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RESUMO

CUNHA, F. M. Estratégias de melhoria do bioprocesso de producdde enzimas
celuloliticas por Aspergillus niger a partir de bagaco de cana-de-aglcar para a prodéag

de etanol de segunda geracad.ese (Doutorado). Departamento de Engenharia Qajmic
Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar. 2015.

A producéo de etanol de segunda geracao (2G) i garbagaco de cana-de-aglcar € uma
estratégia promissora para aumentar a producadadel esem necessidade do aumento da
area de plantio de cana. A producéo do etanol 2GpEende as etapas de pré-tratamento do
material lignocelulésico, hidrélise dos polimeramstituintes da lignocelulose a acglcares
simples, fermentacédo alcodlica e purificacdo. Emchuda reducéo de custos no processo de
producdo de etanol 2G, hd a demanda de desenvalarde bioprocessos mais eficientes
para a producao de celulases e de coquetéis ermma&bm maior atividade especifica na
hidrélise de materiais lignoceluldsicos. Neste enttt, 0 objetivo deste trabalho foi realizar a
selecdo das condi¢des de cultivo mais favoravei®aucao de complexos enzimaticos com
altos titulos enziméticos e melhor desempenho ardlise de bagaco de cana-de-agucar para
a producéao de etanol 2G. Para tal, a implement@dea@stratégias de melhoria do bioprocesso
de producéo de celulases papergillus nigelem biorreator tipo tanque agitado foi realizada.
A producdo enzimatica por um novo método de cultlenominado fermentacdo sequencial
(FSeq), foi comparada com a do método de cultiborsuso convencional (FSm) em cultivos
em frascos agitados e em biorreatores tipo tangjt@da e aerado. Cultivos foram realizados
para avaliagdo do efeito do método de cultivo,féegia de agitacdo, controle de pH, pré-
tratamento do bagaco de cana e de seu tamanhatiteillpae do tipo de impelidor utilizado
na producdo enzimética utilizando bagac¢o de came cubstrato indutor. A maior producao
enzimatica foi de 1.599 e 4.212 UtLIlde endoglucanase e xilanase, respectivamenteaobti
em cultivos conduzidos com impelidor turbina de lRos pelo método FSeq, utilizando
bagaco de cana pré-tratado por exploséo a vaptantenho de particulas menores que 0,5
mm, frequéncia de agitacdo de 700 rpm, aeracdoxevin e pH fixo em 5,0. Cultivos
empregando um impelidor tipo orelha de elefante esobamento ascendente resultaram em
produgdes enzimaticas ainda mais altas, de 2.B123F Ul.L! de endoglucanase e xilanase,
respectivamente. Dados os resultados superiorésostdm cultivos conduzidos pelo novo
método FSeq, foi decidido avaliar o método de wnl&Seq utilizando diferentes linhagens
de Aspergillus s também em cultivos utilizando diferentes matgtighocelulésicos como
substrato indutor, como farelo de trigo, farelosdg, e combinacdes entre farelo de trigo e
bagaco de cana-de-acucar, em frascos agitados. Aéémimétodo de pré-tratamento por
explosdo a vapor, o qual se mostrou vantajoso pgreoducédo de endoglucanases, o pré-
tratamento hidrotérmico também foi avaliado na pgde enzimatica pelo método FSeq, o
gual se mostrou vantajoso para a inducao de xeésn&s coquetéis enzimaticos produzidos
foram aplicados na hidrélise de bagaco de canaxdeas em combinagdo com um coquetel
enzimatico comercial, e um melhor desempenho dedlisd foi obtido com os coquetéis
produzidos pelo novo método de fermentacdo FSegaenparacdo com os produzidos por
FSm, representando ganhos percentuais de hidddis#é 10%. Além disso, a producao de
etanol 2G a partir de bagaco de cana-de-acUcaolisEhlo com coquetéis enzimaticos
produzidos por FSeq resultou em eficiéncia até #omnuo que a producdo de etanol a partir
do bagaco hidrolisado por coquetéis produzidosHsmm. Os resultados obtidos validam que
0 novo método de fermentacdo sequencial favorgeeducéo de coquetéis enzimaticos ndo
somente com maiores atividades enzimaticas, mabémmnmcom melhor desempenho no
processo de producédo de etanol 2G a partir de bageccana-de-acucar. Os resultados
relacionados aos efeitos das variaveis operaciamai® método de cultivo na producao
enzimatica devem contribuir para o desenvolvimeto sistemas de cultivos trifasicos
empregando diferentes tipos de materiais lignoésicbs em biorreatores.



ABSTRACT

CUNHA, F. M. Strategies for improving the bioprocess for cellulse production by
Aspergillus niger using sugarcane bagasse for cellulosic ethanol phaction. Thesis.
Department of Chemical Engineering, Federal Unitierd Sao Carlos- UFSCar. 2015.

The second generation ethanol (2G) production fugarcane bagasse is a promising
strategy to increase ethanol production per hectdre 2G ethanol production comprises the
steps of biomass pretreatment, hydrolysis of ligtlatose polymers into simple sugars,
fermentation and purification. Aiming to reduce 2&hanol production costs, the
development of more efficient bioprocesses for greduction of cellulase with high
specificity to lignocellulose hydrolysis is needd@therefore, the goal of this work was finding
the cultivation condition more favorable to the guotion of enzymatic cocktails with higher
performance on sugarcane bagasse hydrolysis aretl2@ol production. In order to achieve
this, the implementation of strategies to improle bioprocess for cellulase production by
Aspergillus nigetin a stirred tank bioreactor was carried out. €heymatic production under
a new fermentation method, referred to as sequdrtimentation (FSeq), was compared to
the conventional submerged fermentation method ath tshake flasks and stirred tank
bioreactor. Experiments were performed to evaltiateeffect of the fermentation method,
agitation speed, pH control, sugarcane bagassecgtetent and particle size, and impeller
type on enzyme production using sugarcane bagasssulastrate. The highest enzymes
production in cultivations using Rushton turbinepetier were 1,599 and 4,212 1UtLfor
endoglucanase and xylanase, respectively, in atibrs under the new FSeq method, using
steam explosion pretreated sugarcane bagassetiotgaizes smaller than 0.5 mm, agitation
speed of 700 rpm, aeration of 0,5 vvm and pH 5utivations carried out using the Elephant
ear up-pumping flow impeller allowed higher enzymesduction of 2,712 and 5,837 IU'L
for endoglucanase and xylanase, respectively. Gihen superior performance of FSeq
method in comparison to the FSm method, the dectisias made to evaluate the FSeq
method in cultivations employing differenAspergillus spstrains and with different
lignocellulosic substrates, such as wheat brarhesy meal, and mixtures of wheat bran and
sugarcane bagasse, in shake flasks cultivatiorsd®&e the steam-explosion pretreatment of
the sugarcane biomass, which had shown to be falota endoglucanase production, the
liquid hot water pretreatment was also evaluatddclvwas found to be favorable to xylanase
induction. The enzymatic cocktails produced werepleyed on sugarcane bagasse
hydrolysis, combined with a commercial enzyme, #redextracts produced under the FSeq
method resulted in a percentual hydrolysis gainuald®% higher than FSm cocktails.
Moreover, the 2G ethanol production from sugardaagasse hydrolysates by FSeq cocktails
were up to 7% more efficient than the ethanol potidn using FSm sugarcane bagasse
hydrolysates. The results obtained here validagendw sequential fermentation method as a
promising strategy for the production of enzymaticktails with higher enzymatic activities
as well as with higher performance on sugarcaneadssy hydrolysis and 2G ethanol
production in comparison to the FSm method. Theifigs concerning the effects of different
operational variables and cultivation methods amf)cellulolytic enzymes production in a
stirred tank bioreactor will contribute to the dmment of three-phasic cultivation systems
employing different types of lignocellulosic bionsaa bioreactors.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

1G  primeira geracao

2G  segunda geracéo, referindo-se ao etanol celulésico

BCB biorreator pneumatico tipo coluna de bolhas

Bin  bagaco de cana-de-agugcanatura

BEx bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por exptogsapor
BHid bagaco de cana-de-agucar pré-tratado pelo métdamdrmico
BTA Dbiorreator tipo tanque agitado e aerado

Dp  diametro de particula (em mm)

EEUP impelidor tipo orelha de elefante de escoamesteradenteElephant Ear with up-
pumping

FES fermentagdo no estado solido

FS  farelo de soja

FSm fermentacdo submersa
FSeq fermentacao sequencial

FT farelo de trigo
PA  para analise (reagente com alto grau de pureza)

TR  impelidor tipo turbina de Rushton (turbina de 6 pkanas)
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Capitulo 1

Introducao e Objetivo



1.1 Introducao

No atual cenario global de alta e crescente demandegética, associado a
dependéncia econbmica dos paises em relacdo gawmrike custos de combustiveis néo
renovaveis e também as preocupacdes ambientaiforeldas as alteracdes climéticas, surge
a necessidade de desenvolvimento de sistemas Boesgaseados em fontes renovaveis,
como os materiais lignocelulésicos. Uma alternapisea se atingir o0 maior aproveitamento
desses materiais na producéo de etanol e, ao ntesmpo aumentar a producéo de etanol por
area de plantio, € a utilizagdo da fracdo celudddiestes vegetais para a producao do etanol
celulésico, chamado também de etanol de segunda&yeou etanol 2G.

O etanol 2G ja se encontra em fase de producaorc@inea Italia, Estados
Unidos e Brasil, sendo os residuos agroindustniis abundantes em cada regido, como a
palha de arroz e palha de trigo na Italia, palhendieo nos Estados Unidos e bagaco e palha
de cana-de-agucar no Brasil, os materiais ligné@sitos mais utilizados como matérias-
primas para a sua producao (Oscar, 2012). No entargrande maioria das usinas de etanol
2G opera atualmente em escala piloto, buscandamazatédo do processo de producao do
etanol 2G de modo a se obter um produto competibvomercado.

No Brasil, o bagaco e a palha de cana-de-agucsiquas do processo de
etanol de primeira geracdo, sdo materiais ligné@siltos abundantes e disponiveis, sendo as
matérias-primas principais para a producao do e@@0A fim de viabilizar o processo de
conversdo da celulose contida no bagaco de camgttar em glicose através de hidrolise
enzimética, o desenvolvimento de bioprocessos @geoducdo de enzimas celuloliticas é
etapa crucial para a viabilidade econémica da mé@alwo etanol 2G em escala industrial,
uma vez que as celulases sdo enzimas de alto (€isamdelet al, 2012; Singhaniat al,
2010).

Pesquisas recentes apontam a relevancia da prodigaextratos multi-
enzimaticos ndo somente com altos indices de ateigenzimatica, mas também com uma
composicao direcionada ao substrato que se deske@isar (Maedaet al, 2011; Prevoet
al., 2013). Frente a esta demanda tecnoldgica, o Bepanto do Engenharia Quimica da
UFSCar em parceria com a Embrapa InstrumentacdodeSenvolvendo pesquisas focadas
na producado de celulases a partir de materiaisdigjulosicos e na operacao de biorreatores
na presenca destas particulas voltados a prodecéoqiietéis enzimaticos para aplicacéo na
producéo de etanol de segunda geracéo.

Em pesquisas anteriores, foram realizados estuddsodmamicos em



biorreatores pneumaticos na presenca de bagacandede-acucar, a padronizacdo de um
in6culo com etapa inicial no estado soélido e o Weswimento de um novo método de
fermentacdo para a producdo de celulases a pagtibatjaco de cana-de-aglUcar em
biorreatores, denominado de fermentacdo seque(i€t#q). Este método de cultivo foi
desenvolvido fundamentado na hipotese de que mgédte do fungo com o substrato indutor
desde a etapa de germinacdo dos esporos favorecgmaducdo enzimatica, o que foi
comprovado pelos maiores indices de producdo etizanpor Aspergillus nigerquando
cultivado pelo método de fermentacdo sequenciéitarido bagaco de cana-de-acuoar
naturacomo substrato, tanto em frascos agitados quamioi@reatores.

Apesar dos resultados promissores obtidos na Feeatps-chave passiveis de
melhoria deste tipo de bioprocesso foram identiibsa abrindo oportunidades para o
desenvolvimento de bioprocessos mais eficientemermenores custos, como por exemplo,
com a avaliacdo do tamanho de particula e tipoutistsato lignoceluldsico utilizado, da
configuracéo do biorreator e dos parametros oparas durante estes cultivos.

Sendo assim, a proposta do presente projeto deorddot foi o
desenvolvimento de estratégias de melhoria do @egso para a producdo de enzimas
celuloliticas na presenca de bagaco de cana-dewaafravés da adaptacédo de biorreatores
tipo tanque agitado e aerado para cultivos na pgasde bagaco de cana-de-acucar. As
estratégias de melhoria compreenderam a avaliagdinftbéncia do pré-tratamento do
substrato bagaco de cana-de-acUcar por explos@apa e de seu tamanho de particala
validacdo de desempenho do método de fermentagéerssal frente ao método submerso
convencional e também a avaliacdo da influénciavatéveis operacionais dos cultivos,
como a frequéncia de agitacdo e controle de pHpradugcdo enzimatica pdkspergillus
niger. Os extratos enzimaticos produzidos sob as difesenondicfes estudadas foram
concentrados e aplicados na hidrélise enzimatichagg@co de cana-de-agucar, seguida por
fermentacdo alcodlica por leveduras e os desempedbs extratos foram avaliados em
termos de producédo de etanol celuldsico produzido.

Estudos adicionais de validacdo do método de feamp@a sequencial para a
producédo de celulases e xilanases utilizando difeseresiduos agroindustriais, como farelo
de trigo e farelo de soja, assim como a combinagé@ o farelo de trigo e bagaco de cana-
de-acucain naturae pré-tratado foram também realizados. Adicionabmedurante periodo
de estagio sanduiche no Laboratério de engenharraalirsos renovaveis do Departamento
de Engenharia Agricola e Bioldgica da UniversidddeéPurdue (Estados Unidos), avaliou-se

a aplicacdo do método de cultivo sequencial comasdinhagens de fungos filamentosos, a



saber,Aspergillus nigerAl2 (selvagem)Aspergillus niger3T5B8 (mutante) éspergillus
oryzaeP27C3 (selvagem) quando cultivados utilizando bagkeccana-de-aglcar pré-tratado
por explosdo a vapor e pré-tratado pelo métodootéicnico com agua quente como
substratos indutores.



1.2 Objetivo
1.2.1 Objetivo geral

O objetivo principal do projeto foi o desenvolviniere implementacédo de
estratégias de melhoria no bioprocesso de proddedmzimas celuloliticas péwspergillus
niger a partir de bagaco de cana-de-agucar, a fim @eieahr-se a melhor condicdo para a
producdo de coquetéis com altos titulos enzimagcosm melhor desempenho na hidrélise
de bagaco de cana-de-acucar para a producdo d@ 2@nPara este fim, os impactos das
caracteristicas do material lignocelulésico induttars condicdes de cultivo e de parametros

de operacéao de biorreatores na producéo de ceutarsen investigados.

1.2.2 Etapas do projeto

Com a finalidade de se atingir o objetivo geralprsente trabalho foi
subdividido nas seguintes etapas:

= Avaliar a influéncia do método de cultivo (submersonvencional ou
sequencial), do pré-tratamento do bagaco de careguEar por explosédo a
vapor e de seu tamanho de particula na produc@&eldiases poAspergillus
niger em cultivos realizados em frascos agitados;

= Avaliar a influéncia do método de cultivo: fermeg@a submersa convencional
(FSm) ou fermentagcao sequencial (FSeq), em cultdrosbiorreator tanque
agitado de 4,0 L utilizando-se bagaco de camanatura de diametro de
particulade 1 a 2 mm;

= Avaliar a influéncia do pré-tratamento do bagaco cdma-de-acicar em
cultivos em biorreator utilizando bagaco de canaaglearin natura(BIn) ou
pré-tratado por exploséo a vapor (BEx) de diamagrparticula de 1 a 2 mm;

= Avaliar o efeito da frequéncia de agitacdo (40008 Wpm) na producao de
enzimas celuloliticas em cultivos em biorreatodiagthdo BIn e BEx de
didametro de particulade 1 a 2 mm;

= Avaliar a influéncia do controle de pH na produgko celulases durante os
cultivos em biorreator;

= Selecionar o melhor diametro de particula do bagBgc@ana-de-agcucar em
cultivos em biorreator, avaliando-se diametros detiqula (Dp, em mm):
Dp<0,5; 0,5Dp<1 e KDp=<2;

= Avaliar a influéncia do tipo de impelidor na prodogde enzimas celuloliticas,



em cultivos em biorreator com impelidores do tipobina de Rushton
(escoamento radial) e do tipo orelha de elefanteEtphant Earcom
escoamento ascendente (escoamento misto);

Estender a aplicacdo do novo método de fermentegficencial (FSeq) para a
producdo de celulases utilizando-se diversos ftij@osesiduos agroindustriais
(farelo de trigo, farelo de soja, bagaco de canaatura e pré-tratado por
explosdo a vapor) em cultivos em frascos agitaglesia aplicacdo na hidrolise
enzimatica de bagago de cana-de-agucar;

Estender a aplicacdo do novo método de fermentagficencial (FSeq) para a
producdo de celulases por diferentes linhagensudgog filamentosos em
cultivos utilizando bagaco de cana-de-acUcar @tado por explosdo a vapor
e por tratamento hidrotérmictiquid hot water LHW) em cultivos em frascos
agitados, e sua aplicacao na hidrolise enzimatcbagiaco de cana-de-acucar
(projeto de estagio no exterior);

Aplicacdo dos extratos enziméticos produzidos moméntacdo submersa
convencional (FSm) ou por fermentacdo sequenci@edl na hidrolise de
bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado seguidanpoerfeacéo alcoodlica para a

producéo de etanol de segunda geracéo.



1.3  Estrutura do trabalho
A presente tese esté dividida em 8 capitulos, ersab

= Capitulo 1. Apresenta antroducéo, justificativa e objetivo do trabalho.

= Capitulo 2. Apresenta uma revisao bibliografica dos assuniasiomados a
producdo de enzimas (hemi)celuloliticas, os sutostiatipos de biorreatores utilizados nestes
bioprocessos, hidrolise enzimatica de materiaisolglulésicos e fermentacado alcodlica para

a producéo de etanol celuldsico.

Na sequéncia, os capitulos foram divididos de acomn as etapas desenvolvidas a
fim de cumprir o objetivo geral do projeto de teSada capitulo inclui uma breve introducao
ao assunto abordado, também como os materiais @losée procedimentos experimentais

utilizados, seguidos pelos resultados e discusideada etapa do trabalho. Séo eles:

= Capitulo 3. Cultivos em biorreatores tipo tanque agitado pgpeoducao de
celulases a partir de bagaco de cana-de-acucaaosefias variaveis operacionais e do método

de cultivo

= Capitulo 4. Aplicacéo de diferentes residuos agroindustriaiproducao de

(hemi)celulases pdkspergillus nigempelo processo de fermentacdo sequencial
= Capitulo 5. Aplicacdo do método de fermentacdo sequencialgppraducéo
de celulases por diferentes linhagens de fungaséhtosos e aplicacdo na sacarificacdo de

bagaco de cana-de-acucar

» Capitulo 6. Producéo de etanol celulésico a partir de bagacoade-de-

acucar hidrolisado por coquetéis enzimaticos priokdszoor diferentes métodos de cultivo

= Capitulo 7. Conclusdes gerais

= Capitulo 8. Referéncias



Os resultados publicados em artigos em revisteexanths até o momento da

defesa foram incluidos na forma de apéndices:

= Apéndice A - Artigo "Three-phasic fermentation systems for enzyme
production with sugarcane bagasse in stirred taokesctors: Effects of operational
variables and cultivation method"

= Apéndice B - Artigo "Liquefaction of sugarcane bagasse for enzyme
production”



Capitulo 2

Revisao Bibliografica
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2.1  Contextualiza¢do do etanol celulésico

A necessidade de substituicdo dos combustiveigifdper fontes de energia
renovaveis, reduzir a dependéncia econdmica dosegpatom relacdo ao petréleo e a
preocupacdo de cumprimento das metas de reduc@midedo de gas carbdnico se refletem
na busca por combustiveis renovaveis e baratos) coatanol de segunda geragéo (Macrelli;
Galbe; Wallberg, 2014; Pandeyal, 2011).

O processo de producdo do de segunda geracaod@@janol celulésico, é
mais complexo que o processo convencional de p&odde etanol 1G, que € o etanol
produzido a partir da fermentacdo do caldo de camaentrado. A producdo do etanol 2G
ocorre através de uma série de etapas: pré-tratardermaterial lignoceluldsico, hidrolise,
fermentacdo e etapas de separacao e purificacét@ant®y no caso do etanol 2G a partir de
bagaco de cana-de-acUcar, apos o pré-tratamentatdial, a celulose contida no bagaco e
na palha da cana-de-acucar precisa ser primeiranoemyvertida a glicose através de uma
etapa de hidrélise enzimatica e entdo a glicosdia pode ser fermentada por leveduras
(Figura 2.1).

Figura 2.1 Modelo de processo integrado de producdte etanol de primeira e segunda geragao.

Bagago

Clarificagdo Evaporagdo

" lavagema

quente Leveduras

" lavagemdo

de Bagaco Microrganismo

Fragdo solida

Pré-tratamento

Sélido/Liquido

Fragdo liquida

! Residuos
rica em pentose

Sélidos

Microrganismo

Destilacdo

Caldeira Secagem

Etanol
1G+2G

Fonte: Modificado de: Macrelli, Galbe e Wallber§.12.
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O processo de sacarificacdo da celulose atravdsddélise enzimatica e a
fermentacdo da glicose em etanol podem ocorrerodeaf sequencial (Figura 2.1), ou
simultdnea, cujos processos sdo respectivamentemaesdos por sacarificacdo e
fermentacdo sequenciais (do inglés, SHF) e samagidp e fermentacdo simultaneas (do
inglés, SSF), sendo a levediBaccharomyces cerevisiaemicrorganismo mais comumente
utilizado para a producdo de etgmmdpaz de fermentar as hexoses presentes no hadimlis
celulésico (Sanchez; Cardona, 2008).

Atualmente, h4 um interesse crescente no desematd de cepas de
leveduras capazes de hidrolisar ndo somente asdgxmmo também as pentoses derivadas
da hidrdlise da xilana e, deste modo, se atingidireentos ainda maiores na producéao de
etanol 2G (Weberet al, 2010). Outras frentes de pesquisa também buseatiaraos
impactos de compostos toxicos a levedura oriundmsetapa de hidrolise do material
lignoceluldsico, como acidos fracos, componenteslieos, derivados furanicos (Sanchez;
Cardona, 2008) e de sais (Caséwpl, 2013).

A primeira usina de etanol celulésico em escalaeroral entrou em operagao
na lItalia, em 2013, como uma iniciativa do Gruposkloe Ghisolfi. Capaz de processar
materiais lignocelulésicos como palha de trigoadez e cana do reino, a estimativa € a de
producdo de 50 milhdes de litros de etanol 2G par @ovozymes, 2013). Nos Estados
Unidos, usinas tém sido construidas direcionadasipalmente ao processamento da palha
de milho. No Brasil, onde a producdo de etanol ritegira geracéo (1G) é aclamada como
sendo a de menor custo de producdo do mundo, iaag#ib do bagaco de cana para a
producdo de etanol 2G é vista como uma alterngtreanissora para a producdo de um
bioetanol com ainda menores impactos ambientaigicipalmente se integrado as ja
existentes usinas de etanol 1G (Macrelli; Mogenganchi, 2012).

A primeira usina brasileira para a producdo deata® foi inaugurada pela
GranBio em 2014 em Sao Miguel dos Campos, AL, cetimativa de producdo de 74
milhdes de etanol por ano. A planta utiliza a téogia de pré-tratamento da industria italiana
Beta-Renewables, enzimas fornecidas pela NovozyDiesmarca) e leveduras fornecidas
pela DSM (Holanda) e € capaz de colher, estocaroeepsar até 400 mil toneladas de
biomassa por ano (Lane, 2014).

Apesar da producédo comercial do etanol 2G ja sex regalidade, a reducao
dos custos do processo de producdo e o aumentiicd@a ainda sdo necessarios para a
expanséo deste produto em escala comercial no doedeaforma competitiva. Neste sentido,

a obtencdo de enzimas de menor custo e maior refigiéna hidrélise de materiais
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lignoceluldsicos a acucares simples € um pontoech@ara a viabilizacdo econémica do
etanol 2G. Por este motivo, o desenvolvimento dprbcessos para a producao de celulases
tem recebido crescente interesse por parte deosetrpesquisa e industrias (Chandel, 2012;
De Souzeet al, 2011).

2.2  Enzimas (hemi)celuloliticas e hidrolise de materiailignocelulésicos

De acordo com o modelo classico de hidrélise ertméde materiais
lignocelulésicos, as principais enzimas que atuansga degradacdo podem ser divididas em
dois grupos: celulases e hemicelulases. Outrasnaszichamadas de enzimas acessorias,
auxiliam indiretamente a conversdo de hidrolisecdlose a medida em que atuam na
degradacdo dos demais componentes da parede celufaentando a acessibilidade das
enzimas a fibra celulésica. S&o elas: monooxigenapectinases, lacases, manganés
peroxidase, entre outras (Hoehal, 2012; Van Dyk e Pletschke, 2012; Znameroski; §las
2013).

2.2.1 Celulases

As celulases, por atuarem diretamente na degradégsi@olissacarideos de
celulose, liberando oligossacarideos e mondmeroglidese, sdo as principais enzimas
necessarias no processo de producao do etanol 2@&£#l classes principais de celulases:
endoglucanase (endo-1p4D-glucanase, EG, EC 3.2.1.4); celobiohidrolasexaglucanase
(exo-1, 4B-D-glucanase, CBH, EC 3.2.1.91)Beglicosidase (1, $-D-glicosidase, BG, EC
3.2.1.21)(Hornet al, 2012; Singhaniat al, 2010; Zhang; Himmel; Mielenz, 2006).

A forma de atuacdo destas enzimas € apresentaBigura 2.2: enquanto as
enzimas endoglucanases clivam as ligagcoes inteenasnorfas da cadeia de celulose,
liberando oligossacarideos de diversos graus den@adtacdo, as exoglucanases (CBH1 e
CBH2) atuam nos terminais redutores e nao-reduttaesadeia de celulose, liberando assim
oligossacarideos e celobiose, que € hidrolisadia@sg pela acdo da enziralicosidase.

As celulases produzidas por fungos filamentososgeral, tém pH 6timo na
faixa acida (entre 4,0 e 5,0) e temperatura 6timaeet7 e 61 °C (Castro, 2006). Seu
desempenho durante a hidrolise de substratos cragpEomo a lignocelulose pode sofrer
influéncia de muitos fatores, entre eles a estidik enzimatica, a sinergia entre as diferentes

enzimas contidas no complexo enzimatico, o estadogae a enzima se encontra e a
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composicao do substrato a ser hidrolisado (Heirerebhal, 2009).

E importante ressaltar ainda, que estas enzimampsdfrer inibicdo pelo seu
produto, como demonstrado na Figura 2.3. Deste maglendoglucanases e exoglucanases
sofrem inibicdo pela presenca de glicose e celebi@squanto 8-glicosidase é inibida pela
presenca de glicose.

Figura 2.2 Novo modelo de atuacdo de enzimas na dedacdo da celuloseAbreviacdes: EG,
endoglucanase; CBH, celobiohidrolase; CDH, celabbshidrogenase; CBM, madulo de ligagdo de
carboidrato; GH61, monooxigenases liticas de padersdeos.

Beta-glicosidase

<o O O~0c
OO0 . Doador ndo enzimético ou CDH
00" 0-0~ 00
00

Fonte: Adaptado de Horn et al, 2012.
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Figura 2.3 Inibicdo das celulases: principais rotasinéticas e interacdo na relacdo de formacéao
de produto. Abreviagbes: EG, endoglucanase; CBH, celobiohidmlgG, B-glicosidase. (a)
principais reagdes (1,2), (b) inibigdo por glic¢3gt), (c) inibicdo por celobiose (5), (d) inibicgelo
substrato (6,7), (e) transglicosilacao (8,9).

...................................

CBH+EG

CELULOSE |:(> CELOB|05E:> GLICOSE

CELULOSE C———» CELOBIOSE |:> GLICOSE

! CBH+EG
st . +
BG+glicose
CELOBIOSE I:> GLICOSE  --------= > OLIGOSSACARIDEOS
8 4
, BG + glicose

Fonte: Adaptado de Andrat al, 2010.

2.2.2 Xilanases

As xilanases (EC 3.2.1.8) sdao as principais enzimesponsaveis pela
degradacdo da xilana, o principal constituinte danibelulose e um dos principais
componentes da parede celular vegetal, sendo ondegpolimero mais abundante na
natureza depois da celulose. Assim como as cefjlasexilanases podem ser produzidas por
uma variedade de microrganismos e sob diferentedigies de cultivo (Pandet al, 2011,
Polizeliet al, 2005).

Apesar de varias enzimas estarem relacionadas ralibéd da xilana, as
principais enzimas envolvidas sdo a endoxilanasgofd,48-xilanase) e #-xilosidase f-d-
xilohidrolase). Devido a heterogeneidade da hemliogg, outras enzimas também participam
de sua degradacdo, comwi-arabinofuranosidasey-glucuronidase, carboidrato esterases
(acetil-xilano-esterase, glucuronil esterase elddrasterase) e carboidrato liases (Sweeney e
Xu, 2012).

A endo$-xilanase atua nas ligacbes internas da cadei@ipainde xilana,
sobre as ligacdes entre residuos de xilose, ermagixilosidase libera xilose a partir de
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xilobiose e de oligossacarideos. Estas enzimascs@mumente chamadas de enzimas
acessorias no processo de hidrolise enzimaticaaderiais lignoceluldsicos para a producéo
de etanol, a medida em que a remocao da hemicelglos envolve as fibras da celulose
facilita o acesso das enzimas celulasicas ao sestrato (Haltrichet al, 1996; Meyer;
Rosgaard; Sorensen, 2009; Pereal, 2002).

A presenca de xilanases no coquetel enzimaticaséuhdamental, portanto,
para um maior desempenho da hidrélise enzimaticaateriais lignoceluldsicos (De Souza
et al, 2011). A maioria das xilanases produzidas pogdsrfilamentosos apresenta pH entre
4,0 e 7,0, e temperatura 6tima em torno de 50 8Gz@hi et al, 2005).

2.3  Producéo de celulases e xilanases

O principal entrave para a producéo industrialtdn@ 2G esta relacionado ao
seu alto custo de producéo, decorrente principabnda alto custo da etapa de hidrolise
enzimatica dos materiais lignocelulésicos. Nestgpat o alto custo das enzimas celulases,
associado as altas cargas enzimaticas necessanaeaesso, tem um alto impacto no custo
total do processo (Wyman, 2007). Portanto, o dedeinvento de estratégias para melhoria
dos bioprocessos de producdo de celulases é edspaca a obtencdo de complexos
enzimaticos mais concentrados e de maior desemperzhohidrolise de materiais
lignocelulésicos.

A producdo de celulases e xilanases é realizada npicrorganismos,
principalmente por fungos filamentosos, na preselecam substrato indutor. Deste modo, os
coquetéis enzimaticos produzidos terdo caractasstlistintas de acordo com as condi¢cfes
de cultivo empregadas, o microrganismo produt®) sbstrato(s) indutor(es) e o biorreator
utilizado.

Atualmente, as pesquisas visando o desenvolvindanfiwoducédo de celulases
compreendem as seguintes linhas (Yoon, Ngoh e G0d3):

= Selec¢do do substrato mais adequado;

= Selecédo das condi¢cbes operacionais mais adequadas;
» Modificacdo genética das linhagens fungicas;

= Utilizacdo de co-cultura de fungos;

= Implementacdo de melhorias na configuracédo dosdatmres utilizados.
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2.3.1 Fungos filamentosos produtores de (hemi)celulases

As celulases sdo enzimas que podem ser induzidasaetérias aerébias e
anaerobias, actinomicetos e fungos. A grande naadas bactérias, no entanto, ndo é capaz
de degradar a parede celular vegetal, pois a es§weade enzimas é incompleta. Os fungos
filamentosos, por sua vez, sdo capazes de expmessaistema completo, contendo as trés
classes de celulases (endoglucanases, exoglucamagkglicosidases) em diferentes
proporcdes e, portanto, sdo 0s microrganismos utgizados para a producao de celulases
(Pandeyet al, 2011).

Os fungos sdo organismos heterotréficos, que sendelyem na forma de
hifas, cujo conjunto constitui o0 micélio, o qualaem todas as funcbes vegetativas do fungo,
inclusive na liberacdo de enzimas-chave para adliédr de materiais lignocelulésicos
(Esposito; Azevedo, 2010). Estes fungos se repmduatravés de esporos e tém a
capacidade de crescer na auséncia de agua livqae ossibilita sua aplicagdo tanto em
cultivos sélidos ou submersos, utilizando resicagr®industriais. Um esquema de um fungo
filamentoso se desenvolvendo na superficie de wstisio solido é apresentado na Figura
2.4,

Figura 2.4 Crescimento doAspergillus niger no bagaco pré-tratado por explosao a vapor (BEX).
Conidios deA. nigerapos crescimento por 24 horas em meio de batetadaexstrato de levedura e
suplementado com 0,5% de bagaco pré-tratado pdosé@a vapor como fonte de carbono. (A)
Fragmentos de bagaco pré-tratado por explosdo ar (BfEx) corados com azul de toluidina sem
inoculacdo (painel da esquerda) e inoculado omiger e cultivado por 24 h a 30 °C (painel da
direita). (B) Aumento do BEx inoculado cofn nigere cultivado por 24 h a 30 °C. Barras = 20 um.

Fonte: De Souzat al, 2011.
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Os fungos filamentosos mais estudados e aplicauthsstrialmente para a
producdo de celulases sdo os do géneénchodermae Aspergillus Os estudos de
mapeamento genético identificaram 14.600 e 9.12fg@as linhagens d& nigere T.
reesej respectivamente, dos quais cerca de 200 e 1&saypam atividade relacionada a
degradacdo de substratos complexos, como a cellwgpianto o fungo filamentosb.
reeseise destaca pela alta expressdo de endoglucanaseniger se destaca por uma
expressao mais alta @eglicosidase, enzima também fundamental para utaacahverséo
final de hidrolise enzimética, e maior versatilidath producédo de enzimas acessoérias como
esterases e xilanases (De Soetzal, 2011).

Além destes, outros fungos filamentosos sdo capdeegroduzir celulases
como, por exemplo, os dos géneRmnicilium, Fusariune PhanerochaetéHowardet al,
2003; Pandet al, 2011), sendo que somente no periodo de 1950 & @0@ colecdo de
mais de 14.000 linhagens de fungos ja havia sisiada como produtoras de enzimas

celuloliticas.

2.3.2 Substratos para a producéo de (hemi)celulases

O substrato empregado industrialmente para a ilnddgacelulases pof.
reeseié a lactose, por ser o Unico substrato economit@nwavel atualmente em processos
em larga escala (Singhang al, 2010). Pesquisas utilizando outros substratoseooais
como preparados de celulose microcristalina oulean$ tém sido frequentemente reportada
(Adsul et al, 2007; Ahamed e Vermette, 2010; Singhaatial, 2010; Soni; Nazir; Chadha,
2010).

Uma alternativa para redugéo de custos no proasgooducédo de enzimas
(hemi)celuloliticas € a utilizacdo de materiaisntigelulésicos como fonte de carbono
indutora, uma vez que os residuos agroindustriéis abundantes e disponiveis, além da
possibilidade de economia de custos relativos@geste descarte destes materiais (Bensaid,
Conti e Fino, 2012; Kovagast al, 2009; Lavensoet al, 2012).

Em cultivos em que sao aplicados materiais ligndésicos como substrato,
faz-se necessario o conhecimento das caractesisfidenicas e fisicas dos mesmos. Fatores
como composicao, tamanho de particula, umidade gopldm ser determinantes na fisiologia
de crescimento dos microrganismos ao usar este&giasatomo fonte de carbono e suporte

para seu crescimento (Membrib al, 2008; Pandey, 1999; Papagiaanal, 2004).
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Estrutura dos materiais lignocelulésicos

Os materiais lignocelulosicos sao estruturas beestmplexas, formadas por
trés fracbes principais denominadas: celulose, ¢eoiose e lignina. De um modo geral, os
materiais lignoceluldsicos contém, aproximadamedte50 % de celulose, 20-40 % de
hemicelulose e 20-30 % de lignina (Chandrtaal, 2007). Este substrato é de dificil
degradacédo devido a recalcitrancia de seus compmera sua inacessibilidade (Hetral,
2012).

A celulose é o principal constituinte da paredeuleel vegetal, conferindo
suporte a planta. A celulose € um homopolimerolidesg, cujas moléculas séo unidas por
ligacdesp-(1,4) glicosidicas e cuja unidade de repeticadaél@biose (dimero de glicose). A
fibra de celulose se agrega na forma de microfibrisendo que cada uma pode ter de 100 a
até 10.000 unidades de glicose e é cristalina@iwsl, o que dificulta sua degradacdo. A
fibra de celulose contém regides mais ordenadasmnii@adas regides cristalinas, e menos
ordenadas, denominadas regibes amorfas (eloah, 2012).

A hemicelulose é um heteropolimero de diversos Q@@ polimerizacgéo,
formada por uma cadeia principal de D-xilose, lagadnoléculas de-manose, D-glicose, L-
arabinose, D-galactose, acido glucénico e acidacgaidnico. Esta composicéo varia de uma
planta para outra e a hemicelulose € nomeada deécacom a proporcao de agucares em sua
composicdo. Por serem aesiduos agricolasicos em xilose, axilana é a principal
hemicelulose nestes materidiolizeli et al, 2005). As hemiceluloses geralmente sdo mais
faceis de degradar do que as celuloses devidoar faailidade de remocéao de seus terminais
ramificados, que se solubilizam a relativamentedsmtemperaturas (150-180 °C) (Hendriks;
Zeeman, 2009).

A lignina é o terceiro componente da biomassa watgehis abundante na
natureza. E um composto aromatico constituido p& tomponentes principais: alcool
coniferil, alcool sinapil e alcool p-coumaril. Deai a grande recalcitrancia e resisténcia da
lignina, a mesma ¢é rigida e hidrofobica, resisteateataque microbiano e ao estresse
oxidativo (Agboret al, 2011; Hendriks e Zeeman, 2009). Por isso, naathdalmente um
processo simples para degradacdo enzimatica dandigmesmo havendo relatos de
degradacdo microbiana de compostos aromaticos amrgue compdem a lignina (Fuchs,

Boll e Heider, 2011; Horet al, 2012).

Pré-tratamentos fisico-quimicos da lignocelulose

A fim de se remover a camada de hemicelulose-lgggure envolve a celulose



19

e facilitar o acesso as suas fibras, uma etapaé&ggtamento do material lignocelulésico é
necessaria (Dieret al, 2008; Mosieret al, 2005a). Tratamentos termoquimicos como a
explosdo a vapor, com ou sem a adicdo de acidaddjlisdo capazes de aumentar a
porosidade da lignocelulose e aumentar a acessifidi a celulose. Portanto, inicialmente o
materialin naturapode ser submetido a um tratamento mecéanico paadugdo do tamanho
de particula e apods isso ser submetido a uma auadapas de aquecimento e imersdo em um
catalisador, o qual pode ser acido, basico ou aému agua em altas temperaturas
(Pimenova; Hanley, 2004).

No caso dos pré-tratamentos na auséncia de umsadt@, como o pré-
tratamento por explosdo a vapor e o pré-tratamidiotérmico utilizando agua quente (do
inglés LHW- liquid hot wateyr a prépria agua e acido acético liberados do maater
lignocelulésico sdo capazes de solubilizar a hdolmse em oligbmeros ou polimeros de
hemicelulose (Alleret al, 2001; Dieret al, 2006; Mosieet al, 2005b).

O pré-tratamento por explosdo a vapor é a técnma nsada e aplicada na
industria sucroalcooleira. No Brasil, esta técrécmuito utilizada para o pré-tratamento do
bagaco de cana-de-acUcar devido ao baixo custossabdidade de utilizagdo da agua como
catalisador e compatibilidade com as usinas de-dersgucar. No pré-tratamento por
explosdo a vapor a biomassa € exposta a alta press@ o vapor saturado a 160-240 °C e
pressdes de 0,7 a 4,8 MPa. Apds alguns segundosmbadespressurizagdo rapida (ou
“‘explosédo”) e resfriamento. Estes minutos sdo muftes para a solubilizacdo da
hemicelulose no meio liquido, enquanto a lignin@aé@sformada pela alta temperatura. As
desvantagens deste pré-tratamento sdo a possivatidedo da hemicelulose e a formacéao de
compostos inibidores a fermentacdo e a destruigiolighina, com possibilidade de
complexacédo e reducdo da digestibilidade. Por issitas vezes a lavagem do hidrolisado
apos o pré-tratamento se torna necessaria (Aghadr 2011; Laseet al, 2002; Mosieret al.
2005b).

O pré-tratamento hidrotérmico com agua quente (LiKd@/ilifere da explosao
a vapor pois neste caso a agua é mantida no dégaitto e sob temperaturas mais baixas
entre 180-190 °C. Durante o pré-tratamento a hénhise € solubilizada, mas ha menor risco
de degradacdo do que durante a explosdo a vapatodas temperaturas mais amenas,
havendo maior formacao de poli e oligossacarideependendo do grau de severidade deste
pré-tratamento, a lignina pode ser parcialmenteovéta e o controle do pH entre 4 e 7
auxilia a prevencdo da formacdo de mondomeros e ssiequente degradacdo. A

desvantagem deste processo € a alta diluicdo dmswras removidos e maior consumo de
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agua (Agboet al, 2011; Kimet al, 2014; Mosieet al, 2005b).

2.3.3 Meétodos de cultivo convencionais para a producédo dbeemi)celulases

Os fungos filamentosos sé&o capazes de se deseneolvéanto em cultivos
realizados em meio nutriente liquido (fermentag#fonreersa — FSm) quanto na auséncia de
agua livre (fermentacéo no estado solido — FES).

Cada método de cultivo possui suas vantagens emtegens de acordo com o
produto de interesse em cada bioprocesso. No en&imnportante ressaltar que a fisiologia
dos fungos filamentosos em cada método de cultiifeéente: algumas enzimas e substratos
secundarios sdo produzidos em diferentes concéesagm FSm e FES; algumas enzimas
apresentam diferentes caracteristicas relacionadasassa molar, parametros cinéticos e
condi¢des oOtimas. Além disso, algumas linhagengi¢as podem produzir um determinado
metabdlito em um método de fermentacédo, mas namuenm (Barrios-Gonzalez, 2012).

O método de fermentacao no estado solido (FESarseteriza pela auséncia
de &gua livre. Neste caso, a umidade do substramn#&olada. A fermentacdo no estado
sélido apresenta a vantagem de proporcionar acoffitgnentoso um ambiente similar ao
seu habitat natural. Este método de cultivo pdgsibainda a utilizacdo de residuos
agroindustriais como suporte ao seu crescimentmr® substrato indutor. Deste modo, um
filme de micélio cobre a superficie do substrataede, a partir dai, hifas do fungo penetram
0os poros do substrato sdélido (hifas penetrativasuteas hifas crescem também na parte
externa a superficie do substrato (hifas aéreas)pamostra a Figura 2.5 (Holker e Lenz,
2005).
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Figura 2.5 Esquema do processo em micro-escala qaeorre durante a fermentacdo no estado
sélido (FES).
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Fonte: Adaptado de Holker e Lenz, 2005.

As principais vantagens da fermentacdo no estatldos8do complexos
enzimaticos mais concentrados e menores gastadaas de separacao e purificacdo devido
ao baixo teor de agua. No entanto, as desvantaigsie método incluem gradientes de
nutrientes, pH, umidade e temperatura no interms ckatores durante os cultivos. Além
disso, ha pouco conhecimento sobre a fisiologiafdiegos e outros microrganismos quando
se desenvolvem em substratos solidos (Barrios-Gemz&012; Pandeyet al, 1999;
Singhanieet al, 2010).

A fermentacdo submersa (FSm) € aquela em que ongéerismo € inoculado
diretamente em meio nutriente liquido. No casofdogos filamentosos, a fermentacao para
a producdo de enzimas pode se iniciar tanto pedauiacdo de esporos quanto pela
inoculacao de micélios desenvolvidos numa etagaéleultivo. Este tipo de fermentacéo é o
empregado industrialmente para a producdo de sehkjlaendo a principal vantagem deste
meétodo de cultivo o conhecimento consolidado dalfigia dos fungos filamentosos e de
reatores desenvolvidos para operar em cultivos stgog, tornando mais facil a operacéo e
monitoramento deste tipo de cultivo (Singhagtial, 2010).

A producgdo industrial de celulases é realizadaizatido-se substratos

indutores comerciais, principalmente lactose ertivad com o fungdl. reesei No entanto,
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outros substratos vem sendo amplamente reportadiemmatura com aplicacdo na producéo
de celulases, como a celulose cristalina, em flectasnbém a celulose presente em residuos
agroindustriais (Chandet al, 2012; Singhaniat al, 2010).

Enquanto na fermentagdo no estado solido o desemesito dos fungos
geralmente se limita as interagdes com a matriddagdkem cultivos submersos o fungo
filamentoso esta submetido a uma maior variacaforas hidrodinamicas, promovida pela
agitagcdo e aeragdo dos biorreatores. Deste modooiologia de crescimento do
microrganismo em FSm pode variar desde a formagamidélios dispersos, aglomerados
densos de hifas ou formacdo de pellets (Cwthal, 2012a,b; Papagianni; Nokes; Filer,
2001).

De acordo com o fungo filamentoso e do produtontErésse em cada cultivo,
as condicOes de cultivo podem ser manipuladas qgfaracer a morfologia desejada para o
fungo filamentoso e a obtencdo de maiores rendmsedb processo. Entre os fatores
investigados que impactam a morfologia de cultimoomtram-se o pH, nutrientes, agitacéo,
aeracdo e o modo de preparo do indculo (Cox; Pdwdmas, 1998; Cunhat al, 2012a;
Domingueset al, 2000; Papagianni, 2004).

2.3.4 Meétodo de fermentacédo sequencial (FSeq)

Este método de cultivo foi recentemente desenwvolddm o intuito de
combinar as vantagens dos métodos de fermentacéstado solido e submersa. O método
se caracteriza por uma primeira etapa de pré-outtovestado solido, seguido pela adicdo de
meio liquido. Apds o tempo de preé-cultivo, todo @ioné transferido para um cultivo
submerso para a producdo de enzimas utilizanddu@siagroindustriais como fonte de
carbono e inducdo (Cunled al, 2012a,b). O método de cultivo sequencial é aptade em
etapas na Figura 2.6.

O pré-cultivo, etapa diferencial do método sequarin comparacdo com o
método convencional de fermentacdo submersa,apa de grande impacto na produtividade
de bioprocessos com fungos filamentosos. As coadig@ germinacéo dos esporos resultam
em morfologia de crescimento especificas, impactand expressdo de metabdlitos
secundarios (Bizukojc e Ledakowicz, 2006). No cak fermentacdo sequencial, a
germinacao do fungo filamentoso desde a etapaae@culo utilizando o bagaco de cana-

de-acucar como unica fonte de carbono e indutade davorecer a producdo de enzimas



23

direcionadas a hidrolise deste substrato duraritie@siem frascos agitados ou biorreatores.

Figura 2.6 Fluxograma do procedimento do método diermentacao sequencial.
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Fonte: Adaptado de Cunha, 2012.

Em pesquisas anteriores, cultivos desenvolvidosfenmentacdo submersa
tanto em frascos agitados quanto em biorreatorepdocoluna de bolhas resultaram em
morfologia de crescimento na forma de pellets befinidlos. Quando realizados nas mesmas
condi¢bes de cultivos em fermentacdo sequenciauliisos resultaram em uma morfologia
de crescimento do fungA. niger A12 na forma de filamentos dispersos (Curgtaal,
2012a,b). Este mesmo padrdo também foi observadmkivos com linhagens de reesee
T. harzianum(Florencioet al., 2015) Em ambos os estudos, a morfologia de crescimento
dispersa do fungo filamentoso pelo método de aul#Beq favoreceu o crescimento do
microrganismo em contato com o material lignoceigid indutor em comparagdo com 0s
cultivos em que o fungo cresceu na forma de pe#etsonsequentemente, houve maior
producdo enzimatica.

O método de cultivo sequencial tem sido bem recelpela comunidade
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académica, o que pode ser confirmado através dastes publicacdes e citacbes no curto
espaco de tempo desde que o método foi desenvotvidovos projetos de mestrado e
doutorado iniciados abordando o tema. Devido asglteglos promissores atingidos com o
método de fermentacdo sequencial em projetos argeyina presente tese o mesmo foi
avaliado utilizando diferentes residuos agroindaistir linhagens de microrganismos e

biorreator.

2.3.5 Tipos de biorreatores

As condicbes de operacdo de biorreatores tém unactmpsignificante na
fisiologia de crescimento dos fungos filamentososoasequentemente, nos rendimentos dos
processos de producgéo de enzimas. Uma vez quayo fande a formar biofilmes e crescer
aderido em superficies sélidas, a producdo de eszem fermentacdo submersa deve ser
realizada com o monitoramento da morfologia decomento do fungo filamentoso, a qual
pode ser diferente de acordo com o meio nutrietdeneém das condic¢des fisico-quimicas de
operacdo dos biorreatores (Ahamed e Vermette, 28@%ghaniaet al, 2010; Villena;
Gutierrez-Correa, 2007).

Em fermentacdo submersa, a morfologia de crescomimfungo filamentoso
na forma de filamentos livres resulta em uma aitzosidade do caldo de cultivo, com
consequente dificuldade de homogeneizacdo do cudtidificuldade de transferéncias de
massa e calor. O crescimento na forma de pelletalngente resulta em uma menor
viscosidade do meio de cultivo e maior facilidadeaperacdo mas, no entanto, em menor
contato entre o fungo e o substrato indutor insgl{®ominguest al, 2000). Portanto, uma
condicdo 6tima entre as varidveis operacionais ideelatores e a morfologia do fungo
utilizado deve ser encontrada.

Ha estudos limitados compreendendo projetos deresapara fermentacdo no
estado solido e, por esta razdo, na maioria dapi@s em FES os cultivos para a producéo
de celulases sao realizados em frascos ErlenmEypas de reatores utilizados em escala de
laboratério para a producéo de celulases compreeiiderand, 2003; Yoon; Ngoh; Chua,
2013):

a) Leito fixo;

b) Leito fluidizado (gas-sélido);

C) Tambor rotativo e
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d) Reator estatico (bandejas).

Os biorreatores para a producéo de enzimas emrtgd® submersa podem
ser classificados em tipo convencional (biorretipar tanque agitado e aerado - BTA), e ndo-
convencionais pneumaticos (tipolift ou coluna de bolhas — BCB).

Os biorreatores pneumaticos vém sendo aplicadpsodaicdo de celulases em
escala de laboratério, em pesquisas aplicando siveluresiduos agroindustriais como
substrato indutor a producéo de celulases e xésn@unheet al, 2012b; Kim; Kang; Lee,
1997; Michelin et al, 2013; Siedenberget al, 1997). As vantagens dos biorreatores
pneumaticos incluem facilidade de construcdo, @@er& manutencao, devido a auséncia de
um selo mecanico, além de apresentarem um baisuounde poténcia e altas velocidades
de transferéncia de oxigénio (Cerri; Badino, 2009; Al-Dahhan, 2008). No entanto, a
principal desvantagem dos biorreatores pneumafiap§ato de que tanto a agitacdo quanto a
aeracdo sao promovidos pela injecdo de ar norreafgortanto, estes sistemas sao menos
versateis que 0s biorreatores convencionais tipgui agitado e aerado (Fontana; Polidoro;
Da Silveira, 2009).

Os biorreatores tipo tanque agitado e aerado (BBA)amplamente utilizados
na industria para a producdo de celulases. A pahorantagem destes biorreatores é a
versatilidade de operacao e a facilidade de can&omonitoramento dos cultivos, que sao
bem desenvolvidos. A desvantagem deste sisterradté demanda de energia requerida para
manter a homogeneidade dos caldos de cultivo (Hbetaal, 2003).

2.3.6 Variaveis operacionais de cultivos em biorreatores

Em cultivos submersos, a manutengdo de niveis adegule oxigenag¢do no
caldo cultivo para suprir o crescimento do micraigao € um fator determinante. Em
cultivos com fungos filamentosos que envolvem caldi® cultivo altamente viscosos, tanto a
agitacdo quanto a aeracdo em biorreatores tipau¢angitado podem ser manipuladas de
modo a se atingir a homogeneidade do caldo e atandiemanda de oxigénio requerida pelo
microrganismo.

A transferéncia de oxigénio nos cultivos pode saliada em termos do
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigé(ia), o qual é influenciado pela
geometria do biorreator e condi¢cdes de operacdas peopriedades fisicas do caldo de

cultivo e pelas caracteristicas do microrganisrde eutros solidos em suspenséo. O aumento
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da agitacao favorece a transferéncia de oxigérsobrmreatores, através do rompimento de
bolhas e consequente aumento das areas interfgéisiiquido e gas-solido. No entanto, o
aumento da agitacdo nos cultivos pode resultar Bas @aaxas de cisalhamento e no
rompimento dos filamentos de microrganismos (Buatde) 2013).

E importante ressaltar, portanto, a necessidasge deanipular a velocidade de
agitacao nos cultivos a fim de manter niveis déeaggo suficientemente altos para garantir a
homogeneidade e niveis adequados de transferéaaiaadsa durante os cultivos, evitando
também a formacdo de aglomerados celulares deNsosntanto, os niveis de agitacdo ndo
podem ser tdo altos a ponto de danificar a estwtelular do microrganismo em decorréncia
de alto cisalhamento. Além disso, 0 aumento daciddde de agitacdo pode resultar em
maior formacgéo de espuma (Ahamed e Vermette, 2010).

Outro parametro importante em biorreatores tipguanagitado e aerado € o
tipo de impelidor utilizado. Recentemente, Bustaima@erri e Badino (2013) demonstraram
o forte impacto do tipo de impelidor no perfil lvdinamico de biorreatores. Em cultivos com
a bactéria filamentos&treptomyces clavuligerusara a producdo de acido clavulanico,
Bustamante (2013) observou que o sistema de agitagiposto por dois impelidores do tipo
turbina de Rushton (TR) promoveu um ambiente masilhao microrganismo, resultando
em fragmentos celulares de hifas curtas, enquartopelidor tipo orelha de elefante de
escoamento ascendente (EEUP) resultou num credomantrolado do microrganismo.

O efeito da velocidade de agitacao na producacellases em cultivos com
substratos soluveis ou utilizando farelos de tegde milho tém sido estudado (Ahamed e
Vermette, 2010; Gerlach et al, 1998; Wang et al320Michelinet al (2013), em seu estudo
de comparagdo de biorreatores, avaliaram a inflaéda agitacdo em cultivos para a
producdo de xilanases pAr nigerem biorreatores agitados entre 300 e 400 rpmzaurtidlo
sabugo de milho de particulas menores que 1 mmm&ataram que a frequéncia de rotacéo
de 400 rpm foi a mais adequada. Siedenberg eBfljlavaliaram o efeito da agitacdo entre
300 e 750 rpm na producdo de xilanases Aoawamoriutilizando farelo de trigo como
substrato com particulas entre 1 e 2 mm e entré nen. Foi possivel observar uma maior
producdo de xilanases a 300 rpm com particulasad#of de trigo maiores, que melhor
protegeram o fungo filamentoso do cisalhamento, uemque o fungo cresceu aderido a
superficie do substrato e no seu interior.

Cultivos em sistemas trifasicos utilizando baga@ ahna-de-acucar de
tamanho de particula até 2 mm séo apresentadosapdul® 3, onde a influéncia das

variaveis operacionais em cultivos em biorreatoqt agitado sera discutida.
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2.4 Anélise da revisdo da literatura

Apesar da existéncia de estudos que investigaragfedss da velocidade de agitacao
na producdo enzimatica, ndo foram encontrados @strelacionados com a producédo de
celulases a partir de bagaco de cana-de-acucaeqgam avaliado a interacdo entre o efeito
da agitacéo e as caracteristicas do material s@digoedida em que a literatura indica que em
cultivos utilizando materiais lignoceluldsicos cosubstrato o fungo filamentoso é capaz de
crescer aderido a superficie ou no interior do tsatus este estudo, assim como a avaliacéo
de diferentes tipos de impelidores na producdon&itzmia em cultivos utilizando residuos
agroindustriais, sdo relevantes para o desenvohtonge processos empregando diferentes
tipos de materiais lignoceluldsicos em biorreatores

Considera-se ainda de fundamental importancia bagéia do efeito do tamanho de
particula em cultivos trifadsicos em biorreatoresiauvez que tanto a homogeneidade dos
cultivos quanto a interacdo de inducdo fungo-satisstpodem ser impactados por esta
variavel.

Por ultimo, em virtude dos resultados promissoresdos em projetos anteriores
aplicando-se o método de fermentacdo sequencidi@nmeatores pneumaticos, considera-se
relevante a avaliacdo de desempenho destes cagapdinaticos na hidrélise enzimatica de
bagaco de cana-de-acucar, também como a aplicasé® método de cultivo em cultivos em
biorreator tipo tanque agitado e utilizando diféesrsubstratos agroindustriais e linhagens de

microrganismaos.
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Capitulo 3

Cultivos em biorreatores tipo tanque
agitado para a producao de celulases a
partir de bagaco de cana-de-acucar: efeitos
das variaveis operacionais e do método de
cultivo
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3.1 Introducao

Melhorias na producdo do etanol de segunda ger@@p demandam a
consideracao de aspectos ambientais e econdmetgndo a dependéncia aos combustiveis
fésseis e o0 reaproveitamento de residuos agromaiastym fator critico no desenvolvimento
de biorefinarias para a producdo de etanol 2G dtm @usto das celulases, enzimas
responsaveis pela degradacdo da celulose presestanateriais lignocelulosicos e que
representam uma parte significativa dos custodstata producdo do etanol 2G (Klein-
Marcuschameret al, 2012; Macrelli; Galbe; Wallberg, 2014). O desdwwnento de
bioprocessos mais eficientes &, portanto, necessariim de se superar esta limitacao
econdmica.

A composicao do material lignocelulésico favorecgua aplicagcdo como um
recurso renovavel para a producdo de biocombustiwednzimas. A biomassa vegetal &
principalmente composta por trés tipos de polimetekilose (35-50%), hemicelulose (15-
35%) e lignina (10-20%). As proporcdes relativasteracdo entres estas fracdes afetam a
recalcitrancia do material, assim como a sua agiicgpara diferentes propositos (Aglsbr
al.,, 2011; Limayem; Ricke, 2012; Van Dyk e PletschiZ§12). Quando materiais
lignocelulésicos sao utilizados como substratos @aiproducdo enzimética, uma etapa de
pré-tratamento aumenta a disponibilidade da cedul@ada tipo de pré-tratamento, no
entanto, apresenta suas vantagens e desvantages®. @ pré-tratamento por exploséo a
vapor é capaz de remover a hemicelulose da biomassando a celulose mais disponivel ao
ataque enzimatico e biologico. Este procedimendmnglamente utilizado para o bagaco de
cana-de-acucar, devido a ndo-necessidade de athg@gentes quimicos (exceto agua) e pelo
fato de que a demanda de energia € baixa e a daéénaompativel com o0s ja existentes
sistemas de biorefinarias (Agbet al, 2011; De Albuguerque Wanderlest al, 2013;
Wymanet al, 2011).

Muitos microrganismos sdo capazes de degradar tesiaig lignocelulésicos
através da producdo de complexos enzimaticos abmteelulases (celobiohidrolases,
endoglucanases @-glicosidases) e xilanases. Outras enzimas acass@io tambéem
produzidas, as quais podem aumentar a acessilglidadelulose e aumentar a hidrolise de
materiais lignocelulésicos. Sdo elas as monooxggnditicas de polissacarideos, lacases,
manganés peroxidase e lignina peroxidase, entrasoHornet al, 2012; Van Dyk e
Pletschke, 2012; Znameroski; Glass, 2013). Os mgarosmos mais amplamente estudados

sdo os fungos filamentosdgichodermasp. e Aspergillussp, os quais sdo capazes de
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secretar enzimas em niveis muito altos (De Setza 2011; Riest al, 2013).

As celulases e hemicelulases podem ser produzidasdpis tipos de
fermentacdo convencionais: a fermentacdo submega)(e a fermentacdo no estado sélido
(FES). O método de fermentacdo submersa tem sistdeanonitoramento e controle bem
desenvolvidos e aumento de escala relativamentglesmPor outro lado, a fermentacédo no
estado solido apresenta a vantagem de ofereceungo fiilamentoso um ambiente muito
proximo ao de seu habitat natural e uma interacdis proxima entre o microrganismo e o
substrato indutor, o que pode resultar em maioesslimentos de enzimas produzidas
(Barrios-Gonzalez, 2012; Rodriguez-Zunigiaal, 2013). Um novo método de fermentacéo
sequencial (FSeq) recentemente desenvolvido ponairal. (2012a) combina as vantagens
do cultivo no estado solido e submerso em um Uprocesso e pode ser potencialmente
utilizado para a producdo de celulases em culterasfrascos agitados e em biorreatores
pneumaticos.

Os biorreatores utilizados para a producdo subnuesanzimas podem ser
pneumaticamente agitados, como nos biorreatores tiplp coluna de bolhas, ou
mecanicamente agitados, como 0s biorreatoresaigue agitado e aerado (BTA) (Ahamed
e Vermette, 2010; Thomasi; Cerri; Badino, 2010bi@reator tipo tanque agitado e aerado é
0 mais amplamente utilizado para a producdo ddaselsi e, embora substratos comerciais
sejam mais frequentemente utilizados para a predags celulases, ha um aumento no
namero de pesquisas utilizando materiais lignoésiabs para a producdo de celulases e
hemicelulases em biorreatores (Cumhal, 2012b; Delabonat al, 2012a; Michelinet al,
2013).

O crescimento fungico sob diferentes condic6es antdis pode resultar em
diferencas na fisiologia e expressédo de enzimagnasomo na expressao de enzimas com
diferentes caracteristicas em termos de massa ,npaleimetros cinéticos e desempenho de
hidrolise (Barrios-Gonzalez, 2012; Papagianni; Nolkeler, 2001). A influéncia do tamanho
de particula do substrato para a producdo enzianétit fermentacdo no estado solido tem
sido reportada recentemente (Membr#ibal, 2008; Schmidt; Furlong, 2012). No entanto,
nao foram encontradas pesquisas até o presententmeespeito do efeito do tamanho de
particula do substrato solido quando empregado carhstrato indutor em biorreatores para
fermentacdo submersa.

Embora extensivas pesquisas sobre a producédo deasnxenham sendo
reportadas, investigacdes mais profundas sdo r@e@essabordando a influéncia de variaveis

operacionais como tamanho de particula de substsata@os, método de cultivo e condi¢cdes
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de agitacdo em cultivos em biorreatores tipo taragigado utilizando bagaco de cana-de-
acucar como substrato. Estes parametros sao deamtde importancia no projeto de
bioprocessos para a produgcdo de enzimas em lamgdaes\ fim de contribuir com o
desenvolvimento de engenharia de bioprocessos gpg@m@ducéo de celulases, o presente
trabalho investiga, portanto, a influéncia do meétoé cultivo (submerso ou sequencial), o
pré-tratamento do bagaco de cana-de-acglcar, o ledm particula, o controle de pH, a
frequéncia de agitacao e o tipo de impelidor napcéo de (hemi)celulases paspergillus
niger em biorreator tipo tanque agitado e aerado.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Substrato

O substrato indutor foi 0 bagaco de cana-de-acréagaco de cana natura(BIn)

foi fornecido pela Edra Ecossistemas (Ipeuna, Brasb bagaco pré-tratado por explosédo a
vapor (BEx) foi fornecido pelo Centro e Tecnolo@anavieira (CTC - Piracicaba, Brasil).
Ambas amostras foram originadas na mesma regi@stdoo de Sdo Paulo (Brasil) e o pré-
tratamento por explos&o a vapor foi conduzido al@7Ra e 205C por 20 min. As analises
composicionais foram realizadas previamente poriBoez-Zunigeet al.(2011) e por Cunha

et al. (2014), respectivamente. As composicfes quimicasadestras sdo apresentadas na
Tabela 3.1. As amostras de bagaco de cana-de-dgaaar moidas em moinho de facas e os
tamanhos de particula selecionados por peneiranmastdaixas de (descritas em termos de
didmetro caracteristico médigy:d}<0,5, 0,5dp<1,0, 1,&dx<2,0 e 2,8d:<2,4 mm.
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Tabela 3.1.Composicdo quimica do bagac¢o de cana-de-aguoaturae pré-tratado.

Bagaco de cana-de-acucar Bagaco de cana-de-agucar

in naturat explodido?

Hexoses (%) 46,6 71,2
Pentoses (%) 26,5 0,5
Lignina (%) 21,7 27,8

'Rodriguez-Zunigat al, 2011.2Cunhaet al, 2014.

3.2.2 Microrganismo

O agente das fermentacdes foi uma linhagem do fiilagoentoscAspergillus
niger (A. nigerAl2), da colecdo da EMBRAPA-CTAA (Rio de JaneiBoazil) (Couri; De
Farias, 1995). A linhagem foi mantida sob congela#mea -18°C e ativada em placas
contendo agar de batata por 7 dias 4@2As suspensdes de esporos foram preparadas pela
adicdo de 10 mL de Tween-80 (0,3% v/v) e as comagdes de esporos foram medidas

utilizando uma camara de Neubauer.

3.2.3 Meio nutriente

O meio de cultivo utilizado foi o0 meio descrito pdandels e Sternberg (1976)
e adaptado por Cunhet al. (2012a) contendo (em m/v): 0,14% de @)¥SQs, 0,20% de
KH2PQy, 0,03% de CaGl 0,02% de MgS@7H.O, 0,50% de peptona, 0,20% de extrato de
levedura, 0,03% de uréia, 0,10% de Tween 80, ahd%®,de solucdo salina (5 mg/L de
FeSQ.7H20, 1,6 mg/L de MnS®H20, 1,4 mg/L de ZnS©7H,O e 2,0 mg/L de Cog). A
adicdo de glicose aos meios liquidos de pré-culivmltivo teve como intuito proporcionar
efetiva germinacéo e crescimento fangico, senddmaepra fonte imediata de carbono para

seu desenvolvimento.
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3.2.4 Estratégias de planejamento experimental

Duas abordagens de delineamento experimental fooatuzidas a fim de se
investigar o efeito de diferentes variaveis openaais e condicbes ambientais na producéo
enzimatica: o planejamento estatistico fatorialgkgypela analise de variancia (ANOVA) e o
método de uma avaliagdo de uma variavel por vezirfdt&s: one-variable-at-a-time-
OVAT).

No primeiro grupo de experimentos, realizados eascins agitados, um
planejamento experimental fatoria? 2ompleto foi inicialmente utilizado para avalias o
efeitos do método de cultivo, tipo de bagaco de-aiacucarif natura Bin, ou pré-tratado
por explosdo a vapor, BEx) e o tamanho de partidolaubstrato na eficiéncia da producao
de endoglucanase. Para todas as condicfes osregptrs foram conduzidos em duplicatas.
Os valores e tipos de variaveis independentes<rdeais sao apresentados na Tabela 3.2. O
software estatistico Statistica (v. 7.0) foi empdag para analisar os dados experimentais,
utilizando-se a analise de variancia (ANOVA, 95%ehide confianca) e a construcdo de
graficos de Pareto para a identificacdo dos fatasgmificativos na producdo de
endoglucanase. Um conjunto de experimentos adisiondilizando particulas de
granulometrias intermediarias (8¢h<1,0 mm) e maiores (Z0p,<2,4 mm) foram também
incluidos nesta parte do estudo, a fim de se elu@mdefeito destas variaveis na producéo

enzimatica.

Tabela 3.2.Niveis das variaveis independentes utilizadas angymento fatorial®2

Niveis
Fatores (-1) (+1)
Tamanho de particula db<0,5 1,0< dh< 2,0
(mm)
Bagaco Bagaco de cana-de-acudar Bagaco de cana-de-agucar
9ag natura explodido
Método de cultivo Fermentagédo submersa Fermentacgéo sequencial

Onde: ¢= didmetro de particula.

Devido a complexidade de experimentos realizados bamreator tanque
agitado de 4 L de volume util, um conjunto de expentos-chave foi planejado utilizando a

abordagem OVAT a fim de se avaliar o efeito do métde cultivo, tipo de bagaco de cana-
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de-acucar, frequéncia de agitacdo, controle de pifapulometria dos soélidos durante os
cultivos. Apos este conjunto de experimentos enrdabores, um planejamento experimental
fatorial 2 foi realizado para se investigar o efeito do paéamento e da agitacdo na
producdo enzimatica. Os valores e tipos das vasidmdependentes sdo apresentadas na
Tabela 3.3. Os resultados foram analisados utdiazansoftware estatistico Statistica (v. 7.0)

como é descrito acima.

Tabela 3.3.Niveis das variaveis independentes utilizadas angymento fatorial?2

Niveis
Fator (-1) (+1)
Bagaco de cana-de-agudar Bagaco de cana-de-agucar
Bagago natura explodido
Agitacao (rpm) 400 700

3.2.5 Condicdes de Pré-cultivo

Procedimento de pré-cultivo os esporos deé\. niger foram inicialmente
ativados em meio PDAp(tato-dextrose-agarpor 5 dias. Apds completa esporulagdo, os
esporos foram ressuspendidos e inoculados nos nugogré-cultivo, os quais foram

preparados de forma diferenciada de acordo comtodméle cultivo desejado, FSm ou FSeq.

Pré-cultivo para fermentacdo sequencial (FSegho método de fermentagéo
sequencial, a primeira etapa de pré-cultivo folizada no estado sélido. Portanto, esporos
foram inoculados nas matérias-primas lignocelubssiescolhidas a fim de se atingir a
concentracéo final de esporos dé époros/g de meio sélido, em frascos Erlenmey&00e
mL. A umidade do indutor lignocelulésico foi ajuséaatravés da adicdo do meio nutriente
liqguido descrito na secdo 3.2.3, sem suplementegdoglicose, na propor¢ao de 12 mL de
meio nutriente a cada 5 g de meio soélido. Os fapesmaneceram incubados em condicdes
estéticas, em estufa a 32 °C por 24 h. Apos estedoe houve a transicdo dos pre-cultivos
para fermentacdo submersa através da adicdo dal2@@ meio nutriente liquido descrito na
secao 3.2.3, enriquecido com 30 g/L de glicose enpdil 6,0. Os frascos foram mantidos
em mesa incubadora rotativa a 200 rpm e 32°C por (@inhaet al, 2012a). Apds o tempo
de pré-cultivo, o inéculo foi transferido na prog@o de 10 % (v/v) para o meio de cultivo

para a producao enzimatica.
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Pré-cultivo para fermentacdo submersa (FSm)no método de fermentacao
convencional, o inoculo foi preparado diretamemtereeio liquido. Nesta etapa, 0os esporos
foram inoculados diretamente no meio nutrienteidigulescrito na secao 3.2.3, enriquecido
com 30 g/L de glicose e pH inicial 4,5, a fim deasiegir a concentracao final de esporos de
10" esporos/mL. Os pré-cultivos foram conduzidos easdos Erlenmeyer contendo 200 mL
de volume util, mantidos em mesa incubadora raatev 200 rpm e 32 °C por
aproximadamente 50 h, quando houve completa gegcéundos esporos. Apds o tempo de
pré-cultivo, o inéculo foi transferido na proporg@® 10 % (v/v) para o meio de cultivo para a

producdo enzimatica.

3.2.6  Cultivos em FSM e FSeq para producgdo enziméatica

A faixa de granulometria do substrato, tipo de hagde cana-de-acucan (
natura, BIn, ou pré-tratado por explosdo a vapor, BEg)reétodo de cultivo (FSm ou FSeq)
na producéo enzimatica foram inicialmente avaliagoscultivos em frascos tipo Erlenmeyer.
Estes resultados foram entdo validados em culBwodiorreator tipo tanque agitado (BTA),
no qual os efeitos de controle de pH e frequéneiagitacdo foram também avaliados. Todos
os experimentos foram conduzidos em duplicatasrarfacalculados como meédiatdesvio
padrao.

Os cultivos em frascos agitados foram conduzidodraatos Erlenmeyer de
500 ml, contendo 100 ml de volume util em mesabadoara rotativa a 200 rpm e 32 °C por
96 h. Amostras foram coletadas em intervalos db,ddtradas e centrifugadas a 11000 rpm
por 15 minutos a 4 °C. Os extratos foram analisadsn de se quantificar atividades
enziméatica de endoglucanase (CMCase), xilanasmeaentracdo de agucares redutores.

Em cultivos em biorreator, um biorreator tipo ta@agitado de 4 L (Bioflo
lIC, New Brunswick Scientific, USA) foi equipado modois impelidores do tipo Rushton
com 6 pas planas e eletrodos de oxigénio dissoleightd, como descrito previamente por
Bustamante, Cerri e Badino (2013). Os cultivosrfonduzidos por 30 h a 400 e 700 rpm,
0,5 vwm e 32 °C. Nos cultivos com controle de pHbHbfoi mantido em 5,0 pela adicao de
solu¢des 1 mol.tt HCI e 2 mol.It NaOH. Os cultivos para avaliagdo de desempenho do
impelidor do tipo orelha de elefante com escoamastendente, EEUP (do ingl&ephant
ear up-pumpiny foram conduzidos por 30 h a 800 rpm, 0,6 vwn2€@. Amostras foram

coletadas em intervalos de 6 h e centrifugadas0®QLipm por 15 minutos a 4 °C. Os
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coquetéis enzimaticos foram analisados a fim deusmntificar atividades enzimatica de
endoglucanase (CMCase) e xilanase. A concentragdacdcares redutores nos caldos de
fermentacdo foram determinadas a fim de se moniwrerescimento fungico através do

consumo de agucares redutores, como glicose.

3.2.7 Métodos analiticos

A atividade de endoglucanase foi determinada tetmwlmo substrato uma
solucdo de carboximetilcelulose (Sigma, EUA) 0,4% em tampé&o citrato de sédio 0,2 M,
pH 4,8 (Ghose, 1987). Para tal, em 0,5 mL de CMC fdfam adicionados 0,5 mL do
coquetel enzimatico diluido em tampéao citrato d#s0,2 M, pH 4,8. A reacéo ocorreu a 50
°C por 10 min e foi interrompida pela adicdo de b0 de reagente DNS. Apos 5 min de
incubacdo em agua em ebulicdo, a reacdo do DNitesrompida transferindo-se os tubos
para um banho de gelo, segundo Miller (1959). Faadinionados 13 mL da agua destilada
em cada tudo de reacgéo e a absorvancia final desti@® foi medida em espectrofotdmetro, a
540 nm. Uma unidade de atividade enzimatica cooredp a 1umol de grupos redutores
liberados por minuto de reacéao.

A atividade de xilanase, por sua vez, foi detera@natilizando-se como
substrato uma solucado de xilana 1% no@at(spelf Sigma, EUA) em tampé&o acetato de sodio
0,2 M, pH 5,0 (Bailey; Poutanen, 1989). Para tal,20 mL de xilana 1% foram adicionados
1,0 mL do coquetel enzimatico diluido em tampadatoede sddio 0,2 M, pH 5,0. A reacao
ocorreu a 50C por 30 min e foi interrompida pela adicdo derhl0de reagente DNS. Apés
5 min de incubacdo em agua em ebulicdo, a reac@N$foi interrompida transferindo-se
os tubos para um banho de gelo, segundo MillerQl%oram adicionados 13 mL da agua
destilada em cada tudo de reacdo e a absorvamah das amostras foi medida em
espectrofotdmetro, a 540 nm. Uma unidade de atieiganzimatica corresponde qurhol de
grupos redutores liberados por minuto de reagao.

As proteinas presentes nos coquetéis enzimaticasmfquantificadas a partir
da metodologia de Bradford (1976) e os resultadcenf expressos em mg de proteina’mL
equivalente a albumina do soro bovino (BSA).

Para as andlises de eletroforese, os extratos &g brutos produzidos em
FSeq e FSm foram concentrados através de predépitegm acetona. Ao extrato bruto
produzido foi gotejada acetona PA na proporcdo:delé extrato enzimatico:acetona e, em

seguida, a suspensdo foi acondicionada a -20 °C4pboras. Ao final, a solucéo foi
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centrifugada a -10 °C e 10.000 rpm por 10 minu@grecipitado foi suspenso em tampéao
citrato de so6dio 50 mM pH 4,0 em um volume 10 vemesor que o volume inicial antes da
precipitagdo. Os coquetéis enzimaticos concentrémi@sn submetidos a eletroforese com
agente desnaturante (SDS-PAGE) segundo o métodbadmmli (1970) com gel de
poliacrilamida 12% m/v, para determinar o perfisdaroteinas presentes nos complexos
enzimaticos. Amostras das solucdes enzimaticaseatmnaclas foram aquecidas por 5 minutos
em tampao desnaturante (Tris-HCI 75 mM pH @;8ercaptoetanol 5% v/v, glicerol 10%
v/v, azul de bromofenol 0,01% v/v). Foram aplicadpsoximadamente 3,5 pg de proteinas
(determinadas pelo método de Bradford) em cada letangré-formada em gel de
eletroforese. Na primeira canaleta foi aplicadau4 do marcador de massa molecular
PreciseTM (AMRESCO) 15 — 115 kDa. A corrida elatrética foi realizada durante 90
minutos (60 V para 0-30 min, e 110 V para 30-90)rem uma cuba de eletroforese vertical
contendo tampéao de corrida (Tris-HCI 25 mM pH &&ina 190 mM, SDS 0,1% m/v). A
revelacao do gel ocorreu em duas etapas: o gebfado com Comassie Blue R-250 por 40

min e descorado por 12 horas utilizando uma solac#to acético 6% e etanol 3% v/v.

3.3 Resultados e discussodes

Em um primeiro passo, os experimentos foram pldosjgpara avaliar os
efeitos do pré-tratamento do bagaco de cana-dexgglm tamanho de particula e do método
de cultivo na producao de endoglucanases em csiléwofrascos Erlenmeyer. Num segundo
passo, estes resultados foram validados e os ®fiatdrequéncia de agitacdo, do método de
cultivo e do tipo de impelidor na producao de (Heslulases foram avaliados em cultivos em
biorreator tipo tanque agitado e aerado (BTA). @peementos foram conduzidos em

duplicatas e os resultados séo apresentados codia méesvio padréo.

3.3.1 Cultivos preliminares em frascos Erlenmeyer: Efeitodos métodos de
cultivo, pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucae tamanho de particula na
producdo enzimatica

As respostas para os efeitos do pré-tratamentoagach de cana-de-acUcar,
didmetro de particula (dp), e método de cultivo &@i@sentados na Figura 3.1. Cultivos em

frascos agitados foram conduzidos a 32 °C e 20Q gtiizando bagaco de cama natura
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(BIn) ou pré-tratado por exploséo a vapor (BExjndamanhos de particulap,(m mm) nas
faixas de g£0,5 e 1,8dp,<2,0. Os métodos de cultivo empregados foram o ro&edcultivo
submerso convencional (FSm) e o novo método deefgiagdo sequencial (FSeq). A
combinac&o entre os experimentos foi planejadacdela com um delineamentd fatorial,
com todos os experimentos realizados em duplidathbela 3.2). Dado o importante efeito do
tamanho de particula do bagaco de cana, experimadlicionais utilizando particulas de
tamanhos intermediarios (8&&<1,0 mm) e maiores (X0,<2,4 mm) foram também
conduzidos a fim de se investigar mais profundaememtefeito desta variavel, como
apresentado na Figura 3.1.

A maior atividade de endoglucanase (1.727+19 )y ém cultivos em frascos
agitados foi obtida através de cultivo no métoded;Som bagaco de cana pré-tratado e
tamanho de particulas na faixa entre 1 e 2 mm, cowsira a Figura 3.1. Apés uma analise
de variancia (ANOVA) a $0,05, pode-se observar pelo grafico de Pareto (&ig12) que as
trés variaveis analisadas apresentaram efeito igt&tat significativo na producédo de
endoglucanase nos cultivos em frascos agitados.oGmude ser observado, o aumento no
tamanho de particula foi a varidvel com efeito npa@unciado para o aumento da producdo
enzimatica, seguido pelo efeito do pré-tratamero gxplosdo a vapor e pelo método de

cultivo empregado.
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Figura 3.1 Producdo de endoglucanases apods 72 h adtivos em frascos agitados utilizando
bagaco de cana-de-agucam natura (BIn) ou pré-tratado por explosdo a vapor (BEx) cm
diferentes faixas de tamanhos de particula (Dp, emm), seguindo 0 método de cultivo submerso
ou sequencial.

e Fermentacgdao submersa
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Figura 3.2 Gréfico de Pareto com os efeitos do tamho de particula, do pré-tratamento do
bagaco de cana-de-acucar por explosdo a vapor e thmanho de particula na producédo de
endoglucanases apos 72 h de cultivos em frascodagps.
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A partir deste conjunto de experimentos em fraggimdos pode-se concluir
gue tamanhos de particula de bagaco de cana megaoees,5 mm prejudicaram o
crescimento fungico, enquanto o aumento de paacatié 2 mm teve um efeito positivo na
producdo de endoglucanases. Estes resultados Emterplicados pelo fato de que embora
particulas de tamanhos menores tém maior areafsigleraumentando o contato entre o
fungo filamentoso e o substrato solido, particutasito pequenas tendem a empacotar,
causando consequente limitacdo de oxigénio entygadiculas solidas, limitando assim o
crescimento do fungo (Pandeyal, 1999; Barrios-Gonzalez, 2012; Esperaatal, 2014).
Este efeito bem conhecido do tamanho de partionldeementacées no estado sélido se
mostrou valido também em fermentacdes trifasicgaegando bagaco de cana-de-acucar em
cultivos em frascos agitados.

Foi observado que conforme o tamanho de particuladmentado em até 2
mm, o substrato soélido atuou como um suporte adequao crescimento fungico,
provavelmente devido ao aumento da interacdo emtfango e o substrato indutor e,
consequentemente, resultando em maior producdonétiza. No entanto, tamanhos de
particula maiores que 2 mm nédo foram adequadosudidgos devido ao intenso crescimento
fungico, o qual resultou em aglomerados fungo-satmsimuito densos (em ambos métodos
de cultivo, FSm e FSeq), o que comprometeu a honeidgde do caldo de fermentacdo. Os
cultivos com tamanhos de particula entre 2,0 enfyt foram, portanto, descartados pois a
formacao de aglomerados impossibilitou a transtaaéiho indculo ao biorreator.

O uso do bagaco de cana-de-acucar pré-tratadoxptwséo a vapor resultou
numa producdo de endoglucanase cerca de 64 % maiocomparacdo com cultivos
utilizando bagacgo de cama natura em cultivos conduzidos em FSeq utilizando baghego
cana com 18d,<2,0 mm. Isto provavelmente pode ser explicado pets mais alto de
celulose no bagaco de cana prée-tratado (TabelaAdh disso, a explosdo a vapor e outros
pré-tratamentos aumentam a porosidade do mategraicelulésico através da remocao da
hemicelulose, tornando a celulose mais acessivilrgm (Sun; Cheng, 2002; Wymah al,
2011; Van Dyk; Pletschke, 2012).

A influéncia do pré-tratamento na producédo de ehmagases foi maior nos
cultivos em FSeqg do que em FSm, o que pode seicadplpelo fato de que a germinacéo do
fungo durante FSeq ocorreu em fermentacdo no estdidio, promovendo um maior contato
do microrganismo com o substrato indutor. Uma ag&o estatisticamente significante entre
o pré-tratamento do bagac¢o de cana e o métodoltioquode ser observada no gréafico de

Pareto na Figura 3.2, onde o efeito positivo deta&amento e o uso do novo método de
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FSeq na producédo de endoglucanases mostrou-stcsitive (ANOVA, p<0,05).

Em cultivos com bagacgo de cana pré-tratado poos#pla vapor com K@<
2,0 mm, o método de fermentacdo sequencial aumenpooducdo de endoglucanase em até
92%, em comparagdo com o método de fermentacacessbdrmonvencional, demonstrando o
impacto da etapa de pré-cultivo na producdo deghadanase poA. niger A influéncia do
ambiente de germinacao dos esporos, assim comoatidagle e do tamanho do in6culo nos
perfis de crescimento de fungos filamentosos fpor@ada em outros estudos (Bizukojc;
Ledakowicz, 2006; Gabelket al, 2012; Yuet al, 2012).

ApoOs a avaliagdo do impacto do tamanho de partibulbagaco de cana e de
seu pré-tratamento e da avaliacdo da vantagemlidag#io do método de cultivo sequencial
na producdo de endoglucanases em cultivos em $&asgitados, o proximo passo foi a
validacdo destes resultados em maior escala. Aosac8eguir descreve a producdo de

enzimas (hemi)celuloliticas em biorreator tanqutaeg e aerado (BTA).

3.3.2 Efeitos das condi¢cbes operacionais em cultivos em 8

Apés observacgdo de efeitos combinados das condd@esiltivo em frascos
agitados, ambos os bagagosaturae pré-tratado por exploséo a vapor foram utilizaeio
cultivos trifasicos para uma investigacdo mais yrdé sobre a influéncia do método de
cultivo, frequéncia de agitacdo, controle de pHo tde impelidor utilizado e tamanho de
particula de bagaco de cana-de-acucar na produgdmeldlases. Um primeiro grupo de
experimentos preliminares foi planejado a fim dens&liar o efeito de uma variavel por vez
(OVAT), devido a complexidade de cultivos em BTAdS estes experimentos preliminares,
um planejamento experimental’> Zatorial completo foi utilizado para investigar a
significancia dos efeitos do tipo de bagaco de eda frequéncia de agitagdo na producao

enzimatica.

3.3.2.1 Efeito da frequéncia de agitacdo e do métmslde cultivo na producédo de
(hemi)celulases

Os efeitos da frequéncia de agitacdo (400 e 700 epdo método de cultivo
(FSeq e FSm) na produgéo de (hemi)celulases envasukém biorreator foram avaliados
utilizando bagaco de cafranaturacom tamanho de particula entre 1 e 2 mm. Os esRsdt

(Figura 3.3) mostraram que em FSeq a agitacdo @apH foi mais adequada a producao
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enzimatica, uma vez que nao foi observado cresc¢orfangico significativo a 700 rpm. Isto
foi evidenciado pelo nivel de oxigénio dissolvido meio de cultivo a 700 rpm, o qual
permaneceu estavel acima de 85% e voltou a aumedz0% apds apenas algumas horas de
cultivo. Em frequéncias de agitacdo constante® [gide ser consequéncia de baixo
crescimento fungico e, consequentemente, baixamtande oxigénio. Esta possibilidade foi
confirmada pela baixa viscosidade observada do meicultivo e pela baixa producéo
enzimética observados em cultivos a 700 rpm.

O impacto negativo da maior frequéncia de agitagi@roducdo enzimatica
pode também estar associado ao contato reduzifllndo ao substrato solido. Mudancas no
crescimento fungico relacionado a mudancas na érexia de agitacao eram esperados, uma
vez que alteracbes na frequéncia de agitacdo afetapadroes de mistura, transferéncia de
calor e de massa e também o cisalhamento ao duafo € exposto, assim como os padrées
de crescimento de fungos filamentosos e a proddedoetabdlitos (Gabellet al, 2012; Lin;
Scholz; Krull, 2010; Papagianni, 2004).

Figura 3.3 Producédo de endoglucanase e xilanase ap&0 h de cultivo um biorreator
tanque agitado utilizando bagacgo de canm natura (BIn) com tamanho de particula 1,&dp<2,0
e frequéncias de agitacdo de 400 e 700 rpm, utilimo o método de fermentacdo sequencial
(FSeq) ou submerso (FSm) em pH 5,0. Os resultadoosapresentados como média + desvio
padréo.
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termos de producdo de endoglucanase e xilanasar&F®)3) na frequéncia de agitacao
selecionada de 400 rpm. A producao de enzimasef@, sl vezes maior para endoglucanase e
5,5 vezes maior para xilanase em cultivos condszibo método de fermentacdo sequencial
ao invés do método convencional de cultivo submd¥sbobservado que tanto nos cultivos
em frascos agitados quanto nos cultivos em bi@rest o pré-cultivo do método de
fermentacdo sequencial resultou em uma morfologiacdltivo na forma de micélios
dispersos, enquanto o crescimento fangico em ogltiem fermentagcdo submersa
convencional ocorreu na forma de aglomerados dedsos$ifas, o que possivelmente
prejudicou o contato entre o fungo e o substradator sélido. Os resultados obtidos estéo de
acordo com resultados de trabalhos prévios utiliaass métodos de cultivo FSeq e FSm em
cultivos em frascos agitados e em biorreator pnéum#ipo coluna de bolhas com bagaco de
canain natura(Cunhaet al, 2012 a, b).

Uma comparacdo entre os resultados obtidos em &8&gndo bagaco de
canain natura de tamanho de particula entre 1 e 2 mm em biorégio tanque agitado
(BTA) e os resultados obtidos previamente por Cuetha. (2012b) em biorreator coluna de
bolhas (BCB) indicam que os mesmos niveis de pé@mlwe endoglucanase em ambos
reatores, de 1.181+141 e 719485 IY.lem BTA e BCB, respectivamente, com
correspondentes produtividades volumétricas de S&1#6+3 ULLLh?, respectivamente,
podem ser atingidos. Isto deve ser destacado comr@sultado muito positivo, pois uma vez
que tanto a producdo quanto a produtividade voldcaétforam similares em ambos
biorreatores, a decisédo de se utilizar BTA ou BGBapa producdo de celulases pode se

basear em vantagens operacionais especificas ddipgadle biorreator.

3.3.2.2 Efeito do pré-tratamento da biomassa, fregncia de agitacdo e controle de
pH na producéo de (hemi)celulases
Apéds a selecdo do método de cultivo FSeq como Utemativa promissora
para a producdo de enzimas utilizando bagaco de-dewaclcar em biorreator tanque
agitado, o proximo passo foi a avaliacdo dos efai@ frequéncia de agitacdo (400 ou 700
rpm) e do controle de pH na producédo de enzimésantdo o bagaco de cana pré-tratado por

exploséo a vapor (BEx) como substrato indutor (Fidgu4).
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Figura 3.4 Producdo de endoglucanase e xilanase ap80 h de cultivo em biorreator tanque
agitado utilizando bagaco de cana-de-agucar pré-ttado por explosdo a vapor (BEx) com
tamanhos de particula 1,8dp<2,0 e frequéncias de agitacdo de 400 e 700 rpm,liséindo o
método de fermentacdo sequencial (FSeq) em pH 5D simbolo * indica cultivo sem controle de
pH. Os resultados sédo apresentados como média + despadrao.
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Um resultado interessante obtido foi que em cudtisom substrato pré-tratado
(BEx), uma maior producdo de endoglucanase e éarfai obtida em cultivos com
frequéncia de agitacdo mais alta, de 700 rpm (Riguf), ao contrario do resultado obtido em
cultivos com o substratm natura (Bin), onde a melhor producdo enzimatica obtidarau
em cultivos com frequéncia de agitacdo de 400 fpigufa 3.3). Pode-se concluir que existe
uma relacdo entre o tipo de substrato utilizado acdonte de carbono e inducdo e a
frequéncia de agitacdo ideal para o crescimentgidan Este resultado pode ser explicado
pelo répido crescimento fungico em cultivos comExBcujo substrato € mais acessivel ao
fungo, resultando em um rapido crescimento do ngeamismo associado a um rapido
aumento na viscosidade do caldo fermentativo. Gpesgemente, tanto a homogeneidade do
meio quanto a transferéncia de massa foram prejdoscem cultivos conduzidos no nivel de
agitacado mais baixa, de 400 rpm.

A fim de se aprofundar e confirmar estes resultaolatgdos, as diferentes
condi¢cbes de cultivo foram também analisadas dedaccom um delineamento estatistico
fatorial 2 completo (Tabela 3.3) seguido pela andlise de neia(ANOVA, <0,05). O
gréfico de Pareto (Figura 3.5) mostra os efeitoBeatpuéncia de agitacdo e do pré-tratamento

do bagaco de cana-de-acucar na producdo de endoghec Pode-se observar que houve
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uma interacdo estatisticamente significativa ewisefatores, com um efeito positivo da
aplicacao do pré-tratamento no bagaco de cana kivosuem frequéncias de agitacdo mais
intensas. Estes resultados tem implicacdes relesvgomara o desenvolvimento de cultivos
trifasicos com materiais lignocelulésicos, uma demonstrado aqui que a frequéncia de
agitacdo deve ser avaliada para cada tipo de atistjue se deseja aplicar em um

determinado bioprocesso.

Figura 3.5 Gréfico de Pareto com os efeitos da fregncia de agitacdo e do pré-tratamento do
bagaco de cana-de-acglcar por exploséo a vapor ap&3 h de cultivo em biorreator tipo tanque
agitado.

Endoglucanase (UL.L?)

A3

Velocidade de agitacdao*Bagaco

Na sequéncia, experimentos foram conduzidos seomtoote de pH, a fim de
se determinar o efeito do uso de condi¢cdes maiplifitadas de operacdo e, a0 mesmo
tempo, reduzir custos associados aos procedimgrai@s manutencdo do pH dos cultivo
controlado a pH 5,0. Foi observado que o cresciondatfungo em ambientes sem controle
de pH resultou numa reducgéo de pH de 5,0 parapd8 @s primeiras 24 h de cultivo, devido
a producao de acidos organicos pelo metabolisnmogpio do fungo. Embora as linhagens de
A. nigersédo conhecidas por crescerem em condi¢cOes de balwes de pH, esta condicédo
de cultivo ndo foi favoravel para a producdo enfitada Quedas nas producbes de
endoglucanases e xilanases de 2,9 e 1,3 vezesctigamente, foram observadas em cultivos
com pH livre, em comparagdo com cultivos com pHradado em 5,0.

Entre as condi¢cOes avaliadas no presente trabatilizando bagaco de cana-
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de-acucar de tamanho de particula de 1 a 2 mm;g®dencluir que a melhor condi¢céo para
a producao enzimatica foi obtida em cultivos petgodo de cultivo FSeq, utilizando bagaco
de cana pré-tratado por explosdo a vapor, BEX,foequéncias de agitacdo de 700 rpm e pH
5,0. Estas condi¢cdes resultaram em producdes deé4#l8 e 3.940+61 UIL de

endoglucanases e xilanases, respectivamente. Agéteg@do dos parametros de cultivo, a
préxima etapa do trabalho compreendeu a avaliagdardanho de particula do bagaco de
cana-de-agucar na producdo de (hemi)celulases,vema@ue esta variavel apresentou um

forte efeito na producéo de enzimas em cultivoBrpigares conduzidos em frascos agitados.

3.3.2.3 Efeito do tamanho de particula do bagaco @ana-de-aglcar na producao
de (hemi)celulases

A influéncia do tamanho de particula do bagaco deaae-agclcar na
producdo de endoglucanase e xilanase foi avaligidaodo bagaco pré-tratado por exploséo
a vapor (BEx) e as demais condicbes operaciondsiceeadas nas etapas anteriores: o
método de cultivo sequencial (FSeq), frequénciagiacao de 700 rpm e pH controlado em
5,0. As faixas tamanhos de particula avaliaga®,8; 0,5dp<1,0; e 1,8d,< 2,0 mm (Figura
3.6).

Figura 3.6 Producdo de endoglucanase e xilanase ap80 h de cultivo um biorreator tanque
agitado utilizando bagaco de cana pré-tratado por xplosdo a vapor (BEx) com diferentes
tamanhos de particula, em cultivos pelo método derfmentacdo sequencial (FSeq), agitacao de
700 rpm, aeracdo de 0,5 vwm e pH 5,0. Os resultade&o apresentados como média + desvio
padréo.
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Pode-se observar na Figura 3.6 que a utilizacadwadmco de cana com
tamanho de particula menor que 0,5 mm favorecendupao de endoglucanases e xilanases
em biorreator. Este € um resultado interessanta, wen que é oposto ao determinado como
ideal em cultivos em frascos agitados. Em fras@tados, o aumento do tamanho das
particulas sélidas pode ter promovido um maior geguara o crescimento fungico, enquanto
em cultivos em biorreatores tipo tanque agitaddjoenogeneidade do meio de cultivo
promovida com particulas menores de 0,5 mm apm@sanmhior vantagem.

A producgao de xilanases, no entanto, mostrou-sesaaonuito influenciada
pelo tamanho de particula do bagaco de cana-devagésultando em maiores indices em
cultivos com substrato de tamanhos de particuldameass entre g<0,5 e 0,5d,<1,0 mm. Isto
pode ser explicado pelo fato de que a fracdo hduhdséca da biomassa € mais facilmente
acessada pelo fungo durante os cultivos, em comgg@areom as fibras de celulose, uma vez
gue a hemicelulose reveste as fibrilas de celubbgmde até mesmo estar parcialmente
solubilizada no meio liquido. A hemicelulose é tersensivel e consiste de polimeros curtos
e heterogéneos, os quais podem ser facilmentedsetps (Agboet al, 2011).

Os parametros do bioprocesso e caracteristicashdérato que resultaram em
maior producdo de enzimas (hemi)celuloliticas Avonigerem cultivos em biorreatores tipo
tanque agitado e aerado foram: método de cultiguneseial (FSeq) utilizando bagaco de
cana-de-agucar pré-tratado por explosdo a vapox)(B& tamanho de particula menor que
0,5 mm, frequéncia de agitacdo de 700 rpm e pHGs0perfis de producdo enzimatica sob

estas condi¢cfes sao apresentados na Figura 3.7.
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Figura 3.7 Producdo de endoglucanase e xilanase encentracdo de acUcares redutores em
funcdo do tempo em cultivos em biorreator tanque atado utilizando bagaco de cana pré-
tratado por explosdo a vapor (BEx) com tamanho deapticula dy,<0,5 mm. Condi¢gbes:32 °C,
método de fermentacdo sequencial (FSeq), agitagae d00 rpm, aeracdo de 0,5 vvm e pH 5,0.
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Pode-se observar na Figura 3.7 um rapido decaimdstooncentracdo de
acucares redutores, o qual foi relacionado ao cdpathsumo de glicose no inicio do cultivo.
As producdes de endoglucanase e xilanase iniciaealmgo apos o0 esgotamento da glicose, 0
gue ocorreu aproximadamente ap6s 12 h do iniciouttivo. Isto ja era esperado, porque o
fungo comeca a assimilar o bagaco de cana-de-acticer fonte de agUcares apds a exaustao
da glicose, como ja observado anteriormente porh@wb al. (2012b). A producdo de
xilanase foi mais pronunciada que a de endogluea@dsndeu a se estabilizar apos 18 h de
cultivo, enquanto a producéo de endoglucanase d@ameie 30 h. As maiores atividades de
endoglucanase e xilanase, de 1.599+66 e 4.212+1383'Uespectivamente, foram obtidas
apos 30 h de cultivo.

Uma comparacao entre as producdes de endoglucamaseltivos em frascos
agitados e em biorreator BTA mostram que emboramesmos niveis de atividades
enziméticas possam ser obtidas em ambos sistenagdti¥es, a produtividade volumétrica
de endoglucanase foi de até 2,2 vezes superior Wtivos em BTA, com valores de
produtividades volumétricas de endoglucanase d@928,53,30 U.LL.h' em cultivos em
frascos agitados e BTA, respectivamente.

A partir dos resultados apresentados, pbde-se worglie a aplicacdo do
método de cultivo sequencial (Fseq) e o pré-tratéonelo bagaco de cana-de-agUcar
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aumentaram a producéo de enzimas (hemi)celulditeato em frascos agitados quanto em
biorreatores tipo tanque agitado. Além disso, aroter de pH é necessario para 0 aumento
dos indices de producdo enzimatica, enquanto menamneanhos de particula promoveram
uma melhor homogeneidade durante cultivos em BTAoasequentemente, o aumento da
producdo enzimatica. Os efeitos combinados da &mexja de agitacdo com o pré-tratamento
do bagaco de cana podem impactar significativamepteducao de (hemi)celulases e devem

ser considerados no desenvolvimento de bioprocés&sicos.

3.3.3 Efeito do tipo de impelidor na producdo de (hemi)dalases em cultivos em

biorreator tipo tanque agitado e aerado utilizanddbagaco de cana-de-agucar

Em bioprocessos conduzidos em biorreatores daotaipgue agitado e aerado,
ha uma ampla versatilidade de configuracdo de gei@®mes de variaveis operacionais. A
configuracdo geomeétrica do reator é um fator cagmznfluenciar com alto impacto o
desempenho dos cultivos a medida que interfere madrap de crescimento de
microrganismos. Nesse sentido, o sistema de agifagde ser alterado de acordo com o tipo
de impelidor utilizado, alterando assim os padr@es escoamento no biorreator e,
consequentemente, afetando a produtividade dasaziitom microrganismos (Bustamante,
2013; Mirro; Voll, 2009).

Os impelidores podem ser classificados de acordo @dipo de escoamento
gue produzem, que pode ser radial, axial ou mSbmno se pode observar na Figura 3.8, 0s
impelidores do tipo turbina de Rushton ou turbioen® pas planas (TR) proporcionam um
escoamento radial no reator, com o liquido sendeidinado a partir do eixo do reator até as
paredes do mesmo. Ja os impelidores do tipo odelleefante (do inglé&lephant Eay EE),
sdo impelidores que promovem um escoamento masity tadial quanto axial, direcionando
as linhas de corrente para cima ou para a baseatior re, portanto sédo classificados como
impelidores de escoamento ascendeuapepumping- UP) ou descendentddwn-pumping
DP).
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Figura 3.8 Padrdo de escoamento para trés sistemds impelidores. (a) Combinacdo de dois
impelidores tipo turbina de Rushton - TR (fluxo radal). (b) impelidor tipo orelha de elefante
com fluxo ascendente (EEUP). (b) impelidor tipo olea de elefante com fluxo descendente
(EEDP). Fonte: Bustamante, 2013

O desempenho de impelidores do tipo orelha dergef@ram recentemente
avaliados em comparagdo ao impelidor convencioipal turbina de Rushton (TR) por
Bustamante (2013) em cultivos com a bactéria filseaStreptomyces clavuligeruBéde-
se observar que o impelidor tipo EEUP foi capazfateecer transferéncia de oxigénio
adequada ao microrganismo, associado a menoreis miwecisalhamento em comparacao
com o impelidor tipo turbina de Rushton (TR), rémullo em maior produtividade nos
cultivos para a producéo de acido clavulanico.

Frente ao promissor desempenho do impelidor EEUP ceittivo com
microrganismos filamentosos, esta etapa do trabathrapreendeu a sua aplicagdo em
cultivos trifdsicos com bagaco de cana-de-aclcax @gproducdo de (hemi)celulases por
niger. Para que fosse possivel uma comparacéo de deseongetre os impelidores EEUP e
TR, optou-se por operar os cultivos com impelid&tUP nas mesmas condic¢des iniciais de
kLa em que foram operados os cultivos anterioresuzitiols com impelidor TR. Para tal, as
equagodes 3.1 e 3.2, desenvolvidas em biorreatanmue agitado para fluidos Newtonianos
por Bustamante, Cerri e Badino (2013), foram apksa
kLarT) = 7,65.10° .NO778 (p, 0688 ,-0.620 (Eq. 3.1)
R?=0,98
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kLageur) = 6,01.1F° .N1706  (,0618,-0.716 (Eq. 3.2)
R?=0,99

onde:
N = frequéncia de rotacdo do impelidor (rpm)
(r = vazao especifica de alimentacao de ar (vvm)

1 = viscosidade dinamica (kg s

Uma vez selecionadas as condicbes de agitacdo agaaepara cultivos
utilizando impelidor TR em 700 rpm e 0,5 vwvm, paimdas equacdes 3.1 e 3.2 foi possivel
o calculo das condi¢cBes de operacao (agitacdocagd®rque resultam em mesma fara o
impelidor EEUP, que foram de 800 rpm e 0,6 vwm.t&o, as condi¢cdes de cultivo com
impelidor tipo EEUP foram conduzidas seguindo oauétde fermentacdo submersa e
sequencial (FSm e FSeq), utilizando bagaco de dessgiicar explodido (BEx) de tamanho
de particula menor que 0,5 mm, em cultivos com ik feequéncia de agitacdo de 800 rpm e
0,6 vvm de aeracéo a 32 °C por 30 h.

Através do perfil de oxigénio dissolvido (OD) amndm dos cultivos em
fermentacdo sequencial utilizando os impelidoresTHEUP (Figura 3.9) é possivel observar
gue a queda na concentracdo de oxigénio dissohadeultivo com o impelidor EEUP foi
mais acentuada nas primeiras 12 h de cultivo. Usm que as condi¢cdes de agitacdo e
aeracado dos biorreatores permaneceram constaatissp utilizar esta informagcédo como um
indicativo de demanda de oxigénio pelo fungo filatnso, o qual apresentou seu crescimento

mais rapido e mais intenso nos cultivos nos quaispelidor EEUP foi utilizado.
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Figura 3.9 Perfis de concentracdo de oxigénio didgmlo ao longo dos cultivos em fermentacao
sequencial utilizando os impelidores TR e EEUP
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O fato do meio de cultivo conter particulas solidss bagaco de cana
impossibilitou as medidas de massa seca para Goagdio do crescimento celular. No
entanto, os dados de maior producédo enzimaticaeqados na Figura 3.10 em cultivos com
o impelidor EEUP em comparagcdo com cultivos utildm o impelidor TR confirmam que o
EEUP forneceu condi¢des de cultivo mais favorapars a producao enzimatica, o que pode
ser resultado condigcbes mais amenas de cisalhapentwvidas por este tipo de impelidor,
promovendo maior crescimento celular e favorecendontato fungo-substrato indutor.

Conforme pode se observar na Figura 3.10, nosvosltcom o impelidor
EEUP as producdes de endoglucanase e xilanase 7@r&39% superiores, respectivamente,
em comparagdo com os cultivos com impelidor tipdifia de Rushton, evidenciando a
vantagem de utilizacdo de impelidor tipo EEUP erttivmas com fungos filamentosos na

presenca de bagaco de cana-de-acucar pré-tratadggosao a vapor.
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Figura 3.10 Producdo de endoglucanase e xilanase emiltivos em biorreator tanque agitado
pelo método de cultivo sequencial e submerso utidimdo impelidor orelha de elefante com
escoamento ascendente (EEUP) e impelidor turbina deushton (TR). Condic¢des: 32 °C, 800
rom, 0,6 vwm e pH 5,0.
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Bustamante (2013) demonstrou condi¢cdes de cisalitameais amenas
produzidas com o impelidor EEUP em comparacéao campelidor TR em cultivos com uma
bactéria filamentosa. No presente estudo, as cdeslipais amenas de cisalhamento podem
ter promovido uma maior interacdo do fungo-substravorecendo a producédo mais alta de
endoglucanases e xilanases. Além disso, uma m@ieracdo fungo-substrato favorece o
crescimento do fungo filamentoso aderido as pdascsolidas, as quais produzem um efeito
de protecdo do fungo contra o cisalhamento. Ocetst protecdo do fungo filamentoso por
particulas de farelo de trigo durante diferentesdogbes de agitacdo foi observada por
Siedenbergt al. (1997).

Além disso, pode-se extrair da Figura 3.10 a infy@o de que o método de
fermentacdo sequencial apresentou vantagens nagamde endoglucanases, com resultados
até 59% superiores aos obtidos por fermentacdo esshmFoi observado que, assim como
nos cultivos com impelidor TR, a producdo de engoghases foi crescente até 30 h de
cultivo, enquanto a producdo de xilanases foi mégiéda, com pico de producdo em 24 h,
resultando em produgbes de 2.712 e 5.837 tUde endoglucanase e xilanase,

respectivamente, pelo método de cultivo sequencial.
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Perfil das proteinas produzidas por FSm e FSeq

Os coquetéis enzimaticos produzidos em biorreatoriso do impelidor tipo
EEUP foram concentrados através de precipitacdoammtona, conforme descrito na Secao
3.2.7 e os perfis enzimaticos dos coquetéis antdepeis da etapa de concentragdo sao
apresentados na Tabela 3.4. Apds a concentrag@omgsexos enzimaticos foram analisados
em gel de eletroforese (SDS-PAGE) e em gel de gdéanida 12% m/v, conforme descrito
na Secéo 3.2.7.

Pode-se- observar pelo gel de eletroforese (Figurh) que embora os perfis
proteicos em ambos 0s complexos enzimaticos sejaitaies, proteinas de maior massa
molar, de 70-100 kDa estavam presentes em mai@enbacao no complexo enzimatico
produzidos por FSeq, enquanto proteinas de masslases menores, em torno de 30 kDa,
estavam presentes em maior concentracdo no comgtexmatico produzido por FSm.

Apesar de nado ser possivel classificar as proteimascadas como
endoglucanases ou xilanases, devido ao ampla &ar@d& massa molecular destas enzimas,
estes resultados indicam metabolismos distinto&.deiger A12 quando cultivado sob os

diferentes métodos de cultivo.

Tabela 3.4Perfil dos complexos enzimaticos produzidos nodeskauto apds 30 h de cultivo
e apos etapa de concentracao atraves de precipdagéacetona

Método de cultivo Proteinas Endoglucanase Xilanase
(ug. mL?) (Ul.mL ) (Ul.mL )

Extratos brutos

Fermentacdo Sequencial - Fseq 78,5 2,7 4,5

Fermentacdo Submersa - FSm 61,9 1,7 5,3

Extratos concentrados

Fermentag&o Sequencial - Fseq 381,1 7,2 11,0

Fermentacdo Submersa - FSm 313,1 4,6 12,0
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Figura 3.11 Perfil obtido em gel de eletroforese deroteinas presentes nos extratos enzimaticos
produzidos por A. niger A12 apo6s 30 h de cultivos em biorreator tanque agido pelos métodos
de fermentacdo submersa (FSm) e sequencial (FSmil)(indica o marcador.
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34 Conclusodes

A producdo de endoglucanases em cultivos em frasogitados foi
influenciada pelo método de cultivo, com maior jpigb alcancada utilizando o método de
cultivo sequencial empregando bagaco de cana-dmapbé-tratado por explosédo a vapor e
didametro de particulas de até 2 mm.

Em cultivos em biorreator tanque agitado, o efedmbinado entre o tipo de
substrato e a frequéncia de agitacédo teve um gianuieto na producao de (hemi)celulases,
e a vantagem de utilizacdo do método de cultivoesegjal foi validada.

Maior produgcdo enzimética foi alcancada cultivos éiorreatores com
controle de pH e menores tamanhos de particulguas favoreceram a homogeneidade dos
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cultivos trifasicos e a producao enzimatica.

O impelidor do tipo orelha de elefante com escoameixial ascendente
apresentou vantagens em relagédo ao impelidor radiaina de Rushton. Estes resultados
relacionados aos efeitos das variaveis operacianais método de cultivo na produgéo de
celulases devem contribuir para o desenvolvimergo ststemas de cultivos trifasicos

empregando diferentes tipos de materiais lignoésicbs em biorreatores.
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Capitulo 4

Aplicacao de diferentes residuos agroindustriais na
producao de (hemi)celulases pohspergillus niger
pelo processo de fermentacédo sequencial
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4.1 Introducao

Buscando-se atingir a viabilidade econdémica do gssc de producdo do
etanol de segunda geracdo, novos bioprocessos parproducdo de enzimas
(hemi)celuloliticas vem sendo desenvolvidos cominalitiade de se reduzir o custo das
enzimas. O custo da etapa de hidrdlise enzimatiga éos principais custos do processo de
producédo do etanol 2G (Chandglal, 2012; Singhaniat al, 2010). Uma abordagem para a
reducdo de custo na producdo destas enzimas dézacdid de materiais lignocelulésicos
como fonte de carbono indutora a producdo de emzipm fungos filamentosos, em
substituicdo a lactose, substrato comercial atugknaplicado industrialmente (Singhaeia
al., 2010).

No Brasil, devido as extensdes territoriais e amaldo pais, existe uma
grande variedade de materiais lignoceluldsicosotisfeis a baixo custo, gerando o interesse
de sua utilizagdo para producdo de etanol de sagyerdcdo. Os materiais lignoceluldsicos
sdo compostos basicamente de polimeros de cartusidi@ados covalentemente a lignina,
gue podem ser hidrolisados e fermentados paradugiio de etanol e outros bioprodutos
(Lavensoret al, 2012; Pandegt al, 2011).

A avaliacdo de diferentes matérias-primas ligndésicas como fonte de
celulose esta focada nos residuos agroindustasiguais em geral apresentam composicao
rica em amido, lignocelulose e pectina. Devido tesdatores, estes materiais organicos
podem ser utilizados na producdo de enzimas ciloéd por microrganismos, atuando como
indutores da sintese enzimatica, fontes de carlsomitrogénio e como suporte para o
crescimento microbiano (Pandetal, 1999). Neste sentido, residuos agroindustriaiteipo
ser utilizados como indutores, como o bagaco dmnjay farelo de trigo, farelo de soja e
bagaco de cana-de-agucar, entre outros.

Os materiais que fornecem todos 0s nutrientes s@&tes ao crescimento
fungico sdo considerados ideais, porém, principalenguando se trata da utilizacdo de
materiais lignoceluldsicos, sua suplementacdo coem mutriente pode ser necessaria.
Enquanto o bagacgo de cana-de-acUcar ndo é umarfoatem nitrogénio, outros residuos
agroindustriais derivados da soja e do trigo sé&s lbontes proteicas e podem ser adicionados
ao bagaco de cana-de-acucar como fonte suplendmtaitrogénio, promovendo 0 aumento
da relacdo N:C e, consequentemente, favorecendaoadicbes de cultivo para o
microrganismo, como observado por (Delabenal, 2012b).

Na presenca de materiais lignoceluldsicos, as espéle Aspergillus séo
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capazes de produzir uma grande variedade de enanims de promover a degradacao
eficiente do material lignocelulésico, como celeksxilanases e pectinases, sendo que a
composicdo dos extratos enzimaticos produzidos fléeirciada pelo substrato indutor
utilizado (Kanget al, 2004). O complexo enzimatico celulolitico corsisim trés classes
principais de enzimas: endoglucanases [tBEtglucanglucanohidrolases), exoglucanases
(exo 1,4B-D-glucan-celobihidrolase) g-glucosidases ou celobiases, enzimas que atuam em
regides distintas da cadeia da celulose, porénfpmea sinérgica. A atuacdo de enzimas
acessoérias como as xilanases, também ¢é de granpertamcia para desestruturar o
entrelacamento da hemicelulose presente na paeddilrcvegetal, facilitando o acesso a
celulose (Horret al, 2012; Van Dyk e Pletschke, 2012).

A obtencdo do complexo enzimético pode ocorrervéagrade dois tipos
convencionais de bioprocesso: a fermentacdo subr{legsn), que ocorre em meio liquido, e
a fermentacéo estado solido (FES), a qual se eaiaLpelo cultivo em um suporte solido, na
auséncia de agua livre, mas com umidade controlzal@a que o metabolismo do
microrganismo possa ser ativado (Chinn, Nokes eb8kr 2006). Alternativamente aos
métodos de cultivo convencionais, Curdtaal. (2012a,b) desenvolveram um processo de
fermentacdo sequencial (FSeq), caracterizado pefzam@acédo de um pré-cultivo com etapa
inicial no estado solido e posterior transicdo pandvos submersos. Estudos recentes tém
demonstrado a superioridade da fermentacdo sea@lieinente a fermentacdo submersa
convencional para a producédo de celulasesApaomniger utilizando-se bagaco de cana-de-
acucar como substrato indutor tanto em frascosdagtquanto em biorreator pneumatico do
tipo coluna de bolhas (Cunieaal, 2012).

Neste contexto, esta etapa do trabalho objetivampliacdo de aplicacado do
método de fermentacdo sequencial, o qual foi dedade inicialmente para cultivos
somente com bagaco de cana-de-acutaratura para a producdo enzimatica utilizando
diferentes tipos de materiais lignoceluldsicos,liamdo-se também a aplicacdo dos extratos
produzidos na hidrélise enzimatica de bagaco de-daraclucar. Para tal, a producdo de
endoglucanases e xilanases foi avaliada em culiistigando-se os substratos: farelo de
trigo, farelo de soja, bagaco de cana-de-aciiicaatura e pré-tratado por explosdo a vapor,
além das combinacfes 1:1 de farelo de trigo comadumagde cana-de-acudarnaturae com
bagaco de cana pré-tratado por explosédo a vaparoddicoes de cultivo foram reproduzidas

em fermentagédo submersa e sequencial para compalagdesultados.
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4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Microrganismo
O agente das fermentacgdes foi uma linhagem do ffilagoentoscAspergillus
niger (A. nigerAl2), da colecdo da EMBRAPA-CTAA, mantido sob celaghento a -18°C

em solucdo crioprotetora.

4.2.2 Matéria-prima lignocelulosica
Os indutores lignoceluldsicos utilizados neste gamis trabalho foram bagaco
de cana-de-acucan natura (BIn), cedido pela Edra Ecossistemas SP, bagagrada-de-
acucar pré-tratado por explosdo a vapor (BEx)dmegdor uma usina local, e farelos de trigo e
de soja comercialmente adquiridos. O tamanho dé&pkr do bagaco de cana-de-aglcar seco
utilizado foi selecionado através de peneiramesntre 0,5 e 1,0 mm, o mesmo tamanho de

particula médio do farelo de trigo e do farelo dja sitilizados.

4.2.3 Meio nutriente

O meio de cultivo utilizado foi o0 meio descrito pdandels e Sternberg (1976)
e adaptado por Cunhet al. (2012a) contendo (em m/v): 0,14% de @¥SQs, 0,20% de
KH2PQy, 0,03% de CaGl 0,02% de MgS@7H.0O, 0,50% de peptona, 0,20% de extrato de
levedura, 0,03% de uréia, 0,10% de Tween 80, abd%®,de solucdo salina (5 mg/L de
FeSQ.7H20, 1,6 mg/L de MnS®H20, 1,4 mg/L de ZnS©O7H,O e 2,0 mg/L de Cog). A
adicao de glicose aos meios liquidos de pré-culivamltivo teve como intuito proporcionar
efetiva germinacéo e crescimento fangico, senddmaepra fonte imediata de carbono para

seu desenvolvimento.

4.2.4  Condicdes de pré-cultivo
Procedimento de pré-cultivo Os esporos dé. niger foram inicialmente
ativados em meio PDApftato-dextrose-agarpor 5 dias. Em seguida, os esporos foram
suspensos e inoculados em sabugo de milho (CowriFa&rias, 1995). Apds completa
esporulacdo em sabugo de milho, os esporos forssugeendidos e inoculados nos meios de
pré-cultivo, os quais foram preparados de formareifciada de acordo com o método de

cultivo desejado, FSm ou FSeq.

Pré-cultivo para fermentacdo sequencial no método de fermentacao
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sequencial, a primeira etapa de pré-cultivo folizada no estado solido. Portanto, esporos
foram inoculados nas matérias-primas lignocelubssiescolhidas a fim de se atingir a
concentracéo final de esporos dé éfporos/g de meio sélido, em frascos Erlenmey&00e
mL. A umidade do indutor lignoceluldsico foi ajuséaatravés da adicdo do meio nutriente
liquido descrito na secédo 4.2.3, sem suplementegéoglicose, na proporcdo de 12 mL de
meio nutriente a cada 5 g de meio soélido. Os fapesmaneceram incubados em condicdes
estaticas em estufa a 32°C por 24 h. Apos estedmerhouve a transicdo dos pré-cultivos
para fermentacdo submersa através da adicdo dal2d@ meio nutriente liquido descrito na
secao 4.2.3, enriquecido com 30 g/L de glicose enpdibl 6,0. Os frascos foram mantidos
em mesa incubadora rotativa a 200 rpm e 32°C por (@inhaet al, 2012a). Apds o tempo
de pré-cultivo, o inéculo foi transferido na prog@o de 10 % (v/v) para 0 meio de cultivo
para a producao enzimatica.

Pré-cultivo para fermentacdo submersa no método de fermentacao
convencional, o indculo foi preparado diretamemtereeio liquido. Nesta etapa, 0os esporos
foram inoculados diretamente no meio nutrienteidigulescrito na secao 4.2.3, enriquecido
com 30 g/L de glicose e pH inicial 4,5, a fim deasi@gir a concentracao final de esporos de
10" esporos/mL. Os pré-cultivos foram conduzidos easdos Erlenmeyer contendo 200 mL
de volume util, mantidos em mesa incubadora raatev 200 rpm e 32 °C por
aproximadamente 50 h, quando houve completa gegcéundos esporos. Apds o tempo de
pré-cultivo, o indculo foi transferido na proporgd® 10 % (v/v) para o meio de cultivo para a

producdo enzimatica.

4.2.5 Producéo enzimética
A producado de celulases e xilanases pomiger foi conduzida em frascos
Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL de volumk Gtimeio nutriente utilizado foi
similar o mesmo descrito na secao 4.2.3, exceto repgta etapa 0 meio nutriente foi
suplementado com 10 g/L de glicose e 1% m/v damagdima lignoceluldsica indutora. Os
frascos foram inoculados com 10% v/v das susperd@ese-cultivo e os cultivos ocorreram
em mesa incubadora rotativa a 200 rpm e 32 °C foh.9Amostras foram retiradas em

intervalos de 24 h, filtradas e centrifugadas 201®m por 15 minutos a 4 °C.

4.2.6 Hidrélise enzimética

Para os ensaios de hidrolise enzimatica do bagaccada-de-acucar, 0s
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complexos enzimaticos foram primeiramente concdafgpor ultrafiltracéo utilizando-se
uma membrana de poli(etersulfona) do tipo fibracma 115 crie didmetro de corte de 10
kDa. Os ensaios de ultrafiltragdo foram entéo coids com reciclo, em pressao constante
(0,92 atm) e resfriamento mantido com banho de gdim de se evitar a desnaturagdo das
enzimas. Os extratos foram concentrados aproximaci@nl0 vezes em volume e entédo
aplicados nos ensaios de hidrélise, em frascosiadger de 250 mL, contendo 5% m/m de
solidos (bagaco de cana-de-agucar pré-tratadoxpbosgio a vapor), em um volume total 30
mL de complexo enzimatico em tampédo citrato de cs@h mM, pH 4,8. As cargas
enzimaticas utilizadas nos experimentos de hidgrdiisam padronizadas em 0,2 FPU por
grama de bagaco de cana-de-aclUcar seco. A hidrgiiseealizada por 30 h em mesa
incubadora rotativa a 50 °C e 200 rpm, e amostnasf retiradas apos 0, 6, 12, 18, 24 e 30 h
apos o inicio da reacdo. As amostras foram filsaaacuo e mantidas sob congelamento
para posterior andlise para determinacdo da caacéot de glicose liberada no meio

reacional.

4.2.7 Procedimentos analiticos

A atividade de endoglucanase foi determinada tetmwlmo substrato uma
solucéo de carboximetilcelulose (Sigma, EUA) 0,4% em tampao citrato de sddio 0,2 M,
pH 4,8 (Ghose, 1987). Para tal, em 0,5 mL de CMC fdfam adicionados 0,5 mL do
coquetel enzimatico diluido em tampao citrato d#e6,2 M, pH 4,8. A reacdo ocorreu a 50
°C por 10 min e foi interrompida pela adicdo de rh)0 de reagente DNS. Apés 5 min de
incubacdo em agua em ebulicdo, a reacdo do DNigtésrompida transferindo-se os tubos
para um banho de gelo, segundo Miller (1959). Foadimionados 13 mL da agua destilada
em cada tudo de reacéo e a absorvancia final desti@® foi medida em espectrofotdmetro, a
540 nm. Uma unidade de atividade enzimatica cooredp a 1umol de grupos redutores
liberados por minuto de reacéao.

A atividade de xilanase, por sua vez, foi detercnatilizando-se como
substrato uma solucéo de xilana 1% m/v (oat sBajtna, EUA) em tampéao acetato de sddio
0,2 M, pH 5,0 (Bailey; Poutanen, 1989). Para tal,20 mL de xilana 1% foram adicionados
1,0 mL do coquetel enzimatico diluido em tampadaoede sddio 0,2 M, pH 5,0. A reacao
ocorreu a 50C por 30 min e foi interrompida pela adicdo derh]Ode reagente DNS. Apos
5 min de incubacdo em agua em ebulicdo, a reac@N$foi interrompida transferindo-se
os tubos para um banho de gelo, segundo MillerQl¥oram adicionados 13 mL da agua
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destilada em cada tudo de reacdo e a absorvamah das amostras foi medida em
espectrofotdmetro, a 540 nm. Uma unidade de atieidanzimatica corresponde qurhol de
grupos redutores liberados por minuto de reacgéao.

Para as andlises de eletroforese, os extratos &g brutos produzidos em
FSeq e FSm utilizando os diferentes residuos atmstriais como substrato indutor foram
submetidos a eletroforese segundo o método de Lagi®i0). Os extratos concentrados
foram submetidos a eletroforese com agente desmatur(SDS-PAGE), com gel de
poliacrilamida 12% m/v, para determinar o perfisdaroteinas presentes nos complexos
enzimaticos. As amostras foram aquecidas por 5 tosnem tampao de desnaturante (Tris-
HCI 75 mM pH 6,8 3-mercaptoetanol 5% v/v, glicerol 10% v/v, azul derbofenol 0,01%
v/v) e posteriormente aplicadas em igual volume @maletas pré formadas em gel de
eletroforese. Na primeira canaleta foi aplicadqu4 do marcador de massa molecular
PreciseTM (AMRESCO) 15 — 115 kDa. A corrida elatrética foi realizada durante 90
minutos (60 V para 0-30 min, e 110 V para 30-90)rem uma cuba de eletroforese vertical
contendo tampéao de corrida (Tris-HCI 25 mM pH &&ina 190 mM, SDS 0,1% m/v). A
revelacado do gel ocorreu em duas etapas: o gebfado com Comassie Blue R-250 por 40

min e descorado por 12 horas utilizando uma solac#to acético 6% etanol 3% (v/v).

4.3 Resultados e discussodes

A avaliacdo da influéncia do tipo de matéria-prigmoceluldsica utilizada
para a inducdo da sintese de enzimas celulolipoad. nigerfoi avaliada em 12 diferentes
condi¢bes de cultivo, conforme Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 Condic¢des de cultivo avaliadas para a@ilucéo de celulases e xilanases

Tipo de material lignocelulésico Método de cultivo

Fermentacdo submersa Fermentacdo sequencial

(FSm) (FSeq)
Bagaco de cana-de-acUcain X
natura(BIn) X
Bagaco de cana-de-acucar pré- X
tratado por exploséo a vapor
(BEX) X
) X
Farelo de trigo (FT) X
_ X
Farelo de soja (FS) X
, . X
Bagaco de cana-dezUcar in
naturae farelo de trigo (BIn:FT) X
Bagaco de cana-de-acucar preé- X
tratado e farelo de trigo (BEx:FT) X

Acucares simples como a glicose sédo conhecidosirpbir a producao
enzimética caso estejam presentes em altas coap@est No entanto, se adicionados aos
meios nutrientes em concentragcdes adequadas padereder o crescimento celular e a
producdo enzimatica (Botel& al, 2007; Salegt al, 2011). No presente estudo, foi possivel
observar o esgotamento de acucares redutores higex@apos decorridas as primeiras 24 h,
independentemente do tipo de matéria-prima ligubégica utilizada e de suas combinacgdes
(Figura 4.1). Apos a exaustdo da glicose, os imdattignocelulésicos passaram a ser a fonte

de carbono principal paraf nigernos cultivos.
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Figura 4.1 Concentracdo de aguUcares redutores emrgdo do tempo de cultivo utilizando
diferentes fontes de carbono. FS: farelo de soja;TF farelo de trigo; BIn: bagaco de cana-de-
acucar in natura. Os resultados séo apresentadosrno médias + desvios.
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Foram utilizadas como parametro de desempenho da o@téria-prima
lignocelulésica as producdes de endoglucanasearasé em cada condicdo de cultivo. Os
picos de producdo de ambas as enzimas foram olatmiiss 72 h de cultivo, portanto, foram
estes os valores utilizados como comparacao estexerimentos. Todos os cultivos foram

conduzidos em duplicata e estdo apresentados c@uiash desvios

4.3.1 Avaliacdo de diferentes residuos agroindustriais nparoducdo de endoglucanases
por A. niger A12

A influéncia dos diferentes tipos de fonte de cadana producédo de
endoglucanases pelo fungo filamentdsoniger estd apresentada na Figura 4.2. Pode-se
observar que pelo método de fermentacdo sequencialaior pico de producdo de
endoglucanases, de 1.850+22 Wi.lfoi obtido utilizando-se somente o farelo dedr{§T)
como indutor. Além disso, analisando-se os cultieaos fermentacdo sequencial, pode-se
observar a vantagem da utilizagéo do farelo de t@no suplementacéo ao bagaco de cana-
de-acucain natura resultando em 1.354+49 Ut enquanto o pico foi de 789+80 UL

guando somente BlIn foi utilizado.
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Em relacéo ao pré-tratamento do bagaco de canatgera o mesmo mostrou-
se favoravel a producdo de endoglucanasesAponiger pelo método de fermentacéo
sequencial, visto que quando comparados os suisstBlh e BEx observou-se que o pré-
tratamento deste material favoreceu a producaométiza. Isso refletiu diretamente nos
valores apresentados na Figura 4.2, na qual obser@asuperioridade dos resultados com
BEX, cuja producio de endoglucanases foi de 1.12843 1.

Observando-se os resultados obtidos pelo métoderaentacido sequencial e
por fermentacdo submersa convencional em condigiiedares de pH, temperatura,
frequéncia agitacdo e tamanho de inéculo em FSi@eg,Fpode-se afirmar pelas atividades
enzimaticas obtidas utilizando os indutores FT, Bifhte FT+Bex, que os cultivos validaram
a vantagem de utilizagdo do FT como fonte de carbms cultivos, tanto isoladamente ou
como fonte de carbono suplementar a outros subsirabm vantagem de utilizagdo do

meétodo de cultivo sequencial para a producao deasels.

Figura 4.2. Picos de producdo de endoglucanase (UE) obtidos apdés 72 h de cultivo em
fermentacéo sequencial e submersa com BIn (bagace dana-de-acucarn natura), BEx (bagaco
de cana-de-acucar explodido), FT (farelo de trigo}'S (farelo de soja) e combinacéo 1:1 FT-BIN
e 1:1 FT-BEx. Os resultados séo apresentados comedias + desvios.
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Comparando-se os resultados obtidos pelo métotermentacdo sequencial e

submersa, observou-se que o método de fermentagé@ersial resultou em maior producao
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de endoglucanases para todos os substratos awaliém disso, assim como observado por
Cunhaet al. (2012 a, b), a morfologia de crescimentoAdaligerem fermentacéo sequencial
foi predominantemente na forma de micélios dispggrenquanto a fermentacdo submersa
favoreceu o crescimento na forma de densos agloioeicelulares. Este resultados estéo de
acordo com o reportado anteriormente por Cuahal. (2012 a, b), os quais obtiveram
resultados até trés vezes superiores em fermenssgiencial em relacdo a fermentacéo
submersa quando utilizado bagaco de cana-de-aigacaturacomo indutor.

Os resultados obtidos neste trabalho por fermentsgidmersa estdo de acordo
também com os dados apresentados por Faginak (2008) e por Delabonet al. (2012a)
onde se constatou que a producdo de endoglucam#sssdo farelo de trigo € superior se
comparada a cultivos com outros materiais ligndésicos como farelo de soja, bagaco de
cana-de-agucar e bagaco de laranja.

A caracterizacdo das matérias-primas lignoceludgsiexpostas na Tabela 4.2,
indica que apesar do alto teor proteico e celubdsiddo baixo teor de hemicelulose, o FS
apresenta aproximadamente duas vezes mais ligonigaalo FT, o que dificulta o acesso do
complexo enzimatico ao substrato. Este fator jostih melhor producdo enzimatica ao se
utilizar FT como fonte de carbono, por este aprasenm conteddo mais equilibrado e

adequado a producao de celulases e hemicelulases.

Tabela 4.2 Composicdo quimica de diferentes materiais lignoésicos

o . Hexoses Pentoses Lignina Proteinas
Material Lignocelulésico

(%) (%) (%) (%)
Bagaco de cana-de-acu@anatura(BIn)? 46,62 26,51 21,70 1,52
Bagaco de cana-de-acucar pré-tratadop 71 2 05 230 NI
exploséo a vapor (BEX)
Farelo de sofa 34,59 18,13 9,78 43,22
Farelo de trigd 10,86 28,88 4,89 17,61

}(Rodriguez-Zunigat al, 2011).2(Cunhaet al, 2014). NI: ndo informado.

Expressando os resultados obtidos nos cultivoseemehtacdo sequencial em
termos de produtividades volumétricas de endoghsss) os resultados obtidos no presente
estudo correspondem a 26 Uth! nos cultivos com FT e 11 Urih?! com Bin.
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Comparando-se os resultados obtidos no presenidoesdm a literatura, pode-se afirmar que
0S mesmos estdo de acordo com o esperado. RodéAgdagaet al. (2011)em cultivos no
estado sélido utilizando a mesma linhagem selvagemspergillus nigerA12 do presente
estudo,obtiveram perfis similares da influéncia da supletagdo do bagaco de cana-de-
acucar com farelo de trigo, cujos valores corredpam a produtividades volumétricas de
endoglucanases de 4,2 Ut.b™! nos cultivos somente com o bagaco de cana-de+adiica
Ul.LL.h! com a combinagdo do bagaco de cana-de-actcar @tfolarelo de trigo (60%), e
18,1 UL.LY.ht em cultivos somente com farelo de trigo como satsindutor.

O fato dos resultados obtidos no presente estudocwtivos submersos
encontrarem-se na mesma ordem de grandeza dossoptd Rodriguez-Zuniget al. (2011)
em cultivos no estado soélido destaca a fermentag§oencial como um método promissor,
uma vez que os extratos enzimaticos obtidos poreetacdo no estado solido geralmente sao

até trés vezes mais concentrados.

4.3.2 Avaliacao de diferentes residuos agroindustriais nparoducéo de xilanases por A.
niger A12

Os resultados obtidos em termos de pico de produgiailanase sao
apresentados na Figura 4.3. E possivel afirmar giiferentemente do obtido para
endoglucanase, o BEx foi a melhor fonte de carbempregada, tanto para a fermentacéo
sequencial quanto para a submersa, seguido pethugiro com o farelo de trigo. Os
resultados de pico de producéo de xilanases obfidas) de 4.573+67 Ulte 5.469 UL,
nos cultivos em fermentagéo submersa e sequeresgkctivamente.

Pode-se observar também pela Figura 4.3 que, assimo para a
endoglucanase, o pré-tratamento por explosédo a dapbagaco de cana favoreceu a sintese
de xilanases poA. niger pelo método de fermentacdo sequencial, resultaodpico de
producdo de xilanases de 5.469 Wi.lenquanto 2.892+106 UL foram obtidos quando
utilizado o Bin.
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Figura 4.3 Picos de producéo de xilanase (UI'}) obtidos apds 72 h de cultivo em fermentacéo
sequencial e fermentacdo submersa com BIN (bagage dana-de-agUcarn natura), BEx (bagacgo
de cana-de-acucar explodido), FT (farelo de trigo}'S (farelo de soja) e combinacédo 1:1 FT-BIN
e 1:1 FT-BEXx. Os resultados sédo apresentados comedias + desvios.
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Comparando-se os valores de atividade de xilanatsgos no presente estudo
com a literatura, pode-se afirmar que estdo dedacym o esperado, uma vez que o pico de
producdo de xilanases obtido nos cultivos em fetagéio sequencial com FT, de 4.017+6
Ul.L estdo da mesma ordem de grandeza do obtido poigRed-Zifigaet al. (2010)em
cultivos no estado sdlido utilizando a mesma ligmagelvagem dAaspergillus nigetAl2, de
3.300 UI.LL

Ensaios de eletroforese foram realizados a fim ededentificar diferencas
gualitativas nos coquetéis enzimaticos produzidospatir de diferentes residuos
agroindustriais como fonte de carbono indutora. €@xibido nas Figuras 4.4 (A) e (B),
pode-se observar distintos perfis proteicos nosietgis enzimaticos produzidos em cultivos
com substratos indutores distintos. Comparandessmquetéis obtidos a partir de diferentes
substratos e a partir de diferentes métodos deasiifFSm ou FSeq), pode-se observar que a
variacdo de substrato indutor causa um maior irpactperfil de enzimas produzidas. As
amostras de cultivos com farelo de soja e fareltrige mostraram proteinas bem distintas

guando produzidas por diferentes métodos de cultivo
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Figura 4.4 Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 12%gorado com Coomassie Blue R-250.
Amostras de coquetéis brutos de fermentagdo submergFSm) e sequencial (FSeq) utilizando
diferentes residuos agroindustriais: Gel (A): (BIln)bagago de cana-de-aglcan natura; (BEX)
bagaco de cana-de-acucar pré-tratado por explosaovapor; (FS) farelo de soja. Gel (B): (FT)
farelo de trigo; (FT:BIn) mistura 1:1 FT:BIn; (FT:B EX) mistura 1:1 FT:BEX.

(A)

170 kDa
130 kDa
100 kDa

70 kDa
55KkDa

40kDa

35kDa

25kDa

15kDa

10kDa

(B)

170 kDa
130 kDa
100 kDa

70 kDa
55 kDa

40kDa

35kDa

25kDa

15kDa

10kDa

M

M

Bin

FSm

FT
FSm

Bin

Fseq

FT
Fseq

Bex

FSm

FT:Bin
FSm

Bex
Fseq

FT:BIn
Fseq

FS

FSm

FS
Fseq

FT:BEx FT:Bex

FSm

Fseq



71

Pode-se observar que o0s coquetéis de farelo de &igarelo de soja
apresentam proteinas de massas molares distiritassea também em relacdo aos coquetéis
induzidos por bagacgo de cana-de-acUcar. Uma vezogios os coquetéis foram produzidos
pela mesma linhagem de fundepergillus nigerAl2, bandas especificas para coquetéis
enzimaticos brutos produzidos a partir dos dif&a®isubstratos evidenciam que os diferentes
substratos sdo metabolizados de maneira diferegite fpngo filamentoso, o qual produz
coquetéis com composicdo de proteinas diferenpesaa de muitas vezes resultarem em
atividades enzimaticas totais da mesma ordem delgra.Este era um resultado esperado,
uma vez que o crescimento fungico sob diferenteslicbes ambientais pode resultar em
diferencas na fisiologia e expressédo de enzimag)ém como na expressdo de enzimas com
diferentes caracteristicas em termos de massa ,npaleimetros cinéticos e desempenho de
hidrolise (Barrios-Gonzales,2012; Papagianni; Npkéer, 2001).

A identificacdo das proteinas observadas nos g#isocendoglucanases ou
xilanases é complexa em amostras de coquetéis @&nzs brutos, devido as grandes faixas
de peso molecular em que se encontram as celidasémases. Xilanases microbianas sao
sub-unidades de proteinas que se encontram nadRixessas moleculares entre 8 - 145 kDa
(Kulkarni; Shendye; Rao, 1999). XilanasesA$pergillus nigerE-1, especificamente, foram
isoladas e classificadas em massas moleculares¥hkDa e 86 kDa por Takahashi, Hiroaki
e Shuichiro (2013), enquanto celulasesAdaniger sp. foram encontradas dentro da mesma
faixa de massa molecular, de 40 kDa por Akébal. (1995) e 25 kDa por De Souera al.
(2011). Portanto, para a classificacdo das praeiomo celulases ou xilanases, as amostras
podem ser analisadas em zimogramas em trabalhosogutadicionando-se os substratos

correspondentes de cada enzima nos géis de etegefo

4.3.3 Hidrolise enzimatica de bagaco de cana-de-acucar
O objetivo desta etapa foi a de avaliar se cogaet@&imaticos produzidos por

substratos indutores diferentes apresentam difssetésempenhos na hidrolise do bagaco de
cana de agucar. Portanto, nos ensaios de hidel®enética, trés coquetéis produzidos em
fermentacdo sequencial (FSeq) com destacada aléviéazimatica foram selecionados,
sendo eles: os coquetéis produzido com fareloige (FT), com bagaco de cana-de-acucar
explodido (BEx) e com a combinacédo 1:1 farelo dmtbagaco de cana-de-acucar explodido
(FT:BEX).

Os coquetéis enzimaticos brutos foram concentrades acordo com
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procedimento descrito na Secao 4.2.5. A carga étmiande celulases totais empregada em
cada ensaio foi mantida constante em 0,2 FPUg substrato seco. Os perfis de
concentracdo de glicose liberada no decorrer dallsd sdo apresentados na Figura 4.5.
Apesar carga enzimatica utilizada ter sido baixayidb a limitacdo do processo de
concentracdo enzimatica utilizado, foi possiveblsservar a diferenca de desempenho entre

0s complexos enzimaticos utilizados na hidrolisendderial lignocelulésico.

Figura 4.5 Perfis de concentracdo de glicose libata ao longo tempo de hidrélise enzimética de
bagaco de cana-de-acucar pré-tratado por explosdo \&apor utilizando extratos enzimaticos
produzidos por A. niger A12 utilizando como substrato (FT) farelo de trigop (BEx) bagaco de
cana-de-acucar pré-tratado por exploséo a vapor; (FBEx) combinacdo 1:1 de FT e BEX.
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Pode-se observar que apesar das baixas concestrdgdglicose liberadas,
justificadas pelas baixas cargas enzimaticas alaslg;ao desempenho do coquetel produzido
com farelo de trigo na liberacéo de glicose focdeca de 2,7 vezes maior que utilizando-se o
coquetel produzido com bagaco de cana-de-acUcéwdiolp. Pode-se observar ainda que a
suplementacdo do bagaco de cana-de-acucar explodiddarelo de trigo na proporcéo de
1:1 ndo somente favoreceu a producédo enzimatiesdeglucanases como também resultou
em um desempenho de hidrolise de 51 % maior ema@lao coquetel enzimatico produzido
utilizando somente com o BEx como substrato indutor

A maior conversdo de hidrélise utilizando coquethgzimaticos produzidos

com farelo de trigo pode ser explicada pela fonucdo dep-glicosidase em cultivos
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utilizando este substrato. Apesar de esta enzimaerésido avaliada no presente estudo, a
maior producéo dp-glicosidase utilizando farelo de trigo como indutm vez de bagaco de
cana-de-agucar, foi observada em cultivos realzao fermentacdo no estado sélido por
(Delabonaet al, 2012b). A propor¢céo balanceada effitiglicosidase e celulases é ideal para
um bom desempenho de hidrolise, uma vez que o doudeucelobiose por falta dé

glicosidase pode inibir a acao das celobiohidraldstaedaet al, 2011).

4.4 Conclusbes

A utilizacdo de diferentes residuos agroindustriaissuas combinacdes
possibilitou a avaliacédo da influéncia da escoka@atda fonte de carbono em cultivos cdm
niger para a producéo de celulases pelo método de feag@nsequencial.

Os extratos produzidos apresentaram diferencassod@ente nos indices de
atividade enzimatica, como também no perfil degirats induzidas.

Dentre os materiais lignocelulésicos avaliadosagainente (bagaco de cana-
de-acUcain naturae pré-tratado por explosdo a vapor, farelo de sdmrelo de trigo), os
resultados mais promissores em fermentacao se@lém@m obtidos com o farelo de trigo,
com atividades de 1.850+22 e 4.017+6 Ul/L de enataglase e xilanase, respectivamente.
Além disso, observou-se também pelo desempenhaatpsetéis enzimaticos produzidos
utilizando diferentes substratos como fonte de arahindutora na hidrdlise do bagaco de
cana-de-agucar, a alta performance do coquetehétizd produzido com farelo de trigo.

Os cultivos realizados com a combinacéo dos substrea razdo de 1:1 farelo
de trigo e bagaco de cana-de-acUpanatura e pré-tratadceevidenciam a vantagem de se
utilizar o farelo de trigo como fonte de nitrogésigplementar de baixo custo ao bagaco de

cana-de-agucar.
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Capitulo 5

Validacao do método de fermentacéao sequencial
para a producao de celulases por diferentes
linhagens de fungos filamentosos e aplicacao na
sacarificacao de bagaco de cana-de-acucar
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5.1 Introducao

A hidrolise enzimatica de materiais lignocelulésiéouma rota promissora em
comparacao com abordagens de hidrolise quimicalolea® seu baixo impacto ambiental
(Singhaniaet al, 2010). A fim de se garantir que a hidrélise erditioa sera efetiva em
converter substratos lignocelulésicos em acuUcaestilizacdo de coquetéis enzimaticos
especificos € necessaria. Entretanto, o alto adstproducdo das celulases limita a sua
producao industrial (Singhang al, 2010).

Pesquisas recentes apontam que complexos enzimatiomduzidos na
presenca de materiais lignocelulésicos, em sulgsiiia substratos indutores comerciais, tém
um alto potencial de hidrolise devido a sua espedefde ao substrato (Casted al, 2010).
Complexos enzimaticos produzidos por diferentedhalgens microbianas também tém
demonstrado diferentes efeitos na hidrélise destgsriais (Maedat al, 2011; Singlet al,
2009).

Devido a complexidade e resisténcia dos matengmodelulésicos, seu uso
para a producdo de celulases e xilanases podereegaeprincipio, uma etapa de preé-
tratamento a fim de tornar a fracdo celuldsica rd@éponivel para o ataque microbiano. O
pré-tratamento pode melhorar significativamente s@mente a producdo enzimatica, como
também a hidrolise de materiais lignocelulésicaad{kch, 2010; Wymaaet al, 2011).

No Brasil, o material lignoceluldsico principal paaplicacdo na producao de
enzimas e para producéo de etanol de segunda ge¥agéagaco de cana-de-acucar, devido
a sua disponibilidade nas usinas de etanol. Emtrpré-tratamentos quimicos e fisicos que
podem ser utilizados para o bagaco de cana-defa@ipegé-tratamento por exploséo a vapor
e 0 pré-tratamento hidrotérmico tém recebido atencéescente por aumentarem a
digestibilidade do material lignocelulésico sem ecessidade de adicdo de compostos
guimicos além de agua (Kiet al, 2009; Mosieet al, 2005a). Além disso, o pré-tratamento
hidrotérmico resulta em alta preservacdo da xiland® observada no pré-tratamento por
exploséo a vapor.

Os métodos de cultivo para a producdo de celujasgsm ser divididos em
fermentacdo no estado sélido (FES) ou fermentagmersa (FSm), cada um com suas
vantagens e desvantagens de acordo com a aplicls®ada. Em vista da demanda
tecnoldgica para estratégias de melhoria na pradug celulases utilizando materiais
lignoceluldsicos como o bagaco de cana-de-acuoanavo método de cultivo que combina

as vantagens da FES e da FSm em um unico processesénvolvido. O método sequencial
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no estado solido e submerso tem mostrado resulfadogssores (Cunha, F. Mt al, 2012).

O objetivo desta etapa do trabalho foi, portamapléar a aplicacdo do método
de cultivo sequencial para producdo de (hemi)cgdslgoor diferentes linhagens de fungos
filamentosos do génerdspergillus sp.isolados do bioma brasileiro. O efeito do pré-
tratamento por explosdo a vapor e o pré-tratamieidiotérmico também foram avaliados e
0S coquetéis enzimaticos concentrados e aplicaabgindlise enzimatica de bagaco de cana-

de-acucar.

5.2 Materiais e métodos

5.2.1 Substrato

O substrato indutor foi o bagaco de cana-de-ac@dmnetido a diferentes
pré-tratamentos. O bagaco pré-tratado por explas@apor (BEx), cedido pelo Centro de
Tecnologia Canavieira (CTC - Piracicaba, Brasi),dreviamente pré-tratado a 17xX¥a e
205°C por 20 min. O bagaco pré-tratado pelo métodmtédmico (BHid) foi pré-tratado no
Laboratério de Engenharia dos Recursos Renovak@RRE) na Universidade de Purdue
(EUA), utilizando tubos de aco inoxidavel (2,54 dadiametro x 2,1 mm de espessura de
parede x 11,4 cm de comprimento) fechado com undeaerminais Swagelok (Swagelok,
EUA) conforme descrito por Kim, Mosier e Ladiscl®@®2). O bagaco foi aquecido a 190 °C
colocando-se os tubos em um banho de areia flagidif&ole-Parmer, Vernon Hills, IL) a
190 °C por 20 min (5 min de aquecimento e 15 mited&o de pré-tratamento). Apos isso,
os tubos foram transferidos em agua fria para seesfriados. O material pré-tratado foi seco
a 40 °C e estocado até o uso. As composi¢cdes desaosbbagacos foram determinadas de
acordo com o procedimento do NREL (Sluigtral, 2008a,b). As amostras de BEx e BHid

nao foram submetidas a nenhum tipo de lavagemapés-tratamento.

5.2.2 Microrganismos
Trés linhagens déAspergillusforam utilizadas para a producdo enzimatia:
niger A12 (linhagem selvagem isolada de pimenta do JgeiAo oryzaeP27C3 (linhagem
selvagem isolada do solo da Amazonid).eniger 3T5B8 (mutante morfolégico, de acordo
com Couri e De Farias (1995). A linhagéxmiger A12 foi selecionada por ser a linhagem
utilizada no desenvolvimento do método de fermémagequencial, a linhagem niger

3T5B8 foi selecionada por ser uma linhagem mutgaéeindicou resultados promissores para
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a producéao de celulases em fermentacao no esthdo @éirotaet al, 2014), etapa inicial do
método de fermentacdo sequencial, e a linhagenoryzaeP27C3 foi selecionada por
produzir coquetéis enzimaticos com altos titulos xdlanase e feruloil esterase em
fermentacdo submersa (Bragaal, 2014). Todas as linhagens estdo depositadas leg&00

da Embrapa Tecnologia de Alimentos no Rio de JanBiasil.

5.2.3 Meio nutriente

O meio de cultivo utilizado foi o0 meio descrito pdandels e Sternberg (1976)
e adaptado por Cunhet al. (2012a) contendo (em m/v): 0,14% de @¥SQs, 0,20% de
KH2PQy, 0,03% de Cagl 0,02% de MgS®@7H;0O, 0,50% de peptona, 0,20% de extrato de
levedura, 0,03% de uréia, 0,10% de Tween 80, abd%®,de solucdo salina (5 mg/L de
FeSQ.7H.0, 1,6 mg/L de MnS©H20, 1,4 mg/L de ZnS©O7H,O e 2,0 mg/L de Cog). A
adicao de glicose aos meios liquidos de pré-culivamltivo teve como intuito proporcionar
efetiva germinacdo e crescimento fungico, senddraepa fonte imediata de carbono para

seu desenvolvimento.

5.2.4 Condicdes de pré-cultivo
Procedimento de pré-cultivo Os esporos das trés linhagens de fungos foram
ativados em meio PDApftato-dextrose-agarpor 5 dias. Apds completa esporulacdo das
placas, os esporos foram ressuspendidos e inosulaa® meios de pré-cultivo, os quais
foram preparados de forma diferenciada de acordo @anétodo de cultivo desejado, FSm

ou FSeq.

Pré-cultivo para fermentagdo sequencial no método de fermentacéo
sequencial, a primeira etapa de pré-cultivo folizada no estado sélido. Esporos foram
inoculados nas matérias-primas lignocelulésicaslestas a fim de se atingir a concentracéo
final de esporos de 1Gesporos/g de meio solido, em frascos ErlenmeyebQfe mL. A
umidade do indutor lignocelulésico foi ajustadeaaés da adicdo do meio nutriente liquido
descrito na sec¢ao 5.2.3, sem suplementacédo cowsglina propor¢édo de 12 mL de meio
nutriente a cada 5 g de meio solido. Os frascomg@eeceram incubados em condi¢cbes
estéticas, em estufa a 32°C por 24 h. Apos estedoerhouve a transicdo dos preé-cultivos
para fermentacdo submersa através da adicdo dal2@@ meio nutriente liquido descrito na

secao 5.2.3, enriquecido com 30 g/L de glicose engdil 6,0. Os frascos foram mantidos
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em mesa incubadora rotativa a 200 rpm e 32°C por (@inhaet al, 2012a). Apds o tempo
de preé-cultivo, o inoculo foi transferido na prop@o de 10% (v/v) para o meio de cultivo

para a producao enzimatica.

5.2.5 Producédo enzimatica

A producédo de celulases e xilanases pepergillus sp.foi conduzida em
frascos Erlenmeyer de 1 L, contendo 200 mL de velumi. O meio nutriente utilizado foi
similar o mesmo descrito na secao 5.2.3, exceto repgta etapa 0 meio nutriente foi
suplementado com 10 g/L de glicose e 1% m/v damagdéma lignoceluldsica indutora. Os
frascos foram inoculados com 10% v/v de pré-culgvos cultivos permaneceram em mesa
incubadora rotativa a 250 rpm e 32 °C por 72 hfida dos cultivos, os extratos produzidos
foram filtrados a vacuo e centrifugados a 11.000 por 15 minutos a 4 °C. Todos os cultivos
foram conduzidos em quintuplicatas e, ap0s o filwd cultivos, os coquetéis enzimaticos
produzidos foram combinados para formar um Unictvagx proveniente de cada fungo

filamentoso.

5.2.6 Atividades enzimaticas

A atividades enzimaticas foram analisadas de acocodo o procedimento da
IUPAC (Ghose, 1987), seguindo a metodologia apdicad Laboratério de Engenharia de
Recursos Renovaveis (LORRE, Purdue University), eoredta etapa do projeto foi
desenvolvida. As atividades enziméaticas calculateste capitulo diferem, portanto, das
calculadas dos demais capitulos da presente teskdediferencas nos métodos analiticos.

A atividade de endoglucanase foi determinada tetwlmo substrato uma
solucao de 1% carboximetilcelulose de baixa visizme em tampéo citrato de sodio 50 mM,
pH 4,8. Para tal, em 0,40 mL de CMC 1% m/v forantiadados 0,10 mL do coquetel
enzimético diluido em tamp&o citrato de sodio 0,2pM 4,8. A reacdo ocorreu a 30 por
15 min e foi interrompida pela adicdo de 2,0 murelgente DNS. Apds 5 min de incubacéo
em agua em ebulicdo, a reacdo do DNS foi interrdenpiansferindo-se os tubos para um
banho de gelo, segundo Miller (1959). A absorvandas amostras foi medida em
espectrofotdmetro, a 540 nm. Uma unidade de atieiganzimatica corresponde qurhol de
grupos redutores liberados por minuto de reagao.

A atividade de xilanase, por sua vez, foi detera@natilizando-se como
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substrato uma solucéo de xilana 1% noat(spell em tampéao citrato de sédio 50 mM, pH
4,8. Para tal, em 0,40 mL de xilana 1% foram admitms 0,10 mL do coquetel enzimatico
diluido em tampé&o citrato de sodio 0,2 M, pH 4,8eAcé&o ocorreu a SC por 15 min e foi
interrompida pela adicdo de 2,0 mL de reagente D&8®s 5 min de incubagdo em agua em
ebulicdo, a reacdo do DNS foi interrompida trams@iEr-se os tubos para um banho de gelo,
segundo Miller (1959). A absorvancia das amostrasnedida em espectrofotdmetro, a 540
nm. Uma unidade de atividade enzimética correspande umol de grupos redutores
liberados por minuto de reacao.

As andlises para determinacaopdglicosidase §-xilosidase foram realizadas
utilizando como padréo reagentes p-nitrofenol (pNB)n cada tubo reacional foram
adicionados 0,40 mL do substrato (p-nitrofghiD-xilopiranosideo (pNMB- xil) ou p-
nitrofenil-B-D-glucopiranosideo, (pNB-glic) e 0,10 mL do coquetel enziméatico. A reagaio f
conduzida a 50C por 15 min e foi interrompida pela adicdo de 120 reagente DNS. A

absorvancia das amostras foi medida em espectnoétd, a 410 nm.

5.2.7 Concentracdo dos coquetéis enzimaticos

Os coquetéis enzimaticos produzidos foram ultrafibs antes de sua
aplicacdo na hidrolise enzimética do bagacgo de-deracucar pré-tratado. As ultrafiltracdes
frontais e sem reciclo foram conduzidas utilizandima célula de ultrafiltracdo com
membranas de poli(etiletersulfona) de 10 kDa NMWéomada a um sistema de ultrafiltracao
modelo Amicon 8400 (Millipore, USA). Um banho deuaggelada foi utilizado para evitar
degradacdo enzimatica durante o processo. Os éiguaizimaticos foram concentrados
aproximadamente 80 vezes em volume e a concenteagdermos de atividades enzimaticas

€ apresentada na Tabela 5.2.

5.2.8 Hidrdlise enzimatica do bagaco de cana-de-acucar

A hidrélise do bagaco de cana-de-acUcar pré-trafaoexplosdo a vapor
(BEx) ou hidrotérmico (BHid) foi realizada utilizdo combinaces de extrato enzimético
comercial e enzimas produzidas em laboratériojzatido um incubador de hibridizacao
(FINEPCR, Korea) a 50°C e 40 rpm for 72 h. Uma&angzimatica fixa de enzima comercial
foi aplicada, com suplementacdo de extratos enmosaproduzidos em laboratorio pAr
niger Al2, A. niger3T5B8 eA. oryzaeP27C3.

Os ensaios de hidrolise avaliados foram realizadosubos Falcon de 50 mL

com teor de sélidos de 5% m/v de bagaco de carsauisar pré-tratado (BEx ou BHid) em
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tampao citrato de sédio 50 mM pH 4,8 contendo 0,d2%zida de sodio. A carga enzimatica
de Cellic Ctec 2 foi fixa em 4,3 mg de proteinasito(medidas pelo método de nitrogénio
total), combinadas com extratos enzimaticos comtetididades de xilanase de 70, 107, 143,
179 Ul.mL. As amostras foram analisadas em HPLC (coluna @xiHPX-87H) para

determinacao de glicose liberada em cada ensdiad#ise.

5.3 Resultados e discussoes
5.3.1 Efeito dos pré-tratamentos na composicédo do bagade cana-de-acgucar

A andlise composicional do bagaco de cana-de-a@pizs cada tipo de preé-
tratamento, explosdo a vapor (BEx) ou hidrotérniigdid) é apresentada nas Tabelas 5.1 e
5.2.

Tabela5.1 Teor de componentes insolUveis presentes as asarbagaco de cana-de-
acucar apos pré-tratamentos BEx e BHid

Tabela 5.2 Teor de componentes soluveis presentes nas asiagiba 0s pré-tratamentos

Bagaco pré-tratado | Bagago pré-tratado por
Componentes por explosdo a vapor | tratamento

(BEX) hidrotérmico (BHid)
Hexoses (%) 71,2 £1,7 69,8 £ 0,8
Pentoses (%) 0,50 19+0,1
Lignina (%) 22,8+2,0 219+2,1
Cinzas (%) 2,9 £0 1,1+0,1
Acetato (%) 010 0,3+0
Total 97 +4 94 +3

no BEx e BHid
Bagaco pré-tratado | Bagaco pré-tratado por
Componentes por exploséo a vapor | tratamento hidrotérmico
(BEX) (BHid)
celobiose (g.1) 0,09 0,00
glucose (g.t%) 0,14 0,05
xilose (g.L'Y) 0,75 0,45
arabinose (g.t}) 0,09 0,26
acido acético (g.t) 0,04 0,06
acido latico (g.1%) 0,06 0,00
xilooligdmeros (g.t%) 2,10 4,10
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Pode-se observar que ambos os pré-tratamentogarasulem amostras de
bagaco de cana-de-acUcar com teores muito proxdaokgnina e hexoses e que 0 preé-
tratamento por exploséo a vapor foi mais eficiemderemocao das pentoses (Tabela 5.1).
Pode-se observar pela Tabela 5.2 que enquanto B&suipmaior teor de xilose, o BHid
apresentou maiores teores de xilooligbmeros e rayabj os quais podem atuar como fortes

inibidores na etapa de hidrélise da celulose.

5.3.2 Producdo Enziméatica

A Figura 5.1 mostra a producdo de endoglucanasesseia condicbes de
cultivo avaliadas, conA. niger A12, A. niger 3T5B8 eA. oryzaeP27C3, utilizando BEx e
BHid. E possivel observar que as producdes de @ntiotase poA. niger A12 eA. niger
3T5B8, foram de até 20 e 50 %, respectivamentepnemiem cultivos utilizando BEx em
comparacao com os utilizando BHid. Uma vez que anidi€x e BHid tém os mesmos teores
de hexoses, a alta concentracdo de xilooligbmem®BHid e outros compostos, como
arabinose e compostos fendlicos liberados durantetamento hidrotérmico, podem ter
causado a inibicdo de endoglucanases secretadaginade cultivo. O efeito inibitorio dos
xilooligbmeros na hidrdlise da celulose foi recemt@te reportado por Qing, Yang e Wyman
(2010) e por Ximenest al.(2010).
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Figura 5.1 Producdo de endoglucanase por linhagemke Aspergillus apos 72 h de cultivo pelo
método de fermentacdo sequencial utilizando bagacde cana-de-aglcar pré-tratado por
exploséo a vapor (BEx) e pelo tratamento hidrotérntio (BHid).

2000

m BEx
s BHid

endoglucanase (IU.LY)

_

A. niger A12 A. niger 3T5B8 A. oryzae P27C3

Nota: As analises enzimaticas nesta etapa do prd@am realizadas seguindo um método de analise
diferenciado.

Um efeito oposto foi observado com relacdo a pradute xilanase (Figura
5.2) e B-glicosidase (Figura 5.3). O bagaco pré-tratadorobédmico (BHid) forneceu
condi¢cdes de cultivo mais favoraveis a producaddadesnzimas. Para as linhagensAde
niger, a producdo de xilanases foi de até 23 % maiordu&Hid foi utilizado em vez do
BEx. A producéo d@-glicosidase poA. nigerAl2 foi de até 4 vezes maior quando o BHid
foi o substrato indutor. Pode-se observar pelossidd Tabela 5.1 que a lignina e as hexoses
estdo presentes nas mesmas propor¢cdes nas andesB&g e BHid. Entretanto, a proporcao
de pentoses € mais alta no BHid, o que pode ex@ipaoducdo mais alta de xilanase obtida
em cultivos com este bagaco. Enquanto o pré-tratanmor explosdo a vapor liberou uma
maior quantidade de acucares como a glicose, ximseelobiose, o pré-tratamento
hidrotérmico conservou a fracdo de oligossacari(Eaisela 5.2).
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O meétodo de fermentacdo sequencial se mostrou lvi@ar@ a producdo
enzimatica por diferentes linhagens de fungos, weaaque todas as linhagensApergillus
avaliadas foram capazes de produzir celulases amagés em cultivos conduzidos pelo
método sequencial utilizando bagaco de cana piedtsgBIn e BEx) como substrato.

A linhagem deA. niger A12 produziu altos titulos de todas as enzimas
avaliadas, resultando em 1,26; 26,25; 3,70 e Q0,681 de endoglucanase, xilanage,
glicosidase ep-xilosidase (grafico ndo apresentado), respectiméeneem cultivos com
bagaco BHid. Estes resultados foram obtidos sobvew método de cultivo sequencial no
estado solido e submerso e sdo promissores em cagApaaos obtidos por Rodriguez-
Zunigaet al.(2014) em cultivos no estado sélido, utilizandoidkE a mesma linhagem de
niger A12, o que resultou em atividades de endoglucamasianase de 0,75 e 1,31 IU.fhL
respectivamente.

A linhagem deA. oryzaeP27C3 néo foi capaz de produzir altos indices
enzimaticos utilizando bagacos pré-tratados. Earitet mesmo com niveis de producdo mais
baixos, os perfis de producdo enzimética seguirsmmesmas tendéncias observadas para a
linhagens dé\. niger.

5.3.3 Aplicacdo dos coquetéis enzimaticos produzidos nadndlise de bagaco de
cana-de-agucar

Os coquetéis enziméticos produzidos em fermentaefoencial pelas seis
condicbes de cultivo avaliadas (trés linhagens it@sgcultivadas em bagaco de cana-de-
acucar submetido a dois tipos de pré-tratamentwajrf concentrados conforme descrito na
secdo 5.2.7 e aplicados na hidrdlise de bagacarte pré-tratado por explosédo a vapor e por
tratamento hidrotérmico. Deste modo, os complexasmeticos produzidos utilizando um
determinado substrato como indutor a sintese etizemdoram utilizados para a hidrélise
enzimatica de amostra semelhante.

A Tabela 5.3 apresenta os perfis dos complexosrénizios apds a etapa de
concentragdo por ultrafiltracdo. Nos ensaios dedhsd enzimatica, foi aplicada uma carga
fixa de enzima comercial (EC) de 4,3 gig@inas totalfcelulose€ foram realizadas suplementagdes
com o0s coquetéis enzimaticos produzidos, fixandasecargas de 70, 107, 143 e 179
UlxilanaséQceluloss AS conversdes totais de hidrolise de celulosdicosge obtidas com as

combinacdes de coquetéis enzimaticos descritoam@sentadas nas Figuras 5.4 e 5.5.
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Na Figura 5.4 observa-se que a combinacdo do cacuretimatico comercial
com os coquetéis produzidos pelas linhagensAsigergillus resultou em incremento na
hidrélise enzimatica do bagaco de cana-de-acUcértrgtado por explosdo a vapor.
Observou-se que utilizando-se cargas enzimaticaxada (correspondentes a 70
IU xilanaséQcelulosd, OS coquetéis enzimaticos Ae niger 3T5B8 eA. oryzaeP27C3 resultaram
em maior rendimento de hidrélise do que o extratmlyzido peloA. nigerAl2, de acordo
com o teste de Tukey com 85% de nivel de confiadgaentanto, em cargas enzimaticas tdo
altas quanto 179 HhnasdQcelulose 0S coquetéis enzimaticos das trés linhagens apeeam o

mesmo desempenho de hidrdlise.

Tabela 5.3 Perfis dos coquetéis enzimaticos produzidos pbatiens déspergilluspelo
método de fermentacdo sequencial utilizando baglgacana-de-acUcar pré-tratado por
explosédo a vapor (BEx) e pelo tratamento hidrotéoniBHid), apds etapa deoncentracao
por ultrafiltragao

. Proteinas Endoglucanase Xilanase p-glicosidase p-xilosidase
Linhagem

(mg.mL™1) (Ul.mL 1) (Ul.mL %) (U.mL™Y) (U.mL™Y)
BEX
A. nigerAl2 124 144 858 a7 18
A. niger3T5B8 88 48 958 202 32
A. oryzaeP27C3 77 12 97 10 2
BHid
A. nigerAl2 148 135 1511 533 57
A. niger3T5B8 90 51 965 181 29

A. oryzaeP27C3 68 15 101 10 1,7
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Figura 5.4 Conversao total de celulose em glicosé) obtida em ensaios de hidrélise do BEx com
diferentes cargas enzimaticas do coquetel enzim&icomercial (EC) e coquetéis enziméticos
produzidos por trés linhagens deAspergillus pelo método de fermentacdo sequencial. Ensaios
realizados com 5 % m/m de sélidos de bagaco de cameracucar pré-tratado por exploséao a

vapor e cargas enzimaticas fixas em 4,3 Mgeinas edQeeluiose € SUplementagdes com cargas fixas de
xilanase de 70; 107; 143 e 179 Jmlslnase/gcelulose
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Figura 5.5 Conversdao total de celulose em glicos&) obtida em ensaios de hidrélise do BHid

com diferentes cargas enziméticas do coquetel enztito comercial (EC) e coquetéis

enzimaticos produzidos por trés linhagens deAspergillus pelo método de fermentacéo

sequencial. Ensaios realizados com 5 % de sdlidos dagaco de cana-de-acucar pré-tratado pelo
método hidrotérmico e cargas enzimaticas fixas em3tMgyroteinas EdJeelulose € SUplementagdes com
cargas fixas de xilanase de 70; 107; 143 e 179ikhhsdcelulose
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Observa-se na Figura 5.5 que a hidrélise enzimékicdagaco de cana-de-
acucar pré-tratado pelo tratamento hidrotérmicalt@s em conversoes totais de celulose a
glicose mais baixas, independentemente da cargm@nza aplicada. Enquanto a hidrélise
com a enzima comercial resultou em 46,5 + 1,5 %aterersdo do BEx, a mesma carga
enzimatica resultou em apenas 33,5 + 2,5 % de csdvelo BHid.

As baixas conversdes de hidrélise do BHid podenesglicadas pela presenca
de xilooligbmeros detectados na amostra (Tabelp E&es compostos e outros acgucares
soluveis encontrados no material lignocelulosicOsap pré-tratamento s&o inibidores de
celulases, sendo os xilooligbmeros mais inibidatesque a xilose, capaz de impactar o
desempenho enziméatico em concentragdes tdo baiasoql,67 mg.mt (Qing; Yang;
Wyman, 2010).

De um modo geral, mesmo na auséncia de inibidarésdrolise enzimatica
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tem um aumento de rendimento até uma determinada eazimatica, a partir da qual ndo é
viavel continuar aumentando a carga de enzimas, @a@ubstrato ja se encontra saturado
pelas enzimas. Considerando-se que os extratom&izs produzidos pelas linhagens de
Aspergillusno presente estudo ndo foram submetidos a etappgrificacdo e nem a adicdo
de estabilizantes, o ganho percentual de 10 % me&csao total de hidrélise enzimatica com
o0 incremento de atividades enzimaticas tdo baixantq 70 [WianaséOceluiose pode ser

considerado um indicativo de aplicacdo promissara pstes extratos enzimaticos.

5.4 Conclusbes

Foi constatado que o método de fermentacédo se@l@acie ser aplicado com
sucesso para diferentes linhagens de fungos filemses Pode-se afirmar que para as trés
linhagens deAspergillus spavaliadas a produgcdo de endoglucanase foi fawargmlo pre-
tratamento por explosdo a vapor. No entanto, adugfies de xilanase e @eglicosidase
foram maiores nos cultivos utilizando o bagaco setiin ao pré-tratamento hidrotérmico.

A condi¢do mais favoravel a producéo enzimaticaliwancada com A. niger
A12 em cultivos com o bagaco hidrotérmico, resultaem 1,26; 26,25; 3,70 e 0,58 UlL.rhL
de endoglucanase, xilanafgglicosidase @-xilosidase, respectivamente.

Sobre o desempenho dos coquetéis enzimaticos pdoduna hidrolise
enzimética de bagaco de cana-de-aculcar, poderswafiue todos tém potencial de fornecer
ganhos de hidrdlise significativos, sobretudo rdrdlise do bagaco de cana pré-tratado por
explosdo a vapor, que demonstrou melhores rendiosiedé conversdo. Os coquetéis
produzidos poA. oryzaeP27C3, embora tenham menor atividade no extrattm bquando
aplicados na hidrdlise do BEx podem resultar emhoredlesempenho de hidrélise enzimatica
do que os coquetéis enzimaticos da linhagemigerAl12.
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Capitulo 6

Producao de etanol celuldsico a partir de bagaco de
cana-de-acucar hidrolisado por coquetéis
enzimaticos produzidos por diferentes métodos de
cultivo
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6.1 Introducao

A producdo de etanol de segunda geracdo compremncdetapas de pre-
tratamento do material lignoceluldsico, hidrélises gholimeros constituintes da lignocelulose
a acucares simples, fermentacdo alcodlica e pagéic. Um dos principais entraves na
producdo de etanol de segunda geracdo em escaistriad é o alto custo da etapa de
conversdo da celulose presente nos materiais kfuosicos a glicose (Bartet al, 2010;
Hong et al, 2013; Macrelli; Mogensen; Zacchi, 2012). Portantaz-se necessario o
desenvolvimento de bioprocessos mais eficientesa par producdo de enzimas
(hemi)celuloliticas, buscando-se reducdo de cuestambém extratos com maior performance
na hidrolise enzimatica da lignocelulose.

A producado de enzimas-loco, integrada as usinas de producao de etanol de
primeira e segunda geracdo pode oferecer reducdoustes no processo referentes a
armazenagem e transporte das enzimas. Além dissitizacdo de materiais lignocelul6sicos
como substrato indutor para a producdo enzimaticke peduzir ainda mais os custos das
mesmas, uma vez que materiais lignoceluldsicos conmmgaco de cana-de-acucar, por
exemplo no Brasil, jA& se encontram abundantemesomiveis nas usinas de etanol de
primeira geracao (Bartt al, 2010; Furlaret al, 2013; Honget al, 2013).

Estudos recentes apontam a uma vantagem de Ldiizde complexos
enzimaticos produzidos por fermentacdo no estadidos@ submerso na presenca de
materiais lignoceluldsicos na hidrélise enzimatieamateriais lignoceluldsicos (Casgbal,
2010; Maedeet al, 2011; Prevoet al, 2013). No entanto, para uma eficiente aplicagio d
celulose contida na lignocelulose em bioprocesswa p producdo de enzimas e hidrolise,
uma etapa de pré-tratamento do material lignocsiddfaz-se necessaria a fim de tornar a
celulose mais disponivel & ataques microbianoszéné@ticos (Mosieret al, 2005a). No
Brasil, onde o bagaco de cana-de-acUcar é matégiabcelulésico abundante, o preé-
tratamento por explosdo a vapor se destaca entmutoss tipos de tratamentos por néo
necessitar de adicdo de quimicos (exceto agua)msgativel com os sistemas de operacao
das usinas de etanol ja existentes.

Durante os pré-tratamentos pode ocorrer a solabéia da hemicelulose no
meio liquido, enquanto a lignina é transformadaa palta temperatura. Dependendo da
severidade da reacdo, da caracteristica do substi@dd carga de sélidos, compostos toxicos
para leveduras e/ou inibidores de celulases poéeriberados como, por exemplo, agucares

soluveis, hidroximetil furfural, furfural, acidosrginicos e compostos fendlicos. Por esta
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razao, uma etapa de lavagem do material pré-trggade ser realizada a fim de promover a
remocado de compostos como oligossacarideos e ctyspéEndlicos que atuam como
inibidores na hidrélise enzimatica e na fermentacdm leveduras (Kimet al, 2011;
Ximeneset al, 2010).

O objetivo desta etapa do trabalho foi selecionanéodo de cultivo mais
vantajoso para a producdo de complexos enzimatioos maior atividade enzimatica e
também melhor eficiéncia no processo de produca@tat®l 2G. Para se atingir este objetivo,
cultivos foram realizados pelo novo método de feraghio sequencial (FSeq) e pelo método
de fermentacdo submersa (FSm) utilizando como mubsindutor o bagaco de cana-de-
acucar pré-tratado. Os coquetéis enzimaticos prdasiporA. nigerforam entdo aplicados

na hidrélise de bagaco de cana seguida por ferg@mtdcoolica para producdo de etanol 2G.

6.2 Materiais e Métodos
6.2.1 Microrganismo

O agente das fermentacdes foi uma linhagem do fiilagoentoscAspergillus
niger (A. nigerAl2), da colecdo da EMBRAPA-CTAA, mantido sob cslagnento a -18°C.

6.2.2 Matéria-prima lignocelulésica
O indutor lignocelulosico utilizado neste presetrabalho foi o bagaco de
cana-de-agucar pré-tratado por explosdo a vapox)(B&tido por uma usina local. Uma vez
que foi observado na etapa anterior do projeto i(Glap5) a presenca de compostos
inibidores a acdo de celulases apés o pré-tratanpemtexploséo a vapor, nesta etapa o BEx
foi lavado com agua quente a 50°C até a agua dgeav atingir o pH neutro (BEx-lav), fator
que indica a remoc¢do de compostos fendlicos (Migest al, 2012). O tamanho de particula
do bagaco de cana-de-acUcar seco utilizado focieel®do através de peneiramento, com

particulas menores de 0,5 mm.

6.2.3 Meio nutriente
O meio de cultivo utilizado foi o0 meio descrito pdandels e Sternberg (1976)
e adaptado por Cunhet al. (2012a) contendo (em m/v): 0,14% de @WSQu, 0,20% de
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KH2PQy, 0,03% de Cagl 0,02% de MgS®@7H;0O, 0,50% de peptona, 0,20% de extrato de
levedura, 0,03% de uréia, 0,10% de Tween 80, ahd%®,de solucdo salina (5 mg/L de
FeSQ.7H.0, 1,6 mg/L de MnS©H20, 1,4 mg/L de ZnS©O7H,O e 2,0 mg/L de Cog). A
adicdo de glicose aos meios liquidos de pré-cultivmltivo teve como intuito proporcionar
efetiva germinacdo e crescimento fungico, senddraepa fonte imediata de carbono para

seu desenvolvimento.

6.2.4  Condi¢Oes de Pré-cultivo

Procedimento de pré-cultivo Os esporos dé. niger foram inicialmente
ativados em meio PDAp(tato-dextrose-agarpor 5 dias. Em seguida, os esporos foram
suspensos e inoculados em sabugo de milho (Couraras, 1995). Apdés completa
esporulagdo em sabugo de milho, os esporos forssugeendidos e inoculados nos meios de
pré-cultivo, os quais foram preparados de formareifciada de acordo com o método de

cultivo desejado, FSm ou FSeq.

Pré-cultivo para fermentagdo sequencial no método de fermentacao
sequencial, a primeira etapa de pré-cultivo folizada no estado soélido. Portanto, esporos
foram inoculados no bagaco de cana-de-acucar gaadt (BEx-lav) a fim de se atingir a
concentracao final de esporos dé époros/g de meio sélido, em frascos Erlenmey&00e
mL. A umidade do indutor lignoceluldsico foi ajuséaatravés da adicdo do meio nutriente
liqguido descrito na secdo 6.2.3, sem suplementegdoglicose, na propor¢ao de 12 mL de
meio nutriente a cada 5 g de meio soélido. Os fapesmaneceram incubados em condicdes
estéticas, em estufa a 32 °C por 24 h. Apos estedoe houve a transicdo dos pre-cultivos
para fermentacdo submersa através da adicdo dal2@@ meio nutriente liquido descrito na
secao 6.2.3, enriquecido com 30 g/L de glicose enpdil 6,0. Os frascos foram mantidos
em mesa incubadora rotativa a 200 rpm e 32 °C ®br(Cunheet al, 2012a). Apds o tempo
de pré-cultivo, o inéculo foi transferido na prog@o de 10 % (v/v) para o meio de cultivo

para a producao enzimatica.

Pré-cultivo para fermentacdo submersano método de fermentacdo convencional, 0
in6culo foi preparado diretamente em meio liquNesta etapa, os esporos foram inoculados
diretamente no meio nutriente liquido descrito egds 6.2.3, enriquecido com 30 g/L de

glicose e pH inicial 4,5, a fim de se atingir a cemiracio final de esporos de€ #8poros/mL.
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Os pré-cultivos foram conduzidos em frascos Erlgianeontendo 200 mL de volume util,
mantidos em mesa incubadora rotativa a 200 rpm% 3ir aproximadamente 50 h, quando
houve completa germinacdo dos esporos. Apds o tedep@ré-cultivo, o indculo foi
transferido na proporcao de 10 % (v/v) para o rdeicultivo para a producdo enzimética.

6.2.5 Producédo enzimatica

A producado de celulases e xilanases pomiger foi conduzida em frascos
aletados de 500 ml, contendo 100 ml de volume @titeio nutriente utilizado foi similar o
mesmo descrito na secdo 6.2.3, exceto que nep@a@taeio nutriente foi suplementado com
10 g/L de glicose e 1% m/v da matéria-prima lighaésica indutora. Os frascos foram
inoculados com 10% v/v de pré-cultivo e os cultipgsmaneceram em mesa incubadora
rotativa a 200 rpm e 32 °C por 96 h. Amostras foraetinadas em intervalos de 24 h, filtradas

e centrifugadas a 11.000 rpm por 15 minutos a 4 °C.

6.2.6 Hidrdlise enziméatica

Ensaios de hidrélise do bagaco de cana-de-acuceamforealizados
empregando somente um extrato enzimatico come@adic Ctec2®, gentilmente cedido
pela Novozymes A/S (Dinamarca), a fim de se seteci@ondicbes adequadas a hidrdlise
enzimética e fermentagcdo. Foram avaliados: (ajii@lise do bagaco de cana pré-tratado por
explosdo a vapor (BEx) e apds procedimento de éamagom agua quente (BEx-lav) em
frascos Erlenmeyer; (b) a avaliacdo da carga d#aadé soédio adequada aos ensaios de
hidrolise enzimatica seguida por fermentacéo aicagsendo a hidrolise realizada em reator
de hidrdlise rotativa em um reator de hidrélise cotacdo de 360°, em tubos contendo 4 mL
de volume reacional e 5 % m/v de sélidos, com &mtade 30 rpm a 50 °C por 48 h; (c) a
avaliacao da cinética da hidrdlise enzimatica &)@ e 48 h de reacao, realizada em frascos
Erlenmeyer. Os ensaios de hidrolise enzimatica escbs Erlenmeyer foram conduzidos em
frascos de 500 mL, contendo 5% m/v de solidos, emvalume total 50 mL de extrato
enzimético em tampdao citrato de sédio 50 mM, pH K@&s ensaios controle de hidrdlise,
solucédo tampao citrato de sédio 50 mM, pH 4,8 fhicianada ao bagaco de cana-de-acucar
nas mesmas condicbes que 0S ensaios reais, pondmaseresenca de enzimas e,

posteriormente, este controle foi também encammhzata a fermentacdo alcodlica para
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verificacdo de desempenho da levedura em compacagda fermentacdo dos hidrolisados
enzimaticos.

Nos ensaios de hidrélise enzimética do bagaco de-de-acucar utilizando
extratos enzimaticos produzidos por diferentes do&ade cultivo, foi utilizada uma carga
fixa da enzima comercial Cellic Ctec2, diluida eampé&o citrato de sédio 50 mM, pH 4,8
isolada e também combinada aos coquetéis enzirmgiroduzidos. Os coquetéis enzimaticos
foram concentrados por ultrafiltracdo utilizandodeemembranas de polietersulfona vertical
de diametro de corte de 10 kDa (Vivaspin 20 - GR&ltHeare). Os ensaios de ultrafiltracdo
foram conduzidos através de centrifugacdo a 11tp60e 20 °C por 17 min. Os extratos
foram entdo aplicados nos ensaios de hidrolisefrasoos Erlenmeyer de 500 mL, contendo
5% m/v de sdlidos (BEx-lav), em um volume totalrBQ de extrato enzimatico em tampéo
citrato de sédio 50 mM, pH 4,8. A hidrolise foi lizada por 24 h em mesa incubadora
rotativa a 50 °C e 250 rpm. As amostras foramafilas a vacuo e mantidas sob congelamento
para posterior andlise para determinacdo da caacéot de glicose liberada no meio
reacional.

A conversao de hidrdlise foi calculada baseadoaloruedrico de converséo
anidra de celulose a hexoses (glicose, manose atgs¢) de 0,9 (162/180), segundo

procedimento descrito por Sluitetral, (2008).

6.2.7 Fermentacao alcoolica

Os hidrolisados de bagaco de cana-de-acucar forammehtados pelo
liofilizado comercial deSaccharomyces cerevisiae (Fleischmamnprincipio, o hidrolisado
de bagaco de cana-de-acucar foi filtrado e o teoglitose analisado. Apoés isso, a fracdo
liquida foi ent&o adicionada glicose até se atiagioncentracao final de glicose de 100%g.L
este incremento do teor de acucar do hidrolisador@ga em processo integrado de etanol
1G e 2G na mistura do hidrolisado e do melaco, a@eda com Pirotaet al. (2014). A
suplementacdo do meio com sais foi realizada alérse realizar os ensaios de fermentacao
em uma condicdo proxima a composicao de um calderdeentacédo encontrado nas usinas
brasileiras, contendo (em ¢'l: KH2PQ; (5,6), MgSQ.7H0 (1,4), extrato de levedura (6,8)
e uréia (5,32). As fermentacdes foram conduzidasnesa incubadora rotativa a 32 °C e 200
rpm.

O coeficiente de rendimento de substrato a etafned) (foi calculado através
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da informacao de consumo de glicose e de formag@bashol, de acordo com a equacao 6.1

Coeficiente de Rendimento §¥):

AP

onde:

Ypis = coeficiente de rendimento de substrato (S: ae8ctermentesciveis) a produto (P:
etanol) (g.¢)

AP = variacao da concentragao de etanol (g)

AS= variagao do consumo de substrato (g)

A eficiéncia 1) do processo de producao de etanol pode ser adkcuyela
razao entre o coeficiente de rendimento real dacgaso e o rendimento tedrico da

fermentacdo alcodlica conforme equacao 6.2:

Eficiéncia )
— (YP /S)real

= X 100 (Eq. 6.2)
onde:

n = eficiéncia do processo (%)

(Yri9rea = coeficiente de rendimento real do processog.g

(Yr/9)tesrico = coeficiente de rendimento teérico (0,5L&@ g hexosd

6.2.8 Procedimento analitico

A atividade de endoglucanase foi determinada tetwlmo substrato uma
solucdo de carboximetilcelulose (Sigma, EUA) 0,4% em tampé&o citrato de sédio 0,2 M,
pH 4,8 (Ghose, 1987). Para tal, em 0,5 mL de CMCmdAtforam adicionados 0,5 mL do
coquetel enzimatico diluido em tampéao citrato d#s0,2 M, pH 4,8. A reacéo ocorreu a 50
°C por 10 min e foi interrompida pela adicdo de mj0 de reagente DNS. Ap6s 5 min de
incubacdo em agua em ebulicdo, a reacdo do DNigtésrompida transferindo-se os tubos
para um banho de gelo, segundo Miller (1959). Faadinionados 13 mL da agua destilada
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em cada tudo de reacéo e a absorvancia final desti@® foi medida em espectrofotdmetro, a
540 nm. Uma unidade de atividade enzimatica cooredp a 1umol de grupos redutores
liberados por minuto de reacao.

A atividade de xilanase, por sua vez, foi detercdnatilizando-se como
substrato uma solucédo de xilana 1% na/at (spelf Sigma, EUA) em tampé&o acetato de sddio
0,2 M, pH 5,0 (Bailey; Poutanen, 1989). Para tah 20 mL de xilana 1% m/v foram
adicionados 1,0 mL do coquetel enzimatico diluidotampé&o acetato de sédio 0,2 M, pH
5,0. A reacao ocorreu a 5€C por 30 min e foi interrompida pela adicdo de mbD de
reagente DNS. ApG6s 5 min de incubacdo em agua erficé a reacdo do DNS foi
interrompida transferindo-se os tubos para um balehgelo, segundo Miller (1959). Foram
adicionados 13 mL da agua destilada em cada tudeealgfio e a absorvancia final das
amostras foi medida em espectrofotdmetro, a 540Unmma unidade de atividade enzimatica
corresponde a imol de grupos redutores liberados por minuto ded®a

A concentracdo de glicose liberada nos experimerdes hidrdlise e
fermentacdo foi determinada através de um kit eftidm para determinacdo de glicose
(Doles, Goiania, Brasil). A concentracdo de etamas amostras de fermentacdo foram
determinadasitravés de analise em HPLC (coluna Aminex HPX-8F&tp determinacdo de

glicose liberada em cada ensaio de hidrdlise.

6.3 Resultados e discussoes

6.3.1 Testes preliminares de ajuste de condi¢des de hidise e fermentacao

Influéncia do pré-tratamento na hidrélise enzimati@ e producéo de etanol
2G

A primeira etapa de experimentos compreendeu aagéal da aplicacdo da
hidrolise enzimatica seguida por fermentacéo aica@os substratos: bagaco pré-tratado por
explosdo a vapor (BEx) e o bagaco pré-tratado pptosdo lavado com agua quente
conforme descrito na Sec¢do 6.2.2 (BEx-lav). A caegaimética da enzima comercial
utilizada neste conjunto de experimentos foi de Q¢ de proteinas totais por grama de
substrato solido e as hidrdlises foram conduzidas $% m/v de solidos em mesa incubadora
rotativa por 72 h a 50 °C e 200 rpm.
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Tabela 6.1Efeito da etapa de lavagem do bagaco pré-tratadexpbosdo a vapor (BEx) com
agua quente (BEx-lav) nas etapas de hidrdlise eniwiene producdo de etanol de segunda
geracdo, na presenca de 0,1 % m/v de azida de sodio

Conversao de hidrélise  Eficiéncia em etanol

(%) (%)

Controle - 70
BEx 84+15 21+3
BEx-lav 83+1,2 31+3

Pode-se observar pela Tabela 6.1 que a conversaidrdése foi similar para
ambos os bagacos utilizados, de modo que podessgducoque ndo houve compostos
inibidores de enzimas liberados durante o préfratdo que pudessem ser removidos pela
lavagem com agua quente. No entanto, observa-sea @fieiéncia em etanol 2G foi 10%
maior a partir do hidrolisado proveniente da hideldo BEx-lavado, o que indica que ha
compostos inibidores a levedura que foram liberaldwante o pré-tratamento por explosdo a
vapor e que puderam ser removidos pelo procesdavdgem com agua quente. Pode-se
afirmar, portanto, que uma etapa adicional de lewago final do pré-tratamento tem impacto
significativo na producao de etanol 2G.

Outra informacéo relevante que pode ser extraiddatela 6.1 é o baixo
rendimento de producédo de etanol 2G a partir dd®lsados do material lignocelulésico em
comparagao com o obtido em ensaio de fermentagéoot® (com tampao e glicose) para a
producéo de etanol 1G. Este resultado € um indcak que possivelmente o teor de azida
de sodio contida no tampéo de hidrdlise, na conagdd de 0,1 % m/v de acordo com Pirota
et al. (2014) tenha afetado a viabilidade levedura. Bt motivo, esta variavel foi avaliada

em diferentes concentragcfes na proxima etapa dgimentos.

Influéncia da concentracdo de azida de sodio na saticacdo do bagaco

de cana-de-agucar e producado de etanol 2G

Nesta etapa, concentracdes de azida de sédio @®2);0,04 e 0,07% m/v
foram avaliadas durante a hidrolise enzimaticaadmbo de cana-de-agucar pré-tratado (BEx-
lav). Devido a praticidade dos experimentos em mescala, um reator de hidrélise com
rotacdo de 360° foi utilizado para estes teste, wolumme til de 4 mL, contendo 5% m/v de
sblidos. Nesta etapa, a carga de enzima comercdibitada foi mais alta, de 54
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MGroteinaédceluloss diluida em tampéo citrato de sodio 50 mM e pH ebBtendo diferentes
concentracbes de azida de sodio, para evitar cordafes durante a etapa de hidrdlise
enzimética.

Os resultados podem ser observados na Figura éde-$& observar a baixa
conversao enzimatica nos experimentos conduzida@is@ncia de azida de sédio, um forte
indicio de contaminacdo, e 0 aumento crescent®mlgecsdo de aproximadamente 92% com
a adicdo de azida de sédio na concentragdo fin&l@&%6 m/v. A partir destes resultados,
uma concentracdo mais alta de azida de sodio sglgaionada para os ensaios de hidrolise.
No entanto, pode-se observar pela Figura 6.2 odtopaegativo da presenca de azida de
sodio na etapa de fermentacéo alcodlica.

Em testes preliminares de hidrélise enzimatica idegyor fermentacdo
alcodlica péde-se observar que, nestas condicoessieo, houve um comprometimento de
desempenho de hidrélise e de fermentacdo deviddicdcade azida de sédio para evitar
contaminacgdes na hidrolise enzimatica, o que ioipeocesso fermentativo pela levedura. Em
face destes resultados, uma concentracdo baixaidie de sddio, com efeito intermediario
em ambas etapas foi selecionada, de 0,02 % m/vesermotivo, o tempo de hidrélise foi
avaliado por ensaio cinético e observou-se naorltifezencas estatisticas significativas apos
24 e 48 h de hidrolise, com conversdes de 26,4&@3,2 +1,6 % apods 24 e 48 h de reacéo,

respectivamente.
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6.3.2 Producéo de extratos enzimaticos por diferentes matos de cultivo para a

sacarificacdo do bagaco de cana-de-acucar e producde etanol 2G

Devido as vantagens apresentadas na etapa adiderlavagem com agua
guente apds o tratamento com explosdo a vapohsirato utilizado nesta etapa do trabalho,
tanto em cultivos para a producéo enzimatica queoneo matéria-prima para a producéo de
etanol de segunda geracao foi o BEX-lav.

Os dados de producdo enzimética sdo apresentaddabeta 6.2. Pode-se
observar que as producdes enziméticas obtidas ultigos conduzidos pelo método de
fermentacdo submersa convencional (FSm) e pelodméte fermentacdo sequencial (FSeq)
evidenciam a grande vantagem de producdo de erwdoglses e xilanases pelo método de
fermentacdo sequencial, validando o BEx-Lav comasubstrato adequado a este método de
cultivo. Este resultado ja era esperado, uma vez aumétodo FSeq resultou em maior
producdo de endoglucanases do que o método coomahd¢FSm) em estudos anteriores
aplicando os substratos: farelo de soja, fareltrige, bagaco de cana-de-acUganaturae
pré-tratado por exploséo a vapor, como apresem@adiapitulo 4 da presente tese.

Os coquetéis enzimaticos foram entdo concentradosulrafiltracdo e os
perfis dos extratos sdo apresentados na TabelR@&d2-se observar que embora os coquetéis
enzimaticos tenham sido concentrados mantendo snipgdximos de concentracdo de
proteinas, os coquetéis enzimaticos produzidos ey Rpresentaram maiores atividades de
todas enzimas avaliadas, com atividades de 14 an2@%oaltas.
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Tabela 6.2Perfis dos extratos enzimaticos brutos e concemdrpdoduzidos poAspergillus
niger A12 pelos métodos de fermentacdo sequencial e fernd@ntsgbmersa utilizando
bagaco de cana-de-acucar pré-tratado por explogdooa e lavado (BEx-lav).

Proteinas Endoglucanase Xilanase glicoBs-idase
-1 -1 -1

(mg.mL™) (Ul.mL ) (Ul.mL %) (UL.mL 1)
Extratos brutos
Fermentacéo sequencial - FSeq 0,089 1,19 1,66 3,07
Fermentagdo submersa - FSm 0,075 0,87 1,39 3,98
Extratos concentrados
Fermentacéo sequencial - FSeq 0,831 17,57 17,32 20,24
Fermentagcdo submersa - FSm 0,897 13,44 14,02 13,89

Os ensaios de hidrélise enzimética do BEx-lavadanforealizados em trés
condicOes distintas:

(@) Hidrolise com a enzima comercial (EC), correspoddena 54
MGproteinaéQcelulosé

(b) Hidrdlise com a enzima comercial (EC), correspoddesn 54 mgoteinabJcelulose
suplementado com 1,1 MigeinalOcelulose d€ coquetéis enzimaticos produzidos
pelo método de fermentacédo submersa (EC+ extratg;FS

(c) Hidrdlise com a enzima comercial (EC), correspoddesn 54 mMghoteinabQcelulose
suplementado 1,1 rpgeeinaédceluiose d€ coquetéis enzimaticos produzidos pelo

meétodo de fermentacéo sequencial (EC+ extrato FSeq)

Os resultados sao apresentados na forma de convelafiva total de celulose
em glicose (Figura 6.3). Pode-se observar que, embolumes e cargas de proteinas
similares tenham sido adicionadas dos extratosugidds em FSeq e FSm, o extrato
produzido pelo método de cultivo FSeq resulta emmversdo total de hidrélise
aproximadamente 10% maior.

Outro resultado que deve ser ressaltado é a deaadicdo dos coquetéis
enziméaticos produzidos pér. niger utilizando BEx-lav como substrato, numa propordéo
2% m/m da carga de proteinas da enzima comerdigadf, resultou em um ganho
percentual de hidrolise de 8 a 18%, com extratogdymidos por FSm e FSeq,
respectivamente, destacando o potencial de aptical® extratos (hemi)celuloliticos
produzidos nas condi¢cfes avaliadas para a hididdisgeagaco de cana-de-agucar pré-tratado.
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Os hidrolisados gerados a partir das trés condicigehidrolise avaliadas
foram utilizados para a producdo de etanol de skygeracdo por uma cepa comercial de
Saccharomyces cerevisia®s perfis de consumo de glicose durante as féap@es esta
apresentado na Figura 6.4 e os rendimentos e refigi@e producdo de etanol de segunda
geracado sao apresentados na Tabela 6.3.

Pode ser observado que o consumo de glicose naserftacdes dos
hidrolisados provenientes das hidrélises com edrate A. niger (EC+FSm e EC+FSeq)
ocorreu de maneira mais rapida do que somente coogwetel comercial. Uma vez que as
enzimas produzidas pér. nigerpelos diferentes métodos de cultivos ndo foranfipadas,
provavelmente estes complexos enzimaticos continbiguns sais que favoreceram o
crescimento da levedura. Estudos mais completosod#posicdo dos hidrolisados pelos
diferentes coquetéis enziméticos deve ser realiratigpesquisas futuras para identificacéo

destes efeitos.

Figura 6.3 Ganhos percentuais de hidrélise enzim&a de bagaco de cana de agUcar pré-tratado
(BEx-lav) utilizando-se extratos enzimaticos comeial (EC) e combinacbes de extrato
enzimatico comercial com extratos produzidos porA. niger pelos métodos de fermentagéo
submersa (EC+coquetel FSm) e sequencial (EC+coquigiSeq).
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Figura 6.4 Concentracdo de glicose (g ao longo do tempo de fermentacdo alcodlica de
hidrolisados provenientes de experimentos conduzidocom diferentes coquetéis enzimaticos.
Fermentagdo alcodlica conduzida com 25 giide Saccharomyces cerevisiae (inicial) a 32 °C e
250 rpm.
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Tabela 6.3 Dados de producdo de etanol de segunda geracdmandib a partir de
hidrolisados de bagaco de cana-de-acUcar obtidms exdratos provenientes de diferentes
métodos de cultivo.

Amostra Concentrggéo de etanol Yers Eficiéncia
produzido (g.L?) (%)
Hidrolisado Controle 382+x14 0,40 78
Hidrolisado EC 35,8+0,6 0,38 74
Hidrolisado EC + FSm 356+0,1 0,36 71
Hidrolisado EC + Fseq 39,6 £0,6 0,40 78

A partir da analise da Tabela 6.3 pode-se congluéra producdo de etanol 2G
a partir de bagaco de cana-de-acucar hidrolisado aamuetéis enzimaticos produzidos por
FSeq resultou em eficiéncia até 7% maior do queodygdo de etanol a partir do bagaco

hidrolisado por coquetéis produzidos por FSm. @sltados obtidos validam que o método
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de fermentacdo sequencial favorece a producao gleetgns enzimaticos ndo somente com
maiores atividades enzimaticas, mas também com omalksempenho no processo de

producéo de etanol 2G.

6.4 Conclusbes

Pode-se concluir que a adicdo de uma etapa declavdg bagaco de cana-de-
acucar pré-tratado por explosdo a vapor com ageateypode remover compostos inibidores
a fermentacéo alcodlica por leveduras. Além difsioconstatado que a adicdo de azida de
soédio pode evitar a contaminagcdo durante a reagionentar os rendimentos de hidrolise
enzimaticas mas, ao mesmo tempo, a azida de sddomrecentracdes tao baixas quanto 0,02
% m/v pode inibir a fermentagéo alcodlica por laved.

Com relacdo a cinética de hidrolise foi observadee qao se obteve
incrementos de hidrélise apés 24 h de cultivo, seexle tempo ideal para a sacarificagdo do
bagaco de cana-de-acuUcar pré-tratado nas condiy@diadas. O meéetodo de fermentacéo
sequencial mostrou-se vantajoso em comparacdo comdtodo de fermentagdo submersa
convencional, para a producdo de coquetéis comrratiidade enzimatica. A aplicacdo dos
coquetéis enzimaticos produzidos pelo método seiplema hidrélise de bagaco de cana-de-
acucar se mostrou promissora, sendo que a suplegdentla enzima comercial em 2% m/v
de carga total de proteinas utilizando este extatimatico deA. niger resultou em um
ganho porcentual de hidrélise de 18%.

A producéo de etanol 2G a partir de bagaco de daragucar hidrolisado com
coquetéis enzimaticos produzidos por FSeq resuwtoueficiéncia até 7% maior do que a
producdo de etanol a partir do bagaco hidrolisado qoquetéis produzidos por FSm,
evidenciando a vantagem do método de cultivo FSa@ @ producdo de coquetéis

enzimaticos para aplicacdo na processo de prodigéatanol 2G.
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Conclusoes gerais
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7.1 Conclusdes gerais

Pode-se concluir a partir dos resultados obtidospresente pesquisa de
doutorado que:

a) A interacdo fungo-substrato € parametro chave pamaremento da producéo
enzimética em biorreatores, o aumento desta irierpgde ser proporcionada pelo ajuste de
variaveis operacionais como a frequéncia de rofapéto tipo de impelidor utilizado e
também pelas caracteristicas do substrato, conutigd@s de pré-tratamento e de tamanho de
particula, fatores os quais afetam a porosidadeaterial e podem favorecer o crescimento
do microrganismo aderido a sua superficie;

b) O método de cultivo em fermentacdo sequencial tarlessoélido e submerso
pode ser aplicado com sucesso em biorreatoresaifgpe agitado e aerado, resultando nos
mesmos niveis de producdo de (hemi)celulases dogjobtidos em cultivos em biorreator
pneumatico do tipo coluna de bolhas, sendo possi@ehtingir a mesma produtividade
volumétrica de endoglucanases em ambos biorreatores

c) Foi encontrada uma relacédo entre a frequéncia itlecag a ser utilizada em
cultivos em biorreatores tipo tanque agitado edtemas caracteristicas do substrato sdlido,
fazendo-se necessaria uma avaliacdo da frequéacagithcdo para cada bagaco de cana
submetido a diferentes pré-tratamentos;

d) O tipo de impelidor empregado no biorreator tipoqgtee agitado mostrou-se
como uma variadvel capaz de elevar os niveis deugémd enzimatica, com vantagem de
producdo de endoglucanases em niveis até 70 %im@seem cultivos com o impelidor
orelha de elefante de escoamento ascendEfgphant ear up-pumpind=EUP) em relacéo
ao impelidor convencional tipo turbina de Rushton;

e) O método de fermentacdo sequencial foi validadaeltivos com diferentes
substratos lignoceluldsicos e linhagens de microsgaos. Ensaios de eletroforese realizados
em diferentes etapas do projeto demonstram quetosas enzimaticos produzidos par
niger apresentam caracteristicas diferentes de acordooctipo de substrato utilizado e o
método de cultivo, os quais podem desencadearodagiio diferenciada de metabdlitos;

f) O farelo de trigo se destacou como um substrat@zcaje induzir alta
producdo enzimatica de (hemi)celulases, com alteng@l para ser utilizado isoladamente
ou combinado com o bagaco de cana-de-acuUcar ppradacdo de coquetéis enzimaticos
com aplicacao na hidrolise enzimatica do bagageada-de-acucar;

g) Pode-se afirmar que, entre os métodos de pré-teatanda biomassa, por
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explosdo a vapor ou hidrotérmico, a producdo degndanase foi favorecida pelo pré-
tratamento por explosdo a vapor. No entanto, adugfies de xilanase e (eglicosidase
foram maiores nos cultivos utilizando o bagagco d®ac submetido ao pré-tratamento
hidrotérmico. A condicdo mais favoravel a produgémimatica foi alcangada comAo niger
A12 em cultivos com o bagaco hidrotérmico, resaltaem 1,26; 26,25; 3,70 e 0,58 UL.rhL
de endoglucanase, xilanafeglicosidase @-xilosidase respectivamente;

h) Sobre o desempenho dos coquetéis enzimaticos pdoduna hidrolise
enzimética de bagaco de cana-de-agucar, podersgafjue todos os extratos tém potencial
de fornecer ganhos de hidrolise significativos,retlmlo na hidrélise do bagaco de cana
tratado por explosdo a vapor, que demonstrou neghoendimentos de conversao de
hidrélise. Em baixas concentracdes enzimaticagxtratos produzidos p@k. oryzaeP27C3
e A. niger 3T5B8 demonstraram apresentar desempenho de ibedmlis alto do que a
linhagem selvagerA. nigerAl2;

i) A escolha do procedimento de pré-tratamento dorrablignocelulésico deve
ser feita com cautela de acordo com cada bioprocpsss pode impactar todo o processo de
producdo de enzimas, sacarificacdo da biomassaodugiio de etanol celulésico. Foi
demonstrado que a adicdo de uma etapa de lavagdéragdgo de cana-de-agucar com agua
guente apdés o pré-tratamento por explosdo a vapde gavorecer tanto a producao
enzimética quanto as reacdes de hidrolise enziaéatic

j) Extratos enziméticos produzidos pelos métodos dévauFSeq e FSm
mostraram aplicacdo promissora na hidrolise de dmagke cana-de-acUcar seguido por
fermentacdo alcodlica para producdo de etanol dansa geracdo. Extratos enzimaticos
produzidos pelo método de fermentacdo sequenci@saptaram ganhos percentuais de
hidrolise de até 10 % maiores quando comparadoeaentbenho do coquetel enziméatico
produzido pelo método de cultivo submerso converatidPode-se concluir, portanto, que o
novo método de fermentacdo sequencial é vantajgssomente na producdo de coquetéis
enziméticos com maior atividade especifica, mavé&mcom maior potencial de aplicacéo
no processo de produc¢ao do etanol de segunda geraca
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7.2 Sugestdes para trabalhos futuros

= Desenvolvimento de um sistema de alimentacédo deriaigtlignoceluldsicos

no biorreator para a realizacdo de cultivos emldddealimentada;

= Desenvolvimento de um projeto para controlar ariflistdo de sélidos no

biorreator durante os cultivos, para evitar a peelaubstrato nas paredes do reator;

» Estudos para caracterizacdo completa dos compénaticos produzidos a
partir de diferentes residuos agroindustriais, #udo-se a proporcdo entre as enzimas
produzidas mais adequada a hidrélise do bagac@mke-de-acicar e a producdo de etanol
2G;

» Caracterizacdo dos complexos enzimaticos produzidosliferentes tipos de
pré-tratamento sem a etapa de lavagem e apos a dgdpvagem do substrato, a fim de se
identificar quais compostos inibidores sao libegmdiirante os pré-tratamentos e para a

guantificacdo de seus efeitos inibidores na acacelalases;

» Estudos de caracterizacdo completa dos hidrolisddosagaco de cana-de-
acucar por diferentes complexos enzimaticos paeatifittacdo dos componentes com

impacto positivo e negativo na etapa de fermentatgdwlica por leveduras.
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The high cost of enzymes is one of the main bottlenecks affecting the industrial production of cellu-
losic ethanol, which therefore requires the development of improved bioprocesses for the manufacture
of cellulases. The present work concerns the selection of operating parameters for enzyme production
in three-phasic bioreactors, using sugarcane bagasse as substrate. The parameters considered included
cultivation method, substrate particle size and pretreatment, agitation speed, and pH. For both shake

gey words: ducti flask and stirred tank bioreactor (STB), a new sequential cultivation method employing steam explosion
Cl;lzliIIESepro uction pretreated sugarcane bagasse significantly improved enzyme production, compared to conventional sub-

merged fermentation. Larger substrate particle size provided a better support for fungal growth in shake
flasks, while smaller particles resulted in greater homogeneity in stirred tank bioreactors. Maximum
endoglucanase and xylanase production in the STB were 1599 + 66 and 4212 +133IUL"!, respectively,
under sequential cultivation using pretreated bagasse particles smaller than 0.5 mm, agitation speed of
700 rpm, and pH 5.0. The findings provide useful information concerning the influence of operational
variables on (hemi) cellulases production in STB three-phasic cultivations, which should contribute to
the development of bioprocesses using lignocellulosic materials in large-scale bioreactors.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

Filamentous fungi
Submerged culture
Xylanase
Sugarcane bagasse

1. Introduction

Improvements in second generation (2G) ethanol produc-
tion require consideration of environmental and economic issues,
including the dependence on petroleum-based fuels and the addi-
tion of value to agricultural and industrial residues. A critical factor
in many biorefining approaches for 2 G ethanol production is the
high cost of the enzymes required for enzymatic hydrolysis of ligno-
cellulosic biomass, which can have a significant impact on the price
of 2 G ethanol [1,2]. The development of improved bioprocesses for
enzyme production is therefore needed in order to overcome this
economic limitation.
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University of Sdo Carlos, C.P. 676, 13565-905, Sdo Carlos, SP, Brazil. Tel.: +55 16 3351
8001; fax: +55 16 3351 8266.
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1369-703X/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

The composition of lignocellulosic material favors its use as a
renewable resource for the production of biofuels and enzymes.
Vegetal biomass is mainly composed of three types of polymer: cel-
lulose (35-50%), hemicellulose (15-35%), and lignin (10-20%). The
relative proportions of these substances and the interaction among
them vary according to plant species, which affects the recalci-
trance of the biomass and its suitability for different purposes [3-5].
When lignocellulosic materials are used as substrates for enzyme
production, a pretreatment step can increase cellulose availability.
Each type of pretreatment has its advantages and disadvantages.
The use of steam explosion helps to remove the hemicellulose
fraction from the biomass, rendering the cellulose more available
to biological and enzymatic attack. This procedure is widely used
for sugarcane bagasse, because no chemicals are required (except
water), energy inputs are low, and the technique is compatible with
existing biorefinery systems [4,6,7].

Many microorganisms are able to degrade lignocellulosic
materials by producing enzymatic complexes containing cellu-
lases (cellobiohydrolases, endoglucanases, and [3-glucosidases) and
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Table 1
Chemical composition of untreated and pretreated sugarcane bagasse.

Untreated sugarcane bagasse'

Steam explosion pretreated sugarcane bagasse?

Glucan (%)
Pentosan (%)
Lignin (%)

71.2
0.5
27.8

1 Rodriguez-Zuiiiga et al. [23].
2 Cunha et al. [24].

xylanases. Other accessory enzymes are also produced that can
increase the accessibility of the cellulose and enhance the hydrol-
ysis of lignocellulosic materials. These include lytic polysaccharide
monooxygenases, pectinases, laccases, manganese peroxidase, and
lignin peroxidase [3,8,9]. The most widely studied microorganisms
are the filamentous fungi Trichoderma sp. and Aspergillus sp., which
are able to secrete enzymes at very high levels [10,11].

Cellulases and hemicellulases can be produced by two con-
ventional fermentation methods: submerged fermentation (SmF)
and solid-state fermentation (SSF). The submerged fermentation
method has well-developed monitoring and control systems and
is relatively simple to scale up, and has therefore been widely
used industrially for cellulase production. On the other hand, solid-
state fermentation has the advantage of being able to provide
environments similar to the natural habitats of fungi, and close
interaction between the microorganism and the inducer substrate
can result in higher enzyme yields [12,13]. A new sequential fer-
mentation (SF) method (SF) recently developed by Cunha et al.
[14] combines the advantages of the solid-state and submerged
cultivation techniques in a single process, and can potentially be
used for cellulase production in either shake flasks or pneumatic
bioreactors [15].

The bioreactors used for submerged enzyme production can
be pneumatically agitated, as in bubble column bioreactors, or
mechanically agitated, such as in stirred tank bioreactors (STB)
[16,17]. The STB is currently the type of bioreactor most widely
used in cellulase production bioprocesses. Although commercial
substrates have often been used for cellulase production, there is
increasing use of lignocellulosic materials for the production of
cellulases and xylanases in bioreactors [15,18,19].

Fungal growth under different environmental conditions can
result in differences in physiology and enzyme expression, as well
as in the expression of enzymes with different characteristics in
terms of molecular weight, kinetic parameters, and performance
[13,20]. The influence of the lignocellulosic substrate particle
size in solid-state fermentations for enzyme production has
been reported recently [21,22]. However, no research has been
found concerning the effect of the solid substrate particle size
when employed as inducer substrate in submerged fermentation in

bioreactors.

Although there has been extensive research into enzyme pro-
duction, further investigation is required of the influence of
operational variables such as particle size, cultivation method,
and agitation conditions in stirred tank bioreactors using sugar-
cane bagasse as substrate. These parameters are of key importance
in the design of bioprocesses for large-scale enzyme production.
In order to contribute to the development of bioprocess engi-
neering for (hemi) cellulolytic enzymes production, the present
work therefore investigates the influence of cultivation method
(sequential solid-state and submerged), sugarcane bagasse pre-
treatment and particle size, agitation speed, and pH control on

(hemi) cellulases production by Aspergillus niger in a stirred tank
bioreactor.

2. Materials and methods
2.1. Substrate

The inducer substrate used was sugarcane bagasse. The in
natura untreated sugarcane bagasse (USB) was provided by Edra
Ecossistemas (Ipetina, Brazil) and the steam explosion pretreated
sugarcane bagasse (PSB) was provided by CTC (Piracicaba, Brazil).
Both samples originated from the same region in the State of Sao
Paulo (Brazil), and the steam explosion pretreatment was con-
ducted at 17 x 10° Paand 205 °C for 20 min. Compositional analyses
of the untreated and pretreated sugarcane bagasse samples were
performed previously by Rodriguez-Zuniga et al. [23] and Cunha
et al. [24], respectively. The chemical compositions of the samples
are provided in Table 1. The sugarcane bagasse samples were milled
and sieved, and particle sizes (described in terms of the characteris-
tic diameter, dp ) were selected in the ranges dp <0.5,0.5 <d, < 1.0,
1.0<dp <2.0,and 2.0 <dp <2.4mm.

2.2. Microorganism

The wild type Aspergillus niger A12 strain, isolated from black
pepper, was obtained from the Embrapa Food Technology collec-
tion (Rio de Janeiro, Brazil) [25]. The strain was kept at —18°C,
and was activated by incubation in slants of potato dextrose agar
medium for 7 days at 32 °C. Suspensions of spores were prepared
by the addition of 10 mL of Tween-80 (0.3%, v/v), and the spore
concentrations were determined using a Neubauer chamber.

2.3. Nutrient medium

The nutrient medium used for the pre-culture and enzyme
production was adapted from Mandels and Sternberg [26] and con-
tained (w/v): 0.14% (NH4),SO4, 0.20% KH;PO4, 0.03% CaCl,, 0.02%
MgSO4x7H,0, 0.50% peptone, 0.20% yeast extract, 0.03% urea,
0.10% Tween 80, and 0.10% of salt solution (5 mgL~! FeSO4x7H,0,
1.6 mgL~1 MnSO4xH,0, 1.4mgL-! ZnSO4x7H,0, and 2.0mgL-!
CoCly). The nutrient medium was supplemented with sugarcane
bagasse according to the experimental conditions described in the
next sections.

2.4. Experimental design strategies

Two experimental design approaches were carried out in order
to investigate the effect of different operational and environmen-
tal conditions on enzyme production: statistical factorial design,
followed by analysis of variance (ANOVA), and the one-variable-
at-a-time (OVAT) method.
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Table 2
Levels of independent variables used in the 23 factorial design.
Levels
Factor (-1) (+1)
Particle size (mm) dp, <05 <d,<2.0
Bagasse Untreated sugarcane bagasse Steam explosion pretreated sugarcane bagasse

Cultivation method Submerged fermentation

Sequential solid-state and submerged fermentation

Where: d,, = characteristic particle diameter.

Table 3
Levels of the independent variables used in the 22 factorial design.
Levels
Factor (-1) (+1)
Bagasse Untreated sugarcane bagasse Steam explosion pretreated sugarcane bagasse
Agitation speed (rpm) 400 700

In the preliminary set of experiments, performed in shake flasks,
a 23 full factorial design was initially used to evaluate the effects
of the cultivation method, type of sugarcane bagasse (untreated
and steam explosion pretreated), and substrate particle size range
on the efficiency of endoglucanase production. For all conditions,
experiments were carried out in duplicate, and the values/types of
the independent variables and their coded levels were as shown in
Table 2. Statsoft (v. 7.0) statistical software was employed to ana-
lyze the experimental data, using analysis of variance (ANOVA, 95%
confidence level) and the construction of Pareto charts for iden-
tification of the factors that significantly affected endoglucanase
production. An additional set of experiments using intermediate
(0.5 =dp <1.0mm) and larger (2.0 <dp < 2.4 mm) substrate particle
size ranges were also included in this part of the study, in order to
further elucidate the effect of this variable on enzyme production.

Due to the operational complexity of the experiments per-
formed in 4L stirred tank bioreactors, a key set of preliminary
experiments were designed using the OVAT approach in order to
evaluate the effect of the cultivation method, type of sugarcane
bagasse, agitation speed, pH, and particle size range during the cul-
tivations. After this preliminary set of experiments using the STB,
a 22 full factorial design was used to investigate the significance
of the effects of the type of sugarcane bagasse and agitation speed
on enzyme production. The values of the independent variables and
their coded levels are given in Table 3. The data were analyzed using
the Statsoft (v. 7.0) software, as described above.

2.5. Pre-culture conditions

2.5.1. Pre-culture for submerged fermentation (SmF)

In the conventional submerged fermentation experiments, the
pre-culture was initiated with the addition of 107 spores per mL of
nutrient medium enriched with 30 g L1 of glucose. The incubation
was carried out for 50 h in an orbital shaker incubator at 32 °C and
200 rpm. A portion of 10% (v/v) was then transferred to the culture
medium in order to initiate enzyme production in a 4 L stirred tank
bioreactor or in shake flasks.

2.5.2. Pre-culture for sequential fermentation (SF)

In the sequential fermentation experiments, the pre-culture was
initiated as SSF, using sugarcane bagasse as substrate. Untreated
(USB) or pretreated sugarcane bagasse (PSB) was used, according
to each experimental condition. Portions of 5g (dry basis) of sug-
arcane bagasse were added to 500 mL Erlenmeyer flasks, and the
moisture content was then adjusted by the addition of 12 mL of
nutrient medium. A volume of spore suspension resulting in a con-
centration of 107 spores per gram of dry bagasse was added, and
cultivation was maintained as SSF under static conditions for 24 h

at 32 °C. After this period, a volume of nutrient medium enriched
with 30g L1 of glucose was added (equivalent to 200 mL of nutri-
ent medium per 5 g of dry sugarcane bagasse), and the cultivation
was continued as SmF in an orbital shaker incubator for 48 h at
32°Cand 200 rpm. Finally, a volume of pre-culture suspension cor-
responding to 10% (v/v) was transferred to the culture medium to
initiate enzyme production in a 4L stirred tank bioreactor or in
shake flasks.

2.5.3. Enzyme production

The culture medium used for endoglucanase and xylanase pro-
duction was similar to that used for the pre-culture, except that
it was supplemented with 10gL-! of glucose and 1% (w/v) of
sugarcane bagasse. The effects of sugarcane bagasse particle size,
sugarcane bagasse pretreatment (untreated (USB) and pretreated
sugarcane bagasse (PSB)), and cultivation method (conventional
submerged and the proposed sequential cultivation method) on
enzyme production were first evaluated in shake flask cultures. The
results obtained were then validated using stirred bioreactor cul-
tures, in which the effects of agitation and pH were also studied.
All experiments were carried out in duplicate, and the data were
calculated as means =+ standard deviations.

The shake flask cultivations were performed in 500 mL Erlen-
meyer flasks, with working volumes of 100 mL,at 32 °Cand 200 rpm
for 72 h. Samples were collected at 24h intervals, centrifuged at
11,000 rpm for 10 min at 4°C, and the crude enzymatic extract
was used for quantification of endoglucanase activity (CMCase),
xylanase activity, and the concentration of reducing sugars. In the
bioreactor cultivations, a stirred tank bioreactor with a 4 L working
volume (Bioflo IIC, New Brunswick Scientific, USA) was equipped
with two 6-blade Rushton turbine impellers, as well as dissolved
oxygen and pH probes, as described previously [27]. The cultiva-
tions were carried out for 30 h at 400 and 700 rpm, 0.5 vvim, and
32°C. In cultivations carried out with pH control, the pH was main-
tained at 5.0 by the addition of 1 molL~! HCl and 2 molL-! NaOH
solutions. Samples were collected at 6 h intervals and centrifuged
at 11,000rpm for 10 min at 4°C. The crude enzymatic extracts
were then used for quantification of endoglucanase (CMCase) and
xylanase activity. The reducing sugars concentration in the culti-
vation broth was determined in order to monitor fungal growth
according to the consumption of glucose and other reducing sugars.

2.5.4. Analytical methods

Endoglucanase activity was assayed according to the standard
method proposed by Ghose [28], in the presence of carboxymethyl
cellulose (Sigma, USA). Xylanase activity was determined by the
method described by Bailey and Poutanen [29], in the presence of
oat spelt xylan. One unit of endoglucanase or xylanase activity was
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Fig. 1. Endoglucanase production after 72h of cultivation in shake flasks using
untreated sugarcane bagasse (USB) and steam-exploded sugarcane bagasse (PSB)
with different particle size ranges (d,), using the sequential fermentation (SF) or
conventional submerged fermentation (SmF) methods. Results are presented as
means + standard deviations.

defined as the amount of enzyme that released 1 pmol of reducing
sugar per minute, under the assay conditions. The reducing sugar
concentrations were determined by the DNS method [30].

3. Results and discussion

In a first step, experiments were designed to evaluate the effects
of sugarcane bagasse pretreatment, substrate particle size, and
cultivation method on endoglucanase production in Erlenmeyer
flask cultivations. In a second step, the effects of agitation speed
and cultivation method on (hemi) cellulolytic enzymes production
were evaluated in stirred tank bioreactor cultivations. The effects
of biomass pretreatment and pH control were then evaluated in
STB cultivations. Once the most suitable bioprocess parameters had
been selected, the influence of biomass particle size on (hemi) cellu-
lolytic enzymes production was also evaluated in STB cultivations.
All experiments were replicated, and the results are presented as
means =+ standard deviations.

3.1. Preliminary cultivations in Erlenmeyer flasks: Effect of
cultivation method, sugarcane bagasse steam explosion
pretreatment, and substrate particle size on enzyme production

The responses for the effects of sugarcane bagasse pretreatment,
particle size (dp), and cultivation method on endoglucanase pro-
duction are shown in Fig. 1. Cultivations in shake flasks were carried
out at 32°C and 200 rpm, using untreated (USB) and steam explo-
sion pretreated (PSB) sugarcane bagasse, with particle size ranges of
dp <0.5and 1.0 <dp < 2.0. The cultivation methods employed were
conventional submerged fermentation (SmF) and the new sequen-
tial solid-state and submerged fermentation (SF). The combination
of cultivation conditions investigated was planned according to a
23 factorial design, with all experiments carried out in duplicate
(Table 2).

The highest endoglucanase activity (1727 £ 191UL-1) in shake
flask cultivations was obtained using the SF method with pre-
treated sugarcane bagasse and a particle size range from 1 to
2 mm, as presented in Fig. 1. After an analysis of variance (ANOVA)
at p<0.05, it can be seen in the Pareto chart (Fig. 2) that all
three evaluated variables had statistically significant effects on
endoglucanase production in the shake flask cultivations. As can be

Endoglucan ase(lU.L")

Particle size 37.26

Bagasse

Cultivation method*Particle size

Cultivation method

Bagasse*Cultivation method

Bagasse*Particle size

p=0.05

Fig. 2. Pareto chart showing the effects of sugarcane bagasse particle size, steam
explosion pretreatment, and cultivation method on endoglucanase production after
72 h of cultivation in shake flasks.

seen, increase of the sugarcane bagasse particle size was the most
significant variable for improved enzyme production, followed by
the steam explosion pretreatment and the proposed sequential cul-
tivation method.

Given the important effect of the sugarcane bagasse particle size,
additional experiments using intermediate (0.5 <dp < 1.0 mm) and
larger (2.0 =<dp <2.4mm) particle size ranges were carried out in
order to further investigate the effect of this variable, as presented
in Fig. 1.

For this set of experiments using shake flask cultivations, it could
be concluded that sugarcane bagasse particle sizes smaller than
0.5 mm hindered fungal growth, while increase in particle size up
to 2mm showed a positive effect on endoglucanase production.
These results can be explained by the fact that although small par-
ticle sizes increase the substrate surface area, hence increasing the
interaction between the filamentous fungus and the inducer sub-
strate, reduced particle size can also result in agglomeration of
the solid substrate, with consequent oxygen limitation restrict-
ing fungal growth [13,31,32]. This well-known important effect
of particle size in solid-state fermentations was also shown to be
valid in three-phasic cultivations employing different particle sizes
of sugarcane bagasse in shake flask cultivations. It was observed
that as the sugarcane bagasse particle size was increased up to
2mm, the solid substrate acted as a suitable support for fungal
growth, probably due to increased interaction between the fun-
gus and the inducer substrate and, consequently, increased enzyme
production. However, the increase of sugarcane bagasse particle
size was not beneficial in cultivations using particle sizes larger
than 2 mm, because the intense fungal growth resulted in dense
fungus-substrate agglomerates (for both the conventional and the
sequential fermentation methods), which compromised the homo-
geneity of the cultivation broth. Cultivations with particle sizes
from 2.0 to 2.4 mm were therefore discarded.

Steam explosion pretreatment resulted in about 64% higher
endoglucanase production, compared to cultivations using
untreated sugarcane bagasse, in SF cultivations carried out using
the 1.0 <dp <2.0 mm sugarcane bagasse particle size range. This
can probably be explained by the higher cellulose content of
pretreated sugarcane bagasse, compared to untreated sugarcane
bagasse (Table 1). In addition, steam explosion and other pretreat-
ments increase the porosity of lignocellulosic materials by the
removal of hemicellulose and/or lignin, rendering the cellulose
fraction more accessible to fungi [3,7,33].
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The influence of the pretreatment on endoglucanase production
was greater for SF than for SmF, which could be explained by the fact
that the germination of the fungi during the SF pre-culture occurred
under solid-state conditions that provided greater contact between
the microorganism and the inducer substrate. A statistically sig-
nificant interaction between the sugarcane bagasse pretreatment
and the cultivation method can be observed in the Pareto chart
presented in Fig. 2, where the positive effect of steam explosion
pretreatment and the use of the new SF method on endoglucanase
production was shown to be significant (ANOVA, p <0.05).

In cultivations with 1.0 <dp <2.0mm pretreated sugarcane
bagasse, the sequential fermentation method increased the pro-
duction of endoglucanase by up to 92%, compared to conventional
submerged fermentation, demonstrating the impact of the pre-
culture method on endoglucanase production. The influence of the
spore germination environment, as well as the quality and size of
inoculum, on the growth patterns of filamentous fungi and on sub-
merged fermentation productivity have been reported previously
[34-36].

After evaluation of the impact of sugarcane particle size and
pretreatment, and identification of the advantages of the SF method
for endoglucanase production in shake flask cultivations, the next
step was to validate these results at a larger scale. The following
section describes the production of (hemi) cellulolytic enzymes in
stirred tank bioreactors (STB).

3.2. Effects of operational conditions in three-phasic STB
cultivations

Following observation of the combined effects of the cultivation
conditions in shake flasks, both untreated and pretreated sugarcane
bagasse were used in three-phasic STB cultivations to further evalu-
ate the influence of cultivation method, agitation speed, pH control,
and sugarcane bagasse particle size on (hemi) cellulolytic enzymes
production. A preliminary set of experiments were designed using
the OVAT approach, due to the complexity of cultivation in the STB.
After these preliminary experiments, a 22 full factorial design was
used to investigate the significance of the effects of the type of
sugarcane bagasse and agitation speed on enzyme production.

3.3. Effect of agitation speed and cultivation method on (hemi)
cellulolytic enzymes production

The effects of agitation speed (400 and 700 rpm) and cultivation
method (SF and SmF) on (hemi) cellulolytic enzymes production in
STB cultivations were evaluated using untreated sugarcane bagasse
with particles in the size range from 1 to 2 mm. The results (Fig. 3)
showed that for SF cultivation, an agitation speed of 400 rpm was
more suitable for enzyme production, since no significant fungal
growth was observed at 700 rpm. This was evidenced by the dis-
solved oxygen level in the cultivation medium, which remained
stable at about 85% and started to increase after a few hours of
cultivation. At a constant agitation rate, this could be caused by
low fungal growth and, consequently, low oxygen demand. This
possibility was supported by the observed low viscosity of the cul-
tivation broth, as well as by low enzyme production in cultivations
conducted with agitation speed of 700 rpm. The negative impact of
the higher agitation speed on enzymes production could also have
been due to reduced contact between the fungus and the solid sub-
strate. Changes in fungal growth related to the agitation speed were
expected, since it is well known that the agitation speed affects
mixing, transfer of heat and mass, and the shear stress to which the
fungus is exposed, as well as the growth patterns of filamentous
fungi and the production of metabolites [35,37,38].

Comparison was made between SmF and SF methods in terms
of endoglucanase and xylanase production at the selected agitation
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Fig. 3. Endoglucanase and xylanase production after 30 h of cultivation in stirred
tank bioreactors using untreated sugarcane bagasse (USB) with 1.0 <d, <2.0mm
particle size range and agitation speeds of 400 rpm and 700 rpm, using the sequential
fermentation (SF) or the conventional submerged fermentation (SmF) methods, at
pH 5.0. Results are presented as means + standard deviations.

speed (400 rpm). Production of the enzymes was 2.5-fold (endoglu-
canase) and 5.5-fold (xylanase) higher in SF than in SmF (Fig. 3). In
both shake flask and stirred tank bioreactor cultivations, the pre-
culture using solid-state fermentation resulted in fungal growth
morphology characterized by the presence of dispersed hyphae,
while fungal growth in the conventional submerged cultivations
showed pellet-type morphology, which could possibly have hin-
dered contact between the fungus and the solid inducer substrate.
These results are supported by the findings of previous work car-
ried out using SF and SmF in pneumatic bubble-column bioreactors
with untreated sugarcane bagasse [14,15].

A comparison between the results obtained for SF, using
untreated sugarcane bagasse with 1 to 2 mm particle size in a stirred
tank bioreactor, and those obtained in a previous study carried
out by Cunha et al. [15] using a pneumatic bubble column (BC)
bioreactor indicated that endoglucanase production occurred at
the same level in both types of bioreactor. Values of 1181+ 141
and 719+ 85 IUL~! were obtained for the STB and BC cultiva-
tions, respectively, with corresponding volumetric endoglucanase
productivities of 57 +13 and 46 +3IUL-'h-!, respectively. This
should be highlighted as a very positive finding, because as both
endoglucanase production and volumetric productivity were sim-
ilar for the two types of bioreactor, the decision to use STB or BC
for cellulase production can be based on the specific operational
advantages of each type of bioreactor. While pneumatic bioreac-
tors present the advantages of low power consumption and simple
design and operation, stirred tank bioreactors are currently used
for industrial enzyme production, due to the existence of well-
developed control and monitoring systems, together with simple
scale-up. For this reason, the STB bioreactor configuration was cho-
sen to evaluate the effects of bioprocess operational variables in
further studies of three-phasic cultivations with sugarcane bagasse.

3.4. Effect of biomass pretreatment, agitation speed, and pH
control on (hemi) cellulolytic enzymes production

After selection of the sequential fermentation method (SF) as
a potential alternative for enzymes production using sugarcane
bagasse in a stirred tank bioreactor, the next step was to evalu-
ate the effects of agitation speed (400 or 700 rpm) and pH control
on enzymes production using the steam-exploded pretreated sug-
arcane bagasse (PSB) as inducer (Fig. 4).

An interesting finding was that in cultivations using pretreated
sugarcane bagasse, higher endoglucanase and xylanase production
occurred for an agitation speed of 700 rpm (Fig. 4), instead of the
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Fig 4. Endoglucanase and xylanase production after 30 h of cultivation in stirred
tank bioreactors using pretreated sugarcane bagasse (PSB) with 1.0 <d, <2.0mm
particle size range and agitation speeds of 400 rpm and 700 rpm, at pH 5.0. The
symbol *indicates a cultivation carried out without pH control. Results are presented
as means =+ standard deviations.

400 rpm found for cultivations with untreated sugarcane bagasse
(Fig. 3). It can be concluded that a relationship exists between the
characteristics of the biomass and the ideal agitation speed for fun-
gal growth, depending on the biomass type used as inducer and
carbon source. This can be explained by faster fungal growth in cul-
tivations using pretreated sugarcane bagasse, where the substrate
was more accessible to the fungus, which increased the viscosity of
the cultivation broth. Consequently, both homogeneity and mass
transfer were adversely affected in the cultures performed using
the lower agitation speed (400 rpm).

In order to further support these findings, the different culti-
vation conditions were also analyzed according to a 22 factorial
design (Table 3) followed by analysis of variance (ANOVA, p < 0.05).
The Pareto chart (Fig. 5) shows the effects of agitation and sugar-
cane bagasse pretreatment on endoglucanase production. It can be
seen that there was a statistically significant interaction between
the factors, and a positive effect of the use of pretreated sugarcane
bagasse at higher agitation speed. These findings have important
implications for the development of three-phasic cultivations with
lignocellulosic materials, because it has been demonstrated here
that the agitation speed must be evaluated for each type of sub-
strate employed in the bioprocess.

Endoglucanase (IU.L")

Fig. 5. Pareto chart showing the effects of sugarcane bagasse steam explosion pre-
treatment and agitation speed on endoglucanase production after 30 h of cultivation
in a stirred tank bioreactor.
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Fig. 6. Endoglucanase and xylanase production after 30 h of stirred tank bioreactor
cultivation using steam-exploded sugarcane bagasse (PSB) with different particle
size ranges, employing the sequential fermentation (SF) method, at pH 5.0. Results
are presented as means =+ standard deviations.

Experiments were carried out without pH control in order to
determine the effect of using simplified conditions that avoided
the costs of the process control procedures required to maintain the
cultivation pH at 5.0. It was observed that fungal growth in an envi-
ronment without pH control resulted in a decrease in pH from 5.0 to
2.3 after 24 h of cultivation, due to the production of organic acids
by the fungus. Although A. niger strains are known to be able to grow
at low pH, this cultivation condition was not favorable for enzyme
production. Decreases of around 2.9 and 1.3-fold were observed for
endoglucanase and xylanase production, respectively, compared to
cultivations performed at controlled pH 5.0.

Among the conditions evaluated in the present work, using
sugarcane bagasse particle sizes from 1 to 2 mm, it could be con-
cluded that the higher enzyme production was obtained using the
SF method for fermentation of pretreated sugarcane bagasse (PSB),
anagitation speed of 700 rpm, and pH 5.0. This resultedin 1374 + 18
and 3940+ 611UL-! of endoglucanase and xylanase, respectively.
After the selection of the cultivation parameters, the next step was
to evaluate the effect of sugarcane bagasse particle size on (hemi)
cellulolytic enzymes production, because this variable had shown a
strong effect in the preliminary study using shake flask cultivations.

3.5. Effect of sugarcane bagasse particle size on (hemi)
cellulolytic enzymes production

The influence of particle size on endoglucanase and xylanase
production was evaluated using pretreated sugarcane bagasse and
the operating conditions selected in the previous steps: the sequen-
tial solid-state and submerged fermentation method (SF), agitation
at 700 rpm, and pH fixed at 5.0. The particle diameter (dp) ranges
evaluated wered, <0.5,0.5 <dp <1.0,and 1.0 <d < 2.0 mm (Fig. 6).

An interesting finding was that while an increase in particle
size supported better fungal growth in shake flasks, smaller par-
ticles (dp < 0.5) were advantageous in the stirred tank bioreactors
because they provided greater system homogeneity. However, the
production of xylanase was less affected by substrate particle size,
and was higher for cultivations using particle size ranges of dp <0.5
and 0.5 <d, < 1.0mm. This could be explained by the fact that the
hemicellulose fraction is more easily accessed by the fungus during
cultivation, compared to the cellulose fraction, because the hemi-
cellulose surrounds the cellulose fibrils and may be partially soluble
in the liquid medium. The hemicellulose is thermo-sensitive and
consists of short and heterogeneous polymers that can be easily
degraded [4]. The effects of agitation speed and sugarcane bagasse
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Fig. 7. Endoglucanase activity, xylanase activity, and reducing sugars concentra-
tion, as a function of time, for sequential fermentations in stirred tank bioreactors
using pretreated sugarcane bagasse with particle size range smaller than 0.5 mm.
Conditions: 32°C; pH5.0; 700 rpm agitation; 0.5 vvm aeration.

type on xylanase production in the different cultivations were
also analyzed, and both variables showed effects similar to those
observed for endoglucanase production (Fig. 5), with a statistically
significant interaction between them (data not shown).

The bioprocess operating parameters and substrate type that
resulted in highest (hemi) cellulolytic enzymes production by A.
niger A12 were: sequential fermentation (method SF) using pre-
treated sugarcane bagasse (PSB) with particle size range smaller
than 0.5 mm, an agitation speed of 700 rpm, and pH fixed at 5.0.
The profiles obtained for enzyme production and reducing sug-
ars consumption during cultivations under these conditions are
shown in Fig. 7. It can be seen that there was a rapid decrease in
the reducing sugars concentration, which was related to a rapid
rate of glucose uptake at the beginning of the cultivation. The
production of endoglucanase and xylanase started immediately fol-
lowing glucose exhaustion, which occurred after approximately
12 h of cultivation. This was expected, because the fungus began
to assimilate the sugarcane bagasse as inducer substrate after
the exhaustion of glucose, as also described by Cunha et al. [15].
The production of xylanase was more pronounced than that of
endoglucanase, and stabilized after 18 h of cultivation, whereas
endoglucanase production increased up to 30 h of cultivation. The
highest total endoglucanase and xylanase productions, of 1599 + 66
and 4212+ 1331UL"!, respectively, were obtained after 30 h of cul-
tivation. A comparison between production of endoglucanase in
the shake flasks and in the STB bioreactor showed that although
the titers were similar for both cultivation systems, the volumetric
endoglucanase productivity was up to 2.2-fold higher in the STB
cultivations, with values of 23.99 and 53.30UL-!h for the shake
flasks and the STB bioreactor, respectively.

From the results described above, it could be concluded that use
of the sequential cultivation method and sugarcane bagasse pre-
treatment improved the production of (hemi) cellulolytic enzymes
in both shake flasks and a stirred tank bioreactor. In addition,
pH control was essential for increasing endoglucanase produc-
tion titers, while smaller substrate particle sizes provided better
homogeneity during STB cultivations and consequently helped to
increase enzyme production. The combined effects of agitation and
substrate pretreatment can significantly impact the production
of (hemi) cellulolytic enzymes, and should be considered during
bioprocess engineering development.

4. Conclusions

Endoglucanase production in shake flasks was affected by the
cultivation method, with highest production achieved using the

sequential fermentation method employing pretreated sugarcane
bagasse with particle sizes up to 2mm. In cultivations using a
stirred tank bioreactor, the combined effects of biomass pretreat-
ment and agitation conditions were shown to have a strong impact
on (hemi) cellulolytic enzymes production, and the advantages of
the SF method and biomass pretreatment were validated. Higher
enzyme production was achieved with pH control, and smaller sub-
strate particle sizes increased the homogeneity of three-phasic STB
systems, which favored endoglucanase production. These findings
concerning the effects of different operational variables and cul-
tivation methods on (hemi) cellulolytic enzymes production in a
stirred tank bioreactor should contribute to the development of
three-phasic cultivation systems employing different types of lig-
nocellulosic biomass in bioreactors.
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HIGHLIGHTS

« Submerged fermentation is made possible by liquefaction of biomass.
« Liquefaction gives a flowable slurry.

« Liquefied biomass is an effective fermentation media.

« Liquefied slurry gives 15x higher endoglucanase activity.
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The objective of this paper is to report liquefaction of pretreated and sterilized sugarcane bagasse for
enhancing endoglucanase production through submerged fermentation by Aspergillus niger. After initial
solid state fermentation of steam pretreated bagasse solids by A. niger, fed-batch addition of the substrate
to cellulase in buffer over a 12 h period, followed by 36 h reaction, resulted in a liquid slurry with a vis-
cosity of 0.30+0.07 Pa's at 30% (w/v) solids. Addition of A. niger for submerged fermentation of sterile
liquefied bagasse at 23% w/v solids resulted in an enzyme titer of 2.5 [U mL™" or about 15x higher pro-
ductivity than solid-state fermentation of non-liquefied bagasse (final activity of 0.17 IU mL™'). Bagasse
not treated by initial solid-state fermentation but liquefied with enzyme gave 2 IU mL~". These results
show the utility of liquefied bagasse as a culture medium for enzyme production in submerged
fermentations.
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1. Introduction

The industrial competitiveness of the 2G (cellulose) ethanol
depends on achieving efficient production and use of cellulase
enzymes. Cellulase production by filamentous fungi may be
achieved through either solid-state fermentation (SSF) or sub-
merged fermentation (SmF). Despite many advantages of SSF over
SmF, enzyme production in large-scale SSF bioreactors is hindered
by low solids loadings, or if high solids are used, by solids handling
and mass and heat transfer gradients during the cultivation pro-
cess (Barrios-Gonzalez, 2012; Cunha et al., 2012; Esperanga et al.,
2014). Submerged cultivations with high solids loadings remain
challenging since mass transfer and gas hold-up limitations are
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also compounded by viscosity increases that occur during the first
hours of cultivation as a result of fungal growth.

Effects of the total solids loading on rheological behavior of
cellulosic and lignocellulosic suspensions with the aim of
improving the enzymatic hydrolysis of cellulose have been
reported (Du et al., 2014; Jorgensen et al., 2007; Stickel et al.,
2009). Rheological properties of sugarcane bagasse, specifically,
were studied by Geddes et al. (2013) and Caldas Pereira
et al. (2011), who demonstrated that a small amount of
enzyme is able to decrease the viscosity of pretreated sugar-
cane bagasse slurries with improvements in hydrolysis coincid-
ing with improved flow properties. Esperanca et al. (2014)
described hydrodynamic effects of carrying out microbial fer-
mentation in a pneumatic bioreactor system at solids contents
between 3% and 20% w/v. The current paper reports enzymatic
and microbial liquefaction of steam exploded sugarcane bagasse
in a fed-batch system followed by endoglucanase production at
high solids loading by an Aspergillus niger wild type strain iso-
lated from the Brazilian biome.
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2. Methods
2.1. Material

The inducer substrate for endoglucanase production was steam
exploded sugarcane bagasse (particle size of 1 to 2 mm) kindly
donated by the Sugarcane Research Center (CTC, Brazil). The steam
explosion was conducted at 1667 kPa and 205 °C for 20 min. Com-
position of the pretreated bagasse, determined by standard NREL
protocol (Sluiter et al., 2008) was 71% (w/w) glucan, 0.5% pentosan,
27.8% lignin and 3% ash. Sugarcane bagasse, before pretreatment,
has a composition of 39% cellulose (glucan), 27.7 pentosans
(including acetyl), 24.8% lignin, 3.9% ash, and 5.7% extractives
(Ladisch et al., 2013).

2.2. Microorganism

A. niger wild type A12 strain, from Embrapa Food Technology
collection (Rio de Janeiro, Brazil), isolated from black pepper
(Couri and deFarias, 1995) and maintained at —18 °C in a 20%
(w/w) glycerol/water solution, was activated in potato dextrose
agar medium slants for 4 days at 32 °C. The spores were suspended
by adding 0.3% Tween 80 (v/v) to the slants and their concentration
was determined by counting in a Neubauer chamber.

2.3. Nutrient medium

Mandels nutrient medium was adapted from Mandels and
Sternberg (1976) according to Cunha et al. (2012) and contained
(w/v): 0.14% (NH4),S04, 0.20% KH,PO4, 0.03% CaCl,, 0.02% MgSO,4
-7H,0, 0.50% peptone, 0.20% yeast extract, 0.03% urea, 0.10% Tween
80 and 0.10% of salt solution (5 mg/L FeSO,4-7H,0, 1.6 mg/L, MnSO,
-H,0, 1.4 mg/L ZnS04-7H,0, and 2.0 mg/L CoCl,).

2.4. Solid state fermentation

The solid-state fermentation (SSF) cultivations were carried out
for 72 h at static conditions and 32 °C in 250 mL Erlenmeyer flasks
containing the steam exploded sugarcane bagasse to which 12 mL
nutrient medium per 5 g bagasse (dry weight basis) was added.
Enzymes were extracted at 35 °C by adding fermented solids at
1:10 (w/v) 50 mM sodium citrate buffer pH 4.8 and agitating at
120 rpm for 40 min. The extracts were vacuum filtered using
Whatman glass microfiber filters and kept frozen at —20 °C until
analysis. Runs were carried out in triplicate.

2.5. Liquefaction of sugarcane bagasse

Endoglucanase C, (Genencor Division of Danisco, Rochester,
NY), 25 mL enzyme in 70 mL buffer was loaded into a 250 mL
Erlenmeyer flask that was capped with a stopper. Pretreated
bagasse was added in 4 g increments (dry weight basis) at 0, 1, 2,
3, 6, and 9 h with an additional 6 g at 12 h until the solids concen-
tration was 30% w/v in 100 mL of 50 mM sodium citrate buffer, pH
4.8. Agitation was at 290 rpm in a bench top mixer (IKA, Wilming-
ton, DE) for 24 or 48 h at either 32 °C or 50 °C. Bagasse treated for
12 hin a solid state fermentation was also liquefied using the same
procedure.

2.6. Submerged fermentation with liquefied sugarcane bagasse

After the liquefaction, the slurry was sterilized at 121 °C for
30 min. Modified Mandels nutrient medium (Section 2.3) was
added and the fungus A. niger A12 was inoculated at 107 spores
per gram of dry biomass. Final solids concentration was 23%
(w/v). The liquefied biomass was then fermented at 32 °C and

250 rpm for 72 h in an orbital shaker incubator (New Brunswick
Innova 144). After fermentation, the remaining slurry was vacuum
filtered using Whatman glass microfiber filters and kept frozen for
analytical assays. Runs were carried out in triplicate.

2.7. Rheological measurements

Viscosity (Mapp) Of the slurries was measured at 50 °C shear
rates of 0.1 to 100s~' in a model AR-G2 rheometer (TA Instru-
ments, USA) using a starch pasting impeller and cup geometry.

2.8. Analytical assay

Endoglucanase activity was measured with 1% (w/v) carboxy-
methyl cellulose in 50 mM sodium citrate buffer pH 4.8 (IUPAC,
Ghose, 1987). One unit of endoglucanase activity was defined as
the amount of enzyme that released 1 pumol of reducing sugar
per min, using the DNS method.

3. Results and discussion
3.1. Liquefaction of sugarcane bagasse

The first liquefaction experiments used 30% solids, all added at
t = 0. After 24 h of reaction, the stiffness of the sugarcane bagasse
slurry was still so high that the measurement of the apparent vis-
cosity was not possible. When the pretreated and fermented solids
were added in a fed batch manner, the high initial enzyme to sub-
strate ratio during the first hours of reaction allowed greater mix-
ing and mass transfer. Bagasse in subsequent 4 g increments was
added to a liquid slurry, thereby enabling mixing and mass transfer
as the solids concentration increased and enzyme/solids ratio
decreased over time. This approach was analogous to that of
Rosgaard et al. (2007) for rice straw.

The resulting bagasse slurries showed non-Newtonian shear-
thinning behavior. This is consistent with corn stover and 10%
(w/v) sugarcane bagasse slurries (Du et al., 2014; Stickel et al.,
2009; Caldas Pereira et al., 2011). The reduced viscosities are
believed to reflect changes in structures of long-chain molecules
and rearrangement of fibrous particles (Caldas Pereira et al.,
2011; Du et al., 2014).

Liquefaction at 50 °C, which is optimal for enzyme activity, was
compared to 32 °C which is suitable for A. niger A12 growth. The
enzyme reaction results in a shear-thinning bagasse slurry
(Fig. 1). A. niger growth caused additional production of enzyme
due to the microorganism that was carried over from the solid
state fermentation. The resulting slurry had an apparent viscosity
of 0.87 Pa s at 100 s~! shear rate. Slopes of the data sets were sim-
ilar at 24 and 48 h for both enzyme and combined microbial and
enzyme liquefaction, respectively. However, after 24 h. of reaction
time, the viscosity was still too high for an efficient fermentation
(upper curve in Fig. 1). A longer reaction time (48 h) decreased vis-
cosity further (lower curve in Fig. 1).

The viscosity profiles are similar at both 32 and 50 °C, although
enzyme stability is 4x higher at 32 °C than at 50 °C. Overall, the
preferred conditions are a total liquefaction time of 48 h at 32 °C
for bagasse that is treated through a combination of 12 h solid state
fermentation and 36 h enzyme assisted liquefaction. The final
apparent viscosity is 0.30 Pa s at 100 s~! shear rate (Fig. 1). Lique-
faction using bagasse treated with enzyme, only, corresponded to
0.48 Pa s at 100 s~ ! shear rate.

3.2. Endoglucanase production using liquefied sugarcane bagasse

Endoglucanase production by submerged fermentation at 32 °C
for 72 h using sugarcane bagasse, liquefied either in the absence or
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Fig. 1. Change in viscosity (1) as a function of shear rate () after 24 and 48 h incubation with 301 IU endoglucanase per gram of dry bagasse. (a, B) Enzyme liquefaction at
32 and 50 °C or (A, O) enzyme combined with microbial liquefaction; -trend lines. Log 17 = ¢ + Alog 7. A24n = —0.660, A4, = —0.692. Viscosity at t = 0 was not measureable due
to solid characteristics of bagasse at 300 g/L. Initial composition of all samples as indicated in table (analysis by NREL standard procedure (Sluiter et al., 2008).

presence of A. Niger A12 corresponded to 2 to 2.5 IU mL™'. Fermen-
tation after liquefaction of this material resulted in endoglucanase
activity of up to 15-fold higher than solid-state fermentation, with
enzyme activities of 2.5+03IUmL™! and 0.17+03[UmL™"'
obtained in submerged and solid state cultivations, respectively.

The presence of A. niger A12 during liquefaction resulted in 22%
higher endoglucanase titers compared to liquefaction in the
absence of the fungus where endoglucanase titers were 2 [lU mL™!,
In comparison, endoglucanase production on untreated bagasse
obtained in this study was on the same order of that obtained by
Delabona et al. (2012) after 96 h of solid-sate fermentation of
untreated sugarcane bagasse by an A. fumigatus strain isolated
from the Amazon forest. Delabona’s organism gave 0.167 I[U mL !
endoglucanase production after 96 h of solid-state fermentation.

Liquid hot water pretreatment of sugarcane bagasse followed
by additional substrate washing with distilled water gave an
enzyme yield of 0.75IUmL~' which was higher than the
0.167 IU mL™! for untreated substrate of Delabona et al. (2012)
and Rodriguez-Zuniga et al. (2014). Liquid hot water pretreatment
cooks the lignocellulose in hot, pressurized water causing release
of inhibitors into the water (Kim et al., 2013a,b). In this case,
removal of microbial and enzyme inhibitors (for instance phenolic
compounds) by washing may help to achieve both higher enzyme
activity and enzyme production (Ximenes et al., 2010, 2011).

This study has demonstrated, for the first time, the potential
application of enzyme production after liquefaction of sugarcane
bagasse in order to obtain high lignocellulose concentrations. High
solids loading in large-scale cultivations combine the advantages
of high enzyme productivity for solid-state fermentation and the
scalability of submerged fermentation.

4. Conclusions

Enzyme catalyzed liquefaction of sugarcane bagasse enables
submerged fermentation of A. niger and production of endoglucan-
ase at a 12-fold higher yield than solid state fermentation. When a
combined enzymatic and biological liquefaction promoted by A.
niger A12 is used, the viscosity of 0.30 +0.07 Pa s is lower than
bagasse liquefied using enzyme alone (0.48 + 0.08 Pas, at 100s~!
shear rate). A 15-fold higher yield of endoglucanase is observed

when using bagasse, processed through combined enzymatic and
biological liquefaction, as culture medium in submerged
fermentation.
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