ufeyem UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

Cleiton Mércio Pinto Braga

PRODUGCAO DAS ENZIMAS ACESSORIAS FERULOIL ESTERASE E XILANASE POR
FUNGOS FILAMENTOSOS ISOLADOS DA REGIAO AMAZONICA E SUA
APLICACAO NA HIDROLISE DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

SAO CARLOS-SP
2014



ufxem UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

Cleiton Mércio Pinto Braga

PRODUCAO DAS ENZIMAS ACESSORIAS FERULOIL ESTERASE E XILANASE POR
FUNGOS FILAMENTOSOS ISOLADOS DA REGIAO AMAZONICA E SUA
APLICACAO NA HIDROLISE DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pdés-Graduacdo em Biotecnologia da
Universidade Federal de S&o Carlos,
como requisito parcial para a obtencdo do
titulo de Mestre em Biotecnologia.

Orientadores:

Dra. Cristiane Sanchez Farinas
Dr. José Geraldo da Cruz Pradella

SAO CARLOS-SP
2014



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria da UFSCar

B813pe

Braga, Cleiton Marcio Pinto.

Produgéo das enzimas acessorias feruloil esterase e
xilanase por fungos filamentosos isolados da regido
amazobnica e sua aplicagao na hidrélise do bagaco de cana-
de-acgucar / Cleiton Méarcio Pinto Braga. -- S&o Carlos :
UFSCar, 2014.

86 f.

Dissertacédo (Mestrado) -- Universidade Federal de Sao
Carlos, 2013.

1. Enzimas. 2. Acido ferulico. 3. Feruloil esterase. 4.
Xilanase. 5. Biomassa. |. Titulo.

CDD: 660.634 (20%)




Cleiton Marcio Pinto Braga

Dissertagfio de Mestrado submetida
a Coordenacio do Programa de
Pés-Graduagio em Biotecnologia,
da Universidade Federal de S#o
Carlos, como requisito parcial para
a obtencfo do titulo de Mestre em
Biotecnologia

Aprovado em: 13/12/2013

BANCA EXAMINADORA

%W

Profa. Dra. Cristiane Sanchez Farinas (Orientadora)
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria/ EMBRAPA Instrumentagéio)

7

/s Dr. Robertd Ruller 4
(CNPEM/ CTBE - Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol)

Prof. Dr. Paulo Teixeira Lacava
(Universidade Federal de Sao Carlos)



Dedico este trabalho a Deus
e aos presentes Ele que me deu:

minha mae, Rilza, e minha av6, Maria.



AGRADECIMENTOS

Embora as palavras ndo sejam bastantes, agradeco:

A Deus, o Autor da existéncia, pela vida, pela bondade e misericérdia, pelo dom da fé, por
ter-me conduzido até aqui.

Ao Senhor Jesus, 0 amado Redentor, por ser o meu Mestre e Fiel Amigo, por Sua paz, por
nunca desistir de mim.

Aos meus pais, Rilza e Raimundo, e avos, pelos valores que me ensinaram, pelo carinho e
amor incondicional.

Aos meus familiares, que sempre me apoiaram e torceram por mim.

Aos meus amigos, pela amizade sélida que construimos, a qual tenho como uma pedra de
valor inestimavel.

Aos meus orientadores, Dra. Cristiane e Dr. Pradella, que tiveram uma paciéncia imensuravel
comigo, sempre estiveram disponiveis para ajudar, acreditaram no meu trabalho e muito me
ensinaram.

Aos colegas de laboratorio, funcionarios e terceirizados da Embrapa Instrumentacdo e do
Cnpem, por toda a ajuda, incentivo e conversas.

Aos meus professores, por tudo que me ensinaram.

Aos membros das bancas de qualificacdo e defesa, Prof. Dr. Adilson J. da Silva, Prof. Dr.
Paulo T. Lacava, Dr. Roberto Ruller e Dra. Sandra C. Pereira, pelas criticas construtivas ao
trabalho e ao texto.

Ao Prof. Dr. George J. M. Rocha, que gentilmente cedeu os bagacgos de cana-de-agucar pré-
tratados; e ao Prof. Dr. Craig B. Faulds, pela generosidade em detalhar o método de atividade
da feruloil esterase.

A tantas outras pessoas boas que Deus colocou no meu caminho.

A UFSCar, minha universidade do coracio, e a0 PPG-Biotecnologia, pela realizagio do curso
de mestrado e por todo o apoio.

A Embrapa Instrumentacio e ao Cnpem por toda a infraestrutura disponibilizada.

A CAPES e ao CNPq pela concesséo da bolsa de mestrado.



"Quando passares pelas aguas estarei contigo,
e quando pelos rios, eles ndo te submergirao;
quando passares pelo fogo, ndo te queimaras,

nem a chama ardera em ti."

(Isaias 43:2)



RESUMO

A xilanase e a feruloil esterase (FAE) sdo duas enzimas de grande relevancia
na decomposi¢cdo da biomassa vegetal. Um dos constituintes da biomassa, a hemicelulose,
possui uma grande variedade estrutural, de modo que, para sua completa desconstrucdo, sao
necessarios diversos grupos de enzimas, entre as quais se pode destacar a xilanase. Esta age
sobre as ligagdes glicosidicas B-1,4 entre residuos de xilose. Sua atividade pode ser
incrementada na presenca de esterases, tal como a feruloil esterase (FAE), haja vista que esta
catalisa a hidrolise de ligacGes que ajudam a tornar a estrutura mais intricada. Tais ligacdes
sdo formadas, principalmente, por &cido feralico esterificado a residuos de agucares anexados
a cadeia principal do carboidrato. Vale ressaltar que o &cido ferdlico promove conexdes entre
0s componentes da hemicelulose, pectina e lignina. Ambas as enzimas despertam interesse em
diversos setores, como nos processos de sacarificacdo e de branqueamento, nas industrias de
bioetanol e de papel e celulose, respectivamente. Sendo assim, o presente trabalho teve por
objetivos selecionar e cultivar fungos filamentosos produtores de xilanase e feruloil esterase e
avaliar a aplicacdo dessas enzimas na hidrolise do bagaco de cana-de-acucar. Inicialmente, foi
realizada uma selecdo em placas com ferulato de etila, entre onze fungos filamentosos
isolados da regido amazonica, sendo que sete formaram halo claro ao redor da col6nia, como
indicativo de producdo de FAE. Em seguida, os fungos foram cultivados em meio liquido
suplementado com 1% de farelo de trigo, e, com base nos valores de produtividade, foram
escolhidas trés linhagens de Aspergillus oryzae (P21C3, P27C3 e P6B2), para o cultivo em
biorreator de tanque agitado. Apos 24 horas de cultivo do isolado P21C3 em reator, obteve-se
um extrato enzimatico com 74,85 Ul.mL™ de xilanase e 47,02 UL.L™ de FAE, o qual foi
empregado para hidrélise de bagaco de cana com pré-tratamento hidrotérmico, junto ao
preparado enzimatico comercial de celulases. Nestas condicGes, obteve-se uma conversao de
51,2% (celulose em glicose) e de 78,1% (hemicelulose em xilose), sendo que, a adicdo do
extrato enzimatico obtido nesse trabalho proporcionou um ganho de 35,8% na liberacdo de

glicose e de 53,8% na liberacédo de xilose.

Palavras-chave: acido fertlico; feruloil esterase; xilanase; biomassa.



ABSTRACT

Xylanase and feruloyl esterase (FAE) are two enzymes of great importance for
plant biomass decomposition. The hemicellulose, one of the biomass constituents, has a great
structural variety, so that for its complete deconstruction, several groups of enzymes are
required, including mainly xylanases. These enzymes act on the B-1,4 glycosidic bonds
between the xylose residues. Xylanase activity can be enhanced in the presence of esterases,
such as feruloyl esterase (FAE), since the latter catalyzes the hydrolysis of linkages which
make cell wall structure to be more intricated. Such connections are formed mainly by the
ferulic acid esterified to sugar residues attached to the carbohydrate main chain. It is
noteworthy that the ferulic acid cross-links to hemicellulose, pectin and lignin structures. Both
enzymes are of interest in many sectors, for example, during the saccharification for
bioethanol production and bleaching stages of pulp and paper industry. Therefore, this study
aimed to select and cultivate filamentous fungi from the Amazon rainforest capable of
synthesizing FAE and xylanase, and to evaluate the application of these enzymes in the
hydrolysis of sugar cane bagasse. Initially, a screening was conducted on agar plates
containing ethyl ferulate. Among eleven fungi tested, seven showed a clear halo around the
colony, as indicative of FAE production. Then, the fungi were cultivated in liquid nutrient
medium supplemented with 1% wheat bran, and, based on productivity values, three strains of
Aspergillus oryzae (P21C3, P6B2 and P27C3) were chosen for cultivation in a stirred tank
bioreactor. After 24 hours of cultivation of the P21C3 strain in the bioreactor, it was obtained
a crude enzyme extract with 74.85 Ul.mL™ and 47.02 UL.L™" of xylanase and FAE activity,
respectively. This extract was used for the hydrolysis of hydrothermal pretreated sugarcane
bagasse with supplementation of a commercial cellulolytic enzyme preparation. These
hydrolysis reactions resulted in conversions of 51.2% (cellulose to glucose) and 78.1%
(hemicellulose to xylose). Furthermore, the addition of the on-site produced enzyme extract

increased the glucose release by 35.8% and the xylose release by 53.8%.

Keywords: ferulic acid; feruloyl esterase; xylanase; biomass.
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1 INTRODUCAO

O sistema energético mundial depende fortemente de combustiveis fosseis, que
incluem carvéo, petrdleo e gas natural. Em 2011, 81,5 % do consumo mundial de energia
originaram-se dessas fontes (THE WORLD BANK, 2013). No entanto, a perspectiva de
esgotamento das atuais reservas em exploracdo, bem como os efeitos negativos ao meio
ambiente que resultam do seu uso, tem gerado preocupacdo. Com o objetivo de reduzir a
dependéncia por essa fonte de energia finita e de distribuicdo irregular entre as diversas partes
do globo, tem-se buscado fontes alternativas renovaveis.

Entre as diversas alternativas relacionadas ao setor de transportes, o etanol se
consagrou como o biocombustivel mais utilizado (STICKLEN, 2008). Neste sentido, uma
forma de aumentar a producdo desse composto, utilizando-se fontes diversificadas como
matéria-prima, é o aproveitamento da biomassa vegetal. Para que tal producao seja possivel, é
necessario que o material lignoceluldsico que constitui a biomassa seja submetido a: pré-
tratamento, sacarificacao e fermentacdo (WYMAN, 1994).

Através do pré-tratamento é que ocorre a ruptura do complexo lignina-
carboidrato e a quebra do mesmo em intermediarios, para que entdo possa haver a
sacarificacdo. Tais processos podem ser fisicos, quimicos, biolégicos ou uma combinacédo
desses. Um exemplo de processo fisico € a explosdo a vapor, de quimico, o emprego de &cidos
e de biologico, o uso de microrganismos que utilizem esses materiais como substratos. Os
dois primeiros sdo 0s mais economicamente viaveis, no entanto promovem uma perda maior
de acucares, visto que sdo pouco especificos e muito agressivos (SUN; CHENG, 2002).

Nesse contexto, uma alternativa para aumentar a eficiéncia da sacarificacdo é a
aplicacdo de enzimas acessorias, entre as quais, merecem especial atencdo as do grupo das
feruloil esterases (FAEs). As FAESs agem, de maneira sinérgica com outros tipos de enzimas,
justamente sobre ligacbes que ajudam a tornar o complexo lignina-carboidrato muito mais
resistente. Estas consistem em ligacGes do tipo éster entre cadeias laterais dos polissacarideos
que compdem a parede vegetal e entre estes e a lignina. Uma vez desfeito esse complexo, as
enzimas que catalisam a hidrolise dos carboidratos tem o acesso ao substrato facilitado,
aumentando assim a eficiéncia da sacarificacdo. Dessa forma, além do potencial de aplicacéo
na etapa de hidrolise enzimatica, essas enzimas também servem de ferramenta analitica para o

entendimento da intricada estrutura das paredes celulares, especialmente de plantas ainda ndo
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estudadas. E, com base em tal entendimento, é possivel se estudar um tratamento adequado
para cada tipo de fonte de material lignocelulésico (WYMAN, 1994).

Vale ainda ressaltar que o aproveitamento de residuos lignocelulésicos ndo se
restringe a producdo de etanol, uma vez que se tem expectativa também de obtencdo de
compostos de valor agregado mais elevado. Sob essa abordagem, as FAEs sdo enzimas
atrativas, pois o seu produto, o acido ferdlico, apresenta uma vasta gama de aplicacdo. O
acido ferulico pode ser empregado: como um conservante alimentar devido a sua acdo
antimicrobiana; em formulacdes farmacéuticas, pois apresenta propriedades terapéuticas;
como precursor da vanilina, aromatizante muito utilizado (MATHEW; ABRAHAM, 2005).

Para que ocorra a degradacdo da biomassa vegetal pela atividade enzimatica, é
necessaria a participacdo de diversos tipos de enzimas, face a complexidade estrutural que a
mesma apresenta. Considerando que a celulose seja o alvo principal de um processo de
aproveitamento da biomassa, ja que a glicose dela obtida pode ser facilmente destinada a via
de fermentacdo alcoolica, as enzimas que agem no sentido de tornar a celulose mais acessivel
podem ser denominadas "enzimas acessorias”. Além da FAE ja citada, a xilanase tambem
possui um importante papel nesse contexto, uma vez que age na decomposicdo da
hemicelulose, polissacarideo que circunda a celulose e esta associado a lignina (HU et al.,
2013).

E importante salientar que o termo “enzima acessoria" também pode ser
empregado para englobar as enzimas que agem sobre os substituintes ou cadeias laterais dos
polissacarideos, apresentando sinergismo com aqguelas que atuam sobre a cadeia principal
dessas estruturas (de VRIES; VISSER, 2001).

Tendo em vista 0 amplo espectro de enzimas que sdo naturalmente capazes de
produzir, os fungos filamentosos sdo potenciais fontes de FAE e xilanase. Vale ressaltar que o
género Aspergillus compreende os fungos mais utilizados para producdo de enzimas
comerciais. Outras caracteristicas desses incluem a capacidade de utilizacdo de substratos
relativamente baratos, a secrecdo de proteinas em altos niveis, a classificacdo como
organismos seguros (GRAS - Generally Recognized as Safe) e a qualidade de excelentes
hospedeiros para expressao heter6loga (SHARMA et al., 2009).

E desejavel que os microrganismos sintetizem as enzimas de interesse em
grandes quantidades, a fim de se baratear os custos de producdo. No entanto, os préprios
microrganismos possuem mecanismos regulatorios que limitam a sintese proteica. Para
atender as necessidades da escala industrial, pode-se valer de manipulacBes genéticas.

Entretanto, alguns entraves podem estar atrelados ao uso de organismos geneticamente
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modificados, como, por exemplo, a dificuldade na sua conten¢do. Um alternativa consiste na
exploragéo de novos microrganismos. Devido a sua rica biodiversidade, o bioma Amazo6nico
é uma potencial fonte de recursos genéticos para se atender as necessidades levantadas
(DELABONA et al., 2012).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A parede celular vegetal

A parede celular das plantas é constituida, em geral, de 40% de celulose, 40%
de hemicelulose e pectina e 20% de lignina (DOI; KOSUGI, 2004). A proporgao entre tais
polimeros varia de acordo com o tecido e o grau de desenvolvimento do mesmo. Estes
componentes estdo arranjados de uma maneira tal na parede celular, que, ndo apenas a tornam
essencial a sustentacdo da planta, mas também proporcionam que essa estrutura celular seja
uma barreira fisica muito resistente e, por conseguinte, a forma mais eficiente que o vegetal
tem de se proteger contra infeccbes por microrganismos (WILLIAMSON; KROON;
FAULDS, 1998).

Analisando-se essa protecdo do ponto de vista fisico, pode-se mencionar o fato
de os poros das paredes serem tdo pequenos a ponto de impedirem até mesmo a passagem de
virus, de modo que estes invadem a célula por meio de rupturas ocasionais. Do ponto de vista
quimico, essa protecdo existe no sentido de dificultar o acesso das enzimas que hidrolisam o0s
componentes da parede vegetal, uma vez que 0s microrganismos infectantes podem degradar,
enzimaticamente, a parede vegetal para utilizar os actcares que a compdem ou para ter acesso
aos nutrientes do interior da célula (WILLIAMSON; KROON; FAULDS, 1998).

A estrutura quimica dos polissacarideos que compdem a parede celular das
plantas € reforcada pela anexacdo de cadeias laterais, que podem se apresentar em
substituicdes simples ou em ligacGes cruzadas. As cadeias laterais ndo somente alteram as
propriedades fisicas, tais como solubilidade e cristalinidade do polissacarideo, como também
limitam o acesso das enzimas a cadeia principal do polimero, reforcando, portanto, a
resisténcia e a integridade fisica das paredes celulares (MITCHELL et al., 1990).

A parede celular vegetal desempenha também outras funcdes para a planta.
Além do papel estrutural, seus componentes podem servir de reserva de energia. Além disso,
quando existe ataque microbiano, os fragmentos de pectina gerados, por exemplo, sdo
reconhecidos por receptores especificos na membrana e ha o desencadeamento de uma série
de reacgdes relacionadas com as vias de defesa por parte da planta (BURTON; GIDLEY;
FINCHER, 2010).
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2.2 Componentes da parede vegetal

Dentre os componentes da parede vegetal, o principal constituinte e mais
ubiquo é a celulose. Esta consiste em um homopolissacarideo linear com residuos de glicose
unidos através de ligag¢do do tipo B-1,4, sendo cada residuo rotacionado em 180° em relacao
ao seu vizinho. Como a configuracdo espacial das ligacdes é alternada, diz-se que a unidade
de repeticdo da celulose é a celobiose (dimero). As cadeias de celuloses sdo muito extensas,
com cerca de 10 a 15 mil unidades e sdo agrupadas por meio de ligagGes de hidrogénio entre
elas, o que resulta em arranjos cristalinos denominados microfibrilas (NELSON; COX, 2006).
E sdo essas estruturas que proporcionam a alta resisténcia a tracdo, caracteristica da parede
celular (HELDT, 2005).

A hemicelulose ¢ também um importante polissacarideo da parede celular. Sua
estrutura basica pode ser representada por uma cadeia de B-1,4-xilano, uma estrutura linear
formada por residuos de xilose. Essa cadeia pode apresentar algumas ramificacbes, por
exemplo, com residuos de arabinose, formando o arabinoxilano (AX), e ainda com acido
glucurénico, no caso do glucuronoarabinoxilano (GAX). QOutros residuos de aglUcar também
podem formar uma variedade de estruturas, com diferentes padrdes e graus de ramificacéo.
Em plantas da familia Poaceae, que inclui cereais e gramineas, ha um elevado teor de
heteroxilano, muito maior que de polissacarideos pécticos (BURTON; GIDLEY; FINCHER,
2010).

A pectina é outro polissacarideo ndo-celuldsico, sendo mais abundante
principalmente em paredes primérias e em plantas dicotiledéneas. Os polissacarideos pécticos
compreendem polimeros que contém, em geral, acido galacturénico (em ligagdo a-1,4) e
ramnose. E altamente ramificada, com uma grande diversidade de residuos em suas cadeias
laterais, entre 0s quais se podem destacar a arabinose e a galactose (WALDRON; FAULDS,
2007). Alguns grupos carboxilicos séo metilados e outros podem estar ligados a fons de Ca**
e Mg?*, os quais promovem a interacéo entre cadeias adjacentes. A pectina forma um gel e
sua presenca confere elasticidade a parede (HELDT, 2005). A composi¢cdo dos diferentes
polissacarideos que compBem a parede vegetal pode ser vista na Figura 1.

A lignina, por sua vez, consiste em uma macromolécula de compostos
fendlicos, formada em geral pelos alco6is cumarilico, coniferilico e sinapilico. Esta presente
em paredes secundarias, sendo responsavel por aumentar a rigidez e a hidrofobicidade da
estrutura (HELDT, 2005).
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Algumas proteinas também compdem a parede celular, podendo desempenhar
papel estrutural, interligando os componentes, ou atuando no controle do crescimento da
parede (HELDT, 2005).
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@ L-Arabinose
€ Ac D-glucurdnico
$0060000 O D-Galactose

Celulose Xiloglucano @ D-glicose (ligagio 1.4)
@ D-glicose (ligagio 1.3)
v D-xilose

M (1.3:1.4)-p-glucano @ D_ma.msc. .
Heteroxilano Heteromanano o] Ac. lmiruxmmnnco
e © Grupos metilas

O Ac. acerico

© D-apiose

O Borato

@ F-Dha

© L-galactose

& D-Ac galacturonico

@ Ac ceto-desoxioctulosonico

@ L-ramnose
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Figura 1 — Heterogeneidade nas estruturas dos polissacarideos de parede vegetal.
Fonte: adaptado de Burton, Gidley e Fincher (2010).

A formacdo da celulose acontece na membrana plasmatica, através da enzima
celulose sintase. Diversas enzimas circunvizinhas deste tipo polimerizam moléculas de
glicose, formando as extensas cadeias. Como Vvarias cadeias crescem juntas, elas se agrupam,
formando os arranjos cristalinos, caracterizados por serem amorfos. Entretanto, no
desenvolvimento da parede, existe também a participacdo da proteina expansina, a qual
quebra ligacbes de hidrogénio entre as microfibrilas, permitindo que sejam feitas interacdes
com outros polissacarideos, os quais, por sua vez, sdo originados no complexo de Golgi.
Outras proteinas participam do entrelacamento dos diferentes heteropolimeros, formando uma
matriz que envolve as microfibrilas. Dessa forma, a parede consiste em uma estrutura muito
complexa (Figura 2) e recalcitrante (HELDT, 2005).
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Figura 2 — Estrutura da parede celular vegetal primaria.
Fonte: adaptado de Sticklen.(2008).

2.3 Enzimas envolvidas na degradacéo da parede vegetal

Os compostos da parece celular podem ser explorados para uma vasta gama de
aplicacdes, desde a producdo de combustiveis até bioativos com efeitos nutricionais.
Entretanto, sua natureza complexa requer diferentes mecanismos para sua decomposicéo.
Face a complexidade e recalcitrancia da estrutura, 0os microrganismos apresentam diversos
tipos de enzimas que atuam na degradacdo da mesma.

Entre as enzimas que atuam sobre a celulose, podem ser citadas as endo e exo-
1,4-B-glucanase e as B-glucosidases. Essas trés agem sinergicamente, uma vez que a atividade
de endo cliva aleatoriamente ligacGes internas da cadeia de celulose, gerando fragmentos com
extremidades redutoras e ndo-redutoras. Estas extremidades sdo atacadas pelas enzimas de
atividade exo, cujo produto é a celobiose. Este dissacarideo é, por sua vez, convertido em
glicose pela B-glucosidase. A conversdo em glicose mitiga a inibicdo pelo produto que as
enzimas anteriores podem sofrer (HORN et al., 2012). Essas trés enzimas supramencionadas
sdo hidrolases e atuam sobre as ligagdes glicosidicas. Entretanto, outras proteinas também
estdo envolvidas na conversao da celulose, como por exemplo a swolenina, uma proteina sem
atividade catalitica, com func¢do analoga as expansinas.

Em relacdo a degradacdo da hemicelulose, os tipos de ligagdo presentes sdo
mais diversificados, pois existe uma maior diversidade de residuos de aguUcares e outros

substituintes. Assim, existem glicosil hidrolases, como endo-f-xilanase, B-xilosidase, a-L-
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arabinofuranosidase e a-glucuronidase; carboidrato esterases, a exemplo da acetil xilano
esterase, glucoronil esterase e feruloil esterase; e carboidrato liases.

A endo-B-xilanase atua sobre as ligacGes entre residuos de Xxilose da cadeia
principal de xilano. A [-xilosidase libera xilose a partir da xilobiose e de outros
xilooligossacarideos. A a-L-arabinofuranosidase ¢ a-glucuronidase atuam sobre residuos de
arabinose e &cido glucurénico, respectivamente. As carboidrato esterases citadas liberam
grupos esterificados ao longo da cadeia, como os grupos acetilas, pela acetil xilano esterase;
glucoronilas, pela glucoronil esterase; e ferulatos (e outros derivados de &cido
hidroxicindmico), que sdo liberados pelas feruloil esterases. As enzimas carboidrato liases
também clivam ligagdes glicosidicas, porém ndo empregam o mecanismo de hidrdlise
(SWEENEY; XU, 2012). Existe sinergismo entre as diferentes hemicelulases, mas também
entre estas e as celulases, uma vez que a degradacao da hemicelulose expGe as microfibrilas,
facilitando o acesso a seu substrato.

Devido a sua natureza heterogénea, a pectina também necessita de diversos
grupos de enzimas para sua degradacdo. Dessa forma, podem ser destacadas as
poligalacturonases, pectina liases e pectina metil esterase. Por conta das ramificacOes laterais
de arabinose e galactose, também se incluem no grupo a arabinofuranosidase e galactosidase
(SWEENEY; XU, 2012).

A lignina pode ser decomposta pelas enzimas oxidorredutases, como a lignina
peroxidase, manganés peroxidase, lacase, entre outras. A remocdo da lignina aumenta a
acessibilidade dos polissacarideos as enzimas que os degradam e diminui a inativacdo das
mesmas, causada pela adsorcéo a lignina. Em contrapartida, as oxidorredutases podem gerar
espécies reativas, que também podem atacar as proprias (hemi)celulases. Assim, os beneficios
desses catalisadores na conversdo da biomassa precisam ser melhor estudados (SWEENEY;
XU, 2012).

2.4 Xilanase e suas aplicacdes

Os polissacarideos baseados em xilano, que compdem a hemicelulose, estdo
entre 0s mais abundantes na natureza, atras apenas da celulose. Os xilanos sdo encontrados
em abundancia em madeiras, cereais e gramineas e apresentam uma grande variedade
estrutural dependendo da fonte boténica. Eles constituem entre 25% e 35% da massa seca de

tecidos de madeiras e de tecidos lignificados de monocotileddneas, podendo representar até
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50% de alguns tecidos de cereais. As principais fontes de xilano incluem palhas, sorgo, cana-
de-acucar, residuos do processamento de cereais e da celulose, no caso da industria papeleira
(WALDRON; FAULDS, 2007).

A estrutura bésica consiste em uma cadeia de residuos de xilose unidos por
ligagdo glicosidica B-1,4. Diversos grupos substituintes podem estar anexados na cadeia,
dando origem aos derivados do Xxilano. A cadeia principal do xilano é alvo das enzimas
xilanases, as quais liberam xilooligossacarideos, que, por sua vez, sdo convertidos em xilose
pela enzima B-xilosidase. A xilanase tem recebido uma grande atengdo, devido ao seu
potencial biotecnolégico em diversos processos (VENEGAS et al., 2013).

A degradacdo eficiente da hemicelulose tem grande impacto na
sustentabilidade de uma biorrefinaria. A remocdo do xilano expBe as microfibrilas de
celulose, aumentando a acessibilidade das mesmas, o que resulta em maiores rendimentos de
glicose. A glicose liberada pode ser entdo a base para diversos processos, como para a
obtencdo de etanol a partir da fermentacdo (JORDAN et al., 2012). Além disso, 0s proprios
constituintes da hemicelulose podem ser utilizados para a obtencdo de compostos com valor
agregado, como o adogante xilitol (GAWANDE; KAMAT, 1999).

As xilanases podem ainda ser utilizadas em racdo animal, aumentando a
digestibilidade, o que proporciona ganhos de massa corporal (BAKRI; Al-JAZAIRI; Al-
KAYAT, 2008). Essas enzimas podem ser aplicadas na clarificacdo de sucos, na industria de
alimentos. No processo de panificacdo, a xilanase transforma a hemicelulose insolivel em sua
forma sollvel, a qual retém agua na massa, diminuindo a firmeza e aumentando o volume da
mesma. Essas alteragdes nas propriedades da massa também proporcionam melhores
condicdes de operacdo do maquinario (BUTT et al., 2008).

Outra importante aplicacdo € na industria de papel e celulose. No processo de
branqueamento, sao utilizados compostos quimicos clorados que resultam em danos
ambientais. O emprego de xilanase diminui o grau de polimerizacdo da hemicelulose e facilita
a remocao da lignina (GUIMARAES et al., 2013).

A producdo de xilanases tem sido relatada tanto em bactérias quanto em
fungos. Entretanto, os fungos filamentosos tem recebido grande atencdo, pois eles liberam
essas enzimas em altas concentracbes no meio de cultivo, comparado com bactérias e
leveduras, por exemplo. E, entre os fungos filamentosos, os mais explorados tém sido os do
género Aspergillus (GUIMARAES et al., 2013).
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2.5 Papel das feruloil esterases

Como explicitado anteriormente, o0s polissacarideos néo-celuldsicos
apresentam algumas ramificagfes, cujos residuos podem estar "livres" ou promovendo
intercruzamentos. Entre as ligacOes cruzadas presentes nas paredes vegetais, um tipo que
merece destaque é a unido de moléculas de &cido ferdlico entre duas cadeias adjacentes. Esse
tipo de ligagdo pode ocorrer entre cadeias de hemicelulose ou entre uma hemicelulose e uma
cadeia de pectina ou lignina (Figura 3). A ligacdo cruzada também influencia nas
propriedades da parede, agindo sobre a extensibilidade, plasticidade e digestibilidade,
limitando o acesso das enzimas que degradam os polissacarideos a seus substratos
(MITCHELL et al., 1990).
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Figura 3 — Feruloilacdo do glucoarabinoxilano, principal carboidrato de hemiceluloses da

parede vegetal primaria de alguns grupos de plantas.

Legenda: (A) grupo feruloil ligado ao residuo arabinofuranosil; (B) dimero de &cido fertlico em ligagdo cruzada
com residuos de arabinofuranosil; (C) grupo feruloil entre o residuo arabinofuranosil e a lignina.
Fonte: Wong (2006).

Neste sentido, uma enzima de extrema relevancia na degradacdo da parede
celular vegetal é a feruloil esterase (FAE), visto que ela cliva justamente estas ligacdes que

ajudam a tornar a estrutura mais intricada. Ela assume um papel significativo para a planta,
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pois permite modelar a parede celular no inicio da sua formacdo e é importante para os
microrganismos que a sintetizam, pois lhes faculta acesso a parede vegetal e ao contetdo por
ela encerrado (KROON; WILLIAMSON, 1999).

Estas enzimas apresentam um vasto potencial de aplicacdo, o qual deve ser
entendido no que concerne a utilizacdo direta da mesma, bem como a utilizacdo do seu
principal produto, o &cido ferdlico. Como mencionado, as FAEs exercem um papel fisiolégico
essencial na degradacédo da intricada estrutura da parede celular vegetal por hidrolisar grupos
ferulatos esterificados, envolvidos na ligagdo cruzada entre cadeias de hemiceluloses e entre
hemicelulose e lignina ou pectina. Assim, essas enzimas sdo aplicaveis: na producdo de
bioetanol combustivel, tornando a sacarificacdo da biomassa vegetal mais eficiente pelo seu
efeito sinergético a outras hidrolases; na industria de papel e celulose, por auxiliar juntamente
com xilanases na deslignificacdo e, assim, facilitar as etapas de branqueamento; no
aproveitamento de residuos lignocelulosicos provenientes de diferentes setores
agroindustriais; na elucidacdo da estrutura da parede celular de diversas espécies de plantas;
em racdes animais, visando a remoc¢do do acido ferdlico e/ou seu dimero, que estdo entre 0s
principais inibidores de microrganismos do rumen (FAZARY; JU, 2008) e que limitam a
digestibilidade da dieta.

Em se tratando de acido feralico, 0 mesmo pode ser utilizado: na composicao
de farmacos antivirais, antiinflamatérios e antitumorais; e como conservante alimentar
natural, por inibir o crescimento microbiano. Além disso, ele é precursor do acido vanilico, o
qual por sua vez é precursor da vanilina, uma das moléculas aroméaticas mais empregadas,
seja na industria cosmética, farmacéutica ou alimenticia (TOPAKAS; VAFIADI;
CHRISTAKOPOULOQOS, 2007). Este composto fendlico pode ser ainda empregado como
principio ativo em cosméticos, explorando-se sua propriedade antioxidante e protetora contra
luz UV.

2.6 Propriedades das feruloil esterases

A feruloil esterase (EC 3.1.1.73) é a enzima capaz de catalisar a hidrélise da
ligagdo éster entre &cidos hidroxicindmicos e residuos de agucar de um polissacarideo da
parede celular vegetal. Juntamente com as hidrolases de &cido cinamico, formam uma
subclasse das enzimas carboxilesterases (EC 3.1.1) (FAZARY; JU, 2008). Em relacdo aos

sitios-alvo dessas enzimas, vale lembrar que o &cido ferulico, assim como os acidos p-
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cumarico, caféico e sinapico, ¢ um derivado do &cido cindmico, diferenciando deste por
grupos ligados a seu anel aromatico (Figura 4). Como podem agir também sobre ésteres
derivados destes outros acidos, as feruloil esterases sdo genericamente denominadas cinamoil
esterases ou &cido cindmico hidrolases (KROON; WILLIAMSON, 1999).
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Figura 4 — Estruturas de &cidos hidroxicinamicos.

Legenda: (pCA) acido p-cumarico; (CA) acido caféico; (FA) acido ferulico; (SA) acido sinapico.
Fonte: Faulds e Williamson (1994).

Um crescente interesse nestas enzimas tem levado a descoberta de muitas
delas, principalmente em microrganismos. O grupo dessas enzimas € muito diverso. No
entanto, com base em alinhamentos multiplos de sequéncias peptidicas (ou dominios
demonstrando sua atividade) e dados sobre a especificidade ao substrato das FAEs, as
mesmas foram classificadas em quatro tipos: A, B, C e D. Além disso, o resultado de tal
comparagdo sugeriu que ha um relacionamento evolucionario entre FAEs, acetil-xilano
esterases e determinadas lipases (VAFIADI et al., 2006).

Vale ressaltar que € comum esterases agirem sobre uma grande variedade de
substratos. O tipo A de FAE, por exemplo, mostra preferéncia por fendlicos contendo metoxi
(-O-CHj3) substituicdes, especialmente em posicdo meta, como ocorre em acidos ferulico e
sinapico. Ao passo gue as enzimas do tipo B mostram atividade complementar as do tipo A,
demonstrando preferéncia por substratos contendo uma ou duas substitui¢cbes de hidroxilas,
como encontradas nos acidos p-cumarico e caféico, 0s quais possuem substituintes menos
hidrofobicos no anel aromatico que os outros dois citados anteriormente. Ja as FAESs dos tipos
C e D exibem uma grande especificidade sobre os ésteres sintéticos de &cidos
hidroxicinamicos (acidos ferulico, p-cumarico, caféico e sinapico) (Figura 4), diferenciando

apenas na habilidade para liberar dimeros de acido feralico (WONG, 2006).
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2.7 Producgdo microbiana das feruloil esterases

A parede celular das plantas consiste em uma estrutura complexa e intricada, a
qual é reforgada, dentre outros fatores, pela presenca de &cido ferulico, seja na forma mono, di
ou trimérica. Desta forma, a producdo de feruloil esterases é de grande interesse, visto que
elas podem facilitar o processamento de materiais lignoceluldsicos, bem como permitir a
extracdo de compostos fendlicos de valor agregado. Elas compdem o grupo de enzimas
acessoOrias do complexo enzimatico que os microrganismos utilizam para degradar a parede
celular vegetal. Embora sejam encontradas também nas préprias plantas e em animais,
inclusive no homem.

As feruloil esterases microbianas sdo secretadas no meio de cultura. No
entanto, para que estas enzimas sejam produzidas, € necessario o fornecimento de um
substrato adequado. Em geral, monossacarideos e dissacarideos, tais como glicose, xilose,
lactose, maltose e xilitol, ndo favorecem a producdo de FAE. Isto possivelmente esta
relacionado com a repressdo catabdlica da glicose ou com outros mecanismos ainda nédo
elucidados. O substrato ndo serve apenas como fonte de carbono e energia, mas também
fornece 0s compostos indutores necessarios para 0 microrganismo. Fontes complexas de
carbono que contém altos teores de &cido ferdlico esterificado tém sido eficientemente
empregadas para a producdo microbiana de FAE. Entre estas fontes, podem ser citadas farelo
de trigo (com ou sem amido), farelo de milho, grdo de cevada e polpa de beterraba-acucareira
(FAZARY:; JU, 2007).

O acido ferulico é comumente encontrado em polissacarideos de parede celular
vegetal, por exemplo, no xilano, ao qual ele esta ligado na posicdo O-5 ou O-2 de residuos de
a-L-arabinofuranose, e na pectina, a qual esta ligado na posicdo O-2 de residuos de a-L-
arabinofuranose ou O-6 de residuos de B-D-galactopiranose. Vale ressaltar que a polpa de
beterraba-agucareira é composta de paredes celulares primérias ricas em pectina, enquanto
que os farelos de cereais contém paredes secundérias ricas em heteroxilanos. No farelo de
trigo, o acido ferulico constitui de 0,5-0,7% de sua massa seca; na polpa de beterraba-
acucareira, 0,6-0,8%; na parede celular do endosperma de arroz, 0,9%; e no farelo de milho,
3% (KOSEKI et al, 2009; BENOIT et al, 2006; TOPAKAS; VAFIADI,
CHRISTAKOPOULOS, 2007). A presenca de acido feralico em ramificagdes da pectina é

responsavel pelo fendmeno da autofluorescéncia, que pode ser visualizado na Figura 5.
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Figura 5 — Autofluorescéncia devido ao &cido ferulico esterificado na pectina da parede de

células-guarda de milho.
Fonte: Jones et al. (2005).

Com o objetivo de recuperar acido feralico para sua posterior bioconversao em
vanilina, Shin e colaboradores (2006) selecionaram uma linhagem capaz de liberar este
composto a partir de farelo e fibra de milho. Foi realizada uma fermentacdo submersa, e em
tempos determinados, o sobrenadante da cultura foi avaliado quanto a atividade de diversas
enzimas. A atividade da feruloil esterase foi avaliada ora sobre o ferulato de metila (MFA) ora
sobre farelo e fibra de milho como substratos. Uma observacdo importante é que a atividade
méaxima de feruloil esterase, medida sobre o substrato sintético (MFA), ndo correspondeu a
liberacdo total de acido ferdlico pelo extrato enzimatico a partir dos residuos de milho, o que
ressalta a importancia da acdo conjunta de outras enzimas. Neste trabalho, foi descoberto o
fungo filamentoso Neosatorya spinosa, o qual produz um complexo enzimatico capaz de
liberar todo o &cido ferulico do material analisado, aléem de grande parcela dos acgucares
redutores (76-100%).

Mukherjee e colaboradores (2007) isolaram microrganismos do solo em meio
seletivo para o género Streptomyces. As 52 cepas isoladas foram avaliadas quanto ao seu
potencial de producdo de feruloil esterase. Para tanto, os microrganismos foram cultivados em
meio contendo farelo de trigo de-amilado como fonte de carbono. Apo6s 96 h de fermentacdo,
0 extrato de enzima foi incubado com farelo de trigo de-amilado, sendo o produto detectado
através de HPLC. A cepa mais promissora foi confirmada como sendo do género

Streptomyces.
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Trzcinska et al. (2005) também utilizaram o farelo de trigo (3%) para induzir a
producdo da enzima pelo fungo Aspergillus niger. Apés 5 dias de cultivo, a enzima foi
submetida a varios passos de purificagdo, sendo cada um monitorado por teste de atividade
contra o p-nitrofenol acetato, por ser um teste rapido. A atividade da enzima purificada foi
avaliada sobre substratos complexos (centeio, malte, farelo de trigo e xilano de aveia), sendo
confirmado o efeito sinergistico da FAE com outras hidrolases na liberacdo de agucares
redutores.

O fungo Penicillium brasilianum foi também avaliado quanto a producéo de
enzimas degradadoras de arabinoxilano. Neste trabalho, testaram-se, como fonte de carbono
(2%), grao de cevada, polpa de beterraba-agucareira, xilano de madeira de bétula, xilano de
aveia, vagem de ervilha; e, como fonte de nitrogénio (1%), peptona, extrato de levedura,
sulfato de amdnia, uréia, licor de maceracéo de milho e gréo de cevada. Quando cultivado em
polpa de beterraba-agucareira, verificou-se a atividade maxima de feruloil esterase e a-L-
arabinofuranosidase, ao passo que a atividade de xilanase foi maior ao ser cultivado em xilano
de aveia. A fonte de nitrogénio preferida foi o extrato de levedura. Além disso, a adicdo de
acido ferdlico livre estimulou a producdo das trés enzimas mencionadas, de modo que ele
pode estar envolvido no mecanismo de regulacdo do fungo para producdo e secrecdo das
mesmas. Ao realizar um tratamento para eliminar a feruloil esterase, a liberagdo de pentoses
foi reduzida, reforcando o papel sinergistico desta enzima na hidrolise (PANAGIOTOU;
OLAVARRIA; OLSSON, 2007).

Algumas linhagens conhecidas por utilizar xilano de fibra de milho, um
substrato altamente complexo e ramificado contendo &cido feralico, foram objeto de estudo
para a deteccdo da producdo de feruloil esterase (SHIN; CHEN, 2006). Os fungos foram
cultivados em farelo de milho e o sobrenadante do cultivo foi avaliado quanto a atividade da
enzima de interesse. Uma linhagem de Fusarium proliferatum mostrou atividade
significativamente maior sobre o ferulato de metila que a cepa de A. niger empregada como
controle. Além disso, a primeira foi capaz de liberar acido ferulico a partir do farelo de milho,
enquanto que o controle ndo. Diferente de um trabalho j& mencionado (PANAGIOTOU;
OLAVARRIA; OLSSON, 2007), fontes de nitrogénio organicas (peptona e extrato de
levedura) impactaram negativamente na producdo da enzima, sendo empregado, portanto, o
tartarato de amonio. Durante os estudos de otimizacdo, o meio mineral descrito por
Christakopoulos (1996), desenvolvido para o cultivo de F. oxysporum, proporcionou uma
producéo significativamente maior da enzima que o meio mineral comumente utilizado para
A. niger (SHIN; CHEN, 2006).
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Muitos trabalhos focaram na producédo de FAE por fungos. No entanto,
também se tem relatado a producdo destas enzimas por bactérias — como é o caso do trabalho
citado anteriormente envolvendo Streptomyces. Sabe-se que acidos fendlicos antioxidantes
podem ser liberados a partir da fibra da dieta pela acdo da microflora intestinal, a qual é
composta, dentre outras, por cepas de Lactobacillus. Tendo isto em vista, Szwajgier e
Jakubczyk (2011) examinaram a habilidade de quatro cepas de Lactobacillus em produzir
FAE extracelular, quando cultivadas na presenca de fontes de carbono naturais e sintéticas.
Dentre os diversos substratos testados (farelo de trigo/centeio, pectina de maca/milho,
arabinogalactano de madeira de larico, grdo de cevada, entre outros), a maior produgédo da
enzima foi verificada quando o ferulato de metila foi fornecido como unica fonte de carbono.
Possivelmente, isto ocorreu porque o microrganismo foi forcado a produzi-la, sendo que na
presenca dos demais substratos, outras fontes de carbono foram exploradas. Entretanto, 0s
outros substratos também deram suporte a producdo da enzima.

Vale lembrar que as FAE séo classificadas em quatro tipos. Essa classificacdo
é baseada na especificidade a substratos modelos — ferulato de metila (MFA), p-cumarato de
metila (MpCA), cafeato de metila (MCA) e sinapato de metila (MSA) — e na sequéncia
priméaria da proteina. O tipo A ndo é ativo sobre MCA, enquanto o tipo B nédo € ativo sobre
MSA. Os tipos C e D sdo ativos sobre 0s quatros ésteres. No entanto, apenas os tipos A e D
sdo capazes de liberar acido diferalico (5-5’). Em relagdo a identidade de sequéncia, os tipos
A, B, C e D estdo associados, respectivamente, com as familias da lipase, acetil xilano
esterase (familia 1 das carboxil esterases), tananase/clorogenato esterase e xilanase.
Considerando os microrganismos citados pelos autores que propuseram esta classificacdo, 0s
tipos A e D sdo induzidos preferencialmente por farelo de trigo, o B por polpa de beterraba-
acucareira, e 0 C por um destes dois substratos, dependendo da espécie (CREPIN; FAULDS;
CONNERTON, 2004). E importante salientar que muitos trabalhos reportam que o tipo A é
induzido por materiais derivados de cereais (farelo de milho/trigo e xilano de aveia, por
exemplo).

Benoit et al. (2006) compararam dois tipos de FAE de A. niger purificadas,
testando sua habilidade em liberar acidos fendlicos, tais como acido caféico, p-cumarico e
acido ferdlico, a partir de polpa de café, bagaco de maca e palha de trigo. A atividade de
hidrolise sobre estes substratos foi comparada com o farelo de milho e a polpa de beterraba-
acucareira. O tipo A praticamente ndo liberou &cidos fendlicos da polpa de café e do bagaco
de magd. Enquanto que o tipo C foi muito ativo sobre estes substratos. Além disso, o tipo A

liberou mais acido feralico e p-cumarico que o C somente no farelo de milho. Os resultados
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indicaram que o tipo C possui uma especificidade mais ampla aos substratos. Nesse trabalho,
0s autores salientaram a importancia do conhecimento da especificidade das feruloil esterases,
0 que pode ajudar a preparar coquetéis enzimaticos mais adequados para o tratamento de um

determinado tipo de biomassa.
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3 OBJETIVOS

Com vista ao amplo espectro de aplicacdo das enzimas feruloil esterase e
xilanase, o presente trabalho teve por objetivo geral realizar a sele¢do de fungos filamentosos
da regido amazonica capazes de produzir feruloil esterases e xilanases e avaliar a eficiéncia
dessas enzimas na hidrdlise do bagaco de cana-de-agucar.

Para atingir esse objetivo, as seguintes etapas foram tracadas:

e Selecionar fungos isolados do solo da regido Amazdnica quanto a
capacidade de producdo de feruloil esterase, através de teste em placas contendo ferulato de
etila;

e Estabelecer metodologia para analise de atividade de FAE;

e Selecionar os isolados quanto a producéo de xilanase e feruloil esterase por
meio de cultivo por fermentacdo submersa em shaker;

e Auvaliar o efeito da fonte de carbono sobre a producdo de xilanase e FAE,
por meio de cultivo em shaker;

e Selecionar trés isolados com os melhores resultados de produtividade de
xilanase e FAE e cultiva-los em biorreator convencional do tipo tanque agitado, com controle
de pH, temperatura, agitacdo, aeracédo e oxigénio dissolvido;

e Auvaliar o efeito da concentracdo da fonte de carbono sobre a producédo das
enzimas de interesse, mediante o cultivo em reator de um isolado selecionado;

e Caracterizar 0 extrato enzimatico obtido durante o cultivo em biorreator,
guanto aos niveis de atividade de FPase, xilanase, xiloglucanase, pectinase, celobiohidrolase,
B-glucosidase e FAE;

e Avaliar a aplicacdo do extrato enzimatico obtido durante o cultivo em
biorreator na hidrélise de bagaco de cana-de-agucar com pré-tratamento hidrotérmico;

e |dentificar a espécie de trés isolados da Amazonia por métodos moleculares.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos

Neste trabalho, foram utilizados fungos filamentosos isolados da regido
amazobnica (DELABONA et al., 2012) e o fungo Aspergillus niger F12 (AnF12), cujas
culturas estoques foram mantidas em meio batata-dextrose-agar (BDA) a 4 °C. Para garantir
que fosse utilizada a mesma geracao entre 0s ensaios, uma suspensao de esporos foi preparada
com 20% de glicerol e 0,1% de NaCl, a qual foi armazenada em aliquotas a -50 °C. Antes de
cada ensaio, os fungos foram reativados em meio BDA, sendo incubados a 29 °C até
completa esporulagéo.

Os fungos utilizados neste trabalho foram os seguintes: AnF12, P21C3, P24C1,
P27C3, P28P11, P34P9, P41C1, P45C3, P6B2, P75P1 e P77C5, os quais fazem parte da
colecdo de fungos do Laboratorio de Agroenergia da Embrapa Instrumentacdo (S&o Carlos -

SP). A maioria desses isolados ainda ndo foi identificada.

4.2 Selecdo dos isolados em placas contendo ferulato de etila

Inicialmente, foi realizado um ensaio em placas com agar, de acordo com o
trabalho de Mathew e Abraham (2005), o qual foi adaptado de um estudo visando a deteccao
de feruloil esterase produzida por Bacillus ssp. e lactobacilli (DONAGHY, KELLY e
McKAY, 1998).

Neste ensaio foi empregado meio com a seguinte composicdo: 1,3 g/L de
(NH4)2S0Oq4; 0,39 g/L de KH2POy; 0,25 g/L de MgSQ,; 0,07 g/L de CaCl,-2H,0; 0,03 g/L de
FeCls; 1 g/L de extrato de levedura; e 20 g/L de agar. O pH foi ajustado para 6,0. Apds 0 meio
ser autoclavado, adicionou-se como Unica fonte de carbono o ferulato de etila (EFA) para uma
concentracdo final de 0,1% (m/v), a partir de uma solucdo estoque a 10% (m/v) em dimetil
formamida. Os microrganismos foram transferidos do meio BDA para 0 meio contendo EFA,
com o auxilio de uma alga metalica, de modo a se ter um Unico ponto de inocula¢do. A
incubacdo foi mantida a 29 °C durante seis dias. O experimento foi realizado em triplicata

para cada isolado.
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O indicativo da producéo de feruloil esterase foi a formagdo de uma zona clara
ao redor do ponto de inoculacdo. O didmetro da zona do halo no agar foi medido e comparado
entre as cepas isoladas. Nesta etapa, também foi utilizado o fungo Aspergillus niger F12,
como controle, uma vez que essa espécie é relatada na literatura como bom produtor de FAE.

4.3 Selegéo por cultivo em shaker

Os onze fungos foram também cultivados em meio liquido, utilizando-se farelo
de trigo lavado como indutor para producéo das enzimas de interesse. O cultivo submerso foi
dividido em duas etapas. Na primeira etapa, a de inéculo, foram inoculados 2,5x10° esporos
por mililitro de solugdo em meio de Mandels modificado (MANDELS; WEBER, 1969),
suplementado com 10 g/L de glicose e pH ajustado para 4,5. Esse meio foi composto por: 1,4
g/L de (NH,4)2SOyq; 2,0 g/L de KH2POy; 0,3973 g/L de CaCl,.2H,0; 0,2 g/L de MgS0,4.7H,0;
5 mg/L de FeSO,4.7H,0; 1,6 mg/L de MnSQ,4.H,0; 1,4 mg/L de ZnS0,4.7H,0; 2,0 mg/L de
CoCly; 5 g/L de peptona bacteriologica; 2,0 g/L de extrato de levedura; 0,3 g/L de uréia; 0,1%
de Tween 80. O in6culo foi incubado a 29 °C em shaker, empregando-se uma agitacéo de 200
rpm. ApOs um periodo de 48 horas, um novo meio liquido (Mandels modificado) foi
inoculado com 10% de inoculo (v/v). Este novo meio teve o pH ajustado para 6,0 e foi
suplementado com 1% (m/v) de farelo de trigo lavado, ao invés de glicose. O cultivo foi
realizado em frascos Erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL de meio de cultura. Ao longo
dessa segunda etapa, de fermentacdo, acompanharam-se os niveis de atividade de feruloil
esterase e xilanase, de acordo com a metodologia descrita nos itens 4.10.1 e 4.10.2.1,

respectivamente. O cultivo foi realizado em duplicata.

4.4 Efeito de fontes de carbono

Depois do ensaio de selecdo entre as diferentes cepas, o fungo P21C3 foi
submetido a um teste para avaliar o efeito da fonte de carbono sobre a producéo de xilanase e
feruloil esterase. As condigdes de ensaio foram basicamente as mesmas descritas para o
ensaio de sele¢do por cultivo em shaker (item 4.3). As Unicas diferencas estdo descritas a

seguir.
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As fontes de carbono para cada ensaio (descritos em parénteses) foram: farelo
de trigo lavado (1 - FLST e 2 - FLcT); farelo de trigo in natura (3 - FI); farelo de soja (4 - FS);
10% de licor (5 - L10); 20% de licor (6 - L20); 40% de licor (7 - L40); 50% de licor (8 - L50);
bagaco de cana-de-acUcar hidrotérmico (9 - BH); bagaco de cana-de-agUcar explodido (10 -
BEX). As fontes de carbono solidas (farelos e bagagos) foram empregadas com uma
concentracdo final de 10 g/L. O licor foi adicionado na proporcao ja descrita, em volume.
Vale ressaltar que o licor consiste em um subproduto do pré-tratamento do bagaco de cana e
contém a fracdo do material solubilizada em agua, apds o tratamento hidrotérmico. Além
disso, nos ensaios de 2 (FLcT) a 10 (BEX), foi empregado o tampéo ftalato de potéssio a 50
mM, para tentar mitigar o efeito da variacdo do pH sobre a producéo das enzimas de interesse.
O pH inicial foi ajustado para 5,5, para ndo se extrapolar a faixa de tamponamento do ftalato.

4.5 Cultivo em reator convencional de tanque agitado

4.5.1 Comparacéo entre trés linhagens de Aspergillus oryzae

Apos a selecdo da fonte de carbono, trés linhagens de Aspergillus oryzae
(P21C3, P27C3 e P6B2) foram cultivadas em reator convencional de tanque agitado. O
preparo do indculo e do meio de cultivo foi realizado da mesma forma que o ensaio de selecéo
por cultivo em shaker (item 4.3).

Nesse cultivo, foi utilizado um fermentador BioFlo 115 (New Brunswick),
equipado com controle automatico de temperatura, pH, agitacdo e aeracdo. O reator foi
inoculado com 10% (v/v) de inoculo a partir de uma pré-cultura. O volume de trabalho foi de
1,0 L, o pH foi fixado em 6,0 e a temperatura foi mantida em 29 °C. A taxa de aeracao foi
ajustada de modo que o nivel de oxigénio dissolvido ficasse no minimo em 30% de saturacéao
de ar. O pH foi controlado usando solucéo de H,SO,4 a 0,4 M ou solucdo de NH,OH em agua
(1:3). A formacdo de espuma foi controlada com a adicdo de agente antiespumante
polipropileno glicol. As amostras foram retiradas do reator, em tempos periédicos,
centrifugadas a 3.800 x g por 15 minutos, a 4 °C. Posteriormente, foram realizadas as analises

de atividade de xilanase (item 4.10.2.2) e feruloil esterase (item 4.10.1.2).
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4.5.2 Efeito da concentragéo da fonte de carbono

Ainda em reator, foram realizados cultivos com o fungo P21C3 para avaliar o
efeito da concentracdo da fonte de carbono sobre a producdo de enzimas de interesse. As
condicbes foram as mesmas das descritas no item anterior (3.5.1). Entretanto, as
concentracdes de farelo de trigo lavado variaram entre 5 g/L, 10 g/L e 20 g/L. Ao longo do
cultivo, foram mensurados os niveis de atividade de xilanase (item 4.10.2.2) e feruloil esterase
(item 4.10.1.2).

4.6 Painel de atividade enzimatica

Entre as bateladas de cultivo realizadas em reator (item 4.5.2), foi gerado o
extrato denominado "RO5B", o qual foi obtido apds 24 horas de cultivo da linhagem P21C3,
com 10 g/L de farelo de trigo. Foi realizada a caracterizacdo desse extrato RO5B quanto aos
niveis de atividade de algumas enzimas, para a construcdo de um "painel de atividade". As
atividades enzimaticas avaliadas foram: FPase (celulase), xilanase, pectinase, xiloglucanase,
celobiohidrolase, B-glucosidase e FAE. Foi também determinado o teor de proteinas totais.

Além do extrato RO5B, o painel de atividade foi construido para a enzima

comercial Celluclast 1.5L (Novozymes).

4.7 Curva de saturagdo

Objetivou-se também a construcdo de uma curva de saturacdo ou dose-
resposta, com o intuito de se verificar até que ponto a adicdo do extrato enzimatico RO5B
proporcionaria uma contribuicdo significativa para a hidrolise de bagaco de cana. Nesse
ensaio, foi realizada a hidrolise do bagaco hidrotérmico, empregando-se uma quantidade fixa
de enzima comercial e quantidades crescentes do extrato bruto. Assim, foram realizados os
tratamentos contendo: 5% (m/v) de bagaco hidrotérmico; quantidade de Celluclast 1.5L
correspondente a 10 FPU por grama de bagaco; 10% a 50% (v/v) de extrato bruto RO5B;
tampao citrato de sddio pH 4,8 a 50 mM; 0,02% de azida de sddio.

A reacgéo teve um volume final de 1 mL. Foi utilizado um tubo tipo Eppendorf

de 2 mL, sendo que a reacdo foi mantida a 50 °C por 24 horas, em um Termomixer
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(Eppendorf), empregando-se 1000 rpm de agitacdo. O ensaio foi realizado em triplicata e a
temperatura empregada corresponde a temperatura étima de atividade das celulases em geral.

Os acucares redutores foram mensurados com emprego do método de acido
dinitrosalicilico (DNS) (item 4.10.4), alem disso, foi realizada a quantificagdo de glicose,
xilose, arabinose, celobiose e acido acético por método empregando cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC, na sigla em inglés) (item 4.10.5).

4.8 Hidrolise em frascos agitados

Foi realizado um ensaio de hidrolise em frascos agitados. As condigdes e as
proporcoes foram as mesmas que do experimento anterior (item 4.7). No entanto, o volume
final da reacdo foi de 50 mL. Foram realizados dois tipos de controle: um sem a adi¢cdo de
enzima (ctrl); e outro sem adicdo de enzima comercial e com 50% (v/v) de extrato RO5B.

Os frascos (Erlenmeyers de 125 mL) contendo a mistura foram incubados em
um shaker a 50 °C e 250 rpm de rotagéo. O ensaio foi realizado em duplicata. Foram retiradas
aliquotas das reacOes, sendo cada amostra analisada por DNS (item 4.10.4) e HPLC (item
4.10.5).

4.9 Substratos utilizados nos ensaios de cultivo e de hidrélise enzimatica

O farelo de trigo utilizado nos cultivos dos fungos foi submetido a um processo
de lavagem para remoc¢édo do amido. Inicialmente, o substrato foi colocado em um recipiente e
coberto com &gua, sendo misturado manualmente por cinco minutos. Em seguida, o farelo foi
transferido para uma peneira e lavado em agua corrente, sendo espremido contra a malha da
peneira. Esse processo foi realizado por quatro vezes, sendo que, entre 0 segundo e o terceiro
ciclos, o farelo foi mantido coberto com agua e em repouso por 12 horas. Apos o ultimo ciclo,
o farelo foi espalhado em bandejas de aluminio e seco em estufa com circulacdo de ar a 50
°C. Por fim, o material foi armazenado a -50 °C. Ao longo do trabalho, foram utilizados dois
lotes de farelo de trigo lavado, sendo um deles utilizado no ensaio de sele¢cdo por cultivo em
shaker (item 4.3) e 0 outro nos ensaios de efeito da fonte de carbono (item 4.4) e de cultivo

em reator (item 4.5). Verificou-se que a umidade do farelo de trigo lavado foi de 9%.
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O bagaco explodido (BEX) foi proveniente de um pré-tratamento por exploséo
a vapor. O bagaco de cana-de-agUcar que serviu de matéria-prima foi submetido a um
processo, cujas condicdes foram descritas por Pereira et al. (2013). Em sintese, o substrato foi
submetido a uma pressdo elevada com vapor de agua e despressurizado de forma subita, em
seguida a fracdo solida foi lavada com agua até a neutralidade e, por fim, seca a temperatura
ambiente.

O bagaco hidrotérmico (BH) foi proveniente de um pré-tratamento com agua
liquida quente. De forma resumida, o bagaco de cana-de-agUcar foi misturado com agua, com
uma relacdo de sélido para liquido de 1:10. A mistura foi aquecida a 190 °C por 10 minutos,
em um reator de alta pressdo de 2 L (Parr - modelo 4848). Posteriormente, a fracdo sélida foi
seca ao ar livre. Nesse trabalho, foram utilizados dois lotes diferentes de bagaco hidrotérmico,
sendo um deles no ensaio de comparagéo entre fontes de carbono (item 4.4) e outro no ensaio
de hidrdlise enzimatica (itens 4.7 e 4.8). No caso do bagago utilizado para hidrolise, foi
realizada a moagem em moinho Pulverisette 14 (Fritsch), acoplado com uma peneira com
abertura de malha de 0,2 mm. A umidade do bagaco hidrotérmico utilizado na hidrélise foi de
8,0%. O licor utilizado consistiu na fracdo liquida apds o pre-tratamento hidrotérmico do
bagaco de cana, cujas condi¢des foram as mesmas descritas anteriormente.

Os bagacos submetidos ao processo de explosdo a vapor e ao tratamento
hidrotérmico, assim como o licor, foram caracterizados quanto a composicao quimica, de
acordo com a metodologia descrita por Gouveia et al. (2009). Esses substratos foram
gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. George Jackson de Moraes Rocha do Laboratério Nacional
de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), cujo grupo também foi responsavel pela

caracterizacao.

4.10 Métodos analiticos

4.10.1 Andlise de feruloil esterase

4.10.1.1 Método empregando HPLC

A atividade de feruloil esterase foi realizada através da incubacdo do extrato

bruto com o substrato ferulato de metila (methyl ferulate, MFA) e a analise foi executada com

HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia) ou em espectrofotdmetro.
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No caso do método empregando HPLC, 1 mL de substrato a 200 uM (em
tampdo MOPS a 200 mM, pH 6,0) foi misturado com 1 mL de extrato bruto diluido em agua.
Apdbs um periodo de 30 minutos de incubacdo em banho a 37 °C, a mistura foi transferida
para um banho de &gua fervente durante 5 minutos, a fim de que a reacdo fosse paralisada.
Posteriormente, a mistura foi resfriada em banho de gelo, centrifugada a 10.000 x g por 10
minutos e o sobrenadante foi armazenado a -50 °C.

A amostra foi filtrada em um filtro de seringa de celulose regenerada ou Nylon
de 0,22 um. Em seguida, 20 puLL de amostra foram aplicados em uma coluna C18 com um
fluxo de 1 mL/min, com tempo de corrida de 20 minutos. A fase movel foi composta pela
solucdo A (tampdo acetato de sodio a 50 mM, pH 4,0) e solucdo B (acetonitrila). A condicdo
inicial da corrida foi de 100% de A e, ao longo da mesma, foi empregado um gradiente linear
de modo a se obter 50% de A e 50% de B no final. Antes de cada aplicacdo, as condicGes
inicias da coluna foram reestabelecidas. O monitoramento foi realizado a 320 nm e a
quantificacdo foi feita a partir de uma curva padréo de &cido ferulico.

A coluna C18 empregada foi uma Microsorb MV da Varian (particula de 5 um;
poro de 100 A; didmetro interno de 4,6 mm e comprimento de 250 mm). Cromatografo
(Varian) equipado com bombas modelo ProStar 210 e detector UV-Vis modelo ProStar 325.

O método empregando HPLC foi baseado no trabalho de Yue et al. (2009) e
foi empregado somente para as amostras provenientes do ensaio de selecdo por cultivo em
shaker (item 4.3).

Uma unidade de atividade enzimatica (UI) corresponde a 1 pumol de &cido
feralico liberado por minuto. Os resultados foram expressos em Ul por volume de extrato

enzimatico bruto.

4.10.1.2 Método empregando espectrofotdmetro

A atividade de feruloil esterase foi também determinada por um método
empregando espectrofotdmetro, o qual foi baseado no trabalho de Ralet et al. (1994). Nesse
ensaio, 1,25 mL de substrato MFA a 200 uM (em tampdo MOPS a 200 mM, pH 6,0) foram
adicionados a uma cubeta de quartzo contendo uma barra magnética. A agitagédo foi acionada
e entdo foram adicionados 1,25 mL de extrato bruto diluido em &gua. Logo em seguida,

iniciou-se a leitura a 335 nm, a qual foi realizada de trinta em trinta. A temperatura foi
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mantida a 37°C com auxilio de um holder termostatizado. A diferenca entre a absorbancia
final e inicial foi utilizada para os célculos de nivel de atividade de feruloil esterase.

Para 0s extratos obtidos a partir do cultivo em shaker (item 4.3), o tempo de
incubacdo foi de 30 minutos. Ao passo que um periodo de incubacdo de 10 minutos foi
empregado para 0s extratos provenientes dos ensaios subsequentes, ou seja, efeito da fonte de
carbono (item 4.4) e cultivo em reator (item 4.5).

Uma unidade de atividade enzimatica (UI) corresponde a 1 pumol de &cido
ferdlico liberado por minuto. Os resultados foram expressos em Ul por volume de extrato
enzimatico bruto. Vale salientar que os niveis de atividade foram calculadas de acordo com a

seguinte equacao:

Ul V (AA)
= X | —
Ae X 1 t

sendo, V = volume da reagdo (L); Ae = diferenca entre os coeficientes de extingdo molar do
substrato MFA e do &cido fertlico (M™.cm™); | = caminho éptico (cm); AA = variacdo na

absorbéncia; t = tempo de reacdo (min).

4.10.2 Anélise de xilanase
4.10.2.1 Ensaio em tubos

A atividade de xilanase, para as amostras do ensaio de selecdo em shaker (item
4.3), foi realizada por um método empregando tubos de ensaio (BAILEY; POUTANEN,
1989), com o substrato xilano de madeira de faia (beechwood).

A mistura reacional consistiu de 2 mL de solucdo de xilano (1% em tampé&o
acetato de sédio a 100 mM, pH 5,0) e 1 mL de extrato enzimético diluido. A reacdo foi
mantida a 50 °C por 30 minutos e paralisada com a adicdo do reagente DNS. Por fim, foram
mensurados 0s agucares redutores.

Uma unidade de atividade enzimatica (Ul) corresponde a 1 pmol de xilose
liberada por minuto. Os resultados foram expressos em Ul por volume (mL) de extrato

enzimatico bruto.
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4.10.2.2 Ensaio em microplacas

As amostras dos ensaios de efeito da fonte de carbono (item 4.4) e cultivo em
reator (item 4.5) foram analisadas por um método empregando microplacas, o qual consiste
apenas em uma adaptacdo do método anterior.

A mistura da reagao foi composta por: 50 puL de substrato (0,5% de xilano), 40
uL de tampdo (citrato de sddio a 50 mM; pH 4,8) e 10 pL de extrato enzimatico diluido. Apds
10 minutos de incubac¢do a 50 °C, houve adicdo de 100 uL de reagente DNS. Foram

mensurados os agucares redutores pelo método de DNS.

4.10.3 Analise de FPase, pectinase, xiloglucanase, B-glucosidase e celobiohidrolase

A atividade de celulase em papel filtro (FPase) foi determinada segundo
método descrito por Ghose (1987), com algumas modificacbes para reduzir a escala do
procedimento em dez vezes. O papel filtro utilizado foi o Whatman n® 1. A reacdo foi
incubada por 60 minutos a 50 °C. O tampdao empregado foi o citrato de sédio a 50 mM, pH
4,8. A reacao foi paralisada com a adicdo do reagente DNS e foram avaliados os agucares
redutores, sendo a atividade expressa em unidade de FPase (FPU).

A atividade de pectinase foi medida sobre o substrato pectina de citrus. Foi
realizada da mesma forma que o ensaio de xilanase em microplacas (item 4.10.2.2). Ao final
da reacdo, foram mensurados os agucares redutores.

A atividade de xiloglucanase foi mensurada sobre o substrato Xxiloglucano.
Sendo a reacdo executada da mesma forma que a xilanase em microplacas (item 4.10.2.2). Ao
final da reacdo, foram mensurados os agucares redutores.

A atividade de B-glucosidase foi determinada sobre o substrato p-nitrofenol-f-
D-glucopiranosideo (pNPG), baseando-se no método descrito por Zhang, Hong e Ye (2009).
No ensaio, foram misturados 80 puL de pNPG a 1 mM (em tampé&o citrato de sddio a 50 mM,
pH 4,8) ¢ 20 uL de extrato enzimatico diluido. A mistura foi incubada a 50 °C por 10
minutos. A reacdo foi parada com a adigdo de 100 puL de Na,CO; a 1,0 M. A leitura foi
realizada a 400 nm e a curva padréo foi construida com p-nitrofenol.

A atividade de celobiohidrolase (CBH) foi determinada sobre p-nitrofenol-p-D-
celobiosideo (pNPC). A reagdo foi composta por: 50 puL de substrato a 5 mM, 40 pL de

tampéo (citrato de sodio a 50 mM, pH 4,8) e 10 puL de extrato enzimatico. A mistura foi
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incubada a 50 °C por 10 minutos. A reacdo foi também paralisada com acréscimo de Na,COs.
A leitura foi realizada a 400 nm e a curva padréo foi construida com p-nitrofenol.

A quantificacdo do produto foi baseada em curva de glicose, para 0s ensaios
com polissacarideos como substrato, e em curva de p-nitrofenol, para os ensaios com
substratos sintéticos.

Em todos os casos, 1 unidade internacional (Ul) de atividade enzimaética foi
definida como a quantidade responsavel pela liberacdo de 1 umol de produto por minuto, nas
condicdes empregadas. Os resultados foram expressos em Ul por unidade de volume de

extrato enzimatico bruto.

4.10.4 Determinacao de acUcares redutores

A quantificacdo de agucares redutores foi realizada pelo método do acido
dinitrosalicilico (DNS), descrito por Miller (1959). A leitura foi realizada a 540 nm em
espectrofotémetro padréo ou leitor de microplacas. No caso da atividade de xilanase, a curva

padréo foi construida com xilose, nos outros casos com glicose.

4.10.5 Determinacdo de aclcares em HPLC

A determinacdo de acUcares foi realizada por método empregando HPLC, para
as amostras dos ensaios da curva de saturacdo (item 4.7) e da hidrdlise em frascos agitados
(item 4.8). A andlise foi realizada pelo Laboratorio de Analise Instrumental do CTBE,

segundo a metodologia descrita por Rocha e colaboradores (2012).

4.10.6 Determinacdo de proteinas totais

As concentragbes de proteina foram determinadas em microplacas,

empregando-se 0 método de Bradford (1976). Para quantificacdo, foi utilizada a albumina de

soro bovino (BSA) como padrao.
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4.11 SDS-PAGE

Alguns extratos enzimaticos foram submetidos ao ensaio de Eletroforese em
Gel SDS-Poliacrilamida (SDS-PAGE, na sigla em inglés). A metodologia seguiu as
instrucBes descritas por Sambrook e Russel (2001). Os géis foram preparados com 5% de
poliacrilamida para o gel de empacotamento e 12% para o gel de separacdo. As amostras
foram centrifugadas e 20 pL do sobrenadante foram misturados com 10 pL. de tampao de
amostra. A mistura foi aquecida a 99 °C por 5 minutos e, em seguida, resfriada a temperatura
ambiente. Um volume de 20 pL da mistura foi aplicado no gel. Ndo houve processo de
concentracdo da amostra nem padronizacdo pelo teor de proteina, ou seja, 0s extratos
enzimaticos foram utilizados em sua forma bruta. O gel foi submetido a uma tenséo de 120 V
por até 1 hora e 30 minutos. Por fim, o gel foi corado com solugdo contendo Comassie Blue
R250. O padréo de massa molecular utilizado foi o PageRuler Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific). Quando necessario, a estimativa do tamanho das bandas do gel seguiu a

metodologia descrita por Hames (1998).

4.12 ldentificacédo dos isolados P21C3, P27C3 e P6B2

4.12.1 Identificacdo molecular

Os trés isolados utilizados nos cultivos em reator (P21C3, P27C3 e P6B2)
foram identificados por sequenciamento da regido ITS (internal transcribed spacer) do DNA
ribossomal. Inicialmente, seus esporos foram inoculados em um Erlenmeyer contendo meio
de Mandels (conforme descrito no item 4.3), sendo o frasco mantido a 29 °C em estufa
bacterioldgica, sem agitacdo. Apos seis dias, 0 micélio foi transferido para um almofariz e
triturado em nitrogénio liquido, até a obtencdo de um pd fino, o qual foi armazenado a -80 °C
até a proxima etapa.

Posteriormente, foi realizada a extracdo de DNA total empregando-se 0 método
descrito por Specht et al. (1982). A qualidade do DNA extraido foi verificada em gel de
agarose 0,8%, o qual foi submetido a uma d.d.p. (diferenca de potencial) de 80 V. O DNA foi

quantificado por meio de leitura a 260 nm em NanoDrop.
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A regido do ITS foi amplificada por meio da técnica de PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase, na sigla em inglés). Os reagentes empregados foram obtidos da
Fermentas. Os iniciadores utilizados foram 0 ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3) e o
ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3') (WHITE et al., 1990). Para cada fungo, foi
realizada uma reacdo de 50 puL em duplicata com a seguinte composicdo: tampédo de reacao
1X concentrado; MgCl, a 2 mM; mistura de deoxinucleotideos (ANTP) a 0,2 mM; 0,2 uM de
cada iniciador; 45 ng de DNA,; e 0,5 uL da enzima Taqg DNA Polimerase.

Os tubos de 0,2 mL contendo as reagdes foram incubados em termociclador
(Eppendorf), sendo executados: um passo inicial de desnaturacdo a 95 °C por 2 minutos;
trinta e cinco ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 20 segundos, anelamento a 55 °C por 40
segundos e extensdo a 72°C por 60 segundos; e um passo final de extenséo a 72 °C por 10
minutos.

O amplificado da reacdo de PCR foi verificado em gel de agarose 1%. A
reacdo foi purificada através do kit para purificacdo de reacdes de PCR da GE Healthcare
(illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit). O fragmento de DNA de interesse
foi eluido com 60 uL de &gua a 65 °C, a partir da coluna do Kkit. As amostras foram
quantificadas em NanoDrop e foi realizado o sequenciamento, empregando-se 0s iniciadores
ITS1 e ITS4. O resultado do sequenciamento foi comparado com o banco de dados do NCBI

(National Center for Biotechnology Information) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

4.12.2 Deteccao de aflatoxinas

Além da identificacdo molecular, foi realizado um teste para deteccdo de
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. O limite de deteccéo foi de 2 pg/kg. A andlise foi realizada pelo
Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos, vinculado ao Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL), em Campinas-SP, sendo empregada a metodologia descrita por
Filtenborg, Frisvad e Svendsen (1983).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selegéo de isolados em placas contendo ferulato de etila

Foi realizado um ensaio com dez isolados de fungos amazoOnicos e uma
linhagem controle (Aspergillus niger — AnF12), a fim de se verificar a capacidade de
producdo de feruloil esterase. Apés seis dias de incubacdo em meio contendo o substrato
ferulato de etila (EFA), foram medidos os diametros da colonia e do halo claro ao redor da
mesma, bem como o indice enzimatico (razdo entre halo e col6nia). Os resultados foram

apresentados na Tabela 1. A formag&o do halo pode ser visualizada na Figura 6.

Tabela 1. Formacao de halo claro e de crescimento entre os diferentes fungos em placas com
EFA.

Fungo Halo* Colonia® indice Enzimatico
AnF12 - - -
P21C3 ++ ++ 3,10 £ 0,21
P24C1 - - _
P27C3 ++ ++ 3,09 +£ 0,86
P28P11 +++ +++ 1,91 £ 0,02
P34P9 +++ +++ 2,93+0,18
P41C1 +++ ++ 3,83+0,44
P45C3 + + 3,33 £ 0,47
P6B2 + + 2,75+0,35
P75P1 - - -
P77C5 - - -

! (-) sem formagao de halo; (+++) halo com diametro > 25 mm;
2 (-) sem colonia; (+++) coldnia com didmetro > 10 mm.

Os isolados P28P11, P34P9 e P41C1 foram o0s que mais se destacaram, tanto
em crescimento da coldnia, quanto em formacdo de halo. Os isolados P21C3 e P27C3
apresentaram resultados semelhantes entre si. No entanto, os isolados P41C1 e P45C3 foram
0s que exibiram os maiores valores quanto ao parametro indice enzimatico. A linhagem de A.
niger AnF12, utilizada como controle, ndo se desenvolveu no meio, assim como os isolados
P24C1, P75P1 e P77C5. Todavia, é bem estabelecido na literatura que o fungo A. niger €
muito explorado quanto a producdo de feruloil esterase (FAZARY; JU, 2007; TOPAKAS;
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VAFIADI; CHRISTAKOPOULOS, 2007; WONG, 2006). Além disso, os resultados de
selecéo por cultivo em shaker (item 5.3) mostraram que a linhagem A. niger F12 foi a que
proporcionou 0 maior nivel de atividade de FAE. Considerando a existéncia de falsos
negativos, o0 método de selecdo em placas ndo se mostrou eficaz para inferir-se a capacidade
de producéo dessa enzima.

b

2b

30

Figura 6 — Colénias de alguns isolados submetidos ao teste com EFA.

Legenda: (1) P21C3; (2) P28P11; (3) P34P9. (a) crescimento em meio BDA,; (b) coldnia em meio com
EFA; (c) halo formado pela degradacdo de EFA. Seta vermelha indicando halo claro ao redor da
colnia. Nota-se presenca de exsudatos em "1a".
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5.2 Validagdo de metodologia para anélise de FAE

A partir dos dados de atividade de FAE mensurados em HPLC e
espectrofotdmetro, foi construida uma curva de correlacdo (Figura 7), cujo coeficiente de
correlagdo (r?) foi de 0,97. A equacdo mostrada na figura foi usada para converter os dados
obtidos por espectrofotdmetro em dados estimados de HPLC. Vale ressaltar que a curva foi

construida resguardando-se as mesmas condi¢des de reacdo para todas as amostras.
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Figura 7 — Curva de correlacdo linear entre dados de atividade de FAE obtidos em

espectrofotometro e em HPLC.
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5.3 Selecéo por cultivo em shaker

Durante o teste de selecdo em placas com ferulato de etila (EFA) (item 5.1),
verificou-se que ndo houve indicacdo de producdo de FAE para a linhagem de A. niger
AnF12, o que correspondeu a um resultado de falso negativo. Desta forma, 0s onze fungos
foram submetidos a um novo ensaio de selecdo, o qual se deu a partir do cultivo em meio
liquido contendo farelo de trigo lavado como substrato. Foram realizadas analises de atividade
de xilanase e feruloil esterase, ao longo de quatro dias de cultivo. Na Figura 8, estdo
apresentados 0s maiores niveis de xilanase observados, e na Figura 9, as maiores

produtividades em relagéo a essa enzima.
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Figura 8 — Atividades maximas de xilanase apresentadas pelos diferentes fungos.

Os resultados correspondem & média entre os niveis observados a partir de cultivo realizado em duplicata e a
barra de erro corresponde ao desvio padrdo entre esses niveis. Apds a indicagdo do fungo, o nimero entre
parénteses indica o tempo de cultivo em dia correspondente a cada média. As letras dentro das colunas, quando
iguais, correspondem a médias sem diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 9 — Produtividades maximas de xilanase apresentadas pelos diferentes fungos ao

longo do cultivo.

Os resultados correspondem a média entre os niveis observados a partir de cultivo realizado em duplicata e a
barra de erro corresponde ao desvio padrdo entre esses niveis. As letras dentro das colunas, quando iguais,
correspondem a médias sem diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia.

Analisando-se o nivel absoluto, ndo se verificou diferenca estatistica, ao nivel
de 5% de significancia, entre a linhagem P27C3, que produziu 55,8 UlI/mL de xilanase, e 0
isolado P45C3, que produziu até 42,02 Ul/mL (apds dois dias de cultivo). Entretanto, ao se
observar os valores de produtividade, as diferencas tornam-se mais claras. Assim, as
linhagens P27C3 e P21C3 foram as que mais se destacaram em relacdo a atividade de
xilanase. Esses niveis de xilanase alcangados foram superiores aos de A. terreus (38,5 UI.L™)
e A. niger (35,5 UI.L™), quando cultivados com farelo de trigo, em condices similares com
as empregadas no presente trabalho (GAWANDE; KAMAT, 1999).

A comparacdo entre os isolados também foi baseada na producdo de feruloil
esterase. Os niveis maximos de producdo dessa enzima estdo apresentados na Figura 10 e 0s
de produtividade maxima na Figura 11. A linhagem de A. niger F12, empregada como
controle, foi a que mais se destacou, com um nivel maximo de 75,8 UI.L™, ap6s quatro dias
de cultivo. Além disso, a produtividade maxima dessa linhagem foi de 67,2 Ul.L™.dia™.

Porém, entre os fungos da regido amazdnica, os isolados P27C3, P21C3 e P6B2 apresentaram
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0s mais elevados niveis de FAE ao longo do cultivo e as mais elevadas produtividades, com

até 56,7 Ul.L™.dia® (P21C3), por exemplo. Os resultados alcancados para feruloil esterase

foram superiores ao observado em A. niger, quando cultivado com polpa de beterraba
acucareira, o qual foi de 5,9 UL.L™ sobre o substrato MFA (ASTHER et al., 2002).
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Figura 10 — Comparacdo entre as maiores producdes de FAE, até o quarto dia de cultivo.

Os resultados correspondem a média entre os niveis observados em cultivo realizado em duplicata e a barra de
erro corresponde ao desvio padrdo entre esses niveis. Apés a indicacdo do fungo, o numero entre parénteses
indica o tempo de cultivo em dia correspondente a cada média. As letras dentro das colunas, quando iguais,
correspondem a médias sem diferenca significativa a 5% de significancia.
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Figura 11 — Produtividades maximas de feruloil esterase apresentadas pelos diferentes fungos

ao longo do cultivo.

Os resultados correspondem a média entre os niveis observados em cultivo realizado em duplicata e a barra de
erro corresponde ao desvio padrdo entre esses niveis. As letras dentro das colunas, quando iguais, correspondem
a médias sem diferenca significativa a 5% de significancia.

O sobrenadante a partir do cultivo dos diferentes fungos foi submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Figura 12). As amostras foram
escolhidas com base no tempo correspondente aos picos de producao de xilanase e FAE e,
guando os mesmos ndo foram simultaneos, selecionaram-se 0s periodos de amostragem com
niveis elevados de ambas as enzimas. Analisando-se o perfil de proteinas na Figura 12, é
possivel observar a diversidade entre os diferentes isolados. Na maioria dos extratos
enzimaticos, ha uma nitida banda de 35 kDa (quilo Daltons) e outra de 18 kDa (valor
estimado). Nota-se também que os perfis de proteinas dos isolados P21C3 e P27C3 sdo muito
parecidos entre si e diferem pouco entre os isolados P6B2, P45C3 e P28P11. A linhagem de
A. niger F12 apresentou bandas bem distribuidas na faixa entre 18 e 130 kDa. O isolado
P77C5 apresentou as bandas mais fracas, de forma que essa menor concentracdo de proteinas

pode estar refletida na baixa producéo das enzimas avaliadas.
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Figura 12 — Perfil de proteinas do sobrenadante do cultivo de diferentes fungos.

Legenda: (MM) marcador de massa molecular; (1) P21C3 (ap6s 1 dia de cultivo); (2) P27C3 (apds 1 dia); (3)
P6B2(apos 2 dias); (4) P45C3 (apos 2 dias); (5) AnF12 (ap6s 4 dias); (6) P34P9 (ap6s 2 dias); (7) P28P11 (ap6s
2 dias); (8) P41C1 (apo6s 1 dia); (9) P75CL1 (apos 3 dias); (10) P24C1 (apos 4 dias); (11) P77C5 (apos 4 dias). Ao
lado esquerdo da figura, encontram-se as massas das bandas do marcador em kDa. O nimero 18 corresponde a
um valor estimado em kDa.
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Por envolver fungos que ainda ndo foram identificados, existe uma dificuldade
em se relacionar as bandas do gel com as possiveis enzimas a que correspondem. Além disso,
alteracdes no padréo de glicosilacdo, que podem ocorrer por diversos motivos, podem afetar o
deslocamentos das proteinas no gel. Vale ressaltar também que algumas enzimas possuem
diferentes isoformas, ou seja, enzimas com a mesma atividade podem diferir em sua estrutura.
Khonzue e colaboradores (2011) identificaram uma endo-p-1,4-xilanase de 35,5 kDa e uma [3-
xilosidase de 87,2 kDa, a partir do extrato enziméatico de A. niger. Cultivando essa mesma
espécie com farelo de trigo, Hegde e Muralikrishna (2009) purificaram duas FAEs, as quais
consistiram de glicoproteinas monomeéricas com 50 kDa e 55 kDa, enquanto que Trzcinska et
al. (2005) obtiveram uma FAE com 30 kDa. Em relacdo ao Aspergillus oryzae, Kitamoto e et
al. (1999) purificaram uma xilanase de 35 kDa e Tenkanen e colaboradores (1991)
identificaram uma FAE monomérica com 30 kDa. Trés FAEs de uma mesma cepa de A.
oryzae foram isoladas e suas massas foram estimadas em 60, 64 e 65 kDa (UDATHA et al.,
2012). Assim, supde-se que as bandas de 35 kDa comum na maioria dos extratos podem ser
de xilanase. Enquanto que as bandas logo abaixo de 35 kDa ou logo acima de 55 kDa podem
ser de feruloil esterase, no caso dos isolados P21C3, P27C3 e P6B2.

5.4 Efeito de fontes de carbono

Antes de iniciarem-se 0s ensaios em reator, foi realizado um teste com o fungo
P21C3, para se verificar o efeito de diferentes fontes de carbono sobre a producéao de xilanase
e feruloil esterase. Essa linhagem foi escolhida por ter sido uma das que mais se destacaram
na producdo das enzimas de interesse, a partir da selecdo por cultivo em shaker (item 5.3),
junto com a P27C3. Entretanto, o P21C3 apresentou uma maior esporulacdo em meio BDA
que o P27C3, o que facilitou a sua manipulacdo. Na Tabela 2, encontram-se os dados de

caracterizacdo de alguns substratos empregados nesse ensaio.



58

Tabela 2. Caracterizacdo dos substratos bagaco explodido, bagaco hidrotérmico e licor.

Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas
(%)" (%) (%)* (%)"
BEX? 51,7+0,6 8,9+0,1 34,3+0,3 55+0,2
BH? 740+ 1,3 6,0 +0,5 26,0+0,1 0,2+0,1
Xilose Glicose Arab. Celob. Acético X0G HMF Furfural
g/L g/L g/L* g/L® g/L® g/L’ g/L® g/L
Licor 55 0,69 0,85 0,0 1,9 9,87 0,15 1,26

T Os resultados estdo expressos em porcentagens de massa em base seca; ° bagaco explodido; ° bagaco

hidrotérmico; * arabinose; ° celobiose; ° 4cido acético; ’ xilooligossacarideos; & hidroximetilfurfural.

Os niveis de producdo de xilanase obtidos nesse ensaio de fontes de carbono

estdo apresentados na Figura 13 e os de FAE na Figura 14.

Atividade de xilanase (Ul . mL'l)

—a— 1-FLsT
—o— 2-FLcT
—a— 3-FI|
—— 4-FS

*— 5-1.10
—o—6-L.20
—e— 7-140
——8-1.50

+— 9-BH

se— 10-BEX

Tempo de cultivo (h)

Figura 13 — Efeito de fontes de carbono sobre a producéo de xilanase ao longo do periodo de cultivo

do fungo P21C3.

Legenda: (1-FLsT e 2-FLcT) farelo de trigo lavado — meio sem e meio com tampdo ftalato, respectivamente; (3-
FI) farelo de trigo in natura; (4-FS) farelo de soja; (5-L10, 6-L20, 7-40 e 8-L50) 10%, 20%, 40% e 50% de licor,

respectivamente; (9-BH) bagaco hidrotérmico; (10-BEX) bagaco explodido.
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Figura 14 — Efeito de fontes de carbono sobre a producdo de FAE ao longo do periodo de cultivo do

fungo P21C3.

Legenda: (1-FLsT e 2-FLcT) farelo de trigo lavado — meio sem e meio com tampdo ftalato, respectivamente; (3-
FI) farelo de trigo in natura; (4-FS) farelo de soja; (5-L10, 6-L20, 7-40 e 8-L50) 10%, 20%, 40% e 50% de licor,
respectivamente; (9-BH) bagaco hidrotérmico; (10-BEX) bagaco explodido.

Pbde-se verificar, por exemplo, que o farelo de trigo foi o melhor indutor para
ambas as enzimas. Além disso, a lavagem do farelo de trigo aumentou a producdo das
mesmas, uma vez que a producdo de xilanase foi 2,3 vezes maior com "FLcT" (farelo de trigo
lavado; com tampéo) em relacdo ao "FI" (in natura), apos 24 horas de cultivo. Essa relacédo é
praticamente a mesma, quando se considera a atividade de feruloil esterase, para tais
amostras. Isso pode estar relacionado ao fato de o fungo utilizar fontes de carbono mais
facilmente assimilaveis, como o amido presente no farelo de trigo in natura, de modo que ele
reduz a expressdo das enzimas relacionadas a degradacdo de substratos mais complexos,
como o arabinoxilano, também presente no mesmo substrato. Watanabe et al. (2011)
demonstraram que a perda da funcdo do gene amyR, relacionado com enzimas de degradacao
do amido, aumentou a atividade de enzimas hemicelulotiticas (como a xilanase, por exemplo),
em uma linhagem de A. oryzae. Haja vista que o amido do subtrato ndo foi hidrolisado, ndo
havendo liberagcdo da glicose, a qual reprime a expressdo de genes relacionados com a
degradacéo da celulose e hemicelulose. Segundo de Vries e Visser (1999), o gene faeA de A.

niger sofre uma regulacdo complexa, sendo também sujeito a represséo catabolica da glicose.
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E provavel que os genes de FAE do A. oryzae, que é o caso do P21C3, sejam reprimidos
dessa mesma forma.

O uso do licor ndo favoreceu o crescimento do fungo e ndo proporcionou bons
resultados. Além disso, ndo foi possivel detectar atividade de FAE nos ensaios com licor a
20%, 40% e 50%. Os substratos farelo de soja, bagaco hidrotérmico e bagaco explodido
também ndo foram bons indutores para as enzimas de interesse.

O farelo de trigo é caracterizado por apresentar maiores teores de hemicelulose,
comparado ao bagaco de cana-de-acucar. Além disso, os pré-tratamentos empregados para a
obtencdo dos bagagos sdo caracterizados por remover a maior parte da hemicelulose. Essa
diferenca nos teores de hemicelulose pode ter afetado a producdo de xilanase. A FAE ¢é
induzida na presenca de xilose, a qual resulta da degradacdo da hemicelulose, e de compostos
fendlicos, principalmente o &cido ferulico (DE VRIES et al., 2002). Como o farelo de trigo
possui maiores teores de hemicelulose, a producédo de xilanase pode ter sido favorecida e, a
degradacédo desse polissacarideo liberando xilose, junto com uma maior presenca de &acido
feralico, pode ter favorecido a producdo de FAE. Essa estreita relacdo quanto a inducéo
dessas duas enzimas pode estar refletida em seu perfil de producdo que é similar, como pode
ser visto no cultivo com farelo de trigo lavado (2 - FLcT). Vale ressaltar que esse perfil
similar também foi verificado para os isolados P21C3, P27C3, P6B2 e P45C3, no ensaio de
selecdo por cultivo em shaker (item 5.3).

Os resultados concernentes ao cultivo com licor de pré-tratamento
hidrotérmico podem estar relacionados a presenca de furfural e hidroximetil furfural, cujas
concentragdes encontram-se na Tabela 2. Zeringue (2000) avaliou a composicdo de
compostos volateis liberados pelos "cabelos” (estilo-estigmas) de genétipos de milho
susceptiveis ou ndo ao A. flavus. Nesse trabalho, verificou-se que o crescimento do fungo,
bem como sua producédo de aflatoxinas, foi afetado de modo significativo devido a presenca
de alguns compostos volateis, principalmente o furfural. Considerando que o genoma do A.
flavus apresenta elevada homologia com o do A. oryzae, é possivel que a presenca desses
compostos tenha afetado o desenvolvimento do P21C3 no meio com licor e,
consequentemente, a producdo das enzimas de interesse também.

O monitoramento do pH durante o cultivo pode ser visualizado na Figura Al
do Anexo A.

Na Figura 15, pode ser visualizado o perfil de proteinas apresentado pelo
fungo P21C3, quando cultivado com as diferentes fontes de carbono. Fica evidenciado, por

exemplo, o baixo desenvolvimento do fungo com 20% e 40% de licor, de forma que as
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proteinas presentes no sobrenadante ndo foram detectadas através do método de coloragdo
empregado. Além disso, ha uma clara diferenga entre as amostras do cultivo com farelo de
trigo lavado e as do cultivo com farelo in natura, principalmente em relacdo as bandas
menores que 35 kDa. Foi discutido no item 4.3 que as bandas de 35 kDa poderiam ser de
xilanase. Entretanto, elas podem também incluir proteinas de expressdo constitutiva, uma vez
que estdo presentes em todos os meios que o fungo conseguiu crescer. Trabalhos futuros
poderdo ser realizados para sequenciar as proteinas do gel, tornando possivel a sua

identificacéo.
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Figura 15 — Perfil de proteinas do sobrenadante do cultivo do fungo P21C3 com diferentes

fontes de carbono.

Legenda: (MM) marcador de massa molecular; (1) farelo de trigo lavado sem tampéo (apés 24 horas de cultivo);
(2) farelo de trigo lavado com tampdo (ap6s 24 horas); (3) farelo de trigo in natura (apds 24 horas); (4) farelo de
soja (apds 72 horas); (5) licor a 10% (apds 48 horas); (6) licor a 20% (ap6s 48 horas); (7) licor a 40% (ap6s 48
horas); (8) bagaco hidrotérmico (ap6s 72 horas); (9) bagaco explodido (ap6s 72 horas). No lado esquerdo da
figura, encontram-se as massas em kDa das bandas do marcador.
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5.5 Cultivo em reator convencional de tanque agitado

Tendo em vista que a produtividade é um importante pardmetro em termos de
processo, entre os fungos amazoénicos, trés linhagens de Aspergillus oryzae (P21C3, P27C3 e
P6B2) foram escolhidas com base em seus valores de produtividade de FAE, a partir do
cultivo em shaker. Além disso, elas estiveram entre as que mais se destacaram quanto a
producdo de xilanase. Essas linhagens foram entdo cultivadas em reator convencional de
tanque agitado, com controle de pH, temperatura, agitacéo e aeracéo.

Os niveis de atividade de xilanase, acompanhados ao longo do cultivo, estdo
apresentados na Figura 16, e os de FAE, na Figura 17. Pode-se observar, por exemplo, que o
perfil de producéo apresentado pelas trés linhagens é similar e os resultados sdo proximos. O
pico de producdo de xilanase sucedeu-se ap6s 24 horas de cultivo, sendo 63,2 Ul.mL™ para a
linhagem P21C3, 72,1 Ul.mL™ para a P27C3 e 73,2 Ul.mL™ para a P6B2. Porém, essas

médias ndo sdo significativamente diferentes, ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 16 — Atividade de xilanase ao longo do periodo do cultivo de trés linhagens de A.

oryzae em reator.

Os resultados correspondem a média entre os niveis observados em cultivo realizado em duplicata (ou triplicata,
no caso do P21C3) e a barra de erro corresponde ao desvio padrdo entre esses niveis.
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Figura 17 — Atividade de feruloil esterase ao longo do periodo do cultivo das trés linhagens

de A. oryzae em reator.

Os resultados correspondem a média entre os niveis observados em cultivo realizado em duplicata (ou triplicata,
no caso do P21C3) e a barra de erro corresponde ao desvio padrao entre esses niveis.

Da mesma forma, os perfis de secrecdo de FAE foram similares entre as trés
linhagens. O nivel maximo também foi observado ap6s 24 horas de cultivo, sendo na ordem
de 48,7 UL.L" para o fungo P21C3, 50,5 UL.L™" para o P27C3 e 44,3 UI.L™ para o P6B2.
Essas médias também ndo apresentaram diferenca estatistica, ao nivel de 5% de significancia.
Isso pode estar relacionado com o fato de o cultivo em reator fornecer um maior nivel de
oxigénio dissolvido. De modo que, sem a limitacdo do mesmo, o potencial de producdo das
enzimas pode ser melhor explorado, e as diferencas entre as linhagens ficam reduzidas. O
controle do pH durante o cultivo também pode ter contribuido, ja que tem grande influéncia
sobre a producédo de enzimas em geral.

Uma observacdo interessante é que o pico de producdo de xilanase ocorreu
apos 24 horas de cultivo, tanto nos ensaios em shaker (itens 4.3 e 4.4) quanto em reator. Oda
et al. (2006) avaliaram o nivel de expressdo de alguns genes de A. oryzae quando cultivado
em meio liquido com farelo de trigo. Eles detectaram um maior nivel de expressdo dos genes
xynG1l e xynG2, que codificam xilanases, ap0s 24 horas de cultivo, comparando-se com 0s

periodos de 32 e 40 horas.
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Objetivou-se também avaliar o efeito da concentragcdo do substrato sobre a
producédo das enzimas. Assim, o fungo P21C3 foi cultivado com farelo de trigo lavado a 10
g.L™, a concentragdo padrdo utilizada nesse trabalho, e com uma concentracdo maior e outra
menor que essa, sendo de 5 g.L™ e 20 g.L™. A concentracdo do substrato teve um efeito
positivo sobre a producéo de xilanase (Figura 18) e de FAE (Figura 19). Pode-se notar que a
producdo de FAE foi mais sensivel a concentracdo de farelo que a de xilanase. No caso
especifico do periodo de 24 horas, ndo se verificou diferenca estatistica, a 5% de
significancia, na producédo de xilanase entre as trés concentracdes de farelo, nem na producéo
de FAE, quando o cultivo foi realizado com 10 g.L." e 20 g.L™.

70
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Figura 18 — Producdo de xilanase pelo fungo P21C3 em diferentes concentracdes de farelo de

trigo.

Os resultados correspondem & média entre os niveis observados em cultivo realizado em duplicata (ou triplicata,
no caso de 10 g.L ™) e a barra de erro corresponde ao desvio padréo entre esses niveis.
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Figura 19 — Producdo de FAE pelo fungo P21C3 em diferentes concentracdes de farelo de

trigo.

Os resultados correspondem a média entre os niveis observados em cultivo realizado em duplicata (ou triplicata,
no caso de 10 g.L™) e a barra de erro corresponde ao desvio padréo entre esses niveis.

Na Figura A2 (Anexo B), foram apresentadas as curvas de agitacdo e de
oxigénio dissolvido ao longo de uma batelada com o fungo P21C3, a partir das quais se pode

ter uma ideia sobre o consumo de oxigénio e, por conseguinte, sobre o crescimento celular.
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5.6 Painel de atividade enzimética

Foram determinados os niveis de atividade de diversas enzimas, em relagdo ao
extrato RO5B (da linhagem A. oryzae P21C3) e & enzima comercial Celluclast 1.5L. O extrato
RO5B foi obtido ap6s 24 horas de cultivo, em reator, da linhagem P21C3, com 10 g.L™ de
farelo de trigo lavado. O extrato bruto foi apenas centrifugado para ser utilizado nos ensaios.
Os resultados dos niveis de atividade observados estdo apresentados na Tabela 3. Em termos
de atividade, o preparado comercial excede em muitas vezes os niveis do extrato RO5B.
Entretanto, ndo foi detectada atividade de feruloil esterase no preparado comercial sobre o
substrato MFA. Ao passo que R05B apresentou um nivel de 47,02 U/L de FAE, o que pode
ser um diferencial em termos de eficiéncia de hidrélise. Em virtude de o extrato R05B
apresentar uma baixa concentracéo de proteinas (0,20 mg/mL), algumas atividades especificas
foram mais elevadas que do preparado comercial, como foi o caso da xilanase.

Vale ressaltar que os resultados obtidos em relacdo a Celluclast 1.5L foram
proximos dos demonstrados por Sipos et al. (2010), sendo 39,17 mg/mL de proteina; 805,73
Ul/mL de xilanase ¢ 27,03 Ul/mL de B-glucosidase.



Tabela 3. Painel de atividade enzimética do extrato RO5B e de Celluclast 1.5L.
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RO5B

FPase Xilanase Pectinase  Xiloglucanase  Celobiohidrolase p-glucosidase FAE? Proteinas*
'(A‘J:\;rlgigjle 0,027 +£0,001 7485+£36 259+0,11 2,07 £0,05 0,09 £0,01 0,10 £0,00 47,02+0,58 0,20+£0,01
Atividade especifica 5 | 373,58 12,92 10,32 0,43 0,48 0,23
(Ul/mg)
Celluclast 1.5L

FPase Xilanase Pectinase  Xiloglucanase  Celobiohidrolase B-glucosidase FAE?® Proteinas*
(AJ'I‘/’:]?E?F 94,87 +3,5 798,1+30,6 14,34+152 3386,3 +154,9 32,46 1,03 32,96 + 1,09 0 46,59 + 0,81
Atividade especifica , o 17,13 0,31 72,69 0,70 0,71 0
(Ul/mg)

! Atividade enzimética por volume de extrato enziméatico bruto;
2 Atividade enzimética por massa de proteina;
® A atividade de FAE foi expressa em "UL.L™ e a especifica em "Ul.mg™";

* Unidade da concentracdo de proteina "mg.mL™".
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5.7 Curva de saturacéo

A fim de se avaliar a aplicacdo do extrato enzimatico da linhagem P21Cs3,
foram realizados ensaios de hidrdlise do bagaco hidrotérmico. Este é obtido por um processo
que emprega agua quente em elevadas temperatura e pressdo, também denominado pré-
tratamento em &gua liquida quente, o qual possui algumas vantagens econdmicas e ambientais
em relacdo a outros métodos de pré-tratamento, uma vez que ndo necessita da adicdo de
agentes quimicos nem de equipamentos com material especial contra a corrosdo, por exemplo
(LI et al., 2013). A caracterizagdo do bagaco hidrotérmico utilizado nos ensaios de hidrolise
enzimatica esta apresentada na Tabela 4.

Tabela 4. Caracterizacdo do bagaco com pré-tratamento hidrotérmico utilizado nos ensaios de

hidrélise enzimatica.

Celulose (%0) Hemicelulose (%0) Lignina total (%0) Cinzas (%)

60,56 + 0,09 3,13 £ 0,04 29,88 + 0,10 6,20 £ 0,00

Os resultados estdo expressos em porcentagem de massa em base seca.

Inicialmente, foi construida uma curva de saturacdo ou de dose-resposta, com o
intuito de se verificar até que ponto a adicdo do extrato enzimatico RO5B proporciona uma
contribuicdo significativa para a hidrolise de bagaco de cana. Esse ensaio foi realizado com
uma dosagem fixa de enzima comercial (10 FPU por grama de bagaco) e quantidades
crescentes de extrato RO5B, produzido pelo fungo P21C3. Dessa forma, foram realizados seis
tratamentos, sendo r0 o controle, sem o extrato RO5B; e os tratamentos rl, r2, r3, r4 e r5, com
10%, 20%, 30%, 40% e 50%, respectivamente, em volume de RO5B na reacdo. As dosagens

finais de proteina, xilanase e FAE estdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5. Quantidades relativas de proteina, xilanase e FAE adicionadas em cada tratamento
por grama de bagaco seco.

Proteina | Xilanase FAE B-glucosidase
Tratamento | R0°B |Celluclast| =70 % ul/ mul / ul/
mL puL
g de bagago | g bagaco g bagaco g bagaco
r0 0 53 5,37 92,0 0 3,80
rl 0,1 53 5,80 2547 102,2 4,00
r2 0,2 53 6,24 417,4 204,5 4,20
r3 0,3 53 6,67 580,1 306,7 4,40
r4 0,4 53 7,11 742,8 408,9 4,60
rs 0,5 53 7,55 905,5 5111 4,81

O ensaio foi realizado com uma dosagem fixa de enzima comercial (Celluclast) e quantidades crescentes de
extrato bruto RO5B. Em (1) estdo os volumes adicionados de cada um deles em uma reagéo de 1,0 mL.

A partir dos dados de liberacdo de glicose, foi construida a curva de saturacéo
(Figura 20). Todos os tratamentos contendo o extrato RO5B (rl-r5) foram estatisticamente
diferentes, ao nivel de 5% de significancia, comparados ao controle r0. Houve uma liberagéo
de até 11,46 g.L" de glicose, no tratamento r5. Pode-se verificar também que ndo foi

detectada diferenca estatistica entre os tratamentos r2, r3 e r4 e o tratamento r5.
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Figura 20 — Curva de saturacdo: liberagdo de glicose a partir de bagaco hidrotérmico atraves
de tratamentos com diferentes niveis de proteina, apos 24 horas de ensaio.

Os resultados correspondem a média a partir de reagdes realizadas em triplicata e as barras de erro correspondem
ao desvio padrdo. Letras abaixo das siglas rO-r5, quando iguais, correspondem a medias sem diferenca
significativa a 5% de significancia. "Ctrl" corresponde ao controle do ensaio feito apenas com tampdo e
substrato.
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Foram calculados também os niveis de conversdo de celulose em glicose

(Figura 21). O ganho percentual dos tratamentos r1-r5 em relagéo ao controle r0 (feito apenas

com Celluclast) esté apresentado na Figura 22. No tratamento r1 (5,8 mg de proteina / g de

bagaco), obteve-se uma conversdo de celulose em glicose de 28,21%, o que correspondeu a

um aumento de 19,6% em relacdo ao controle. Ao passo que em r5 (7,55 mg de proteina / g

de bagaco), o rendimento de celulose em glicose foi de 37,02%, com um ganho de 31,2% em

relagéo ao controle (r0).

Rendimento de celulose em glicose (%)
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Figura 21 — Rendimento de celulose em glicose da curva de saturacéo.

Os resultados correspondem a média a partir de reagdes realizadas em triplicata e as barras de erro correspondem
ao desvio padrdo. Letras (abaixo das siglas r0-r5) iguais correspondem a médias sem diferenca significativa a 5%
de significancia. "Ctrl" corresponde ao controle do ensaio feito apenas com tampdo e substrato.
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Figura 22 — Ganho percentual na liberacdo de glicose em relacdo ao controle feito apenas
com Celluclast (r0).

5.8 Hidrdlise em frascos agitados

Apos a construcdo da curva de saturacdo, alguns tratamentos foram escolhidos
para a realizacdo de um ensaio de hidrolise de bagaco de cana com tratamento hidrotérmico.
Neste, foram mantidas as mesmas propor¢des do ensaio anterior (item 4.7), porém ele foi
executado em frascos Erlenmeyers e o volume da reacdo foi de 50 mL. Os niveis de producao
de glicose, ao longo do tempo, estdo apresentados na Figura 23, e os valores de conversao de
celulose em glicose na Figura 24. As comparacdes de médias, por meio do teste de Tukey,
estdo apresentadas na Tabela 6. O ganho percentual de liberacdo de glicose esta apresentado
na Figura 25.

Considerando cada tratamento em particular, todas as médias foram diferentes,
ao nivel de 5% de significancia, ao longo do periodo de amostragem, que foi de até 72 horas.
Os tratamentos r3 e r5, proporcionaram um rendimento de celulose em glicose de 50,8% e
51,2% (sem diferenca estatistica), respectivamente, apds 72 horas, 0 que correspondeu a um

ganho de 35,8% e de 36,9% em relagéo ao controle r0 feito apenas com enzima comercial.
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Figura 23 — Perfis de liberacdo de glicose ao longo do tempo, a partir de diferentes

tratamentos, no experimento de hidrélise em frascos agitados.

r0 corresponde ao controle contendo apenas Celluclast; r1, r3 e r5 correspondem aos tratamentos com a adi¢do

de 10%, 30% e 50% de extrato RO5B, respectivamente.

Tabela 6. Comparacdo de médias por meio de teste de Tukey aplicado aos dados de liberacédo

de glicose do experimento de hidrélise em frascos agitados.

Tratamento Tempo (h)

0 6 12 24 48
ro - Elc Did cid Bid
rl - E1bc Dic Cic Bic
r3 - Elab Dib Cib Bib
rS - El a Dla Cla Bla

72
Alc
Alb
Ala
Ala

Comparam-se letras maitsculas na mesma linha e mindsculas na mesma coluna.
Letras distintas correspondem a médias com diferenca estatistica, ao nivel de 5% de significancia.
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Além da glicose, monitorou-se a liberacdo de xilose ao longo do experimento
de hidrolise, conforme mostra a Figura 26. As compara¢cdes de médias, segundo Teste de
Tukey, encontram-se na Tabela 7. As baixas concentragdes de xilose sdo reflexo do teor de
hemicelulose presente no bagago hidrotérmico, sendo de 3,13% em base seca. Entretanto,
obtiveram-se 78,1% de conversdo de hemicelulose em xilose, ap6s 72 horas (Figura 27)
através do tratamento r5 (905,5 U xilanase / g de bagaco), correspondendo a um ganho de
53,8% em relacdo ao controle r0 (92 U de xilanase / g de bagaco) (vide Figura 28).

Xilose liberada (g.L'l)

o 12 24 3 48 e 72
tempo (h)
Figura 26 — Perfis de liberagdo de xilose ao longo do tempo, a partir de diferentes

tratamentos, no experimento de hidrélise em frascos agitados.

Tabela 7. Comparacdo de médias por meio do teste de Tukey aplicado aos dados de liberacédo

de xilose do experimento de hidrdlise em frascos agitados.

Tratamento Tempo (h)

0 6 12 24 48 72
ro - Eilc Did Cic Bid Ald
rl - Eib Dic Cib Bic Alc
r3 - Ela Dib Cla Bib Alb
r5 - El a Dila Cla Bla Ala

Comparam-se letras maitsculas na mesma linha e mindsculas na mesma coluna.
Letras distintas correspondem a médias com diferenca estatistica, ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 27 — Rendimento de hemicelulose em xilose obtido no ensaio de hidrolise em frascos
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Durante o experimento de hidrdlise, houve também o monitoramento da
liberacdo de celobiose, como apresentado na Figura 29. Apds 72 horas de ensaio, a
concentragdo de celobiose no controle 0 (3,8 U de B-glucosidase / g de bagaco) foi de 1,31
g.L™ e, no tratamento r5 (4,81 U de B-glucosidase / g de bagaco), a concentracdo observada

foi de 0,78 g.L™, ou seja, cerca de 40% menor que do controle r0.

Celobiose liberada (g.L'l)

T T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72

tempo (h)
Figura 29 — Perfis de liberacdo de celobiose ao longo do tempo, a partir de diferentes

tratamentos, no experimento de hidrélise em frascos agitados.

E importante ressaltar que o substrato utilizado na hidrélise foi o bagaco
hidrotérmico. O tipo de pré-tratamento utilizado em sua obtencdo emprega dgua quente sobre
alta pressdo, que fica em contato com o material por um determinado periodo de tempo.
Quando o material é submetido a esse tratamento, hd remocdo de grande parte da
hemicelulose. Haja vista que o baga¢co ndo tratado pode apresentar 26% desse componente
(CANILHA et al., 2012), enquanto que o bagaco aqui utilizado apresentou 3,13%, como ja
mencionado. E provavel que a fracdo da hemicelulose residual possua uma natureza
recalcitrante e seja associada com a lignina, a qual representa cerca de 30% do material. Em
contrapartida, o emprego do extrato enzimatico produzido pelo fungo P21C3, rico em
xilanase e feruloil esterase, contribuiu de modo significativo para a conversdo da
hemicelulose e, por conseguinte, para a conversdo da celulose pelas enzimas do extrato

comercial, uma vez que a celulose tornou-se mais acessivel. Além disso, a atividade da -
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glucosidade fornecida pelo extrato RO5B pode ter uma importante contribuicdo na converséo
da celulose do material, uma vez que a presencga da celobiose poderia inibir a atividade das
enzimas exo e endoglucanase, presentes no preparado comercial. Portanto, a atividade de
diferentes enzimas que agem de modo sinérgico € fundamental para a decomposi¢do do

material vegetal.

5.9 Identificagdo dos isolados P21C3, P27C3 e P6B2

Desejou-se identificar a espécie de trés fungos que foram isolados do solo da
regido amazolnica e que apresentaram bons resultados neste trabalho. Assim, foi realizada a
extragdo do DNA dos isolados P21C3, P27C3 e P6B2. O fragmento de um gene responsavel
pelo RNA ribossomal foi amplificado pela técnica de PCR e, posteriormente, foi realizado o
sequenciamento de bases desse fragmento.

Ao se comparar a sequéncia obtida com o banco de dados do NCBI, verificou-
se 100% de identidade com sequéncias de Aspergillus oryzae e de A. flavus. A literatura relata
que a distingdo entre essas duas espécies € muito dificil. De forma que se considera que o A.
oryzae ¢ uma forma domesticada do A. flavus, ou seja, o primeiro diferencia do segundo,
apenas por ndo expressar genes relacionados a patogenicidade (PAYNE et al., 2006;
MACHIDA et al., 2005).

Assim sendo, foi realizada uma analise para deteccdo de aflatoxinas. O ensaio
foi conduzido por um laboratorio de referéncia (Instituto de Tecnologia de Alimentos, em
Campinas-SP). Como resultado, ndo foi detectada a producao das aflatoxinas B;, B, G; e G;
por alguma das trés linhagens analisadas.

Portanto, considerando-se os resultados de homologia de sequéncia de DNA e
de producdo de aflatoxinas, supBe-se que os trés isolados analisadas sdo da espécie
Aspergillus oryzae. A proposito, esse fungo é utilizado milenarmente na producdo de
alimentos na cultura oriental e tem recebido um crescente interesse para producdo de enzimas

a nivel industrial.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, foi realizado um teste de selecdo em placas contendo
ferulato de etila. Entretanto, o ensaio apresentou falsos negativos, mostrando-se ineficaz para
que se correlacione seus resultados com a capacidade de producéo de feruloil esterase de um
determinado fungo.

Os fungos estudados foram também selecionados por cultivo submerso, com
farelo de trigo como substrato. Como resultado, trés linhagens de Aspergillus oryzae (P21C3,
P27C3 e P6B2) foram escolhidas para o cultivo em reator convencional de tanque agitado. A
partir desse cultivo, obteve-se um extrato com 74,85 Ul.mL™ de xilanase e 47,02 UI.L™ de
FAE. Esse extrato, junto com um preparado comercial, proporcionou uma conversdo de
celulose em glicose de até 51,2% e uma conversdo de hemicelulose em xilose de 78,1%, a
partir de bagaco-de-cana com tratamento hidrotérmico. A adicdo do extrato produzido pelo
fungo P21C3 foi responsavel por um acréscimo de 35,8% na liberacdo de glicose e de 53,8%
na liberacéo de xilose.

Assim, os resultados obtidos ressaltam a importéncia da presenca de enzimas
acessorias, em coquetéis enzimaticos desenvolvidos para a degradacdo e aproveitamento da

biomassa vegetal.
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APENDICE A - MONITORAMENTO DE pH

No ensaio de avaliagdo do efeito de fontes de carbono sobre a producdo das

enzimas de interesse (item 4.4), foi realizado o monitoramento do pH ao longo do cultivo do
fungo P21C3 (Figura Al).
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Figura Al — Monitoramento do pH ao longo do cultivo em shaker do fungo P21C3 durante

ensaio para avaliacdo do efeito de fontes de carbono sobre a producéo de xilanase e FAE.
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APENDICE B — PERFIS DE AGITACAO E OXIGENIO DISSOLVIDO EM BIORREATOR

Nos ensaios de cultivo em reator convencional de tanque agitado (item 4.5.1), os trés fungos P21C3, P27C3 e P6B2 apresentaram
um perfil muito parecido de crescimento, considerando os parametros agitacao e oxigénio dissolvido. Para manter o nivel de oxigénio dissolvido
em 30% de saturacédo de ar, foi empregada uma cascata com ajuste automatico da agitacéo e da vazdo de ar. Na Figura A2, estdo apresentadas as
curvas de agitacdo e de oxigénio dissolvido (DO) ao longo de uma batelada com o fungo P21C3, a partir das quais se pode ter uma ideia sobre o

consumo de oxigénio.
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Figura A2 — Perfis de agitacdo (rpm) e oxigénio dissolvido (% de saturacdo com ar) ao longo do cultivo do fungo P21C3 em biorreator convencional.

A variacdo em 48 horas ocorreu devido a um procedimento para desobstrucdo da sonda de oxigénio dissolvido.



