SELECAO E AVALIACAO DE UMA
LINHAGEM FUNGICA ISOLADA DA
AMAZONIA PARA A PRODUCAO DE

ENZIMAS CAPAZES DE HIDROLISAR
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Marcella Fernandes de Souza

Projeto Final de Curso

Orientadores

Prof? Dr2 Suely Pereira Freitas

Prof2 Dr2 Elba Pinto da Silva Bon

Marco de 2013



SELECAO E AVALIACAO DE UMA LINHAGEM
FUNGICA ISOLADA DA AMAZONIA PARA A
PRODUCAO DE ENZIMAS CAPAZES DE HIDROLISAR
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Marcella Fernandes de Souza

Projeto de Final de Curso submetido ao corpo docente da Escola de Quimica como parte
dos requisitos necessarios a obtencdo do grau de Graduagdo de Engenharia Quimica.

Aprovado por:

Leda Maria Fortes Gottschalk, D.Sc.

Rodrigo Pires do Nascimento, D.Sc.

Rosalie Reed Rodrigues Coelho, D.Sc.

Orientado por:

Suely Pereira Freitas, D.Sc.

Elba Pinto da Silva Bon, Ph.D.

Rio de Janeiro, RJ - Brasil
Marco de 2013



Souza, Marcella Fernandes de.

Selecéo e avaliagdo de uma linhagem fungica isolada da Amazonia para a producgéo de
enzimas capazes de hidrolisar biomassa lignoceluldsica/ Marcella Fernandes de Souza.
Rio de Janeiro: UFRJ/EQ, 2013.

X, 51 p.; il.

(Projeto Final) - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Escola de Quimica, 2013.
Orientadores: Suely Pereira Freitas e Elba Pinto da Silva Bon

1. Fungos filamentosos. 2. Producdo de enzimas. 3. Hidrdlise. 4. Projeto Final
(Graduagdo — UFRJ/EQ). 5. Suely Pereira Freitas e Elba Pinto da Silva Bon. I. Titulo.



"Procure ser um homem de valor,

em vez de ser um homem de sucesso.”

Albert Einstein



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer primeiramente a Professora Elba P. S. Bon, por ter me
recebido em sua equipe de bragos abertos e por acreditar em mim, abrindo muitas portas
para meu desenvolvimento pessoal e profissional.

Agradeco também a Professora Suely P. Freitas, pela boa vontade e ajuda
durante a orientacéo.

A toda equipe do Laboratério de Tecnologia Enzimética, por toda ajuda tanto na
parte pratica quanto na tedrica e por tornarem o ambiente de trabalho sempre muito
agradavel; um agradecimento especial a Ayla Sant’Ana da Silva, por toda a paciéncia e
dedicacdo, mesmo quando estava do outro lado do mundo.

A meus pais, por todo o amor e por me apoiarem incondicionalmente, me dando
confianca para trilhar qualquer caminho.

Aos meus amigos da faculdade, que tornaram a Escola de Quimica um lugar
sempre alegre e que me ajudaram muito para que esses anos fossem tranquilos, sem
grandes obstaculos; um agradecimento especial a Mauricio, Helena, Ronaldo, Henrique,
Felipe, Daniel e Jodo Henrique.

Aos amigos do GEAMA, que me ajudam a ser uma pessoa melhor a cada dia e
me ddo tantas oportunidades de trabalho e crescimento; obrigada por encherem minha
vida de Arte.

A todos que contribuiram para esse trabalho, muito obrigada.



Resumo do Projeto Final de Curso apresentado a Escola de Quimica como parte dos
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Reduzir o custo de producédo de etanol de segunda geracao é o principal desafio
para viabilizar o processo em escala industrial. Além da otimizacdo de todas as etapas
do processo, este custo pode ser reduzido por meio de selecdo e desenvolvimento de
linhagens super-produtoras de enzimas, capazes de excretar uma mistura balanceada de
celulases e hemicelulases. Neste trabalho, nove fungos filamentosos do género
Trichoderma, isolados da Amaz6nia, foram cultivados em condi¢Ges comparativas as do
fungo Trichoderma reesei RUT C-30, referéncia para a produgdo de enzimas
celuloliticas. A linhagem 422 destacou-se como a melhor produtora das enzimas
estudadas, apresentando atividades enzimaticas superiores as obtidas pelo cultivo do T.
reesei RUT C-30. Foram realizados, a 50 °C e em condigGes comparativas, ensaios de
hidrélise enzimética de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por moinho de bolas e por
tratamento hidrotérmico utilizando as enzimas de T. reesei RUT C-30 e da linhagem
422, suplementadas com enzimas de Aspergillus awamori. Para o bagaco moido em
moinho de bolas, o uso das duas preparacdes resultou em um rendimento em glicose em
torno de 80%, com 24 horas de hidrdlise. Este mesmo desempenho foi observado para o
uso das enzimas do T. reesei RUT C-30 no bagaco pré-tratado por tratamento
hidrotérmico, entretanto o rendimento em glicose caiu para cerca de 60% para 0 uso das
enzimas da linhagem 422. Os resultados obtidos neste estudo sdo expressivos devido ao
potencial da linhagem selecionada da biodiversidade brasileira em produzir enzimas
para a hidrélise enzimatica da biomassa em niveis equivalentes aos de uma linhagem
industrial ja conhecida. Entretanto, ficou evidente que o tipo de pré-tratamento
influéncia seletivamente o desempenho de diferentes misturas enzimaticas.

Vi
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INTRODUCAO

A contribuicdo de biocombustiveis liquidos — biodiesel e etanol — no uso
mundial de combustiveis tem aumentado a cada ano, com o etanol de cana-de-agUcar
correspondendo a 41,5% do combustivel utilizado em transporte leve no Brasil em 2010
(REN21, 2011).

Essa tendéncia € um reflexo da busca mundial por fontes de energia renovaveis,
motivada ndo apenas pela necessidade de reduzir o impacto ambiental do uso do
petroleo como também pelo seu alto preco e carater ndo sustentavel do seu uso. O etanol
possui octanagem superior a da gasolina e produz menos emissdes, sendo por isso
considerado mundialmente um bom substituto da gasolina (WYMAN, 1999).

Nas ultimas décadas, tem-se observado um crescente interesse no reciclo de
residuos agroindustriais para obtengdo de biocombustiveis. As pesquisas reportam que,
em geral, 0 bagaco de cana-de-acucar € 0 mais promissor para producdo de etanol de
segunda geracdo. O aperfeicoamento desta tecnologia permitirdA o aumento da
produtividade da area plantada em etanol sem a necessidade da expanséo da fronteira
agricola.

Para a obtencdo de etanol de segunda geracdo a partir de residuos
agroindustriais, € necessario que a biomassa seja sacarificada através de um processo de
hidrélise, possibilitando a obtencdo de aglcares que podem ser fermentados a etanol.

A hidrdlise enzimatica ocorre pela atuacdo das enzimas celulases e
hemicelulases sobre as cadeias dos polissacarideos da biomassa, celulose e
hemicelulose, respectivamente, liberando agUcares. Essas enzimas sdo produzidas por
microrganismos, com destaque para os fungos filamentosos, que secretam um pool
enzimatico diversificado e complementar, capaz de hidrolisar de forma eficiente os

residuos lignocelulosicos.



CAPITULO 1

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ComMPOSICAO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

O bagaco de cana-de-aglcar é um material lignocelulésico, tendo em sua
composigdo principalmente celulose, hemicelulose e lignina. Somente a celulose e a

hemicelulose podem ser hidrolisadas para geracéo de agucares.

1.1.1 CELULOSE

A celulose € o componente principal da parede celular das plantas, constituindo
cerca de 1/3 da matéria organica vegetal (NORKRANS, 1967; CAO e TAN, 2002).

O polimero de celulose é constituido de cerca de 10.000 residuos de glicose
unidos por ligagBes glicosidicas B-1,4. Sua unidade fundamental é a celobiose, um

dimero de glicose, como pode ser visto na Figura 1 (Voet e Voet, 2011).

CH,OH o HO OH CH,OH HO OH

H OH OH

CH,OH HO CH,OH

n

Figura 1. Representacéo da cadeia de celulose. Entre colchetes esta representada sua unidade estrutural, a
celobiose (adaptado de BROWN, 2003).

Apesar de sua composicdo quimica simples, as cadeias de celulose formam
estruturas insolaveis, as microfibrilas, que possuem regides cristalinas (altamente
ordenadas) e regides amorfas. As microfibrilas interagem entre si através de pontes de

hidrogénio, organizando-se em fibrilas maiores que por sua vez formam lamelas,



conferindo resisténcia a fibra de celulose (BAYER e LAMED, 1992), como ilustra a

Figura 2.
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Figura 2. Organizacéo da estrutura da celulose em fibrilas e microfibrilas (retirado de Botany

Visual Resource Library, 1998).

1.1.2 HEMICELULOSE

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos ndo-amilaceos e nao-celulésicos que
podem ser encontrados na parede celular de vegetais superiores (SJOSTROM, 1992;
FENGEL e WEGENER, 1989).

As cadeias de hemiceluloses sdo formadas por pentoses, hexoses e &cidos
urdnicos, podendo ser constituidas por apenas uma unidade monossacaridica, como as
xilanas, ou por mais unidades, como no caso das 4-O-metil-glucuronoxilanas,
xiloglucanas ou arabinoxilanas (FENGEL e WEGENER, 1989).

A hemicelulose tem papel fundamental na estrutura da parede -celular,
suportando as microfibrilas de celulose (KIRK e FARRELL, 1987).

1.1.3 LIGNINA

A lignina é um heteropolimero complexo, altamente ramificado e de estrutura
amorfa. Sua funcdo é criar uma barreira natural a degradacéo enzimética e microbiana,
ndo sendo hidrolisavel (FENGEL e WEGENER, 1989).



A lignina possui em sua composi¢do as subunidades guaiacilo, seringilo e
hidrofenilo, que sdo formadas a partir dos alcoois coniferilico, sinapilico e p-cumarilico,
respectivamente (BOUDET et al., 1995). A lignina ndo se liga diretamente a celulose,
e sim a hemicelulose por meio de ligacGes covalentes, como pode ser observado na

Figura 3.

Parede celular vegetal

Figura 3. Estrutura da parede celular (adaptado de Genome Management Information System/ORNL)

1.2 HIDROLISE DA BIOMASSA

A hidrolise da biomassa pode ser realizada quimicamente ou através da atuacédo
de enzimas microbianas. A seguir sdo descritas as rotas de hidrolise com &cido

concentrado, acido diluido e a rota enzimatica.

1.2.1 HIDROLISE DA BIoMASSA coM AciDo CONCENTRADO

Esse processo consiste na hidrolise da celulose e da hemicelulose em uma Unica
etapa pela acdo de solucbes de acidos fortes a baixas temperaturas, alcancando
conversdes tedricas proximas de 100%. A principal desvantagem dessa rota € a corrosao
ocasionada pelo uso de &cidos, gerando a necessidade de equipamentos robustos e
aumentando o custo do processo. Além disso, o downstream deve incluir as etapas de
separagdo, recuperagdo e concentracao do &cido utilizado (Figura 4). Outra desvantagem
associada a hidrolise acida é a formagdo de compostos inibidores da etapa de
fermentagdo, como furfural e hidrometilfurfural (VON SIVERS e ZACCHI, 1996).
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Figura 4. Esquema simplificado do processo de producdo de etanol de segunda geragcdo com hidroélise da

biomassa utilizando &cido concentrado.

1.2.2 HIDROLISE DA BIoMASSA coM AcIDo DILUIDO

Nessa rota, acido diluido é utilizado para hidrolisar a biomassa a agucares em
duas etapas (Figura 5). Inicialmente a hemicelulose é hidrolisada em temperaturas
proximas a 190°C. A segunda etapa visa a hidrolise da celulose e tem suas condicGes
otimizadas para tal, com a temperatura acima de 200°C. Estas condi¢des operacionais

ocasiona a degradacdo de partes dos produtos e a formacdo de inibidores do processo
fermentativo (LARSSON et al., 1998).

Matéria-prima
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Figura 5. Esquema simplificado do processo de producédo de etanol de segunda geracdo com hidrdlise da

biomassa utilizando &cido diluido.



1.2.3 HIDROLISE ENZIMATICA

Como a hidrolise enzimética ocorre em condi¢des mais brandas do que as
empregadas nas hidrolises &cidas, reduzindo assim a formacdo de subprodutos
indesejaveis, esta é a opcao de processo mais estudada atualmente.

O processo enzimatico de producdo de etanol de biomassa pode ser subdividido
em 4 etapas principais: i) pré-tratamento, ii) hidrolise, iii) fermentacao e iv) destilagdo
(Figura 6). Os microrganismos sdo essenciais tanto para a producdo de enzimas para
hidrélise enzimética quanto para a fermentagdo dos agUcares a etanol.

Matéria-prima
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Figura 6. Esquema simplificado do processo de producédo de etanol de segunda geracdo com
hidrélise enzimética da biomassa.

Devido a complexidade estrutural da biomassa, a etapa de hidrélise requer o uso
de diferentes enzimas atuando de forma sinérgica (BEGUIN e AUBERT, 1994),
denominadas celulases e hemicelulases.

As celulases atuam na sacarificacdo da celulose, clivando suas ligacdes
glicosidicas do tipo B-1,4. Dependendo de seu sitio de atuacdo, elas podem ser
classificadas como endoglucanases (1,4-p-D-glicano-4-glicanoidrolase, EC 3.3.1.4),
exoglucanases/ celobiohidrolases (1,4- B-D-glicano-celobioidrolase, EC. 3.2.1.91) ou B-
glicosidases (EC 3.2.1.21) (GHOSH e GHOSH, 1993). A atuacdo dessas trés classes

esta ilustrada na Figura 7.
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Figura 7. Acdo conjunta das endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases (BEGUIN e AUBERT,

1994). Os hexagonos escuros representam extremidades redutoras.

Endoglucanases

As endoglucanases atuam de forma randdmica, clivando a cadeia de celulose
preferencialmente em suas regibes amorfas. Elas sdo responsaveis pela répida
solubilizacdo do polimero celulésico, devido a reducdo do grau de polimerizacdo e a
fragmentacdo da molécula, gerando celo-oligossacarideos com diversos tamanhos. A
sua acdo gera dois novos terminais, um redutor € um ndo redutor, nos quais as
exoglucanases irdo atuar posteriormente. A atuacdo conjunta das endo e exoglucanases
é a primeira forma de sinergia existente no processo de hidrélise da celulose (WOOD e
McCRAE, 1977; WOODWARD, 1991).

Exoglucanases

As exoglucanases (também chamadas celobiohidrolases — CBH) atuam nos
terminais redutores e ndo redutores resultantes da acdo das endoglucanases, liberando
celobiose. Elas sdo responsaveis pela ruptura fisica do substrato, aumentando a taxa de
hidrolise da celulose — as regifes cristalinas sdo transformadas em regides amorfas,

deixando o substrato mais exposto as celulases.



A CBH pode ser subdividida em enzimas do tipo | (CBH | — hidrolisam
terminais redutores) e enzimas do tipo Il (CBH Il — hidrolisam terminais néo redutores).

p-glicosidases

Na hidroélise de material celulésico, a B-glicosidase é uma enzima importante do
complexo celulolitico, sendo necessaria para a completa degradacdo de celulose a
glicose e reduzindo a inibigéo das outras celulases pela celobiose (RAMOS et al., 1993).
Por causa da sua importancia, preparacGes comerciais de celulases sdo comumente
melhoradas pela adigdo de P-glicosidase com o objetivo de aumentar sua atividade
catalitica.

Uma unica enzima do complexo celulolitico ndo é capaz de hidrolisar a
molécula de celulose de forma eficiente, sendo necessaria a acdo sinérgica de todo o
complexo (BEGUIN e AUBERT, 1994). Comumente, 0s pardmetros mais importantes
quando se avalia a dosagem enzimatica para hidrélise sdo as atividades enzimaticas de
FPase (Filter paper activity) e de B-glicosidase. A atividade de FPase representa a
atividade total de celulases na degradacdo de uma fita de papel de filtro (GHOSE,
1987).

As hemicelulases, como a xilanase, e outras enzimas acessorias (e.g. a-L-
arabinofuranosidase ¢ [-xilosidase) também sdo necessarias para uma hidrolise
eficiente, porém sdo negligenciadas em muitos estudos que avaliam a eficiéncia de
misturas enzimaticas para a hidrélise da biomassa. Essas enzimas, ao degradarem a
hemicelulose, rompem as ligagbes inter e intracadeias existentes na biomassa,
facilitando o acesso das celulases & molécula de celulose (AHAMED e VERMETTE,
2008).

Um dos fatores limitantes na producéo de etanol de biomassa é o alto custo de
producdo dessas enzimas hidroliticas, o que torna economicamente inviavel seu uso em
escala industrial (AHAMED e VERMETTE, 2008). Neste contexto, a selecdo de
microrganismos que se destaquem na producdo de um coquetel enzimatico com alta
atividade celulolitica apresenta-se como uma das solugdes para a viabilidade do

processo.



1.3 PRE-TRATAMENTOS

A etapa de pre-tratamento & comumente realizada por processos fisicos
(mecénicos ou térmicos), quimicos ou uma combinacdo desses dois. Devido a estrutura
complexa dos materiais lignoceluldsicos, os pré-tratamentos sdo essenciais para permitir
uma hidrolise enzimatica eficiente e tem por objetivos a remocdo de lignina e
hemicelulose, a reducdo da cristalinidade da celulose e/ou 0 aumento da porosidade da
biomassa sem a producéo de inibidores das etapas subsequentes do processo.

Os tratamentos quimicos com acidos e bases foram extensamente estudados. No
entanto, eles apresentam diversos problemas, como necessidade de aquisicdo de
equipamentos feitos de materiais resistentes e de uma etapa de neutralizacdo dos
xaropes de biomassa e dos efluentes acidos, além de levarem a formacéo de inibidores
das etapas de sacarificacdo e fermentacdo quando acidos sdo usados.

Pré-tratamentos mecanicos ou térmicos, substituindo o uso de substancias

quimicas, sdo mais promissores na producdo de etanol de segunda geragé&o.

1.3.1 MOINHO DE BoOLAS

A moagem por moinho de bolas € descrita como um processo mecanico-quimico
devido a sua eficiéncia em quebrar as interacdes quimicas entre lignina e hemicelulose
apos um longo tempo de moagem (TERAMOTO et al., 2008).

Sua principal caracteristica € a reducdo da cristalinidade da biomassa sem
mudangas na composi¢do do material, resultando em um material amorfo que pode ser
facilmente degradado pela acdo de enzimas hidroliticas. Silva e colaboradores (2010)
obtiveram um perfil de difracdo de raio-X tipico de estrutura amorfa ao analisar

amostras de bagaco de cana-de-acUcar tratados por moinho de bolas durante 1 hora.

1.3.2 TRATAMENTO HIDROTERMICO

No pré-tratamento hidrotérmico, a biomassa fica em contato com agua
comprimida durante alguns minutos entre 170 °C e 230 °C.
Dependendo das condigdes de processo, este tratamento promove a remocao de

uma parte significante da hemicelulose, sendo os agucares resultantes solubilizados na



fracdo liquida em diferentes graus de despolimerizacdo. Uma parte da lignina pode ser
também removida (SUN e CHENG, 2002). O produto final é uma fragdo solida rica em
celulose com uma maior digestibilidade do que a biomassa in natura.

O processo hidrotérmico € uma opcdo de pré-tratamento interessante, pois
prescinde do uso de reagentes quimicos minimizando os problemas de corrosdo e

reduzindo os custos.

1.4 FUNGOS FILAMENTOSOS PRODUTORES DE CELULASES

Véarios microrganismos, como fungos e bactérias, sdo capazes de produzir
sistemas completos de celulases. Os fungos sdo 0s mais estudados devido a sua
capacidade de produzir complexos celuloliticos em grande quantidade, sendo os géneros
Trichoderma, Penicillium, Aspergillus, Fusarium e Humicola os melhores produtores.

O género Trichoderma € relatado como tendo grande potencial de aplicacédo
industrial e biotecnoldgica (SAMUELS, 1996), sendo a espécie Trichoderma reesei a
mais estudada para a degradacdo da celulose. Essa espécie apresenta uma baixa
producdao de [-glicosidase, o que reduz sua capacidade de hidrolisar o material
lignocelulésico a moléculas de glicose eficientemente (WEN, LIAO e CHEN, 2005).

A espécie T. reesei foi descoberta durante a 2% Guerra Mundial. Os soldados
perceberam a degradacdo de suas fardas, barracas e outros objetos feitos de algoddo nas
Ilhas Salomdo e foram iniciadas pesquisas para descoberta do agente degradador. A
linhagem T. reesei QM®6a foi entdo isolada pelo Dr. Elwyn T. Reese, cujo sobrenome
nomeou a nova espécie. Seguiu-se entdo uma série de melhoramentos por genética
classica utilizando-se reagentes quimicos e/ou luz ultravioleta até o isolamento da
linhagem T. reesei RUT C-30, uma das mais utilizadas em pesquisas cientificas (Figura
8).

QMea | UV o | M7 | _Reag QM. | NGigq | UV | RUT C-30

Figura 8. Sequéncia de mutagdes desde a linhagem selvagem Trichoderma reesei QM6a a linhagem

mutante Trichoderma reesei RUT C-30.
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Com o advento de meétodos filogenéticos e moleculares, a taxonomia do género
Trichoderma foi revisada, e atualmente sdo conhecidas mais de 100 espécies, muitas das
quais apresentam capacidade equivalente ou superior de producdo de celulases e
hemicelulases em comparagdo com linhagens utilizadas na industria (KOVACS et al.,
2008), o que justifica a prospec¢do permanente de novas linhagens de Trichoderma e de
outros fungos celuloliticos promissores para fomentar programas de melhoramento
genético.

O Brasil possui grande diversidade de espécies microbianas com potencial
biotecnoldgico, mas ainda desconhecidas, e que devem ser exploradas na busca por

linhagens superprodutoras de enzimas celuloliticas para a produgéo de etanol celulésico.

1.5 APLICACOES DAS CELULASES

As celulases sdo enzimas com alto destaque atualmente devido as diversas
pesquisando visando a producdo de etanol de segunda geracdo. No entanto, 0 uso
industrial dessas enzimas esta consolidado e j& existe h&a décadas. Abaixo sdo

apresentados os principais usos dessa classe de enzimas.

1.5.1 PRODUTOS DE LIMPEZA

A atuacdo das celulases em detergentes se deve a sua capacidade de degradar
celulose, possibilitando a remocédo das fibrilas dos tecidos de algoddo. A maciez do
tecido aumenta pela remocéo dessas particulas sélidas presas ao algoddo (HOSHINO e
SUSUMO, 1997).

As celulases destinadas aos produtos de limpeza geralmente provém de espécies
de bactérias Bacillus ou por fungos do género Humicola, que sdo capazes de produzir
celulases cujo pH de acdo ideal é em torno de 7, apesar delas suportarem valores de pH

mais alcalinos.

1.5.2 INDUSTRIA TEXTIL

As enzimas comecaram a se popularizar na industria téxtil no século XX devido

a uma série de vantagens em relacdo a substancias quimicas sintéticas. O grande
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beneficio do uso de enzimas é na questdo ambiental, j& que apresentam maior
biodegradabilidade e menor consumo de energia, além de serem mais especificas que
suas contrapartes sintéticas.

Entre as enzimas, as celulases sdo especialmente usadas. Seu uso no
envelhecimento do tecido denim, usado na fabricacéo de calcas jeans, é possivelmente o
mais bem sucedido processo enzimético da inddstria téxtil nos ultimos anos. Este
processo é feito retirando-se o corante indigo de dentro das fibras, através de uma acgéo
cooperativa entre a hidrdlise enzimética e tensdo mecanica causada por agitacéo,
criando assim a diferenca na densidade de cor nas calcas (ANDREAUS et al., 2000).

A maioria das celulases usada na industria téxtil é proveniente de fungos e as
produzidas por fungos do género Trichoderma s&o ainda as mais utilizadas para a

maioria dos processos (PERE, 2001).

1.5.3 INDUSTRIA ALIMENTICIA

As celulases sdo usadas na extracdo de suco de frutas e Oleos de grdos, na
clarificacdo de sucos e vinhos, na extracdo da proteina de soja, € na extracao de agar,
entre outras aplicagbes na industria alimenticia. Além de aumentar a a eficiéncia dos
processos, as celulases podem favorecer a qualidade nutritiva dos alimentos ao remover
a parede celular de vegetais e frutas, facilitando a liberacdo do sabor e aroma, enzimas,
polissacarideos e proteinas.

As celulases mais usadas na industria de bebidas sdo as de fungos filamentosos
do género Trichoderma, devido ao seu baixo pH. Celulases de Aspergillus niger

também sdo muito utilizadas.

1.5.4 RACAO ANIMAL

A adicdo de enzimas celuloliticas em ragdes animais comegou nos primeiros
anos da década de 1970. No inicio ndo houve sucesso, devido ao elevado custo de
producdo das enzimas em relagdo ao beneficio obtido. Atualmente, com a descoberta de
linhagens superprodutoras e com o desenvolvimento de processos mais produtivos, essa

aplicagéo teve sua viabilidade econdmica aumentada, tornando a ser alvo de estudos.
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As celulases séo utilizadas atuando sinergicamente com as enzimas naturalmente
ocorrentes no sistema digestivo dos animais (amilases, proteases e outras glucanases),
eliminando fatores anti-nutricionais presentes em graos e vegetais e aumentando o valor
nutritivo dos alimentos (GALANTE et al., 1998). Dessa forma, hd um aumento no

ganho de peso e uma melhora no funcionamento intestinal dos animais.

1.5.5 INDUSTRIA DE PAPEL

Muitas enzimas interessam a industria de papel e celulose, no entanto, as
celulases séo as mais utilizadas. Para produzir papel, composto basicamente de fibras de
celulose, € preciso picar a madeira, transforméa-la em polpa por processos quimicos e
retirar dessa polpa a hemicelulose, a lignina, certas resinas e outros componentes.
Enzimas capazes de realizar algumas dessas tarefas permitem substituir produtos
quimicos responsaveis por sérios problemas ambientais. Assim, as celulases mostram-se
como uma boa alternativa aos processos quimicos no processamento da madeira.

Outra aplicacdo das celulases nesta industria trata-se da reciclagem do papel. O
tratamento enzimatico do papel reciclado utiliza celulases alcalinas, que ndo agem sobre
a tinta e sim sobre a celulose, que retém as particulas de tinta do papel, processo esse
chamado destintagem (VYAS e LACHKE, 2003).

1.6 PERSPECTIVAS PARA O BRASIL

No terceiro levantamento de safra realizado pela CONAB em dezembro de 2011,
a producdo de cana-de-acgUcar para a safra de 2011/2012 foi estimada em 571,4 milhdes
de toneladas, sendo 287,6 milhdes de toneladas destinadas a producdo de etanol
(CONAB, 2011). O processamento de uma tonelada de cana-de-acUcar gera em torno de
280 kg de bagaco, ou seja, em 2011 foram geradas em torno de 81 milhdes de toneladas
de bagaco.

Segundo o rendimento teorico de etanol a partir da celulose presente no bagago
de cana-de-acucar, 1 kg de bagaco pode ser convertido em 0,24 L de etanol. Assim, dois
bilhdes de litros a mais de etanol poderiam ser produzidos por ano a partir do bagaco
excedente, que representa apenas 10% do bagago gerado na industria alcooleira. Cerca

de 90% do bagaco gerado é utilizado para a cogeracdo de vapor e eletricidade através de
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sua combustdo (MACEDO, 2005). Se as caldeiras de baixa pressdo atualmente
utilizadas (20 bar) fossem substituidas pelas de alta presséo (até 80 bar), as usinas iriam
requerer uma menor quantidade de bagaco para suprir suas necessidades energéticas
(COELHO et al., 2006). Com a perspectiva da expansdo do cultivo da cana-de-agucar e
0 avanco das tecnologias de cogeracao, hd uma tendéncia ao aumento dos excedentes de
bagaco, que entdo estariam disponiveis para a producdo de etanol de segunda geracéo,

aumentando a estimativa apresentada.

1.7 OBJETIVO

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar nove linhagens de fungos
filamentosos isolados na Amazonia a fim de selecionar linhagens promissoras para a
producdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas para a atuacdo na hidrolise da
biomassa da cana-de-agUcar. Para tal, foram tracados trés objetivos especificos:

e Comparar as atividades maximas de FPase, B-glicosidase e xilanase
obtidas pelas linhagens estudadas em cultivo submerso com farelo de
trigo ou lactose como fonte de carbono;

e Comparar o perfil de producdo das melhores linhagens com a linhagem
referéncia Trichoderma reesei RUT C-30.

e Comparar o potencial hidrolitico das enzimas produzidas pelas melhores
linhagens com o das enzimas da linhagem referéncia T. reesei RUT C-30
frente a bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado por moinho de bolas e por

tratamento hidrotérmico.
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CAPITULO 2

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 MICRORGANISMOS, MANUTENCAO E PROPAGACAO

Os microrganismos isolados da Amazonia utilizados pertencem ao género
Trichoderma, sendo designados por seus numeros de acesso: 144, 442, 676, 799, 1111,
256, 810, 358 e 422. A propagacdo e a obtencao de esporos foram efetuadas através de
cultivo em placas de Petri contendo meio PDA (Potato Dextrose Agar) (Figura 9).
SuspensBes de esporos foram obtidas atraves de raspagem das placas esporuladas com a
adicdo de solugdo salina 0,9% estéril. As suspensdes foram entdo centrifugadas e os
esporos foram preservados em solucdo estéril de glicerol 20% a -20°C. Os mesmos

procedimentos foram realizados para a linhagem referéncia T. reesei RUT C-30.

1111 810 799 442 144

422 676 256 358

Figura 9. Crescimento das linhagens de Trichoderma, isoladas na Amazénia, em placas de Petri

contendo meio PDA; os nimeros sdo referentes ao niumero de acesso de cada linhagem.
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2.2 CONDICOES DE FERMENTACAO E MEIOS DE CULTIVO

Para cada linhagem, foi feito um cultivo para a producdo de pré-indculo em
frascos de 500 mL com 100 mL de meio de Mandels (MANDELS, 1969) contendo: 0,3
g/L de ureia, 1,4 g/L de (NH4),SO,4, 2,0 g/L de KH,POy, 0,3 g/L de CaCl,, 0,3 g/L de
MgSQ, 7 H,0, 0,25 g/L de extrato de levedura, 0,75 g/L de peptona e 7,5 g/L de avicel.
Foram adicionados os seguintes elementos-traco: 5 mg/L de FeSO, 7 H,0, 20 mg/L de
CoCl, 6 H,0, 16 mg/L de MnSO, 4 H,0, 14 mg/L de ZnSO,4 7 H,0O. Os meios foram
inoculados com 1 mL (1% do volume do meio) de suspenséo de esporos e incubados
por trés dias a 30 °C e 200 rpm em equipamento marca New Brunswick Scientific
modelo Innova 44.

Os cultivos para producdo das enzimas foram realizados em frascos de 500 mL
contendo 100 mL de meio de Mandels adaptado, no qual a concentracdo de extrato de
levedura foi elevada para 6,0 g.L™ , a peptona foi retirada, foram adicionados 6 g.L™ de
milhocina e o avicel foi substituido por lactose ou farelo de trigo em uma concentracao
de 30 g.L™". Os meios foram inoculados com 10 mL do pré-inéculo (10% volume do
indculo). Os frascos foram incubados por sete dias a 30 °C e 200 rpm em equipamento
marca New Brunswick Scientific modelo Innova 44. Nos meios tamponados, o tampao
utilizado foi o fosfato de sédio 100 mM, pH 6. Os cultivos foram realizados em
triplicata.

2.3 ACOMPANHAMENTO DAS FERMENTACOES

Amostras dos sobrenadantes dos cultivos foram retiradas diariamente, do
terceiro ao sétimo dias de cultivo, e centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos em
centrifuga modelo Beckman Coulter Allegra 6R.

Os sobrenadantes foram utilizados para determinacdo das enzimas celuloliticas
secretadas pelas linhagens e da variacdo do pH ao longo do cultivo. O pH foi

determinado no aparelho Beckman ®390.
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2.4 ENSAIOS ENZIMATICOS

A atividade de FPase foi determinada seguindo a metodologia descrita pelo
NREL - National Renewable Energy Laboratory (ADNEY e BAKER, 1996), na qual
uma unidade de papel de filtro (FPU — filter paper unit) é calculada a partir da
determinacéo da diluicdo da enzima capaz de converter 4% da fita de papel de filtro (2
mg de acUcar redutor equivalente em glicose liberados) apds 60 min de reacao.

Para a determinagdo da atividade de B-glicosidase, foi utilizada a metodologia
descrita pela IUPAC (GHOSE, 1987) com modificacdes. Foram reagidos 500 pL de
uma solucdo 15 mM de celobiose (Sigma cdédigo C-7252) com 500 pL do extrato
enzimatico apropriadamente diluido em tampédo citrato de so6dio, 100 mM, pH 4,8,
sendo a concentragdo de glicose lida em analisador bioguimico (YSI 2700).

A atividade de xilanase foi dosada utilizando 100 pL de solugdo de xilana 1%
(tipo oat spelt, Sigma cddigo X-0627) e 50 pL do extrato enzimatico apropriadamente
diluido em tampéo acetato de sodio, 100 mM, pH 5,0. A reacdo foi conduzida a 50 °C
por 10 minutos e interrompida pela adicdo de 300 pL de DNS. Os acUlcares redutores
resultantes foram analisados através do ensaio de DNS (SUMNER, 1925; SUMNER,
1944).

As atividades de P-xilosidase e o-L-arabinofuranosidase foram determinadas
utilizando-se 100 pL de 10 mM p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo e p-nitrofenil-a-L-
furanosideo, respectivamente, 200 uL de tampdo acetato de sddio 0,5 M pH 5,0, 650 pL
de &gua destilada e 50 pL da diluicdo apropriada da enzima. Apds incubar a mistura
reacional a 50 °C por 10 minutos, a reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de 500 pL de
Na,CO3; 1M. A concentracdo de p-nitrofenol liberada durante a reacdo foi medida a 400
nm.

Uma unidade de atividade de B-glicosidase, xilanase, B-xilosidase ou o-L-
arabinofuranosidase (Ul — unidade internacional) correspondeu a liberacéo,
respectivamente, de 1 umol de glicose, aglcar redutor (equivalente a xilose) ou p-
nitrofenol por minuto, em condic¢Bes de velocidade inicial. Todos os ensaios foram
realizados em duplicata.

A concentracdo de proteinas foi determinada utilizando reagente de Bradford
(BRADFORD, 1976) e albumina de soro bovino como padréo.
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2.5 PRE-TRATAMENTO

As biomassas utilizadas nas hidrdlises foram bagacos de cana-de-agUcar pré-
tratados por moinho de bolas (MB) e tratamento hidrotérmico (H) (Figura 10). A
caracterizacdo dos materiais MB e H foi realizada seguindo procedimento analitico
recomendado pelo National Renewable Energy Laboratory (SLUITER et al., 2008),
resultando em um contetdo de celulose, hemicelulose e lignina correspondente a 41,9%,
25% e 28% para o bagaco MB e 57,5%, 3,7% e 31,4% para o bagaco H,
respectivamente.

O tratamento por moinho de bolas foi realizado em um moinho planetario de
bolas a 400 rpm em um vaso de 45 mL contendo 7 esferas (¢ = 15 mm) por 60 minutos.

O tratamento hidrotérmico do bagaco foi conduzido a 190 °C por 12 minutos
(realizado pela INBICON, Dinamarca).

Figura 10. Tipos de bagaco de cana-de-agUlcar utilizados nos ensaios de hidrolise enzimatica. Pré-

tratamentos utilizados: moinho de bolas (direita) e tratamento hidrotérmico (esquerda).

2.6 HIDROLISE ENZIMATICA

Para fins comparatrivos, foram realizados dois ensaios de hidrolise enzimatica
utilizando-se enzimas produzidas pela linhagem selecionada (422) e pela linhagem
referéncia T. reesei RUT C-30. Enzimas produzidas pelo fungo Aspergillus awamori
foram utilizadas para suplementagdo de B-glicosidase. Tanto as enzimas de T. reesei
RUT C-30 quanto as de A. awamori foram cedidas pela BIOMM S.A.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e tiveram duragéo de 72 horas a

50 °C com teor de solidos de 5% e volume final de 25 mL. A Tabela 1 contém as
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condicdes especificas utilizadas para cada ensaio de hidrolise. As amostras foram

analisadas em HPLC para quantificagdo de agUcares.

Tabela 1. Carga enzimatica e condi¢des de hidrdlise

Carga enzimatica Carga enzimatica Rotacdo Volume final
Substrato (FPU/g biomassa) (FPU/g glucana) (rpm) (mL)
Bagaco MB 15 35,8 200 25
Bagaco H 115 20 150 50

MB — pré-tratamento por moinho de bolas; H — pré-tratamento hidrotérmico.

Os rendimentos em glicose foram calculados utilizando-se a Equagdo 1, a partir

do conteudo de celulose obtido pela caracterizagdo da biomassa.

[1]

[G] — Concentragéo de glicose
a — Relacdo celulose/glicose; o= 0,9
f — Porcentagem de celulose

S — Concentracéo de substrato

2.7 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Os resultados médios de atividade enzimatica e de rendimentos e concentracdes
de acucares obtidos nas hidrélises foram comparados pelo teste de Fisher LSD (p<0,05)
usando o software STATISTICA (v. 7.0).

As barras de erro dos graficos foram plotadas baseando-se no desvio-padrdo das

triplicatas realizadas.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1PRODUCAO DE ENZIMAS

A andlise dos perfis de acimulo das atividades de FPase, beta-glicosidase e

xilanase permitiu identificar os picos das atividades enzimaticas obtidos com todas as

linhagens em funcao do meio e o dia em que os mesmos foram alcancados. (Figuras 11,

12 e 13).

2,00

Atividade de FPase (Ul/mL)
‘_H
8

8

M Farelo de trigo

Lactose

M Lactose com tampao

442 676 144 810 358 256 799* 1111*

Linhagens de Trichoderma

Figura 11. Comparacéo dos picos de atividade de FPase produzida pelas diferentes linhagens de

Trichoderma. Os nimeros acima das barras indicam o dia de cultivo em que foi obtida a atividade

maxima medida. *Os cultivos das linhagens 799 e 1111 ndo foram feitos em triplicata e por isso ndo

apresentam barras de erro.
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Figura 12. Comparagio dos picos de atividade de B-glicosidase produzida pelas diferentes linhagens de
Trichoderma. Os nimeros acima das barras indicam o dia de cultivo em que foi obtida a atividade
maxima medida. *Os cultivos das linhagens 799 e 1111 ndo foram feitos em triplicata e por isso ndo

apresentam barras de erro.
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Figura 13. Comparacéo dos picos de atividade de xilanase produzida pelas diferentes linhagens de
Trichoderma. Os nimeros acima das barras indicam o dia de cultivo em que foi obtida a atividade
maxima medida. *Os cultivos das linhagens 799 e 1111 nao foram feitos em triplicata e por isso ndo

apresentam barras de erro.

A lactose destacou-se como a melhor fonte de carbono para producdo de

enzimas celuloliticas pelas linhagens estudadas. Esse resultado é condizente com a
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literatura, que apresenta a lactose como um bom indutor da producéo de celulases em
linhagens de Trichoderma reesei (RYU et al., 1979; CHAUDHURI e SAHAI, 1993
BUSTO et al., 1996; SEIBOTH et al., 2005).

As atividades de FPase (Fig. 11) observadas para oito entre as nove linhagens
encontram-se entre 0,01 e 0,25 Ul/mL. A linhagem 422 apresentou uma atividade
significativamente superior, de acordo com teste de Fisher — LSD (p<0,05), se
comparada as outras linhagens testadas, alcancando 1,70 Ul/mL no sétimo dia em meio
de lactose com tampao. A linhagem 422 apresentou maior valor para a atividade de -
glicosidase (Fig. 12), atingindo o valor de 3,68 UI/mL no quinto dia em meio de lactose
com tampéo, seguida pela linhagem 442, que atingiu 1,06 UI/mL no quinto dia em meio
com lactose, de acordo com teste de Fisher — LSD (p<0,05). Em relacdo a atividade de
xilanase (Fig. 13), a linhagem 422 também apresentou o maior valor, em meio com
lactose tamponado, de 24,99 Ul/mL, sendo seguida pela linhagem 1111 com 5,50
Ul/mL em meio com lactose, apds o sétimo e quarto dias de cultivo, respectivamente.

Delabona e colaboradores (2012) encontraram um pico de atividade de FPase de
0,85 FPU/mL para uma linhagem de Trichoderma harzianum isolada da Floresta
Amazonica cultivada em meio de Mandels com 1% de bagaco pré-tratado com vapor
suplementado com sucrose na proporcao 3:1. Um méaximo de atividade de FPase de 1,4
FPU/mL foi obtido por Whang e colaboradores (2012) no cultivo de uma nova
linhagem de Trichoderma koningii em meio de Mandels contendo 1% de cellulose
como fonte de carbono.

A linhagem 422 apresentou atividades enzimaticas superiores as das outras
linhagens testadas e atividade de FPase superior a valores reportados na literatura para

linhagens selvagens de Trichoderma.

3.2 COMPARACAO DA PRODUCAO DE ENZIMAS DA LINHAGEM 422 COM A

LINHAGEM TRICHODERMA REESEI RUT C-30

Foi realizado um novo cultivo em triplicata da linhagem 422 em meio de lactose
tamponado, possibilitando a validagédo dos resultados obtidos na etapa inicial de selecéo.
A partir da média das atividades obtidas nos quatro cultivos realizados, foi construido o
perfil enzimatico de producéo das trés enzimas de interesse do terceiro ao sétimo dias de

cultivo.
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Devido aos altos valores alcancados pela linhagem 422 em meio de lactose

tamponado, seu perfil enzimatico foi comparado ao da linhagem T. reesei RUT C-30 de

forma a avaliar seu potencial como produtora dessas enzimas para fins industriais

(Figura 14). Foram construidos adicionalmente os perfis de duas enzimas acessorias que

atuam na hidrolise da molécula de hemicelulose: a-L-arabinofuranosidase e -xilosidase

(Figura 15).
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Figura 14. Perfil de atividade das enzimas B-glicosidase, FPase e xilanase da linhagem 422
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tamponado contendo lactose como fonte de carbono.
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Figura 15. Perfil de atividade das enzimas B-xilosidase e a-L-arabinofuranosidase da linhagem
422 (losangos) e da linhagem referéncia T. reesei RUT C-30 (quadrados) durante o cultivo de 7 dias em

meio tamponado contendo lactose como fonte de carbono.

O pico de atividade de B-glicosidase da linhagem 422 (3,68 UlI/mL) foi quatro
vezes e meia superior ao obtido no sobrenadante do cultivo da linhagem referéncia T.
reesei RUT C-30 (0,81 Ul/mL). O pico de FPase, de 1,70 FPU/mL, foi quase 50%
superior ao da linhagem referéncia T. reesei RUT C-30, de 1,18 FPU/mL. Os niveis de
xilanase produzidos pelos dois fungos foram estatisticamente iguais de acordo com teste
Fisher (p<0,05), e atingiram valores maximos de 24,99 Ul/mL pela linhagem 422 e de
25,50 Ul/mL pela linhagem T. reesei RUT C-30.

A linhagem 422 alcancou niveis superiores de atividade de a-L-
arabinofuranosidase em relacéo a linhagem T. reesei RUT C-30 ¢ proximos a zero de f3-
xilosidase. As atividades especificas maximas dessas enzimas alcancadas pelas duas

linhagens foram calculadas, permitindo a comparacdo com dados da literatura.
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Delabona e colaboradores (2012) encontraram atividades de a-L-arabinofuranosidase de
0,12 Ul/mg para T. reesei, 0,11 Ul/mg para P. echinulatum e 0,41 Ul/mg para uma
linhagem de T. harzianum isolada na Amaz6nia, inferiores as encontradas no presente
estudo (0,66 Ul/mg e 1,17 Ul/mg para T. reesei RUT C-30 e a linhagem 422,
respectivamente). A atividade de PB-xilosidase alcancada pela linhagem 422, de 0,18
Ul/mg, foi préxima a reportada por Matsuo e colaboradores (1998) para uma espécie de
Termoascus (0,2 Ul/mL). A atividade especifica alcangada pelo T. reesei foi quase dez
vezes superior (1,7 Ul/mg) e comparavel ao encontrado por Wakiyama e colaboradores
(2008) para a espécie Aspergillus japonicus (1,88 Ul/mg).

E interessante observar que a linhagem 422 destacou-se como uma boa
produtora de [-glicosidase, apresentando uma relacdo de BGU/FPU (B-
glicosidase/FPase) correspondente a 2,16, enquanto a linhagem T. reesei RUT C-30
apresentou uma razdo de 0,69. Martins e colaboradores (2008) obtiveram 40% de
rendimento em glicose na hidrolise da celulose de polpa de papel kraft branqueado
usando celulases de T. reesei (Celluclast 1.5) com uma razdo BGU/FPU de 0,4. Esse
rendimento aumentou para 60% com o uso de uma razdo BGU/FPU de 1,14 obtida pela
suplementacdo com a enzima comercial Novozymes 188.

Como a linhagem 422 é capaz de produzir, além dos altos niveis de atividade,
uma mistura com uma razdo BGU/FPU de 2,16 £ 0,23, estas enzimas podem ser

eficientes para a sacarificacdo da biomassa pré-tratada.

3.3 HIDROLISE ENZIMATICA DE BAGACO PRE-TRATADO POR MOINHO DE

BoLAS

Os experimentos de hidrélise foram conduzidos com o intuito de comparar a
capacidade hidrolitica das enzimas produzidas pela linhagem 422 e pela linhagem de
referéncia T. reesei RUT C-30 e avaliar o efeito do aumento da propor¢ao de B-

glicosidade (BGU/FPU) nos rendimentos finais de hidrolise (Figura 16).
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Figura 16. Rendimento em glicose obtido ao longo do tempo de hidrélise de bagaco pré-tratado por
moinho de bolas com enzimas produzidas pela linhagem 422 e pela linhagem referéncia T. reesei RUT C-
30. Os nimeros em parénteses correspondem a propor¢do BGU/FPU utilizada, alcancada pela adi¢do de

enzimas produzidas por Aspergillus awamori.

A mistura enzimatica da linhagem 422 apresentou menor rendimento do que a
de T. reesei RUT C-30 complementada com enzimas de A. awamori para a propor¢ao
de BGU/FPU igual a 2,76 (78,99 e 84,90%, respectivamente), de acordo com teste de
Fisher-LSD (p<0,05). No entanto, os resultados obtidos pelas duas misturas enzimaticas
nos ensaios com BGU/FPU igual a 5,0 apresentaram pequena diferenca.

Curiosamente, os trés ensaios contendo enzimas de A. awamori alcancaram
rendimentos proximos entre si e superiores ao do ensaio contendo apenas enzimas da
linhagem 422, de acordo com teste de Fisher-LSD (p<0,05). Esses resultados podem ser
discutidos a partir da analise comparativa dos perfis de concentracdo de xilose medidos

ao longo do tempo de hidrélise apresentados na Figura 17.
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Figura 17. Concentracéo de xilose obtida ao longo do tempo de hidrélise de bagaco pré-tratado
por moinho de bolas com enzimas produzidas pela linhagem 422 e pela linhagem referéncia T. reesei
RUT C-30. Os nimeros em parénteses correspondem a propor¢do BGU/FPU utilizada, alcancada pela

adicdo de enzimas produzidas por Aspergillus awamori

As concentracOes finais de xilose para os trés ensaios contendo enzimas de A.
awamori foram muito superiores & concentracdo obtida com a mistura enzimética da
linhagem 422 (12,35, 11,53, 9,37 e 3,24 g/L, respectivamente). Os resultados indicam
uma deficiéncia de enzimas necessarias para a degradacdo da hemicelulose (xilanase e
outras enzimas acessorias) no pool enzimatico da linhagem 422. Essa deficiéncia foi
minimizada pela adicdo da mistura enzimatica de Aspergillus awamori, rica em
hemicelulases.

A auséncia ou menor dosagem dessas enzimas acarreta em uma hidrolise
incompleta da hemicelulose, o que dificulta o0 acesso das celulases a celulose e resulta
em um menor rendimento final em glicose. Alvira e colaboradores (2011) obtiveram um
aumento no rendimento em glicose de 9,9% na hidrélise de palha de trigo tratada por
explosdo a vapor ao aumentar 10 vezes a carga enzimatica de xilanase e adicionar 15
UL.g™? celulose de a-arabinofuranosidase & mistura enziméatica. Portanto, n&o foi a maior
proporcdo BGU/FPU responsavel pelo aumento dos rendimentos de hidrolise no

presente estudo e sim a presenca dessas enzimas acessorias.
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A concentracdo final de xilose foi maior de acordo com o maior volume de
enzimas de A. awamori utilizado — para 0 ensaio com enzimas de T. reesei com
proporcdo BGU/FPU de 5,0 foram utilizados 0,88 mL da mistura enzimatica de A.
awamori; para o ensaio com BGU/FPU de 2,76 com as mesmas enzimas foram
utilizados 0,48 mL; para o ensaio com enzimas da linhagem 422 e BGU/FPU de 5,0
foram utilizados 0,4 mL. Essa evidéncia sugere que o pool enzimatico da linhagem 422
é tdo eficiente na hidrdlise da biomassa utilizada quanto as enzimas produzidas pela
linhagem referéncia T. reesei RUT C-30, sendo as enzimas de A. awamori responsaveis
pela diferenca nos rendimentos de hidrolise.

Apesar de ter alcangado rendimento ligeiramente inferior ao das enzimas da
linhagem de referéncia T. reesei RUT C-30 suplementadas com o sobrenadante do
fungo A. awamori, de acordo com teste de Fisher-LSD (p<0,05), as enzimas secretadas
pela linhagem 422 resultaram em um rendimento de quase 80% de conversdo.
Considerando que a linhagem referéncia T. reesei RUT C-30 foi submetida ao longo de
duas décadas a diversos processos que visaram o0 aumento da excre¢do de enzimas por
esse microrganismo e que a linhagem 422 é um fungo selvagem, que ndo sofreu
nenhuma manipulacdo genética ou foi submetida a mutacdo randémica, os resultados
comparativos podem ser considerados muito promissores.

Adicionalmente, o rendimento em glicose obtido com a linhagem 422 foi similar
ao reportado por Silva e colaboradores (2010) de 78,7%, ap6s hidrélise com bagaco de
cana-de-acUcar pré-tratado por moinho de bolas utilizando uma dosagem de 15 FPU.g™
da enzima comercial Acremonium cellulase (Meiji Co. Japdo) complementada com
Optimash BG (Genencor International, EUA).

3.4 HIDROLISE ENZIMATICA DE BAGACO PRE-TRATADO POR

TRATAMENTO HIDROTERMICO

A eficiéncia de degradagdo da biomassa das enzimas secretadas pela linhagem
422 também foi avaliada na sacarificacdo do bagago pré-tratado por tratamento
hidrotérmico. O tratamento hidrotérmico tem como caracteristica principal a remogao
de grande parte da hemicelulose e de uma parte de lignina da biomassa original,

resultando em um material que apresenta a sua fracdo celulésica mais exposta as
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enzimas do complexo celulolitico. Ja o pré-tratamento por moinho de bolas tem como
caracteristica a manutencdo da composicdo original da biomassa, resultando
principalmente na reducdo do indice de cristalinidade da celulose. A diferenca do efeito
dos pré-tratamentos € uma interessante ferramenta de estudo, permitindo comparar a
eficiéncia hidrolitica das enzimas frente a uma mesma biomassa, poréem modificada em
condigdes diferentes.

Ensaios comparativos de hidrélise do bagago pré-tratado por tratamento
hidrotérmico foram realizados com as enzimas produzidas pelas linhagens 422 e pela
linhagem referéncia T. reesei RUT C-30. Para anular a interferéncia da diferenca de
razdo das atividades de FPase e [-glicosidase, os extratos brutos de ambas as linhagem
foram suplementados com enzimas produzidas por A. awamori de forma a alcancarem
uma carga enzimatica de B-glicosidase equivalente a 120 BGU.(g de glucana)™ (Figura
18).
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Figura 18. Rendimento em glicose obtido ao longo do tempo de hidrélise de bagaco pré-tratado por
tratamento hidrotérmico com enzimas produzidas pela linhagem 422 e pela linhagem referéncia T. reesei

RUT C-30 suplementadas enzimas produzidas por Aspergillus awamori.

A linhagem referéncia T. reesei RUT C-30 alcangou rendimento em glicose
superior ao da linhagem 422 (83% e 65%, respectivamente), de acordo com teste de
Fisher-LSD (p<0,05), que pode ser discutido a partir da analise comparativa dos perfis
de concentracdo de xilose medidos ao longo do tempo de hidrélise apresentados na

Figura 19.
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Figura 19. Concentragdo de xilose obtida ao longo do tempo de hidrélise de bagaco pré-tratado
por tratamento hidrotérmico com enzimas produzidas pela linhagem 422 e pela linhagem referéncia T.
reesei RUT C-30 suplementadas com enzimas de A. awamori

A concentracéo de xilose alcancada pela linhagem referéncia T. reesei RUT C-
30 foi superior a alcancada pela linhagem 422 (1,76 e 0,99 g/L, respectivamente), de
acordo com teste de Fisher-LSD (p<0,05), o que indica novamente uma deficiéncia de
enzimas acessorias necessarias para a degradacdo completa da biomassa no pool
enzimatico da linhagem 422.

No entanto, apenas uma pequena fracdo de hemicelulose (3,7%) esta presente no
bagaco pré-tratado utilizado na hidrélise, levantando questionamentos quanto a
influéncia da falta de hemicelulases no aumento do rendimento em glicose.

N&o existe ligagdo covalente entre a celulose e a lignina, enquanto a
hemicelulose estd diretamente ligada a lignina via ligacGes do tipo éster e éter. A
quantidade de lignina residual na etapa de hidrélise é significativa (31,4%) e cria uma
barreira através de ligacdes com a fracdo hemiceluldsica restante, protegendo a celulose
da acdo enzimatica. Para romper esse tipo de ligacdo entre a lignina e a hemicelulose, o
pool enzimatico precisa conter atividades de enzimas acessOrias que ndo atuam
diretamente na hidrélise dos polissacarideos, porém contribuem para o processo global.
Um exemplo de atividade enzimética acessoria € a feruloil esterase, que promove a
quebra das ligacdes lignina-xilana (WONG, 2005).

Apesar dessa atividade enzimatica ndo ter sido medida neste estudo, uma das

hipbteses para a menor eficiéncia de hidrélise das enzimas secretadas pela linhagem 422
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poderia estar relacionada a deficiéncia de secrecdo de tais enzimas. Em estudos futuros,
a atividade de feruloil esterase sera dosada e, caso seja confirmada a baixa producéo de
tal enzima, esse serd& um importante ponto a ser visado em um programa de
melhoramento genético futuro da linhagem.

Novamente foi observado que a concentragédo final de xilose foi maior de acordo
com o maior volume de enzimas de A. awamori utilizado — para o0 ensaio com enzimas
de T. reesei foram utilizados 1,7 mL da mistura enzimatica de A. awamori; para o
ensaio com enzimas da linhagem 422 foram utilizados 0,4 mL. Essa evidéncia reforca
que o pool enzimatico da linhagem 422 é tdo eficiente na hidrolise da biomassa utilizada
quanto as enzimas produzidas pela linhagem referéncia T. reesei RUT C-30, sendo as
enzimas de A. awamori responsaveis pela diferenca nos rendimentos de hidrolise.

O rendimento alcancado pelas enzimas produzidas pela linhagem 422
suplementada com enzimas de A. awamori, apesar de inferior ao obtido pela mistura
enzimatica da linhagem T. reesei RUT C-30 com sobrenadante do fungo A. awamori,
foi similar a valores reportados na literatura para outros materiais lignocelulésicos. Diaz
e colaboradores (2011) obtiveram 66,98% de conversdo de celulose em glicose ao
hidrolisarem talo de girassol tratado hidrotermicamente com uma mistura enzimatica de
Celluclast 1.5L e Novozymes 188. Hu e colaboradores (2010) hidrolisaram switchgrass
(graminea nativa da Ameérica do Norte) tratada hidrotermicamente com essa mesma
mistura enzimatica, alcancando 60,5% de rendimento em glicose.

No entanto, enquanto para o bagaco pré-tratado por moinho de bolas a diferenca
de rendimento entre a linhagem 422 e a mistura referéncia foi de cerca de 7% (de 79%
para 85%), para 0 bagaco pré-tratado por tratamento hidrotérmico essa diferenca foi
mais relevante, de cerca de 28%. Como o pré-tratamento por moinho de bolas reduz
drasticamente a cristalinidade da celulose, fator determinante na recalcitrancia do
material, existe menor exigéncia de presenca/atuacdo de exoglucanases, responsaveis
pela hidrdlise da fragdo cristalina da celulose. J& o pré-tratamento hidrotérmico tem
apenas um efeito pequeno de reducédo da cristalinidade, o que torna essencial a atuagéo
efetiva de exoglucanases. Logo, a diferencga de eficiéncia das enzimas produzidas pela
linhagem 422, quando comparada a mistura de referéncia nos dois casos, pode estar
relacionada a atuacdo e/ou presenca de diferentes tipos de exoglucanases no pool
enzimatico. Para a linhagem T. reesei RUT C-30, sabe-se que duas exoglucanases séo
secretadas, a CBH1 e CBH2 (FOREMAN et al., 2003). A investigacdo detalhada do
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pool enzimatico secretado pela linhagem 422 podera ser realizado futuramente, através

de estudos de protedmica.
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CONCLUSAO

O objetivo do presente trabalho foi alcancado com a identificagdo de uma
linhagem selvagem superprodutora de enzimas celuloliticas capazes de hidrolisar o
bagaco de cana-de-agucar pré-tratado. A linhagem 422 destacou-se como boa produtora
das trés enzimas estudadas, alcancando valores significativamente superiores aos das
outras linhagens avaliadas no presente trabalho. Adicionalmente, os niveis de enzimas
produzidos por esta linhagem foram superiores aqueles medidos para o fungo T. reesei
RUT C-30 — com destaque para a alta atividade de B-glicosidase - o0 que a coloca como
extremamente promissora para a producdo de enzimas celuloliticas com fins industriais.

A linhagem 422 mostrou-se capaz de hidrolisar bagaco de cana-de-aglcar pré-
tratado por moinho de bolas com rendimentos proximos de 80%, em 72 horas, e
comparaveis a valores obtidos por enzimas comerciais reportados na literatura. Os
resultados alcancados sdo muito expressivos, sendo os rendimentos de hidrolise obtidos
com as enzimas da linhagem 422, uma linhagem selvagem, comparaveis aos da
linhagem referéncia T. reesei RUT C-30, que resultou de um trabalho de mutacdo
sequencial.

As enzimas acessOrias mostraram-se importantes para a hidrolise eficiente da
biomassa lignoceluldsica. Assim, a sua “carga de atividade” deveria ser adequadamente
avaliada em ensaios de hidrélise. Para a linhagem 422, que ja produz niveis satisfatorios
de p-glicosidase, seria interessante formular misturas enziméticas baseadas na
proporcdo de atividades de enzimas acessdrias, em especial a xilanase, e FPU ao invés
de BGU/FPU.

A linhagem 422 foi capaz de:

)] produzir niveis de FPase superiores ao T. reesei RUT C-30, de 1,70 e

1,18 FPU/mL, respectivamente, e de PB-glicosidase, de 3,68 e 0,81
Ul/mL, respectivamente, além de alcancar valores similares de atividade
de xilanase, de 24,99 e 25,50 UI/mL, respectivamente;

i) hidrolisar o bagaco de cana pre-tratado em moinho de bolas, alcangando

rendimento em glicose de 71,18% em 24 horas e 78,99% em 72 horas,

valor comparavel a dados da literatura.
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iii) hidrolisar o bagaco de cana pré-tratado por tratamento hidrotérmico,
complementada com enzimas de A. awamori, alcangando rendimento em
glicose de 64,96% em 72 horas.

A otimizacdo do processo de producdo de enzimas pela linhagem 422 sera
relevante na busca por coquetéis enzimaticos de valor comercial acessivel a fim de
tornar a producdo de etanol de segunda geracdo um processo industrial economicamente
viavel. Devido a sua elevada capacidade de produgdo das atividades de FPase e [3-
glicosidase em niveis superiores ao do T. reesei RUT C-30, a linhagem 422 é uma forte

candidata a programas de melhoramento genético.

34



PROJETOS ATUAIS E FUTUROS

O trabalho de pesquisa envolvendo a linhagem 422 resultou em uma parceria

com a EMBRAPA e com diversas outras instituicbes dentro do projeto de

melhoramento genético ‘“Linhagens microbianas superiores para a producao de

bioetanol: Trichoderma sp. e Aspergillus sp. produtores de enzimas hidroliticas e

leveduras C5/C6.”, que entrou em vigéncia em agosto de 2011 com duragdo de 4 anos.

Visando o melhor entendimento da atuacdo das enzimas secretadas pela

linhagem 422 na hidrolise da biomassa estudos subsequentes serdo realizados, a saber:

Ensaios comparativos de hidrdlise com enzimas da linhagem 422 e da T. reesei
RUT C-30 frente a bagaco de cana pré-tratado variando-se a carga do pool
enzimatico produzido por A. awamori. Visa-se colocar a razdo BGU/FPU em
segundo plano e a avaliar o papel das enzimas acessorias.

Caracterizacdo do secretoma da linhagem 422 por estudos de protedmica,
comparando-o com o da linhagem referéncia T. reesei RUT C-30;
Sequenciamento do genoma da linhagem 422 como etapa inicial para um
programa de melhoramento genético;

Estudo e otimizagdo do meio e das condi¢Oes de cultivo para a linhagem de
Trichoderma 422, apdés melhoramento genético, visando aumentar sua

capacidade de producéo de enzimas celuloliticas.
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