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APRESENTACAO

A colecao “Topicos Multidisciplinares em Ciéncias Bioldgicas” € uma obra composta
por estudos de diferentes areas das ciéncias biologicas e da saude. A obra foi ampliada e
recebeu mais 47 capitulos distribuidos em trés volumes. Os e-books foram organizados
por trabalhos resultantes de pesquisas, ensaios teodricos e vivéncias dos autores.

As ciéncias biologicas englobam areas do conhecimento relacionadas as ciéncias
da vida e incluem a biologia, a saude humana e a saude animal. Nesta obra, apresento
textos completos e atuais sobre estudos desenvolvidos durante a formacéo académica
ou na pratica profissional. Os autores séao filiados a diversos cursos de graduacéo e de
pbs-graduacdo em ciéncias biologicas, saude, tecnologia e areas afins.

Em seus 15 capitulos o volume 3 aborda, de forma categorizada, os trabalhos de
pesquisas e revisdes narrativas ou ensaios teoricos que transitam nos varios caminhos
da atuac&o em ciéncias biologicas e areas correlatas. Neste volume vocé encontra textos
sobre biologia celular e molecular, microbiologia, meio ambiente e muito mais.

Espero que as experiéncias compartilhadas neste volume contribuam para o
enriqguecimento de novas praticas profissionais com olhares multidisciplinares para as
ciéncias bioldgicas e suas areas afins. Agradeco aos autores que tornaram essa edi¢cao
possivel e desejo uma 6tima leitura a todos.

Edson da Silva
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CAPITULO 6

PRODUCAO DE UM CONSORCIO ENZIMATICO
VISANDO OBTENCAO DE ETANOL 2G A PARTIR DO

Data de aceite: 01/07/2020
Data de submissdo: 03/04/2020

Ignacio Martins Pinho

Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirao Preto, USP-RP, Departamento de
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Ana Silvia de Almeida Scarcella
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RESUMO: Com a crescente busca por fontes
alternativas de energia, o bagaco da cana, por
ser um residuo agroindustrial rico em celulose
e hemicelulose, é apontado como uma fonte
potencial paraproducaodebioetanol. Entretanto,
a producdo a niveis industriais de etanol de
segunda geracgao ainda nao é economicamente
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BAGACO DE CANA

viavel devido ao alto custo do processo. Nesse
contexto, este trabalho teve como objetivo
um aumento da eficiéncia de uma das etapas
deste processo: a sacarificacdo do bagaco
da cana realizada por enzimas originarias
dos fungos filamentosos Trichoderma reesei
RP98 e Mycothermus thermophilus. Foram
analisadas a capacidade destes fungos de
produzir as enzimas endoglucanase, xilanase,
celobiohidrolase, B-glucosidase e pectinase a
partir de dois substratos diferentes, sabugo e
palha de milho. Para cada enzima produzida,
foi feita a caracterizacédo de temperatura e pH
6timos. Os dois fungos apresentaram resultados
promissores, com destaque para a producao
de enzimas por Trichoderma reesei em sabugo
de milho e para a producdo de enzima por
Mycothermus thermophilus em palha de milho.
Entretanto, a producdo de enzimas ainda pode
ser melhorada e estudada em fungéo de outros
fatores. O projeto foi realizado no Laboratorio de
Microbiologia e Biologia Celular da Faculdade
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto
sob orientac&o da Profa. Dra. Maria de Lourdes
Teixeira de Moraes Polizeli e co-orientacédo da
doutoranda Ana Silvia de Almeida Scarcella.
PALAVRAS-CHAVE: Trichoderma reesei
RP98, Mpycothermus thermophilus, Coquetel
Enzimatico, Biomassa Lignocelulésica e
Caracterizacao.
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PRODUCTION OF A ENZIMATIC CONSORTIUM AIMING 2G ETHANOL OBTAINMENT
FROM SUGARCANE BAGASSE

ABSTRACT: With the emerging search for alternative sources of energy, sugarcane
bagasse, for being an agroindustrial residue rich in cellulose and hemicellulose, is pointed as
a potential source for bioethanol production. However, second generation ethanol production
at industrial levels is yet to become economically viable due to the high cost of the process. In
this context, this work aimed to increase the efficiency of one of the steps in this process: the
saccharification of sugarcane bagasse performed by enzymes originated from the filamentous
fungi Trichoderma reesei RP98 and Mycothermus thermophilus. The capabilities of this fungi
to produce the enzymes endoglucanase, xylanase, cellobiohydrolase, B-glucosidase and
pectinase using two different kinds of substrate, corn cob and corn straw, were analyzed.
For each enzyme produced, the optimal temperature and pH were characterized. Both fungi
presented promising results, highlighting the enzyme production from Trichoderma reesei
cultivated in corn cob and the enzyme production from Mycothermus thermophilus cultivated
in cron straw. Nonetheless, it is possible to increase and study furthermore the enzyme
production considering other factors.

KEYWORDS: Trichoderma reesei RP98, Mycothermus thermophilus, Enzymatic Cocktail,
Lignocellulosic Biomass and Characterization.

11 INTRODUCAO

O predominio de combustiveis fosseis na matriz energética mundial desde o inicio da
era moderna é tido como responsavel pelo aumento na concentragdo de CO, na atmosfera
e, consequentemente, pelas mudancas climaticas ao redor do globo. Neste cenério,
fontes de energia renovaveis séo vistas como alternativa aos derivados do petréleo. O
bioetanol brasileiro produzido a partir da cana-de-agucar € uma das opc¢des consideradas
viaveis, embora ainda nao tenha atingido seu potencial maximo. Os abundantes residuos
lignoceluldsicos, como o bagacgo da cana-de-agucar, sao possiveis fontes para a producao
de bioetanol e sua conversdo em biocombustiveis tornaria a producdo mais eficiente
(SOCCOL et al., 2010; GRAY; ZHAO; EMPTAGE, 2006; SHIELDS; BOOPATHY, 2011).

O cultivo de cana-de-acucar e a produgao agucareira acompanham o desenvolvimento
da histéria do Brasil desde meados do século XVI, representando, por muito tempo, o
produto mais importante para a economia brasileira. Com a transicdo para uma economia
mais complexa e diversificada, e também em funcéo de situagdes do mercado internacional,
a cana-de-acucar perdeu espaco para outros produtos (FURTADO, 2005). Em 1973,
a crise do petroleo fez surgir um interesse no desenvolvimento e producdo de fontes
alternativas de energia ao redor do globo. O governo brasileiro, entdo, langcou em 1975
um programa chamado ProAlcool, que visava aumentar a producédo de etanol através de
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diversos incentivos e subsidios. Nesta época o etanol era adicionado a gasolina em uma
proporcédo de até 22%. Foi somente a partir de 1980 que foram desenvolvidos motores
para automoveis que funcionavam inteiramente a base de etanol e por volta de 1991 ja
havia, aproximadamente, 3,5 milhées de automéveis movidos a alcool no Brasil, enquanto,
na mesma época, havia por volta de 4,5 milhdes de automéveis movidos a gasolina
misturada com etanol (NITSCH, 1991). No cenario atual, o Brasil € o maior produtor de
cana-de-agucar no mundo e o segundo maior produtor de bioetanol, somente atras dos
Estados Unidos (SALES-FILHO et al., 2017), cultivando 620 milhdes de toneladas de
cana-de-acucar na safra de 2018/2019 numa éarea de aproximadamente 10,2 milhdes
de hectares (2017), sendo 53.7% da producédo vinda do Estado de S&o Paulo e 92.3%
da Regidao Centro-Sul. No mesmo periodo a produc¢do de etanol no Brasil atingiu 33
milhdes de m3, sendo 93.5% deste total produzido da Regido Centro-Sul (MINISTERIO
DA AGRICULTURA, 2019; UNICA, 2019).

1.1 Variedade de cana-de-acucar

A cana-de-agucar é uma graminea do género Saccharum originaria do sul e sudeste
asiatico que é utilizada e cultivada ha milénios em regides como a india e a China. As
variedades de cana utilizadas comercialmente na atualidade sao originarias de selecdes,
cruzamentos entre diversas espécies de Saccharum e de varios melhoramentos
genéticos. Inicialmente foram cruzados individuos das espécies S. officinarum, ja utilizada
para cultivo, e a espécie selvagem S. spontaneum, com o objetivo de se conseguir uma
planta que fosse resistente e com alta producéo de acucar. Essas variantes foram, em
seguida, cruzadas entre si, o que levou a uma base genética relativamente pequena.
Para resolver este problema, foram realizados diversos cruzamentos entre estas plantas
com espécies selvagens como S. edule, S. barberi, S. sinese, S. robustum, S. officinarum
e S. spontaneum, com a duas Ultimas ainda sendo mais dominantes, em especial a
S. officinarum. As diversas variedades de cana-de-acgucar cultivadas atualmente séo,
portanto, chamadas de Saccharum spp. Estes cruzamentos e melhoramentos objetivavam
maior producéo de acucar (OKUNO, 2016).

No contexto atual da producdo de etanol surgiu a “cana energia”, oriunda de
cruzamentos entre variedades comerciais e S. spontaneum. Esta nova variedade vai
na contramao das outras variedades de cana cultivadas para fins alimenticios e tem
potencial para dar um novo impulso a producédo de biocombustiveis no Brasil. A cana
energia produz uma quantidade maior de biomassa em detrimento da producéo de agucar.
Produzindo cerca de 30% menos sacarose, ocorre um aumento de 100% na quantidade
total de biomassa, resultando em um incremento significativo de eficiéncia na produgcao
de etanol por hectare. Além disso, a cana energia é uma planta mais resistente do que as
outras variedades, podendo ser cultivada em locais anteriormente inviaveis para a cultura
(OKUNO, 2016; MATSUOKA et al., 2016).
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1.2 Producao de etanol 1g

Para se produzir etanol a partir da cana-de-agucar, a cana deve passar pela moagem.
Apo0s a trituragdo, sera extraido um caldo que representa 70% do volume inicial. O caldo
em seguida é fermentado por leveduras para obtencéo de etanol. A partir deste processo
€ obtido o etanol de primeira geracdo, oriundo dos agucares previamente disponiveis.
Os outros 30% do volume inicial compdem um residuo lignocelulésico denominado
bagaco, que é, atualmente, queimado para gerar energia elétrica para as usinas de etanol
(NOVACANA, 2018). Portanto, a producdo de etanol a partir do bagaco desfruta, em
principio, da disponibilidade de biomassa para ser transformada (SCARCELLA, 2016).

1.3 O bagaco da cana-de-acucar

A cana-de-agUcar tem sua massa seca composta por, em média, 36% de celulose,
28% de hemicelulose, 20% de lignina e 13% de outros compostos organicos (TEW,;
COBILL, 2008). A celulose é um composto polimérico linear formado por unidades de
D-glicopiranoses unidas por ligacdes glicosidicas 3-1,4, sendo a celobiose a sua menor
unidade repetitiva. Este polimero apresenta uma conformacéao cristalina, o que torna a
celulose resistente a acdo de microrganismos. A hemicelulose € também um composto
polimérico, porém heterogéneo e formado por unidades de D-xilose, L-arabinose,
D-manose, D-glicose, D-galactose e acucares acidos, contendo ramificagcées saindo da
cadeia principal de xilose, que também se mantém unida por ligagcdes glicosidicas 3-1,4.
E potencialmente possivel sacarificar tanto a celulose quanto a hemicelulose, obtendo-se
acucares que podem ser fermentados em etanol em larga escala. A lignina, entretanto,
consiste em uma cadeia irregular de compostos fendlicos: alcool cumarico, alcool
coniferilico e alcool sinapilico. Este polimero confere a parede celular vegetal resisténcia
a ataques microbianos, representando um empecilho a sacarificacédo e a fermentacao
(KUMAR; SINGH; SINGH, 2008; SCARCELLA, 2016).

A parede celular vegetal também é composta, em menores quantidades, pelo
heteropolimero pectina. A cadeia principal da pectina é formada por unidades de acido
homogalacturénico, podendo apresentar ramificacbes de ramnose, arabinose, xilose e
galactose. Além da pectina ser utilizada nas industrias alimenticia e téxtil, este polimero
pode ser hidrolisado e posteriormente fermentado, assim como a celulose e a hemicelulose
(BRUMMELL, 2006; KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).

1.4 Producao de etanol 2g

O etanol produzido a partir de residuos lignocelulésicos é conhecido como etanol de
segunda geracao. Para obter etanol destes residuos sao necessarias as seguintes etapas:
o pré-tratamento; a hidrolise; a fermentacdo dos acgucares derivados da sacarificagao
da biomassa; separagao e tratamento do liquido. Entretanto, apesar dos métodos para
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producgdo de etanol de segunda geracéo serem conhecidos, a tecnologia atual ndo permite
que a producao de etanol a partir de residuos lignocelulésicos seja economicamente viavel
(SOCCOL et al., 2010).

O pré-tratamento € fundamental para a conversdo de biomassa em etanol. Seu
objetivo é reduzir as interacbes entre os principais componentes da parede celular,
liberando a celulose e a hemicelulose para serem hidrolisadas e fermentadas sem que
substéancias inibidoras sejam formadas. Existem diversos tipos de pré-tratamentos como
lavagem alcalina ou hidrélise acida. Entretanto, o pré-tratamento mais utilizado para o
bagaco da cana é a explosao com vapor, que consiste na exposicdo da biomassa ao
vapor em alta pressédo e alta temperatura, com isso o vapor adentra o material vegetal
e se condensa, formando agua liquida. Em seguida ocorre uma subita descompressao,
levando a agua a rapidamente evaporar, desestruturando os componentes da parede
celular e tornando-os mais acessiveis para a sacarificagcédo (SOCCOL et al., 2010; TOME,
2014).

A hidrélise, ou sacarificacdo, consiste na quebra dos polimeros de celulose e
hemicelulose em pentoses e hexoses que podem passar por fermentacédo alcodlica. A
hidrélise pode ser quimica, sendo realizada por acidos ou bases, ou enziméatica, efetuada
por diversas enzimas oriundas de fungos filamentosos que atuam de forma sinérgica.
A hidrélise enzimatica € considerada mais limpa, pois o surgimento de compostos
inibidores do crescimento de leveduras é menor e, portanto, mais adequada a producao
(SCARCELLA, 2016).

Afermentacéo alcodlica é o processo a partirdo qual o etanol € obtido, sendo catalisada
por leveduras. Afermentacéo pode ocorrer de duas diferentes formas: separada da hidrolise
ou simultanea a hidrélise. A fermentacao separada leva a um acumulo de glicose, inibindo
a posterior atividade enzimatica, o que nao ocorre na hidrélise e fermentacéo simulténeas,
pois a glicose é prontamente convertida em etanol. Entretanto, na fermentag¢ao simultanea
a hidrélise nao é possivel que as condicdes 6timas de temperatura sejam atingidas para a
atividade enzimatica (~50 °C) e para a fermentacéo (~30 °C). Portanto ndo ha conclusbes
sobre qual método é mais eficiente (SOCCOL et al., 2010; SCARCELLA, 2016).

1.5 As enzimas fungicas

Para que a producédo de etanol de segunda geragdo torne-se economicamente
viavel e comece a ser realizada em escalas industriais, € necessario que um coquetel
enzimatico capaz de hidrolisar polimeros de celulose e hemicelulose de forma eficiente
seja desenvolvido. Isto representa um dos grandes desafios frente a producéo de etanol
de segunda geracao. Certos fungos filamentosos sdo capazes de produzir celulases e
hemicelulases e por isso ha uma grande quantidade de estudos relacionados a producao
de enzimas a partir de fungos como os do género Aspergillus, Trichoderma, Mycothermus,
entre outros (SCARCELLA, 2016; SHIELDS, BOOPATHY, 2010).
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As enzimas catalizadoras da hidrélise da celulose, conhecidas como celulases, sao
divididas em trés principais tipos: as B-glucosidases (EC 3.2.1.21), as endoglucanases
(EC 3.2.1.4) e as celobiohidrolases (EC 3.2.1.176, CBHI; EC 3.2.1.91, CBHII). Cada
uma dessas enzimas atua sobre uma area especifica das moléculas de celulose. As
endoglucanases, como o nome indica, clivam ligacées glicosidicas (-1,4 aleatérias
presentes no interior das cadeias de celulose. As celobiohidrolases, também conhecidas
como exoglucanases, rompem as ligagdes glicosidicas 3-1,4 presentes nas extremidades
das cadeias de celulose, sendo que a CBHI atua em extremidades nao redutoras, enquanto
a CBHII atua em extremidades redutoras. A acao desta enzima libera celobioses que, por
sua vez, sofrem a acéo de B-glucosidases, liberando glicose. As B-glucosidases também
sdo capazes de atuar sobre oligossacarideos compostos por até seis monémeros de
glicose (SCARCELLA, 2016; KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).

Sendo a hemicelulose composta por uma cadeia principal de xilose contendo diversas
ramificacdes com diferentes acucares, é necessaria a acao sinérgica de varias enzimas
que clivam as diversas ligacdes presentes neste heteropolimero. A enzima endo-$3-1,4-
xilanase (EC 3.2.1.8) realiza a quebra de ligag¢des glicosidicas internas a cadeia principal,
reduzindo o tamanho destes polimeros. A B-xilosidase (EC 3.2.1.37) cliva xilobiose, que,
de forma analoga a celobiose, € a menor unidade repetitiva da xilana, liberando a pentose
xilose. Outras enzimas como a-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) e a-glucuronidase (EC
3.2.1.139) também atuam clivando as ligagdes entre as ramificacdes de L-arabinose e
acido glucurdnico, respectivamente (SCARCELLA, 2016; KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).

A hidrolise da pectina depende da acéo sinérgica de enzimas como a pectinase,
polimetil galacturonase, endo-poligalacturonase, exo-poligalacturonase e exo-
poligalacturanosidase. Essas enzimas sao responsaveis pela quebra da cadeia principal
da pectina. Ja as ramificacbes séo hidrolisadas pelas enzimas a-L-ramnosidases e a-L-
arabinofuranosidases (KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).

Neste trabalho a producao de enzimas foi feita em meios de cultivo suplementados
com outro residuo agroindustrial relevante, o sabugo e a palha de milho. A producéo
de milho no Brasil vem crescendo aproximadamente 3% ao ano nas ultimas décadas
(EMBRAPA, 2015), com projecao de producéao total de 95 milhdes de toneladas no ano
de 2019 (PORTAL DO GOVERNO DO BRASIL, 2019). O sabugo e a palha de milho séo
residuoslignoceluldsicos que apresentam grandes quantidades de celulose e hemicelulose,
representando aproximadamente 35% e 39% de sua composicao, respectivamente (LIU
et al., 2010; IOANNIDOU et al., 2009). A composicao e a disponibilidade destes residuos
segurem seu potencial para uso na producédo de enzimas relacionadas a producéao de
etanol 2G.
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2| OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Elaboragdo de um coquetel enzimatico capaz de hidrolisar residuos lignoceluldsicos
desenvolvido a partir de fontes de inducao de baixo custo visando a producao de etanol.

2.2 Objetivos especificos

- Producgéo de celulases, xilanases e pectinases pelos fungos Trichoderma reesei
RP98 e Mycothermus thermophilus;
- Verificar a produc¢do enzimatica pelos fungos em fung¢éo do tempo (dias) de cultivo;

- Caracterizagao bioquimica das enzimas;

3 | MATERIAIS E METODOS

3.1 Manutencao das cepas

Para realizar a manutencao das cepas de Trichoderma reesei RP98 e Mycothermus
thermophilus foram feitos repiques periddicos em tubos de ensaio contendo 5 mL de
meio batata-dextrose-agar (BDA) e 5 mL de meio composto por 4 g de farinha de aveia,
2 g de 4gar e 1 g de glicose para 100 mL de agua destilada, ambos esterilizados. Os
tubos contendo Trichoderma reesei RP98 foram mantidos em estufas a 30° C e os
tubos contendo Mycothermus thermophilus a 40°C durante sete dias. Passados estes
dias, os tubos contendo T. reesei foram guardados na geladeira e os tubos contendo M.
thermophilus em estufa a 25° C.

3.2 Producao enzimatica

A producéo enziméatica foi realizada a partir de uma solugéo de 1 mL contendo 10’
esporos de T. reesei ou de M.thermophilus, sendo a contagem realizada em camara de
Neubauer. Este volume da solucéo foi adicionado a um Erlenmeyer de 250 mL contendo
50 mL de meio minimo (BARRATT et al., 1965) e suplementado com 1% de palha ou
sabugo de milho.

Os frascos contendo T. reesei foram incubados a 30 °C e os frascos contendo M.
thermophilus foram incubados a 40 °C, 120 rpm, durante 7 dias. Amostras de 1 mL foram
retiradas a cada 24 horas para que a dosagem enzimatica fosse realizada.

3.3 Dosagem enzimatica

Foram dosadas as atividades de endoglucanases, xilanases e pectinase através da
formacao e deteccdo de acucares redutores a partir de seus substratos pelo método do
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acido 3,5-dinitrosalicilico, DNS (MILLER, 1959).

Para a dosagem de endoglucanase, foram adicionados as microplacas 25 uL do
substrato carboximetilcelulose 1% (CMC), 15 uL de tampao acetato de sb6dio 50 mM,
pH 5,0 e 10uL do extrato enzimético. A reacédo ocorreu no termociclador a 50 °C por 20
minutos.

Para a dosagem de xilanase, foram adicionados as microplacas 25 pL do substrato
Xilana beechwood 1%, 15 uL de tampao acetato de sédio 50 mM, pH 5,0 e 10 uL de extrato
enzimatico diluido em dez vezes no mesmo tampdao. A reagcdo ocorreu no termociclador a
50 °C por 5 minutos.

Para a dosagem de pectinase, foram adicionados as microplacas 50 uL de tampéao
acetato de s6dio 50mM, pH 5,0 contendo 1% de acido poligalacturdnico e 50 pL do extrato
enzimatico. A reacao ocorreu no termociclador a 50 °C por 10 minutos. Apés o término
do tempo de reacao, foram adicionados 50 puL de DNS (&cido dinitrosalicilico), que indica
presenca de acgUcares redutores, as microplacas que estavam contendo CMC e Xilana,
que depois voltaram para o termociclador por 5 minutos a 98 °C.

O conteudo das microplacas que continham &cido poligalacturdnico foi transferido
para tubos de ensaio contendo 100 uL de DNS, que foram levados a banho-maria por 5
minutos a 98 °C. Apos terminados os 5 minutos de fervura no banho-maria, foi adicionado
1 mL de 4gua a cada tubo. O conteudo dos tubos foi centrifugado por 1,5 minutos a 10000
g. Em seguida foram retirados 100 pL do sobrenadante para a leitura ser realizada

Para o branco o extrato enzimatico foi adicionado somente ap6s a adicdo de DNS e
no mesmo mesmo volume adicionado as outras reagdes.

A absorbancia foi determinada em leitor de microplacas para um comprimento de
onda de 540 nm. Para o calculo da atividade enzimatica foi utilizada uma curva padrao de
glicose (1 mg/mL), xilose (1 mg/mL) e acido galacturénico (1 mg/mL). Uma unidade (U) de
atividade enzimatica fica definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1
pumol de agucar redutor por minuto, nas condi¢cées de ensaio.

As determinacéo das atividades de celobiohidrolases (CBH) e B-glucosidases foram
feitas a partir da clivagem de substratos sintéticos, p-nitrofenilcelobiosideo (pNPC) e
p-nitrofenilglicopiranosideo (pNPG), respectivamente. Para tanto, foram adicionados as
microplacas 25 L de substrato 2 mM, 15 uL de tampao de acetato de sddio 50 mM, pH 5,0
e 10 pL do extrato enzimatico. A reacao ocorreu a 50 °C por 10 minutos no termociclador.
Em seguida foram adicionados 50 pL de carbonato de calcio 0,2 M. O branco foi realizado
com a incubacao de substrato e tampéo, sendo a enzima adicionada somente apds a
adicado de carbonato de sodio.

A absorbancia foi determinada em leitor de microplacas a 410 nm. Foi utilizado
para calculo uma curva padrdo com p-nitrofenol. Uma unidade de atividade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de produto por

minuto, nas condicdes de ensaio.
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3.4 Caracterizacao bioquimica

Foi realizada a caracterizacdo de temperatura e pH 6timos na acdo enziméatica dos
extratos de T. reesei e M. thermophilus obtidos ap6s 5 dias de cultivo e dos extratos
retirados nos dias em que maior atividade enzimatica foi calculada.

Para isso, a dosagem enzimatica foi realizada conforme descrito no item 3.3 porém
as temperaturas de reacao variaram entre 30 e 70 °C, com intervalos de 5 °C, e o pH
variou entre 3 e 8 com intervalos de 0,5. Nessa etapa foram utilizadas solugcdes de tampao
Mcllvaine (VILLELA et al., 1973).

3.5 Dosagem de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi feita utilizando o reagente de Bradford (BioRad)
conforme descrito: 160 uL de extrato enzimatico de meio de cultivo adicionados a 40
uL do reagente. A reacdo ocorreu em temperatura ambiente durante cinco minutos e a
absorbancia foi lida em 595 nm.

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producao de enzimas em funcao do tempo de cultivo

Foram determinados em quais dias as atividades de cada enzima atingiam seu valor
maximo dentro de um periodo de 7 dias. As atividades enzimaticas dos extratos obtidos
de T. reesei podem ser observadas juntamente com as atividades especificas na figura 1.
Nos cultivos com Trichoderma reesei, foram constatadas maiores atividades de todas as
enzimas apo6s 6 dias de cultivo. Algumas excecdes apresentaram atividade equivalente
apos 7 dias de cultivo, como a xilanase cultivada em palha de milho e a B-glucosidase
produzida em sabugo de milho. A celobiohidrolase (CBH), entretanto, apresentou maior
atividade apds 7 dias de cultivo, tanto para sabugo como para a palha de milho.
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Figura 1. Producédo enzimética do fungo Trichoderma reesei RP98: (A) endoglucanase; (B) xilanase;
(C) celobiohidrolase e (D) B-glucosidase.

Quando comparadas as atividades verificadas entre os cultivos com sabugo e palha

de milho observa-se, claramente, uma maior atividade com o implemento de sabugo de

milho para todas as enzimas analisadas: para a endoglucanase (6 dias), 0,47 U/mL com
sabugo e 0,31 U/mL com palha (figura 1.A); para a xilanase (6 dias), 70,1 U/mL com
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sabugo e 36 U/mL com palha (figura 1.B); para a celobiohidrolase (7 dias), 0.072 U/mL
com sabugo e 0,018 U/mL com palha (figura 1.C); e para a B-glucosidase (6 dias), 0,166
com sabugo e 0,062 com palha (figura 1.D).

Também foi observada maior atividade especifica para os extratos de cultivos sabugo
de milho. Para a endoglucanase foi observado um valor maxima de 12.5 U/mg apés 3 dias
de cultivo com sabugo e 10.6 U/mg ap6ds dois dias de cultivo com palha (figura 1.A). Para
a xilanase, o valor maximo atingido foi de 1560 U/mg apés 6 dias de cultivo com sabugo e
1212 U/mg apés dois dias de cultivo com palha (figura 1.B). Os valores observados para
a celobiohidrolase atingiram maximos de 1.47 U/ mg ap0s 6 dias de cultivo com sabugo e
0.42 U/mg ap06s 6 dias com palha (figura 1.C). Para a endoglucanase, os valores maximos
verificados ocorreram apés 3 dias de cultivo, tanto para o sabugo com para a palha, com
3.84 U/mg e 2 U/mg, respectivamente (figura 1.D).

O mesmo foi feito para os cultivos com Mycothermus thermophilus. As atividades
enzimaticas dos extratos obtidos de M. thermophilus podem ser observadas juntamente
com as atividades especificas na figura 2. Foi verificada maior atividade enzimética para as
quatro enzimas apds 7 dias de cultivo, embora atividades equivalentes foram constatadas
para a endoglucanase obtida ap6s 6 dias com sabugo de milho e para a xilanase obtida
apos 6 dias com palha de milho.

Quando comparados as atividades enzimaticas averiguadas entre os cultivos de M.
thermophilus com sabugo e palha de milho, observou-se o0 oposto do que aconteceu
com T. reesei. Os extratos obtidos dos cultivos com palha de milho apresentaram maior
atividade enziméatica: para a endoglucanase (7 dias), 0,29 U/mL com palha e 0,17 com
sabugo (figura 2.A); para a CBH (7 dias), 0,17 U/mL com palha e 0,08 U/mL com sabugo
(figura 2.C); e para a B-glucosidase (7 dias), 0,39 U/mL com palha e 0,26 U/mL com
sabugo (figura 2.D). A excecdao foi atividade verificada para a xilanase (7 dias), 19 U/mL
com palha e 26,4 U/mL com sabugo (figura 2.B).
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Figura 2. Producao enzimatica do fungo Mycothermus thermophilus: (A) endoglucanase; (B) xilanase;
(C) celobiohidrolase e (D) p-glucosidase.

Foi observada também uma alta atividade enziméatica de endoglucanase, CBH e
B-glucosidase nos cultivos com palha de milho logo ap6s 24 horas de cultivo, representando
54,8%, 46,4% e 55,3% da atividade observada ap6és 7 dias, respectivamente. Isso resultou
em uma atividade especifica dessas enzimas muito elevada nos primeiros dias de cultivo
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com palha. O mesmo nao foi observado nem na atividade da xilanase e nem nos cultivos
com sabugo de milho.

Para os extratos de cultivos com palha de milho, foi observada maior atividade
especifica no primeiro dia e, posteriormente, um declinio (figura 2). O mesmo nao ocorreu
com os extratos de cultivos com sabugo de milho, nos quais os maiores valores foram
obtidos nos ultimos dias de cultivo. A xilanase entretanto apresentou comportamento
diferente, com maior atividade especifica nos ultimos dias de cultivo tanto para os extratos
de cultivo com palha como sabugo de milho. Para a endoglucanase foi observado um
valor maximo de 19.7 U/mg apés um dia de cultivo com palha e 4.3 U/mg apés 7 dias
de cultivo com sabugo. Para a xilanase o valor maximo atingido foi de 499 U/mg apos
6 dias de cultivo com palha e 568 U/ mg apds 7 dias de cultivo com sabugo. Para a
celobiohidrolase o valor maximo de atividade especifica calculado foi de 9.6 U/mg apés
um dia de cultivo com palha de milho e 1.8 U/mg ap6s 7 dias de cultivo com sabugo de
milho. Para a B-glucosidase o valor maximo foi de 26.4 U/mg ap6s um dia de cultivo com
palha de milho e 5.8 U/mg ap6s 6 dias de cultivo com sabugo de milho.

Quando comparadas as producdes de enzimas entre T. reesei e M. thermophilus,
verifica-se que T. reeseiapontou maior producado de endoglucanase e de xilanase enquanto
M. thermophilus apresentou maior producédo de celobiohidrolase e de B-glucosidase. Na
tabela 1 sdo comparados os valores maximos de atividade enzimatica de cada fungo
filamentoso para cada enzima.

Os dados para a endoglucanase se mostram semelhantes aos publicados por
METREVELI et al. (2017), porém baixos quando comparados com os resultados obtidos
em SHARMA et al. (2017), tanto para os cultivos com Trichoderma reesei como para
os cultivos com Mycothermus thermophilus. A xilanase, entretanto, apresentou valores
superiores aos publicados por BHALLAS,, BISCHOFF e SANI (2015) e KSHIRSAGAR
et al. (2015), especialmente para o cultivo de Trichoderma reesei com sabugo de milho.
Os resultados para a celobiohidrolase se mostraram um pouco abaixo dos obtidos com
Aspergillus niger por XUE et al. (2017), o mesmo aconteceu para a 3-glucosidase, quando
comparada com os dados de SHARMA et al. (2017).

Também foi tentado determinar os dias em que a atividade de pectinase era maxima
para cada um dos cultivos feitos. Entretanto ndo foi verificada atividade enziméatica
em nenhum dos cultivos, tanto dos extratos obtidos a partir de T. reesei como de M.
thermophilus. Pode-se observar as atividades enzimaticas registradas na tabela 2.
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Endoglucanase
(U/mL)

Xilanase (U/mL)

Celobiohidrolase
(U/mL)

B-glucosidase
(U/mL)

T. reesei - sabugo | 0,47 £ 0,05 70,10+ 7,70 0,07 £ 0,01 0,17 £ 0,02
T. reesei - palha 0,31£040 36,00 £ 1,60 0,02+ 0,00 0,06 £ 0,02
M. thermophilus - | 0,17 £ 0,01 26,4+282 0,08 + 0,01 0,26 £ 0,02
sabugo

M. thermophilus - | 0,29 + 0,01 19,00 + 1,61 0,17 £ 0,02 0,39 £ 0,02
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Tabela 1: valores maximos atividade enzimatica de T. reesei e M. thermophilus

24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h
T. reesej - 0,061 0,001 0,007 0,033 0,056 0,005 0,005
sabugo 0,080 | 0,001 +0,013 + 0,660 + 0,064 + 0,009 +0,009
T. reesei - 0,007 0,083 0,078 0,067 0,076 0,037 0,068
palha +0,014 + 0,056 + 0,092 + 0,080 +0,069 + 0,027 + 0,063
M. thermophilus | 0,016 0,002 0,025 0,029 0,027 0,022 0,038
- sabugo + 0,031 + 0,003 +0,023 + 0,056 + 0,051 + 0,039 + 0,057
M. thermophilus | 0,014 0,013 0,014 0,014 0,008 0,013 0,026
- palha 0,026 | +0,018 0,022 +0,028 +0,011 + 0,021 + 0,033

Tabela 2: atividade enzimatica de pectinase (U/mL) com desvio padréo em fungdo do tempo de cultivo

Os altos valores dos coeficiente de variagcédo, razdo entre desvio padrao e média,
frequentemente acima de 1, indicam que nédo houve atividade enzimatica de pectinase
consideravel. Contudo, isso ndo indica que T. reesei e M. thermophilus ndo sejam capazes
de produzir pectinase. A auséncia de pectina nos substratos sabugo e palha de milho (LIU
et al., 2010) pode ser um dos motivos para que a enzima nao fosse produzida. Produg¢éao
de pectinase foi verificada por T. reesei em substratos diferentes (OLSSON et al.,2003).

4.2 Caracterizacao bioquimica das enzimas

Com excecdo da pectinase, que néo apresentou atividade enzimatica significativa,
foi feita a caracterizagao bioquimica das enzimas analisadas, determinando temperatura

e pH 6timos.

4.2.1 Temperatura 6tima

Todas as enzimas tiveram a temperatura 6tima determinada, tanto do fungo T. reesei
(figura 3 e 4), quanto do M. thermophilus (figura 5 e 6). Para a determinacado da temperatura
6tima de ensaio enzimatico, as enzimas foram incubadas com seus substratos especificos,

em diferentes temperaturas que variaram de 30 °C a 75 °C, com variagao de 5°C.
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Figura 3. Atividade relativa em func&o da temperatura das enzimas endoglucanase (A), xilanase (B),
CBH (C) e B-glucosidase (D) de Trichoderma reesei RP98 em meio suplementado com sabugo de
milho.

Aendoglucanase de T. reeseiobtida do sabugo de milho apresentou elevada atividade
enzimatica de 55 a 65°C, sendo a melhor temperatura 60°C para o extrato de 5 dias de
cultivo e 65 °C para o de 6 dias (figura 3A). As outras duas celulase estudadas também
apresentaram elevada nesta faixa de temperatura, a celobiohidrolase apresentou atividade
maxima a 65 °C para o extrato de 5 dias e 70 °C para o extrato de 6 dias (figura 3C), e a
B-glucosidase apresentou atividade maxima a 65 °C para os dois extratos (figuras 3D).
SILVA et al. (2013), YUAN et al. (2015) e PELLEGRINI et al. (2015) estudaram celulases
com maxima atividade na faixa de 50 a 65°C, dados que corroboram com os resultados
obtidos. As temperaturas 6timas para a xilanase, curiosamente, também se encontram
nessa faixa de temperatura, 60 °C tanto para o extrato de 5 dias como para o de 6 dias
(figuras 3B).
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Figura 4. Atividade relativa em func&o da temperatura das enzimas endoglucanase (A), xilanase (B),
CBH (C) e B-glucosidase (D) de Trichoderma reesei RP98 em meio suplementado com sabugo de
milho.

Para o cultivo em meio suplementado com palha de milho, também foi observada
elevada atividade enzimatica para temperaturas entre 60 °C e 70 °C (figura 4). A
celobiohidrolase apresentou atividade maxima a 60 °C (figura 4C) para os dois extratos
e a B-glucosidaseapresentou atividade maxima a 60 °C e 65 °C para os extratos de 6 e
5 dias de cultivo, respectivamente (figura 4D). Entretanto, houve divergéncia em alguns
pontos quando comparados os cultivos com sabugo e palha de milho. Foi observada
atividade maxima de xilanase a 40 °C para o extrato de 5 dias e 45 °C para o extrato de 6
dias (figura 4B). Também foi verificada uma atividade maxima de endoglucanase a 40 °C
para o extrato de 6 dias, enquanto a temperatura 6tima da endocelulase para o extrato de
5 dias foi de 70 °C (figura 4A).

Para as enzimas de Mycothermus thermophilus também foi observada uma
predominancia de temperaturas 6timas elevadas (figuras 5 e 6), embora estas tenham
apresentado um padrdao mais heterogéneo quando comparadas com as temperaturas
6timas das enzimas de Trichoderma reesei.
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Figura 5. Atividade relativa em fung&o da temperatura das enzimas endoglucanase (A), xilanase (B),
CBH (C) e B-glucosidase (D) de Mycothermus thermophilus em meio suplementado com sabugo de
milho.

Nos cultivos com meio suplementado com sabugo de milho, as temperaturas 6timas
verificadas para a endocelulase foram de 55 °C para o extrato de 5 dias e 45 °C para o
extrato de 7 dias, com atividade relativa acima de 78% para o intervalo entre 60 °C e 70
°C (Figura 5A). Para a xilanase, foram observadas temperaturas 6timas de 50 °C para o
extrato de 5 dias e 65 °C para o de 7 dias (figura 5B). Foram constatadas temperaturas
6timas para a celobiohidrolase de 55 °C e 70 °C para os extratos de 5 e 7 dias de cultivo,
respectivamente, também foram verificadas no extrato de 5 dias atividades relativas de
99% e 98% em temperaturas de 50 °C e 60 °C, respectivamente (figura 5C). A B-glucosidase
apresentou atividade maxima a 55 °C para os dois extratos, embora possa ser vista uma
grande diferenca entre os extratos na atividade relativa em temperaturas acima de 60 °C,
com elevada atividade para o extrato de 7 dias e atividade praticamente nula a partir de
65 °C para o extrato de 5 dias (figura 5D).
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Figura 6. Atividade relativa em funcdo da temperatura das enzimas endoglucanase (A), xilanase (B),
CBH (C) e B-glucosidase (D) de Mycothermus thermophilus em meio suplementado com palha de
milho.

A endoglucanase obtida do cultivo de Mycothermus thermophilus com palha de
milho apresentou temperaturas 6timas de 45 °C e 55 °C para os extratos de 5 e 7 dias,
respectivamente (figura 6A), comportamento oposto ao resultado obtido com sabugo de
milho. O extrato de 5 dias também apresentou atividade relativa elevada para todas as
outras temperaturas analisadas, atingindo 71% no ponto mais baixo a 60 °C. As outras
celulases apresentaram atividade elevada a temperaturas elevadas, com atividades
maximas de celobiohidrolase a 70 °C para os dois extratos (figura 6C) e com atividades
maximas de B-glucosidase a 55 °C e 70 °C para os extratos de 5 e 7 dias, respectivamente
(figura 6D). As curvas descritas para as atividades relativas da xilanase apresentam
comportamentos opostos, com o extrato de 5 dias apresentando atividade elevada até 50
°C, com atividade maxima a 40 °C, e o extrato de 7 dias apresentando atividade elevada
acima de 50 °C, com atividade maxima a 70 °C.

4.2.2 pH d6timo

Todas as enzimas também tiveram o pH 6tima determinado, tanto do fungo T. reesei
(figura 7 e 8), quanto do M. thermophilus (figura 9 e 10). Para a determinac&o do pH 6timo
de ensaio enziméatico, as enzimas foram incubadas com seus substratos especificos, em
diferentes pH que variaram de 3 a 8, com variacéo de 0.5
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Figura 7. Atividade relativa em fungéo do pH das enzimas endoglucanase (A), xilanase (B), CBH (C) e
B-glucosidase (D) de Trichoderma reesei RP98 em meio suplementado com sabugo de milho.

Para os extratos de Trichoderma reesei RP98 obtidos a partir do cultivo com sabugo
de milho foi, de forma geral, observada uma homogeneidade nas curvas de atividade
enzimatica relativa em funcdo do pH quando comparados os extratos de 5 e 6 dias
de cultivo, com atividades 6timas em pH predominantemente baixo. A endoglucanase
apresentou picos de atividade em pH 4 e pH 4,5 para os extratos de 5 e 6 dias de cultivo,
respectivamente (figura 7A). A xilanase apresentou a picos em pH 5 e 5.5 para os extratos
de 6 e 5 dias, respectivamente, com elevada atividade para o extrato de 5 dias em pH 5
(figura 7B). A celobiohidrolase e a 3-glucosidase apresentaram atividades maximas em
pH 4,5 e 5, respectivamente, tanto para o extrato de 5 e como para o de 6 dias nos dois
casos (figura 7C e 7D).
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Figura 8. Atividade relativa em fung&o do pH das enzimas endoglucanase (A), xilanase (B), CBH (C) e
B-glucosidase (D) de Trichoderma reesei RP98 em meio suplementado com palha de milho.

O mesmo grau de homogeneidade ndo foi observado para as curvas de atividade
relativa referentes ao T. reesei cultivado em palha de milho (figura 8), embora os resultados
dos cultivos de 5 e 6 dias ainda apresentam grande semelhanca. Também pode-se notar a
ocorréncia de atividades maximas em pH relativamente mais altos, em especial a xilanase,
com pH étimo de 6 para o extrato de 5 dias de cultivo e 6.5 para os extratos de 6 dias. Os
pH étimos determinados para a endoglucanase foram de 3.5 e 5 para os extratos de 5 e 6
dias, respectivamente. A celobiohidrolase apresentou valores maximos para o extrato de
5 dias em pH 5.5 e para o extrato de 6 dias em pH neutro, embora possa ser observado
um pico de 90% em pH 5.

Nas figuras 9 e 10 abaixo podem ser observados os valores de pH 6timos determinados
para as atividades enzimaticas dos extratos de Mycothermus thermophilus. Nos extratos
com sabugo de milho, a endoglucanase apresentou atividade alta em pH baixo para o
extrato de 5 dias, com atividade maxima em pH 4, e atividade alta em pH mais alto para o
extrato de 7 dias, com atividade maxima em pH 6,5 (figura 9A). Para a xilanase também
foi verificada atividade maxima em pH 6,5 para o extrato de 7 dias, o extrato de 5 dias
apresentou pH 6timo de 5,5 (figura 5B). Os extratos de 5 e 7 dias apresentaram curvas
de atividade relativa semelhantes para a celobiohidrolase, com atividades maximas em
pH 5 e 5,5, respectivamente (figura 9C). A B-glucosidase apresentou pH étimo de 3 para

o extrato de 5 dias e pH 6timo de 6.5 para o extrato de 7 dias (figura 9D).
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Figura 9. Atividade relativa em fung&o do pH das enzimas endoglucanase (A), xilanase (B), CBH (C) e
B-glucosidase (D) de Mycothermus thermophilus em meio suplementado com sabugo de milho.

Nos cultivos com palha de milho, a endoglucanase apresentou atividades elevadas
em pH baixo, com atividades maximas em pH 5 e 3 para os extratos de 5 e 7 dias,
respectivamente (figura 10A). A xilanase teve atividade maxima em pH 3,5 e 5 para
os extratos de 5 e 7 dias, respectivamente (figura 10B). As atividades relativas de
celobiohidrolase descrevem curvas muito semelhantes para os extratos de 5 e 7 dias, com
atividade maxima em pH 5 para ambos extratos (figura 10C), parecido com o verificado
para o cultivo com sabugo de milho. A atividade de B-glucosidase do extrato de palha de
milho também apresentou semelhancas com o verificado no cultivo com sabugo de milho,
atividade elevada em pH baixo para o extrato de 5 dias e atividade elevada em pH mais
alto para o extrato de 7 dias, com atividades maximas em pH 3,5 e 5,5, respectivamente.
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Figura 10. Atividade relativa em funcéo do pH das enzimas endoglucanase (A), xilanase (B), CBH (C) e
B-glucosidase (D) de Mycothermus thermophilus em meio suplementado com palha de milho.

51 CONCLUSAO

Os fungos filamentosos Trichoderma reesei RP98 e Mycothermus thermophilus
apresentaram resultados satisfatorios, apontando grande potencial para degradacao de
compostos lignocelulésicos. Entretanto, alguns pontos ainda devem ser mais estudados,
visando um incremento de eficiéncia nas posteriores hidrélise e obtencao de etanol 2G.
Visto que os dois fungos apresentam padrdes e esforcos diferentes de producéo de
enzimas, uma possivel combinacédo dos extratos de cultivo destes fungos pode ser muito
benéfica. Os efeitos de produtos e sais nas reagcbes também podem ser caracterizados
e posteriormente aplicados, assim como os efeitos da variacdo de pH e de temperatura
estudados neste trabalho na hidrélise enzimética da biomassa.
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