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RESUMO

MAYRINK, Maria Isabel Cristina Batista, D Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2010. Producéo de enzimas fungicas e avaliacdo do potencial das
celulases na sacarificacdo da celulose. Orientador: Sebastido Tavares de
Rezende. Coorientadores: Valéria Monteze Guimardes e Olinto Liparini Pereira.

Diferentes isolados de Trichoderma spp. endofiticos, Aspergillus e
Peniciillium foram estudados quanto ao potencial de producéo de celulases e
hemicelulases. Os fungos foram cultivados em meio liquido contendo bagaco
de cana e farelo de trigo como fonte de carbono, e aliquotas diarias foram
analisadas, em relacdo a producdo de enzimas, durante 13 dias. Também foi
verificada as atividades de enzimas produzidas por esses fungos em cultivo em
meio solido. Foi utilizado bagaco de cana como fonte de carbono e suporte,
sendo as analises realizadas em intervalos de 3 dias, durante 37 dias. As
maiores atividades de celulases foram obtidas em meio liquido, contendo
bagaco de cana como fonte de carbono. As maiores atividades de
hemicelulases foram obtidas, em meio liquido, contendo farelo de trigo como

fonte de carbono. O isolado TO8 (Trichoderma sp. endofitico) produziu enzimas
IX



com maiores atividades endoglicanase e FPase, e o isolado TH (Trichoderma
harzianum) enzimas com maiores atividades de celobiase e B-glicosidase em
meio contendo bagaco de cana como fonte de carbono. As maiores atividades
das hemicelulases como xilanase e mananase foram produzidas pelo isolado
TO3 e TO2 (Trichoderma sp. endofitico) respectivamente, e as xilosidase e a-
galactosidase pelo TV (Trichoderma viride) em meio contendo farelo de trigo.
Foram selecionados trés extratos enzimaticos C011 (Trichoderma sp. T02,
cultivado em bagaco), C012 (Trichoderma sp. T02, cultivado em farelo de trigo)
e C013 (Trichoderma sp. T08, cultivado em bagaco). As maximas atividades de
endoglicanase e FPase, para todos os extratos, foram observadas a 55°C e
40°C, respectivamente, ao passo que a temperatura Otima para a atividade
celobiasica variou entre 50°C e 65°C, nos diferentes extratos. As atividades
celuloliticas dos extratos selecionados foram caracterizadas e apresentaram
méaxima atividade, quando incubadas em pH 4,5 a 55. O potencial de
sacarificacdo dos extratos C011, C012 e CO013 foi avaliado, utilizando-se
celulose Avicel como substrato. Os extratos foram aplicados de forma simples
ou combinados, sendo as eficiéncias de sacarificagdo avaliadas pela
mensuracao das velocidades de formacao de agucares redutores e glicose. As
taxas de sacarificacdo para os extratos C011 e C013 foram cerca de trés vezes
maiores, comparadas as do extrato C012. N&o se observou diferenca
significativa na taxa de sacarificagdo, quando os extratos foram utilizados na

forma combinada.



ABSTRACT

MAYRINK, Maria Isabel Cristina Batista, D Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July 2010. Fungal enzyme production and evaluation of cellulases potential
in saccharification of cellulose. Advisor: Sebastido Tavares de Rezende. Co-
advisors: Valéria Guimaraes Monteze and Olinto Liparini Pereira.

Different strains of the Trichoderma spp. Endophytic fungi, Aspergillus and
Peniciillium were studied for potential production of cellulases and
hemicellulases. The fungi were cultured in liquid medium containing sugarcane
bagasse and wheat straw as carbon source, and daily aliquots were analyzed in
relation to the activities of the production of enzymes, for 13 days. It was also
verified the production of enzymes by these fungi in solid state
cultivation. Sugarcane bagasse was used as carbon source and support, and
the analysis were done every three days for 37 days. The highest activities of
cellulase were obtained in liquid medium containing bagasse as carbon
source. The highest activities of hemicellulases were in liquid medium with
wheat straw as carbon source. The strain TO8 (Trichoderma sp. endophytic)

highlighted in the production of FPase and endoglycanase and strain TH
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(Trichoderma harzianum) enzyme with the highest activities of cellobiase and -
glucosidase in a medium sugar cane bagasse as carbon source. The highest
activities of hemicellulases such as xylanase and mannanase were produced by
strain TO3 and TO2 (Trichoderma sp. endophytic) respectively, and xylosidase
and a-galactosidase by TV (Trichoderma viride) in medium of a wheat straw. It
was selected three enzyme extract CO11 (Trichoderma sp. T02, cultivated in
sugarcane bagasse), C012 (Trichoderma sp. T02, cultivated in wheat straw) and
CO013 (Trichoderma sp. T08, cultivated in sugarcane bagasse). The activities of
maximum endoglycanase and FPase, for all the extracts, were observed at 50 °
C and 40 ° C, respectively, while the optimum temperature for the cellobiase
activity ranged between 50 ° C and 65 ° C in different extracts. The cellulolytic
activities of selected extracts were characterized and showed maximum activity
when incubated at pH 4.5 to 5.5. The saccharification potential of extracts C011,
C012 and C013 was evaluated, using Avicel cellulose as substrate. The extracts
were applied singly or in combination, and the efficiency of saccharification was
evaluated by measuring rates of formation of reducing sugars and glucose
formation. The saccharification rates for the extracts for the extracts C011 and
C013 were about three times higher, compared to extract C012. There was no
significant difference in the rate of saccharification, when the extracts were used

in combination.
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1 INTRODUCAO GERAL

A preocupacdo mundial com o0 aumento nos niveis de emissdo de
poluentes, ocasionados por um crescente consumo de combustiveis fésseis,
evidenciou a importancia das fontes de energia renovavel para a construcéo de
um futuro energético mais sustentavel.

A necessidade de reduzir a emissdo de gases poluentes, aliada a
diminuicao significativa das fontes de energia ndo renovaveis, tem despertado o
interesse pela utilizacdo de recursos da biomassa vegetal. Nesse cenario, 0 uso
do chamado etanol de segunda geracao, produzido por fermentacdo dessa
biomassa, aparece como atraente fonte substitutiva dos combustiveis fosseis.

Na busca pela producdo desse etanol de segunda gerag¢édo, como fonte
alternativa, o Brasil apresenta diferencial em relacdo a outros paises, em virtude
da grande disponibilidade de terra adequada para a agricultura e da
disponibilidade de biomassa vegetal na forma de residuos agroindustriais, como
bagaco de cana, palha de milho, cascas de laranja, arroz ou café, entre outros.
Acresce-se que a producdo de etanol, a partir desses residuos, ndo implica

aumento de area plantada.
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Essa biomassa ¢é composta principalmente pelo complexo
lignoceluldsico, o qual se refere a parte vegetal, que forma a parede celular das
plantas, constituida principalmente de polissacarideos, como a celulose,
hemicelulose e pectina que, em conjunto com proteinas e ligninas, formam uma
estrutura rigida e complexa.

Atualmente, a maior parte do etanol é produzida a partir do caldo da cana
e do amido, enquanto a nova tecnologia utiliza o processo de sacarificacdo da
biomassa, como o bagaco da cana, para disponibilizar aglcares que possam
ser fermentados por microrganismos.

Independente de qual microrganismo € utilizado para a fermentacéo,
havera sempre grande demanda de enzimas para promover a sacarificacao.
Muitos microrganismos presentes na natureza, como os fungos e as bactérias,
sdo capazes de fazer a bioconversdo dos substratos lignoceluldésicos em
unidades de facil assimilacdo para o seu metabolismo.

As enzimas hidroliticas tém papel fundamental nessa bioconverséo,
destacando-se celulases e hemicelulases, respectivamente. Sdo também
utilizadas em varios setores industriais, como industria de papel e celulose,
alimentos, téxtil e outras. No entanto, uma das maiores dificuldades na
implantacdo de um processo de bioconversdo da biomassa consiste no alto
custo e na baixa atividade especifica das enzimas necessarias a sacarificacdo
da celulose.

O processo de sacarificacdo é um processo essencial, que antecede a
fermentacdo e disponibiliza os acucares para a fermentacdo. Portanto, a
reducdo de custos do processo de sacarificacdo pode ser feita por meio da
prospeccdo de enzimas celuloliticas, com maior poder de catélise, permitindo a
utilizacdo de menor carga de enzimas durante a sacarificacdo. Ressalta-se,
ainda, que o uso de residuos agroindustriais como substrato para cultivo dos
microrganismos também diminui os custos e pode viabilizar o processo de

producao de etanol de segunda geracéo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biomassa lignocelulésica

Os materiais lignoceluldsicos representam a fracdo mais expressiva da
biomassa vegetal, constituindo o recurso mais abundante e renovavel
disponivel em nosso planeta, também considerado maior fonte de compostos
organicos da biosfera (ZHANG e LYND, 2004).

E constituida por trés fragdes principais, sendo a fracdo mais abundante
a celulose, um homopolissacarideo linear formado por unidades de glicose.
Uma segunda fracdo, denominada hemicelulose, apresenta composicdo
hetropolissacaridica, cujas proporcées dependem da origem do material. Por
altimo, encontram-se os alcoois aromaticos polimerizados, constituindo a fracéo
denominada de lignina (Figura 1) que, unida a hemicelulose, envolve a matriz
celulésica (SUN e CHEN, 2002).

Grande parte da biomassa vegetal esta disponivel como residuo

agroindustrial, como polpa de madeira, residuo de papel, bagaco de cana-de-
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acucar, bagaco de laranja e palha de cereais etc., o qual contém material
lignocelulésico disponivel para a exploracdo como fontes de matérias-primas.
No entanto, somente uma pequena fracdo dessa biomassa € utilizada, na
producdo de varios produtos quimicos para industrias (téxtil, farmacéuticas,
plasticos, papel etc.), além de ser um material versatil como fonte de energia e
e combustivel na forma de etanol. (IMAI et al., 2004; SIQUEIRA et al., 2010).

A maior parte dos paises tem-se empenhado em buscar fontes
alternativas de energia, que permitam minimizar problemas de ordem
econbmica, dados os precos crescentes dos combustiveis, em razdo do
esgotamento das reservas de petr6leo. Em consequéncia, agravam-se as
guestBes sociais como demanda por emprego, baixa renda e fluxos migratérios.
Evidencia-se, dessa forma, a problematica ambiental proveniente das
mudancas climaticas e da poluicdo, uma vez que a concentracdo de CO
atmosférico teve um aumento de 31% nos dultimos anos, reforcando a
necessidade do uso de combustiveis produzidos a partir de fontes ndo fésseis
(TAYLOR et al., 2006).

Ao contrario da energia dos combustiveis fosseis, a biomassa é
renovavel e ndo contribui para o acimulo de dioxido de carbono na atmosfera
terrestre, uma vez que o CO, produzido durante o uso da biomassa € absorvido
novamente no processo de fotossintese para a sua formacdo. Nessa
perspectiva, foi elaborado um tratado para a diminuigdo dos gases poluentes no
mundo. Trata-se do Protocolo de Quioto, o qual determina que o0s paises
industrializados devam reduzir suas emissdes totais de gases de efeito estufa
em pelo menos 5,2% abaixo dos niveis de 1990, no periodo de compromisso
firmado compreendido entre 2008 e 2012 (UNITED NATIONS, 1998).

Atualmente, o éalcool é produzido a partir do caldo da cana e amido,
enquanto a nova tecnologia utilizard o processo de hidrolise, transformando o
bagaco da cana e outros residuos agroindustriais em acucares que,
fermentados e destilados, resultardo em alcool. Com o desenvolvimento dessa

tecnologia, todo o bagaco de cana-de-acucar, atualmente utilizado na geracao



de energia elétrica, podera ser também destinado a producéo de é&lcool (LEE,
1997).

Nesse contexto, o Brasil € um dos paises que mais produz biomassa,
sendo o bagaco da cana-de-acucar considerado o maior dejeto da agroindustria
nacional, disponivel para alto aproveitamento industrial e para contribuir com

essa tecnologia, com baixo custo dessa matéria-prima (BON et al., 2008).

Parede celular

Microfibrila

Célula vegetal Hemicelulose

N\ Lignina
Fibrila elementar

Celulose

\[sllcose

Fonte: Canilha, et al (2010)

Figura 1 - Arquitetura da parede celular vegetal contendo as trés fracGes
principais (celulose, hemicelulose e lignina).



2.2. Organizacéo estrutural de materiais lignocelulésicos

2.2.1 Celulose

A celulose é um homopolimero linear composto por moléculas
D-glicopiranose, unidas por ligages glicosidicas -(1—4). Estudos indicam que
a celulose possui um grau de polimerizacdo médio de 9000-10000 podendo em
alguns casos atingir nimeros muito maiores do que este. A cadeia de celulose
esta estruturalmente ligada a hemicelulose e a lignina, ndo sendo um substrato
facilmente acessivel. E formada por microfibrilas que possuem regibes
ordenadas (cristalinas), alternadas com regiées menos ordenadas (amorfas), as
quais formam as fibrilas (Figura 2) que, por sua vez, ordenam-se para formar as

sucessivas paredes celulares (RAMOS, 2003).

CHyOH CHOH aH CHL0H

h “U-n—;s%.-"--_--q}, D Tij;f;}lh“u;l%%ﬁdq} 0 f%j %_-u-;roxﬁ%.-‘,_-io\ —~0H

oH CHOH o CHOH oH

I | I—
(a) Cellobiose Glucose

Crystalling region  Amaorphous region Fibril

®) Cellulose chain Microfibril

Fonte Desvaux (2005).

Figura 2 - Esquema da estrutura primaria da celulose (a). Esquema da estrutura
das fibras de celulose (b).



A forma cristalina apresenta maior numero de ligacbes intra e
intermoleculares como as ligagbes de hidrogénio entre os grupamentos
hidroxila. Estas tornam a celulose insoluvel e resistente ao ataque quimico e a
degradacdo microbiana, enquanto a forma amorfa € mais facilmente
hidrolisada, possui menos interacdo de hidrogénio sendo primeiramente
atacada e degradada por ser mais acessivel as enzimas (D 'ALMEIDA, 1988;
RAMOS, 2003; ZHANG et al., 2006).

2.2.2. Hemicelulose

As hemiceluloses sédo heteropolissacarideos que, ao contrario da
celulose, podem ser formados por diversos aclUcares (pentoses e hexoses),
dando origem a cadeias moleculares mais curtas e com alto grau de
substituicdo. Cada heteropolissacarideo geralmente apresenta uma cadeia
principal formada por uma Unica unidade, podendo apresentar diversas outras
unidades como substituintes (D’ALMEIDA, 1988), tais como D-xilose, D-
manose, D-arabinose e D-galactose, dentre outros e por seus acidos urdnicos
(HAN, 1978).

As hemiceluloses sdo normalmente classificadas de acordo com sua
composicdo, por exemplo, galactoglicomanana (heteropolimero de galactose,
glicose e manose) arabinoglicuronoxilana (polimero de xilose com ramificacdes
de &cido D-glucurénico ou arabinose) e outros. As hemiceluloses também
contém como substituintes grupos acetil, acido ferdlico e metil (JUHASZ et al,
2005; ROWEL, et al.,2005). No geral, a qualidade e quantidade de acgUcares
presentes nas hemiceluloses dependem do tipo de parede celular e do
organismo analisado (ROWEL, et al., 2005).

As hemiceluloses estdo presentes em todas as camadas da parede
celular das plantas, mas concentram-se, principalmente, nas camadas primaria
e secundaria, onde estdo ligadas covalentemente a celulose e lignina. Por

causa do baixo grau de polimerizagdo e de sua natureza amorfa, as
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hemiceluloses s@o degradadas mais facilmente que a celulose. Apesar disso,
ainda € necesséario um sistema enzimatico complexo para degradacdo, dada a
sua estrutura variavel e ramificada (SJOSTROM, 1981)

2.2.3 Lignina

A lignina é uma macromolécula complexa, de elevado peso molecular,
formada pela polimerizagdo de unidades fenil-propano (élcool p-cumarilico,
alcool coniferilico e &lcool sinapilico). E o polimero natural mais complexo em
relacdo a sua estrutura e heterogeneidade (KUHAD et al., 1997).

Sua estrutura trabalha como material incrustante em torno das
microfibrilas celuldsicas, conferindo rigidez e protecdo, atuando como agente de
endurecimento e barreira a degradacdo enzimatica ou quimica da parede
celular, podendo formar ligacdes covalentes com a hemicelulose (FERRAZ,
2001).

2.3 Hidré6lise enzimatica de celulose e hemicelulose

2.3.1 Celulases

Celulase refere-se a uma classe de enzimas catalisadoras da hidrélise da
celulose em mondmeros de glicose, produzidas por grande variedade de
microrganismos, como bactérias e fungos (GUTIERREZ - CORREA et al., 1999;
KUMAR et al., 2008). Essas enzimas apresentam diferentes especificidades
para hidrolisar as ligagbées glicosidicas B-(1—4) na celulose, sendo, assim,
divididas em trés classes: endoglicanases, celobiohidrolases (exoglicanases) e
B- glicosidases, formando um complexo enziméatico com acdo sinérgica para
hidrolisar a celulose (GUTIERREZ-CORREA et al., 1999; HAN e CHEN, 2007).

A endoglicanase, ou endo-B-(1—4)-glicanase (EC 3.2.1.4), catalisa

aleatoriamente a hidrélise das ligacdes nas regides amorfas da celulose e
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celulose modificada quimicamente, como a carboxmetilcelulose (CMC) e
hidroxetilcelulose, por apresentarem maior presenca de regides amorfas. A
celulose cristalina e o algodéo, ambos os substratos naturais, com elevado grau
de cristalinidade, sdo menos hidrolisados, por ser maior o grau de organizacao
molecular. As exo-B-(1—4)-glicanase (EC 3.2.1.91), atuam nas extremidades
redutoras e nao redutoras da cadiea de celulose, produzindo majoritariamente
celobiose, além de glicose e celotriose (ZANDONA, 2001).

A celobiase, (EC 3.2.1.21) clivam celobiose em glicose e removem
glicose de terminais ndo redutores de pequenas celodextrinas (Figura 3). As B-
glicosidase tém um papel fundamental para a degradacdo de materiais
lignoceluldsicos. A celobiose, principal substrato para a B-glicosidase é um
potente inibidor de exocelulases, portanto a inibicdo dessa enzima diminui o
potencial do processo de sacarificacdo de biomassas. Portanto, as f-
glicosidase ndo sao apenas responsaveis pela producdo de glicose a partir de
celobiose, mas permitem também a acdo eficiente da endoglicanase e
exoglicanase (KAUR et al., 2007).

CELULOSE

o RCHOH HO, \u{g o CHOH HO; HO f CHOH
mﬂ\ /cv{m‘ _‘/4\ HO' —»",,&20\ TH, o l HOS /n‘o\ O
) ‘ n

EX0-8-1,4-GLUCANASE ENDO-B-14-GLUCANASE

oo o S\ Lz CELODEXTRINAS
HOF—_ HO - CH,OH_—0,
. CELOBIOSE

B~14-GLUCOSIDASE

GLICOSE

Fonte: Fengel e Wegener (1989).

Figura 3 - Acdo do complexo celulase na hidrolise da celulose e compostos
intermediarios.
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O efeito do complexo de enzima celulase € expresso pela acao sinérgica
dessas trés principais enzimas endoglicanases, as celobiohidrolases
(exoglicanases) e B-glicosidases, e esse sistema precisa ser mantido estavel
com altas atividades celuloliticas para eficiéncia da hidrolise da celulose (LEE,
1997; LYND et al., 2002).

2.3.2 Hemicelulases

Tendo em vista que as hemiceluloses sdo constituidas de varios
polimeros, formados por diferentes residuos de acucares, a sua degradacéo
completa também necessita de enzimas especificas.

Para hidrolise completa da xilana, a endo-B-(1—4)-xilanase (EC 3.2.1.8)
forma o principal grupo de hemicelulases envolvidas nesse processo de
hidrélise. Esta hidrolisa, aleatoriamente, a cadeia principal de xilana, liberando
xilo-oligossacarideos (SHALLOM e SHOHAM, 2003). A xilosidase ou B-1,4-D-
xilohidrolase (EC 3.2.1.37) séo consideradas exo-enzimas ou exoglicosidase,
pois hidrolisam xilobiose e outros pequenos xilo-oligossacarideos, a partir da
extremidade n&o redutora, resultantes da acédo das endoxilanases, liberando
xilose (BASARAN e OZCAN, 2007) (Figura 4). Ambas, portanto, tém
capacidade de hidrolisar xilo-oligbmeros a xilose, uma fonte priméaria de
carbono que pode substituir a glicose como fonte de carbono e ser utilizada por
microrganismos (FINELL et al., 2002).

De acordo com Biely (1985), para a hidrolise completa da xilana, as
enzimas do complexo xilanolitico podem ser divididas em enzimas que
degradam a cadeia principal (endo-p-(1—4)-xilanase e B-xilosidase), e enzimas
que degradam as cadeias laterais (a-glucuronidase, a-L-arabinofuranosidase e
acetilesterase). As a-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) catalisam a hidrdlise
de residuos de a-L-arabinose, do terminal n&o redutor de cadeias de
polissacarideos como as arabinoxilanas, arabinanas e de outros polimeros

contendo L-arabinose.
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A hidrélise das galactomananas e outros polissacarideos contendo D-
galactose é feita pela a-galactosidase, ou a-D-galactosidase galactohidrolase
(EC 3.2.1.22); e a mananase, também chamada de endo- B-(1—4)-manosidase
(EC 3.2.1.78), promove a remocao de D-manose, a partir do terminal néo
redutor das mananas e outros polissacarideos com residuos desse agucar (DA
SILVA et al., 1997).

COOH
0

& CaO“/‘\ { Aceti&xilana-estearasa

Endoxilanase
a-Glicuronidase

OH 0 HO—— 2 q Ho, 28 Q H?FO’A/j\O’
AcO / O 7 O \/O [~
AR A e %JAW OV S
AcO”  OAc
O
~0 OH(())]\%O/ @ r Arabi furan05|d354|
] o-Arabino
HO /NOH\ o HOH,C HOH,C

OH

Fonte: Sunna e Antranikian (1997).
Figura 4 - Enzimas xilanoliticas envolvidas na degradacao da xilana.

2.4. Aplicacdes biotecnolégicas das enzimas celulases e hemicelulases

Ha varias aplicacbes da celulase e hemicelulases em processos
biotecnolégicos em diversas industrias como de alimentos, papel e celulose,
biocombustivel, téxtil, farmacéutica, etc. Para essas industrias, a aplicacao de
tecnologia enzimatica reduz custos operacionais, aumenta a qualidade do
produto, utilizando processos limpos que contribuem para diminuir os impactos
ambientais.

Na induastria téxtil, as celulases sdo capazes de tornar os tecidos mais
lisos e macios, degradando as fibras da superficie. Também usadas no

tratamento de jeans para retirar 0 excesso de corante, ddo a aparéncia de
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lavado, processo denominado bioestonagem (DIENES, 2003; LYND et al.,
2002). Na industria de papel e celulose, participam do refino da poupa,
aumentado sua qualidade e modificam as propriedades das fibras, o que
aumenta a velocidade de fabricacdo do papel e tem a funcdo de colaborar no
processo de despigmentacdo da matriz celuldsica, favorecendo o aumento da
drenagem da &gua presente na polpa de papel para fabricacdo das folhas de
papel reciclado (BHAT, 2000).

Na industria de alimentos, as celulases participam na extracdo de
compostos do ch&-verde, proteina da soja, 6leos essenciais, aromatizantes etc.
Atuam também nos processos de producdo de vinagre de laranja, incluve, no
processamento de sucos de frutas e vegetais, a acdo combinada das
hemicelulases e celulases apresenta um efeito sinergistico que € vantajoso sob
0s aspectos de rendimento, operacionalidade e qualidade do produto final (DA
SILVA et al., 1997).

Quanto as hemicelulases, a xilanase € a enzima de maior aplicabilidade.
Para Szendefy et al. (2006), essa enzima pode atuar no processo de
branqueamento do papel auxiliando no desligamento de lignina da fibra. I1sso
faz com que o material fique mais suscetivel ao tratamento quimico, diminuindo,
assim, a utilizacao do cloro durante o tratamento.

Nas ultimas décadas, especial atencédo tem sido dada aos processos de
bioconversédo da biomassa lignocelulésica, empregando processos enzimaticos
microbianos, incluindo fungos, leveduras e bactérias, para despolimerizacao da
celulose, converséo a glicose e posterior fermentacédo na producédo de solventes
e combustiveis como etanol (LEE, 1997; HOWARD, 2003).

2.5 Sacarificacado da biomassa

Importantes tecnologias tém sido estudadas mundialmente, com o objetivo
de tornar a conversdo de biomassa lignocelulésica em etanol um processo

eficiente e economicamente viavel. A sacarificacdo e fermentacdo enzimatica
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da celulose tem sido proposta como uma via potencial de producao de glicose e
alcool, a partir de rejeitos agroindustriais.

Segundo Lee (1997), o processo biolégico para converter os materiais
lignocelulésicos em etanol requer, em wuma das suas etapas, a
despolimerizacdo da celulose para produzir agucares livres. Para isso, enzimas
celulases sdo produzidas por uma série de microrganismos, porém, o custo
para obtencdo dessas enzimas é elevado.

O complexo enzimatico classico é composto por endoglicanase,
exoglucanase e B-glicosidase. O efeito desse complexo enzimatico é expresso
pela agcdo sinérgica dessas trés diferentes enzimas (LEE, 1997). No entanto,
essa hidrolise pode ser afetada pela porosidade da biomassa lignocelulosica,
cristalinidade de fibras de celulose, lignina e hemicelulose. Um processo de pré-
tratamento €, portanto, essencial para alterar ou remover a lignina e, ou
hemicelulose (Figura 5), diminuir o grau de polimerizagdo e a cristalinidade da
celulose e, assim, liberar uma celulose mais acessivel a sacarificacdo (ZHANG
e LYND, 2004).

Atualmente, os principais pré-tratamentos com potencial aplicacédo
industrial sdo: Organosolv que emprega solventes organicos recuperaveis,
capazes de remover a lignina. A explosdo com vapor remove hemicelulose, e,
em menor quantia, a lignina (DUFF e MURRAY, 1996). O pré-tratamento acido
diluido, chamado preé-hidrolise, consiste na hidrélise da fracdo hemiceluldsica,
que é mais susceptivel ao tratamento acido, sendo que as fracdes de celulose e
lignina permanecem inalteradas. A hidrdlise alcalina provoca aumento na area
da superficie interna, diminuicdo no grau de polimerizacéo e da cristalinidade,
separacao da ligacdo estrutural entre lignina e carboidratos e um rompimento
da estrutura da lignina (SUN e CHENG, 2002). Nesse contexto, apds o pré-
tratamento, a hidrélise enzimatica de residuos agricolas por celulases torna-se
potencial instrumento para sacarificagdo industrial de biomassa (SINGH et al.,
2009).
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Lignina

Fonte: Canilha, et al (2010)

Figura 5 - Alteracdes estruturais na microfibrila celulésica determinada pelo pré-
tratamento com acido diluido, seguidas pela hidrolise enzimética da
celulose.

A sacarificacao, realizada apds o pré-tratamento, consiste na conversao
enzimatica dos polissacarideos em acucares fermentaveis. A celulose é
hidrolisada, inicialmente, pelas endoglicanases, que clivam aleatoriamente o
polissacarideo, criando terminais livres para a atuacdo das exocelulases. As
celobiohidrolases ou exocelulases atuam sobre cadeias de celulose liberando
glicoses e celobioses. A Ultima enzima necessaria € a B-glicosidase que cliva
celobioses em duas moléculas de glicose. Essa enzima é essencial para a
sacarificacdo, pois celobiose é um inibidor das exocelulases. Para aumentar o
rendimento e evitar inibicdes por glicoses e celobioses, presentes no meio, tem
sido utilizado o processo de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas. Desse
modo, os acgUcares liberados pela sacarificacdo sdo prontamente fermentados
por microrganismos, e, assim, ndo acumulam no meio, evitando a inibicdo das
enzimas (BALAT et al., 2008; HAHN-HAGERDAL et al., 2006).
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2.6 Fungos produtores de celulases e hemicelulases

Em geral, os fungos que decompdem substancias celulésicas ocorrem no
solo, colonizando vegetais, suas raizes e residuos, com importante funcao de
reciclagem de nutrientes. A atividade fungica depende do conteddo de matéria
orgéanica no solo, a qual determina sobremaneira a ocorréncia e a distribuigéo
desses organismos (RUEGGER e TAUK-TORNISIELO, 2004).

Os fungos, em funcdo de suas caracteristicas de reproducdo e
crescimento, adaptam-se a diversos substratos, entre os quais efluentes de
indUstrias processadoras de alimentos, residuos agricolas e agroindustriais
(TAVARES et al.,, 1998). Assim, sdo capazes de degradar a celulose e
hemicelulose e utiliza-las como fonte de carbono e energia; inclusive os fungos
filamentosos, considerados uma classe de microrganismos de grande
significado comercial e amplamente distribuidos na natureza, encontrados em
solos, em vegetais e animais, podendo ter habitos saproéfitos ou parasitas
(GRIMM et al., 2005). Também sdo capazes de viver como microrganismo
endofitico, sistematicamente, no interior das plantas, sem causar danos.

As celulases fungicas tém sido estudadas devido ao seu potencial
biotecndlogico (NG, 2004). Entre os produtores de celulases estdo os géneros:
Aspergillus, Penicillum e Trichoderma (LYND et al.,, 2002). Os fungos do
género Trichoderma sao considerados grandes secretores de celulases e
hemicelulases, sendo geneticamente os mais estudados. Produz um grupo
complexo de celulases capazes de clivar as ligagbes B-(1—4)-glicosidicas
presentes na celulose e derivados de celulose (ORTEGA et al., 2001).

Segundo Lee et al. (1996), o complexo celulolitico de T. reesei possui ho
minimo seis enzimas com atividades de endoglicanases (EGI e Il, llI, IV, V e VI)
e pelo menos dois tipos de celobiohidrolase (CBH | e CBHII). Essas enzimas
exoglicanases correspondem a 90% do total de proteinas liberadas no meio de
cultura, contra aproximadamente 1% de B-glicosidases (BGI e BGVII). Para
Kanamasa et al. (2003), a celobiohidrolase é considerada a principal enzima do

sistema de celulases e desempenha um papel central na degradacdo de
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celulose cristalina. Assim como o Trichoderma spp. e Aspergillus spp. séo
fungos filamentosos com capacidade de produzir um sistema completo de
enzimas celulases e hemicelulases (JOARGENSEN et al., 2003; WANG et al.
2005).

O género Aspergillus é caracterizado por apresentar uma reduzida
necessidade nutricional, sendo disperso pelo ar em movimento, ou junto a
insetos, com possibilidade de ser obtido isolado em ar, solo, material em
decomposicdo e agua (HEDAYATI et al.,, 2007). Durante seu ciclo de vida,
varias espécies de Aspergillus sdo capazes de produzir ampla gama de
micotoxinas nocivas aos seres humanos e animais que o consomem (SCOTT,
2004). No entanto, sdo muito importantes na indastria de alimentos, remédios e
agricultura, sendo qualificados como produtores de enzimas uteis (JAVED et al.,
2009).

Os Penicillum séo fungos filamentosos com capacidade de produzir um
sistema completo de enzimas celulases e hemicelulases semelhante ao do
Trichoderma reesei. Ambos possuem endoglicanases, exoglicanases e [-
glicosidase, embora difiram na proporgao, na quantidade e na especificidade ao
substrato de enzimas que apresentam a mesma fungéo (endo-exo).

Bhat et al. (1989) encontraram oito endoglicanases em culturas de
Penicillum pinophtluma e a maior parte da atividade endoglicanasica foi
atribuida a cinco dessas enzimas, as quais foram isoladas e caracterizadas.
Entretanto, Lee et al. (2010), estudando uma nova espécie, o Penicillium
purpurogenum, encontraram somente uma endoglicanase. Jorgensen et al.
(2003) encontraram trés endoglicanases (EGa, EGbl e EGb2) duas
celobioidrolases (CBHa e CBHb) e uma xilanase (XYL) em culturas do P.

brasililianum.
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2.7 Objetivo geral

Visando disponibilizar e avaliar novas ferramentas enzimaticas para o
processo de producao de etanol de segunda geracéo, este estudo foi conduzido

com dois objetivos:

v" Produzir celulases e hemicelulases a partir de fungos filamentosos dos
géneros Aspergillus, Penicillum e Trichoderma spp., isolados de
diferentes origens utilizando fontes indutoras de baixo valor econémico,

como bagaco de cana e farelo de trigo.

v Selecionar as melhores cepas produtoras de enzimas com alto poder
hidrolitico, caracterizar bioquimicamente e avaliar o potencial de

aplicacao dessas enzimas para sacarificacdo de substrato celuldsico.

Portanto, este trabalho esta estruturado em dois capitulos.

Capitulo 1:

Isolamento de Fungos Filamentosos e Producado de Celulases e Hemicelulases

Capitulo 2:
Avaliacdo do Potencial de Sacarificagdo da Celulose Utilizando Extratos

Simples e Misturas
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CAPITULO 1

ISOLAMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS E PRODUCAO DE
CELULASES E HEMICELULASES

1 INTRODUCAO

A biomassa lignocelulésica € o principal residuo da atividade
agroindustrial. Esses residuos constituem uma fonte praticamente inesgotavel e
de baixo custo para processos de bioconversdo, podendo, assim, serem
convertidos numa variedade de produtos economicamente importantes para as
induUstrias quimicas, téxtil, de alimentos, de papel; e para hidrolise enzimatica da
celulose, com objetivo de obter acUcares fermentaveis utilizados para producéo
de biocombustiveis (WONG et al., 1988; LYND et al., 2002).

Entretanto, a necessidade de se obter enzimas capazes de catalisar a
bioconversdo, de maneira economicamente viavel, determina a busca de
matérias-primas de baixo custo e renovaveis para o processo de producao das

mesmas. Somado a isso, 0s residuos agroindustriais que possuem na sua
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composicdo material lignocelulésico demonstram potencial como meio de
cultura, para indugdo de enzimas produzidas por diferentes populacdes
microbianas, entre elas os fungos filamentosos.

Os materiais lignoceluldsicos séao constituidos por trés fracées principais
que, juntas, perfazem mais de 90% da massa seca total. Sao elas: celulose,
hemicelulose e lignina (PANDEY et al., 2000). A celulose é um polimero linear
de glicose que pode ser hidrolisado pela acdo de endoglicanases (EC 3.2.1.4),
celobiohidrolases (EC 3.2.1.91), e B-glicosidases (EC 3.2.1.21).

As hemiceluloses s&o heteropolimeros, ramificados e apresentam
pentoses e hexoses em sua composicdo e sua degradacdo depende da
composicdo da biomassa. A hidrolise enzimatica completa da xilana requer a
acao das enzimas endo-p-1,4-xilanase (EC 3.2.1.8), B-xilosidase (EC 3.2.1.37),
além de varias enzimas acessorias, como as a-L-arabinofuranosidase (EC
3.2.1.55), a-glicuronidase (EC 3.2.1.139), a-galactosidase (EC 3.2.1.22),
acetilxilana esterase (EC 3.1.1.72) e &cido ferrulico esterase (EC 3.1.1.73), as
quais sdo necessarias para hidrolisar os varios substituintes da xilana
(SHALLOM e SHOHAM, 2003).

Os fungos apresentam complexos enzimaticos capazes de degradar
eficientemente materiais lignocelulésicos. Dentre esses, podem ser citados 0s
fungos Trichoderma reesei (CASTELLANOS et al., 1995; PANDEY et al., 2000;
JORGENSEN et al.,, 2003; WEN et al., 2005; CHANDRA et al., 2009), cujo
complexo celulolitico tem sido detalhadamente estudado, por sua grande
capacidade de secretar altas quantidades dessas enzimas. Os fungos
Aspergillus (WEN et al., 2005) e Penicillium spp. (JORGENSEN et al., 2003;
SINGH et al.,, 2009; NG et al., 2010) também s&o capazes de produzir um
sistema completo de celulases e hemicelulases.

Tem havido grande interesse em se obter novas celulases e
hemicelulases mais especificas e estaveis, utilizando-se fontes indutoras de
baixo custo. Nesse contexto, o isolamento de novos microrganismos produtores
de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas e estudos relacionados com sua

producao é importante para obtencdo de complexos enzimaticos mais eficientes
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e economicamente acessiveis. Entre esses novos microrganismos, estao 0s
endofiticos, que colonizam tecidos das plantas, produzem enzimas hidroliticas
extracelulares como mecanismos de resisténcia para superar as defesas do
hospedeiro contra invasdo microbiana e, ou para obter nutrientes do solo (TAN
e ZOU, 2001). Tais enzimas incluem pectinases, esterases, celulases e lipases
(PETRINI et al., 1992). Como forma de estabelecer o papel funcional dos
fungos endofiticos, faz-se necessario, entre outros fatores, a deteccdo e o
estudo dessas enzimas (CARROLL e PETRINI, 1983).

O objetivo desta pesquisa foi isolar fungos de residuos vegetais em
decomposicdo, produzir enzimas celulases e hemicelulases com alto poder
hidrolitico, provenientes principalmente de fungos filamentosos do género
Trichoderma endofiticos, Penicillium e Aspergillus, sob diferentes condi¢des de

cultivo como fontes indutoras de baixo valor econdémico.
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2 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Andlises Bioquimicas do
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria/BIOAGRO e no Laboratério

de Tecnologia Bioquimica do Centro de Ciéncias Bioldgicas Il da UFV.

2.1 Reagentes

Da Sigma Chemical Company (St. Louis, MO) foram obtidos os
reagentes: para-nitrofenil-o-D-galactopiranosideo (pNPGal), para-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo (pNPGIc), para- nitrofenil -B-D-xlloplranosideo (pNPXil), xilana
birchwood, celobiose foram comprados da Sigma Chemical Co. (Germany and
USA, respectivamente)

Os demais reagentes utilizados para execugdo deste trabalho
apresentavam grau de pureza analitico.

O bagaco de cana utilizado para isolamento de fungos foi fornecido pela
Usina Agucareira da Jatiboca, localizada na cidade de Urucénia - MG. Para a
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utilizacdo como fonte de carbono, o bagago de cana foi obtido em unidades
experimentais da UFV. O farelo de trigo foi comprado no comércio local.

2.2 Coleta das amostras e isolamento dos fungos

As amostras de bagaco de cana foram coletadas no pétio da Usina, em
frascos de polipropileno de 200mL, hermeticamente fechados e encaminhados
ao laboratério. O bagaco foi colocado em Erlenmeyer de 500 mL, contendo
250 mL de agua destilada esterilizada. Apos agitacdo por 10 min, a 200 rpm,
uma aliquota foi adicionada em uma caixa tipo Gerbox de plastico, revestido
com papel de filtro e colocado em estufa de incubacdo por 16 dias a 28 °C.
Apods o periodo de incubacao, para a obtencéo de culturas puras, colénias com
morfologias diferentes foram transferidas do gerbox, separadamente, para
placas de Petri, contendo meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar),
previamente autoclavadas por 30 min, a 120 °C, novamente incubadas em
camara de crescimento por 10 dias, a 28°C e encaminhadas para o Laboratério
de Micologia do Departamento de Fitopatologia da UFV, para identificacao.

O meio de cultivo, para manutencéo de todos os fungos, foi composto de
BDA, autoclavado por 20 min a 121 °C. Foram mantidos por repicagens
sucessivas na forma de discos de 8mm de didmetro para o crescimento radial
em placas. As cepas de Trichoderma spp. foram incubadas em temperatura
ambiente por cinco dias. Os demais fungos o foram por sete dias, a 28°C, em
estufa de incubacao tipo B.O.D. Apés cultivo, todos os fungos foram mantidos
sob refrigeracdo a 4°C.

2.3 Cultivo e obtencéao de extrato

Os fungos foram cultivados em meio solido e cultura submersa. Para a
cultura submersa, o meio mineral utilizado para crescimento dos fungos em

estudo e obtencao de enzimas de interesse continha 0,7% de KH,POy4, 0,2% de
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KoHPO,4, 0,01% de MgSO4.7H,0, 0,1% de (NH4).SO4; 0,6% de extrato de
levedura e 1% da fonte de carbono (bagaco de cana ou farelo de trigo) todas
em p/v.

Quatro discos de 8mm de diametro contendo micélio fungico foram
transferidos para Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL do meio mineral sob
condi¢cdes assépticas. Os Erlenmeyers foram acondicionados em Shaker, a
28 °C, sob agitacdo de 180 rpm, sendo retirado um Erlenmeyer a cada 24 h,
durante 13 dias. Posteriormente, essas aliquotas foram filtradas em filtro de
poliéster, e o sobrenadante foi armazenado em freezer a -20 °C para andlise de
atividade enzimatica.

Para a fermentacdo em meio sélido, foi usando o bagaco de cana como
suporte e fonte de carbono. A biomassa foi composta por bagaco em lasca e
moida na proporcéo de 22% e 80%, respectivamente. Para compor e umidificar
a biomassa, foi utilizado meio mineral composto de (gL™) 1,0 (NH4)>SO4, 0,3
MgSO,. 7. H,O e 1,4 de KH,PO,, apresentando umidade final de 68 %. Dessa
biomassa, 8 g foram pesadas em frascos Erlenmeyers de 250 mL e
autoclavados por 30 min a 120°C. Apos o resfriamento, frascos em duplicata
foram transferidos assepticamente com 4 discos, como ja descrito, contendo
fungos. O crescimento foi conduzido a temperatura ambiente e sem agitacao.
Apods 120 horas de incubacao, foram retirados dois Erlenmeyers, em intervalos
de 3 dias, durante 37 dias de cultivo. As enzimas foram extraidas por adi¢cao de
50 mL de tampdo acetato de sédio 50mM pH 5,0, sob agitacdo em shaker a
100 rpm e temperatura ambiente, filtrados em filtro de nailon e armazenados em

frascos de poliestileno a -20°C como extrato enzimatico.

2.4. Determinagéo das atividades

Os ensaios para a-galactosidase, p-xilosidase e B-glicosidase
consistiram de 250 pL de tampéo acetato de sédio 50mM (pH 5,0), 125 uL do
extrato enzimatico e 125 puL de pNPGal, pNPXyl, pNPGIc 2 mM,

respectivamente. A reacao foi conduzida em banho-maria por 15 min, a uma
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temperatura de 40°C. Ao final do tempo estipulado, a reacéo foi paralisada pela
adicao de 500 pL de uma solucdo de Na,CO3 0,5 M. Os valores de absorbancia
obtidos a 410 nm foram transformados em pmoles de p-NP, utilizando-se uma
curva padrao construida com 0-0,2 pumoles de p-NP, a partir de uma solucao
estoque de concentracdo 2 uM. Uma unidade de enzima (U) foi definida como
sendo a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 pmol de p-NP por
minuto, nas condi¢des de ensaio.

Para o ensaio da xilanase, foram utilizados 490 pL de xilana birch wood
1% (em tampdao acetato de sodio 50 mM, pH 5,0) e 10uL do extrato enzimatico.
A reacédo foi conduzida em banho-maria por 10 min, a uma temperatura de
40°C. A reacéao foi paralisada com a adicédo de 500 pL do reagente DNS (acido
3,5-dinitro-salicilico) e colocada em banho fervente por 5 min para o
desenvolvimento da cor (MILLER, 1956). O DNS tem a fun¢éo de reagir com 0s
acucares redutores (produtos da reacdo enzimatica), formando um composto
colorido de absorcdo em 540 nm. A quantificacdo dos produtos foi realizada por
meio de uma curva de calibracéo, construida com 0-2 pmoles de glicose a partir
de uma solucéo padrao de concentracédo 1 g/L.

Para a mananase, uma aliquota de 250 uL de tampao acetato de sodio
50mM, pH 5,0, foram adicionados de 125 pyL de extrato e 125 mL de locust
bean gum. A reacdo foi conduzida em banho-maria por 60 min, a uma
temperatura de 40°C. A reacdo foi paralisada com 500 pL de DNS, como
explicado anteriormente.

O ensaio para endoglicanase consistiu de 450 puL de uma solucéo de
carboximetilcelulose 0,625% (m/v), diluido em mesmo tampéo citado acima e
50 pL do extrato enzimatico. A reacdo foi conduzida em banho-maria por 60
min, a uma temperatura de 50°C. A reacgdao foi paralisada com 500 uL de DNS,
como explicado anteriormente.

A atividade celulasica total (FPase) foi determinada, utilizando-se como
substrato papel de filtro Whatman n°1. Tiras de aproximadamente 1x5 cm (40
mg) foram incubadas a 50°C com 1,450 mL de tampéao acetato 50 mM pH 5,0 e
50 pL do extrato enzimatico. O método foi realizado segundo Ghose (1987).
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Apds 60 min de incubacado, a hidrdlise foi interrompida com 1 mL de DNS,
seguindo-se a quantificagdo por esse método, como descrito anteriormente.
Para o ensaio da celobiase, foram utilizados 20 pL do extrato enzimatico,
o qual foi pré-incubado com 480 pL de celobiose 8mM (em tampéao acetato de
sédio 50mM, pH 5,0) por 30 min a 50°C. A reacéo foi paralisada pela imersao
dos tubos de ensaios em agua fervente, por 5 min, seguindo-se nova
incubacdo, em agua gelada, para reducdo da temperatura do meio de reacao.
Ao final dessa primeira etapa, 0,5 mL do reativo de glicose oxidase foi
adicionado a reacdo. A mistura foi novamente incubada em banho-maria, a
37 °C, durante 15 min (BERGMEYER e BERNT, 1974). Os valores de
absorbancia foram tomados a 510 nm, e convertidos em teores de glicose,
utilizando-se uma curva padrao construida com 0 — 0,15 pmoles de glicose.
Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 pmol de produto por minuto, sob as condi¢des de

ensaio.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Selecdo, cultivo e identificacdo dos fungos

Foram isoladas cinco espécies fungicas do bagaco de cana Aspergillus
niger, Aspergillus glaucus, Penicillium expansum, Penicillium chrysogenum e
Penicillium citrinum. Destes foram estudadas as cepas de Penicillium
chrysogenum e Penicillium citrinum.

O fungo Aspergillus japonicus foi isolado de compostagem de lixo e
cedido pelo Laboratério de Andlises Bioguimicas (LABQ) do BIOAGRO/ UFV.
Dez fungos do género Trichoderma, isolados de raizes de orquidea, juntamente
com Trichoderma harzianum e Trichoderma viride, retirados de solos, foram
cedidos pelo Laboratorio de Micologia do Departamento de Fitopatologia da
UFV.

Juntos, esses fungos foram codificados, identificados (Tabela 1) e
analisados quanto a capacidade de producdo de enzimas com atividades

celuloliticas e hemiceluloliticas.
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Tabela 1 - Identificacdo de fungos Aspergillus, Penicillium e Trichoderma spp.,
isolados de diferentes origens e locais

Cédigo do isolado

Identificagcdo

Origem

Local Cidade/ Estado

PC

PT

Al

TH

TV

TO1

T02

TO3

TO4

TO5

TO6

TO7

TO8

TO9

T10

Penicillium chrysogenum
Penicillium citrinum

Aspergillus japonicus

Trichoderma harzianum

Trichoderma viride
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

Bagaco de cana
Bagaco de cana
Compostagem
Solos

Solos

Gomesa crispa
Laelia jongheana
Laelia jongheana
Laelia lobata
Laelia lobata
Laelia lobata
Laelia lobata
Laelia lobata
Laelia xanthina

Laelia jongheana

Urucénia - MG
Urucénia - MG
Coimbra - MG
Barreiras-Bahia
Barreiras-Bahia
Araponga-MG
Araponga-MG
Araponga-MG
Rio de Janeiro-RJ
Rio de Janeiro-RJ
Rio de Janeiro-RJ
Rio de Janeiro-RJ
Rio de Janeiro-RJ
Rio de Janeiro-RJ

Araponga-MG

Para isso, foram testados cultivos em meio sélido, contendo bagaco de

cana como suporte e fonte de nutrientes, e também em meio liquido, contendo

farelo de trigo e bagaco de cana como fonte de carbono.
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3.2 Atividades das enzimas celulases e hemicelulases em cultivo em meio

solido

Tabela 2 - Atividades de enzimas celuloliticas produzida pelos fungos

Aspergillus  japonicus, Penicilium  citrinum, Penicilium
chrysogenum e Trichoderma spp., cultivados em meio soélido
contendo bagaco de cana

Fungos

Atividade de celulases (U.g'l)

Celobiase

B-Glicosidase

Endoglucanse

FPase

PC

PT

Al

TH

TV

TO1

T02

TO3

TO4

TO5

TO6

TO7

TO8

T09

T10

0,06°°+ 2E-03
0,10"°+ 3E-03
0,02°+ 4E-05

0,25%°+ 5E-05
0,25 *°+ 3E-04
0,10 *°+ 2E-04
1,75 *'+ 1E-04
1,00 *°+ 5E-05
0,13 *°+ 3E-05
0,13 *°+ 3E-05
0,26 *°+ 2E-04
0,20 *°+ 3E-04
0,25 *°+ 3E-05
0,60 *°+ 4E-04

0,50 *°+ 3E-04

0,02%+ 2E-04
0,03+ 3E-04
0,01%°+ 9E-05
0,75°+ 3E-02
1,00+ 1E-04
5,00%%+ 3E-04
0,15"+ 1E-04
5,20%+ 3E-03
0,13+ 3E-03
0,08°+ 0,04
0,58+ 5E-05
0,15+ 4E-05
0,07+ 2E-05
0,18+ 6E-05

0,15"+ 6E-05

0,05™ + 4E-04
0,09° + 4E-04

0,03°+ 7E-05

1,00% + 3E-04
0,25% + 3E-04
0,10%° + 1E-04
2,50 “° + 3E-03
1,00" + 3E-04
0,20% + 4E-04
1,75 “® + 3E-05
1,41 “°+ 2E-03
1,43 ?°+ 5E-03
1,42 ?° + 4E-03
0,44 *° + 3E-04

0,40 %° + 3E-04

0,02° £ 3E-05

0,02% £ 7E-03
0,03%° + 3E-03
0,20 + 6E-05
0,10"%+ 2E-04
0,75" £ 2E-04
2,00 *° £ 3E-03
1,00%° + 4E-04
0,25'% 1E-04

0,10 *°+ 3E-04
0,60 *° + 3E-05
0,20 *° + 4E-04
0,13 ** + 2E-05
0,25 *°+ 5E-04

0,30 ° + 4E-04

O numero sobrescrito indica o dia em que se obteve o maior valor de atividade enzimatica

(nGmero de dia variavel).
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3.2.1 Unidade de papel de filtro - FPase

No cultivo em meio solido, contendo bagaco de cana, a maior atividade
de FPase foi 2,00 U.g* produzida pelo isolado T02 no 262 dia de cultivo. Os
demais isolados produziram de 0,10 a 1,00 U.g™. Isso indica que o bagaco de
cana induziu a producédo de FPase. No entanto, a cinética de producéo foi mais
lenta, comparando-se a outros trabalhos. Esse fato pode estar associado ao
substrato insoltuvel de origem lignoseluldsica (bagaco de cana), que demandou
um periodo maior de aclimatacdo das células a essa matéria-prima, assim
como maior controle de algumas variaveis como temperatura, umidade, ou
mesmo adicado de outra fonte de carbono para enriquecimento do meio.

Gutierrez-Correa e Tangerday (1997) prepararam cultura mista de
Trichoderma reesei LMUC4 e Aspergillus phoenicis, em meio contendo bagaco
de cana pré-tratado e suplementado com farelo de soja como fonte de
nitrogenéio e induziram a producdo de Fpase com pico de atividade de
13,4 U.g*, ap6s cinco dias de incubacao.

Kang et al. (2004) verificaram em seu estudo a maxima atividade de
FPase de 19,5 U.g™, apds quatro dias de fermentacdo, por um mutante
Aspergillus niger KK2, cultivado em farelo de arroz como suporte sélido e fonte
de carbono. No entanto, quando cultivados em misturas contendo farelo de
arroz e farelo de trigo, na proporgéo de 1:4, houve diminuicdo de 1,8 vezes da
atividade de FPase.

Estudo realizado por Brijwani et al. (2010) permitiu concluir que, quanto
maior contetdo de celulose na composicdo do substrato, melhor serd a
producdo de enzimas celulases por fungos filamentosos. Outro requisito
importante é a relacdo C/N. Nesse sentido, esses autores estudaram a
fermentacdo soélida composta de casca de soja suplementada com farelo de
trigo na proporcéo de 4:1, para indugdo de FPase a partir de cultura mista dos
fungos Trichoderma reesei e Aspergillus oryzae, e obtiveram uma maxima
atividade de 10,55 U.g™.
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Essa atividade, segundo os autores, € explicada pelas altas quantidades
de celulose e hemicelulose em ambos os substratos. Além disso, o farelo de
trigo € uma excelente fonte de nitrogénio que, juntamente com a casca de soja,
melhorou a relacdo C/N, apresentando condicdes ideais para o crescimento de
fungos e producgéao de celulases.

Ng et al. (2010) testaram varios meios como palha de arroz, farelo de
arroz, e bagaco de cana, para a inducdo de FPase por Penicillium citrinum
YS40-5. O meio que mais induziu a FPase foi a palha de arroz 4,8 U. g™*. No

entanto, o meio contendo bagac¢o de cana nao induziu a producao de FPase.

3.2.2 Endoglicanase

Entre todos os fungos estudados, a maior atividade de endoglicanase foi
produzida pelo T02 2,50 U.g™, ap6s 23 dias de cultivo. A atividade enzimética
menos significativa foi produzida pelo fungo AJ 0,03 U.g™}, com 5 dias de cultivo.

Gutierrez-Correa e Tengerday (1997) prepararam cultura mista de
Trichoderma reesei LMUC4 e Aspergillus phoenicis, em meio contendo bagaco
de cana pré-tratado e suplementado com farelo de soja como fonte de
nitrogenéio. Essa otimizagdo do meio de cultivo propiciou aumento de 85% na
atividade de endoglicanase.

Ng et al. (2010) testaram varios cultivos solidos, em meio como palha de
arroz, farelo de arroz, e bagaco de cana, para a inducdo de endoglicanase pelo
Penicillium citrinum YS40-5. O meio que mais induziu a endoglicanase foi a
palha de arroz, apresentando 111,5 U.g*. O meio contendo bagaco de cana
nao induziu a producao de endoglicanase. Segundo o autor, o bagaco de cana
apresentava teor de proteina muito inferior ao teor de proteina da palha de

arroz, podendo esse ter sido um dos fatores para a auséncia de atividades.
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3.2.3 B-glicosidase e Celobiase

O isolado TO3 apo6s 28 dias de cultivo produziu B-glicosidases com
méximas atividades 5,20 U.g™, enquanto a maxima atividade de celobiase foi
1,00 U.g™. J4 o isolado T02 destacou-se por apresentar celobiase com maxima
atividade de 1,75 U.g' ap6s 31 dias de cultivo, e baixa atividade de

B-glicosidases 0,15 U.g™* em dez dias de cultivo.

Tabela 3 - Atividades de hemicelulases produzidas pelos fungos Aspergillus

japonicus, Penicilium citrinum, Penicilium chrysogenum e

Trichoderma spp., cultivados em meio solido contendo bagago de

cana.

Atividades de hemicelulases (U.g'l)
Fungos Xilanase B-Xilosidase B-Mananase a-Galactosidase

PC 7,51°+ 1E-03 0,01" + 5E-04 ns 0,01° + 2E-04
PT 7,55° + 2E-03 ns ns ns
AJ 7,53+ 2E-03 0,01" £ 5E-04 ns ns
TH 7,50%°+ 2E-03 0,25+ 1E-04 0,25” + 3E-04 0,20" + 1E-04
TV 7,51+ 1E-03 0,05% + 3E-05 0,25 + 1E-04 0,10+ 1E-04
To1 7,58°°+ 5E-04 0,69"° + 7E-05 0,75 + 1E-04 0,70"°+ 5E-05
T02 30 *° £ 2E-02 0,15" + 7E-05 1,75 ** £ 9E-05 0,01* + 2E-03
TO3 7,507+ 2E-03 0,75" + 4E-05 0,75" + 1E-03 0,75+ 1E-03
TO4 2,50°° + 9E-04 0,13"+ 2E-05 0,25%° + 5E-05 0,25+ 1E-04
TO5 18,00*'+1E-04 0,07% + 1E-04 1,50 *°+ 1E-04 0,07% + 1E-04
TO6 18,01'°+3E-03 0,56 + 6E-05 1,63 ' + 3E-04 0,62%" + 2E-05
TO7 18,11°'+5E-03 0,33% + 8E-05 1,62°° + 1E-04 0,33% + 5E-05
TO8 16,01°+1E-02 0,15% + 4E-04 1,25 *° + 3E-04 ns
TO9 8,50 %’ + 1E-03 0,10" + 5E-04 0,50°° + 3E-05 0,05+ 4E-05
T10 10,02"°+2E-02 0,70+ 5E-05 0,70°° + 6E-05 0,05%° + 5E-05

«» O numero sobrescrito indica o dia em que se obteve o maior valor de atividade enzimética

(nimero de dia variavel).

7

* ns: valores ndo-significativos.
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Analisando estudos similares, observou-se que Ng et al. (2010)
averiguaram que o bagaco de cana nao induziu a produgao B-glicosidases por
Penicillium citrinum YS40-5. Brijwani et al. (2010) utilizaram o farelo de trigo e
como suplementacao a casca de soja, na proporcao de 1:4, junto a uma cultura
mista composta por Trichoderma reesei e Aspergillus oryzae; nessas

condigbes, a maxima atividade de B-glicosidases obtida foi de 8,13 U.g™.

3.2.4 a-galactosidase

O bagaco de cana induziu a producdo de a-galactosidase. O isolado T03
destacou com méaxima atividade em torno de 0,75 U.g*, apés 10 dias de cultivo,
pico de atividade préximo foi obtido pelo T01 0,70 U.g™. Esses resultados foram
superiores a outros encontrados na literatura, o que demonstrou que os fungos
trichodermas endofiticos tém alta capacidade de produzir enzimas a-
galactosidase.

Resultados inferiores a esses foram obtidos por Szendefy et al. (2006),
utilizando o mesmo meio de cultivo para Aspergillus oryzae, obtendo pico de
atividade de 0,19. U.g™.

Shankar e Mulimani (2007) utilizaram véarios meios de cultivo (residuo de
grama vegetal, farelo de trigo, bagaco de cana, casca de maca, casca de
laranja, farelo de arroz e outros). Os resultados encontrados mostraram que a
maior atividade dessa enzima foi obtida, utilizando-se residuo de grama vegetal

3,4 U.g*}, enquanto com bagaco de cana foi obtido 0,28 U.g™.

3.2.5 B-xilosidase

A B-xilosidase é importante na degradagdo de xilanas, considerando-se
que as xilanas ndo sdo hidrolisadas completamente apenas por xilanases.

Muitos microrganismos podem produzir B-xilosidase; no entanto, somente
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poucas espécies de leveduras e um nuamero limitado de bactérias e fungos
produzem essa enzima em quantidades elevadas (BASARAN e OZCAN, 2007).
De acordo com os resultados obtidos, conforme mostrado na Tabela 3, os
isolados TO1, TO3 e T10 foram os que mais produziram atividade de p-
xilosidase com méxima atividade variando de 0,69 a 0,75 U.g™, ap6s 15 dias de
cultivo, para os dois primeiros fungos; e 10 dias para T10.
Considine et al. (1988) cultivaram Penicillium capsulutun em polpa de

beterraba, encontrando a maxima atividade de B-xilosidase de 1,20 U.g™.

3.2.6 B-mananase

Muitos microrganismos, fungos e bactérias sdo capazes de produzir
enzimas mananases, entretanto, entre o0s fungos aspergilus niger
(ADEMARK et al., 1998), o Trichoderma harzianum (FERREIRA e FILHO, 2004)
destaca-se pela alta capacidade de producdo dessa enzima. Neste estudo, 0s
fungos endofiticos do género Trichoderma apresentaram também alta
capacidade para producdo de enzimas mananases.

O bagaco de cana foi eficiente na inducédo de B-mananase. Os isolados
T02, TO5, TO6 TO7 e TO8 destacaram-se com picos de atividades variando de
1,25 a 1,75 U.g™". As demais espécies mantiveram valores variando de 0,25 a
0,75 U.g™. Observou-se que o tempo necessario para a inducdo de mananase

por todos os isolados foram longos, em torno de 26 a 31 dias.

3.2.7 Xilanase

A xilanase foi induzida em quantidades significativas em todos os fungos
estudados. Entretanto, o isolado TO2 destacou-se com pico de atividade 30,00
U.gl. Os demais isolados tiveram uma variacdo de 7,50 a 18,00 U.g*. O
isolado T04 foi 0 que menos produziu, ou seja, mostrou 2,50 U.g™ . Podemos

afirmar que o bagaco de cana utilizado tem um enorme potencial como
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substrato para a producédo de xilanase. Os residuos da agricultura contém de 20
a 30% de material hemicelulitico. Esses residuos, na forma natural, sdo fonte
de xilana e xilo-oligdmeros (KULKARNI et al., 1999) favorecendo a atividade de
xilanase. E importante ressaltar que o isolado T02 destacou-se também na
producdo de mananase, comparado aos outros fungos. No entanto, o tempo de
cultivo foi praticamente o dobro, em relacéo a producgéo de xilanase.

Camassola e Dillon (2007) cultivaram Penicillium echinulatum em bagaco
de cana pré-tratado quimicamente e suplementado com farelo de trigo,
obtendo-se 10 U.g'. Segundo eles, o pré-tratamento, juntamente com o
acréscimo de farelo de trigo, foram fatores importantes para a alta atividade de
xilanase. Comparando a este estudo, as atividades de xilanase dos
Trichoderma endofiticos TO2 superaram em trés vezes as atividades produzidas
pelo Penicillium echinulatum. Além disso, o bagaco de cana utilizado n&o
passou por nenhum tipo de pré-tratamento. Esse fator € de extrema relevancia

em termos de custo na producdo dessa enzima.

3.3 Atividades de celulases e hemicelulases em cultivo submerso

As referidas atividades sao mostradas nas Tabelas 4 e 5.
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Tabela 4 - Atividades de enzimas celuloliticas produzidas pelos fungos

Aspergillus

japonicus,

Penicilium

citrinum,

Penicilium

chrysogenum e Trichoderma spp. cultivados em meio liquido
contendo farelo de trigo como fonte de carbono

Atividades de celulases (UmL™)

Fungos Celobiase B-Glicosidase Endoglicanase FPase
PC 0,47+ 5E-03 1,50 '+ 3E-02 0,34 “'+ 7E-05 0,14"°+ 6E-05
PT 0,33"%+ 6E-04 1,34 %+ 2E-02 1,34 %+ 3E-03 0,11+ 8E-05
AJ 0,35+ 2E-05 1,79 '+ 3E-02 2,19 °+ 5E-02 3,26 °+ 1E-02
TH 0,40"%+ 5E-03 1,00°+ 9E-02 0,80°+ 3E-03 0,20% 4E-03
TV 0,58+ 3E-03 0,30"°+ 9E-03 0,20"°+ 2E-03 0,06°+ 7E-04
TO1 0,10+ 6E-04 0,40°+ 7E-03 0,48°+ 1E-02 0,60°+ 1E-03
TO2 0,60'°+ 6E-03 0,96°+ 2E-02 0,60°+ 8E-03 0,04°+ 1E-03
TO3 0,15% 7E-04 0,40+ 4E-03 0,30%+ 4E-03 0,78%+ 6E-04
TO4 0,20"%+ 6E-03 0,33% 1E-02 0,40+ 8E-03 0,06+ 8E-03
TO5 0,18°+ 2E-03 0,30°+ 5E-02 0,41°+ 1E-02 0,05+ 3E-05
T06 0,40"°+ 2E-02 1,00% 2E-02 0,24+ 6E-03 0,10*+ 1E-03
TO7 0,34"%+ 8E-02 0,40"+ 2E-02 0,38°+ 3E-02 0,07"+ 1E-03
TO8 0,25"+ 5E-02 0,34+ 9E-03 0,63%+ 4E-02 0,14%+ 2E-03
TO9 0,23% 4E-03 0,32% 1E-02 0,60%+ 2E-02 0,16+ 1E-03
T10 0,20"+ 5E-02 0,34+ 1E-02 0,62°+ 4E-02 0,08"+ 3E-03

KD
£ X4

O numero sobrescrito indica o dia em que se obteve o maior valor de atividade enzimética

(nimero de dia variavel).
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Tabela 5 - Atividades de enzimas celuloliticas produzidas pelos fungos
Trichoderma spp. cultivados em meio liquido contendo bagaco de
cana como fonte de carbono

Atividade de Celulases (U.mL™)

Fungos Celobiase B-glicosidase Endoglicanase FPase
TH 0,20° + 5E-03 3,0'+ 2E-02 1,00% £ 1E-02 0,60°+ 1E-03
TV 0,13" + 3E-04 0,40 + 2E-02 0,04 + 1E-03 0,40" + 3E-02
T1 0,14%+ 3E-03 0,42° + 3E-03 1,02 + 1E-03 1,00° + 5E-03
TO2 0,15" + 5E-04 1,40°+ 1E-03 1,40"° + 2E-02 0,60° + 2E-02
TO3 0,18+ 6E-03 0,63 + 6E-03 0,20° + 3E-03 0,20"+ 1E-03
TO4 0,12" + 6E-03 0,61 + 1E-02 1,01% + 4E-03 0,20° + 6E-03
TO5 0,13+ 2E-03 0,62 + 9E-03 0,80°+ 2E-03 0,60°+ 2E-02
TO6 0,08 + 2E-04 0,40 + 2E-03 0,06" + 2E-04 0,20" + 8E-04
TO7 0,13+ 1E-03 0,60 + 2E-02 0,60° + 3E-03 0,40" + 4E-03
TO8 0,14 + 8E-03 1,60 + 7E-03 1,50° + 1E-03 1,24° + 6E-03
T09 0,12 + 4E-04 0,61°+ 5E-03 1,10° + 1E-02 1,22° + 1E-02
T10 0,11 + 5E-03 0,63°+ 3E-03 0,40" + 2E-03 1,20° + 1E-02

O numero sobrescrito indica o dia em que se obteve o maior valor de atividade enzimética

(nimero de dia variavel).

3.3.1 Atividade papel de filtro - FPase

A fonte de carbono que mais induziu a atividade de FPase foi o farelo de
trigo, pelo isolado AJ, produzindo 3,26 U.mL™, enquanto o isolado T02 produziu
FPase com menor atividade 0,04 U.mL™ (Tabela 4). No entanto, o meio
contendo bagaco de cana como fonte de carbono apresentou maior eficiéncia
como indutor de FPase para a maioria dos outros isolados (Tabela 5). O
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destaque foi o isolado T08, produzindo 1,24 U.mL™, enquanto o isolados T03,
TO4 e TO6 produziram FPase com menor atividade 0,20 U.mL™(Tabela 5).

Nos trabalhos de AGUIAR e MENEZES (2002), foi estudada a producéao
de celulases e xilanases por Aspergillus niger 1Z9, usando fermentacgéo
submersa sobre trés tipos de bagaco de cana: um sem tratamento quimico, 0s
outros dois com tratamento a base de solucdo de hidroxido de sodio a 4%,
sendo um neutralizado com lavagens sucessivas com agua destilada, e o outro
neutralizado com solucdo de &cido fosférico. Os autores verificaram que a
producdo de atividade de FPase foi maior em bagagco de cana tratado com
solucdo de hidréxido de sodio a 4% e neutralizado com lavagens sucessivas
com agua destilada. As atividades de FPase foram 0,25 U.mL™* (bagaco
tratado) e de aproximadamente 0,15 U.mL™ (bagaco ndo tratado), alcancadas
apos sete dias.

O resultado obtido no presente trabalho, para todos os fungos, foi
superior ao de Aguiar e Menezes. Acresce-se que a concentracdo do bagaco
usado no referido trabalho foi de 4%, enquanto neste estudo a concentragao foi
de 1,0%.

Liming e Xueliang (2004) utilizaram 4% de sabugo de milho como fonte
de carbono para inducdo de celulases em Trichoderma reesei. A maxima
atividade obtida foi de 5,2 U.mL™, ap6s sete dias de cultivo. Recentemente,
Siqueira et al. (2010) estudaram 21 espécies de fungos filamentosos, cultivados
em meio contendo fonte de carbono, caule de bananeira e residuo de algodao
para producdo de celulases. As maximas atividades encontradas foram 0,120
U.mL™ por Emericella nidulans e Aspergillus tamarij em residuo de algod&o, e
0,175 U.mL™ em caule de bananeira para o Fusarium verticillioides. As
atividades de FPase produzidas pelo o Trichoderma harzianum foram 0,03

U.mL™* em residuo de algod&o e 0.04 U.mL™* caule de bananeira.
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3.3.2 Endoglicanase

A maior atividade de endoglicanase, 2,19 U.mL™, foi induzida em meio
contendo farelo de trigo como fonte de carbono pelo isolado AJ, apds cinco dias
de cultivo (Tabela 4). No entanto, para a maioria dos fungos, as atividades de
endoglicanase foram superiores em bagaco de cana como fonte de carbono,
destacando-se o isolado T08, que produziu enzima com maxima atividade 1,50
U.mL™, apés dois dias de cultivo (Tabela 5).

Resultados inferiores foram obtidos por Olsson et al. (2003), com pico de
atividade 0,06 U.mL™? de endoglicanase por T. reesei Rut C-30, quando
cultivado em meio contendo como fonte de carbono celulose de polpa de
beterraba.

Utilizando substratos puros como fonte de carbono, Marques et al. (2003)
produziram endoglicanase com atividade 0,20 U.mL ™ por Trichoderma viride
cultivado em celulose Avicel. Comparado ao presente trabalho, conforme
(Tabela 4), o isolado Trichoderma viride (TV) produziu endoglicanase com
atividade semelhante, no entanto, o substrato utilizado era composto de farelo
de trigo.

De acordo com Adsul et al. (2004), a atividade de endoglicanase das
linhagens fangicas, de Trichoderma viride e Peniclillium janthinellum, aumenta
bastante quando desenvolvida em meio acrescido de fonte de carbono
contendo bagaco de cana pré-tratado com NaClO,. Isso permite maior
acessibilidade do microrganismo, facilitando a hidrélise da celulose do bagaco.

Camassola e Dilon (2009) pré-trataram o0 bagaco de cana
biologicamente, utilizando o fungo da podriddo branca Pleurotos sajor-caju PS
2001. Posteriormente, a biomassa foi utilizada na producdo de celulases e
xilanases pelo fungo Penicillium echinulatum; a atividade méaxima de
endoglicanase apresentada foi 1,0 U.mL™. Embora realizado o pré-tratamento,
seu resultado foi semelhante ao encontrado no presente trabalho para a cepa

de Trichoderma harzianum (TH) e inferiores em relacéo a outras cepas.
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Segundo Siqueira et al. (2010), das 21 espécies de fungos filamentosos
cultivados em meio contendo como fonte de carbono caule de bananeira e
residuo de algoddo para producdo de celulases, a maxima atividade de
endoglicanase encontrada foi produzida pelo fungo por Aspergillus terreus
0,213 U.mL™ em residuo de algod&o e 0,519 U.mL™ em caule de bananeira.

As cepas de Trichoderma harzianum apresentaram uma atividade 0,1
UmL™ em residuo de algoddo contra 0,012 U.mL? em caule de bananeira.
Penicillium citrinum produziu essa enzima com maxima atividade de 0,05 e 0,1

U.mL™ em residuo de algod&o e caule de bananeira, respectivamente.

3.3.3 B-glicosidase

Tanto o bagaco de cana quanto o farelo de trigo induziram
significativamente os isolados a produzirem [-glicosidase. No entanto, as
maiores atividades foram induzidas em meio contendo bagaco de cana como
fonte de carbono. O isolado TH destacou-se por produzir enzimas com
atividades de 3,00 U.mL™ no nono dia de cultivo, seguido pelo T02 1,40 U.mL™
apos onze dias de cultivo. Entretanto, no meio contendo farelo e trigo, ambos os
fungos produziram -glicosidase com maxima atividade, em torno de 1,0 U.mL"
! mas a maior atividade dessa enzima foi 1,79 U.mL™ produzida pelo isolado
AJ. As menores atividades foram 0,40 e 0,30 U.mL™ em bagaco de cana e
farelo de trigo, respectivamente, pelo isolado TV.

Estudos feitos por Latif et al. (1995) em Aspergillus fumigatus e
Sporotrichum thermophile, ambos cultivados em residuo de grama como fonte
de carbono, produziram B-glicosidase com 0,14 e 0,47 U.mL * de atividades,
respectivamente. Em meio contendo bagaco de cana como fonte de carbono,
esses autores encontraram atividades ainda menores.

Bisaria et al. (1997) encontraram maxima atividade para B-glicosidase
0,60 U.mL™, apés 15 dias de cultivo, por Pleurotus sajor-caju cultivado em

palha de arroz.
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Jorgensen e Olsson (2006), na producdo de [-glicosidase por P.
brasilianum IBT 20888, cultivados em meio contendo fonte de carbono celulose
pura, alcancaram um pico de 2,2 U.mL™, na mistura de xilana oat spelts, xilana
birchwood e celulose pura 2,6 U.mL™; e em madeira da prucia pré-tratada com
explosdo a vapor 3,5 U.mL™, apés sete dias de cultivo.

Rodrigues (2009), estudando a producdo de enzimas por duas espécies
de Aspergillus e um Penicilium, nas mesmas condi¢gdes de cultivo do presente
trabalho, encontraram que o fungo A. niger LTB e A. glaucus LTB apresentaram
baixas atividades de [-glicosidase, quando crescidos em meio contendo
bagaco de cana como fonte de carbono, tendo picos de atividades de
0,00 UmL? no décimo primeiro dia e de 0,03 U.mL™ no quinto dia

respectivamente.

3.3.4 Celobiase

As atividades de celobiase foram induzidas com maior eficiéncia no meio
contendo farelo de trigo como fonte de carbono, quando comparadas ao bagaco
de cana nas mesmas condi¢cdes de cultivo. A maior atividade de celobiase
0,60 U.mL™ foi detectada pelo isolado T02 em meio contendo farelo de trigo,
enquanto em bagaco de cana foi 0,15 U.mL™. A maxima atividade de celobiase,
0,20 U.mL™, em meio contendo bagaco de cana, foi produzida pelo isolado TH.

De Marco et al. (2003), produzindo enzimas hidroliticas do fungo
Trichoderma harzianum 39.1, cultivado em meio contendo celulose
microcristalina como fonte de carbono, encontraram a méaxima atividade de
0,62 U.mL™. No estudo de Chandra et al. (2009), durante a producdo de
celulases por mutante de Trichoderma citrinoviride, obtiveram-se as atividades
de 1,94 U.mL™,
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Tabela 6 - Atividades de enzimas hemiceluloliticas (U.mL™® produzidas pelos
fungos Aspergillus japonicus, Penicilium citrinum, Penicilium
chrysogenum e Trichoderma spp., cultivados em meio liquido
contendo farelo de trigo como fonte de carbono

Atividade de Hemicelulases (U.mL™)

Fungos Xilanase Xilosidase Mananase aGalactosidase
PC 23,10°+0,4 0,09°+ 3E-04 ns 0,76+ 2E-02
PT 11,10 %+ 0,1 0,03°+ 4E-05 ns 0,60"+ 2E-03
AJ 49,20°+ 0,8 0,09°+ 2E-04 ns 0,12°+ 4E-05
TH 96,60 *+ 13 0,24°% 1E-04 0,60"+2-02 0,20"%+ 2E-02
TV 127,20°+0,9 0,30"%+ 9E-04 0,40"%+ 1E-02 0,80% 3E-03
To1 57,20 °+ 0,7 0,06°+ 1E-03 0,60"°+ 1E-03 0,20°+ 2E-03
TO2 93,80 %+ 4,2 0,20°+ 2E-03 1,30°+ 1E-02 0,30+ 9E-04
TO3 155,60 °+ 2,4 0,08% 7E-04 0,83'*+ 8E-03 0,30+ 8E-04
TO4 48,00°+0,8 0,22"+ 4E-04 0,40+ 8E-03 0,20"+ 4E-04
TO5 59,80 **+ 0,6 0,22°+ 9E-05 0,40+ 1E-02 0,20"°+ 8E-05
TO6 95,80%+ 0,8 0,20+ 1E-03 0,80"%+ 3E-03 0,20"%+ 1E-03
TO7 57,20 £ 0,3 0,16+ 5E-04 0,50'%+ 5E-03 0,12% 2E-02
TO8 62,40 *£ 0,5 0,06°+ 1E-03 1,00+ 1E-03 0,34'+ 1E-03
T09 94,40°+ 1,9 0,12°+ 4E-04 0,60"+ 4E-04 0,20°+ 2E-03
T10 122,40+ 2,5 0,20°+ 1E-03 0,80"+ 1E-02 0,34+ 7E-04

< O ndmero sobrescrito indica o dia em que se obteve o maior valor de atividade enzimatica
(niimero de dia variavel).

7

++ ns: valores nao-significativos.
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Tabela 7 - Atividades de enzimas hemiceluloliticas produzidas pelos fungos
Aspergillus japonicus, Penicilium citrinum, Penicilium chrysogenum
e Trichoderma spp. cultivados em meio liquido contendo bagaco de
cana como fonte de carbono

Atividade de Hemicelulases (U.mL™)

Fungos Xilanase B-Xilosidase Mananase a-Galactosidase
TH 62,00°+ 3,7 0,40" + 2E-04 0,20°+ 3E-04 0,04° + 4E-03
TV 32,00'+0,4 0,20 + 2E-02 0,04 + 1E-04 0,12+ 2E-03
TO1 46,00°+ 2,9 0,04°+ 1E-03 0,60° + 2E-03 0,03%+ 3E-04
TO2 70,00%+ 4,3 0,04" + 8E-04 0,80°+ 1E-03 0,02" + 3E-04
TO3 46,00°+ 3,1 0,01 + 1E-04 0,14°+ 1E-05 0,04° + 4E-03
TO4 30,00°+ 0,6 0,01*" + 8E-03 0,40° + 2E-03 0,01°+ 2E-05
TO5 28,00°+0,5 0,03°+ 1E-03 0,60°+ 3E-03 0,10° + 2E-03
T06 38,00°+28 0,01"° + 1E-03 0,04" + 5E-04 0,02° + 3E-04
TO7 32,00°+0,3 0,02" + 3E-04 0,40° + 2E-03 0,02°+ 3E-03
TO8 51,00"+ 1,8 0,04° + 1E-03 0,64° + 5E-03 0,03°+ 4E-04
TO9 50,00°+ 1,4 0,10" + 1E-03 0,60 + 4E-03 0,04 + 3E-05
T10 54,00"+ 3,5 0,22 + 2E-03 0,61"+ 1E-03 0,03°+ 1E-03

KD

< O numero sobrescrito indica o dia em que se obteve o maior valor de atividade

enzimética (nUmero de dia variavel).

3.3.5 Xilanase

As duas fontes de carbono analisadas induziram quantidades
extremamente altas de xilanase. Entretanto, as maiores atividades dessa
enzima foram obtidas, quando se utilizou o farelo de trigo como fonte de
carbono, destacando-se o isolado TO03, que produziu altas atividades de
xilanases 155,60 U.mL™, apos oito dias de cultivo (Tabela 6). Em média, a

producdo dessa enzima pelos 15 isolados analisados foi 76,92 U.mL™
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Considerando somente as cepas de Trichoderma spp., a menor atividade foi
48,00 U.mL™ para isolado TO4. Isso demonstra que o farelo de trigo, nas
condicBes de cultivos utilizadas, comprovou ser excelente indutor de xilanase
produzidas por fungos Trichoderma endofiticos.

Em meio contendo como fonte de carbono bagaco de cana, a maior
atividade de xilanase foi de 70,00 U.mL™ produzida pelo isolado T02 apés
quatro dias de cultivo, sendo a menor atividade 28,00 U.mL™ pelo isolado TO5.
Em média, encontrou-se 44,80 U.mL™, o que significa que o bagaco de cana
também € um excelente indutor de xilanase (Tabela 7).

Marques et al. (2003) analisaram o cultivo de duas cepas: Aspergillus
tereus 498 cultivados em xilana oat spelts como fonte de carbono e
Trichoderma viride cultivados em meio contendo fonte de carbono celulose
microcristaliana, ambos 0s meios na concentracédo de 4%. A maxima atividade
de xilanase foi 26,9 U.mL™ para a cepa Aspergillus tereus 498. O Trichoderma
viride produziu xilanase com maxima atividade 1,8 u.mL™.

No presente trabalho, o Trichoderma viride produziu xilanase com pico
de atividade 127,2 e 32 U.mL™, durante o cultivo em farelo de trigo e bagaco de
cana, respectivamente, na concentracao de 1%.

Qinnghe et al. (2004) estudaram a producao de xilanase em fermentacéo
liquida por Pleurotus ostreatus CY012. A maxima atividade de xilanase foi 24.98
U.mL™, obtida quando utilizaram a mistura contendo sabugo de milho e farelo
de trigo, ambas com a mesma concentracdo 2,5%. No entanto, Oliveira et al.
(2005) produziram xilanase, utilizando varios meios de cultivo (sabugo de milho,
casca de aveia, bagaco de cana, palha de trigo e casca de mandioca). Os
resultados mostraram que os melhores indutores de xilanases por Penicilium
janthinellum foram sabugo de milho 54,8 U.mL™ e casca de aveia 54,0 U.mL™.
As atividades xilanolitica em bagaco de cana e palha de milho foram 23,0 e
23,8 U.mL™?, respectivamente. Ndo houve resultado significativo quando se
utilizou a casca de mandioca.

Siqueira et al. (2010) estudaram 21 espécies de fungos filamentosos

cultivados no meio contendo fonte de carbono caule de bananeira e residuo de
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algoddo. A méaxima atividade encontrada foi 3,5 U.mL™ por Aspergillus terreus
em residuo de banana e 2,6 U.mL™ por Aspergillus oryzae em residuo de
algodao. No entanto, foram resultados extremamente inferiores, comparados

aos encontrados neste trabalho, conforme Tabelas 5 e 6.

3.3.6 B-xilosidase

Os dois meios utilizados induziram a producao de B-xilosidase. O isolado
TH destacou-se por produzir alta atividade de B-xilosidases em bagaco de cana
0,40 U.mL™ (Tabela 7). Em farelo de trigo, o TV produziu as maiores atividades
de xilosidase 0,30 U.mL™ (Tabela 6). Dentre os Trichoderma spp., destacou-se
o isolado T10, com maxima atividade 0,22 U.mL™ em bagaco de cana.

Lemos e Pereira (2002) avaliaram os efeitos da adicdo de xilose e
glicose, em diferentes concentragdes, na sintese de xilanase e [3-xilosidase por
Aspergillus awamori cultivado em bagaco de cana e observaram que a
producao de B-xilosidase foi estimulada; porém, isso ndo ocorreu, quando
baixos niveis de acucares foram utilizados (1 g de xilose ou glicose / 4 g de
bagaco de cana). Em estudos de Marques et al. (2003), foi analisado o cultivo
de duas cepas: Aspergillus tereus 498 cultivados em xilana oat spelts como
fonte de carbono e Trichoderma viride cultivados em meio contendo fonte de
carbono celulose microcristaliana. Ndo foi detectada atividade de xilosidase
para Aspergillus terreus, enquanto Trichoderma viride produziu B-xilosidase
com maxima atividade 0,53 U.mL™. Basaran e Ozcan (2007) cultivaram e
caracterizaram [-xilosidase de mutante Pichia stipitis em meio de cultivo
contendo xilana birchwood, aveia, e sabugo de milho. A maxima atividade

obtida foi 0,18 U.mL™ para todos os meios testados.
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3.3.7 B - mananase

O isolado TO2 apresentou a maior atividade de mananase, quando
cultivado em meio contendo farelo de trigo como fonte de carbono 1,30 UmL™,
apos 8 dias de cultivo (Tabela 6) e maior atividade em meio contendo bagaco
de cana, 0,80 U.mL™? apés 6 dias de cultivo (Tabela 7). Observou-se que a
producdo de mananase e obtencdo de picos de méximas atividades em meio
farelo de trigo foram superiores, comparado ao meio contendo bagaco de cana.

Lin e Chen (2004) testaram varias fontes de carbono para o cultivo de
Aspergilus niger para producdo de mananases (Locust bean gum, goma guar,
semente de coco e semente de coco desengordurada). A maior atividade
enzimatica foi proporcionada quando se utilizou a semente de coco
desengordurada 27 U.mL™, e esta foi dez vezes maior comparada & semente
de coco, quatro e cinco vezes maior que o meio contendo goma de alfarroba e
goma guar, respectivamente. Segundo esses autores, a relagdo entre manose e
galactose da goma de alfarroba e goma guar séo 1:4 e 2:1, respectivamente,
engquanto no coco desengordurado 14:1. Assim, o alto teor de galactomanana
foi o fator determinante para aumento da atividade de mananase. Siqueira et al.
(2010) estudaram 21 espécies de fungos filamentosos cultivados em meio
contendo como fonte de carbono caule de bananeira e residuo de algodao para
producdo de hemicelulose. A maxima atividade de mananase encontrada foi
0,455 U.mL™ por Emericella nidulans em residuo de algodao.

Em caule de bananeira, o Aspergillus siydowii produziu mananase com
maxima atividade 1,2 U.mL™. O Trichoderma harzianum produziu 0,095 e 0,002
U.mL? em residuo de algoddo e caule de bananeira, respectivamente. No
entanto, no presente trabalho, a méaxima atividade de Trichoderma harzianum
foi 0,60 e 0,20 U.mL™* em meio contendo farelo de trigo e bagaco de cana,

respectivamente.
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3.3.8 a-galactosidase

Para todos os fungos analisados, os niveis de a-galactosidase foram
maiores, quando se utilizou o farelo de trigo como fonte de carbono. O isolado
TV destacou-se por produzir a-galactosidase com melhores atividades,
comparado aos demais 0,80 U.mL™ em farelo de trigo e 0,12 U.mL™ em bagaco
de cana (Tabelas 6 e 7). Entre os Trichoderma spp. endofiticos, a maxima
atividade dessa enzima foi 0,34 U.mL™ em meio farelo de trigo produzido pelos
isolados TO8 e T10.

Jorgensen e Olsson (2006), no cultivo de P. brasilianum IBT 20888,
utilizando como fontes de carbono celulose microcristalina, obtiveram a maxima
atividade 0,7 U.mL™. No entanto, em mistura contendo 2,5% de celulose
microcristalina e xilana birchwood e oat spelt xylan, a maxima atividade de a-
galactosidase foi 1,5 U.mL™. Segundo os autores, o acréscimo de xilana
contribui para o aumento da atividade.
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4 CONCLUSOES

O cultivo em meio sélido, contendo bagaco de cana, induziu a producao
de celulases e hemicelulases. Dentre os quinze isolados analisados, o
TO2 foi 0 que apresentou maiores atividades para FPase, endoglicanase,
celobiase, e baixas atividades de (-glicosidase. O TO3 foi o isolado que

produziu maior atividade de B-glicosidase.

Quanto a producdo de hemicelulases, o isolado TO2 produziu altas
atividades de xilanase e mananase. As altas atividades de xilosidase e a-

galactosidase foram produzidas pelo isolado T03.

No cultivo submerso as celulases foram induzidas com mais eficiéncia
em meio contendo bagaco de cana comparado ao farelo de trigo. No
entanto, o meio farelo de trigo induziu altas atividades de hemicelulases

comparada ao bagaco de cana pela maioria dos fungos analisados.
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Os isolados TH, TO8 e T02, destacaram-se com picos de maximas
atividades para FPase, endoglicanase e B-glicosidase cultivado em meio
contendo bagaco de cana como fonte de carbono. No meio farelo trigo o
isolado AJ produziu altas atividades de FPase, endoglicanase e -
glicosidase. A atividade de celobiase foi produzida em maior quantidade

pelo isolado TO2.

Quanto as hemicelulases, todas as cepas produziram altas atividades de
xilanases, destacando o isolado TO3 em cultivo contendo farelo de trigo
como fonte de carbono. O isolado TV produziu maiores quantidades de
a-galactosidade e xilosidase, enquanto, TO2 produziu altas atividades de
mananase. Em meio bagaco de cana o isolado TO2 destacou-se por
produzir xilanases e mananases com altas atividades. As maiores
atividades de xilosidade e a-galactosidade foram produzidas pelos
isolados TH e TV, respectivamente.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DO POTENCIAL DE SACARIFICACAO DA CELULOSE
UTILIZANDO EXTRATOS SIMPLES E MISTURAS

1 INTRODUCAO

A hidrélise de material celulésico por celulases € uma abordagem
promissora para obtencdo de altos rendimentos de produtos organicos e
acucares, 0s quais sao matéria-prima para producado de biocombustiveis, como
o etanol de segunda geracéo, considerado de grande importancia quanto aos
aspectos econémicos e ambientais. No entanto, uma das maiores dificuldades
na implantacdo desse processo de bioconversao reside no alto custo das
enzimas, necessarias a sacarificacdo da celulose em acucares fermentaveis
(ADSUL et al., 2004; SINGH et al, 2009; NG et al., 2010).
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Trichoderma reesei e seus mutantes sdo os fungos ascomicetos mais
estudados, e € utilizado para a producdo comercial de hemicelulases e
celulases (JARGENSEN et al, 2003). Geralmente, os isolados de Trichoderma
sdo obtidos de solo ou residuo vegetal em decomposicdo. Raizes de plantas
representam um nicho ecolégico pouco pesquisado, que pode abrigar
microrganismos endofiticos. Esses microrganismos, que colonizam plantas,
requerem grande numero de enzimas hidroliticas para degradar a parede
celular (BISCHOFF et al., 2009).

O complexo celulolitico secretado por Trichoderma é formado por trés
componentes enziméaticos majoritarios, as endoglucanases, as
celobiohidrolases (exoglucanases) e as [-glucosidases. Essas enzimas,
individualmente, promovem alteracdes diferenciadas na estrutura da celulose,
mas, por apresentarem propriedades complementares, atuam sinergisticamente
na hidrélise ou sacarificacao da celulose (GUTIERREZ-CORREA et al., 1999).

A sacarificacdo da celulose € uma alternativa interessante para a
utilizacdo de biomassas residuais, como bagaco de cana, para producdo de
bioetanol (CAMASSOLA et al.,, 2004). Uma das formas de estudar as
propriedades da sacarificacdo € baseada na avaliacdo do potencial mecanismo
das celulases, assim como a comparacdo da capacidade hidrolitica dos
sistemas de enzimas celuloliticas de diferentes fontes (ORTEGA et al., 2001).

Os objetivos deste estudo foram utilizar isolados do género Trichoderma
spp. endofiticos isolados de raizes de orquideas, cultivados em residuos
vegetais, caracterizar bioquimicamente suas enzimas celulases. Também foi
avaliado o potencial de sacarificacdo dessas celulases, de forma simples ou

misturadas, sobre o substrato celulose.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos deste trabalho foram realizados no Laboratério de
Tecnologia Bioquimica, localizado no Centro de Ciéncias Bioldgicas I,
Laboratorio de Analises Bioquimicas, localizado no Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria/BIOAGRO, situados na Universidade Federal de

Vicosa, Minas Gerais.

2.1 Reagentes

Da Sigma Chemical Company (St. Louis, MO) foi obtido o reagente para-
nitrofenil-p-D-glicopiranosideo (pNPBGIc), celobiose foi adquirida da Sigma
Chemical Co. (Germany and USA). O bagaco de cana foi obtido em unidades
experimentais da Universidade Federal de Vigosa. O farelo de trigo adquirido no
comercio local.

Os demais reagentes utilizados para execucdo deste trabalho

apresentavam procedéncia e grau de pureza analitico.
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2.2 Microrganismo

Entre os fungos Trichodermas spp. cedidos pelo Laboratério de Micologia
do Departamento de Fitopatologia da UFV foram selecionados dois extratos, um
contendo o isolado TO2 e outro contendo o isolado TO8 sob diferentes
condi¢cbes de cultivo, pelo fato de serem as cepas que apresentaram maiores

atividades celuloliticas nos diferentes cultivos para o processo de sacarificacéo.

2.3 Cultivo e obtencéao de extrato

O meio de cultivo, para manutencdo os dois isolados de Trichoderma
spp., foi composto de (BDA) Batata Dextrose Agar, previamente autoclavado a
121°C por 20 min, incubado em temperatura ambiente por cinco dias,
posteriormente, mantido sob refrigeracdo a 4°C.

O meio mineral utilizado para cultivo e obtencdo de enzimas continha
0,7% de KH,PO4 0,2% de K;HPO, 0,01% de MgSO, 7H,0, 0,1% de
(NH4)2S0Oq4; 0,6% de extrato de levedura e 1% da fonte de carbono bagaco de
cana e farelo de trigo. Frascos de Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL do
meio mineral foram inoculados sob condi¢cdes assépticas, com 4 discos (8mm
de didametro), acondicionados em Shaker, a 28°C, sob agitacdo de 180 rpm,
sendo retirado um Erlenmeyer a cada 24 h, durante 13 dias. Posteriormente,
essas aliquotas foram filtradas em filtro de poliéster, e o sobrenadante foi

armazenado em freezer a -20 °C para andlise de atividade enzimatica.

2.4. Determinacéao das atividades

O ensaio para, B-glicosidase foi executado a partir da mistura de 325 uL
de tampéo acetato de sédio 50mM (pH 5,0), 50 puL do extrato enzimatico 125 pL
de pNPGIc 2 mM. A reagédo foi conduzida por 15 min a 40°C. A reacao foi

paralisada pela adicdo de 500 pL de uma solugcéo de Na,CO3 0,5 M. Os valores
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de absorbancia foram lidos a 410 nm em espectrofotometro. O ensaio para
endoglicanase consistiu em 50 pL do extrato enzimatico e 450 pL de uma
solucdo de carboximetilcelulose 0,625% (m/v), diluidos no mesmo tamp&o
citado acima. A reacédo foi conduzida por 60 min a 50°C, e paralisada com a
adicdo de 500 pL do reagente DNS (Miller, 1956). Os valores de absorvancia
foram tomados a 540 nm e convertidos em quantidade de acUcar redutor
produzido, uma curva padrédo construida com 0-2 pmoles de glicose a partir de
uma solucdo padrdo de concentracdo 1 g/L. A atividade de celulase total
(FPase) foi determinada segundo Ghose (1987), utilizando como substrato
papel de filtro Whatman n°1 (1x5cm, 40 mg) incubadas a 50°C com 1,450 mL
de tampéo acetato 50 mM pH 5,0 e 50 yL do extrato enzimatico. Apds 60 min
de incubacao, a hidrolise foi interrompida com 1 mL de DNS e seguiu-se a
quantificacdo pelo método descrito anteriormente.

Para o ensaio da celobiase foram utilizados 20 pL do extrato enzimatico,
480 uL de celobiose 8mM (em tampéo acetato de sédio 50mM, pH 5,0) por 30
min a 50°C. A reacdo foi paralisada pela imersdo dos tubos de ensaios em
agua fervente por 5 min, resfriada em banho de gelo. Ao final dessa etapa,
0,5 mL do reativo de glicose oxidase foi adicionado a reagdo. A mistura foi
incubada a 37 °C, por 15 min (BERGMEYER e BERNT, 1974). Os valores de
absorbancia foram tomados a 510 nm e convertidos em teores de glicose,
utilizando-se uma curva padréo construida com 0 — 0,15 pmoles de glicose.

Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 pmol de produto por minuto, sob as condicGes de

ensaio.
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2.5 Caracterizacao enzimatica

2.5.1 Efeito do pH

Foi avaliada a influéncia do pH sobre a taxa de hidrélise das enzimas
endoglicanases, celobiase e celulase total. As atividades enziméticas foram
determinadas em uma faixa de pH variando de 2,5 a 8,0. Para a determinacéo
dos valores de pH Otimos para essas enzimas, a mistura de reacdo e as
condicBes de ensaio foram as mesmas descritas no item 2.4, exceto que 0s
ensaios foram realizados em diferentes valores de pH, utilizando-se tampoes
citrato-fosfato (McILVAINE, 1921).

2.5.2 Efeito da temperatura

A influéncia da temperatura sobre a taxa de hidrélise das enzimas
endoglicanases, celobiase e celulase total foram avaliadas. Para a
determinacao das temperaturas Otimas dessas enzimas, a mistura de reacéo e
as condicGes de ensaio foram as mesmas descritas no item 2.4, exceto que os
ensaios foram conduzidos em diferentes temperaturas, entre 20 e 80° C em
pH 5,0.

2.5.3 Andlise de termoestabilidade

Para determinacao da termoestabilidade, os extratos enzimaticos foram
pré-incubados em vérias temperaturas (endoglicanases: 40, 45 e 50 °C, FPase:
45, 50 e 55 °C, celobiase: 45, 50 e 55 °C), em tampé&o acetato de sédio 50mM,
pH 5,0. A atividade residual foi determinada usando ensaio padrdo como
descrito no item 2.4. Os valores de meia-vida das celulases foram calculados a
partir do ajuste de uma equacéo, utilizando-se o programa Sigma Plot®, versao
9.0.
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2.6 Sacarificacao da celulose avicel

Para sacarificacdo da celulose, foram utilizados os extratos fungicos
produzidos por Trichoderma sp. T02, cultivado em bagaco (C011), Trichoderma
sp. TO2, cultivado em farelo de trigo (C012) e Trichoderma sp. T08, cultivado
em bagaco (C013). Os extratos C011, C012 e C013 foram centrifugados 10.000
X g por 10 min a 4 °C, e o sobrenadante foi concentrado em célula de
ultrafiltracdo, utilizando-se uma membrana de exclusédo de 10 kDa. Os extratos
concentrados C011, C012 e C013 foram utlizados para o preparo dos
coquetéis enzimaticos C014 (T2T + T02), C015 (T02 + T08), C016 (T2T + T08)
e C017 (TO2 + T2T + T08).

Os ensaios para hidrélise da celulose foram realizados em frascos
Erlenmeyer de 50 mL, contendo 0,5 g de substrato celulose Avicel, 5 mL de
tampdo acetato de sédio 100 mM, pH 5, 1 mL cloridrato de tetraciclina
100pg/mL (para impedir contaminacdo por outros microrganismos), e volumes
variando de 0,4 a 1,6 mL de extratos enzimaticos C011l, C012 e CO013
correspondentes a 2,5 FPU (unidades de papel de filtro); 1,25 e 0,83 FPU para
as misturas binarias e ternaria, respectivamente. O volume final das misturas de
reacao foi completado para 10 mL com agua destilada. Os Erlenmeyers foram
mantidos em Shaker, a 28 °C, sob agitacdo de 150 rpm, por 9 horas. Os
controles dos experimentos foram realizados, como descrito, substituindo o
extrato enzimético por 4gua destilada. Em intervalos de 1,5 horas, aliquotas de
0,5 mL foram coletadas, submetidas a fervura por 5 min para paralisacdo da
reacdo, resfriadas e centrifugadas a 10.000 x g/ 5 min, para remocao dos
sélidos residuais. Os contetudos de acucar redutor e glicose formados foram
determinados no sobrenadante. As velocidades de sacarificacdo foram
mensuradas por meio da quantificacdo do acucar redutor e glicose formadas
por minuto. Para avaliar a eficiéncia dos extratos e das misturas enzimaticas em
promover a sacarificacdo da celulose, todos os ensaios continham o mesmo
valor de atividade de FPase, 5.0 FPU/g de celulose. Todos os ensaios foram

conduzidos por nove horas, a 40°C e em pH 5.0.
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2.7 Determinacéao de acgucar redutor e glicose

O ensaio para acucar redutor foi conduzido a partir de uma mistura
contendo 0,5 puL de meio reacional e 0,5 pL de DNS, homogeneizada em vortex
e fervida por 5 min. A quantificacdo do agucar redutor foi realizada através de
uma curva de calibragdo, construida com 0-2 pmoles de agUcar redutor a partir
de uma solucédo padréo de 1 g/L de glicose (MILLER, 1956). Para determinacéo
do conteudo de glicose, utilizou-se o método da glicose oxidase. Nessa etapa,
na solucdo contendo 0,5 pL de mistura de reacéo, foi adicionado 0,5 mL do
reativo de glicose oxidase. A mistura foi incubada em banho-maria, a 37 °C,
durante 15 min (BERGMEYER e BERNT, 1974). Os valores de absorbancia
foram tomados a 510 nm e convertidos em concentracdo de glicose, utilizando-

se uma curva padrao construida com 0 — 0,15 pmols de glicose.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producéao de enzimas

Os isolados que produziram maiores atividades de celulases, CO011,
C012 e C013, foram usados para preparacdo das misturas enzimaticas e as
atividades de celulase estdo apresentadas na Tabela 1. O extrato CO015
apresentou maior atividade de endoglucanase (5,25 U.mL™) enquanto C013 a
maior atividade de B-glucosidase (4,10 U.mL™), o extrato C012 apresentou
maior atividade de cellobiase (2,28 U.mL™).

Houve aumento significativo das atividades de endoglicanases pelo
extrato C012, quando estas foram acrescidas de outros extratos com altas
atividades dessa enzima. Essas respostas sugerem que a deficiéncia de
atividades de endoglicanases tenha sido superada pelas altas atividades dessa
enzima contida nas outras culturas isoladas.

Segundo Ortega et al. (2001), a acdo sinérgica entre as endoglicanases
e exoglucanases, durante a hidrélise da celulose, e formacao de glicose pela
celobiase deve ser continua e simultdnea, necessitando, assim, de um

complexo enzimético mais estavel, consequentemente mais eficiente.
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Tabela 1 - Atividades enzimaticas dos extratos concentrados simples ou
misturados de culturas de Trichoderma spp.

Atividade enzimatica U.mL™

Cultura Extrato
B-glicosidase Celobiase Endoglicanase FPase

T02 co11 2,15+ 0,06 0,91 £ 0,03 4,14 £ 0,37 1,77 +0,31
T2T Co12 1,83+0,17 2,28 £ 0,03 2,00 £ 0,04 1,16 £ 0,08
TO8 Co13 4,10 + 0,02 1,17 £ 0,04 5,24 + 0,19 1,80+ 0,23
T2T + T02 Co14 2,89+0,18 1,51 +0,07 4,21 +£ 0,07 1,86 + 0,06
TO2 + TO8 C015 1,84 +0,20 1,04 £ 0,04 5,25+0,12 1,78 £ 0,09
T2T + T0O8 Co16 2,53+ 0,09 1,44 +£0,03 3,74+0,14 2,00+0,12
TO2 + T2T + T0O8 Cco17 2,73+0,04 1,39+ 0,05 4,47 £ 0,31 1,52+ 0,02

3.2 Caracterizacdo enzimatica

3.2.1 Efeito do pH sobre as atividades das enzimas celulases

As endoglucanases presentes nos extratos C011, C012 e CO013,

mostraram alta atividade na faixa de pH 3,5-5,5, mantendo acima de 80% de

sua maxima atividade. Maior atividade de endoglucanase nesses extratos foi

detectada em pH 4,5 (Figura 1A). O carater acido dessa enzima foi relatado por
(BUSTO et al. 1996, DUTTA et al. 2008, GAO et al., 2008, e LEE et al. 2010).

58



1CD— /‘Q
/: L N A
. \
< ] Ll
S— &)_
<
= ]
& 401
] d 3.
g <
5 | rE Ry
o) ~4-4
O 1 2 3 4 5 6 7 8
pH
1004 A-ARG
Aﬁ/:/ \ B
<~ 801 I/L
O\O - 4
E 60+ oﬁ/ y
& ol 2/‘ N A
-4 é\L
% ' * LR
= 201
b2 o ]
0 T
o 1 2 3 4 5 6 7 8
pH
100-
Vi
C
80, b

Advidede Relaiva (%)
8
=
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A maxima atividade de FPase na cultura C011 foi detectada em pH 5,5,
enquanto os extratos C012 e C013 apresentaram maxima atividade em pH 5,0.
O extrato C013 manteve 62% e de sua atividade maxima em uma faixa de pH
3,5-6,5 (Figura 1B). Resultados semelhantes foram observados para Fpases de
Penicillium SP. (CASTELLANOS et al., 1995). Entretanto, estudos de DUTTA
et al. (2008) mostram maxima atividade em pH 6,5 produzida por Penicillium
citrinum. O fungo Aspergillus niger LTB produziu FPase com maxima atividade
em pH 4,0 (RODRIGUES, 2009).

Grande parte das celobiases fungicas apresentam pH 6timos na faixa de
4,0 a 6,5 (BHATIA et al., 2002). As celobiases produzidas pelos extratos C011,
C012 e CO013 apresentaram méaximas atividades em pH 5,0. (Figura 1C). O
carater 4cido das celobiases produzidas por varios fungos foram descritos por
outros autores (GAO et al., 2008; NG et al., 2010).

3.2.2 Efeito da temperatura sobre as atividades das enzimas celulases

Os efeitos da temperatura sobre a atividade das celulases foram
analisados a partir de 20°C até 80°C. As endoglucanase presentes nos extratos
C011, C012 e C013 mostraram atividades méximas em 55°C (Figure 2A). A
méaxima atividade de endoglucanase de Trichoderma reesei foi detectada a
60°C (BUSTO et al., 1996), enquanto endoglucanases produzidas por fungos do
genero Peniclillium mostraram atividades maximas de 60 a 70 °C (DUTTA et al.,
2008; LEE et al., 2010) respectivamente.

As FPases presentes em C011, C012 e C013 exibiram maxima atividade
a 40°C. O extrato C012 manteve acima de 50% de sua atividade maxima a
75 °C (Figura 2B). Nos trabalhos de Castellanos et al. (1995), a maxima
atividade de FPase produzida por Penicillium sp. variou entre 50 e 55°C,
enquanto Dutta et al. (2008) encontraram maxima atividade em 60 °C de FPase

produzidas por Penicillium citrinum.
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Os extratos C011 e C012 apresentam celobiases com maxima atividade a
65°C. No entanto, a 70°C, a celobiase do extrato C011 manteve apenas 20%
da sua atividade maxima, enquanto a celobiase de C012 manteve acima de
75% de sua atividade nessa mesma temperatura. A temperatura Otima para
atividade de celobiase presente no extrato C013 foi 55°C (Figura 2C).
Temperaturas Otimas para atividade de celobiases fangicas foram descritas
entre 40 e 50 °C (BHATIA et al., 2002; KARNHANATAT et al., 2007).

Rodrigues (2009) verificou que celobiase produzida por Aspergillus niger
LTB apresentou maior atividade a 50°C, ao passo que Chen et al. (2010) por
Penicillium decumbens; Ng et al. (2010) por Penicillium citrinum produziram
celobiase com maxima atividade a 70°C. Resultado adverso foi obtido por
Ghorai et al. (2010), ao verificarem que a celobiase produzida por
Termitomyces clypeatus é totalmente inativa a 70°C e exibe sua atividade

maxima na temperatura de 55 °C.

3.2.3 Estabilidade térmica de endoglicanase

As endoglucanases dos extratos C012 e CO011 mantiveram,
respectivamente, 70 e 50 % de sua atividade original, ap6s pré-incubacao por 6
horas a 40°C. A endoglicanase presente em C013 manteve mais de 50% de
sua atividade apds pre-incubacdo por 60 min a 40 °C (Figura 3A). A
endoglucanase presente no extrato C012 apresentou meia vida de 216 min a
45°C, enquanto, as endoglucanases dos extratos CO11 e C013 apresentaram
valores de meia vida de 65 e 11 min, respectivamente (Figura 3B). A
endoglicanase presente no extrato C012 manteve mais de 55% de sua
atividade original apos pré-incubacdo por 60 min a 50°C (Figura 3C). No
entanto, no mesmo periodo, as enzimas presentes nos extratos C011 e C013
perderam totalmente suas atividades. Endoglucanase de Penicillium citrinum
manteve 90% de sua atividade quando incubada por 2 horas a 50°C
(MARQUES et al., 2003).
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3.2.4 Estabilidade térmica sobre atividade de papel de filtro - FPase

As FPases presentes nos extratos C011, C012 e C013 mantiveram de 95
a 100% de atividade nos 15 min iniciais a 45 °C. Apdés 20 min, a FPase
produzida por CO11l e C012 mantiveram 64% de sua atividade em 1 hora,
enquanto a cultura C013 manteve 53%. A 45 °C, a meia vida das FPases dos
extratos CO11, C012 e CO13 foram de 100, 106 e 65 min, respectivamente
(Figura 4A). Nas temperaturas de 50°C e 55 °C, em apenas 15 min, a FPase
produzida por C013 perdeu totalmente a atividade e apés 30 min o C011
também perdeu totalmente sua atividade, enquanto as atividades produzidas
por CO012 manteve 57% e 49% por 1 hora, respectivamente (Figuras 4B e 4C).

Trabalho realizado por Camassola et al. (2004) mostrou que as FPase
produzidas por Penicillium echinulatum perderam 50% da atividade em 1 hora
de incubacgdo, nas temperaturas de 45, 50 e 55°C, e ocorreu perda mais
acentuada a 60°C. No entanto, a 50°C, as FPase de Penicillium citrinum
mantiveram atividades acima de 90% em uma hora de incubacdo (DUTTA et
al., 2008).
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3.2.5 Estabilidade térmica de celobiase

Na temperatura de 45°C, a celobiase presente no extrato C012 manteve
mais de 90% de sua atividade original 2 horas, e perdeu apenas 38% da
atividade apos 4 horas de incubacdo. O valor da meia vida da celobiase
presente no extrato C012 foi de 288 min enquanto para o extrato C011 de 192
min. A celobiase presente no extrato C013 perdeu totalmente sua atividade
quando incubada por apenas 15 min a 45 °C (Figura 5A). Na temperatura de
50°C, C011 e C012 mantiveram 78% e 56% de sua atividade em uma hora
(Figura 5B). A 55°C houve perda de 55% das atividades originais de celobiase
produzidas por C011 e CO012, (Figura 5C). A celobiase produzida pelo
Penicillum decumbens manteve 96% de sua atividade apds pre-incubacéo a
50°C por 12 horas (CHEN et al., 2010) enquanto que de celobiase produzida
pelo Penicillium citrinum decresce rapidamente na temperatura de 60 °C em
uma hora (NG et al., 2010).
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3.3. Sacarificacado da celulose avicel

3.3.1 Producéao acucar redutor por tempo de sacarificacao

O complexo celulolitico do extrato C013 demonstrou maior eficiéncia na
producdo de acucar redutor total a partir da sacarificagdo da celulose, 0,34
pmol/min, quando comparado as demais preparacdes (Tabela 2 e Figura 6). A
menor velocidade de sacarificacdo foi 0,08 pumol/min de acucar redutor
produzido no ensaio catalisado pelo complexo do extrato C012. Esse resultado
pode estar relacionado as baixas atividades de endoglucanase presentes no
extrato C012 (Tabela 1). A alta atividade de celobiase presente no extrato C012
nao foi suficiente para aumentar a producéo de acgUcar redutor, uma vez que a
hidrélise da celulose requer a acdo inicial das endoglucanases, predispondo
esse novo substrato a acdo das celobiases. Provavelmente, as altas atividades
de endoglucanases presentes no extrato C013 favoreceram o seu melhor

desempenho durante a sacarificacao.

Tabela 2 — Velocidade de producdo de acucar redutor e glicose a partir da
sacarificacdo da celulose pelos sistemas enzimaticos das culturas
de fungos do género Trichoderma spp.

Extratos AcuUcar Redutor Total Glicose

Vo [pumol/min] Vo [umol/min]
C011 0,24 0,23
C012 0,08 0,08
C013 0,34 0,24
Cco14 0,24 0,21
C015 0,32 0,24
CO016 0,24 0,21
Cco17 0,26 0,25
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Acucar Redutor [umol]

Por outro lado, o extrato C017 apresentou uma velocidade trés vezes
maior, comparado ao extrato C012 (Tabela 2 Figura 6). O extrato C012
apresentou baixas atividades de endoglucanase, comparada a C011 e C013
(Tabela 1). Tal fato sugere que a adicdo de enzimas endoglucanase, dos
extratos CO11 e C013 ao extrato C012 supriram a deficiéncia quanto a atividade
dessas enzimas. Provavelmente, isso permitiu aumento do sinergismo
enzimatico, de forma a melhorar o desempenho durante a sacarificacdo da

celulose.
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Figura 6 — Velocidade de producdo de acucar redutor (A) e glicose (B) a partir
da sacarificacdo da celulose pelos sistemas enziméticos (m) C011
(0)C012 («)C013( YCO014 (¢)C015 (QC016(w)C017.

3.3.2 Producéao de glicose por tempo de sacarificagéo

Os extratos enzimaticos, simples ou combinados, foram empregados em
um ensaio de sacarificacdo, utilizando celulose Avicel como substrato. A
eficiéncia dos extratos foi avaliada pela mensuracéo das taxas de formacéao de

glicose e acucar redutor no meio reacional (Tabela 2 e Figura 6). Mesmo tendo
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sido utilizada a mesma carga enzimatica (5 FPU/g) em todos o0s ensaios, foi
observado que as taxas de formacéo de glicose e acucar redutor apresentaram
variacbes indicando que os diferentes extratos e suas misturas possuem
propriedades que alteram o processo de sacarificacao da celulose.

Apesar de o extrato C012 conter a maior atividade celobiasica, as
menores taxas de formacdo de produtos foram observadas no ensaio contendo
somente este extrato enzimatico. Tal fato pode ser justificado pela baixa
atividade de endoglicanases presente no extrato C012 evidenciando o
sinergismo dos grupos de celulases no processo de converséo da celulose em
glicose.

Os extratos C013, C015 mostraram desempenho semelhantes para a
formacéo de glicose, sendo observada a taxa de 0,24 umol.min™, uma unidade
menor comparado ao extrato C017. Uma possivel explicagdo pode estar
relacionada ao fato de os extratos C013 e C015 possuirem alta atividade de
endoglicanases, contrastando com as menores atividades de celobiases
(Tabela 1). Esse contraste pode ser o limitante para a formacdo do produto
final, uma vez que as celobiases estao envolvidas no ultimo passo do processo

de formacé&o de glicose a partir de celulose.
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3.5 CONCLUSOES

O extrato C013 apresentou altas atividades de [-glicosidase,
endoglicanase, FPase e baixa atividade de celobiase. O extrato C012
apresentou a maior atividade de celobiase e as menores atividades para

as outras celulases.

Quanto as misturas, o extrato C014 destacou-se por apresentar altas
atividades de celobiase e B-glicosidase. O C015 para atividade de

endoglicanase, o extrato C016 para atividade de FPase.

As endoglicanases, FPases e celobiases presentes nos extratos (C011,
C012 e C013) mostraram altas atividades em pHs acidos variando de 4,5
a 5,5 e temperaturas 6timas variando de 40°C a 65°C.

O extrato C012 destacou-se por apresentar alta termoestabilidade para
endoglicanase, FPase e celobiase, apresentando valores de meia vida a

45°C. 216 min, 106 min e 288 min, respectivamente.
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O extrato C013 apresentou maior velocidade producéo de acucar redutor
total durante a sacarificacdo da celulose, com velocidade de 0,34

pmol/min. O extrato C012 foi o menos eficiente, 0,08 p.mol/min.
Os extratos C017 apresentou uma taxa de 0.25 u.mol.min-1 para a

formacéo de glicose, cerca de 3 vezes maior comparado ao C012, ndo

observando significativas diferengcas em relagcdo aos outros extratos.
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