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RESUMO

A busca pela alta eficiéncia no processo de producdo das enzimas celulases é de suma
importancia para contribuir com a viabilizagdo da rota biolégica de produgdo de etanol
celuldsico. Dada a crescente demanda pelo desenvolvimento de processos que melhorem o
rendimento e desempenho dessas enzimas, a fermenta¢do semi-sélida (FSS) e o uso de
bagago de cana-de-agiicar como substrato se inserem como uma alternativa de alto potencial
para a redugdo de custos e produgdo de enzimas com elevada especificidade. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de celulases pelo fungo filamentoso
Aspergillus niger quando cultivado em FSS com bagago de cana suplementado com trés
diferentes meios nutricionais complexos. As melhores produtividades registraram valores de
0,59U/g de FPase; 43U/g de xilanase e 41U/g de endoglicanase no meio Mandels com a
adi¢gdo de CMC. Esses resultados representaram aumentos na produtividade de até 20 vezes
em fungdo do acréscimo de fontes indutoras de carbono e nitrogénio, demonstrando que uma
adequada formulacdo das mesmas é essencial para viabilizar a produgdo de celulases a
partir de residuos lignocelulésicos.
Palavras-chave: Celulases, indutores, fermentacdo semi-solida, Aspergillus niger, bagago de
cana-de-acgucar.

INTRODUCAO

O processamento da biomassa lignoceluldsica para a produgdo de biocombustiveis
envolve as etapas de pré-tratamento e hidrélise destes materiais com a subseqiiente
fermentacdo dos agucares produzidos. Embora a hidrélise enzimadtica seja considerada como o
processo mais promissor para a produgédo de etanol celulésico devido as suas caracteristicas
operacionais e ambientais, a sua viabilidade econdmica estd fortemente relacionada ao custo
das enzimas celulases utilizadas na deconstru¢do da biomassa (ZHANG et al., 2006).

Neste sentido, a tecnologia de fermentacdo semi-sélida (FSS) através do uso de residuos
lignocelulésicos como substrato para a produgdo enzimdtica, oferece uma alternativa na
reducdo destes custos (PANDEY, 2002, CHANDRA et al., 2007). Com isto, a produgio de
celulases a partir do bagago de cana-de-acticar (BC), abundantemente gerado nas usinas de
etanol representa um modelo de integracdo em termos de biorefinaria com vantagens
associadas a manufatura de enzimas altamente especificas ao material a ser hidrolisado.
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Como todo processo biotecnolégico, a FSS € influenciada pelas condigdes de cultivo,
como meio de cultura, tipo e concentragdo da fonte de carbono, nitrogénio e fésforo, pH,
temperatura entre outras. O nivel de umidade € um dos fatores determinantes do processo e
varia de acordo com a natureza do substrato e necessidade do microrganismo (PANDEY,
2002). Niveis de umidade muito altos resultam na diminuigdo da porosidade, baixa difusdo de
oxigénio, aumento no risco de contaminag¢do, reducdo no volume de gds e redugdo de troca
gasosa. Baixos niveis de umidade levam a um crescimento baixo em relagio ao 6timo e baixo
grau de substrato realmente utilizado (LONSANE et al., 1985).

Diversos meios de suplementagdo sdo usados na literatura a fim de suprir os
requerimentos nutricionais microbianos em termos de carbono, nitrogénio, fésforo, minerais e
vitaminas sdo utilizados (AGUIAR & MENEZES, 2000). Em relacdo ao sistema celulolitico
da maioria das linhagens fiingicas, este precisa ser induzido pela presenca do substrato. Gong
& Tsao (1975) reportaram diversas fontes de celulose complexa (ex. bagaco de cana e
resfduos lignocelulésicos), gentibiose, soforose e lactose como indutoras da producdo de
celulases em fermentacdo submersa. No entanto, a resposta das células fiingicas aos diferentes
meios varia dependendo da concentragdo e tipo de indutor, tornando necessdrio o
conhecimento das exigéncias nutricionais do microorganismo com o intuito de estimular uma
efetiva biossintese enzimadtica e atingir expressivas produtividades de celulases.

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a produgido enzimdtica de celulases pelo
fungo filamentoso Aspergillus niger quando cultivado em fermentagdo semi-sélida com o BC
suplementado com trés diferentes meios nutricionais complexos: Czpaeck Dox (CHANDRA
et al., 2007), Sacarose (PINTO, 1998) e o meio de Mandels (MANDELS & WEBER, 1969).
A escolha do meio liquido foi realizada com base na literatura, sendo que estes meios
selecionados sdo amplamente utilizados para producdo de celulases por fermentagdo
submersa. Além disso, procurou-se suprir a deficiéncia do meio sélido da FSS a partir da
andlise da sua composic¢do, a fim de avaliar a viabilidade da utilizagdo do BC como substrato
na FSS para a produgio de celulases.

MATERIAL E METODOS

Substrato:

O bagaco de cana-de-acucar (BC), proveniente de uma usina de etanol, foi moido e
peneirado até uma granulometria 16 mesh. A fracdo selecionada para a FSS foi lavada em
dgua corrente e seca em estufa a 60 °C até atingir massa constante.

Microrganismo de Fermentacao:

O microrganismo empregado foi uma linhagem de Aspergillus niger, pertencente a
colegdo da Embrapa, RJ. Os esporos foram preservados em tubos de ensaio com tampas
rosqueadas com solo estéril e estocados a -18 °C. A ativacao aconteceu em duas etapas de
transferéncia, segundo COURI (1993). A suspensio de esporos para inoculag@o foi preparada
a partir de dilui¢do salina do sabugo de milho e a sua quantificagdo obtida através de
contagem dos esporos em Céamara de Neubauer.

Producio Enzimatica:

No estudo das condi¢cdes de produgdo das celulases por FSS em BC verificou-se a
influéncia de diferentes meios de suplementagdo: Sacarose (PINTO, 1998), Mandels
(MANDELS & WEBER, 1969) e Czpaeck Dox (CHANDRA et al., 2007) cujas composicdes
estdo especificadas na Tabelal.
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Tabela 1: Composi¢do dos meios usados para a produgio de celulases a partir do BC por A.

niger.

Meio Componente Concentragdo (g/L)

Mandels Uréia 0,30
Peptona 0,75
Extrato de levedura 0,25
(NH,4),SO, 1,40
Mineriais' 2,70

Mandels + CMC Carboximetilcelulose 5,00

Sacarose C]2H220|| 20,0
(NH,)-S0O, 3.5
Mineriais” 1,06

Czapeck Dox + Carboximetilcelulose 5,00

CMC C;H»,0y 30,00
NaNO; 2,00
Mineriais’ 2,00

L KH,PO,=2,00 g/l; MgS0,.7H,0=0,30 g/l; CaClp.2H,0= 0,40 g/l; ZnSO4=1,40 mg/l; FeSO,.7H,0=5,00
mg/l; CoCly.6H:0=2,00 mg/l; MnSO4.5H,0=1,60 mg/l.

2 KH:PO,=1,00 g/l: MgS0.7H:0=0,50 g/l: KCl 0,1 g/l: ZnSOy 5.0 mg/l; FeSO.7H,0 23,0 mgll;
CuSO4.6H,0 6,0 mg/l; MnSO,.5H>0 20,0 ug/l.

3 KH:PO,=1,00 g/1:MgSO,. 7TH:0=0,50 g/I: KCI=0,50 g/l; FeSO,.7H0=0,01mg/l

As fermentacdes foram realizadas em erlenmeyers de 500 mL contendo 5 g do BC. A
umidade foi ajustada adicionando o meio de suplementagdo até atingir valores de 60%, 70% e
80%, em base imida. Os frascos foram tampados com tampdo e autoclavados a 1 atm por 15
min. O volume de suspensdo de esporos adicionado foi ajustado de modo a ter-se um inéculo
de 2 x 10° esporos por g de substrato sdlido, posteriormente o meio de FSS foi incubado a
32°C em estufa imida durante 72 horas segundo Rodriguez-Ziiniga et al. (2008). A extragdo
do complexo enzimdtico foi realizada adicionando-se 10 mL/g de meio fermentado de tamp@o
acetato 0,2 M pH 4,5 (COURI, 1993). Ap6s homogeneizagao, as amostras foram incubadas
em camara rotativa por 1 h a 100 rpm a 30 °C e depois filtradas e centrifugadas. Os extratos
assim obtidos foram submetidos a andlises enzimdticas para determinar a sua concentracio
em relacgdo a FPase, xilanase e endoglicanase (CMCase).

Determinacio da Atividade Enzimatica:

As atividades de celulase total e endoglicanase foram avaliadas segundo metodologias
propostas por MANDELS (1974), utilizando-se como substratos papel de filtro e carboximetil
celulose, respectivamente. A atividade de xilanase foi avaliada segundo BAILEY et al.
(1992), usando se xilana como substrato. As quantidades de agticares redutores produzidas,
expressas em glicose, foram determinadas pelo método do dcido dinitrossalicilico, DNS
(MILLER, 1959). Uma unidade de atividade enzimadtica (UI) foi definida como aquela que
libera um pmol do aguicar redutor correspondente por minuto a 50 °C.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A escolha dos nutrientes necessarios para se atingir as condi¢des de cultivo apropriadas
para determinado microrganismo ¢ uma das etapas chaves do processo de fermentagdo. No
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caso da producdo de celulases, ainda existe muitas controvérsias em relagdo ao tipo e
concentragdes da fonte de carbono ideal para estimular a biossintese enzimadtica.

Inicialmente neste trabalho, selecionou-se meios de cultivo ja estabelecidos na literatura a
fim de avaliar a viabilidade de se utilizar um sub-produto abundantemente disponivel no pais,
o bagaco de cana-de-aguicar. A Figura 1 mostra os resultados da atividade FPase no extrato
obtido com os diferentes teores de umidade inicial para todos os tipos de meios utilizados.
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Figura 1. Efeito da umidade na a produgio de FPase a partir do BC por Aspergillus niger.

Esse resultado mostrou o efeito positivo do aumento da umidade inicial na producédo de
celulases quando se usou BC e o meio de Mandels na FSS. Desta forma, a partir desses dados
selecionou-se a condicdo de umidade de 80% para realizar a comparagdo em termos do
complexo enzimdtico produzido utilizando os diferentes meios de complementagdo
nutricional (Figura 2).
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Figura2. Efeito do meio nutricional na a produtividade enzimadtica por Aspergillus niger em BC.
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Para todas as enzimas do complexo celuldsico quantificadas, os melhores resultados foram
obtidos utilizando o meio de Mandels com a adi¢do de CMC (Figura 2). Como condi¢do de
controle em relagdo a suplementacdo da fonte de carbono do BC utilizou-se 0 meio de
Mandels. Neste caso, foi possivel observar o efeito positivo da adi¢io de CMC ao meio,
atuando como um indutor. Atividades de FPase (0,59 U/g) superiores ao dobro em relacio ao
meio Mandels usado como controle foram alcangadas apés 72 horas de fermentag@o.

O efeito indutivo foi ainda mais expressivo nas atividades de endoglicanase e xilanase,
(40,99 e 42,97 Ul/g, respectivamente) cujos valores obtidos foram entre cerca de 3 e 4 vezes
as atividades obtidas utilizando o meio controle (15,57 e 9,98 Ul/g, respectivamente).

A suplementa¢do da fonte de carbono com sacarose (contida nos meios Czapeck-Dox e
Sacarose, Tabela 1) foi baseada em dados da literatura: Chen & Wyman (1991) e Chandra et
al (2007) reportaram que a adi¢do de acgucares soliveis (sacarose, glicose, etc.) favoreceu o
crescimento inicial de massa celular e com isto obteve-se uma produgdo mais eficiente de
celulases. Da mesma forma, Olsson et al. (2003) usaram uma combinagao de celulose e polpa
de beterraba pré-tratada (fonte de sacarose) para potencializar a produgdo de endoglicanases.

No entanto, a partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se observar que a presenca
da sacarose no meio nas concentracdes estabelecidas ndo favoreceu a produgdo enzimadtica,
quando comparado ao meio de Mandels (Figura 2). Provavelmente, a relagdo
sacarose/celulose ndo foi adequada para permitir o mencionado aumento da produtividade,
evidenciando a necessidade da sua otimizacio.

No caso dos meios avaliados contendo sacarose, a presenga do indutor CMC (meio
Czapeck-Dox) ndo foi suficiente para compensar o efeito repressor apresentado pela sacarose.
Esses resultados corroboram com o trabalho de Suto e Tomita (2001), no qual os autores
descrevem que o sistema celulolitico € suscetivel a repressdo catabdlica na presenca de
aglicares simples como glicose, maltose, arabinose, etc.

E relevante mencionar que a presenga de diversas fontes de nitrogénio orginico no meio
de Mandels (uréia, peptona, extrato de levedura) certamente intensificou as produtividades
alcangadas. Kowala & Sengupta (1992) avaliaram a seletividade do microrganismo
Aspergillus niger por diversas fontes suplementares de nitrogénio, os resultados expressos em
fungdo do crescimento e sintese de celulases seguiram a seguinte seqiiéncia:
Uréia>peptona>NaNOs>extrato de levedura.

Contudo, as condi¢des mais favordveis do presente estudo permitiram atingir valores de
0,59 FPU/g de FPase; 43 U/g de xilanase e 41 U/g de endoglicanase para a FSS do
Aspergillus niger em BC. Estes resultados serdo futuramente aprimorados apds um
planejamento experimental visando uma adequada selecdo dos tipos e concentracOes das
fontes suplementares de carbono, nitrogénio e fésforo, bem como da sele¢io das condigdes
operacionais relevantes da FSS.

CONCLUSOES

Entre os meios nutricionais avaliados, o meio de Mandels com a adigdo de CMC se
destacou como a melhor meio de suplementagdo ao BC na produtividade celuldsica em FSS.
Os meios que continham sacarose (Czapeck-Dox e Sacarose) resultaram nas menores
produtividades. A partir da suplémenta¢do das caréncias nutricionais bagago de cana-de-
acucar, pode-se verificar o seu potencial uso como substrato na produgido de celulases com
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elevada especificidade na hidrdlise dos residuos da cadeia de etanol. Finalmente, o
conhecimento de uma adequada formulagdo do meio de cultura com oligossacarideos e
substdncias nitrogenadas organicas e inorganicas permitird fornecer bases cientificas para a
viabilizagdo da producéo de celulases em grande escala.
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