima. Um residuo atua como um acido, protonando o oxigénio da ligacao gli-
cosidica, enquanto o outro atua como um nucleofilo. A distancia entre esses residuos de-
termina o tipo de reagdo. Na inversdo, os residuos carboxilicos estdo a cerca de 10 A de
distancia, e a reacdo ocorre por um mecanismo de deslocamento tinico. Um dos acidos
carboxilicos atua como base geral, e o outro como acido geral. Na retengdo, os residuos
carboxilicos estdo a cerca de 5,5 A de distancia, e a reagdio ocorre por um mecanismo de
duplo deslocamento (Rye; Withers, 2000).

Do ponto de vista estrutural, essas enzimas geralmente apresentam dois dominios
distintos: um moédulo de ligagdo a celulose (CBM) e um proeminente dominio catalitico
(CD). O CD contém residuos ativos que configuram uma bolsa ou fenda catalitica. A
conexao entre os dois dominios modulares da proteina ocorre por meio de uma regido de
ligacdo flexivel, rica em treonina e serina. O CBM, por sua vez, ¢ composto por aproxi-
madamente 35 residuos de aminoacidos (Akram et al., 2018). Para efetuar a hidrolise da
celulose, ¢ essencial a colaboracdo sinérgica de trés tipos principais de celulases: endo-
glucanases, exoglucanases e B-glucosidases.

Essas enzimas atuam em diferentes sitios da molécula de celulose, promovendo a
degradacao em oligossacarideos, celobiose e glicose (Kumla et al., 2020). A endogluca-
nase hidrolisa ligagdes glicosidicas, reduzindo o comprimento do polimero de celulose
(Akram et al., 2021). A exoglucanase trabalha nas extremidades da celulose, liberando a
celobiose como principal produto. Por fim, a B-glicosidase converte essa celobiose em
glicose, concluindo o processo de hidrolise (Singh et al., 2021). O diagrama da degrada-

¢do da celulose por diversas enzimas celulases esta representado na Figura 9.
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Figura 9. Enzimas envolvidas na degradacao da celulose.
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Fonte: Kumla et al., (2020) com adaptagdes.

2.5.3 Endoglucanase

O complexo de endoglucanase ¢ constituido por enzimas que desfazem ligagdes
B-1,4-glicosidicas, sendo as principais endo-p-1,4-d-glucanase e endo-f-1,4-d-glucano-
4-glucano-hidrolase (Singh et al., 2021). Ambas sdo referidas como CMCase, devido a
sua capacidade de hidrolisar carboximetilcelulose (CMC), um derivado soluvel da celu-
lose desprovido da tipica estrutura cristalina. A capacidade da CMCase de quebrar liga-
coes B-1,4-glicosidicas em B-1,4-glucanas ¢ evidenciada pela hidrélise da CMC, inde-
pendente da estrutura cristalina (Linton, 2020).

Endoglucanases representam a classe de celulases mais comercializada, ocupando
aproximadamente 40% do mercado global (360 Researchreports, 2022). Sua aplicagdo
mais expressiva estd na ragdo animal, seguida por setores alimenticios, como sucos de
frutas, cerveja, 0leo e panificacdo, além das industrias téxteis e de biocombustiveis
(Chaudhary & Grover, 2023).

Figurando como um dos principais componentes nos coquetéis comerciais para a
desconstru¢ao de biomassa, as endoglucanases sdo enzimas que clivam as ligacoes -1,4-
glicosidicas na estrutura da celulose, gerando pequenos oligdmeros de 4—6 unidades de
glicose (Neis, 2021). Esses oligdmeros, por sua vez, sdo hidrolisados em componentes
menores (Linton, 2020). A atividade dessa enzima promove o aumento da acessibilidade
nas extremidades das cadeias de celulose, ampliando a area superficial disponivel para a

acdo catalitica da exoglucanase (Gan, Allen, Taylor, 2003).
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Essas celulases podem ser secretadas por diversos organismos, como arqueas, bac-
térias, fungos e outros eucariotos, sendo classificadas com base nos residuos de aminoa-
cidos e na estrutura tridimensional. Elas sao distribuidas em familias de GH (5, 9, 10, 12,
26, 44, 48, 51, 74, 81, 124 e 148), apresentando mecanismos cataliticos de inversdo e
retencao (Tong et al., 2023; Akram et al., 2018; Dabwal; Sharma; Satyanaryana, 2021).

A endoglucanase, por sua vez, desperta a atencdo dos pesquisadores devido a sua
notavel capacidade processativa. Anteriormente associada principalmente as exoglucana-
ses, essa capacidade ¢ crucial para a hidrolise da celulose cristalina natural. Além disso,
a endoglucanase exibe uma bifuncionalidade endo-/exo-, o que significa que nao apenas
quebra as ligacdes glicosidicas na regido amorfa da celulose, mas também gera agucares
redutores soliveis de maneira processiva. Essa versatilidade faz da endoglucanase uma
ferramenta promissora para a conversao eficiente da celulose em monossacarideos ¢ a

producdo de oligossacarideos celulosicos (Wu, Wu, 2020).

2.5.4 Exoglucanase

Em contraste com as endoglucanases, que se concentram na regido amorfa da ce-
lulose, as exoglucanases possuem a notavel capacidade de atacar a estrutura cristalina
deste polimero. Também conhecidas como celobiohidrolases (CBH), sdo enzimas que
rompem as ligagdes B-1,4-glicosidicas da celulose, liberando moléculas de celobiose das
extremidades das cadeias. Seu modo de atuacdo é processivo, o que significa que quebram
a celulose ligacéo por ligacdo, partindo das extremidades e avangcando progressivamente
pela cadeia (Tong et al., 2023).

Existem muitos tipos diferentes de CBHs produzidos por bactérias e fungos, e
podem ser encontradas nas familias GH 5, 6, 7, 9 ¢ 48. As exoglucanases ou CBHs tam-
bém sao classificados como CBHI, aquelas que atuam a partir da extremidade redutora e
(CBH II) aquelas que atuam a partir da extremidade ndo redutora da celulose (Dabwal;
Sharma, Satyanaryana, 2021).

Pela forma de atuagdo em modo de sinergismo com as enzimas do complexo ce-
lulolitico, sdo relatadas quatro combinagdes que beneficiam a hidrélise da celulose, sendo
trés delas em arranjo com a exoglucanase: (I) sinergia endo-exo, (II) sinergia exo-exo —
esfor¢o simultdneo na clivagem das extremidades redutoras e ndo-redutoras e (III) siner-

gia beta-exo (Fang et al., 2019; Thoresen et al., 2021).
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2.5.5 B-glicosidade

A B-glucosidase ou celobiase ¢ a principal enzima responsavel pela etapa final da
sacarificagdo da celulose, convertendo a celobiose em moléculas de glicose. Essa enzima
catalisa a reacdo hidrolitica, quebrando a ligagao glicosidica entre os residuos de glicose
na celobiose. Essa atividade pode ser através da transglicosilagdo, onde o grupo glicosil
¢ transferido para outro nucleofilo, ou da hidrdlise reversa, onde o B-glicosideo é conver-
tido em glicose (Paramjeet; Manasa; Korrapati, 2018).

Essas enzimas podem ser classificadas com base em sua atividade de substrato,
ou seja, (I) aril-B-D-glucosidases (apresentam forte afinidade por aril-B-D-glicosideos),
(I) celobiases (hidrolisam apenas dissacarideos e sdo consideradas celobiases verdadei-
ras) e (III) glicosidases de ampla especificidade (hidrolisam uma grande variedade de
substratos, sendo as mais comuns) (Mol et al., 2023). Outra classificacdo se baseia na sua
identidade de sequéncia de nucleotideos, sendo agrupadas em familias de GHI, 2, 3, 5, 9,
16, 30, 39 e 139 (Singh et al., 2021). A maioria e as principais -glucosidases estao pre-
sentes nas familias GH3 (secretadas por fungos) e GH1 (secretadas por bactérias)
(Erkanli; El-Halabi; Kim, 2024).

Além da producao de biocombustivel, sdo utilizadas em outras aplicagdes indus-
triais, como na industria de alimentos, cosméticos e tabaco (Erkanli; El-Halabi; Kim,
2024). Considerando a relevancia do complexo celulolitico em diversas aplicagdes indus-
triais e os altos custos e impactos ambientais da producdo comercial de celulases, a FES
surge como uma alternativa promissor. Essa técnica € considerada simples e menos inten-
sivo em energia, o que reduz significativamente os custos de producdo. A producao de
celulases em um extrato multienziméatico elimina a necessidade de etapas de purificagdao
individual das enzimas. Além disso, a técnica permite a producao de celulases com dife-
rentes caracteristicas, otimizadas para aplicagdes especificas (Lever; Ho; Cord-Ruwisch,

2010).
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3. CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa em questdo evidencia o potencial da FES como uma abordagem pro-
missora na producao de celulases a partir de materiais lignocelulésicos regionais e resi-
duos agroindustriais. Os temas abordados neste estudo refor¢am a viabilidade da FES
para a transformacdo eficiente de biomassa lignocelulésica em produtos de valor agre-
gado, tais como biocombustiveis, enzimas e bioprodutos.

A utilizagdo da FES oferece diversas vantagens, como custos de produ¢ao reduzi-
dos, facilidade de implementacao, aproveitamento de matérias-primas regionais e resi-
duos agroindustriais, além de causar um impacto ambiental reduzido. Este estudo contri-
bui de maneira significativa para o desenvolvimento de uma bioeconomia mais sustenta-
vel e ecoldgica, abrindo novas perspectivas para o fortalecimento de comunidades locais
por meio da valorizagdo de produtos anteriormente considerados de baixo valor comer-
cial.

As perspectivas futuras incluem o aprimoramento da metodologia da FES visando
o aumento da producdo de celulases, bem como a expansao da aplicagdo dessa técnica
em diferentes setores, como a industria de alimentos e a produgdo de biocombustiveis.
Essas iniciativas visam consolidar a FES como uma ferramenta versatil e eficaz na pro-

mocao de praticas econdmicas e ambientais mais sustentaveis.
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Aspergillus niger ATCC 1004 COMO PLATAFORMA DE PRODUCAO DE EN-
DOGLUCANASE ATRAVES DA FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO UTI-
LIZANDO BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

RESUMO

As celulases, enzimas essenciais para a bioconversao de biomassa lignocelulosica, sao
altamente eficientes na degradagao da celulose. O fungo Aspergillus niger oferece uma
forma econdmica para a produgdo dessas enzimas através da fermentagao em estado so-
lido utilizando matérias-primas acessiveis. Utilizando o planejamento fatorial de simplex
centroide, foi determinada a composicdo ideal da mistura para a producao de endogluca-
nase, composta por 80% de casca de améndoa de cacau e 20% de palma forrageira. O
planejamento de Doehlert identificou as condi¢des 6timas de fermentagdo em 28 °C e
60% de umidade, com uma duracao ideal de 96 horas. A caracterizagdo da endoglucanase
revelou uma natureza acidéfila, com pico de atividade em pH 5 e temperatura ideal de 50
°C. As avaliagoes de estabilidade térmica indicaram resisténcia a temperaturas de 60 °C,
70 °C e 80 °C ao longo do periodo de avaliagdo. A enzima também exibiu caracteristicas
halotolerantes e consideravel flexibilidade a ions e solventes. Notadamente, a hidrolise
enzimatica produziu 13,03 + 0,02 mg de agucares redutores por grama de residuo de casca
de arroz sem pré-tratamento ou aditivos, o que evidencia o potencial da enzima para pro-
cessos biotecnoldgicos economicamente vidveis. A quantificagdo individual de agucares
identificou a producdo de glicose (7,24 mg/L) e frutose (11,21 mg/L). Esses resultados
demonstram o potencial da aplicacdo da endoglucanase de Aspergillus niger para a pro-
dugdo de xarope de alta frutose a partir da casca de arroz. As propriedades da enzima ¢ a
eficiéncia do processo biotecnologico desenvolvido abrem perspectivas promissoras para
futuras aplicacdes em larga escala.

Palavras-chaves: Celulase; Hidrolise enzimatica; Xarope de glicose; Residuos agroin-
dustriais.
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Aspergillus niger ATCC 1004 AS A PLATFORM FOR ENDOGLUCANASE PRO-
DUCTION THROUGH SOLID-STATE FERMENTATION USING LIGNO-
CELLULOSIC BIOMASS

ABSTRACT

Cellulases, pivotal in lignocellulosic biomass bioconversion, are enzymes proficient in
cellulose degradation. Aspergillus niger offers a cost-effective avenue for their production
via solid-state fermentation using economical raw materials. Employing Simplex centroid
design, the optimal mixture composition for endoglucanase production was determined,
comprising 80% cocoa almond shell and 20% forage palm. Doehlert planning identified
prime fermentation conditions at 28 °C and 60% humidity, with an optimal duration of
96 h Endoglucanase characterization revealed an acidophilic nature, with peak activity at
pH 5 and an ideal temperature of 50 °C. Thermal stability assessments indicated resilience
at temperatures of 60 °C, 70 °C, and 80 °C throughout the evaluation period. The enzyme
also displayed halotolerant traits and considerable flexibility to ions and solvents. Remar-
kably, enzymatic hydrolysis yielded 13.03 + 0.02 mg of reducing sugars per gram of rice
husk residue sans pretreatment or adjuncts, underscoring the enzyme's potential for cost-
efficient biotechnological processes. Individual sugar quantification identified the pro-
duction of glucose (7.24 mg/L) and fructose (11.21 mg/L). These results demonstrate the
potential of applying Aspergillus niger endoglucanase to produce high-fructose syrup
from rice husk. The enzyme properties and the efficiency of the developed biotechnolo-
gical process open promising perspectives for future large-scale applications.

Keywords: Cellulase; Enzymatic hydrolysis; Glucose syrup; Agroindustrial residues.
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1. INTRODUCAO

Celulases sdo um complexo de enzimas celuloliticas que atuam sinergicamente
para a conversao de celulose em glicose, possibilitando uma miriade de aplicag¢des a subs-
tratos que contenham esse polimero, tais como a fermentagao de seus mondmeros para
producdo de bioetanol de segunda geragao (Kausar et al., 2021). Dentre as celulases, as
endoglucanases (EC 3.2.1.4) hidrolizam ligagdes B-1,4-glicosidicas internas aleatorias de
moléculas de celulose (Hoda; Tafaj; Sallaku, 2021).

A enzimas celuloliticas possuem um vasto nicho de aplicacdes (Ejaz; Sohail; Gha-
nemi, 2021), abrangendo os setores de téxteis (Sarkar et al., 2020), biocombustiveis (Si-
queira et al., 2020), sanitizantes (Niyonzima, 2021), alimentos (Santana et al., 2021), ra-
¢do (Velazquez-de Lucio et al., 2021), polpa de frutas (Pradhan; Abdullah; Pradhan, 2021)
e de papel (Singh et al., 2016). Ademais, também podem ser empregadas em digestivos
de silagem animal (So; Cherdthong; Wanapat, 2020), gerenciamento de residuos agroin-
dustriais (Khan et al., 2016) e para o enriquecimento de células fungicas (Tibbetts; Mann;
Dumas, 2017).

Como o terceiro maior grupo de enzimas utilizadas no setor industrial (Wang et
al., 2016a), o capital de mercado das celulases foi estimado em 1,8 bilhdao de dolares em
2022 e acredita-se que alcance 2,8 bilhoes até 2029. A classe de celulases mais comerci-
alizada ¢ a das endoglucanases com uma fatia de cerca de 40% do mercado e o maior
nicho de aplicagdo o de ragdo animal, seguido pelos de alimentos, bebidas, téxteis e bio-
combustiveis (360 Researchreports, 2022).

Apesar de existirem celulases produzidas por artropodes (Lo; Tokuda; Watanabe,
2010) e plantas (Hayashi et al., 2005), os microrganismos apresentam vantagens para sua
produgado, pois seus produtos sdo mais estaveis, podem ser cultivados com menor custo,
espaco e duracdo, sendo dessa forma, mais facil a otimizagdo de processos industriais
(GURUNG et al., 2013). A obten¢do industrial dessas enzimas ¢ realizada através da fer-
mentacao de cepas altamente desenvolvidas de Ascomycota majoritariamente por com-
panhias Norte Americanas e Européias (Mcmillan et al., 2011). Dentre esses, os géneros
Trichoderma e Aspergillus sdo os mais utilizados.

Uma técnica chamada fermentacao em estado s6lido (FES) tem sido proposta nos
ultimos anos como uma forma de produzir enzimas mais eficiente, econdmica e viavel
para o uso comercial (Vandenberghe et al., 2020). A FES permite a produ¢do da enzima
endoglucanase a partir de varios matérias-primas. Por exemplo, casca de arroz e cacau

com Aspergillus oryzae ATCC 10124 e Penicillium roqueforti ATCC 10110 (Brito et al.,
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2017, Marques et al., 2018, Oliveira et al., 2019, Reis et al., 2020). A palma forrageira
foi empregada com Aspergillus niger ¢ Rhizopus sp (Santos et al., 2016). Esses exemplos
mostram o potencial das tecnologias baseadas na FES para aproveitar matérias-primas
como residuos de cacau e arroz, e palma forrageira, que sao objetos de estudo promissores
na area de bioprocessos.

Para aumentar a producao e reduzir os custos da producdo enzimatica, ¢ essencial
otimizar os parametros do processo. Uma técnica comum para otimizar as variaveis que
afetam a producgdo de enzimas € por um fator de cada vez (OFAT), que consiste em alterar
somente um fator ou variavel por vez. No entanto, essa técnica tem desvantagens como
alto custo e tempo, além de baixa eficacia quando hd muitas variaveis envolvidas (Ahmed
et al., 2019). Uma limitacdo dessa ferramenta ¢ que ela ndo consegue identificar as con-
dicdes otimas de uma variavel dependente do processo, pois ignora as relagdes entre um
conjunto de experimentos planejados e as interagdes entre todas as varidveis (Amadi et
al., 2020).

Para aumentar a producao e reduzir os custos da producdo enzimatica, ¢ essencial
otimizar os parametros do processo. Em comparag¢do ao One Factor At a Time (OFAT),
um planejamento experimental ¢ mais eficiente para avaliar o efeito de dois ou mais fa-
tores em uma variavel dependente, pois usa menos recursos como numero de experimen-
tos, tempo e materiais. O planejamento de superficie de resposta (RSM) ¢ uma técnica
que permite otimizar sistematicamente multiplos fatores e analisar as interagdes entre
eles, sendo muito utilizada para otimizar processos, como a producdo de enzimas (Su-
wannarangsee et al., 2012).

O design de mistura Simplex-Centroide ¢ um método estatistico utilizado na RSM
para otimizar misturas de substratos com o objetivo de identificar a composi¢do 6tima.
Esse método mostra o percentual de cada componente que proporciona a maxima efici-
éncia ao sistema (Nunes et al., 2020). A escolha estratégica da composicao da mistura,
quando se trata de FES usando diferentes substratos lignoceluldsicos, pode proporcionar
vantagens na obtencdo de processos mais eficientes e lucrativos. Isso ocorre porque per-
mite a combinacdo dos nutrientes essenciais de maneira sinérgica para o processo fer-
mentativo. Em outras palavras, a escolha estratégica da composicao da mistura pode ser
uma forma eficiente de otimizar o processo fermentativo (Carvalho et al., 2022). Esse
design foi aplicado para obter a composi¢ao 6tima dos residuos agroindustriais (bagago
de cana-de-agucar, casca de cacau e casca de amendoim) para a maxima producdo da

Xilanase por Aspergillus oryzae sob o FES e para avaliar os efeitos da interacdo em uma
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mistura de componentes (Carvalho et al., 2022). Esse ¢ um exemplo de como o design de
mistura Simplex-Centroide pode ser utilizado para otimizar a produ¢do de enzimas em
processos fermentativos.

O planejamento Doehlert ¢ uma técnica estatistica que permite otimizar variaveis
do processo, tais como tempo, temperatura ¢ umidade. Essa técnica ¢ um planejamento
experimental de segunda ordem que pode avaliar duas, trés ou mais variaveis. Nesse mé-
todo, os pontos da matriz Doehlert formam figuras geométricas regulares, como um he-
xagono para duas variaveis ou um circulo, uma esfera ou uma hiperesfera para trés ou
mais varidveis. O planejamento Doehlert pode proporcionar vantagens na obtencao de
processos mais eficientes e lucrativos (Nogueira et al., 2022). Esse planejamento foi apli-
cado para estudar a os parametros de temperatura e tempo de incubagdo para produgao de
xilanase e endoglucanase de Penicillium roqueforti ATCC 10110 por FES (Marques et
al., 2018).

Na seara do beneficiamento e valoracdo de residuos agroindustriais, o fungo fila-
mentoso Aspergillus niger tem se mostrado uma versatil biofactory para obtengdo de en-
zimas de importancia biotecnoldgica tal como endoglucanase (Santos et al., 2016). Sua
inconteste importancia industrial tem direcionado esforgos para a otimizagao de processos
para obtengao de enzimas por vias com melhor custo beneficio e para o beneficiamento
de residuos agroindustriais. Esse microrganismo ja foi empregado para obtencao de enzi-
mas através de diversos substratos, tais como residuos de Croton linearifolius (Luz et al.,
2021), cactos pear (Reis et al., 2019), prickly palm cactos (Santos et al., 2016) e residuos
de manga (Santos et al., 2011) visando aplicagdes tais como a extragdo de 0leos essenciais
(Costa et al., 2022) e processos de sacarificagao (Wang et al., 2019).

Dada a abrangéncia de uso e valor industrial da endoglucanase, faz-se necessario
encontrar mistura de substratos lignoceluldsicos que sejam eficazes para a sua produgdo,
expandindo a valoragao de matérias primas que, apesar de amplamente disponiveis, ainda
nao possuem um papel econdmico relevante. Para tal, o presente trabalho otimizou a pro-
ducdo de endoglucanase através de misturas de palma forrageira e os residuos de casca
da améndoa de cacau e arroz como matérias-primas para a fermentagdo em estado so6lido
através do fungo filamentoso Aspergillus niger ATCC 1004. Como forma de demonstrar
sua utilizacdo, a enzima produzida foi aplicada na sacarificagdo de casca de arroz. Adici-
onalmente, foram estudadas, as variaveis que influenciam na producao enzimatica, como
pH, temperatura, tempo de incubagdo e efeito de compostos através da caracterizagdo

bioquimica da endoglucanase.
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2. METODOLOGIA
2.1 Microrganismo

A cepa de Aspergillus niger ATCC 1004 utilizada neste estudo foi adquirida do
INCQS/Fiocruz (municipio de Manguinhos, Rio de Janeiro, Brasil) e pode ser consultado
sob o codigo 40018. A cepa foi mantida a 4 °C em meio agar-dextrose-batata (PDA). A
suspensdo de esporos foi preparada utilizando o microrganismo cultivado em meio PDA
por 7 dias a 26 °C. Apds a incubagdo, a cultura esporulada foi suspensa em solugdo de
Tween 80 (0,01%, v/v) e a contagem do niimero de esporos foi realizada com o auxilio

de um microscopio binocular (modelo BA-210, Motic) e uma camara de Neubauer.

2.2 Biomassa lignoceluldsica

O residuo de casca de arroz (CA) (Oryza Sativa) foi obtido de agroindustria de
beneficiamento de arroz, localizada na regido oeste do estado da Bahia, no Brasil. A casca
da améndoa do cacau (CC) (Theobroma cacao) foi cedido pela empresa Barry Callebaut
(municipio de Itabuna, Bahia, Brasil). A palma forrageira (PA) (Nopalea cochenillifera)
foi doada pela Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB) (Itapetinga, Bahia,
Brasil).

Os materiais foram submetidos a moagem em um moinho Wiley para um tamanho
de particula de aproximadamente 2 mm. A umidade da biomassa foi determinada em um
equipamento de infravermelho (ID200, MARTE, Sao Paulo, Brasil).

Para a caracterizagao das matérias-primas foram aplicadas analises bromatologi-
cas para obtenc¢do dos teores de lignina, celulose, hemicelulose, material mineral (MM),
proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA)
e extrato etéreo (EE) (Detmann et al., 2012). Os valores foram expressos em porcentagem

(g/100 g) de matéria seca.

2.3 Fermentacao em estado solido
O processo de fermentacao foi realizado em Erlenmeyers de 125 mL contendo 5
g das misturas de biomassas. A inoculacdo foi realizada com 107 de esporos/grama de
biomassa e a umidade desejada foi obtida com adi¢do de agua destilada autoclavada. As
culturas foram conduzidas em uma incubadora BOD (TE-371, Tecnal, Piracicaba, Brasil)
com temperatura controlada (Silva et al., 2018).

O tempo 6timo para a maxima atividade da endoglucanase foi determinado
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através de testes com intervalos de 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h e 144 h. Aliquotas foram
retiradas a cada intervalo de tempo para fazer a quantificagdo da atividade da enzima.
Nessa etapa foram fixadas as condi¢des de temperatura (26° C) e umidade (70 %) a partir

de trabalhos previamente realizados pelo grupo de pesquisa.

2.4 Obtencao do blend enzimatico
Ap6s a fermentacdo, 50 mL de 4dgua destilada foram adicionados matéria-prima
fermentada e a mistura foi agitada em uma incubadora (QUIMIS, Sao Paulo, Brasil) a 30
°C e 200 rpm por 30 min. A fase liquida foi separada por prensagem mecanica, obtendo-
se a permeagao da gaze seguida de centrifugacdo (modelo CT-6000R, Cientec, Porto Ale-
gre, Rio Grande do Sul, Brasil) por 10 minutos a 4000 rpm para remog¢ao das impurezas

(Silva et al., 2018) com modificagdes.

2.5 Otimizac¢ao multivariada

A otimizagdo da produgdo de endoglucanase foi realizada em duas etapas, utili-
zando-se dois delinecamentos estatisticos. Na primeira etapa, foi realizada a otimizagao da
mistura de materiais lignoceluldsicos de forma multivariada, a partir da aplicacdo de um
delineamento Simplex-Centroide, para obtencdo da melhor composicao para a produgao
da enzima. Os componentes foram estudados em fragdes percentuais utilizando um dese-
nho de mistura com nove corridas experimentais (Tabela 1), incluindo repetigdes dos ni-
veis do ponto central para estimar o erro experimental. O delineamento experimental foi
utilizado para obter a composi¢dao 6tima das biomassas lignocelulosicas (CC, CA e PA),
para a maxima producdo da enzima endoglucanase e para avaliar os efeitos da interagdao

em uma mistura de componentes.
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Tabela 1. Matriz experimental do planejamento de mistura simplex-centroide e resposta

experimental apresentada em valor real e codificado

Experimento Casca de Cacau Palma Casca de arroz Endoglucanase
-A(g) -B(g) -C(g) (U/mL)
1 5(1) 0(0) 0(0) 0.77 (£0,01)
2 0(0) 5(1) 0(0) 0.60 (£0,00)
3 0(0) 0(0) 5() 0.00 (£0,00)
4 2.5(0,5) 2.5(0,5) 0(0) 0.57 (£0,02)
5 2.5(0,5) 0(0) 2.5(0,5) 0.47 (£0,02)
6 0(0) 2.5(0,5) 2.5(0,5) 0.31 (£0,01)
7 1.66 (0,33) 1.66 (0,33) 1.66 (0,33) 0.26 (£0,01)
8" 1.66 (0,33) 1.66 (0,33) 1.66 (0,33) 0.25 (£0,03)
9° 1.66 (0,33) 1.66 (0,33) 1.66 (0,33) 0.23 (+0,00)

Na segunda etapa, realizou-se a otimizagdo das condi¢des aplicadas no processo
de fermentagdo, como temperatura (°C) e umidade (%), por meio do Planejamento Doeh-
lert. A matriz experimental foi composta por seis corridas experimentais (Tabela 2), in-
cluindo as repeti¢des dos niveis de ponto central. A atividade de endoglucanase (U/mL)

foi a resposta experimental utilizada para obter os modelos matematicos.

Tabela 2. Matriz experimental Doehlert apresentada em valor real e codificado usada
para otimizar as condigdes experimentais aplicadas a fermentacao em estado sélido para

producdo de endoglucanase de Aspergillus niger ATCC 1004.

Experi- Temperatura — A Umidade — B Endoglucanase
mento (°C) (%) (U/mL)

1 36 (1) 70 (0) 0,32 (+0,00)
2 32 (0,5) 80 (0,866) 0,34 (+0,01)
3 20 (-1) 70 (0) 0,27 (+£0,00)
4 24 (-0,5) 60 (-0,866) 0,42 (+0,03)
5 32 (0,5) 60 (-0,866) 0,40 (+£0,02)
6 24 (-0,5) 80 (0,866) 0,30 (£0,01)
7* 28 (0) 70 (0) 0,40 (+£0,01)
8* 28 (0) 70 (0) 0,41 (+0,00)
9* 28 (0) 70 (0) 0,38 (£0,01)
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As condi¢des experimentais 6timas estabelecidas para os testes foram obtidas por
meio de trabalhos previamente realizados pelo grupo de pesquisa do presente estudo. Os
modelos de regressdo foram ajustados para variagdes de resposta em funcao dos efeitos
de interacdo significativos (p < 0,05) entre as variaveis. Finalmente, a qualidade do ajuste
do modelo foi avaliada considerando coeficiente de determinacao (R?) e o teste F obtidos
na andlise de varidncia (ANOVA). O software Statistica 12 (Statsoft, EUA) foi utilizado
no processamento dos dados experimentais, incluindo a analise estatistica e determinagdo
dos pontos 6timos.

2.6 Determinacio da atividade da endoglucanase

Foi aplicado o método baseado na medi¢ao dos agucares redutores produzidos
pela degradacao de 2% (p/v) de carboximetilcelulose (CMC) (Cromoline, Diadema, Bra-
sil) diluido em 0,1 mol. L' de tampdo acetato de s6dio em pH 5,0 (Miller, 1959). O mé-
todo do 4cido dinitrosalicilico — DNS — (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi utili-
zado para a quantificagdo de agucares redutores de acordo com (Silva et al., 2018) com
modifica¢des. Os ensaios de reacao foram conduzidos pela adi¢ao de 100 pL da solugcao
de CMC em 100 pL do blend enzimético. Os blends foram diluidos na proporg¢ado de 1/5.
O ensaio em branco continha 100 pL. de CMC (Cromoline, Diadema, Brasil) e 100 uL de
agua destilada.

As amostras foram incubadas em banho maria (TE-054; Tecnal) a 50 °C durante
10 min, seguidas da adi¢do de 200 pL de DNS (Sigma-Aldrich). Posteriormente, os tubos
foram submetidos a banho maria a 100°C por 5 min e seguida da adi¢do de 2 mL de dgua
destilada para medi¢do de absorbancia em 540 nm em um espectrofotometro (UV-M51
UV/Vis; Spectrophotometer). Uma unidade internacional de atividade enzimatica (U/mL)
foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de redugdo de agucares

por minuto a 50°C.

2.7 Caracteriza¢ao bioquimica

2.7.1 Efeito da temperatura e estabilidade térmica com estimativa dos
parametros termodinimicos

O efeito da temperatura na atividade da endoglucanase prosseguiu com a determi-
nacdo padrao da atividade enzimatica na hidrolise de carboximetilcelulose com incubagdo
do blend enzimatico em diferentes temperaturas (40 a 80 °C) durante 15 minutos de rea-

¢ao (Brito et al., 2017).
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Os ensaios de estabilidade térmica procederam com a incubagao das amostras da
solugdo enzimatica em diferentes temperaturas (60, 70 e 80°C) em tampao acetato de
sodio em pH 5,0 (forga idnica 0,1 mol. L™!). Em tempos pré-determinados, aliquotas do
sistema foram coletadas e imediatamente resfriadas em banho de gelo por 1 min para
interromper o processo de inativagdo, seguida da determinacao da atividade enzimatica
residual na hidrélise de carboximetilcelulose a 50 °C. As respostas foram expressas como
atividade relativa (%), sendo considerada como 100% a atividade enzimatica determinada
antes da incubagao.

Neste estudo, os modelos cinéticos de decaimento linear (Saleem et al., 2005) e
ndo linear (Sadana; Henley, 1987) foram ajustados aos dados experimentais obtidos com
o intuito de elucidar o processo de inativagdo térmica da enzima. O método cinético de
melhor ajuste, baseado no coeficiente de correlagdo (R?), foi empregado para determinar
os parametros cinéticos (constante de inativagdo térmica — kq) e termodinamicos (Energia
de inativacdo, entalpia, energia de Gibbs e entropia. As constantes de inativagao (kd) fo-
ram determinadas usando o modelo de decaimento exponencial ndo-linear proposto por
(Sadana; Henley, 1987) e o modelo de decaimento linear (Sonkar; Singh, 2020) apresen-
tados nas Equacdes (1) e (2), respectivamente. Os dados experimentais foram analisados

empregando o software Origin Pro versao 8.0.

a, = x + (1+oc)xe kaxt (Eq. 1)
A = Aye(~kaD) (Eq. 2)

Onde a, ¢ a atividade relativa (adimensional); a € a razdo entre a atividade espe-
cifica do estado final (E1) e o estado inicial (E); ks ¢ a constante de inativa¢do (min'); ¢ é
o tempo de inativagao térmica (min) e kq, 7, kB, h, AS*, AH* e R sdo velocidade de reagdo
especifica, temperatura absoluta, constante de Boltzmann, constante de Planck, entropia
de inativagdo, entalpia de inativacao e constante de gas, respectivamente.

A energia de inativacao térmica (Eq) para a inativacao da endoglucanase foi deter-
minada por um grafico de logaritmo natural da constante de inativacdo térmica (Inkq) pelo

inverso da temperatura absoluta (1/T) conforme indicado na Eq. (3) (Kumar et al., 2013).

_ _Ea1
Inkd = InA T (Eq. 3)

Em que: 4 ¢ o fator de frequéncia (s™).
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Os valores de entalpia (AH* — kJ/mol), energia de Gibbs (AG*— kJ/mol) e entropia
(AS* — kJ/mol.K) para a inativacdo térmica da enzima foram determinados por meio das

respectivas equacdes (Egs. (4), (5), (6)) (Kumar et al., 2013).

AH# = Ed — RT (Eq. 4)
_ kgh

AG# = —RTln (kTr) (Eq. 5)

ASy — AH#=AGH (Eq. 6)

Em que: T ¢ a temperatura absoluta (K), h ¢ a constante de Planck (11,04 x 10736 J.s), e
ks é a constante de Boltzmann (1,38 x 1072* J/K).

2.7.2 Estabilidade e efeito do pH

O pH da reacdo para a maxima atividade da endoglucanase foi determinado por
meio da substitui¢io do tampdo acetato de sodio (0,1 mol. L', pH 5) no ensaio de ativi-
dade por tampdes com pH 3 a 9 (Brito et al., 2017). Esses valores de pH foram obtidos
com tampdo citrato de sodio (0,05 mol. L', pH 3, 4 e 5), tampdo fosfato de sodio (0,05
mol. L', pH 6 e 7) e tampdo tris-HCI (0,05 mol. L, pH 8 e 9). Para os ensaios de estabi-
lidade do pH, o blend enzimatico (diluido em tampao com pH 3 a 9) foi incubado a 50°C
por 5 h e aliquotas foram retiradas em intervalos de 1 hora e submetidas ao ensaio de
atividade de endoglucanase. As respostas foram expressas como atividade relativa (%),

sendo considerada como 100% a atividade enzimatica determinada antes da incubagao.

2.7.3 Efeito de ions metalicos e compostos organicos

A influéncia de espécies idnicas metalicas e compostos organicos na atividade da
endoglucanase foi avaliada com diferentes aditivos: Sulfato de ferro (FeSOs), Sulfato de
cobalto (CoSOs4), Cloreto de calcio (CaClz), Sulfato de magnésio (MgSOs), Nitrato de
aluminio Al (NOs3)3, Sulfato de s6dio (NaSO4), Cloreto de magnésio (MgClz), Acetato de
chumbo (Pb(C2H30,)), Carbonato de calcio (CaCO3), Sulfato de cobre (CuSQOs4), Acetato
de zinco (Zn(C2H30,)), Carbonato de sddio (NaCO3), Sulfato de zinco (ZnSOs), Cloreto
de ferro (FeCl,), Cloreto de potassio (KCI), EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid),
Triton X-100 e Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid). Os
testes consistiram na dilui¢do do blend enzimatico em solugdo 2 mmolL ™' de cada aditivo
em tampdo acetato de sodio pH 5 (forga idnica 0,1 mol. L) e posterior determinagio da

atividade enzimadtica. A resposta foi expressa como atividade relativa (%) considerada
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como 100% da atividade isolada da endoglucanase sem qualquer aditivo (Nunes et al.,

2020).

2.7.4 Efeito de solventes
Os solventes organicos dimetil sulfoxido (DMSO), dimetilformamida (DMF), me-
tanol, acetonitrila, acetona, éter etilico, diclorometano e hexano foram avaliados na ativi-
dade da endoglucanase (Nunes et al., 2020). Os diferentes solventes foram adicionados a
1 ml de tampdo acetato de s6dio 0,1 mol. L', pH 5 para obter as concentracdes 20% e
30%, v/v e, em seguida, determinar a atividade da endoglucanase. Os resultados foram
expressos em atividade relativa (%), a atividade enzimatica da amostra sem adi¢do de

solvente organico foi tomada como controle (100%).

2.7.5 Halotolerancia

Foi analisada a capacidade de resisténcia ao sal da endoglucanase de Aspergillus
niger ATCC 1004 através da avaliacdo da sua atividade de hidrolise em diferentes niveis
de concentragdo de cloreto de s6dio (NaCl) (Nunes et al., 2020). Foram testadas varias
concentracdes de NaCl preparadas em agua destilada nas reag¢des (0 mol. L™, 0,01 mol.
L1, 0,05 mol. L', 1 mol. L', 2 mol. L', 3 mol. L}, 4 mol. L', 5 mol. L' € 6 mol. L")
em condig¢des de ensaio otimizadas através do método padrao de quantificacdo da enzima.
A resposta foi expressa como atividade relativa (%) considerada como 100% da atividade

isolada da endoglucanase sem adi¢do das concentragdes salinas (NaCl 0 mol. LY).

2.7.6 Sacarificacao enzimatica
O blend enzimatico produzido por Aspergillus niger ATCC 1004 foi utilizado para
sacarificar a casca de arroz. O meio reacional consistiu em 60 mL do blend enzimatico
extraido em tampdo citrato de sddio (0,05 mol. L™, pH 5) e um controle continha apenas
o blend enzimatico, sem residuo e outro controle com apenas o residuo e 60 mL de
tampao.

A sacarificagdo foi realizada em um banho maria com agitagdo a 50 °C por 7 h, e
aliquotas foram retiradas do meio em intervalos de 1 h. Apds a reagdo, o sobrenadante foi
utilizado para estimar a quantidade de agtcares redutores liberados (Miller, 1959) com
base em uma curva padrao de glicose (1 mmol/mL).

Os agticares fermentaveis foram detectados por HPLC com base no indice de re-

fracdo (IR). O cromatografo foi equipado com bomba ProStar 210 (Varian), injetor
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manual (modelo 80765, Hamilton) com lago de 20 puL e detector IR (modelo 356 LC). A
coluna cromatografica de 87H foi utilizada para a determinagdo do produto (compri-
mento, 300 mm; didmetro interno, 7,8 mm; MetaCarb), operado nas seguintes condigdes:
temperatura da coluna de 55°C, 4cido sulfurico (0,005 mol-L™!) como fase mével e fluxo
de 0,70 mL-min"'. Todas as rea¢des enzimaticas foram realizadas em triplicata com base

na metodologia de Silva et al., (2022) com modificacdes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicao fisico-quimica dos substratos

As composicdes (% matéria seca) obtidas a partir das andlises bromatoldgicas das

matérias-primas estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Composicao (% matéria seca) das matérias-primas estudadas.

Matéria-prima

Composicéo (%) PalmaForra-  Casca da améndoa

Casca de arroz

geira do cacau
FDN 23,81 +0,02 49,44 +0,00 91,92 +0,00
FDA 8,03 +0,00 36,69 +0,01 69,29 +0,01
Hemicelulose 15,84 +0,02 11,37 0,01 22,07 0,00
Lignina 0,19 +£0,00 16,67 +0,00 20,91 +£0,00
Celulose 7,89 +0,00 20,67 £0,00 48,91 +0,00
Proteina bruta 7,27 £0,01 21,26 +0,00 3,03 £0,20
Extrato etério 0,77 £0,01 11,15 +0,00 0,18 +0,02
Matéria mineral 25,94 +0,01 9,91 +0,00 9,23 +0,00

Estes resultados evidenciam a adequagao dos materiais lignoceluldsicos utilizados
para a FES visando a produgdo de enzimas. Destaca-se a casca da améndoa do cacau
como a matéria-prima mais promissora, devido a sua composi¢ao nutricional rica e equi-
librada. Os materiais lignoceluldsicos consistem predominantemente em celulose, o prin-
cipal polissacarideo estrutural presente nas paredes celulares das plantas, seguido pela
hemicelulose e lignina (Costa et al., 2022).

A proporcao desses componentes desempenha um papel crucial no éxito da FES,
uma vez que proporciona carbono e nutrientes essenciais para os microrganismos, além
de servir como suporte para a absor¢ao de nutrientes e crescimento da biomassa. Este

estudo destaca o notavel potencial da FES empregando materiais lignoceluldsicos na
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producao eficaz de enzimas. Vale ressaltar que fatores como custo e disponibilidade tam-
bém influenciam significativamente na selecdo da matéria-prima (Valladares-Diestra;

Vandenberghe; Soccol, 2022).

3.2 Perfil de fermentacio
Os resultados obtidos a partir dos ensaios de atividade enzimatica em diferentes
tempos, indicaram 96 h como o melhor tempo de fermentagdo para a maxima produgdo
da endoglucanase (0.352 +0,00 U/mL). Ap0s esse tempo, a atividade enzimatica diminuiu
consideravelmente. Esse tempo 6timo depende do microrganismo usado e das condi¢des

de cultivo (Figura 1).

Figura 1. Perfil fermentativo da produgdo de endoglucanase de Aspergillus niger ATCC
1004 por FES da mistura contendo 80 % da casca de casca de améndoa de cacau e 20 %

de palma forrageira sob as condi¢des de temperatura de 26 °C e 70 % de umidade.
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O género Aspergillus ¢ conhecido por sua capacidade de produzir endoglucanase
a partir de diversas matérias-primas lignocelulosicas. Essa habilidade permite que esses
fungos decomponham polimeros, como celulose, hemicelulose e lignina, presentes nas
matrizes vegetais. Como resultado, sdo liberados acticares e outros compostos, que

servem como nutrientes para o crescimento microbiano (Singh et al., 2016b).
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Estudos anteriores com Aspergillus niger demonstraram que a maxima atividade
da endoglucanase ocorre apds 70,35 horas em prickly pear e 72 horas em residuos de
manga (Santos et al., 2016; Santos et al., 2011). A natureza fibrosa e o teor de celu-
lose/hemicelulose dessas matérias-primas podem estimular a producao de enzimas pelo
microrganismo.

A diferenca no tempo de fermentagdo observada neste estudo, em comparagao
com outros estudos, pode ser explicada pelo maior teor de celulose nas matérias-primas
mencionadas (Manhongo et al., 2021). Além disso, a presenca de uma ampla gama de
compostos, como hemicelulose, compostos fendlicos, grupos acetila e lignina, pode lim-
itar a acdo das enzimas celulases. Esses compostos atuam como barreiras fisicas e podem
causar a desativacao das celulases por adsor¢do ndo produtiva na superficie da lignina
(Pino et al., 2019).

A literatura também relata que a méxima atividade enzimatica de endoglucanase
ocorre apos 141,5 e 192 horas quando Aspergillus oryzae ATCC 10124 ¢ cultivado em
casca de arroz e casca de amendoim, respectivamente (Brito et al., 2017). Além disso,
Botrytis ricini URM 5627 apresentou atividade maxima de endoglucanase ap6s 144 horas
de fermentacdo em meio contendo bagaco de cana-de-agucar e 72 horas em meio con-
tendo fibra de coco (Silva et al., 2018).

O tempo de fermenta¢do ¢ um fator intrinsecamente vinculado as condigdes do
meio, uma vez que a atividade enziméatica demonstra variagdes ao longo do processo,
influenciada pela composic¢ao nutricional do substrato. Nesse contexto, micronutrientes e
macronutrientes presentes e disponiveis no substrato exercem um papel determinante no
desempenho dessa atividade enzimatica. Essa influéncia ¢ multifatorial, incluindo a exa-
ustao dos nutrientes no substrato, a acumulagdo de produtos metabolicos que podem inibir
a producdo de enzimas, e a inativagdo natural das enzimas ao longo do tempo (Neves et
al., 2022).

Os resultados obtidos sugerem que as matérias-primas investigadas possuiam nu-
trientes preexistentes que favoreceram o crescimento fingico até atingir o pico de ativi-
dade enzimética. Subsequentemente, a disponibilidade de nutrientes se esgotou ou os sub-
produtos metabolicos se acumularam, ocasionando a inibi¢do da produ¢do de enzimas,
resultando em uma redugao regulatoria na secrecao enzimatica. Nos estagios iniciais do
crescimento microbiano, 0 maquindrio enzimatico adapta-se e concentra-se no consumo
das matérias-primas disponiveis. Apos essa fase de adaptacao (Lag), ocorre um aumento

na atividade metabdlica e excrecdo enzimatica, atingindo o ponto maximo (Neves et al.,
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2022; Silva et al., 2018; Brito et al., 2017).

3.3 Otimizacio da composi¢io do substrato por simplex centroide para fermentaciao
em estado sélido para producio de endoglucanase usando Aspergillus niger ATCC

1004.

A escolha da melhor composi¢ao de matérias-primas para a FES ¢ essencial para
a producdo de enzimas de forma eficiente e econdmica. As matérias-primas devem ser de
facil acesso e baixo custo. Com o planejamento experimental, foi possivel obter resulta-
dos significativos com apenas 9 experimentos (incluindo 3 repeti¢des do ponto central).
A matriz experimental (Tabela 1) mostrou que o Aspergillus niger ATCC 1004 pode se-
cretar endoglucanase em matérias-primas lignoceluldsicos sem precisar de outras fontes
de carbono, nitrogénio e minerais.

A andlise de variancia (Tabela 4) demonstrou que o modelo matematico foi esta-
tisticamente validado com um nivel de significancia de p=0,05. Essa validacdo ¢ funda-
mentada pelos elevados valores de R? e R? ajustado, 0,999 e 0,997, respectivamente. Esses
coeficientes indicam que o modelo apresenta um excelente ajuste aos resultados experi-

mentais, sobretudo considerando a complexidade do sistema em questao.

Tabela 4. Analise de variancia para o modelo especial ciibico para simplex centroide (A).
Andlise de variincia para o modelo quadratico (Planejamento Doehlert) aplicado na oti-
mizacao das condigdes experimentais (B).

Fonte de variagéo SS Df MS Fcalculado p-value R?
A. Otimizacéo da composicdo do substrato por simplex centroide
Regresséo 0,448 6 0,075 319,8 0,003 0,999
Erro total 0,001 2 0,001 R2 ajustado
Total 0,449 8 0,056 0,996
B. Otimizagdo das condicGes de fermentacdo por planejamento Doehlert
Regressdo 0,023 5 0,005 21,40 0,01 0,973
Falta de ajuste 0,001 1 0,001 0,60 0,52
Erro puro 0,001 2 0,001
Total 0,025 8

Soma quadratica (SS), grau de liberdade (Df), média quadratica (MS), coeficiente de determina-
¢do (R?). *Nivel de confianga de 95% (p = 0,05).

O gréfico de Pareto (Figura 2B) possui uma linha vertical que indica o fator mi-
nimo de significancia de 95% de confiabilidade e permite observar quais variaveis tem

maior € menor efeito. Todos os termos quadraticos significativos sugeriram que duas
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variaveis (A e B) investigadas foram criticas para a producao de endoglucanase, sendo a
variavel C, insignificante para o processo.

Ao examinar o grafico de contorno (Figura 2A), destaca-se que a area com a ati-
vidade enzimatica mais intensa (regido vermelha) esta associada as matérias-primas A e
B. Ao realizar uma inspec¢ao detalhada da superficie, observa-se que ambos os substratos
exercem efeitos positivos e significativos na producdo da enzima. No entanto, ¢ evidente
que o componente A possui uma influéncia mais pronunciada, indicando um aumento
proporcional em sua presenga na mistura. Em contrapartida, o componente B, embora
também contribua positivamente, demonstra uma influéncia menor, sugerindo uma pro-
por¢do reduzida desse composto na mistura. Diante dessas observagdes, a combinagao de
substratos composta por 80% de casca de améndoa do cacau e 20% de palma forrageira

foi estabelecida como a mais adequada para este estudo.

Figura 2. Efeitos padronizados para fatores investigados (Grafico de pareto) planejmanto
de mistura simplex centroide (A) Amostra A (casca da améndoa do cacau). Amostra B
(palma forrageira). Grafico de contorno (B) e superficie obtidos a partir do modelo espe-
cial ciibico (A). Amostra A (casca da améndoa do cacau). Amostra B (palma forrageira).
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3.5 Otimizaciao multivariada das condicoes de umidade e temperatura
Os resultados experimentais obtidos nas condi¢des de planejamento Doehlert po-
dem ser vistos na Tabela 3. Os valores de resposta sdo as médias das triplicatas realizadas
nos ensaios de determinacdo da atividade enzimatica. Uma andlise preliminar destes re-

sultados mostra que o fungo Aspergillus niger ATCC 1004 foi capaz de secretar
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endoglucanase em todas as combinagdes das variaveis investigadas de acordo com a ma-
triz.

Conforme apresentado na Tabela 2, 0 modelo matematico foi estatisticamente sig-
nificante (p < 0,05) para endoglucanase em que o R?(0,973) indica que o modelo estava
bem ajustado aos resultados experimentais e a falta de ajuste nao foi significativa.

A significancia estatistica dos termos quadratico e linear e sua interacdo ¢ apre-
sentada no grafico de Pareto (Figura 3A) em que, com nivel de confianga de 95% repre-
sentado pela linha pontilhada vertical, todas as variaveis (temperatura ¢ umidade) do mo-
delo quadratico foram significativas, especialmente a temperatura para producao de en-

doglucanase.

Figura 3. Grafico pareto (A) obtido a partir do modelo quadratico em Planejamento
Doechlert. Amostra A (Temperatura). Amostra B (Umidade). Grafico de contorno (B) re-
presentando interagdes entre variaveis tendo como resposta a atividade de endoglucanase,
obtidas a partir do modelo quadratico em Planejamento Doehlert. Amostra A (Tempera-

tura). Amostra B (Umidade).

A B Baixo e Alto

]

W > w >

Umidade (%) - B

p=0,05 ag

4 8
Efeito padronizado

20 28 36

Temperatura (°C) - A

No grafico de contorno (Figura 3B), observa-se que a maior atividade enzimatica
foi alcancada quando as condi¢des foram mantidas no nivel central, destacado pela regiao
de vermelho mais intenso, ou seja, com uma umidade de 60% e uma temperatura de 28
°C, resultando em uma atividade predita de 0,435 U/mL. Este resultado encontra respaldo
em outros estudos que utilizaram fungos do género Aspergillus e substratos lignocelulo-
sicos. Por exemplo, a temperatura 6tima para a producao de endoglucanase por Asper-
gillus niger foi relatada como 29,56 °C (Santos et al., 2016). Outros trabalhos também

destacaram condigdes especificas, como 33 °C e 58,5% de umidade para a endoglucanase
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produzida pelo fungo Aspergillus oryzae ATCC 10124 (Brito et al., 2017), e 30 °C como
a melhor temperatura para a produ¢do dessa mesma enzima por Aspergillus oryzae ATCC
10124 (Reis et al., 2020). Esses resultados sublinham a importancia de considerar a de-
pendéncia dessas condi¢des em relagdo a varios fatores, incluindo o tipo de fungo inves-
tigado e as propriedades dos diferentes substratos utilizados.

A temperatura ¢ a umidade desempenham papéis essenciais na analise do cresci-
mento do fungo, uma vez que as enzimas sao produtos do metabolismo fungico, e varia-
coes nessas condigdes sdo esperadas afetar sua producao, resultando em niveis mais altos
ou mais baixos de atividade enzimatica (Marques et al., 2019). O aumento da umidade
pode reduzir a porosidade do substrato, dificultando a penetracdo de oxigénio. Por outro
lado, a umidade reduzida pode levar a uma menor disponibilidade de nutrientes, resul-
tando em um crescimento microbiano limitado (Santos et al., 2016).

A temperatura também exerce influéncia no metabolismo microbiano, contro-
lando o crescimento, a germinagdo, a formagao de esporos e a produgao do produto dese-
jado. Em um bioprocesso, temperaturas relativamente baixas podem resultar na diminui-
¢ao da producao enzimatica, possivelmente associada a uma redugao no metabolismo mi-
crobiano (Santos et al., 2016). Enquanto temperaturas muito elevadas podem comprome-
ter a atividade enzimatica e outras reagdes bioquimicas, ja que, com o aumento da tem-
peratura, as moléculas ganham maior agitacdo, acelerando o metabolismo e resultando
em um rapido crescimento celular. No entanto, ap6s atingir um ponto critico, essas ativi-
dades ocorrem em ritmo excessivamente acelerado, levando a desnaturagdo das enzimas
(Reis et al., 2020; Santos et al., 2016). Portanto, ¢ crucial encontrar um equilibrio ade-
quado na escolha das condi¢des para otimizar a produgdo e a eficiéncia dos bioprocessos

industriais.

3.6 Efeito da temperatura e ensaios de estabilidade térmica: estimativa dos pa-
rametros termodinamicos
A analise do impacto da temperatura na atividade da endoglucanase (Figura 4)
revelou um incremento na atividade enzimatica a medida que a temperatura aumentava,
atingindo seu ponto maximo a 50 °C. No entanto, observou-se uma diminui¢do gradual

da atividade enzimatica conforme a temperatura continuava a subir.
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Figura 4. Efeito da temperatura na atividade da endoglucanase de Aspergillus niger.
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Este fendmeno também foi observado em endoglucanases produzidas por outros
microrganismos, como Penicillium roqueforti ATCC 10110, que apresentou sua maxima
atividade a 50 °C (Marques et al., 2018), e Rhizopus sp, cuja atividade 6tima ocorre entre
50 e 60 °C (Santos et al., 2016). Além disso, a endoglucanase produzida por Botrytis ricini
URM 5627 também demonstrou temperatura 6tima de atividade a 50 °C, o que facilita
sua aplicagdo industrial, uma vez que grande parte dos processos industriais ocorre em
temperaturas proximas a 50 °C (Silva et al., 2018).

Vale ressaltar que o aumento da temperatura exerce um impacto positivo na taxa
de catélise em reagdes quimicas. Além disso, as elevadas temperaturas estdo associadas a
redugdo do risco de contaminag¢do microbiana no meio ¢ a melhoria da solubilidade de
compostos em um ambiente reacional, favorecendo a difusao do substrato na reagao qui-
mica (Neves et al., 2022). Em resumo, o controle preciso da temperatura pode representar
uma estratégia eficaz para aumentar a eficiéncia e a taxa de reag@o em processos cataliti-
cos e hidroliticos, tornando-se essencial para otimizar diversas reagdes quimicas em am-
bientes industriais e de pesquisa.

Conforme pode ser observado na Figura 5, a inativagdo enzimatica aumentou com
a temperatura de incubagdo, conforme esperado. A endoglucanase produzida neste estudo
apresentou maior estabilidade em 60 °C, conservando 75 % da atividade apos 1 h de
incubacgdo. Em 70 °C, a atividade foi reduzida para 70 % no mesmo periodo. Em 80 °C,

houve uma queda acentuada da atividade com a retencdo de apenas 20% da atividade
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original apds 30 min. De fato, a constante de inativacao térmica (Kq) aumentou com o

aumento da temperatura de 60 °C (0,0301 h'') a 80 °C (0,0381 h'!).

Figura 5. Curvas de inativagdo térmica do blend enzimético por incubagao em diferentes
temperaturas (60 °C, 70 °C e 80 °C). Os testes de inativacao foram realizados incubando-

se a tampdo acetato de sédio pH 5 (forga i6nica 0,05 mol. L).
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A temperatura 6tima de uma enzima ¢ influenciada por fatores como sequéncias
de aminoacidos e presenca de carboidratos ndo covalentemente ligados. As enzimas pos-
suem estruturas tridimensionais especificas, determinadas por suas sequéncias de amino-
acidos. A estabilidade dessas estruturas depende de interagdes ndo covalentes, como liga-
¢oes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e pontes salinas. Quando as enzimas sdo ex-
postas a altas temperaturas, essas interagdes podem ser rompidas, levando a perda da con-
formacao nativa e, consequentemente, da atividade enzimatica (Saqib et al., 2010).

A presenga de residuos hidrofobicos € uma maior propor¢ao de residuos de ami-
nodcidos carregados polares resultam em rigidez das proteinas, contribuindo para sua es-

tabilidade. Um exemplo ¢ a endoglucanase FpCel45, da subfamilia C de GH45, cuja
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sequéncia de aminoacidos inclui residuos como Serl8, Thr20, Asn95, Trp98, Cys99,
Asnl08, Hisl15 e Aspl17, importantes para sua termoestabilidade. Comparada a outras
enzimas GH45 fungicas estudadas, a FpCel45 exibe maior resisténcia a altas temperatu-
ras. Vale mencionar que diversas endoglucanases termoestaveis de organismos mesoéfilos
e termofilicos também foram descritas na literatura para a familia GH45 (Cha, Yoon, Cha
2018).

Elevados coeficientes de correlacdo (R?) foram notados em ambos os perfis de
inativacao, com R? acima de 0,89%, conforme ilustrado na Figura 5. No entanto, o coefi-
ciente foi mais expressivo para o modelo de decaimento exponencial nao linear, como
antecipado dada a complexidade das estruturas proteicas das enzimas. Com base nos re-
sultados obtidos, o modelo cinético de decaimento ndo linear proposto por (Sadana; Hen-
ley, 1987) destacou-se como o mais adequado para ajustar aos dados experimentais,
sendo, portanto, empregado para determinar os pardmetros termodindmicos de inativacao
da enzima.

Com o intuito de compreender como as moléculas se comportam em diversas con-
di¢cdes, € necessario ter conhecimento dos pardmetros termodindmicos que governam sua
estabilidade. Neste estudo, os parametros termodinamicos da inativagao térmica da endo-
glucanase foram estimados a partir dos dados experimentais apresentados na Figura 6. Os
valores obtidos para entalpia, entropia e energia livre de ativacdo estdo detalhados na

Tabela 5.

Tabela 5 - Parametros termodinamicos na desnaturagdo térmica irreversivel da endoglu-

canase obtida do Aspergillus niger ATCC 1004

Tempera-
tura Kd? (min!) | AH* (KJ mol") | AG* (KJ mol) AS*(J mol! K-
°C K 1
60 333 0,0301 8,741 91,56 -248,7
70 343 0,0342 8,657 94,03 -248,9
80 353 0,0381 8,574 96,53 -249,2

Legenda: Os valores de Kd foram obtidos a partir da Figura 3. A energia de ativac¢do para desna-
turagdo, Eq = - coeficiente angular x R (constante universal dos gases) = 11,51 kJ/mol.
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Figura 6. Determinagdo da energia de inativagdo térmica (Eq) para o blend enzimatico
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A endoglucanase obtida da Aspergillius niger ATCC 1004 por fermentacdo em
estado solido apresentou Eq de 11,51 kJ mol™'. Este pardmetro foi empregado na determi-
nacao da entalpia do processo de inativacao da enzima.

A entalpia ¢ proporcional a energia de ativagao. Logo, quanto maior for a Eq, maior
serd o AH” esperado. A endoglucanase secretada pelo Aspergillus niger ATCC 1004 apre-
sentou termoestabilidade, com AH” de 8,741 KJ mol! e 8,574 KJ mol! nas temperaturas
méxima e minima, respectivamente. Esses valores positivos de AH” (Tabela 5) indicam
um processo endotérmico, no qual a enzima precisa de energia para ser inativada. O AH"
estd relacionado com o niimero de ligagdes que se rompem durante a inativagdo enzima-
tica. Valores baixos de AH” refletem a resisténcia das enzimas a exposi¢do térmica (Heidt-
mann et al., 2012).

A variagio de entropia (AS¥) reduziu conforme o aumento da temperatura e valo-
res negativos foram observados para esse pardmetro. Valores negativos de AS* também
foram observados para endoglucanase GluCB31 de Bacillus subtilis. A inativagao térmica
¢ um parametro dependente da entropia, uma vez que, uma AS” negativa mostra uma

menor aleatoriedade ou desordem na reagdo devido a possivel agregacdo de proteinas
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envolvidas na formacao de poucas ligagdes intra e intermoleculares (Chinyelum; Henry;
Iruoghene, 2021).

No presente estudo, o0 AG* teve aumento proporcional ao aumento da temperatura,
0 que sugere uma maior resisténcia a desnaturacao (Souza et al., 2015). Em concordancia,
valores positivos de AG* também foram observados para diferentes enzimas. Para a en-
doglucanase produzida por Aspergillus fumigatus sob fermentacdo em estado sélido, re-
gistraram-se valores de 110, 112 e 107 kJ mol™! para 60 °C, 70 °C e 80 °C, respectiva-
mente (Saqib et al., 2010). Um aumento de AG* também foi notado com o aumento da
temperatura, 96,6 k] mol™' em 80 °C, para a protease alcalina de Aspergillus tamarii
URM4634 (Silva et al., 2018). Além disso, reportou-se um valor maximo de 24618.915
KJ mol ! em 80°C para a glicose isomerase de Streptomyces roseiscleroticus (Chinyelum;
Henry; Iruoghene, 2021).

Esses estudos afirmam que valores positivos de AG* indicam que a enzima & ter-
micamente estavel em altas temperaturas e a reagdo catalisada ndo ¢ espontanea. Ou seja,
¢ necessaria uma enzima termoestavel para catalisar a reagdo. Em complemento, foi su-
gerido que a enzima possui uma resisténcia ao desdobramento térmico em temperaturas
mais elevadas, possibilitando que ela suporte a alta energia necessaria para o processo, o
que indica termoestabilidade (Iruoghene et al., 2022).

As celulases termoestaveis destacam-se por sua notavel versatilidade industrial,
oferecendo vantagens significativas em comparagdo com as enzimas tradicionais. Sua ca-
pacidade de tolerar altas temperaturas, resistir a agentes desnaturantes, manter atividade
prolongada e apresentar menor risco de contaminagdo as torna ideais para uma variedade
de processos. Na sacarificacdo da biomassa lignoceluldsica, por exemplo, essas enzimas
asseguram maior estabilidade, atividade especifica e flexibilidade, resultando em doses
menores de enzima, tempos de hidrdlise reduzidos e desempenho aprimorado, mesmo em
elevadas temperaturas. Com base em sua eficiéncia aprimorada e beneficios econdmicos,
as celulases termoestaveis tém o potencial de impulsionar o crescimento do mercado de

biocombustiveis e outros produtos provenientes da biomassa lignoceluldsica (Dadwal et

al., 2021).

3.7 Efeito e estabilidade do pH
A Figura 7.A mostra o efeito do pH na atividade da endoglucanase produzida pelo
Aspergillus niger ATCC 1004. A maior atividade enzimatica foi observada em pH 5, sem

diferen¢a marcante entre as faixas de pH de 4 e 6. Isso sugere que a enzima prefere pH
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acido para ter seu melhor desempenho. Porém, a atividade enzimatica ndo diminuiu mais
do que 20% nas outras faixas de pH testadas. Esse resultado evidencia que, apesar de ser
uma enzima acidoéfila, possui uma ampla tolerancia a variagdes de pH, tornando-a alta-
mente promissora para aplicagdes industriais que requerem processos em diversas faixas
de pH. Sua versatilidade e estabilidade nessas condi¢des a tornam uma candidata atrativa

para diversas aplica¢des na industria.

Figura 7. Efeito de diferentes pH (A). Estabilidade da endoglucanase de Aspergillus ni-
ger ATCC 1004 com relacao a diferentes pHs (B). *Barras de erros referentes ao desvio
padrao < 0,053.
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Coerentemente, endoglucanases fingicas também apresentaram comportamento
acidofilo. Foram reportadas atividades méximas de endoglucanase em pH 5 quando de
Aspergillus oryzae ATCC 10124 (Santos et al., 2017) e pH 5 e 4.8 quando de Penicillium
roqueforti ATCC 10110 (Oliveira et al., 2019, Marques et al., 2018). E possivel observar
que na primeira hora de incubacdo houve um decaimento acentuado para todas as faixas

de pH avaliadas (Figura 6. B). Entretanto, a partir da segunda hora de incubagao, houve
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um aumento expressivo da atividade relativa em todas as faixas de pH, destacando-se a
atividade em pH 5, superior a 100 %. Posteriormente, observou-se um decaimento ndo
excedente a 30 % durante as tltimas horas de incubaciao. Em sequéncia, em pH 9 a ativi-
dade relativa foi de 80 % e se manteve estavel em 70 % até o fim do estudo, quando em
pH 7 a atividade relativa foi de 60 %. A endoglucanase produzida pelo Aspergillus niger
ATCC 1004 tem sua maior atividade e estabilidade em pH 5, mas também atua bem em
outras faixas de pH. Essa caracteristica ¢ vantajosa para usos industriais que precisam de
pH éacido, como a produgao de polpa de frutas, por exemplo (Pradhan; Abdullah; Pradhan,
2021).

Outro exemplo de aplicacdo em que a acidofilia da enzima é de grande interesse,
¢ em processos industriais que envolvem a hidrélise enzimatica de biomassa vegetal. O
pré-tratamento com liquidos i6nicos e acidos ¢ comum para liberagao de agucares redu-
tores e producdo de biocombustiveis. Se a enzima nao for acidofilica, o pH precisa ser
ajustado apds o pré-tratamento, o que acarreta custos adicionais. A enzima acidofilica
também ¢ vantajosa no tratamento de residuos de vinagre, que exigem um pH acido de 1
e posterior neutralizagdo com NaOH. Eliminar a etapa de ajuste de pH representa uma
economia significativa. (Khan et al, 2021).

Comparativamente, essa enzima foi mais estavel que a endoglucanase de Penicil-
lium roqueforti ATCC 10110, a qual apresentou estabilidade nos pHs 4 ¢ 8, com manu-
tencdo da atividade enzimatica de cerca de 80 % e maxima de 71 % para faixa de pH 6,
7 e 8 apds 5 h de incubagdo a 50 °C (Oliveira et al., 2019). Outra endoglucanase de A4s-
pegillus niger apresentou-se estavel por 4 h com, aproximadamente, 100 % de atividade
relativa em pH 5 e 6. J4 a atividade residual da endoglucanase de Rhizopus sp., entretanto,
foi de 100 % em pH 5 ap6s 4 h, mantendo-se superior a 70 % quando em pH 4, 6 ¢ 7
(Santos et al., 2016). As melhores condi¢des de estabilidade observadas para a endoglu-
canase originaria da casca de arroz, produzida pelo Aspergillus oryzae ATCC 10124, tam-
bém ocorreram em um ambiente mais acido, com pH entre 3 e 5. Nesse intervalo de pH,
a enzima manteve cerca de 80 % de sua atividade apds 6 horas. No caso da endoglucanase
proveniente da casca de amendoim, as maiores faixas de estabilidade foram encontradas
em pH de 3 a 6, também conservando aproximadamente 80 % de sua atividade inicial

apos as 6 horas de incubagdo (Santos et al., 2017).

3.8 Efeito de sais e compostos organicos
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Na Tabela 6, é possivel notar que o ion Ca>" apresentou o maior efeito positivo na
atividade enzimatica, superior a 60 % comparado a amostra controle (sem aditivo), se-
guido do Co*" que elevou a atividade em 57 %. Também tiveram efeito positivo os ions
Zn*> Fe*™> Mg*> Cu*™> Zn*> Na*, confirmando que a atividade enzimatica foi grande-

mente influenciada pela presenca de ions existentes nos sais.

Tabela 6. Efeito de diferentes sais € compostos organicos na atividade de endoglucanase

de Aspergillus niger ATCC 1004

Sais e compostos Atividade
Organicos residual (%)

Amostra controle 100 +£0,01
CaCl; 166.70 +£0,00
CoSOq4 157.70 £0,02
CaCOs 145.80 +0,00
ZnSOq4 131.00 +0,00
FeSO4 125,00 +0,00
MgCla 123.20 +£0,00
CuSOq4 122.60 +0,00
Zn(C2H302) 119.60 +0,00
FeCl» 115.50 +0,00
Na2COs 110.10 +0,00
NazS04 101.20 +0,00

Al (NO3)3 98.80 +0,00

Pb (C2H302) 96.40 £0,01

MgSOg4 88.10 £0,02

KCl 86.90 +0,00

TRITON X-100 46.14 +0,01

EDTA 12.08 +0,02

TROLOX 9.57 £0,01

De forma geral, ions metalicos possuem a habilidade de formar complexos, afe-
tando o processo de doagdo ou recepcao de elétrons (Nunes et al., 2020). Essa particula-

ridade estd associada ao papel dos ions de atuarem na conformagao estrutural da enzima
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ao se ligarem aos grupos amino ou grupo carboxilico dos aminoacidos. Esse processo
pode levar a inibigdo ou ativacdo da atividade enzimadtica (Nogueira et al., 2022).

Quando comparado com dados da literatura, a endoglucanase obtida de Penicil-
lium roqueforti ATCC 10110 foi afetada positivamente pela presenca de ions Mg?" com
aumento da atividade de em cerca de 5,14%. A presenga do ion Pb*", assim como foi
observado no presente estudo, reduziu a atividade enzimatica (Oliveira et al., 2019). Tam-
bém foram observadas, para outra endoglucanase estudada, o aumento da atividade com
Cu?", enquanto K+ e Pb+ causaram inibi¢do e Na+ ndo resultou em influéncia significa-
tiva (Marques et al., 2018). A atividade das enzimas pode ser aumentada ou diminuida
por certos compostos pela interferéncia na sua estrutura tridimensional ou bloqueio do
sitio ativo. A presenca de certos ions e metais pesados pode levar a oxidac¢ao de grupos
localizados nas cadeias laterais dos aminoacidos, resultando na redugao da atividade en-
zimatica (Marques et al., 2018, Oliveira et al., 2019).

Por outro lado, EDTA, TRITON X-100 e TROLOX apresentaram efeito inibidor
na atividade da endoglucanase. Uma inibi¢ao pelo agente quelante (EDTA) indica se tra-
tar de uma metaloenzima. Efeito inibidor de TRITON X-100 ¢ EDTA também foi obser-
vado na caracteriza¢do de endoglucanase de Penicillium roqueforti ATCC 10110 (Oli-
veira et al.,, 2019). O TRITON X-100 apresentou efeito inverso para a endoglucanse
GluCB31 de Bacillus subtilis e os autores justificaram que o detergente nao afetou a es-
trutura secundaria da GluCB31. Pelo contrario, foi observado um aumento na conforma-
¢do de folhas beta (B-sheet) com uma fenda cruzada em um dos lados, onde o substrato
se liga, levando a um aumento na atividade da enzima (Regmi et al., 2020).

As celulases ocupam o segundo lugar no pddio das enzimas mais utilizadas na
industria. Sua demanda cresce exponencialmente para atender as diversas aplicagdes em
areas como produgdo de bioetanol, 4cido lactico, biohidrogénio, detergentes, papel e ce-
lulose (Dadwal etal., 2021). A caracterizacao, incluindo o estudo do efeito de sais e com-
postos organicos na atividade da endoglucanase abre portas para o desenvolvimento de
aplicacdes mais eficientes e robustas para essa enzima, além de aprofundar na compreen-

sdo de sua bioquimica.

3.9 Efeito de solventes
Para avaliar a influéncia deste estudo, foram testados diferentes solventes com
diferentes polaridades, determinadas pelos valores de coeficiente de particdo (Log P),

amplamente empregados em reacdes catalisadas por enzimas. O log P indica o grau de
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hidrofobicidade de uma substancia e a sua solubilidade em um solvente organico. Sol-
ventes que se misturam bem com agua (hidrofilicos) tém log P menor que 1,0, ao passo
que solventes que ndo se misturam com agua (hidrofobicos) tém log P maior que 4,0. Isto
¢, quanto maior o log P, mais hidrofobica e mais solivel em solvente organico € a subs-
tancia (Wang et al., 2016). Neste estudo, foram empregados solventes com log P variando
de -1,35 a 3,98. Os efeitos desses diferentes solventes na atividade da enzima foram ava-

liados e os resultados estdo sumarizados na Tabela 6 em termos de atividade relativa.

Tabela 7. Efeito da adi¢do de diferentes concentragdes de solventes organicos sobre a
atividade de endoglucanase Aspergillus niger ATCC 1004. Resultados expressos em ati-
vidade relativa (%) em que a atividade enzimatica da amostra sem adi¢do de solvente

organico foi tomada como controle (100 %). 64

Relative activity (% solvent)

Solvent log P 0 20 30
Dimethyl sulfoxide
(DMSO) -1.35 100 169.56 +0.00 151.09 £ 0.01
Dimethylformamide
(DMF) -1.01 100  39.26 + 0.00 35.56 £0.02
Methanol -0.77 100  98.89 +£0.00 145.5+0.00
Acetonitrile -0.45 100 32.61+0.00 23.91 +£0.00
Acetone -0.24 100 92.75+0.03 93.69 £+ 0.00
Ethyl ether 0.89 100 105.55+0.01 133.82 £ 0.06
Dichloromethane 1.5 100  131.60 +0.04 110.57 £0.00
Hexane 398 100 60.57+0.02 67.23 £0.00

Legenda: o Log P ¢ o logaritmo do coeficiente de parti¢ao, P, do solvente entre n-octanol e agua e é usado
como uma medida quantitativa da polaridade do solvente.

Entre os solventes investigados (Tabela 7), o DMSO, o metanol, o éter etilico e o
diclorometano aumentaram a atividade enzimatica da endoglucanase estudada. Em outro
estudo, também se observou uma ativagdo na presenca de metanol em endoglucanase de
Penicillium roqueforti ATCC 10110. Os autores destacaram que, dependendo da polari-
dade dos solventes, grande parte das enzimas pode sofrer inativagdo ou ser ativada pela
criacdo de um microambiente que favoreca uma conformag¢do mais favoravel a enzima
(Oliveira et al., 2019).

Conforme pode ser observado, acetona, um solvente pouco polar (Log P: -0.24),
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reduziu moderadamente a atividade da enzima, preservando mais de 90 % da atividade
inicial durante os 15 minutos de reacao, nas concentragdes 20 % e 30 % (v/v). No entanto,
DMF e a acetonitrila, solventes altamente polares e de baixos valores de Log P, resultaram
em uma reducao da atividade com o aumento da concentracao de solventes. Essa ocor-
réncia pode ser explicada pela remo¢ao da monocamada crucial de dgua ligada a molécula
enzimatica, essencial para a sua atividade catalitica (Wang et al., 2016b)

A atividade enzimatica aumenta com a adi¢do de 20 a 30 % v/v de éter etilico (log
P: 0.89) ou diclorometano (log P: 1.5), que sdo solventes hidrofobicos (com alto log P).
Esses solventes mantém a camada de hidratagao da enzima, favorecendo sua conformagao
nativa e influenciando positivamente sua atividade (Neves et al., 2022).

Em geral, os solventes organicos hidrofilicos inibiram mais a atividade da endo-
glucanase do que os solventes hidrofobicos. Porém, de forma surpreendente, a enzima
conseguiu aumentar ou manter sua atividade com os dois tipos de solventes orgénicos.
Excepcionalmente, a concentragdo maior de metanol e DMSO estimulou a atividade hi-
drolitica. O contrario aconteceu com o hexano, que reduziu a atividade enzimatica, mas
a manteve em 60 % da atividade inicial. A enzima tolerante a solventes (DMSO, metanol,
éter etilico, acetona e diclorometano) mostrou efeitos de ativagao e estabilidade em mis-
turas aquoso-organicas, indicando que ela pode evitar a inativagdo por solvente organico
e fazer varias ligagdes de hidrogénio com a agua, o que lhe confere flexibilidade estrutural
e mobilidade conformacional para uma catalise eficiente (Bisht; Yadav; Darmwal, 2013).
Logo, a endoglucanase estudada tem uma estabilidade varidvel e interessante para a sua
aplicacdo em sintese organica.

Estes dados obtidos estdo de acordo com estudos anteriores descritos na literatura
(Bisht; Yadav; Darmwal, 2013, Oliveira et al., 2019). No estudo de outra endoglucanase
de Haloarcula sp. G10 foi observado que a enzima foi mais ativa e estavel na presenca
de solventes hidrofobicos apolares com maiores valores de log P e as atividades foram
drasticamente reduzidas apos incubacdo com solventes organicos polares (log Pow <

—0.3) (Saleem et al., 2005).

3.10 Halotolerancia

A endoglucanase de Aspergillus niger ATCC 1004 manteve sua atividade em todas
as concentracdes salinas estudadas e apresentou atividade relativa de 260,71, 297,62,

317,85, 322,62, 345,24, 378,57, 318,00 222,62 %, respectivamente para 0,01, 0,05, 1, 2,
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3,4,5¢e6mol. L' de NaCl. A atividade maxima da enzima ocorreu com NaCl 4 M. A
endoglucanase examinada ¢ classificada como uma enzima halofilica (Nunes et al., 2020).

Essa capacidade de resistir a concentragdes mais elevadas de NaCl ¢ pouco co-
mum em fungos, sendo mais observada em enzimas provenientes de bactérias (Nunes et
al., 2020). Portanto, essa propriedade confere a enzima investigada um consideravel po-
tencial biotecnologico, sendo cabivel estudos mais aprofundados sobre tal particulari-
dade. Ao avaliarem uma endoglucanase de Botrytis ricini URM 5627, os autores obser-
varam uma maéxima atividade na concentragio 2 mol. L' de NaCl com aumento de 75 %
na atividade (Silva et al., 2018).

A estabilidade halofilica e a adaptacdo a concentragcdes de NaCl sugerem a pre-
senca de uma superficie mais acida na enzima, juntamente com um nucleo menos hidro-
fobico (Regmi et al., 2020). Essa peculiaridade em algumas enzimas pode ser atribuida a
uma série de fatores inter-relacionados. Um dos principais mecanismos € a presencga de
um grande numero de residuos acidos na superficie da proteina, que atraem e se ligam a
moléculas de agua e ions metélicos, criando uma camada de hidratagdo que protege a
enzima do ambiente salino. Além disso, outros fatores que contribuem para a halotole-
rancia incluem a estrutura secundaria, como alfa-hélices e beta-folhas, ¢ a formacao de
pontes salinas entre residuos de aminoacidos especificos. A combinacdo desses fatores
permite que as enzimas halotolerantes funcionem em ambientes com alta salinidade, o
que € crucial para diversas aplicagdes biotecnologicas (Cai et al., 2022).

Um exemplo de aplicagdo biotecnoldgica dessa particularidade em algumas enzi-
mas € o pré-tratamento acido/alcalino. Frequentemente utilizado na hidrolise enzimatica,
essa técnica eleva a concentragao de NaCl no substrato de celulose. Sem a dessalinizagao,
a etapa subsequente de hidrolise enzimadtica precisa ser realizada em ambiente de alta
salinidade, o que prejudica sua eficiéncia. A utilizagdo de celulases halotolerantes surge
como uma solu¢ao promissora para eliminar ou minimizar esses efeitos adversos, abrindo
caminho para a producdo mais eficiente e econdmica de biocombustiveis a partir de bio-

massa lignoceluldsica (Cai et al., 2022).

4.0 Sacarificaciao
O blend enzimatico produzido por Aspergillus niger ATCC 1004 foi empregado
para sacarificar a casca de arroz. A quantidade méxima de aglcares redutores obtida foi

de 13,03 £ 0,02 mg/g de residuo em um processo de 6 horas (Figura 8).
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E importante ressaltar que a casca de arroz contém carboidratos como celulose e
hemicelulose nas paredes celulares, representando uma valiosa fonte de aglicares para
aplica¢do na fermentagdo e na producdo de etanol. No entanto, esses carboidratos estdo
intricadamente envoltos por camadas de lignina na matriz lignoceluldsica, o que forma
uma espécie de barreira que dificulta a eficacia da hidrolise enzimatica (Matei et al.,
2020). Por esse motivo, ¢ comum a aplicagdo de etapas de pré-tratamento para eliminar
essa barreira e expor os carboidratos a a¢do das enzimas e assim, alcangar uma sacarifi-
cacao eficiente.

No presente estudo, foi possivel realizar a sacarificacdo da casca de arroz sem a
utilizagdo de etapas de pré-tratamento (exceto secagem ¢ moagem do residuo) ou adi¢ao
de compostos para melhorar o processo. Isso a torna um potencial candidata a processo

biotecnoldgico promissor e de baixo custo.

Figura 8. Sacarificacdo da casca de arroz utilizando endoglucanase bruta de Aspergillus

niger ATCC 1004.
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O blend enzimético ndo purificado (endoglucanase bruta) ¢ preferivel a enzima
em sua forma isolada, pois contém diversas outras enzimas hidroliticas fundamentais para
a efetiva degradagdo da biomassa (Ferraz et al., 2018). Além disso, a sacarificagdo enzi-
matica apresenta vantagens como alto desempenho, menor gasto energético e baixo custo

de processo em comparacao com a sacarificacao quimica (Silva et al., 2018). Por fim, a
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sacarificacdo enzimatica tem suscitado consideravel interesse na industria biotecnologica

atual, destacando-se principalmente na producao de bioetanol (Ferraz et al., 2018).

4.1 Analise da composicao dos acucares individuais

Através da andlise por HPLC (Tabela 7) foi possivel observar a eficiéncia da libe-
racdo de dois monossacarideos de maior interesse industrial para conversdo posterior, a
glicose para a industria de biocombustiveis e a frutose para a induastria alimenticia. A
partir da aplicacao do blend enzimatico na sacarificacao da casca de arroz sem a utilizacao
de etapas de pré-tratamento (exceto secagem e moagem do residuo), foi possivel aumen-

tar o teor de glicose em 51% e de frutose em 513%.

Tabela 8. Composi¢do individual de agucares antes e apos hidrolise enzimatica (7 h),

determinada por HPLC

Concentracdo de acUcares individuais (mg

/L)
Tempo (h) Frutose Glicose Total
0 2.17 14.59
7 13.38 22.03
Acucares liberados 11.21 7.24 17.45

O que torna essa pesquisa ainda mais inovadora ¢ a propor¢ado final de frutose e
glicose. Ao contrario da maioria dos estudos, que observam uma producao majoritaria de
glicose (Silva et al. 2022, Karp et al., 2021, Pino 2019), nesse processo obteve um teor
de frutose 50% superior. Isso demonstra o ineditismo da pesquisa e abre portas para novas
aplicacdes.

A presenga da glicose isomerase no blend enzimatico ¢ fundamental para este re-
sultado. Essa enzima converte a D-glicose em D-frutose (Geng et al., 2024), possibilitando
a produ¢do de um xarope com alto teor de frutose. A isomerizagao de aldose em cetose,
presente nesse processo, € resultado da complexa composi¢dao do blend enzimatico utili-
zado. Por ser um extrato de enzimas ndo comerciais, este blend apresenta uma rica vari-
edade de enzimas com diferentes atividades. Além da endoglucanase, a presenga de xyla-
nase, exoglucanase (Ferraz 2018) e isomerases, por exemplo, contribui para a eficiéncia

e versatilidade do processo.
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Convencionalmente, uma forma de obten¢do de xarope rico em frutose a partir de
residuos agroindustriais ¢ fazer a sacarificacdo e a isomerizagdo em etapas distintas. Po-
rém, esse método tem baixa eficiéncia e pode exigir o uso de metais e outras suplemen-
tagdes, tornando o processo mais complexo e custoso (Geng et al., 2024). O presente
estudo propde uma alternativa inovadora; um blend enzimatico contendo isomerases que
converte glicose em frutose simultaneamente a sacarificacdo, simplificando o processo ¢

aumentando sua eficiéncia.
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CONCLUSAO

A combinagao de otimizagdo multivariada e avaliagdo bioquimica resultou na pro-
dugdo de uma endoglucanase altamente eficiente pelo Aspergillus niger. A enzima apre-
sentou alta estabilidade térmica e de pH, o que possibilita a sua atuagdo em temperaturas
entre 60 e 80°C e em uma ampla faixa de pH, demonstrando robustez em diferentes con-
dicdes. Foi observada tolerancia a compostos organicos, sais e solventes, ampliando o
leque de aplicacdes da enzima em processos biotecnologicos.

O blend enzimatico contendo a endoglucanase obtida neste estudo possibilitou a
sacarificagdo eficiente de residuo agroindustrial, como casca de arroz, sem a necessidade
de pré-tratamento ou aditivos. Essa capacidade abre caminho para processos biotecnold-
gicos mais simples e econdmicos através da reducdo de custos, otimizacdo da producdo
de xarope rico em frutose. A utilizacdo de matérias-primas de baixo custo ¢ uma forma
de agregar valor a residuos agroindustriais, promovendo a sustentabilidade.

Em suma, o presente trabalho demonstra o potencial da aplicagdo da endogluca-
nase de Aspergillus niger na producdo de xarope rico em frutose a partir de casca de arroz.
As propriedades da enzima e a eficiéncia do processo biotecnoldgico desenvolvido abrem

perspectivas promissoras para futuras aplicagdes em larga escala.
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SACARARIFICACAO ENZIMATICA DE CASCA DA AMENDOA DO CACAU
POR BLEND ENZIMATICO DE Aspergillus niger ATCC 1004

RESUMO

A casca da améndoa do cacau apresenta grande potencial para a produg¢do de compostos
de alto valor agregado, como acgucares, através da sacarificagdo. Essa pratica contribui
para o reaproveitamento do material, a redu¢do do impacto ambiental e a promog¢ado da
economia circular. A aplicagdo de blends enziméticos obtidos por fermentagdo em estado
solido (FES) surge como uma alternativa eficiente e de baixo custo para a hidrdlise enzi-
matica. O pré-tratamento bioldgico, por sua vez, ¢ utilizado para reduzir a recalcitrancia
da biomassa e aumentar a conversdo em agucares. Este estudo avaliou o potencial de um
blend enzimdtico contendo endoglucanase na sacarificacdo da casca da améndoa do cacau
utilizando pré-tratamento bioldgico com Aspergillus niger. A composicao lignoceluldsica
do subproduto e o efeito do pré-tratamento foram analisados. A técnica de microscopia
eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para verificar as modificagdes na estrutura do
material. O pré-tratamento reduziu os teores de hemicelulose e elevou os teores de celu-
lose, uma vez que a hemicelulose, por ser um polimero amorfo, ¢ degradada antes da
celulose. A presenca de celulose € importante para a hidrolise enzimatica. A sacarificagao
de 72 h evidenciou que o pré-tratamento elevou a conversao em agucares redutores em
24%. Esse aumento pode ser explicado pela maior disposi¢do da estrutura da celulose
apos o pré-tratamento. A analise de MEV confirmou a alteragdo na estrutura do residuo
pelo pré-tratamento, mostrando uma estrutura danificada com buracos e trincas. A saca-
rificagcdo, por sua vez, deixou a estrutura esponjosa, com buracos, trincas € formacao de
blocos em grande parte da superficie. Essas alteragdes indicam a destrui¢do da fibra da
estrutura, o que explica a concentragdo de agucares obtida na sacarifica¢do. A aplicagao
do blend enzimatico contendo endoglucanase foi eficiente para a sacarificagdao da casca
da améndoa do cacau. A utilizagdo de pré-tratamentos se configura como uma alternativa
viavel para elevar a conversdo em agucares.

Palavras-chaves: Hidrolise enzimatica. Residuo agroindustrial. Pré-tratamento biolo-
gico. Lignocelulose. Biorrefinaria. Extrato multienzimatico.
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ENZYMATIC SACCHARIFICATION OF COCOA ALMOND SHELL BY Asper-
gillus niger ATCC 1004 ENZYME BLEND

ABSTRACT

Cocoa almond shell has great potential for the production of high value-added com-
pounds, such as sugars, through saccharification. This practice contributes to the reuse of
the material, the reduction of environmental impact and the promotion of circular eco-
nomy. The application of enzyme blends obtained by solid state fermentation (SSF) emer-
ges as an efficient and low-cost alternative for enzymatic hydrolysis. Biological pretrea-
tment, in turn, is used to reduce biomass recalcitrance and increase sugar conversion. This
study evaluated the potential of an enzyme blend containing endoglucanase on the sac-
charification of cocoa almond shell using biological pretreatment with Aspergillus niger.
The lignocellulosic composition of the byproduct and the effect of the pretreatment were
analyzed. Scanning electron microscopy (SEM) was used to verify the modifications in
the material structure. The pretreatment reduced hemicellulose content and increased
cellulose content, since hemicellulose, being an amorphous polymer, is degraded before
cellulose. The presence of cellulose is important for enzymatic hydrolysis. The 72 h sac-
charification showed that the pretreatment increased the reducing sugar conversion by
24%. This increase can be explained by the greater availability of the cellulose structure
after the pretreatment. SEM analysis confirmed the alteration in the residue structure by
the pretreatment, showing a damaged structure with holes and cracks. Saccharification,
in turn, left the structure spongy, with holes, cracks and block formation on a large part
of the surface. These changes indicate the destruction of the fiber structure, which expla-
ins the sugar concentration obtained in the saccharification. The application of the enzyme
blend containing endoglucanase was efficient for the saccharification of cocoa almond
shell. The use of pretreatments is configured as a viable alternative to increase sugar con-
version.

Keywords: Cocoa almond shell; enzymatic saccharification; Aspergillus niger; enzyme
blend; biorrefinery; circular economy.
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1. INTRODUCAO

Residuos agricolas representam uma importante fonte de material lignocelulésico
com consideravel potencial para uso na conversdo de biomassa em etanol (Ruiz et al.,
2012). Residuos do processamento do cacau (theobroma cacao) sao subprodutos gerados
durante a producdo de seus derivados, como chocolate e cacau em po. Esses residuos
representam cerca de 85% da produgao total de cacau e sdo compostos da casca dos graos
de cacau, cascas dos frutos do cacau e a polpa (Belwal et al., 2022). Caso ndo sejam
gerenciados adequadamente, esses residuos podem representar riscos ambientais e de sa-
ude (Afedzi et al., 2023). Estima-se que a produ¢ao mundial de améndoa de cacau foi de
4953 mil toneladas em 2023 (ICCO, 2023). A reutiliza¢do de residuos do processamento
do cacau para produgdo de compostos com alto valor agregado ¢ uma oportunidade pro-
missora de reducao do impacto ambiental, promovendo a economia circular (De Menezes
et al., 2021; Araujo et al., 2021).

A produgdo de bioetanol utilizando esses residuos como matéria prima ¢ uma al-
ternativa viavel, que apresenta vantagens em relag¢do a outras formas de produgdo de bi-
oenergia como combustdo ou producdo de biogas (Valladares-Diestra, Vandenberghe,
Soccol, 2022). O processo de conversdo do material lignocelul6sico em bioetanol ocorre,
basicamente, em 2 etapas: despolimerizacao da celulose em mondmeros de agucares (hi-
drolise ou sacarificagdo) e fermentacao dos actcares liberados (Ramos et al., 2022; Ruiz
et al., 2023). A primeira etapa € crucial no rendimento de obtengdo do bioetanol, pois
maximizando a producdo de acucares resulta em um maior rendimento global (Li et al.,
2024).

O uso de enzimas na hidrolise de residuos lignoceluldsicos oferece vantagens sig-
nificativas em relag¢do a hidrdlise acida (quimica) (Shiva et al., 2023). A hidrdlise enzi-
matica oferece maior seletividade, uma vez que as enzimas atuam de forma especifica nas
ligacdes de celulose e hemicelulose, resultando em produtos mais puros e facilmente re-
cuperaveis. Além disso, as enzimas operam em condi¢gdes suaves de temperatura e pH,
reduzindo o consumo enérgico, o desgaste de equipamentos e o impacto ambiental do
processo (Ramos et al., 2022).

O alto custo associado a obten¢ao das enzimas utilizadas na hidrolise de materiais
lignoceluldsicos (celulases e hemicelulases) eleva o valor do produto final, este € o prin-
cipal desafio para a consolidacdo da hidrolise enzimética em escala industrial (Soti, Le-

naerts, Cornet, 2018). Para melhorar o custo beneficio da utilizagdo de enzimas em
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biorrefinarias, ¢ necessario reduzir os custos associados a produgdo e aplicacdo dessas
enzimas (Gomes et al., 2024). Uma alternativa que tem se consolidado pela sua facilidade
e eficiéncia ¢ a utilizagdo de blends enzimaticos (extrato bruto) de baixo custo produzidos
por fermentagao em estado s6lido (FES) (De Carvalho et al., 2023).

Blends enzimaticos, compostos por diversas enzimas, oferecem a vantagem de
serem utilizados sem necessidade de purificagdo. Por exemplo, o blend produzido por
Marriki et al. (2020) apresentou uma eficacia de sacarificacdo da casca de arroz muito
proxima a enzima comercial, com um custo significativamente inferior, visto que foi pro-
duzido por FES de residuos solidos. De Carvalho et al. (2023) conseguiu um sacarificar
diferentes residuos agroindustriais utilizando um blend produzido por FES.

No entanto, a aplicagdo em larga escala da lignocelulose representa um grande
desafio, uma vez que a recalcitrancia da biomassa limita a hidrolise enzimatica, resul-
tando em uma baixa taxa de sacarificagao e um elevado custo de produgao (Wu et al.,
2022, Yoo et al., 2020). Essa resisténcia natural das paredes celulares vegetais deve-se
principalmente a complexidade e a heterogeneidade da biomassa, que é formada por uma
estrutura tridimensional de polimeros de celulose, hemicelulose e lignina (Ruiz et al.,
2020). O pré-tratamento € uma estratégia eficaz para superar as dificuldades da conversao
da biomassa em agticares simples. Esses processos de pré-tratamento visam alterar a com-
posi¢do e a estrutura da lignocelulose, para que as enzimas possam atuar com mais faci-
lidade e a producdo de agucares seja maior (Ruiz et al., 2020).

Métodos fisicos, quimicos e biologicos tém sido amplamente utilizados para o
pré-tratamento de lignocelulose. O pré-tratamento bioldgico com metabolitos microbia-
nos ¢ uma tecnologia promissora com diversas vantagens, como ser ecologicamente cor-
reta, economicamente viavel e aumentar a taxa de sacarificacao enzimatica. Além disso,
ndo requer reciclagem de produtos quimicos e ndo libera compostos toxicos a0 meio am-
biente (Sindhu; Binod; Pandey, 2016). Pode ser realizado por diferentes microrganismos,
incluindo fungos, bactérias, consorcios microbianos e tratamentos enzimaticos. Os fun-
gos tém excelente capacidade de degradagdo e sdo a melhor escolha para a produgdo de
bioetanol a partir de biomassa lignoceluldsicas (Wu et al., 2022).

Sendo assim, o objetivo do trabalho ¢ avaliar o potencial de um blend enzimatico
contendo endoglucanase na sacarificacdo da casca da améndoa do cacau, utilizando pré-
tratamento biologico com Aspergillus niger. A fim de verificar as possiveis modificagdes
promovidas pelo pré-tratamento e pela hidrélise enzimatica, foi aplicada a técnica de mi-

croscopia eletronica de varredura (MEV).
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2. METODOLOGIA
2.1 Biomassa lignocelulodsica

A casca da améndoa do cacau (CC) (Theobroma cacao) foi cedido pela empresa
Barry Callebaut (municipio de Itabuna, Bahia, Brasil).

A casca da améndoa do cacau foi submetida a moagem em um moinho Wiley para
um tamanho de grao de aproximadamente 2 mm. A umidade da biomassa foi determinada

em um equipamento de infravermelho (ID200, MARTE, Sao Paulo, Brasil).

2.2 Pré-tratamento biolégico
2.2.2 Microrganismo

A cepa de Aspergillus niger ATCC 1004 utilizada neste estudo foi adquirida do
INCQS/Fiocruz (municipio de Manguinhos, Rio de Janeiro, Brasil) e pode ser consultado
sob o codigo 40018. A cepa foi mantida a 4 °C em meio agar-dextrose-batata (PDA). A
suspensdo de esporos foi preparada utilizando o microrganismo cultivado em meio PDA
por 7 dias a 26 °C. Apds a incubagdo, a cultura esporulada foi suspensa em solugdo de
Tween 80 (0,01%, v/v) e a contagem do nimero de esporos foi realizada com o auxilio

de um microscopio binocular (modelo BA-210, Motic) e uma camara de Neubauer.

2.2.1 Fermentacio em estado solido

O processo de fermentacao sera realizado em Erlenmeyers de 125 mL contendo 5
g da biomassa lignocelulésica. A inoculagio foi realizada com 107 de esporos/grama de
biomassa e a umidade desejada com adicdo de agua destilada autoclavada (Silva et al.,
2018). As culturas foram conduzidas em uma incubadora BOD (TE-371, Tecnal, Piraci-
caba, Brasil) com temperatura controlada de 28 °C por 96 h.

Apds o tempo de incubagdo, a biomassa fermentada foi submetida a esterilizagao
em autoclave a 121 °C e posterior processo de secagem a 50 °C por 24 h. As amostras
pré-tratadas e sem pré-tratamento foram submetidas a analise de composi¢ao de lignina,
celulose e hemiceluse (Detmann et al., 2012). Os valores foram expressos em porcenta-

gem de matéria seca.

2.3 Blend enzimatico

O blend enzimatico foi obtido apds a fermentagdo em estado solido da mistura

de casca da améndoa do cacau (80%) e palma forrageira (20%) com Aspergillus niger
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ATCC 1004. A inoculagio foi realizada com 107 de esporos/grama nas condigdes otimi-
zadas de fermentacdo (28 °C, 60 % de umidade e 96 h de incubagdo). Apds a fermentagao,
50 mL de tampdo citrato de s6dio 0,05 mol. L (pH 5) foram adicionados ao substrato
fermentado e a mistura foi agitada em uma incubadora (QUIMIS, Sao Paulo, Brasil) a 30
°C e 200 rpm por 30 min. A fase liquida foi separada por prensagem mecanica, obtendo-
se a permeagado da gaze seguida de centrifuga¢do (modelo CT-6000R, Cientec, Porto Ale-
gre, Rio Grande do Sul, Brasil) por 10 minutos a 4000 rpm para remoc¢ao das impurezas

(Silva et al., 2018) com modificacdes.

2.4 Determinacao da atividade da endoglucanase

Para determinagdo da enzima endoglucanase presente no blend enzimatico, foi
aplicado o método baseado na medi¢do dos agucares redutores produzidos pela degrada-
¢do de 2% (p/v) de carboximetilcelulose (CMC) (Cromoline, Diadema, Brasil) diluido
em 0,1 mol. L' de tamp3o acetato de sédio em pH 5,0 (Miller, 1959) . O método do 4cido
dinitrosalicilico — DNS — (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi utilizado para a quan-
tificagdo de agticares redutores de acordo com (Silva et al., 2018) com modifica¢des. Os
ensaios de reagdo foram conduzidos pela adicdo de 100 uL da solugao de CMC em 100
uL do blend enzimatico. Os blends foram diluidos na propor¢ao de 1/5. O ensaio em
branco continha 100 puL. de CMC (Cromoline, Diadema, Brasil) e 100 pL de 4gua desti-
lada.

As amostras foram incubadas em banho maria (TE-054; Tecnal) a 50 °C durante
10 min, seguidas da adi¢do de 200 pL de DNS (Sigma-Aldrich). Posteriormente, os tubos
foram submetidos a banho maria a 100°C por 5 min seguida da adi¢ao de 2 mL de agua
destilada para medi¢do de absorbancia em 540 nm em um espectrofotometro (UV-M51
UV/Vis; Spectrophotometer). Uma unidade internacional de atividade enzimatica (U/mL)
foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de reducao de agucares

por minuto a 50°C.

2.5 Sacarificacido enzimatica
A sacarificacdo enzimatica com os solidos pré-tratados foi realizada seguindo a
metodologia proposta por (Ruiz; Vicente; Teixeira, 2012) com modificag¢des. Nessa etapa,
a reacao foi composta por 5g dos sélidos bruto e pré-tratados em frascos contendo 60 mL

do blend enzimatico. A amostra controle consistiu na auséncia do blend enzimatico. As
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amostras foram submetidas a temperatura de 50 °C com agitacao (150 rpm) e aliquotas

foram coletadas em intervalos de 12 h até um tempo total de 72 h.

2.6 Microscopia eletronica de varredura
As diferencas estruturais na superficie da casca da améndoa do cacau apos 7h
horas de sacarificagdo enzimatica foram observadas através da Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV). Os so6lidos sacarificados (com e sem pré-tratamento) foram deposita-
das sobre um “Stub”, e as leituras foram realizadas em modo ambiental. As imagens MEV

foram obtidas usando um Quanta 250 (FEI Company) na voltagem de 15 kV.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2 Composicao quimica dos matérias-primas

A Tabela 1 detalha a composi¢ao quimica da casca da améndoa do cacau antes ¢
apOs o pré-tratamento biologico com Aspergillus niger ATCC 1004. Observa-se uma re-
ducdo no teor de hemicelulose (de 19,41% para 16,44%) durante o processo, o que pode
ser explicado pela degradagdo preferencial desse componente por enzimas hemiceluloli-
ticas secretadas pelo fungo. Essa degradacdo, por sua vez, resulta no aumento relativo do
teor de celulose (de 29,76% para 37,01%) ao longo das 96 horas de incubagdo (Li et al.,
2023). Em principio, a hemicelulose forma uma matriz que envolve as microfibrilas de
celulose, e sua remocao prévia facilita a conversao da celulose em agucares, o que pode

aumentar o rendimento final do processo (Wang et al., 2017).

Tabela 1. Composi¢ao quimica, expressa em % da matéria seca, da casca da améndoa do

cacau nao tratada e dos residuos sélidos apos o pré-tratamento bioldgico

Casca daaméndoado pemicelulose (%) Celulose (%) Lignina (%)
cacau

Sem pré-tratamento 19,41 + 1,45 29,76 £ 0,14 15,55+ 1,83

ApOs pré-tratamento
- 16,44+ 0,11 37,01+ 1,16 14,42+3.52
bioldgico
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Esses resultados obtidos com a casca da améndoa do cacau se assemelham ao
observado por Li et al. (2023) em estudo do Pinus massoniana pré-tratado durante 60
dias por Laetiporus sulphureus. Em seus trabalhos, os autores verificaram que a secre¢ao
de hemicelulase por Laetiporus sulphureus foi alta no inicio do processo, visando a de-
gradacdo da hemicelulose, enquanto a degradacao da celulose se concentrou em um esta-
gio posterior. Embora o baixo consumo de celulose possa parecer contraintuitivo, ele
pode levar a um maior rendimento total de agucares. Isso ocorre porque os fungos secre-
tam enzimas que quebram os carboidratos em unidades menores, como a celulose, que
sao mais facilmente convertidas em agucares (Wang et al., 2017). De fato, hemiceluloses
possuem estruturas amorfas e sdo mais facilmente hidrolisadas que a celulose (Carrere et
al., 2016).

Em um estudo que visava potencializar a produ¢do de biogés, a palha de milho foi
pré-tratada com o fungo Phanerochaete chrysosporium. Os resultados revelaram uma efi-
ciente degradacgdo da celulose e hemicelulose durante o pré-tratamento, evidenciando a
produgdo de celulases pelo fungo. Essa a¢do enzimatica foi crucial para atacar a baixa
cristalinidade das fibras desses polimeros, tornando-os mais suscetiveis a digestdo anae-
robica e, consequentemente, aumentando a producdo de biogas (Liu et al., 2014).

O pré-tratamento apresentou uma leve reducao no teor de lignina (de 15,55% para
14,42%) (Tabela 1), essa discreta modifica¢do pode estar relacionada a escolha do fungo
utilizado (Rouches et al., 2016) e ao tempo de incubagdo aplicado. O tempo de pré-trata-
mento bioldgico ¢ crucial para maximizar a produ¢do de acucares. A degradacao da lig-
nina e hemicelulose facilita a hidrolise enzimatica, mas a perda de celulose diminui o
rendimento. O tempo ideal equilibra esses fatores para otimizar a conversdao de biomassa
em agucares (Wang et al., 2017).

O uso de fungos em pré-tratamentos bioldgicos emerge como uma solugdo sus-
tentavel e econdmica, viabilizada pela fermentagdo em estado solido, que se destaca pela
sua eficiéncia no uso de recursos. Fungos da podridao branca, mole e marrom., como
Aspergillus, sdo capazes de desconstruir a complexa estrutura lignocelulésica, liberando
acucares que podem ser usados na producdo de biocombustiveis, produtos farmacéuticos
e téxteis (Carrere et al., 2016). Embora o pré-tratamento fingico apresente um grande
potencial, ainda ha obstaculos a serem superados. E necessario aprimorar a estabilidade
e tolerancia das cepas fungicas, selecionar as cepas mais adequadas para cada aplicagao
e aumentar a eficiéncia do processo de degradagdo (Wu et al., 2022). Uma das principais

desvantagens do pré-tratamento fungico € o tempo de incubagdo prolongado, que pode
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variar de 4 a 8 semanas, necessario para tornar os substratos facilmente digeriveis (Bara-

mee et al., 2020).

3.3 Sacarificacdo enzimatica

A sacarificagdo enzimatica de residuos agroindustriais para a produgao de bioeta-
nol ¢ de grande interesse para a industria biotecnoldgica atual. As vantagens da hidrolise
enzimatica, como alto rendimento, condi¢des de reacdo mais suaves, menor gasto ener-
gético e menor formagdo de produtos indesejaveis, a tornam uma alternativa atraente aos
métodos tradicionais de producgdo de bioetanol (Ferraz et al., 2018).

A casca da améndoa do cacau foi exitosamente sacarificada pelo blend enzimatico
contendo endoglucanase (0,435 U/mL), como demonstra a Figura 1. A quantificagdo de
acucares redutores revelou 70,83 mg/g no sélido ndo tratado (ST) e 87,88 mg/g no residuo
pré-tratado com Aspergillus niger ATCC 1004 (TB) apds 72 horas de sacarificagdo. O
pré-tratamento bioldgico da casca da améndoa do cacau por Aspergillus niger ATCC
1004 durante 96 horas, utilizando a técnica de FES, elevou a conversdo em 24%, confir-
mando sua eficacia em aumentar o acesso das enzimas as estruturas da celulose e, conse-

quentemente, sua conversao.

Figura 1. Perfil de sacarificagdo da casca da améndoa do cacau antes e apds pré-

tratamento biologico com Aspergillus niger ATCC 1004.

ST
100 ——TB

90-
80
70
60-
50
40-
30-
20
104

Aclucares redutores (mg/g)

0 v J v 1 4 ) v I v 1 v I v I

0 12 24 36 43 60 72 84
Tempo (h)



105

A casca da améndoa do cacau, rica em lignocelulose, possui estrutura complexa
que dificulta sua decomposi¢do em subprodutos de interesse. O pré-tratamento biologico
surge como uma solugdo promissora para superar essa barreira, aumentando a acessibili-
dade das enzimas a celulose e, consequentemente, o rendimento de conversao em biopro-
dutos (Lessa et al., 2022).

Embora estudos na literatura utilizem tempos de incubagdo de 4 a 8 semanas para
tornar os substratos facilmente digeriveis (Baramee et al., 2020), este estudo demonstra
que, mesmo com um tempo de pré-tratamento de apenas 4 dias, foi possivel observar um
efeito na hidrolise enzimatica da casca da améndoa do cacau. Isso indica o potencial do
pré-tratamento bioldgico como uma técnica eficiente e viavel para o processamento dessa
biomassa.

Vale destacar que a capacidade de conversdo neste estudo, além do pré-trata-
mento, também se deve ao uso de um blend enzimatico bruto. Este blend contém diversas
enzimas hidroliticas essenciais para a degradacdo eficaz da biomassa, como descrito por
Ferraz et al. (2018). Estudos como o de (Wang et al., 2019) corroboram essa importancia,
demonstrando que a sacarificagdo de agave com um blend enzimatico foi eficiente e de
baixo custo.

Varias biomassas lignocelulosicas, como palha de trigo, palha de arroz, bagago de
cana-de-aglcar e bagago de agave, sio amplamente utilizadas para a producao de bioeta-
nol (Punia; Singh, 2024). No entanto, outras matérias-primas potenciais, como a casca da
améndoa do cacau, ainda sdao pouco exploradas. Este estudo, em escala laboratorial, con-
tribui para a diversificagdo de fontes de biomassa para a producao de bioetanol, demons-

trando o potencial da casca da améndoa do cacau como uma alternativa promissora.

3.3 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) com aumento de 800 vezes revela
a transformac¢do da morfologia da casca da améndoa do cacau apos o pré-tratamento e a
sacarificacdo (Figura 1). A micrografia da casca da améndoa do cacau bruta (Figura 1A)
mostra uma estrutura rigida, rugosa e pouco porosa, indicando que estava firmemente
envolvida por hemicelulose e lignina. Ja a casca pré-tratada com Aspergillus niger ATCC
1004 (Figura 1C) apresenta superficie acidentada, porosa e com cavidades apds 4 dias
degradagdo. Essa ruptura das fibras comprova a acdo do ataque microbiano, alterando as

fibrilas em nivel molecular. Essa modificacdo intrinseca da estrutura aumenta a
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reatividade da biomassa, facilitando o acesso da celulose a hidrolise enzimatica (Tiwari

etal., 2013).

Figura 2. Microscopia eletronica de varredura da casca da améndoa do cacau an-

tes e apos o pré-tratamento bioldgico e processo de sacarificagdo.

Legenda: A: Casca da améndoa do cacau bruta (sem pré-tratamento). B: Casca da améndoa do
cacau bruta (sem pré-tratamento) apds a sacarificagdo de 96 h. C: Casca da améndoa do cacau
pré-tratada com Aspergillus niger ATCC 1004. D: Casca da améndoa do cacau pré-tratada com
Aspergillus niger ATCC 1004 ap6s sacarificacdo de 96 h.

Estudos semelhantes (Silva et al., 2017) obtiveram microfotografias comparaveis
ao analisar a estrutura da casca da améndoa do cacau ap6s a FES com Penicillium roque-
forti para produgao de lipase (Silva et al., 2017). Corroborando esses achados, outro es-
tudo com casca da améndoa do cacau submetida a FES com fungo filamentoso observou
a presenca de orificios de tamanhos variados distribuidos ao redor das hifas do fungo.

Essa observagao evidencia a capacidade do fungo de degradar macromoléculas e polime-

ros naturais durante e apos sua "adesao" ao substrato (Lessa et al., 2022).
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Outro estudo, utilizando espigas de milho, revelou que a estrutura inicialmente
plana, continua e lisa se tornou robusta, menos compacta € com furos apos o pré-trata-
mento com fungos da podriddo branca. A andlise de MEV confirmou que o pré-trata-
mento fingico causou destrui¢cdo estrutural, o que levaria a melhor digestibilidade enzi-
matica das espigas de milho pré-tratadas (Wang et al., 2017).).

Em sintese, fungos do género Aspergillus sdo eficientes na produ¢do de enzimas
que degradam a parede celular vegetal. O fungo libera enzimas hidroliticas especificas
que quebram as paredes celulares, enquanto o micélio fungico penetra na biomassa pré-
tratada, aumentando o tamanho dos poros ¢ a area de superficie. Isso facilita o acesso das
enzimas aos seus alvos, otimizando a degradagdo da biomassa (Yahmed et al., 2017).

O processo de sacarificagdo alterou drasticamente a estrutura da biomassa bruta,
mostrando uma estrutura irregular, danificada e com presenga de buracos e trincas (Figura
1B). Com relagdo a amostra pré-tratada, a hidrélise enziméatica provocou uma estrutura
ainda mais esponjosa, com buracos, trincas ¢ com formacao de blocos em grande parte
da superficie (Figura 1D). Essas altera¢des observadas na biomassa indica que a fibra da
estrutura foi destruida, explicando a concentragao de agucares obtida na sacarificagao
(Ruiz et al., 2012).

Ao estudarem as morfologia da palha de trigo, verificaram, claramente, uma des-
truigdo das fibras ap6s 12 h de sacarificacao, explicando os 56% do rendimento de saca-
rificacdo e 0,47 g/(Lh) de taxa de sacarificacdo inicial (Ruiz et al., 2012). Um estudo
verificou que a hidrélise enzimatica de residuo de sorgo sacarino pré-tratado com NaOH
dissociou e expandiu as estruturas de celulose e hemicelulose. Apos o pré-tratamento, a
celulose persistiu como aglomerados cristalizados, indicando que sua maior parte foi de-

gradada pela hidrdlise enzimatica (Punia; Singh, 2024).
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CONCLUSAO

O estudo demonstra a viabilidade da sacarificacdo enzimatica para a producao de
acgucares de alto valor agregado a partir da casca da améndoa do cacau. Os resultados
comprovam a eficacia do pré-tratamento bioldgico com Aspergillus niger € do blend en-
zimatico contendo endoglucanase na conversao da biomassa em agucares redutores. Foi
verificada uma redugdo dos teores de hemicelulose ¢ aumento da celulose no material
pré-tratado, além do aumento de 24% na conversao em acgucares redutores na sacarifica-
¢do da casca de cacau com pré-tratamento. As modificagdes na estrutura da casca pelo
pré-tratamento e pela sacarificagdo foram evidenciadas pela microscopia eletronica de
varredura.

Dessa forma, a sacarificacdo da casca da améndoa do cacau € uma alternativa vi-
avel e sustentavel para o reaproveitamento de um subproduto agroindustrial. A aplicacédo
do pré-tratamento bioldgico com Aspergillus niger € uma opcao eficiente e de baixo custo
para aumentar a conversao em acucares. O estudo abre portas para a produgéo de biopro-
dutos de alto valor agregado a partir da casca da améndoa do cacau, impulsionando a

bioeconomia circular na industria do cacau.
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