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RESUMO

As enzimas sdo biocatalisadores que possuem uma vasta aplicabilidade na drea industrial,
pesquisa e farmacéutica. Porém, os custos de sua producdo dificultam seu emprego,
especialmente, na conversao de biomassa lignoceluldsica em biorrefinarias. Assim, estratégias
que possam aumentar a produtividade e diminuir o custo da producdo de enzimas sdo
necessdrias. Uma das estratégias estd na utilizacdo de substratos provindos de residuos
agricolas, florestais e agroindustriais em fermentacdo submersa. Contudo, quando se usa
elevados teores de solidos na fermentagdo, hd problemas de transferéncias de massa por causa
da mistura ndo uniforme. Para tal inconveniente, antes da fermentacdo, pode-se utilizar a
liquefacdo enzimdtica (hidrdlise parcial) de modo a tornar a suspensdo de biomassa
facilmente agitdvel. A partir desta suspensdo podem ser gerados diversos produtos de origem
microbiana, particularmente enzimas devido a incompleta despolimerizacio da fonte de
carbono. Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a liquefacdo enzimadtica
do farelo de trigo como recurso para producdo de xilanases por Aspergillus niger A12 em
fermentacdo submersa a altos teores de sélidos (20% m/v). A liquefacdo do farelo de trigo foi
realizada por complexo enzimdtico celulolitico comercial a diferentes temperaturas
(30-50 °C), pH (4,4-5,8), cargas enzimdticas (0,29-3,50 FPase/mL) e tempos de incubacio (6-
24 h). Esta estratégia resultou em até cinco vezes mais atividade de xilanases perante
atividade obtida em cultivo com farelo de trigo nao liquefeito (controle), isto é, 31,7 contra
6,1 Ul/g de farelo de trigo, respectivamente e, cerca de quatro vezes menos concentragdo de
proteinas totais com substrato liquefeito do que a obtida no controle. Portanto, este trabalho
corroborou com a proposi¢ao do uso da liquefacdo enziméatica de biomassa como método para

producdo de enzimas em cultivos a alto teor de sélidos.

Palavras-chaves: fermentacao submersa, liquefagao enzimaética, farelo de trigo e xilanases.



ABSTRACT

Enzymes are biocatalysts that have a wide applicability in the industrial, research and
pharmaceutical areas. However, the costs of production hinder your use, especially in the
conversion of lignocellulosic biomass to biorefineries. Thus, strategies to increase
productivity and reduce the cost of enzyme production are needed. One of the strategies is the
use of substrates from agricultural, forestry and agroindustrial residues in submerged
fermentation. However, when using high solids contents in the fermentation, there are
problems of mass transfer due to non-uniform mixing. For such a drawback, before
fermentation, can be used enzymatic liquefaction (partial hydrolysis) to make a biomass
suspension easily stirrable. From this suspension can be generated several microbial products,
particularly enzymes due incomplete depolymerization of the carbon source. Thus, this study
had as objective to evaluate the enzymatic liquefaction of wheat bran as a resource for the
production of xylanases by Aspergillus niger A12 in submerged fermentation at high solids
content (20% w/v). Liquefaction of wheat bran was carried out by commercial cellulolytic
enzyme complex at different temperatures (30-50 °C), pH (4.4-5.8), enzymatic loads (0.29-
3.50 FPU/mL), and incubation time (6-24 h). This strategy resulted in up to five times more
xylanases activity when compared to non-liquefied wheat bran (control), that is, 31.7 against
6.1 IU/g of wheat bran, respectively, and around four times less concentration of total proteins
with liquefied substrate than that obtained in the control. Therefore, this work corroborated
with proposition of use enzymatic liquefaction of biomass as method for the production of

enzymes in cultures with high solids content.

Keywords: submerged fermentation, enzymatic liquefaction, wheat bran and xylanases.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. 1 - Etapas da PEeSQUISA. ..c...eeueiriiiiiieniieite ettt sttt ettt 15
Figura 2. 1 - Produg¢do de enzimas em FSm com substrato liquefeito (Cunha et al., 2014). ...22

Figura 2. 2 - Estrutura do grdo de trigo. Disponivel em:
http://www.nabim.org.uk/wheat/Wheat-StruCture ............cooueeriiriiinieieeeeeee e 23

Figura 2. 3 - Esquema das acdes das enzimas xilanoliticas na estrutura do polimero xilana.
Adaptacao de Kirikyali € Connerton (2015).......coeuiiiriiiiiiiiieeniieeniieeriee et 27

Figura 2. 4 - Esquema hipotético da regulacdo do complexo xilanolitico envolvendo
endoxilanase e B-xilosidase. Adaptacdo de Polizeli ef al. (2005). ....ccceevveevrieviieniieiienieeien, 30

Figura 3. 1 - Modelo do quadriculado na camera de Neubauer. Disponivel em:
http://www.celeromics.com/en/resources/Technical %20Notes/cells-chamber-

CONCENLIALIOTL PP «.eteiiiiiieiiieei ettt ettt e ettt e st e e e bt e e eabe e e sabeeseabeeesabeeseneeesanee 32
Figura 3. 2 - Esquema da preparacao do inOCulo. ........cccoeviieiiieiiiiniiniiiiiececeeeeceeeeee, 33
Figura 3. 3 - Esquema da preparacao do FT liquefeito € FSmM. ........ccccovviiiiniiiiniiiiieee 34

Figura 4. 1 - Cinética da produc¢do de xilanases em FSm de A. niger com FT liquefeito.
Liquefagdo: 30% (m/m); pH 4,8 e CC3 a 1,20 FPase/mL; 6 h a 50°C e a 200 rpm. Barras
representam deSVIO PAATAO. ...cccuvieeriieeiiieeiieeeitee et et e et e e et e e st e e sbeeesabeessabeessseessseesnseeens 40

Figura 4. 2 - Efeito da temperatura na liquefacio enzimatica do substrato FT sobre a atividade
xilandsica (H) e proteinas totais (®) produzidas em FSm por A. niger. Liquefac¢do: 30%
(m/m); pH 4,8; 6 h; CC3 a 1,20 FPase/mL. Controle C (L). Barras representam desvio
PAATAO. ..ttt ettt et e et e et e et e sttt e et e e e bt e e ea bt e e ab e e seabeesbbeesbaeesbaeeeas 42

Figura 4. 3 - Efeito do pH na liquefag@o enzimaética do substrato FT sobre a atividade
xilandsica (H) e proteinas totais (®) produzidas em FSm por A. niger sem ajuste de pH.
Liquefacdo: 30% (m/m); 50 °C; 6 h; CC3 a 1,20 FPase/mL. Controle C ([). Barras
representam desvio padrao. Letras gregas iguais representam valores estatisticamente
semelhantes, de acordo com o teste de Tukey, p < 0,05. ..ococviieiiiieiiieeieeeee e, 44

Figura 4. 4 - Efeito do pH na liquefagcdo enzimética do substrato FT sobre a atividade
xilandsica (H) e proteinas totais (®) produzidas em FSm (com pH inicial ajustado para 5,0)
por A. niger. Liquefagdo: 30% (m/m); 50 °C; 6 h; CC3 a 1,20 FPase/mL. Controle C (LJ).
Barras representam desvio padrdo. Letras gregas iguais representam valores estatisticamente
semelhantes, de acordo com o teste de Tukey, p < 0,05. ...cocvieviiiiieiieniieieee e 44



Figura 4. 5 — Concentragdo de proteinas totais em diferentes tempos de FSm com FT
liquefeito. Liquefagcdo: 30% (m/m); pH 4,8 e CC3 a 1,20 FPase/mL; 6 h a 50°C e
a 200 rpm. Barras representam desvio PAAIa0.........cccveeeriiieriiiieniiieeniieeniee et eriee e seee e 46

Figura 4. 6 — Efeito da carga enzimadtica e o tempo na liquefacdo do substrato FT sobre a
atividade xilandsica (a) e proteinas totais (b) produzidas em FSm por A. niger. Liquefacao:
30% (m/m); 50 °C; pH 4,8; 0, 6, 18 € 24 h; CC3 a 0,29 FPase/mL (M), 1,20 FPase/mL (H)

e 3,50 FPase/mL (H). Controle sob agitagdo, CA ([J) e Controle, C (L]). Barras representam
desvio padrdo. Letras gregasiguais representam valores estatisticamente semelhantes,

de acordo com o teste de Tukey, P < 0,05, ..o e 49

Figura 4. 7 - Cinética da liquefacdo enzimatica do FT. Liquefacdo enzimética: 30% (m/m),
50 °C; pH 4,8; CC3 a 0,29 (M), 1,20 (H) e 3,50 FPase/mL (H). Controle sob agitacéo,
CA([). Barras representam desvio PAAIFO. .........ceevevereeriereeeriereeeeiete et esees e s ere s, 51

Figura 4. 8 — Efeito de diferentes concentragdes de glicose na composi¢do do meio nutriente
adaptado do descrito por Mandels e Weber (1969) na FSm por A. niger sobre a produgdo de
xilanases (H) e proteinas totais (®) com FT liquefeito. Liquefagdo enzimética: 30% (m/m),

6 h, 50 °C, pH 4,8 e CC3 a 1,20 FPase/mL. Barras representam desvio padrao..........c........... 52

Figura A. 1 - Esporos de A. niger em PDA ap6s 72 h de incubagdo a 32 °C.......ccccceeveenennne. 65

Figura A. 2 - Transformagao do farelo de trigo em diferentes tempos de liquefacao
enzimatica. (a) FT “in natura”. Tempos de liquefacao: (b) 0 h, (¢) 6 h, (d) 18 h, (e) 24 h.
Liquefacdo: 30% (m/m) com 1,20 FPase/mL, a 50 °C e a 200 rpm.......cccceeevueeneerveeeneeenennnne. 65

Figura A. 3 - FSm por A. niger em escala de bancada com FT liquefeito. ..........ccccceveenenee. 66

Figura A. 4 - Sobrenadante da FSM. .....c.cccoooiiiiiiiiiiiieeece e 66



SUMARIO

1. INTRODUCAO 12
LLLLOBIETIVO ..ttt ettt sa ettt e s st e bt et e eneenbeense e 14
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 16
2.1.PRODUCAO DE ENZIMAS .....cooitoitieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 16
2.1.1. Visao geral: bioprocessos e estratégias para o aumento da produtividade

ENZIMALICA . .....ouiiiiiiiiecee ettt et ettt et e e bt et e ene e st et e eneesaeenteenee e 16
2.2 LIQUEFACAO ENZIMATICA ..o 18
2.2.1. Fatores que afetam a hidrdlise enzimatica da biomassa lignocelulésica ............... 22
2.3.FARELO DE TRIGO .....ootiiitiiiiiiiteieetestee ettt sttt sttt st 23
2.4 ENZIMAS XILANOLITICAS ......covuuuiieiirrieseeiseeesesesesesesssssssesssss st esssssssesssnsens 26
2.4.1. Acao catalitica de Xilanases................ccoooiieiieiiiiiiiiiiecieee e 26
2.4.2. Regulacio de enzimas por Aspergillus niger................c.cccoooiiiiiiiiiiiiniiiec, 28
3. MATERIAIS E METODOS 31
B L.MATERIALS ..ottt ettt e et e bt e e e st e beenseeseenseensaeneenes 31
311, MICTOTGAMISINO ........eeeniiiieiiiieeiiee et ce et et e et e e stee e s bt e e saaeeesaseeesabeesnaseessseessseesnnseenas 31
3.1.2. Farelo de tri@0 ...........oooouiiiiiiiiiiiee et 31
3.1.3. Complexo enzimatico comercial .................c.ooeeviiiiiiieiiiiiii e 31
3.1.4. Composicao do meio de cultura...............ccccooveriiiiiiiiniiniiieeeee e 31
B.2METODOS ... oooieereieneeseees st 32
3.2.1. Preparacio do iNOCUIO...............ccoeiiiiiiiiiniiiieceeee e 32
3.2.2. Metodologia de liquefacio enzimatica ..................cccccoeevieriiiiieniiieiee e, 34
3.2.3. Fermentacao submersa a elevado teor de sOlidos .................ccccceeveercienieiinienieenne, 35

3.2.4. Separacio da fase liquida do FT liquefeito para determinaciao da concentracao
de ACUICATES TEAULOTES ..........c..eoiieiieiiieiieieeie ettt ettt e ebe e aeebeesaesaeesseesaesseenseensenns 36

3.2.5. IMELOAO0S ANALTEICOS ......ovveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et sesesesessssnesenanenen 36

3.2.0. ADNALISE @STATISTICA ......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeememnmne 38



4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ c..ueoeeeeeeeeeeeeeressssssesesssssssssssssnsassssssssssnssssssssnsasssnssssses 39

4.1.CINETICA DA PRODUCAO DE XILANASES EM FSM COM FT LIQUEFEITO......... 39

4.2 INFLUENCIA DA TEMPERATURA DA LIQUEFACAO DO FT NA PRODUCAO
DE XILANASES ...t s 41

4.3 INFLUENCIA DO PH DA LIQUEFACAO DO FT NA PRODUCAO DE
XILANASES ...t 43

4.4.INFLUENCIA DA CARGA ENZIMATICA E TEMPO DA LIQUEFACAO DO FT NA
PRODUCAO DE XILANASES ......oouiitiiiieeeeee et se s snanes 48

4.5.EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE GLICOSE AO MEIO NUTRIENTE NA FSM ....52

5. CONCLUSOES E SUGESTOES 54
5. 1.CONCLUSOES ..ottt ettt 54
5.2.SUGESTOES ..ottt 55
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ovvesteresesssesssssessssssesssessssssessssssssssessssssessssssssssesses 56
APENDICE 65

ANEXO 67




12

1. INTRODUCAO

Enzimas sdo de interesse devido sua origem natural, alta especificidade e sua
vasta aplicabilidade. Estes biocatalisadores sao importantes para conversdes mais eficientes e
menos agressivas, principalmente, no cendrio atual na biotecnologia e biorrefinaria: que busca
e aplica novas fontes de carbono e de energia renovaveis. Os principais segmentos que 0S
utilizam sdo: alimentos e bebidas, produtos de limpeza, producdo de biocombustiveis, racao
animal, pesquisa, diagndstico e outros (SANT’ANNA JR, 2001). Por causa dessa demanda,
ainda se busca estratégias para a reducao dos custos na producao destes biocatalisadores bem

como o aumento da produtividade (FARINAS, 2011).

Para a produgdo de enzimas, utiliza-se de preferéncia a fermentagdo submersa
(FSm), pelo facil manuseio das condi¢des operacionais em grande escala, do que a
fermentacdo em estado s6lido (FES). Na FSm, o crescimento do microrganismo geralmente
ocorre em substrato dissolvido em excesso de dgua livre, havendo casos que o substrato pode
estar suspenso na fase liquida. J4 a FES ocorre em matriz sélida com pouca dgua livre
(COLLA et al., 2010; GRAMINHA et al., 2008; PANDEY, 2003; PANDEY et al., 2008).
Nas duas fermentagdes, o tipo de substrato de grande interesse nas ultimas décadas € oriundo
de material lignoceluldsico, em especial, os subprodutos agroindustriais, agricolas e florestais

que sdo ricas fontes de carbono a baixo valor agregado.

Para o uso eficiente dos constituintes desta biomassa renovavel, pré-tratamentos
sdo empregados para facilitar o acesso do microrganismo sobre o emaranhado lignoceluldsico
resistente formado pelas estruturas da celulose, hemicelulose e lignina. Os pré-tratamentos
podem aumentar a digestdo dos acucares disponiveis, por meio da desorganizacdo da estrutura
cristalina da celulose e do aumento da porosidade na biomassa lignocelulésica
(CAMASSOLA; DILLON, 2007). Os diferentes tipos de pré-tratamentos podem ainda ser
combinados para melhoria das etapas posteriores do bioprocesso (por exemplo, hidrélise que

pode ser por via dcida ou enzimética e, a fermentacao).

Dentro do escopo dos pré-tratamentos (fisicos, quimicos, fisico-quimicos e
bioldgicos), o bioldgico sobressai-se pela brandura e menor potencial de liberar inibidores a
fermentacao (MOSIER et al., 2005; SUN; CHENG, 2002); no entanto, este requer um tempo
elevado para despolimerizagdo da biomassa (MOOD et al., 2013), pois depende do

metabolismo e crescimento do microrganismo. Ainda assim, os microrganismos contribuiem
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para a digestibilidade da biomassa com a secrecdo de enzimas para o ambiente que pode

iniciar a hidrolise enzimatica do material.

Em suma a hidrélise da lignocelulose acontece em duas principais etapas:
liquefagdo e sacarificacdo. A liquefagdo enzimdtica providencia o encurtamento das
microfibrilas e reducdo da viscosidade, ou seja, hidrdlise parcial; enquanto a sacarificacdo
libera a maioria dos mondmeros disponiveis na biomassa, a hidrélise completa (THY GESEN

etal., 2011).

Na literatura, embora a hidrélise enzimdtica seja bastante utilizada para obtencao
de biocombustiveis, no intuito de se ter um meio de cultivo com maior concentracdo de
acucares fermentesciveis (MOSIER et al., 2005; PANDEY et al., 2011; SUN; CHENG, 2002;
THOMAS; PARAMESWARAN; PANDEY, 2016; PERVEZ et al., 2014), ela também pode
ser uma estratégia para producido de enzimas especificas com uso da hidrélise parcial. Isso
uma vez que, a biomassa que sofre apenas liquefacdao enzimatica possui fonte de carbono nao

totalmente despolimerizada.

A liquefacdo enzimatica pode ser realizada diretamente por microrganismos, tais
como os fungos filamentosos dos géneros Aspergillus sp. e Trichoderma sp., Otimos
secretores de enzimas de alta estabilidade (HARRIS er al., 1997; POLIZELI et al., 2005;
SHARMA; KUMAR, 2013), ou por complexos enzimédticos comerciais. Esta aplicacdo foi
mencionada no trabalho de Cunha e coautores (2014), que desenvolveram uma liquefacdo
enzimatica do bagaco de cana-de-actcar, pré-tratado por explosdo a vapor, com Aspergillus

niger em FES.

Este fermentado (FES) foi o substrato para a consecutiva FSm a alto teor de
solidos em suspensdo (23% m/v) com A. niger visando a producdo de enzimas. A FSm com
substrato liquefeito rendeu cerca de 15 vezes mais atividade da enzima endoglucanase (2,5
Ul/mL) do que a FES tradicional (0,17 Ul/mL). Em Cunha e coautores (2014) avaliou-se,
também, o efeito da FSm (23% m/v) do A. niger com bagaco de cana-de-agucar liquefeito
pela enzima comercial endoglucanase C (Genecor, EUA) sobre a atividade endoglucandsica.
No caso deste fermentado a atividade foi 2,0 UI/mL. Logo, a fermentacdo com substrato
liquefeito enzimaticamente quer por via microbiana (pré-tratamento biolégico), quer com

enzima comercial produziu atividade enzimatica maior do que a FES tradicional.
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Estes resultados podem ser similares com outros tipos de materiais
lignoceluldsicos. Uma biomassa de interesse em bioconversdes € o farelo de trigo (FT), um
subproduto abundante no Brasil pelo volume gerado em torno de 25% da industria de
moagem de grio de trigo (ABITRIGO, 2016) e, ainda subutilizado. O FT torna-se
diferenciado por conter um teor relativamente elevado de proteinas 13,5-18,4% (DOBREYV et
al., 2007; DORNEZ et al., 2006; PALMAROLA-ADRADOS et al., 2005; RODRIGUEZ-
ZUNIGA, 2010) e, principalmente, pela quantidade de lignina 4,9% (RODRfGUEZ—
leNIGA, 2010), o que possibilita uma despolimeriza¢do mais facil, além de ser rica fonte de
carboidratos, gorduras e minerais (APPRICH et al., 2014; DOBREV et al., 2007; DORNEZ
et al., 2006; PALMAROLA-ADRADOS et al., 2005; RODRIGUEZ-ZUNIGA, 2010).
Ademais, por causa do alto teor de xilana neste substrato (SUBRAMANYAN; PREMA,
2002), as enzimas xilanases podem ser biossintetizadas em FT, pois € de conhecimento que, a
ativacdo completa de transcricdo do gene que codifica as xilanases é dependente da presenga

de xilana e hidratos de carbono derivados de hemicelulose (POLIZELI et al., 2005).

Fundamentando-se nos dados positivos de Cunha e colaboradores (2014), esta
estratégia sugeriu a investigacdo do uso da liquefacdo enzimadtica em outras matérias-primas,
por exemplo farelo de trigo, como plataforma para producdo de outros produtos em FSm,

visto que ndo sdo frequentes os trabalhos nesta linha até o presente.

1.1. OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a liquefagdo enzimética do farelo de trigo
para producdo de xilanases por Aspergillus niger A12 em fermentagdo submersa, a alto teor
de sélidos. Esta estratégia de fermentacdo com o substrato farelo de trigo liquefeito via
complexo celulolitico comercial visou o aumento da producdo destas enzimas no processo

fermentativo.

Para tanto, as etapas ilustradas na Figura 1.1 foram executadas. Os estudos em
“A” com as variagdes das condi¢cdes na liquefacdo enzimatica foram dependentes dos
resultados do cultivo submerso. Em “A”, a liquefacdo foi estudada a diferentes temperaturas,
pH, cargas enzimaticas e tempos de incubacdo observando-se a atividade xilandsica do
sobrenadante no fermentado. Em “B” foram realizados a suplementacao no meio de cultura
com glicose para a verificacdo da repressao catabdlica no cultivo submerso para producao de

xilanases.



Complexo

enzimatico

@.

Figura 1. 1 - Etapas da pesquisa.

Farelo de trigo

Liquefacdo enzimdtica

A. niger A12

Preparo do in6culo

* Efeito da carga enzimdtica
» Efeito do tempo de liquefacdo
* Efeito da temperatura

* Efeito do pH

* Analise enzimatica

* Teor de proteinas totais |

Cultivo submerso [<-----

15

I
 * Efeito da :
: suplementacdo i
|
|

de glicose



16

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo apresenta-se uma revisdo da literatura tratando da producdo de
enzimas e do uso de tratamentos para despolimerizacdio da biomassa lignoceluldsica

destinada a processos fermentativos.

2.1. PRODUCAO DE ENZIMAS

2.1.1. Visao geral: bioprocessos e estratégias para o aumento da produtividade
enzimatica
A literatura reporta larga producdo de enzimas pelo bioprocesso fermentagdo no
seu sentido mais amplo do que o metabdlico, isto €, o cultivo controlado de microrganismos
segundo Mitchell e colaboradores (2006). O cultivo pode ser realizado em algum substrato
dissolvido em excesso de dgua livre, a FSm, ou em matriz s6lida com pouca ou nenhuma dgua
livre, a FES (PANDEY, 2003; PANDEY et al., 2008). Ambas fermentacdes t€ém suas
limitacdes e vantagens (Tabela 2.1). O melhor processo em termos de custo para determinado
bioproduto € ditado pela disponibilidade da infraestrutura, substratos e microrganismo, assim
como os tratamentos de efluentes. Além do mais, as diferencas nas condicdes na FES e na
FSm podem alterar a expressdao de genes que podem afetar varios fenotipos, tais como o
crescimento, desenvolvimento e a producdo de enzimas (IWASHITA, 2002). Porém, cabe
ressaltar que, em termos de processos industriais em grande escala a produgdo de enzimas €

desenvolvida geralmente em FSm (POLIZELI et al., 2005).

Técnicas para o aumento da producdo enzimdtica e sua redug¢do de custo sdo
empregadas junto a fermentacdo. Na literatura, encontra-se a técnica da engenharia genética
(OTTEN; QUAX, 2005), a otimiza¢do da composi¢do do meio de cultura com o planejamento
experimental (DOBREV et al., 2007; THOMAS; PARAMESWARAN; PANDEY, 2016; XU
et al., 2008), uso de substratos de baixo valor agregado (GUIMARAES et al., 2013) e o uso
de tratamentos nos substratos solidos para processos fermentativos (CUNHA et al., 2014;

DAS et al., 2013; MICHELIN et al., 2012).
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Tabela 2. 1 — Vantagens (+) e desvantagens (-) da FSm e FES (COLLA et al., 2010;
GRAMINHA et al., 2008; PANDEY, 2003).

FSm FES

+ Microrganismos suspensos em + Condicdes de crescimento de fungos
nutrientes dissolvidos em meio liquido filamentosos similares ao da natureza

+ Controle de temperatura e pH + Substratos naturais (residuos agricolas,

agroindustriais) ou sintéticos
(quimicamente definidos)

+ Difusdo de nutrientes e troca de gases + Pouca geracdo de efluentes, e

homogénea rendimento superior

+ Bons rendimentos com enzimas + Simplicidade e menores equipamentos
extracelulares

— Aeracdo dificil em meios com alta + Baixo consumo de energia
viscosidade

— Grandes volumes de efluentes + Alta produtividade volumétrica

— Requer muito espaco para — Controle e monitoramento de
equipamentos parametros do processo limitado

— Alto custo com aeracdo e agitacao — Umidade reduzida requer

microrganismos especificos

— Formacdo de espuma — Heterogeneidade do meio em termos
de populagdo microbiana e
concentracao de solutos

Da engenharia genética vieram grandes avancos nas fermentagdes, pois 0s
microrganismos recombinantes promoveram elevadas produg¢des em condi¢des industriais
(GUDYNAITE-SAVITCH; WHITE, 2016). Pesquisadores e a industria fazem uso das
técnicas de mutagdo e da tecnologia do DNA recombinante em bactérias, fungos e leveduras,
j& que esses apresentam uma taxa de crescimento elevada, facil manuseio e por a maioria ser
geralmente reconhecida como segura (PANDEY et al., 2008). Para produgdo de enzimas, os
fungos filamentosos sdo mais utilizados, pois estes produzem e secretam um amplo espectro
de enzimas mais estdveis do que as oriundas de leveduras e bactérias (BAJPAI, 2014).
Quando as enzimas sdo secretadas para o meio elimina-se a necessidade de rompimento
celular, simplificando assim a purificagdo. Porém, ainda assim o custo com substratos €

importante.
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E de conhecimento que a adogdo do substrato de baixo valor agregado, oriundos
de biomassa lignoceluldsica (os residuos florestais, agroindustriais e agricolas), reduz o custo
em bioprocessos, a polui¢do ambiental e agrega valor as matérias-primas subutilizadas
(CHOTEBORSKA et al., 2004; GUIMARAES et al., 2013; DE CASTRO; DE CASTRO,
2012; BADHAN e al., 2007; ROJAS-REJON et al., 2011). Na literatura encontra-se um
leque de aplicacdes destas biomassas renovaveis na producdo de bioetanol, dcidos organicos,
proteinas, enzimas e outros, porém tem-se dado mais aten¢do para a producdo de
biocombustiveis (MADHAVAN et al., 2012; MATANO et al., 2012; SARKAR et al., 2012).
No Brasil, isso se da principalmente, devido ao grande volume da biomassa derivada de cana-
de-acicar. Ademais, no Brasil hd subprodutos da moagem do grao de trigo, residuos do
milho, do arroz, do café, algodao, feijao e outros (DIAS et al., 2012), que, como mencionado,
podem ser utilizados como substratos para producdo de enzimas e outros produtos da

fermentacao.

Estratégias para se ter um meio-termo entre a FES e FSm podem ser
implementadas quando se desenvolve uma FSm a altos teores de solidos, aliando a alta
produtividade volumétrica em FES com o facil monitoramento de parametros na FSm. Esta
estratégia torna-se promissora, principalmente, para produgdo de enzimas secretadas no meio,
pois a medida que hd o crescimento microbiano a viscosidade do substrato reduz-se pela
despolimeriza¢do dos seus componentes lignocelulésicos, facilitando a homogeneidade do
crescimento microbiano, como também dos produtos. Porém, a simples adocdo destes
substratos no meio de cultura ndo implica no aumento da produtividade, visto o emaranhado
dos principais componentes da lignocelulose (celulose, hemicelulose e lignina), da natureza
cristalina da celulose e das propriedades inibidoras da lignina. Desse modo, os pré-
tratamentos e/ou a hidrdlise parcial (liquefacdo enzimdtica) podem atenuar essa resisténcia,
possibilitando o uso de seus componentes mais simples pelos microrganismos de modo

eficiente (MERINO; CHERRY, 2007; QI et al., 2011).

2.2. LIQUEFACAO ENZIMATICA

Sabe-se que a hidrdlise enzimdtica se da em duas principais etapas: liquefacio e
sacarificacdo. A liquefacdo enzimadtica ocorre durante a fase que antecede a sacarificacao
(liberagao de mondmeros), na qual as enzimas degradam parcialmente a estrutura da biomassa
lignoceluldsica. Assim, hd o encurtamento das microfibrilas, reducdo das interacdes

intermoleculares entre as fibras (por pontes de hidrogénio e ligacoes de Van der Waals) e
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reducdo da viscosidade, o que resulta numa suspensdo de biomassa que pode ser facilmente

agitada (SZIJARTO et al., 2011; THYGESEN et al., 2011).

A liquefacdo enzimdtica pode ser realizada diretamente por microrganismos
secretores de enzimas ou por complexos enzimaticos. Complexos enzimaticos para tal fim sao
compostos geralmente por celulases, endoglucanases, celobiohidrolases e B-glucosidases,
responsdveis pela hidrolise da celulose e, xilanases que degradam a hemicelulose
(THYGESEN et al.,, 2011; ZHANG et al., 2011). Os fornecedores comerciais desses
complexos de maior visibilidade sdo a Novozymes e Daniso da Dinamarca, Genecor dos

EUA, DMS da Holanda e a BASF da Alemanha (BINOD et al., 2008; BINOD et al., 2013).

Devido a tendéncia para produgcdo de biocombustiveis, a hidrélise dos materiais
lignoceluldsicos tem como finalidade tornar mais eficiente a conversdo da celulose e
hemicelulose em agucares fermentesciveis. Os custos do processamento da biomassa ndo
hidrolisada a elevada carga de sélido (mais que 15% m/m, SKOVGAARD et al., 2014)
podem também serem reduzidos com a hidrélise. Com a hidrélise reduz-se o consumo de
agua, gastos com energia e de equipamentos requeridos para a movimentagdo do material
lignoceluldsico a elevada carga de sélido nao hidrolisado. Assim, o uso da hidrélise a elevada
carga de lignocelulose fornece maior concentracdo de mondmeros para a fermentacdo e
consecutivo aumento no rendimento para producdo de biocombustiveis, salvo quando ha

inibicao.

A hidrélise completa pode gerar inibi¢do do crescimento microbiano, quando ela
ocorre liberando 4cido acético pela hidrdlise do grupo acetil na hemicelulose, furfural
formado pela degradacdo das pentoses, hidroximetilfurfural formado pela degradacdo das
hexoses e 4acidos fendlicos (FITZPATRICK et al., 2010; MERINO; CHERRY, 2007;
ROMANI et al., 2010). Estes inibidores sdo toxicos para microrganismos mesmo em baixas
concentracdes e a presenga deles em separado ou em conjunto pode também alterar o pH do
meio e o metabolismo. Os inibidores podem danificar a estrutura celular, inibindo assim o
crescimento celular, reduzindo as atividades enzimdticas por causarem danos ao DNA,
inibindo a sintese de proteinas e, por fim, do produto desejado (JONSSON; ALRIKSSON;
NILVEBRANT, 2013; PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000).

Para atenuar os efeitos dos inibidores derivados da lignocelulose, ha a

detoxificagdo fisica (por membrana e evaporacdo), quimica (neutraliza¢do, hidroxido de
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célcio, etc), e bioquimica (microbiana e enzimdtica), mas estes tratamentos elevam o custo do
processo (CHANDEL; SILVA; SINGH, 2011; GUPTA et al., 2011). Por isso, pré-
tratamentos (Tabela 2.2) adequados ao material lignocelulésico, bem como uma hidrélise

amena (liquefacdo enzimatica) sdo de interesse.

Tabela 2. 2 — Pré-tratamentos aplicados a biomassa lignoceluldsica.

Pré-tratamentos Referéncias

e Fisicos Moagem, triturag¢ao, ultrassom, micro- (Silva et al., 2010)
ondas e radiacdo.

e Quimicos Processos 4cidos, alcalinos e liquidos (Saha et al., 2005; Zhu et
10nicos. al., 2012)
e Fisico-quimicos Auto-hidrolise e explosdo com vapor. (Chen et al., 2010; Kaar et
al., 1998; Michelin et al.,
2012)
e Bioldgicos Fungos da podriddo branca ou castanha.  (Keller et al., 2003)

Dentre os pré-tratamentos, o biolégico € mais brando em termos de valores de pH
e temperatura, tem baixa toxicidade (auséncia ou minima geragdo de inibidores para a
fermentacgdo) e baixa corrosdo em comparagdo com os pré-tratamentos via dcida (concentrado
ou diluido) ou alcalina, além de requerer menos energia do que, por exemplo, o hidrotérmico
(MOSIER et al., 2005; SUN; CHENG, 2002). Contudo, somente utilizd-lo para se obter a
sacarificacdo pode exigir longos tempos de cultivo (MOOD et al., 2013) e consecutivo
acréscimo nos gastos, mas este pré-tratamento aliado a outros antes da fermentacdo submersa,

pode contribuir para a melhoria da producdo enzimatica.

A liquefagdo, para producdo de enzimas em fermentacdo com sélidos, ndo exige
uma solubilizacdo completa da celulose e hemicelulose, pois sdo os oligossacarideos
remanescentes que induzem o microrganismo a iniciar ou continuar a sintese das enzimas
especificas para clivagem das ligagdes que os mantém ainda estruturados. Portanto, quando se
pretende aplicar a hidrdlise enzimadtica de forma incompleta, ou seja, a liquefacdo, o objetivo
nio € obter substratos com excelentes conversdes a monOmeros; assim, a geracdo de
inibidores € diminuida e a quantidade de enzimas necessdrias € relativamente pequena.

Entretanto, a deformacdo e escoamento da biomassa lignoceluldsica sao influenciados pelas

propriedades fisicas de cada tipo de lignocelulose, das enzimas empregadas e das condi¢des
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em que a hidrélise é conduzida (SKOVGAARD et al., 2014). Na Tabela 2.3 estdo citados

alguns trabalhos que utilizaram (ou ndo) biomassa pré-tratada para producao de enzimas.

Tabela 2. 3 — Enzimas produzidas em processos fermentativos com agroresiduos pré-tratados
como substrato.

Enzimas Fonte de carbono Tratamento  Microrganismo  Referéncias

Endoglucanases Bagago de cana- Biolégico A. niger (Cunha et al.,
de-aguicar 2014)

Xilanases Palha e farelo de Auto-hidrélise  A. ochraceus (Michelin et al.,
trigo 2012)

Xilanases Farelo de trigo Nenhum A. terricola g})’lﬁf;ehn etal.,

Xilanases Farelo de trigo Autoclavagem A. niger XY-1 (Xu et al., 2008)

Xilanases Farelo de trigo e Alcalino A. fumigatus (Das et al.,
palha de arroz ABK9 2013)

Xilanases Bagaco de cana Hidrotérmico 4 niger DRO2 (2RO(1)t5); etal.,

Cunha e coautores (2014) avaliaram a produ¢do de endoglucanase por A. niger em
FSm a 23% (m/v) com bagago de cana-de-acucar (pré-tratado por explosdao de vapor)
liquefeito por enzima comercial endoglucanase C (Genecor, EUA) e pela combinacdo da
liquefacdo microbiana em FES e enzima comercial (Figura 2.1). A liquefacdo microbiana do
bagaco por FES com A. niger ocorreu por 12 h e completada com mais 36 h de liquefacao
com adi¢do de enzima comercial (endoglucanase C) sob agitacdo. Ja a liquefacdo do bagaco
somente com enzima comercial foi realizada em batelada alimentada até atingir 30% (m/v) de
teor de s6lidos em 12 h de alimentagao com mais 36 h de agitagdao. Depois, os dois bagagos
liquefeitos seguiram para esterilizacio para servirem como substrato para FSm suplementada
com meio nutriente. A FSm, a 32 °C por 72 h, com o bagaco liquefeito por FES e enzima
comercial propiciou um aumento de cerca de 15 vezes em atividade de endoglucanase (2,5
Ul/mL); nas mesmas condic¢des citadas de fermentacdo, a FSm com o bagaco liquefeito com
enzima comercial aumentou em 12 vezes a producdo de endoglucanase (2,0 Ul/mL) quando
foram comparados somente a FES tradicional (0,17 Ul/mL), ou seja, sem o substrato

liquefeito.
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Figura 2. 1 - Produgdo de enzimas em FSm com substrato liquefeito (Cunha et al., 2014).

Biomassa Meio
lienocelulésica [ A.niger nutriente A. niger
|
e |
FES Agitacao

Esterilizacago —> FSm 23 % (m/v)

Liquefacao com solucdo
de enzimas comerciais

LIQUEFACAO

Assim, o trabalho de Cunha e coautores (2014) mostrou que ao se utilizar
materiais lignoceluldsicos mais complexos e a alta carga de sélidos, a via de tratamento direto
com enzimas pode exigir uma adequacdo no modo de alimentacdo na liquefacdo. Esta
adequacdo na alimentacdo visa evitar a ineficiéncia da hidrélise pela alta concentracdo de
sOlidos em uma tnica batelada, que impede uma mistura eficiente pela alta viscosidade. Isto
pode demandar maior tempo para a hidrélise total, como observado em Puri e colaboradores
(2013), que desenvolveram o processo de hidrdlise em duas fases para obter uma conversao

global de 88% para producao de etanol.

2.2.1. Fatores que afetam a hidroélise enzimatica da biomassa lignocelulésica
Os principais fatores que influenciam a hidrolise enzimética completa sdo fatores
relacionados ao substrato e as enzimas (MANSFIELD et al., 1999). A taxa e o grau de
hidrélise sao dependentes da eficiéncia das interagdes enzima-substrato, que por sua vez sao
influenciadas pelas propriedades fisico-quimicas do substrato, ou seja, da natureza da matéria-

prima e das condi¢des de pré-tratamento em que esta foi submetida e assim da:

a) cristalinidade: a parte cristalina pode ser hidrolisada mais rdpido com a combinagdo de

enzimas que atuem nas partes amorfas;

b) grau de polimerizacdo: que representa o nimero médio de meros (nimero de unidades

estruturais repetidas) existentes numa molécula;
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¢) teor de lignina: a lignina impede o acesso das enzimas a celulose e hemicelulose e a

sua interagdo com as enzimas pode ser irreversivel ( MOONEY et al., 1998);

d) tamanho das fibras, porosidade bem como a 4rea superficial: maior drea superficial
significa mais locais de adsor¢@o disponiveis por massa de substrato e, com a redugdo
do tamanho de particula, a drea superficial especifica aumenta, assim como o volume

de poros acessiveis as enzimas.

Fatores relacionados com a enzima podem ser, por exemplo, a perda gradativa da
atividade enzimdtica no decorrer da hidrdlise (inibi¢do por produto final, inativacdo térmica
ou pelo pH do meio) e a separacdo de componentes enzimaticos pela difusdo em poros do

substrato e a adsorcdo irreversivel das enzimas (MANSFIELD et al., 1999).

2.3. FARELO DE TRIGO

O farelo de trigo (FT) consiste da cobertura mais externa do grdo de trigo que
inclui tecidos do pericarpo e tegumento (EVERS; MILLAR, 2002) (Figura 2.2). Este
subproduto € proveniente da producgdo de farinha de trigo na indudstria de moagem de graos de

trigo.

Figura 2. 2 - Estrutura do grao de trigo. Disponivel em:
http://www.nabim.org.uk/wheat/wheat-structure
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O FT € de grande interesse para bioprocessos pelas seguintes razoes:

a) pela quantidade gerada: cerca de 25% da producgdo da farinha de trigo, equivalente a

2.606 mil toneladas em 2015 (ABITRIGO, 2016);

b) é um subproduto e, assim, ndo necessita de espaco geogrifico especifico com

agricultura;

c) apresenta baixo valor agregado em relacdo a meios de cultura sintéticos (definidos

quimicamente);

d) é de grande heterogeneidade quimica sendo fonte rica de carboidratos, proteinas,

gorduras e minerais (Tabela 2.4) (PRUCKLER et al., 2014).

O teor relativamente elevado de proteinas (até 18%), bem como a pequena
quantidade de lignina (menor de 5%) sdo os principais diferenciadores do FT para a outras
biomassas lignoceluldsicas (Tabela 2.5) (APPRICH et al., 2014; JAVED et al., 2012), pois a
lignina é de dificil solubilizacdo e potencial geradora de inibidores para o crescimento
microbiano (PANDEY et al., 2011). Apesar disso, o FT tem sido destinado basicamente a
alimentacdo animal e humana (CHERUBINI, 2010; JAVED et al, 2012).

Assim, o FT pode ser utilizado como um substrato para producdo de biomassa
(microrganismos), biocombustiveis e metabdlitos diversos (APPRICH et al., 2014). No caso
de producdo de enzimas, o FT € empregado para induzir endoglucanase (CMCase),
glicosidade, a-L-arabinofuranosidase, amilase, protease, a-galactosidade e outras (JAVED et
al., 2011). A producgdo de xilanases em grande escala também € feita utilizando o FT como
substrato por este ser um Otimo indutor devido ao seu elevado teor de xilana
(SUBRAMANYAN; PREMA, 2002; DOBREV et al., 2007; DORNEZ et al., 2006;
PALMAROLA-ADRADOS et al., 2005).



25

Tabela 2. 4 — Composicao tipica do farelo de trigo. Adaptado de Apprich et al. (2014).

Componentes Quantidade (%) Referéncias

Agua 12,1 (Dobrev et al., 2007; Roberts et al.,
1985)

Proteinas 13,5-18.4 (Dobrev et al., 2007; Dornez et al.,
2006; Palmarola-Adrados et al., 2005;
Rodriguez-Ziiiga, 2010)

Gordura 2,6-3.4 (Dobrev et al., 2007; Roberts et al.,
1985)

Total de carboidratos 50,4-79,1 (Beaugrand et al.,2004; Dobrev et al.,
2007)

Amido 24,9 (Dornez et al., 2006)

Celulose 10,9 (Rodriguez-Zuiiga, 2010)

Hemicelulose 28.9 (Rodriguez-Zuiiga, 2010)

Arabinoxilanos 10,7-28.,4 (Dobrev et al., 2007; Dornez et al.,
2006; Palmarola-Adrados et al., 2005)

B-glucana 13,2 (Dobrev et al., 2007)

Lignina 4.9 (Rodriguez-Zuiiga, 2010)

Cinzas 2,7-6,1 (Dobrev et al., 2007; Dornez et al.,

2006; Roberts et al., 1985)

Tabela 2. 5 - Percentual de lignina e proteinas em biomassas lignocelulésicas segundo
Rodriguez-Zufiga (2010).

Biomassa lignoceluldsica Lignina (%) Proteinas (%)
Bagaco de cana-de-agucar 21,7 1,52

Casca de arroz 18,72 2,35

Farelo de soja 9,78 43,22

Farelo de trigo 4,89 17,61
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2.4. ENZIMAS XILANOLITICAS

2.4.1. Acao catalitica de xilanases
A biomassa lignoceluldsica é constituida predominantemente de polimeros de
hidratos de carbono (celulose e hemicelulose) e um polimero aromdtico (lignina) (SAHA,
2003) e sua despolimerizacdo de modo enzimatico requer um conjunto de diferentes enzimas.
Deste conjunto, tem-se as xilanases que clivam as ligagdes entre os constituintes da
hemicelulose (ZHU et al., 2006). Por causa desta acdo, xilanases tém aplicacdes comerciais
na fabricacdo de papel, racdo animal, panificacio, industrias de suco e vinho, producdo de

xilitol e outros (POLIZELI et al., 2005).

z

Referente a hidrdlise, a hemicelulose € mais suscetivel do que a celulose. A
celulose, por ser um polimero linear construido por subunidades de D-glicose, associadas por
ligagdes glicosidicas B-1,4, de cadeias longas interligadas por ligacdes de hidrogénio, tendo
uma natureza cristalina e pouco amorfa, € muito recalcitrante a degradacdo (RAVEN et al.,
1999). J4 a hemicelulose, formada de heteropolimeros de cadeia ramificada, é relativamente
amorfa, constituida de carboidratos poliméricos, que incluem xiloglucana (heteropolimero de
D-xilose e D-glicose), glucomanana (herteropolimero de D-glicose e D-manose),
galactogluicomanana  (heteropolimero de  D-galactose, D-glicose e D-manose),
arabinogalactana (heteropolimero de D-galactose e arabinose) e xilana (homopolimero de 3-
1,4-D-xilopiranose com diferentes grupos substituintes na cadeia lateral) (BAJPAIL, 1997;
FENGEL; WEGENER, 1984; POLIZELI et al., 2005; SAHA; BOTHAST, 1999;
SHALLOM; SHOHAM, 2003). Essa estrutura amorfa torna a hemicelulose mais suscetivel a
hidrélise sob condi¢des brandas, por causa da sua maior drea superficial e facilidade de

penetracio das moléculas de dgua no interior das fibras (RAVEN et al., 1999).

O modo e a extensdo da clivagem enzimaética da hemicelulose sdo influenciados
pela quantidade e tipo de cadeias laterais, pois estas determinam a conformacdo fisica e a
reatividade da cadeia principal (KULKARNI et al., 1999; MOTTA et al., 2013). Tal
composi¢do e teor dos componentes da hemicelulose diversificam-se conforme a fonte
vegetal, a idade da planta, parte da planta, o tipo de solo e outros (PANDEY et al., 2011).
Normalmente, o componente predominante da hemicelulose em biomassas agricolas € a
xilana, o segundo polissacarideo mais abundante na natureza depois da celulose (SAHA,

2003; ZHU et al., 2006). Dependendo das ramificacdes presentes, as xilanas podem ser
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denominadas como arabinoxilanas, glucuronoxilanas, glucuronoarabinoxilanas ou

homoxilanas.

Em razdo da heterogeneidade e natureza quimica complexa da hemicelulose, a sua
despolimerizacdo requer a ac¢do de um amplo espectro de enzimas xilanases com
especificidade catalitica e modos de acdo diversificados, a fim de liberar unidades de xilose e
xilo-oligossacarideos da xilana (BAJPAI, 1997; POLIZELI et al., 2005; SAHA; BOTHAST,
1999).

Para liberar essas unidades, as xilanases atuam de modos diferentes de acordo
com o tipo de acdo (Figura 2.3). As mais importantes sdo as endo-1-4-B-D-xilanases, que
clivam as ligacdes glicosidicas -1-4 internas da cadeia principal da xilana, resultando em
xilo-oligossacarideos com diferentes comprimentos, e as exo-1,4-B-xilosidases, que

hidrolisam xilo-oligdmeros curtos em unidades de xilose individuais.

Figura 2. 3 - Esquema das a¢des das enzimas xilanoliticas na estrutura do polimero xilana.
Adaptacdo de Kirikyali e Connerton (2015).
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Ademais, ha as enzimas acessorias que atuam nas desramificagdes como as o-L-

arabinofuranosidases, a-glucuronidases, a-galactosidades e outras (SHALLOM; SHOHAM,
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2003). Esta etapa de desramificacdo inicia a hidrdlise enzimdtica removendo os bloqueios

para clivagem da cadeia principal de xilana.

2.4.2. Regulacio de enzimas por Aspergillus niger
Na degrada¢do de materiais lignoceluldsicos, os fungos filamentosos sdo bem
adequados, pois produzem e secretam um conjunto amplo de enzimas especificas, que sdo
sintetizadas de acordo com a fonte de carbono (AMORE; GIACOBBE; FARACO, 2013), o
microrganismo envolvido e as condi¢des fisiologicas do meio. De modo geral, os fungos
filamentosos produzem elevados titulos enziméticos quando comparados aos obtidos a partir

de bactérias e leveduras (POLIZELI et al., 2011).

Dentre os fungos filamentosos mais utilizados na producdo de celulases e
hemicelulases tém-se os dos géneros Trichoderma e Aspergillus (STRICKER, MARCH,
GRAFF, 2008). Aspergillus sp. (A. niger, A. terreus, A. oryzae e A. awamori) é largamente
utilizado na inddstria (MEYER et al., 2011) por ter baixa toxicidade, sendo a maioria das
espécies consideradas microrganismos GRAS (“generally regarded as safe”) (NASSER et al.,

2003).

O Aspergillus sp. cresce naturalmente dentro e sobre substratos sélidos, de modo
que sua reproducdo se da tanto com esporos assexuados quanto sexuados (exceto a espécie A.
fumigatus, patégeno de seres humanos segundo Brookman e Denning, 2000) e as suas
condi¢des de crescimento também ndo sdo exigentes, pois podem degradar uma ampla
variedade de substincias organicas (KRIJGSHELD etz al., 2013). O crescimento vegetativo se
inicia pela germinagcdo do esporo, formando hifas, que crescem de modo polar e apical
(extremidade das células). A ramificacdo das hifas forma uma rede de micélio responsavel

pela aquisicao dos nutrientes do meio (PRADE; TIMBERLAKE, 1993).

No entanto, o metabolismo dos fungos filamentosos pode ser alterado, quando
este é exposto a baixa quantidade de &4gua (GERVAIS; MOLIN, 2003), causando a
desnaturagdo de enzimas-chaves, levando assim ao desequilibrio metabdlico, o que pode
alterar a taxa de crescimento e sua secrecdo de enzimas (PANDEY et al., 1999). Porém, o
Aspergillus, em particular a espécie A. niger € resistente a baixa atividade de dgua (com limite
para o crescimento de 0,88), cresce em amplas faixas de pH (1,4-9,8) e temperatura (6-47°C,
com temperatura 6tima de 35-37°C) (SCHUSTER et al., 2002). Logo, o A. niger é adequado

para vérias condi¢des, principalmente, condi¢cdes de cultivo em ambientes quente e imidos.
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Além das enzimas xilanases (HARRIS et al., 1997; MONTI et al., 2003), o A.
niger produz pectinases, proteases, oa-amilase, glucomilase, celulase, acidos orgnicos e
proteinas recombinantes (WARD et al., 2005). No entanto, hd um grande gasto energético do
fungo para a transcri¢do e regulacdo dos genes codificadores das enzimas. Dessa forma, o
fungo passa a produzir enzimas para degradar o material polissacarideo em condi¢des de

exaustao de nutrientes livres.

Sabe-se que as enzimas sdo reguladas e induzidas na presenca dos polimeros do
substrato, mono e oligossacarideos. A inducdo da via catabdlica de pentoses nas espécies de
Aspergillus ocorre na presenca de D-xilose ou L-arabinose. A presenca de D-xilose no meio
ativa a transcricdo de enzimas xilanoliticas pelo fator de transcri¢do XInR, que regula a
expressao de genes xInB, xInC e xInD em Aspergillus sp. que codificam enzimas degradantes
da xilana (endoxilanases B, endoxilase C e B-xilosidase) (STRICKER; MARCH; GRAFF,
2008; VAN PELl et al., 1998). Contudo, a indu¢do de enzimas € prejudicada com a presenca
de carboidratos prontamente metabolizdveis como € o caso da glicose e nitrogénio (por
exemplo, amoOnia), beneficiando, assim, a sobrevivéncia do microrganismo sem elevados
gastos metabolicos (WARD et al., 2005). Deve-se ressaltar que a regulagdo das enzimas
xilanoliticas ndo € igual em todos os Aspergillus sp. (AMORE, GIACOBBE, FARACO,
2013).

A sintese de xilanases pode ser compreendida pelo esquema hipotético
apresentado na Figura 2.4. De inicio, as xilanases constitutivas, que possuem baixa atividade,
sdo expressas para degradarem os fragmentos de baixa massa molecular da xilana em
xilobiose, xilotriose entre outros. Os xilo-oligossacarideos sdao absorvidos pela célula com
ajuda de permeases de B-xildsido, desencadeando a inducdo e expressao dos genes do sistema
xilanolitico (KULKARNI et al., 1999). A B-xilosidase pode ser produzida constitutivamente
e/ou indutivamente e converte xilobiose em xilose, uma fonte assimildvel pelo
microrganismo. Esta enzima pode ser mantida dentro do micélio do fungo filamentoso ou

pode ser liberada no meio de crescimento (POLIZELI et al., 2005).



Figura 2. 4 - Esquema hipotético da regulacdo do complexo xilanolitico envolvendo

endoxilanase e B-xilosidase. Adaptacdo de Polizeli et al. (2005).
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Na Figura 2.4 também estd esquematizada a repressdo catabdlica, que reprimi a

sintese enzimadtica, J& que a biossintese de xilanase ocorre na auséncia de monOmeros

digeriveis (POLIZELI et al., 2005).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Microrganismo
A cepa produtora de xilanases utilizada foi a Aspergillus niger A12 da colecao da
Embrapa Agroindustria de Alimentos (RJ, Brasil) mantida a -15°C. O armazenamento dos
esporos de A. niger A12 se deu em microtubos do tipo Eppendorf de 1,5 mL com solucao de
glicerol a 20% v/v e NaCl a 0,1% m/v. A manipulacdo dos esporos flingicos ocorreu sobre a

superficie da camara de fluxo laminar unidirecional vertical FUV 06 Veco (Brasil).

3.1.2. Farelo de trigo
O farelo de trigo (FT) fino, com granulometria de 150 — 1000 um, foi cedido pela
empresa Richard Saigh Industria e Comércio S/A (Sao Caetano do Sul, SP, Brasil) e
armazenado a -5°C. Este FT foi seco a 35 °C por 12 h antes da esterilizacdo e das etapas de

liquefagdo e fermentacdo. A amostra de FT utilizada ndo passou por fracionamento.

3.1.3. Complexo enzimatico comercial
Para a hidrélise do FT utilizou-se o complexo enzimatico Cellic CTec3 da
Novozymes (Dinamarca), denominado neste trabalho como CC3, composto basicamente por

celulases e hemicelulases (BIOENERGY NOVOZYMES, 2012).

3.1.4. Composicao do meio de cultura
O meio nutriente utilizado para os cultivos foi uma adaptacdo do meio descrito
por Mandels e Weber (1969). Este continha (g/L): (NH4),SOy4, 1,4; KH,PO4, 2,0; CaCl,, 0,3;
MgS0,4.7 Hy0, 0,2; peptona de soja, 5,0; extrato de levedura, 2,0; ureia, 0,3; Tween 80, 1,0;
FeSO,4.7 H,0, 0,5; MnSO4.H,0, 0,16; ZnSOy, 0,14 e CoCl,, 0,2. A glicose foi acrescentada
ao meio nutriente para uma concentragado final de 30,0 g/L para o pré-cultivo (in6culo) e 10,0
g/LL para o cultivo. O meio foi esterilizado com a solu¢do de glicose a parte em autoclave a

121°C por 15 min em frasco de vidro.
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3.2. METODOS

3.2.1. Preparacio do inéculo

3.2.1.1. Preparo da suspensao de esporos

Os esporos em solugdo de glicerol (descrito no item 3.1.1) foram reativados em
placas com meio 4gar dextrose de batata (PDA) incubados por 72 h e a 32°C em estufa
bacterioldgica (Tecnal TE 392/1, Brasil) (Figura A.1, Apéndice). Apds este periodo, uma
suspensdo de esporos foi obtida com adicao de cerca de 10 mL da solugdo do surfactante de

Tween-80 (0,3% v/v) e leve raspagem com auxilio de al¢a estéril.

3.2.1.2. Determinacio da concentracido de esporos da suspensio e preparo do

pré-cultivo
A concentragdo de esporos em suspensdo foi determinada a partir da aliquota
desta suspensdo diluida em dgua. A contagem de esporos foi realizada na cimara de Neubauer
Improved (Alemanha) (Figura 3.1) nos cinco quadrados medianos (A,B,C,D e E) de lados de

0,2 mm, drea de 0,04 mm?” e 0,1 mm de profundidade, subdivididos em 16 quadrados.

Figura 3. 1 - Modelo do quadriculado na camera de Neubauer. Disponivel em:
http://www.celeromics.com/en/resources/Technical %20Notes/cells-chamber-
concentration.php
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O célculo do volume da suspensdo de esporos a ser acrescentado ao caldo

fermentativo do pré-cultivo foi realizado pelo uso das seguintes equacoes:

Csusp ’ Vsusp = Cesp "Vineio Eq 3.1


http://www.celeromics.com/en/resources/Technical%20Notes/cells-chamber-concentration.php
http://www.celeromics.com/en/resources/Technical%20Notes/cells-chamber-concentration.php
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Csusp = (ﬁ FD)/ Vcampo Eq.3.2
Viausp (ML) = Cesp* Vineio /(N " FD/ V campo) Eq.3.3
nas quais,

Cesp = concentrag@o de esporos desejada para o cultivo de 1 x 10’ (esporos/mL);
Ciusp = concentracdo de esporos na suspensao (esporos/mL);
Vineio = volume de meio de cultura desejado (100 mL);
Veampo = volume de um campo dos quadrados medianos (4x10° mL);
2

N = ntimero médio de esporos dos cinco campos dos quadrados medianos de 0,04 mm®;

FD = fator de diluicao.

3.2.1.3.  Preparo do pré-cultivo (indculo)

A preparacdo do indculo para as FSm consistiu na combina¢do do volume da
suspensdo de esporos calculado com o uso da equacdo 3.2 com 100 mL de meio Mandels
estéril (descrito no item 3.1.5) em frasco Erlenmeyer de 500 mL (Figura 3.2). A suspensao
resultante foi cultivada a 32 °C, 200 rpm em shaker com agitacdo orbital (Tecnal TE-4200,
Brasil) durante 50 h, periodo necessdrio para a obtencdo homogénea dos esporos germinados.
Logo depois, desta suspensdo (pré-cultivo) um volume equivalente a 10% (v/v) do cultivo

(item 3.2.3) foi inoculado em frascos Erlenmeyers para os ensaios de FSm.

Figura 3. 2 - Esquema da preparacao do inoculo.

Suspensio  dos
50-100 uL de esporos de A. niger A12 esporos: soluciio

em solucio de glicerol 20% (v/v)e Tween 80 a 0,3%
0,1% (m/v) NaCl. e raspagem com
l alca.
———— . Incubacio:
% -] ncubacao

- 32°C por72h

Contagem de esporos em cimara de Neubauer

!

Transfere-se para o meio do

Segue para o pré-cultivo um volume da
cultivo submerso suspensao de esporos para se
obter 1x107 esporos/mL.

Incubacio: 32°C, 200 rpm por 50 h
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3.2.2. Metodologia de liquefacao enzimatica

As etapas de liquefagdo enzimatica do FT e de FSm estdo esquematizadas na
Figura 3.3. Antes da etapa de liquefacao, 10 g de FT seco a 35 °C por 12 h foi inserido em
frasco Erlenmeyer de 250 mL e, este conjunto foi esterilizado em autoclave vertical CS
(Prismatec, Brasil) a 121 °C durante 15 min. Apds despressurizacdo da autoclave e
resfriamento do frasco, 23,3 mL de solucdo do CC3 diluida em tampao citrato de sodio estéril
(0,05 mol/mL a pH 4,8) foi adicionado ao frasco. A manipulacdo de todo material estéril
ocorreu sobre a superficie da camara de fluxo laminar unidirecional vertical FUV 06 Veco

(Brasil).

Figura 3. 3 - Esquema da preparacdo do FT liquefeito e FSm.

* 10 g FT (seco a 35°C por 12 h) estéril * 11,7 mL de meio nutriente estéril
* 23.,3mL solucao de enzima Cellic CTec3 (CC3) * 5,0mL do indculo de esporos A. niger

Esterilizacao/desnaturacio
Liquefagio: enzimatica: 121°C por 15 min. B
50°C a 200 rpm

Centrifugacao e filtracao FSm:
do sobrenadante 32°C, 2200 rpm por 72 h

Anilises <

A liquefacdo do FT sucedeu com a incubacdo desta mistura reacional em shaker
com agitacdo orbital a 200 rpm em diferentes temperaturas (30,40 e 50 °C) e tempos de
hidrélise (ty) (0, 6, 18 e 24 h) em triplicata. O FT liquefeito a diferentes tempos sob a carga de
1,20 FPase/mL pode ser visualizado na Figura A.2 do Apéndice. Depois da liquefacdo, os
frascos com a suspensdo de FT liquefeito (fechados por algoddo hidréfilo) seguiram para
esterilizacdo e desnaturacdo enzimadtica a 121°C por 15 min em autoclave para serem

utilizados na FSm.
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3.2.3. Fermentacao submersa a elevado teor de sélidos

Aos frascos Erlenmeyer contendo o FT liquefeito, inoculou-se 5,0 ml dos esporos
germinados de A. niger (pré-cultivo) e 11,7 ml de meio Mandels estéril. Nesta composicdo, o
FT in natura inicialmente submetido a liquefagao representou 20% (m/v) do volume final do
cultivo de 50 mL considerando perda nula de liquido desde o inicio da hidrélise. O teor de

s6lidos na FSm adotado seguiu o apresentado por Cunha e coautores (2012).

Os ensaios com o pH inicial da FSm ajustado foram corrigidos com HCl a 5
mol/L estéril. O volume desta solu¢do adicionado aos frascos foi mensurado com o uso de
“frascos Erlenmeyer sacrificios” (descartados ao se ter conhecimento do volume de solucao
de HCI adequado para o ajuste do pH igual a 5,0). Portanto, o volume de solu¢do gasto nestes

frascos foi a base para realizacdo dos ajustes de pH nos demais ensaios.

O cultivo ocorreu em shaker orbital com a incubacdo por 72 h, a 32°C e a 200
rpm. Decorrido o tempo de incubacgdo, o fermentado foi centrifugado (centrifuga Eppendorf
5804 R, Alemanha) a 8.228 g por 10 min, a 4°C e o sobrenadante filtrado (papel filtro
quantitativo faixa branca) para mensuragdo de sua concentragdo de proteinas totais e atividade

xilanasica.

Para fins de comparacdo com os resultados do cultivo com FT liquefeito a alto

teor de sdlidos, trés tipos de cultivos controles foram realizados (Tabela 3.1):

a) Cultivo controle (C): substituiu-se o FT liquefeito pela mistura de 10 g de FT seco (12
h a 35 °C) com 23,3 mL de tampao citrato de sédio (0,05 mol/L a pH 4,8), todos

estéreis.

b) Cultivo controle sob agitacdo (CA): mesma composi¢cdo do controle C, porém a
mistura FT seco e tampao foi agitada em diferentes tempos em shaker a 200 rpm a

50°C.

c¢) Cultivo controle com enzima (CE): mesmos procedimento e composi¢do do controle
C, mas substituindo-se o tampao por 23,3 mL de solu¢do do CC3 diluida em tampao
citrato de sodio (0,05 mol/mL a pH 4,8, estéril), seguida de imediata esterilizacdo em

autoclave a 121 °C por 15 min.
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Tabela 3. 1 - Cultivo submerso com controles da liquefacdo enzimaética do FT.

Controles
Insumos/ condi¢oes

Controle C Controle sob agitacdo CA Controle com enzima CE

FT v v v
Tampao v v

Solugdo CC3 em tampao v
Agitacdo (6, 18 e 24 h; v

200 rpm e a 50 °C)

Liquefagdo a0 h v
FSm (32 °C, 200 rpm por 72 h)

Meio nutriente v 4 v
Inéculo A. niger v v v

Ao frasco Erlenmeyer contendo os controles, seguiu o mesmo procedimento
realizado para a FSm com FT liquefeito, ou seja, inoculou-se 5,0 ml dos esporos germinados

de A. niger e 11,7 ml de meio Mandels estéril. Todos os cultivos foram feitos em triplicata.

3.2.4. Separacio da fase liquida do FT liquefeito para determinacio da

concentracio de acgicares redutores

Ap6s as liquefacdes com CC3, todo o conteudo dos frascos foi centrifugado
(8.228 g a 4°C por 10 min) e os tubos contendo sobrenadantes foram colocados em agua
fervente por 5 min para desnaturacdo das enzimas. Em seguida, o sobrenadante foi resfriado e
filtrado (papel filtro quantitativo faixa branca). A concentragdo dos agucares redutores foi

determinada pelo método do DNS de Miller (1959) descrito no item 3.2.5.2.

3.2.5. Métodos analiticos
No sobrenadante proveniente da FSm determinou-se a concentracdo de proteinas
totais pelo método de Bradford (1976), a concentracdo de agucares redutores (AR) pelo
método do DNS (Miller, 1959), a atividade xilandsica pela adaptacdo do método descrito por

Bailey et al. (1992) e a atividade celulolitica pelo método de Ghose (1987).
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3.2.5.1. Determinacio da concentracdo de proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método de Bradford
(1976) que se baseia na ligagdo do corante azul brilhante Coomassie G-250 as proteinas. As
amostras diluidas (100,0 uL) em tampao acetato de s6dio (0,2 mol/L e pH 5,0) foram
misturadas a 1,0 mL do reagente Bradford (preparado em laboratério, segundo Bradford, 1976
em Anexo) em tubos 1,5 mL. Apds 10 min de reacdo, a mistura foi transferida para cubetas de
2,0 mL e a sua absorbancia medida a 595 nm (Asgs) em espectrofotdmetro Beckman DU 640
(Beckman Intruments, EUA). A concentracio proteica foi estimada pela interpolacdo da curva
padrdao construida a partir de concentragdes conhecidas de solucdes de albumina de soro

bovino (BSA).

3.2.5.2. Determinacio da concentracdo de acucares redutores (AR)

A concentragdo de agucares redutores foi determinada pelo método do DNS
(MILLER, 1959) que estd embasado na reducdo do &4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) em
acido 3-amino-5-nitrosalicilico por conta da acdo de AR em condi¢des alcalinas a cerca de
100 °C. Esse composto aromdtico absorve a luz, sendo possivel assim, estabelecer uma
relacdo direta entre a medida colorimétrica e a quantidade de agucares redutores presente
(GONCALVES, 2010). Para isso, em tubos de ensaio misturou-se 250 uL do reagente DNS
com 250 pL da mistura reacional contendo os agucares liberados por acdo enzimética. Depois
da devida homogeneizacdo, estes tubos seguiram para reagdo em dgua fervente por 5 min e
foram resfriados em banho de gelo para findar a reagdo de reducdo. Aos tubos resfriados
foram adicionados 3,25 mL de 4gua deionizada e estes foram homogeneizados. Esta solug¢ao
diluida teve sua absorcdo a 540 nm (As4) medida. A concentragdo de AR foi estimada pela
interpolacdo da curva padrido analitica construida a partir de concentracdes conhecidas de

solucdes de glicose.

3.2.5.3. Determinacio da atividade xilanasica

A determinacgdo da atividade de xilanases foi realizada pelo método descrito por
Bailey et al. (1992) com adaptacdo no tempo de reacdo e concentracdo do substrato. O
método apoia-se na reacdo da liberacdo de agucares redutores do substrato xilana. A reacdo
ocorreu em tubos de ensaio a 50°C em banho termostatico (Tecnal TE-2000, Brasil), durante
30 min, com 2,0 mL de solu¢do de substrato 2% (m/v) de xilana (xilana de beechwood,
X4252 Sigma, EUA) e 200 uLL de amostra. Com o tempo reacional transcorrido, uma aliquota
de 250 uL da mistura reacional foi retirada dos tubos e acrescentada a tubos contendo 250 pL

do reagente DNS procedendo como descrito no item 3.2.5.2.
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O controle da reacdo foi realizado com 2,0 mL de solu¢do de xilana 2% (m/v)
mantidos a 50 °C por 30 min, que foram misturados a 200 pL das amostras durante 5 s; desta
mistura, 250 pL foram transferidos para tubos com 250 uL do reagente DNS, seguindo para

reacdo de redugao como descrito no item 3.2.5.2.

Uma unidade de atividade enzimatica (UI) € definida como a quantidade de
enzima capaz de liberar 1 pmol de agucares redutores por minuto nas condig¢des deste ensaio.
A atividade total foi calculada multiplicando as unidades (umol/ min) pelo volume total de
extrato enzimaético e, a atividade por grama de FT seco (Ul/g de FT) foi calculada dividindo a

atividade total pela massa de FT utilizada na liquefacdo.

3.2.5.4. Determinacio da atividade celulolitica

A carga enzimética do CC3 foi determinada a partir da mensuracdo da atividade
total celulolitica do complexo CC3 pelo método de Ghose (1987). Uma massa de 50 mg de
papel filtro Whatman n° 1 foi utilizado como substrato para liberacao durante 60 min a 50 °C
de 2,0 mg de glicose por 0,5 mL de solugdo CC3. Com o tempo reacional transcorrido, uma
aliquota de 250 pL. da mistura reacional foi retirada dos tubos e acrescentada a tubos contendo
250 pL do reagente DNS procedendo como descrito no item 3.2.5.2. Em que uma unidade
FPase equivale a 2,0 mg de glicose liberados por minuto sob as condi¢des do ensaio, obtendo

assim uma atividade de cerca de 171,0 FPase/mL do complexo CC3.

3.2.6. Analise estatistica

A comparacdo dos resultados numéricos da atividade enzimdtica obtida nas
fermentagdes com FT liquefeito sob variacdes dos valores de pH, da carga enzimatica e do
tempo de liquefacao foi realizada pelo teste de comparacao de médias de Tukey, com nivel de

confianc¢a de 95%. O software Minitab versdo 16.2.1 foi utilizado para tal.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo sdo apresentados os resultados obtidos com o uso do substrato
liquefeito enzimaticamente em fermentacdo submersa de A. niger a alto teor de solidos. Para
tanto, analisou-se o perfil da producdo de xilanases na fermentacdo com farelo de trigo
liquefeito em diferentes condicdes (pH, temperatura, tempo de liquefacdo e carga enzimadtica)

e o efeito da suplementacdo de glicose ao meio de cultura na fermentacdo com FT liquefeito.

Os primeiros estudos visaram determinar parametros bdsicos da fermentacdo com
FT liquefeito e da liquefagdo enzimdtica do FT. Referente a FSm, investigou-se a cinética de
producdo de xilanases e, quanto a liquefacdo enzimdtica do FT, os parametros bdsicos
investigados foram a temperatura e o pH. Os estudos iniciais com a liquefagcdo possibilitaram
gerar um substrato liquefeito que aumentou a atividade de xilanases pelo fungo A. niger em

FSm quando comparada a atividade obtida com FSm com substrato nao liquefeito.

Os estudos foram realizados utilizando como estratégia a analise de um parametro

de cada vez (método OFAT, “one factor at a time”).

4.1. CINETICA DA PRODUCAO DE XILANASES EM FSM COM FT LIQUEFEITO

O estudo cinético da producdo de xilanases foi realizado para se determinar o
tempo de cultivo para os estudos seguintes. A cinética de producao de xilanases (Figura 4.1)
foi realizada somente com uma condi¢io de FT liquefeito. Pela Figura 4.1, pode-se notar que
houve uma producdo xilandsica crescente até 72 h de incubacdo, de 3,3 £ 1,2 a 30,4 + 3,1 UI/
g de FT. No tempo de cultivo de 96 h, notou-se uma produgdo enzimética de 24,6 + 2,8 Ul/g
de FT.

Supde-se com este resultado que no inicio da FSm a presenga de acucares
consumiveis provinda da liquefagdo reprimiu a producio de xilanases nas primeiras 48 h de
tempo de cultivo (geralmente induzida durante o crescimento flingico, KULKARNI et al.,
1999). Em 96 h de cultivo houve uma leve reducdo da produgdo de xilanases (ndo
significativa) quando comparada a obtida em 72 h. Quando ha reducdo de bioprodutos no
cultivo, possivelmente, deve-se pela reducdo de nutrientes bem como a formacdo de
metabolitos que inibem o crescimento flingico e a secrecdo de enzimas (FEROZA; BEGUM,;

HOSSAIN, 1998). No caso de enzimas, pode haver a desnaturagcdo/inativacao.
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Além disso, Ward e colaboradores (2005) apontam o aumento do teor de
biomassa (microrganismo) com o cultivo a tal ponto, que isto passa a limitar os processos de
transferéncia de massa no sistema, com um possivel aumento da viscosidade da mistura do
cultivo; isto faz com que a produgdo de proteinas (dentre elas, enzimas) desejada alcance um

apice e depois decresca.

Figura 4. 1 - Cinética da producdo de xilanases em FSm de A. niger com FT liquefeito.
Liquefa¢do: 30% (m/m); pH 4,8 e CC3 a 1,20 FPase/mL; 6 h a 50°C e a 200 rpm. Barras
representam desvio padrao.
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Considerando o alto teor de sélidos (> 15% m/v) adotado no cultivo submerso no
presente trabalho, a comparagdo dos resultados obtidos foi estendida as fermentacdes em
estado sélido. Rodriguez-Zuiiga (2010) obteve uma producdo de xilanases por A. niger em
FES com farelo de trigo similar ao obtido neste presente trabalho (34 Ul/g). No entanto, a
semelhanca de rendimentos entre a FES em Rodriguez-Zuiiiga (2010) e a FSm com FT
liquefeito pode ser observada somente no tempo de 72 h, uma vez que o contrdrio ocorreu
com os outros tempos analisados de 24 e 48 h; nestes tempos de cultivo em Rodriguez-Zuiiiga
(2010) a atividade xilandsica foi superior a obtida neste trabalho nos mesmos tempos (24 h,

cerca de 15 Ul/g; em 48 h cerca de 25 Ul/g).

Isto pode ser explicado devido a reprodu¢do do ambiente natural na FES de

crescimento flngico, ou seja, a juncdo de suporte fisico e recurso de nutrientes segundo
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Pandey (2003) e, por o substrato “in natura”, possivelmente, ndo conter uma considerada
quantidade de agucares metabolizdveis livres de inicio, o oposto ao inicio da FSm com FT
liquefeito o que tarda a sintese de enzimas pelo fungo. Além do mais, sabe-se que o cultivo é
influenciado por muitos fatores, tais como o tipo de microrganismo, de substrato, das
condi¢des operacionais fisicas (temperatura), fisico-quimicas (pH) e bioquimicas (idade e

tamanho do in6culo), bem como o tipo de fermentacdo (PANDEY, 2003).

Para a metodologia empregada neste trabalho (uso de substrato liquefeito na
fermentacdo), percebeu-se que a produgdo de xilanases esteve dependente do tempo de
cultivo, uma vez que o fungo secreta enzimas em ambiente escasso de nutrientes livres. Em
outros trabalhos tem-se para producdo de xilanases tempos semelhantes (ou ndo), como no
estudo de Jin e coautores (2012) que o tempo de cultivo foi de 48 h em FES por A. niger com
substrato palha de trigo e sabugo de milho; em Delabona e colaboradores (2012) o pico de
atividade xilandsica foi em 48 h seguida de 72 h em FES de A. fumigatus com fonte de
carbono farelo de trigo e, Pal e Khanum (2010) utilizaram farelo de trigo e de soja em FES de

A. niger obtendo maior atividade apds 6 dias (144 h) de incubag@o.

Assim, diante dos resultados expostos na Figura 4.1, a FSm a 20% (m/v), a 32°C e
a 200 rpm com 72 h de cultivo foi a adotada para os ensaios seguintes, ndo sé pela produgdo
de xilanases obtida, mas também pelo menor tempo (72 h contra 96 h) em que esta producdo
ocorreu, uma vez que, no ambito industrial, a redu¢do de tempo de processo aumenta a

produtividade bem como proporciona uma reducdo de custos.

4.2. INFLUENCIA DA TEMPERATURA DA LIQUEFACAO DO FT NA PRODUCAO
DE XILANASES

O estudo referente a temperatura de liquefacdo do FT foi realizado em trés
temperaturas, 30, 40 e 50 °C (Figura 4.2). Notou-se neste estudo um aumento, em torno de
duas vezes, da atividade xilandsica a medida que a temperatura de liquefacdo aumentou de 30

para 50 °C.
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Ao confrontar estes resultados com o ensaio “controle C” (FSm com 10 g de FT
seco a 32 °C por 12 h, 11,7 mL de meio nutriente e 5 mL do in6culo de A. niger), constatou-
se uma superioridade na produgdo de xilanases de todas as temperaturas testadas sobre este
ensaio, principalmente, com a producdo obtida a 50 °C que resultou em 30,4 contra 6,2 Ul/g

de FT do controle, ou seja, cerca de cinco vezes mais atividade xilandsica.

Figura 4. 2 - Efeito da temperatura na liquefacdo enzimdtica do substrato FT sobre a atividade
xilandsica () e proteinas totais (®) produzidas em FSm por A. niger. Liquefagido: 30%
(m/m); pH 4,8; 6 h; CC3 a 1,20 FPase/mL. Controle C (L). Barras representam desvio

padrdo.
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Quanto a concentracdo de proteinas totais (Figura 4.2), houve um leve decréscimo
com o aumento da temperatura sem variacao significativa. Ao contrdrio do que ocorreu com a
producdo de xilanases, a producdo proteica em todos os testes foi inferior ao controle, com
uma diferenca méxima de cerca de quatro vezes obtida na condi¢cdo a 50 °C (1,1 contra 4,0

mg/g de FT do controle C).

A temperatura de liquefacdo que proporcionou maior atividade xilandsica
coincidiu com a temperatura 6tima de conversdo do complexo enzimatico CC3, fato previsto,
pois a faixa otima varia de 50-55 °C segundo relato da Bioenergy Novozymes (2012).
Possivelmente, a 50 °C houve uma maior liberacdo de indutores de xilanases durante as 6 h de
liquefacdo do que nas demais temperaturas estudadas. No entanto, temperaturas maiores do

que 50 °C nao foram avaliadas neste trabalho.
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4.3. INFLUENCIA DO pH DA LIQUEFACAO DO FT NA PRODUCAO DE
XILANASES

Sabe-se que os principais fatores que afetam a atividade enzimdtica sdo a
temperatura, o pH, a forca idnica e as concentracdes de substratos (BISSWANGER, 2014).
Por ora, os fatores testados foram a temperatura (Figura 4.2) e o pH (Figura 4.3 e 4.4), visto

que a concentracao de substrato e enzimas, bem como a forca idnica ndo foram alteradas.

A atividade xilanasica na FSm foi realizada com FT liquefeito a vérios valores de
pH (pH de 4,4-5,8). Quando o paramentro pH na liquefacdo foi alterado, pdde-se notar um
comportamento diferente da producao de xilanases com e sem o ajuste de pH na FSm (Figura

4.3 e 4.4, respectivamente).

Os ensaios com ajuste do pH inicial da FSm para 5,0 foram corrigidos com
solucdo de HCI 5,0 mol/L (Figura 4.4), com o intuito de acrescentar a minima quantidade de
liquido para ndo haver alteracdo no teor de sélidos na FSm (20% m/v). Este valor de pH
adotado estd em torno do pH do meio nutriente utilizado na FSm (meio adaptado do descrito
em Mandels e Weber, 1969). Com este estudo, percebeu-se um perfil de atividades
xilandsicas proximas, contudo a maior atividade obtida foi a pH de liquefacdo a 4,8 (34,4 Ul/g
de FT). Entretanto, estatisticamente, a variacdo de atividades obtidas ndo foi significativa pelo
teste de Tukey. J4 a diferenca das concentracdes de proteinas foram significativas com relacao

ao controle e outros ensaios.

Para a avaliagdo sem ajuste do pH inicial para FSm o teste de Tukey apontou
diferenga ndo significativa entre as atividades xilandsicas obtidas nas condi¢des de pH (5,2,
54 e 48) e a pH (44 e 5,8) e que o resultado da atividade no controle C foi
significativamente diferente da liquefacao conduzida a pH (4,4-5,8). Quanto as concentragdes

de proteinas, todos os resultados foram iguais, exceto o controle C.



Figura 4. 3 - Efeito do pH na liquefacdo enzimdtica do substrato FT sobre a atividade
xilandsica (H) e proteinas totais (®) produzidas em FSm por A. niger sem ajuste de pH.
Liquefagdo: 30% (m/m); 50 °C; 6 h; CC3 a 1,20 FPase/mL. Controle C (LJ). Barras
representam desvio padrao. Letras gregas iguais representam valores estatisticamente
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xilandsica (H) e proteinas totais (®) produzidas em FSm (com pH inicial ajustado para 5,0)
por A. niger. Liquefag¢do: 30% (m/m); 50 °C; 6 h; CC3 a 1,20 FPase/mL. Controle C (L]).
Barras representam desvio padrdo. Letras gregas iguais representam valores estatisticamente
semelhantes, de acordo com o teste de Tukey, p < 0,05.
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Para os ensaios sem ajuste de pH para a FSm (Figura 4.3), o melhor desempenho
das xilanases foi quando as enzimas contidas no CC3 ambientaram em seu pH 6timo de acdo
na liquefacdo. Na liquefacdo houve a acdo do complexo enzimdtico CC3, que segundo a
Bioenergy Novozymes (2012), tem como pH 6timo entre 4,75 e 5,25 para bioconversdes de
18% de teor de sOlidos de palha de trigo pré-tratada. Esta faixa de pH refletiu nas melhores
atividades xilandsicas obtidas com a variacdo de pH na liquefacdo sem ajuste de pH para

FSm.

Para os ensaios com o pH da FSm ajustado (Figura 4.4), ttm-se o mesmo pH
inicial de cultivo, isto €, somente o efeito da liquefacdo do FT foi contabilizado, ja que as
enzimas secretadas no meio da FSm tiveram o mesmo pH para a hidrdlise e o crescimento
fungico. Somente a variagdo de pH na liquefagdo nas condi¢des de FSm com pH ajustado,
adotadas neste trabalho, ndo foram significativas para alterar a producdo de xilanases em

cultivo.

Em Jin e coautores (2012) investigou-se o efeito do pH na estabilidade da
atividade de xilanases do cultivo em palha de trigo e sabugo de milho por FES de A. niger. Os
resultados indicaram que a atividade enzimatica em condicdes 4cidas foi maior do que em

condicdes alcalinas, obtendo pico de atividade em pH 5,0.

Por fim, para tentar compreender a baixa concentracdo de proteinas totais no final
da FSm com FT liquefeito, acompanhou-se o total de proteinas presentes no sobrenadante da

FSm em diferentes tempos de cultivo (Figura 4.5).

Notou-se um decréscimo na quantidade de proteinas totais a medida que o tempo
de cultivo aumentou, mantendo-se constante de 72 a 96 h de cultivo, tempo maximos
estudados. A concentracdo relativamente alta de proteinas nas primeiras 24 h de cultivo,
possivelmente, deve-se pela composicdo do substrato em questdo: farelo de trigo, rico em
proteinas de 13,5-18,4% em 100 g de FT (Dobrev et al., 2007; Dornez et al., 2006;
Palmarola-Adrados et al., 2005; Rodriguez-Zuiniga, 2010).
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Figura 4. 5 — Concentragdo de proteinas totais em diferentes tempos de FSm com FT
liquefeito. Liquefagdo: 30% (m/m); pH 4,8 e CC3 a 1,20 FPase/mL; 6 h a 50°C e a 200 rpm.
Barras representam desvio padrao.
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Assim, estes resultados de perfil proteico versus tempo de cultivo mostraram que
houve uma redugdo de proteinas com o crescimento flingico. Este crescimento fingico é mais
propicio em substratos menos complexos e recalcitrantes, visto uma menor heterogeneidade
de enzimas requerida para a clivagem das ligagdes, que mantém os componentes estruturados.
De fato, Moreira e coautores (2012) relataram que a diversidade de enzimas sintetizadas pelo

microrganismo € induzida proporcionalmente pela complexidade do substrato lignocelulésico.

Logo, a maior concentracdo de proteinas totais no ensaio controle, com FT ndo
liquefeito, frente as FSm com FT liquefeito (Figura 4.2, 4.3 e 4.4) pode ser explicada pela

complexidade e composi¢ao do substrato, no qual 0 microrganismo € exposto.

Na literatura, encontram-se também alguns estudos que fizeram uso do tratamento
bioldgico da biomassa para promover o aumento da producao enzimética (Cunha et al., 2014;
Cunha et al., 2012; Florencio et al., 2016; Michelin et al., 2012). Florencio e colaboradores
(2016) e Cunha e colaboradores (2012) empregaram um tipo de cultivo microbiano, com A.
niger em bagaco de cana-de-aguicar (pré-tratado por explosdo a vapor), denominado processo
de fermentagcdo sequencial (FS), que consiste da transferéncia da massa de um cultivo em

estado sdlido para uma fermentacdo submersa. Neste processo, a liquefacdo microbiana
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inicia-se na FES com a sintese e secrecdo de enzimas pelo fungo. Esta estratégia, nas duas
pesquisas (Cunha et al., 2012; Florencio et al., 2016), resultou no aumento da produgdo
enzimdtica e atividades especificas relativamente altas tanto em celulases quanto em
hemicelulases. Em Florencio e colaboradores (2016) relatou-se 3,4 vezes mais atividade
xilandsica em termos volumétricos do que a FSm convencional (sem liquefacdo microbiana
em FES) com A. niger. Em Cunha e colaboradores (2012) um resultado similar foi obtido em
biorreator de coluna de bolha, porém a atividade de endoglucanase foi cerca de 3 vezes mais

alta que em FSm convencional por A. niger no mesmo biorreator.

Michelin e colaboradores (2012) também estudaram a producdo das enzimas
xilanases por A. ochraceus usando como substrato a combina¢do do farelo de trigo, o licor
hemicelul6sico derivado da auto-hidrolise da palha de trigo e meio nutriente. Esta
combinacao, em 72 h de cultivo, resultou numa atividade total em torno de 550 UI (em 1 L de
volume trabalhado durante a fermentagdo em biorreator de capacidade de 2 L). Esta atividade
foi superior as atividades resultantes dos cultivos somente com o licor de palha de trigo ou
com farelo de trigo ou com xilana de madeira de bétula (birchwood xylan). Ao analisar os
resultados desse estudo tomando como referéncia a atividade xilandsica obtida pelo cultivo
com xilana de madeira de bétula (substrato custoso), pdde-se notar que o cultivo com a
combinacdo farelo de trigo e licor rendeu 54% mais atividade, o com farelo de trigo foi 28%
maior e 0 somente com licor da auto-hidrdlise de palha de trigo rendeu 20% mais atividade do

que o cultivo com xilana.

Isto apoia a ideia que um substrato possuindo fase liquida com xilo-oligassarideos
aliado a fase sélida estimula mais a sintese de enzimas pelo fungo, devido a melhor interacao
entre as células flingicas e o substrato para promover a indug¢do. Nos cultivos do presente
trabalho ambas as fases compunham o substrato, isto €, FT liquefeito. A liquefacdo do FT a
elevado teor de soOlidos resultou num substrato composto de fase liquida com xilo-
oligossacarideos e fase sélida com matérial lignocelulésico ainda nao despolimerizado

(Figura A. 2).

A fase liquida com oligossacarideos também foi utilizada por Robl e coautores
(2015) que adotaram como substrato na FSm uma solucio aquosa 50% (v/v) de licor derivado
do pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-de-acucar, rico em xilose e xilo-
oligossacarideos (10 e 5 g/L, respectivamente) para producdo de xilanases por A. niger DRO2.

Obteve-se nesse estudo a maxima atividade 229,3 UI/mL em 144 h de cultivo em biorreator.
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Neste trabalho também foi verificado o consumo da fonte de carbono durante o cultivo,

constatando que a exaustao das fontes de carbono foi associada a producgdo de xilanases.

Por fim, os resultados do presente trabalho estdo de acordo com o trabalho ja
mencionado de Cunha e colaboradores (2014), ratificando que a liquefacdo enzimética do
material lignoceluldsico proporciona um aumento na producdo de enzimas em FSm quando

comparada as fermentacdes sem a liquefagcdo do substrato.

4.4. INFLUENCIA DA CARGA ENZIMATICA E TEMPO DA LIQUEFACAO DO FT
NA PRODUCAO DE XILANASES

De posse dos resultados anteriores a respeito dos parametros temperatura e pH, os
estudos da variacdo da carga enzimadtica e tempo de liquefacdo foram executados a valores
fixos de temperatura a 50 °C e pH 4,8 (Figura 4.3), sem ajuste do pH para FSm. A variacdo de
carga enzimética do complexo CC3 foi 0,29, 1,20 e 3,50 FPase/ml e o tempo de liquefacao

variou de zero a 24 h.

A Figura 4.6 agrupa tanto as atividades de xilanases dos ensaios de fermentacdo
com FT liquefeito quanto as atividades obtidas com os controles. Houve trés tipos de
controles (descritos no item 3.2.3) em que o FT liquefeito foi substituido por: FT ndo
liquefeito (controle, C), mistura de FT e tampao agitada a 50 °C (controle sob agita¢do, CA) e
o controle com enzimas (CE), em que a mistura do complexo enzimdatico CC3 com FT foi
seguida de imediata esterilizacdo sem incubacdo. O controle com enzimas estd ilustrado nos

tempos de 0 h de liquefagdo nas trés cargas enzimaticas (0,29, 1,20 e 3,50 FPase/mL).

Os ensaios controle e controle com enzimas (0 h de liquefacdo a 0,29, 1,20 e 3,50
FPase/mL) tiveram producdes de xilanases equivalentes e, cerca de 5 a 6 vezes menores que
os ensaios com FT liquefeito a 6, 18 e 24 h. Resultado semelhante ocorreu com a producdo de
xilanases no controle sob agitacdo, cujo aumento de 6 a 24 h de incubacdo foi cerca de 1,7
vezes, porém a maior atividade obtida foi de 9,4 Ul/ g de FT em 24 h. Obteve-se resultados de
atividade xilandsica entre todos os controles sem diferenca significativa de acordo com o teste

de Tukey.
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Figura 4. 6 — Efeito da carga enzimadtica e o tempo na liquefac@o do substrato FT sobre a
atividade xilandsica (a) e proteinas totais (b) produzidas em FSm por A. niger. Liquefacgao:
30% (m/m); 50 °C; pH 4,8; 0, 6, 18 e 24 h; CC3 a 0,29 FPase/mL (H), 1,20 FPase/mL (H) e
3,50 FPase/mL (H). Controle sob agitacdo, CA () e Controle, C (L). Barras representam
desvio padrdo. Letras gregas iguais representam valores estatisticamente semelhantes, de
acordo com o teste de Tukey, p < 0,05.
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Percebeu-se também um aumento da produgdo de xilanases por volta de 1,5 vezes
nos tempos de 6 e 18 h com o aumento das cargas enzimaticas de 0,29 a 3,50 FPase/mL
(Figura 4.6a). Para o tempo de 24 h, nas trés cargas enzimdticas empregadas, a variacio de

carga enzimadtica ndo foi significativa para a atividade xilandsica.

Pelo teste de Tukey ndo houve diferenga significativa (Figura 4.6a) com cargas
enzimaticas e tempos, (0,29 FPase/mL a 6,18 e 24 h), (1,20 FPase/mL a 6,18 ¢ 24 h e 3,50
FPase/mL a 6, 18 e 24 h).

A Figura 4.6b somente reproduziu o perfil de proteinas totais detectado nos
ensaios ja relatados. Entretanto, o fermentado resultante do controle com enzimas (0 h de
liquefacdao a 0,29, 1,20 e 3,50 FPase/mL) apresentou concentracdes de proteinas totais
semelhantes ao perfil das demais condigdes sob liquefagdo enzimatica (carga enzimadtica 0,29,
1,20 e 3,50 FPase/mL a 6, 18 e 24 h); apesar da atividade xilanésica deste fermentado (CE) ter
sido inferior a estas mesmas condic¢des citadas. Os resultados do fermentado do controle sob

agitacdo foram similares ao controle com enzimas.

A reducdo da concentracdo final de proteinas totais no controle com enzimas e
controle sob agitacdo pode indicar que houve um maior crescimento fingico, confirmando
que a liquefacdo (CE e a solubilizacdo do FT sob acdo do tampao, CA) age na liberacdo de
oligossacarideos e visualmente no melhor escoamento da biomassa lignoceluldsica no cultivo,
principalmente em fermentagcdes a alto teor de sélidos, retardando, também visualmente, a
conidiacdo. A conidiagdo € comum no desenvolvimento assexuado de espécies de Aspergillus
em que um grande ndmero de esporos assexuais € produzido em O6rgdos multicelulares
chamados conidiéforos (ADAMS et al., 1998). Ela também € considerada como uma resposta
as condi¢des ambientais que limitam o crescimento vegetativo, como a escassez de nitrogénio

ou de acucares (BRODERICK; GREENSHIELDS, 1981).

Referente ainda a concentracdo de proteina totais baixa, além da explicacdo ja
mencionada sobre o consumo das proteinas contidas no FT pelo fungo, autores apontam a
digestao proteolitica como causa da redu¢do do rendimento de proteinas secretadas a partir de
fungos filamentosos (CHAVEZ et al., 2002; SEGURA et al., 1998; SUNG et al., 1995). Isto
pode ser possivel, uma vez que espécies do Aspergillus secretam para o ambiente proteases
acidas, proteases alcalinas, serina-proteases e cisteina-proteases (PEL et al., 2007). Florencio

e colaboradores (2016), que além da avaliacdo da produgdo enzimadtica, também identificaram
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o perfil de atividades proteicas secretadas por andlise protedmica do processo de fermentacio
sequencial por A. niger A12 com o bagaco de cana-de-acicar. A fermentacdo sequencial foi
realizada com a liquefacdo do substrato em FES seguida de FSm. Constatou-se que das
enzimas produzidas, cerca de 9% foram proteases, mas em contrapartida o dobro foi de
hemicelulases incluindo as xilanases. Assim, apesar de ter havido producdo de proteases, a
sua interferéncia no rendimento de outras enzimas ndo foi capaz de alterar o resultado

positivo com a FS.

Por fim, para melhor compreensdo destes resultados (Figura 4.6a), a liberacio de
acucares redutores referentes aos sobrenadantes resultantes da liquefacdo do FT a tempos e
cargas enzimdticas diferentes, bem como os liberados somente com o FT sob agitacdo (200

rpm) a 50°C em diferentes tempos estd apresentada na Figura 4.7.

Figura 4. 7 - Cinética da liquefacdo enzimatica do FT. Liquefacdo enzimdtica: 30% (m/m),
50 °C; pH 4,8; CC3 a 0,29 (H), 1,20 () e 3,50 FPase/mL (H). Controle sob agitagdo,CA([]).
Barras representam desvio padrao.
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A concentracdo de aclicares aumentou para todas as cargas enzimdticas com O
tempo de liquefacdo e a variagdo da concentracdo de acucares foi cerca de 1,8 a 2,0 vezes da
carga enzimdtica 0,29 a 3,50 FPase/mL. A maxima liberacdo de agicares ocorreu com a carga
enzimatica 3,50 FPase/mL, em torno de 75 mg/mL, em tempos de 18 e 24 h. J4 a
concentracdo de agucares redutores solubilizados em CA aumentou em torno de 2 vezes de 6

h de incubagdo para os tempos de 18 e 24 h, em 24 h obteve-se cerca de 19,6 mg/mL.
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Este estudo da cinética enzimdtica mostrou a concentragcdo de mondmeros
solubilizados e metabolizaveis para o inicio da FSm. O perfil cinético repercutiu no perfil da
producdo de xilanases (Figura 4.6a), uma vez que, o comportamento da producdo de xilanases

foi crescente a medida que o FT foi liquefeito a cargas maiores.

Contudo, a concentragdo de agicar redutor equivalente em tempos de liquefacdo
de 18 e 24 h com a carga 3,50 FPase/mL permite afirmar que o tempo de 24 h ndo € efetivo

para aumentar a producao de xilanases.

4.5. EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE GLICOSE AO MEIO NUTRIENTE NA FSM

O meio nutriente utilizado neste trabalho contém sais minerais, fontes de
nitrogénio, glicose, além do substrato indutor, FT. Contudo, o crescimento de um
microrganismo numa fonte rica em glicose reprime a sintese de enzimas requeridas para
despolimerizar fontes de carbono alternativas metabolizdveis, como o caso da xilana
(KULKARNI et al., 1999), consecutivamente reprimindo a producdo de xilanases. Assim,
para verificacdo da repressdo catabdlica pela presenga de glicose no meio de cultura, foram
efetuadas FSm a diferentes concentragcdes de glicose (Figura 4.8). A concentracdo de glicose

somente foi alterada no meio adaptado descrito em Mandels e Weber (1969).

Figura 4. 8 — Efeito de diferentes concentracoes de glicose na composi¢ao do meio nutriente

adaptado do descrito por Mandels e Weber (1969) na FSm por A. niger sobre a produgdo de

xilanases (H) e proteinas totais (®) com FT liquefeito. Liquefagdo enzimadtica: 30% (m/m), 6
h, 50 °C, pH 4,8 e CC3 a 1,20 FPase/mL. Barras representam desvio padrao.
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Verificou-se que para a concentracdo de até 15,0 g/L. de glicose adicionada ao
meio nutriente ndo houve influéncia alguma na atividade xilandsica em FSm com tempo de
cultivo de 72 h. A glicose disponivel no inicio da FSm provinda da liquefacdao do FT e da
composi¢do do meio nutriente adaptado do descrito por Mandels e Weber (1969) pode ter

sido consumida pela cultura microbiana rapidamente.

Além da glicose, a suplementacdo da fonte de nitrogénio no meio nutriente para
FSm € importante para produgdo enzimética. Rodriguez-Zuiiga (2010) apontou a deficiéncia
de nitrogénio do farelo de trigo na producdo de celulases por A. niger em fermentagdo em
estado sélido a 50% de umidade quando comparado a outras fontes de carbono como o farelo

de soja.

Contudo, ao se tratar do metabolismo do nitrogénio em espécies de Aspergillus, as
fontes de nitrogénio secunddrias sdo bem reguladas em vias metabdlicas (WARD et al.,
2005), uma vez que, estas espécies utilizam muitos compostos contendo nitrogénio como
Unica fonte de nitrogé€nio, tais como: amonia, nitrato, nitrito, purinas, amidas, aminoécidos,

glutamina e glutamato (MARZLUF et al., 1997).
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1. CONCLUSOES

Neste trabalho avaliou-se a liquefagdo enzimética do farelo de trigo como
estratégia para o aumento da producgdo de xilanases por A. niger em fermentacdo submersa.
No geral, os resultados evidenciaram que o uso do farelo de trigo liquefeito como substrato
pode ser uma alternativa para a producdo de xilanases em FSm a alto teor de sélidos, visto
que, a atividade xilandsica especifica obtida foi elevada. A atividade foi até cinco vezes maior
do que a atividade obtida em cultivo com farelo de trigo ndo liquefeito, ou seja 31,7 contra 6,1

Ul/g de FT do controle C.

O uso de elevada carga de s6lidos isento de qualquer tipo de tratamento acarreta
aumento nos gastos do processo que necessitam de agitacdo para a movimentac¢dao da mistura.
Conhecida esta problemdtica, a liquefacdo enzimatica possibilita uma mistura mais fluida.
Neste estudo, a liquefacdo enzimatica da elevada carga de s6lidos em periodos curtos (6 h) foi
suficiente para promover um farelo de trigo liquefeito com um misto de fase sélida umedecida
e fase liquida rica em mondmeros metabolizaveis pelo fungo A. niger, fases importantes como
indutores e substrato, promovendo assim uma contribui¢do aos estudos de fermentacdes com

materiais lignocelul6sicos a elevado teor de sélidos.

Essa estratégia de cultivo pode viabilizar o processo de fermentacdo: com
indutores especificos; maior fluidez nos reatores convencionais; um ciclo fechado no caso do
produto ‘enzima’ ser utilizado na liquefacdo do material lignoceluldsico, possibilidade esta de
grande relevancia na redugdo dos custos, pois 0 uso de complexos celuloliticos comerciais
seria secundario. Outro ponto de observancia € a elevada atividade especifica alcancada com
esta metodologia, de modo empirico, induz-se que as etapas posteriores de recuperacdo e
purificacdo da enzima contida no fermentado seriam facilitadas e, consecutivamente, menos

dispendiosas.

Apesar deste trabalho ter implica¢des significativas, suas limita¢des abrange a
estabilidade do produto obtido, estudos em grande escala, o aprofundamento da liquefacdo

enzimatica bem como otimizac¢do do processo como todo (liquefacdo e fermentacao).
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5.2. SUGESTOES
Recomenda-se para a complementaridade deste trabalho:

Avaliacdo da atividade de outras enzimas produzidas no sistema de fermentacdo
adotado neste trabalho para verificacdo da atividade expecifica de xilanases, bem

como outros produtos de valor;
Extracdo das enzimas adsorvidas na parte s6lida do fermentado;
Emprego de outros tipos de biomassa lignoceluldsica na fermentagao;

Mensurar o curso da liquefacdo enzimatica a alto teor de solidos, por exemplo, com a

medicao da reducao do tamanho da particula.

Utilizacdo do extrato enzimdtico bruto obtido na fermentacdo para a liquefacdo do

material lignoceluldsico na etapa inical.
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APENDICE

Figura A. 1 - Esporos de A. niger em PDA ap6s 72 h de incubagdo a 32 °C.

Figura A. 2 - Transformagao do farelo de trigo em diferentes tempos de liquefacdo

enzimética. (a) FT “in natura”. Tempos de liquefacdo: (b) O h, (c) 6 h, (d) 18 h, (e) 24 h.

Liquefa¢do: 30% (m/m) com 1,20 FPase/mL, a 50 °C e a 200 rpm.
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Figura A. 3 - FSm por A. niger em escala de bancada com FT liquefeito.

Figura A. 4 - Sobrenadante da FSm.
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ANEXO

A — PREPARO DO REAGENTE DE BRADFORD

a) Dissolver 0,1 g de Coomassie Brilliant Blue G-250 em 50 mL de etanol 95%;

b) Adicionar a esta solugdo 100 mL de 4cido fosférico 85 % sob agitacdo;

c) Agitar a solucdo por 2 h e completar o volume para 1 L com dgua deionizada;

d) Deixar sob agitacdo por no minimo 6 h em recipiente protegido da luz;

e) Apos este periodo, filtra-se o reagente com papel de filtro para filtracdo rdpida. Deixa-

se o filtrato em repouso na geladeira por 24 h antes de utiliza-lo.



