RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese
seré disponibilizado somente a partir

de 01/03/2017.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE ENGENHARIA
CAMPUS DE ILHA SOLTEIRA

WANDERLEIA RODRIGUES DOS SANTOS

ISOLAMENTO DE FUNGOS DO BIOMA PANTANAL E ESTUDOS DA
PRODUCAO DE XILANASE E CELULASE

Ilha Solteira — SP
2016



WANDERLEIA RODRIGUES DOS SANTOS

ISOLAMENTO DE FUNGOS DO BIOMA PANTANAL E ESTUDOS DA
PRODUCAO DE XILANASE E CELULASE

Tese apresentada a Faculdade de Engenharia
do Campus de Ilha Solteira - UNESP, como
parte dos requisitos para obtencao do titulo de
Doutora em Agronomia. Especialidade:

Sistemas de Produgao

Prof®. Dr?. Heloiza Ferreira Alves do Prado

Orientadora

Ilha Solteira — SP
2016



FICHA CATALOGRAFICA
Desenvolvido pelo Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagdo

Santos, Wanderléia Rodrigues.

5237i Isalamento de fungos do bioma pantanal e estudos da producdo de xilanase
e celulase /Wanderléia Rodrigues Santos. -- llha Solteira: [s.n.], 2016
133 f. 1l

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista. Faculdade de Engenharia
de llha Solteira. Area de conhecimento: Sistemas de Producdo, 2016

Orientador: Heloiza Ferreira Alves do Prado
Inclui bibliografia

1. Xilanase. 2. Endoglucanase. 3. Fermentacdo sdlida. 4. Residuos
lignoceluldsicos.



oo UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u n e s p v Campus de liha Solteira

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: Isolamento de fungos do Bioma Pantanal e estudo da produgéao de xilanase e
celulase

AUTORA: WANDERLEIA RODRIGUES DOS SANTOS
ORIENTADORA: HELOIZA FERREIRA ALVES DO PRADO

Aprovada como parte das exigéncias para obtengéo do Titulo de Doutora em AGRONOMIA,
especialidade: SISTEMAS DE PRODUCAO pela Comissdo Examinadora:

%M 5—‘- JUUV\MA(} Odrn du\'ﬁ.coh}

Profa. Dra. HELOIZA FERREIRA ALVES DO PRADO
Departamento de Fitotecnia, Tecnologia de Alimentos e Sécio Economia / Faculdade de Engenharia de llha
Solteira

L
Profa. Dra. AN IA RODRIGUES CASSIOLATO

Departameito de Fitossanidade, Engenharia Rural e Solos / Faculdade de Engenharia de llha Solteira

S U
Profa. Dra. ROSEMEIRE DA SILVA FILARDI
Departamento de Biologia e Zootecnia / Faculdade de Engenharia de llha Solteira

Professor Dolitor RODRIGO SIMOES RIBEIRO LEITE
Faculdade de Ciencias Biolégicas e Ambientais / UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS

Profa. Dra. D;QIELA ALONSO BOCCHINI MARTINS

Departamento de Bioquimica / Instituto de Quimica de Araraquara

liha Solteira, 29 de agosto de 2016

Faculdade de Engenharia - Campus de liha Solteira -
Av. Brasil Centro, 56, 15385000, liha Solteira - Sao Paulo
www.feis,unesp.br/#l/ppgaCNPJ: 48.031.918/0015-20.



Dt

Aos meus queridos avos,
Otacilio Pereira dos Santos (in memorian) e Marisete Rodrigues dos Santos,
pelo amor, carinho, compreensao, pelo imensuravel apoio e confianca depositados

em todos esses anos de estudos e dedicacdo para alcangar os meu objetivos.

sy

A minha maezinha linda Antonia de Fatima R. dos S. Dias,
A minha Tata querida Léia Carla R. dos S. Larson,

E aos meus idolos Adao Bento Gregorio e

Maria José Rodrigues dos Santos Gregdrio

Que Me deram forga para concretizar este trabalho,

Amo vocés.



“Sou filha orgulhosa do avo mais inteligente que existe...
Meu avé foi roceiro, plantava café, feijdo, arroz, mandioca, batata, verduras e muito mais. As vezes
achava que ele era Agronomo ou algo parecido.
Depois foi acougueiro, fazia linguica, charque e um saboroso salame. Depois charreteiro e por ultimo
guarda noturno.
Veio de Minas e conheceu aqui no estado, a mulher mais inteligente e sensata que conhego.
Eles, depois de criarem 6 filhos, ainda criou eu e minha irmd, e ajudou mais 3 netos.
Eles me deram além de casa e comida, a educag¢do que a escola ndo é passivel a dar a qualquer ser
humano.
O momento que mais me marcou, foi quando me levava, logo tdo cedo, de bicicleta no ponto de
onibus, para onde eu seguia para escola agricola de turno integral.
Mesmo ele fazendo todo ano minha matricula, apenas quando entrei na faculdade, que descobri que
ele ndo sabia ler e nem escrever....
Mas isso ndo cabia em minha mente... Como? Ele fazia tudo e sabia muito mais que eu...
Até eu perceber, que o que ele havia me ensinado, era muito mais que eu havia aprendido na frente de
quadro negro da escola.
Que nem a UEMS, UNESP ou USP ou qualquer outra melhor universidade do mundo poderia me
ensinar.
Por causa dele, hoje eu sou mestre em Agronomia, e quase uma doutora na vida!”
Obrigada Vozao!

Otacilio Pereira dos Santos

In memorian

“Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o melhor fosse feito. Nao
sou o que deveria ser, mas gragas Deus ndo sou o que era antes”.

(Marthin Luther King)



A Deus, todo poderoso, pela satde, graga, forca, coragem, minhas alegrias e a certeza da
vitoria.

A professora Dr®. Heloiza Ferreira Alves do Prado, pela maravilhosa orientacao e dedicagao,
assim como, pela paciéncia, incentivo, compreensao e confian¢a que teve comigo durante
todo o desenvolvimento do trabalho.

A todos que fazem parte do Programa de P6s-Graduagdao em Agronomia, pela oportunidade
da realizacdo deste curso de doutorado.

Aos professores da Graduagdo e Pos-Graduagdo em Agronomia, da Faculdade de Engenharia
de Ilha Solteira, pelos ensinamentos durante minha formacao académica.

A pesquisadora Dr*. Ana Maria Rodrigues Cassiolato, agrade¢o pela co-orientagdo na fase
inicial deste trabalho.

A pesquisadora Dr". Glacia Amorim Faria, pela realizagdo das estatisticas que muito
contribuiu neste trabalho.

Aos professores componentes da banca examinadora desse trabalho, pelas sugestdes e por
atenderem prontamente ao nosso convite a banca.

A todos do Departamento de Fitotecnia, Tecnologia de Semente e Socio-Economia desta
unidade, agradeco pelo apoio.

A Agropecuaria Santana do Deserto, pela oportunidade e apoio nas coletas de solo.

Aos funcionarios “Z¢ Hernandes”, Mirian e Alvino, pelo apoio técnico e pratico durante a
realizacdo deste trabalho, o meu muito obrigado.

Aos colegas do Laboratério de Biotecnologia Vegetal, Sirlene Senna, Aline Reis, Lumena
Besson, Cintia, Erica, Fabio, Islaine pela amizade e contribuigdo durante o doutorado.

Aos colegas da pdés-graduagao Simone Hiraki, Barbara, Cecilia, Priscila, Tiago, pela amizade
durante o doutorado.

Ao meu querido Tiago Pasquetti pelo carinho, amor, compreensao, pela sua companhia nos
momentos mais dificeis e de grandes alegrias.

As minhas amigas, Valquiria, Selma, Gabriela, que por mais que nos afastamos, sabemos que
SOmMos as mesmas.

Aos amigos “Chiquinho”, Arthur, Sr. Mauricio (in memorian), pela atengdo mesmo quando

€u estava ausente.



Aos amigos que encontrei em Ilha Solteira, a Sr*. Maria de Lourdes, Eloiza, Luciana, Luciano
e toda sua familia que me acolheu.

Aos meus anjos Gaby, Izabela, Anna, Phablo, Maria Eduarda, Jodo Lucio, Yanni, Eduardo,
Maria Valentina, Ruan, Luan, Jheniffer e Victor.

Aos meus irmaos Léia Carla, Vivian Mayara, Aline Muriel, Adalto Junior e Gabriela, pelas
palavras de incentivo.

Aos cunhados Luciano Larson, Erik Pronti, e James e Aline Perinelli por estarem sempre na
torcida.

A minha familia que ¢ o pilar de minha vida e sem o qual a mesma nao teria sentido.

A Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Ilha Solteira — SP,
pela oportunidade na realizagdo do curso de doutorado.

A CAPES pela concessao da bolsa de estudo.

Enfim, agradeco a todos que direta ou indiretamente me ajudaram e me apoiaram, tornando

possivel a realizacdo deste trabalho.

MEU SINCERO AGRADECIMENTO!!!



ISOLAMENTO DE FUNGOS DO BIOMA PANTANAL E ESTUDOS DA
PRODUCAO DE XILANASE E CELULASE

RESUMO

Diante do recente interesse em valorizar os fungos degradadores da biomassa lignoceluldsica
oriunda das atividades agricolas, agroindustriais e de florestas plantadas, torna-se necessario a
prospeccdo de novos micro-organismos e a partir destes estudar seu potencial, bem como
fatores que afetam o seu desenvolvimento, a producdo de enzimas, ¢ o rendimento como um
todo. Ap6s uma breve introducdo e revisdo de literatura, tem-se o Capitulo I expondo parte
do projeto, onde o objetivo de estudo foi isolar e selecionar fungos da regido do Pantanal Sul-
mato-grossense, e testar sua eficiéncia na producdo das enzimas xilanase,
carboximetilcelulase (CMCase) e avicelase tendo 1% de palha de milho e papeldo como
substratos indutores no meio liquido de isolamento testados na temperatura de 35 e 45 °C.
Neste processo, um total de 111 fungos foram obtidos, onde 80,7% dos isolados em meio
contendo palha de milho, cresceram a temperatura de 35 °C e os isolados induzidos meio
contendo papeldo, 63,0% se manifestaram a 45 °C. O isolado WPPM 922 obteve as maiores
atividades enzimaticas com 614,5 U g'!, ¢ 107,3 U g € 5,37 U g ! para atividade de xilanase,
CMCase e avicelase respectivamente, fermentado em farelo de trigo em 96 h a 35 °C. Oito
isolados e o Trichoderma asperelloides F22, foram selecionados para avaliacio do seu
potencial na produ¢do enzimatica utilizando 6 tipos de residuos agricolas e agroindustriais. A
casca de arroz foi o substrato que mais induziu as enzimas xilanase e CMCase pelos isolados
testados. A maior producao de xilanase foi obtida pelo isolado WPPM 421A com 931,95 U g
"'em casca de arroz e por T. asperelloides F22 cerca de 876,48 U g ! tendo o farelo de trigo
como substrato. O isolado WPPM 622 apresentou a maior atividade da enzima CMCase, com
atividade de 155,73 U g'! na mistura bagaco de cana-de-actcar, seguido pelo isolado WPPM
151 e o fungo T. asperelloides F22, com atividade de 60,52U g' e 5729 U g'!
respectivamente, fermentados em casca de arroz. No Capitulo II, descreve-se a importancia
das condi¢des bioquimicas das enzimas xilanase e CMCase produzidas pelos isolados
WPPM 421A e WPPM 622, e por T. asperelloides F22 quanto a temperatura e pH 6timos e
estabilidade e a meia vida. O Trichoderma asperelloides F22 obteve seu pico de produgdo de
xilanase em 72 h (606,23 U g'), e o isolado WPPM 421A que obteve pico de producio de
xilanase e CMCase em 96 h (547,27 U gl e 55,53 U g!, respectivamente). O pH 6timo e



estabilidade foi diferente para os isolados avaliados, no entanto, o isolado WPPM 421A,
cultivado em farelo de trigo, demonstrou pH 6timo de 5,5, mas manteve sua atividade acima
de 50% na faixa de pH 5-11. Quanto a termoestabilidade, o isolado WPPM 421A quando
cultivado em sabugo de milho produziu xilanase mais termoestavel, mantendo 67,4% da
atividade a 90 °C. Essa xilanase conservou 60% de sua atividade apos 12h de incubagdo a
60 °C, e manteve 50% de sua atividade apos incubada 1h a 70 °C. As propriedades estudadas

colocam estas enzimas como promissoras para aplicagdes biotecnologicas.

Palavras chaves: Xilanase. Endoglucanase. Fermentagdo solida. Residuos lignoceluldsicos.



ISOLATION OF FUNGI OF WETLAND BIOMA AND PRODUCTION STUDIES
XYLANASE AND CELLULASE

ABSTRACT

Before the recent interest in valuing the degrading fungi lignocellulosic biomass derived from
agricultural, agroindustrial and planted forests, it is necessary to prospect for new
microorganisms and from these study their potential as well as factors affecting their
development the production of enzymes, and performance as a whole. After a brief
introduction and review of the literature, there is Chapter I exposing part of the project, where
the objective of the study was to isolate and select fungi from the Sul-mato-grossese Pantanal
region, and test their efficiency in the production of xylanase enzymes,
carboxymethylcellulase (CMCase) and avicelase having 1% corn straw and cardboard as an
inducer substrate in the liquid isolation medium tested at 35 and 45 °C. In this process, a total
of 111 fungi were obtained where 80.7% of the isolates were grown in medium with corn
stover at 35 °C and induced in medium containing isolated cardboard, they are expressed in
greater numbers at 45 °C, about 63.0%. Isolated WPPM 922 had the highest enzymatic
activities 614.5 U g, and 107.3 U g! and 5.37 U g! xylanase, CMCase and avicelase
respectively, fermented wheat bran at 96 h at 35 °C. Also in this chapter, eight isolates and the
Trichoderma asperelloides F22, were tested for their potential to hydrolyze 6 types of
agricultural and agro-industrial waste. Rice husk was the substrate that more induced the
xylanase enzymes and CMCase the isolates tested. The highest xylanase production was
obtained with the isolated WPPM 421A activity 931.95 U g! in rice husk, and T
asperelloides F22 with 876.48 U g'! with wheat bran as substrate. The isolate WPPM 622 was
the fungus that showed the highest activity of CMCase enzyme with activity 155.73 Ug! in
the mixture of sugar cane bagasse and wheat bran, followed by isolated WPPM 151 and the T.
asperelloides F22 with activity 60.52 U g! and 57.29 U g! respectively, fermented rice husk.
In Chapter II, reports the importance of the minimum conditions for the fungi to express their
potential to secrete degradative enzymes of cell wall, it aimed to with this process to obtain a
kinetic production of xylanase enzymes and CMCase by isolated WPPM 421A and WPPM
622, and T. asperelloides F22 and after characterize the xylanase of these materials with the
optimum temperature and pH, thermal and pH stability and half life of the enzyme. O
Trichoderma asperelloides F22 obtained its peak xylanase production at 72 h (606.23 U g)
and isolated WPPM 421A that obtained peak xylanase production and CMCase at 96 h



(547.27 U g! and 55.53 U g, respectively). There was a difference in optimum pH and
stability of the tested isolates, however, isolated WPPM 421A, cultivated in wheat bran
showed optimum pH of 5.5, but maintained its activity above 50% in the pH 5-11 range. The
thermostability, isolated WPPM 421A when grown on corn cobs produced more thermostable
xylanase activity keeping in 67.4% when the reaction occurred at 90 °C, and also retained its
activity by 60%, 12 h incubation at 60 °C, and retained 50% of its activity after incubated 1h
at 70 °C. The properties studied enzymes make them promising for biotechnological
applications. The region of Sul-mato-grossense has shown promise for the study of fungal
microbiota for the production of enzymes, where 99% demonstrated ability to express

cellulases and hemicellulases, with activity up to 900 U g .

Key words: Xylanase. Endoglucanase. Solid fermentation.. Lignocellulosic waste
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1INTRODUCAO

Considerado um ecossistema unico no mundo, o Pantanal brasileiro apresenta uma
biodiversidade pouco explorada (ALHO; GONCALVES 2005; ALHO, 2008; ASSINE et al.,
2015). Com caracteristicas marcantes, o Pantanal é conhecido como uma zona umida, com
suscetibilidade a inundagdes periddicas, que exibem intensidade e duragdo alternadas, e
obedecem a um ciclo que ¢ responsavel pelo equilibrio do sistema ecologico de toda a regido
(JUNK et al., 2006; ALHO, 2008; MERCANTE et al., 2011).

A integridade da biodiversidade do bioma Pantanal pode estar ameagada com as
atividades que impulsionam a economia do pais, como a agricultura, pecudria, expansao
urbana e turismo que estdo ligadas ao desenvolvimento socioecondmico. Valorizar e proteger
a sua biodiversidade ¢ um dos desafios tragcados de conscientizagdo, que caminham ao mesmo
tempo em que avanga a destrui¢do dos recursos naturais. Estes sdo considerados como
tesouros de valor ainda desconhecido, visto que podem conter principios ativos fonte de
novos medicamentos, produtos quimicos com potencial industrial, alimenticios e, ainda,
outros usos que podem ser esclarecidos e descobertos por meio de pesquisa cientifica
(DURIGAN et al., 2011; MERCANTE et al., 2011).

A diversidade fitogeografica pantaneira ¢ peculiar devido a convergéncia de quatro
grandes provincias da América do Sul: Amazonica, Cerrado, Florestas Meridionais e
Chaquenha (PRANCE; SCHALLER, 1982; AB’SABER, 1988; ALHO; GONCALVES,
2005). Nele encontra-se uma regido de planicie alagada, pouco explorado quanto a
comunidade microbiana do solo (MAIA et al., 2015), onde tem-se uma boa expectativa
quanto a sua diversidade e seu potencial biotecnoldgico na producdo de enzimas.

Alguns micro-organismos sdo responsaveis por conduzir a ciclagem de nutriente,
devido sua habilidade de produzir um complexo de enzimas altamente especificas capazes de
degradar a parede celular da biomassa lignocelulosica (LOPES et al., 2013). Varios estudos
tétm se direcionado a prospeccdo de micro-organismos, que produzem um complexo
enzimatico capaz de hidrolisar materiais lignoceluldsicos. Os fungos filamentosos sdo
potenciais produtores enzimas a partir de substratos organicos, as quais sdo secretadas
extracelularmente. A secrecao extracelular de enzimas reduz custos nos sistemas de produgao
como a dispensar etapas de rompimento celular que pode ocorrer em fungos leveduriformes e
bactérias (PANDEY et al., 2000, COUTO; SANROMAN, 2006; JIANG et al., 2011).

Entretanto, ¢ necessaria a identificagdo de micro-organismos isolados para este fim, assim
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como a otimiza¢ao das condigdes de cultivo para obter enzimas eficientes, ¢ da mesma forma
facilitar o processo de purificagdo de cada enzima. Dentre as caracteristicas enzimaticas
interessantes a serem analisadas estdo a funcionalidade, estabilidade, caracteristicas
bioquimicas, assim como as condi¢des reacionais em diferentes faixas de pH e de
temperatura, com a finalidade de a partir destes parametros, inferir as reais potencialidades de
sua aplicacdo biotecnoldgica (POLIZELLI et al., 2005).

Um dos motivos no uso de enzimas em processos industriais estd a especificidade da
mesma e readucao do custo final do processo. Ha também aumento da qualidade do produto
com a utilizacdo de processos limpos que reduzem os impactos ambientais. As enzimas
microbianas sdo utilizadas por décadas em varias aplicagdes industriais resultando no
aumento da demanda e, principalmente, na busca de enzimas mais estaveis, altamente ativas e
especificas. O Brasil, no periodo de 2003 a 2005, houve 334 empresas que importaram
enzimas ou produtos que possuem compostos enzimaticos, € 114 empresas as exportam
(COUTO; SANROMAN, 2006; MONTEIRO; SILVA, 2009; MAYRINK, 2010; POLITZER;
BON, 2016).

A biomassa lignocelulosica possui uma resisténcia ao ataque quimico ou bioquimico
devido a sua composicdo fisico-quimico complexa, dificultando, assim, sua conversdo em
materiais com alto valor agregado. A biomassa lignoceluldsica possui uma composi¢cao com
propor¢ao que varia de acordo com a espécie, clima e condugao da cultura, apresentando uma
composicdo média de 50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25% de lignina (KUHAD et
al., 2011; DEUTSCHMAN; DEKKER, 2012).

As celulases e hemicelulases sdo enzimas aplicadas em processos biotecnoldgicos de
diversas industrias (COUTO; SANROMAN, 2006). As xilanases sdo hemicelulases
responsaveis por hidrolisar a cadeia de xilana contida na parede celular vegetal, e sdo
aplicadas principalmente na conversdao de matérias lignoceluldsicos em produtos quimicos e
combustiveis, no branqueamento do papel e celulose, nas industrias téxteis, de alimentos e
racdo animal, etc. (POLIZELI et al. 2005). As celulases catalisam as reagdes de hidrdlise da
celulose contida na biomassa em glicose e outros agucares, podendo ser convertida em
produtos com valor agregado e energia, entre outros usos na preparacdo de alimentos e sucos,
produtos dermatoldgicos e ragdes animais, etc. (PANDEY, 2005; CASTRO; PEREIRA
JUNIOR, 2010).

O cultivo de fungos filamentosos se da geralmente sob a técnica de fermentagcdo em
estado solido, que consiste na utilizacdo de meio de cultura composto por substratos solidos,

atuando como fonte de carbono. Esta técnica € vista como uma alternativa de baixo custo para
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a producdo de enzimas, quando utiliza-se no processo residuos e subprodutos agricolas e
agroindustriais como fonte de carbono. Os substratos selecionados para o processo
fermentativo devem conter carboidratos que induzam a produgdo das enzimas de interesse, a
exemplo de xilanases, celulases (PANDEY et al., 2000; OLIVEIRA; MANTOVANI, 2009;
DIAS et al., 2012a).

Diante do exposto, a selecdo e o isolamento de fungos filamentosos do solo do bioma
Pantanal, com potencial em degradar a biomassa lignocelulosica, e o estudo da producao de
enzimas xilanoliticas e celuloliticas utilizando substratos agricolas e agroindustrias foram a

base desse estudo.
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