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Resumo

Devido a crescente demanda por combustiveis, pesquisas vém sendo desenvolvidas
com o intuito de se obterem novos tipos de biocombustiveis provenientes de fontes
renovaveis. O etanol celuldsico tem sido cogitado como complemento da producéao de etanol,
entretanto, a viabilizacdo desse processo requer o desenvolvimento de tecnologias de
sacarificacdo dos materiais lignocelulésicos, por via bioquimica, como a enzimatica, ou por
métodos abioticos. Os fungos filamentosos s&o um grupo de microrganismos secretores de
enzimas que atuam na degradacdo de biomassa. As enzimas do complexo celulolitico e
hemicelulolitico clivam as ligacdes que formam os polimeros de polissacarideos liberando
hexoses e pentoses fermentesciveis a etanol, porém, enzimas acessorias como a celobiose
desidrogenase, sdo importantes na eficiéncia do processo. O presente projeto visou 0
isolamento de cepas fungicas termofilicas com habilidade de secretar aquelas enzimas, assim
como, a obtencdo de preparados enzimaticos com estabilidade as variacdes de temperatura e
pH que ocorrem durante as etapas da hidrolise. Foram isoladas 32 linhagens de fungos
capazes de crescer em temperaturas entre 45 e 60°C, tendo sido selecionadas cinco para as
etapas seguintes do trabalho (Thermomyces lanuginosus S1, T. lanuginosus S3, Rasamsonia
emersonii S10, T. lanuginosus FZI e R. emersonii BC) em funcdo de apresentarem
crescimento a 60°C. Entre essas linhagens, as maiores atividades de B-glicosidase (52 U/g) e
endoglucanase (579 U/g) foram obtidas em meio de cultivo da cepa R. emersonii S10 em
240h para ambas as enzimas. A melhor atividade de FPase foi apresentada pelo fungo T.
lanuginosus S1 em 168h de cultivo, tendo produzido 262,8 U/g da enzima. O fungo R.
emersonii S10 foi o Unico que apresentou a producdo detectavel das enzimas avicelase (9,2
U/g) e B-xilosidase (910,7 U/g). Esse isolado também produziu as maiores atividades de
xilanase com 8684,8 U/g. A atividade da celobiose desidrogenase foi detectada em todas as
linhagens, sendo o isolado R. emersonii BC o que apresentou a maior produ¢do, com 7,2
U/mL em 288 h. Dentre esses cinco, trés foram selecionados para a etapa de caracterizagdo e
apresentaram diferentes perfis de estabilidade em funcdo da variacdo de temperatura e pH.
Além disso, foi possivel obter enzimas celuloliticas termofilicas com atividade e estabilidade
a 80°C.

Palavras-chave: Fungos termofilicos. Celulases. Isolamento. Termoestabilidade.



Abstract

Owing the growing demand for fuels, research is being done with the aim of obtaining
new types of biofuels from renewable resources. Cellulosic ethanol, obtained from residual
biomass from agricultural and agro-industrial processes has been considered as a complement
of ethanol production by decreasing the need for expansion of sugarcane areas. However, the
viability of the process requires the development of technologies saccharification of
lignocellulosic materials by biochemical route, such as enzymatic or abiotic methods. The
filamentous fungi are a group of microorganisms that produce (secretory) of enzymes
involved in the degradation of biomass. The enzymes cleave hemicellulolytic and cellulolytic
complex connections that form polymers of polysaccharides present in the biomass releasing
fermentable hexoses and pentoses to ethanol, however, accessory enzymes such as cellobiose
dehydrogenase are important in the process efficiency. This design aimed at the isolation of
thermophilic fungal strains with the ability to secrete those enzymes, as well as the enzyme
preparations to obtain stability to pH and temperature variations that occur during the
hydrolysis step. 32 fungal strains capable of growing at temperatures between 45 and 60 °C
were isolated, five were selected to continue the following work steps (Thermomyces
lanuginosus S1, T. lanuginosus S3, Rasamsonia emersonii S10, R. emersonii BC and T.
lanuginosus FZI) as a function of experiencing growth at 60 °C. Among these strains, the
highest activities of B-glucosidase (52 U/g) and endoglucanase (579 U/g) were obtained from
the culture medium of strain R. emersonii S10 in 240h for both enzymes. The best activity
FPase (cellulase that hydrolyzes filter paper) was presented by the fungus T. lanuginosus S1
in 168h of cultivation, having produced 262.8 U/g enzyme. The R. emersonii S10 was the
only fungus that showed detectable avicelase production of enzymes (9.2 U/g) and B-
xylosidase (910.7 U/g). This isolate also produced the highest xylanase activities to 8684.8
U/g. The cellobiose dehydrogenase activity was detected in all strains, and the isolate R.
emersonii BC with the highest production, with 7.2 U/ml in 288 h. Of these five, three were
selected for the characterization step and showed different stability profiles due to changes in
temperature and pH. Furthermore, it was possible to obtain thermophilic cellulolytic enzymes
with activity and stability at 80 °C.

Keywords: Thermophilic fungi. Cellulases. Isolation. Thermostability.
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1. Introducgéo

A crescente demanda energética mundial, a possibilidade de redugdo das reservas
fosseis em um futuro proximo, bem como a preocupacdo com as questdes ambientais,
impulsionam pesquisas sobre combustiveis renovaveis, obtidos a partir de fontes amplamente
disponiveis, de baixo custo, e que representem tecnologias limpas. Nesse sentido, e além de se
tratar de uma necessidade econdmica, o interesse pelo etanol de segunda geragédo, ou seja,
aquele obtido a partir da degradacéo de materiais lignocelulésicos, tem crescido na atualidade
(MASAMI et al., 2008; SEDLMEYER, 2011).

Materiais lignoceluldsicos residuais sdo reservas em potencial para a producdo de
etanol assim como outros produtos de alto valor agregado (KANG et al., 1999). A conversédo
eficiente de materiais lignoceluldsicos (LCMs) em alcool etilico combustivel transformou-se
em uma prioridade mundial dentro do contexto de energia renovavel (HILL et al., 2006).
Entretanto, a hidrélise desses materiais a actcares fermentesciveis requer métodos eficientes,
especificos e de baixo custo de modo a viabilizar economicamente o processo.

A hidrdlise enzimética de materiais lignocelul6sicos, apesar de atender aos critérios de
eficiéncia e especificidade, ainda tem custo muito alto para a proposta de producéo de etanol,
requerendo um sistema de producdo que permita um baixo custo do preparado enzimatico
final. A producdo de enzimas utilizando o bagaco de cana e outros residuos com
caracteristicas similares, como farelo de trigo, sabugo e palha de milho, palha e casca de
arroz, farelo de soja, cevada e casca de café, que sdo abundantes no Brasil, como substrato
para 0s microrganismos produtores de enzimas pode ser uma alternativa viavel para esse
processo (BALDRIAN e VALASKOVA, 2008; SANCHEZ, 2009). Entretanto, cepas de
microrganismos e sistemas de fermentacdo que atendam a essa necessidade biotecnoldgica
precisam ser buscadas.

Além da producdo de biocombustiveis ha um grande interesse na utilizacdo de
celulases e xilanases na bioconversao da biomassa lignoceluldsica em agUcares que podem ser
utilizados na producdo de outros compostos biotecnologicos, tais como xilitol e xilo-
oligossacarideos (SINGHANIA et al., 2010).

As celulases sdo enzimas responsaveis pela hidrélise da celulose, o principal
componente da parede celular vegetal. As trés principais celulases sdo endoglucanases,
exoglucanases ¢ B-glicosidase, que agem de forma sinergistica para a completa hidrélise do
polimero (LYND et al., 2002; YEOMAN, 2010). As hemicelulases s&o glicosideo hidrolases



que catalisam a hidrolise dos polissacarideos hemiceluldsicos, sdo divididas em xilanas,
mananas, galactanas e galacturonanas (AWAFO, 1997).

Os microrganismos sao fontes preferenciais de celulases, devido a ampla diversidade
bioquimica e facilidade de manipulacdo genética (YEOMAN et al., 2010). Entre eles, os
melhores produtores das citadas enzimas de degradacdo de material lignocelul6sico, sdo 0s
fungos filamentosos em virtude de sua estrutura filamentosa e do seu grande potencial
secretor, permitindo eficiéncia na obtencdo de preparados enzimaticos com elevado poder de
hidrolise. O conhecimento de novas linhagens com boa produgdo enzimatica ¢ de grande
interesse biotecnolégico, ndo apenas para obtencdo de biocatalisadores que apresentem
caracteristicas adequadas aos processos industriais aos quais se destinam, mas também para o
conhecimento e exploracdo da biodiversidade microbiana.

Com essa proposta em vista, no presente trabalho foram isoladas cepas fungicas
termofilicas a fim de se obterem preparados enzimaticos com atividade de celulases e

xilanases que apresentassem propriedades de termo resisténcia.



2. Revisao Bibliografica

2.1. Lignocelulose

As matérias-primas lignocelulésicas sdo as fontes renovaveis mais abundantemente
encontradas na natureza, dessa forma, em sua maior parte sdo compreendidas por residuos
agroindustriais, urbanos e pelas madeiras de angiospermas e gimnospermas. As trés principais
fragdes poliméricas que compdem a biomassa lignoceluldsica sdo lignina, hemicelulose e
celulose (Figura 1), as quais estdo unidas entre si por ligacGes covalentes e ndo covalentes,
fazendo com que seja formada uma complexa rede resistente & acdo microbiana (JEFFRIES,
1990). Esses trés constituintes juntos sdo responsaveis por mais de 90% de toda a massa seca
dos materiais. Internamente, as fibrilas da fracdo celuldsica encontram-se dispostas em
espirais, conferindo forca e flexibilidade ao material. A lignina tem a funcdo de aumentar a
resisténcia das estruturas as quais envolve contra ataques enzimaticos e quimicos, fato
observado no caso de sua interacdo com a celulose. A hemicelulose que € a ultima fracgdo,
atua como um elo quimico entre a celulose e a lignina (SZENGYEL, 2000).

Figura 1. Constituintes lignocelulésicos da biomassa vegetal. (a) Material lignocelulésico em

micrografia. (b) Disposi¢éo do material lignoceluldsico.
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Fonte: Adaptado de BOUDET et al., (2003).

2.1.1. Celulose



A celulose representa um dos maiores complexos naturais de carbono orgéanico
presente na estrutura da parede celular de plantas (BADHAN et al., 2007). Dentre os materiais
naturais, € o biopolimero mais abundante do mundo (BAYER e LAMED, 1993).

Por fazer parte do tecido das plantas, é constantemente ressintetizada pela fotossintese
e é também responsavel pela resisténcia a pressao osmatica observada tanto nas células de
frutas e hortalicas, quanto nas de plantas de porte superior, portanto, estd intimamente
relacionado com suas sustentagdes; possui uma biossintese anual estimada em 10 toneladas
(SUN et al., 2004, LEITE et al., 2008). E um homopolissacarideo ndo ramificado que consiste
em ligagdes B-1,4 glicosidicas de unidades de anidroglicose (D-glicopiranose). A anélise
estrutural da cadeia polimérica informa que sua unidade de repeticdo é a celobiose (RAMOS,
2003). Fato que se deve as ligagdes do tipo B, que promovem a unido dos mondmeros de
glicose, fazendo com que moléculas adjacentes encontrem-se arranjadas com uma rotacéo de
180° entre si e formem cadeias retas bem longas (STRYER, 1996).

As ligacOes B possibilitam a ocorréncia de interaces ndo sé intramoleculares (duas
por unidade de glicose), mas também intermoleculares (de duas a trés por molécula), do tipo
ligacbes de hidrogénio e forcas de van der Waals, fazendo com que sejam formadas fitas
planas de anéis de glicopiranose simetricamente dispostas as quais compdem uma estrutura
altamente cristalina, estavel e com uma alta forca de tensdo (ZHANG e LYND, 2004).

Duas importantes propriedades que auxiliam na diferenciacdo e classificagdo dos
polimeros celul6sicos sdo o grau de polimerizacdo (GP), e o indice de cristalinidade (IC). O
GP (que se trata do niumero de unidades de glicose anidra presente em cada fibra) informa a
frequéncia relativa de ligacOes glicosidicas internas e terminais, disponiveis para atuacdo de
endo e exoenzimas, respectivamente. Ele pode ser definido com base no nimero meédio de
mondmeros e no peso médio do polimero, assim como pode também ser inferido a partir de
sua viscosidade. Ja o IC esta associado a reatividade do substrato, e pode ser quantificado pela
técnica de difracdo de raios-X, utilizando-se equagdes intrinsecas ao tipo de celulose avaliado.

Feixes de cerca de 40 moléculas de celulose se agregam e formam a fibrila elementar
(3,5 nm) as quais (cerca de 10 a 20 fibrilas elementares) irdo constituir as microfibrilas (10-30
nm), que sdo arranjadas em conjunto e, formam assim, as chamadas fibrilas de celulose que
sdo independentes e fracamente unidas por pontes de hidrogénio (HENDRIKS e ZEEMAN,
2009) (Figura 2). A agregacédo de cerca de 20 microfibrilas constituirdo as macrofibrilas que

formardo as lamelas da parede celular.



Quando as microfibrilas se encontram ordenadas, formam a regido cristalina que se

alterna com a regido amorfa (menos ordenada).

Figura 2. Estrutura da celulose. Microfibrilas que se arranjam formando as fibras celuldsicas.

Fibras de celulose

Microfibrilas

L B e
Cadeias de O-Q__}G-D'Qn
celulose @ﬁﬁoﬁﬂ
T QAT @

Fonte: (http://nutrition.jbpub.com/resources/chemistryreview9.cfm)

2.1.2. Hemicelulose

A hemicelulose é um heteropolissacaridico ramificado, formado principalmente por
pentoses (xilose, raminose e arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose), acidos
urdnicos (acidos 4-O-metilglucurdnico e galacturénico) e radicais acetila (DEMIRBAS et al.,
2011). Representa de 15 a 35% da biomassa vegetal e tem como func¢do unir quimicamente a
celulose e a lignina, além de interagir covalentemente com a pectina, resultando em um
material flexivel, porém altamente resistente a espécies quimicas (GIRIO et al., 2010).

Essa fracdo da biomassa pode representar até 40% do peso seco de residuos
lignocelulosicos e sua degradagdo é realizada por hemicelulases como a xilanase, que
hidrolisa este heteropolissacarideo. As hemiceluloses sdo divididas em xilanas, mananas,

galactanas e galacturonanas (AWAFO, 1997), que apresentam suas unidades monomeéricas


http://nutrition.jbpub.com/resources/chemistryreview9.cfm

unidas por ligagOes do tipo 1,3, 1,4 e 1,6 (SZENGYEL, 2000). As maiores proporg¢des ficam a
cargo das xilanas, que consistem em moléculas de xilose unidas por ligagao -1,4 (DAMASO
etal., 2004).

2.1.2.1. Xilanas

A xilana é o principal componente da hemicelulose e o segundo mais abundante
polissacarideo natural existente (SARATALE et al., 2012). Encontra-se localizada entre a
molécula de lignina e o conjunto de fibras de celulose e € um polimero linear com a cadeia
principal composta por residuos de B-xilopiranose unidos através de ligacdo glicosidica do
tipo B (1-4), podendo apresentar varias substituicGes. Na natureza, a cadeia principal desse
polissacarideo pode ter adicdo de unidades de ramificacbes como 4-O-metil-a-D-
glicuronopiranosil, grupos acetil, a-L-arabinofuranosil, em diversas proporc¢des dependendo
do tipo de planta (POLIZELI et al., 2005).

A completa degradacdo requer a acdo de um sistema de enzimas com diferentes
especificidades e modos de acdo - denominado sistema xilanolitico. Os fungos filamentosos
sdo especialmente importantes na secrecdo dessas enzimas dentro do meio em que estdo
contidos e seus niveis de secrecdo sdo elevados quando comparados aos de outros
microrganismos (BISWAS et al., 2010; POLIZELI et al., 2005).

2.1.3. Lignina

A lignina, juntamente com a celulose e a hemicelulose, é um dos principais
constituintes do material lignoceluldsico. Esta presente em cerca de 20 a 30% na composicédo
na madeira e 16 a 33% presente na biomassa das plantas superiores. Trata-se de um polimero
aromatico, heterogéneo, amorfo de elevada massa molecular com estrutura muito complexa,
formado por ligacGes éter biologicamente estaveis e por unidades fendlicas (HIGUCHI, 1982;
SILVA e GOMES, 2004).

A molécula de lignina é convencionalmente definida como uma rede hidrofébica
complexa de unidades fenilpropanoidicas derivadas da polimerizacdo oxidativa de trés alcoois
precursores (originados por metoxilacdo do é&cido p-hidroxicinamilico - coniferilico,
sinapilico e p-cumarilico), que dao origem as subunidades p-hidroxifenil, guaiacil e siringil
(Figura 3). Esses alcoois podem formar um complexo polimérico com uma elevada variedade

de interagdes intermoleculares — pelo menos 20 — por meio de ligacbes a sitios variados



(HIGUCHI, 1982; SEDEROFF et al., 1999). Sua funcéo biologica é proteger o tecido vegetal

contra a oxidacédo, degradacdo enzimatica e acdo de microrganismos.

Figura 3. Esquema da estrutura da lignina: precursores estruturais. (a) Alcool cumaérico; (b)
Alcool coniferilico; (c) Alcool sinapilico.
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Fonte: Adaptado de WHETTEN e SEDEROFF, (1995).

2.2. Enzimas do complexo celulolitico e hemicelulolitico

Compreender a ordem na qual as enzimas sdo secretadas durante a degradacdo
lignocelul6sica é relevante tanto para uma melhor compreensdo dos mecanismos béasicos da
degradacdo por fungos, quanto em relacdo as tentativas industriais de controle das reacGes
durante a produgdo dos combustiveis biologicos e as demais tecnologias do bioprocesso
(MAHESHWARI et al., 2000). Muito se sabe sobre as enzimas que sdo produzidas e seu
efeito em substratos isolados, mas pouco é sabido sobre a variagdo temporal e a atividade
relativa das enzimas em substratos lignocelulésicos diferentes (DUNCAN, 2010).

A biodegradacdo da celulose € feita por um complexo de enzimas oxidativas e

hidroliticas que agem sinergisticamente na transformacdo da molécula em mondémeros e



dimeros de glicose (Figura 4). Esse complexo é formado por endoglucanases, exoglucanases e
B-glicosidase (GOYAL, 1991), classificadas de acordo com seu local de atuagéo no substrato
celulosico: a) Endoglucanases, que clivam ligacdes internas da fibra celuldsica; b)
Exoglucanases, que atuam na regido terminal da celulose; e c) B-glicosidases, que hidrolisam
oligossacarideos solUveis a glicose (LYND et al., 2002). Entre as enzimas oxidativas,
encontramos a celobiose desidrogenase. Essa enzima oxida a celobiose e celo
oligossacarideos de elevado peso molecular, utilizando uma ampla faixa de aceptores de
elétrons, como quinonas, radicais fenélicos, oxigénio, Fe**, Cu** (FLITSCH et al., 2013).

Os sistemas xilanoliticos microbianos podem ser divididos em duas categorias: a das
enzimas que degradam a cadeia principal do polissacarideo, e a das enzimas que quebram e

liberam as cadeias laterais - enzimas xilanoliticas acessorias (RYABOVA et al., 2009).

Figura 4. Visdo esquematica da biodegradagdo da celulose.
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2.2.1. Endoglucanases

As endoglucanases sdo as enzimas do complexo celulolitico responsaveis por iniciar a
hidrolise da molécula. Endoglucanases ou carboximetilcelulases (CMCases) (EG, endo-1,4-
B-D-glucana 4-glucanohidrolase, EC 3.2.1.4): atacam regiGes de baixa cristalinidade (ou
amorfas) das cadeias de celulose, diminuindo o grau de polimerizacdo da mesma, devido a
sua fragmentacdo em oligossacarideos e fornecendo mais extremidades para a acdo das
exoglucanases; liberam novos terminais, sendo um redutor (quando a glicose possui uma
hidroxila heterosidica livre) e um néo redutor (quando a hidroxila heterosidica da molécula da
extremidade participa de ligagdo com a glicose adjacente) (CASTRO e PEREIRA JR, 2010;
COUGHLAN e LJUNGDAHL, 1988).

2.2.2. Exoglucanases

Exoglucanases ou celobiohidrolases  (Avicelase) (CBH, 1,4-B-D-glucana
celobiohidrolase, EC 3.2.1.91): hidrolisam as ligag¢bes glicosidicas a partir das extremidades
redutoras (CBH 1) e ndo redutoras (CBH II) das cadeias de celulose, liberando unidades de
celobiose; normalmente as 14 exoglucanases atuam tanto nas regides cristalinas (o que nao é
comum para as endoglucanases) como também nas regides amorfas da celulose, porém o GP
ocorre de forma lenta (VOUTILAINEN, 2010; COUGHLAN e LJUNGDAHL, 1988).

2.2.3. p-glicosidases

As B-glicosidases tém a propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos
sollveis (GP<7) em glicose (LYND et al., 2002; LYND e ZHANG, 2002). Para a degradacéo
eficiente da celulose cristalina, é necessaria a a¢do das endo e exoglucanases (HENRISSAT e
BAIROCH, 1996) e as B-glicosidases completam a hidrolise por meio de clivagem da
celobiose, que resulta em unidades de glicose (VOUTILAINEN, 2010). Assim sendo, as [-
glicosidases tornam-se o fator limitante e sdo responsaveis pela regulagdo de todo o processo
celulolitico (YEOMAN et al., 2010).



2.2.4. Celobiose desidrogenase

A celobiose desidrogenase (CDH), € a Unica flavoenzima extracelular conhecida
(STOICA et al., 2009). Essa enzima possui dois dominios distintos: um dominio flavina que
contém FAD (flavina adenina dinucleotideo) e um dominio heme, com um heme tipo
citocromo b (CAMERON e AUST, 2001). O dominio flavina oxida sozinho a celobiose a
taxas idénticas a da enzima de comprimento completo, 0 que sugere que o dominio heme N-
terminal é indispensavel para o efeito estimulador necessario para 0 aumento da degradacéo
de celulose (PHILLIPS et al., 2011). A CDH oxida varios agucares como celobiose, lactose,
oligbmeros de glicose e, inclusive a celulose, a seus &cidos carboxilicos correspondentes
(SAHA et al., 2008). Como aceptor de elétrons para fechar o seu ciclo catalitico, essa enzima
pode utilizar quinonas, citocromos, radicais organicos, O, molecular, fons Fe** e Cu*. Ao
reduzir Fe** a Fe®*, a celobiose desidrogenase pode gerar radicais hidroxila via reacéo de
Fenton, os quais podem atuar na despolimerizacdo dos polissacarideos (celulose) e na
modificacdo estrutural da lignina (figura 5); esse seria 0 modo através do qual uma
substancial reducdo do grau de polimerizacdo da celulose pode ser conseguida sem uma
liberagdo significativa de acgucar (SADDLER et al., 1997). O H,0; envolvido na reagdo é
possivelmente gerado por varias vias que incluam a reducdo de O, pela prépria celobiose
desidrogenase ou por outras enzimas oxidativas (AGUIAR e FERRAZ, 2011). Essa enzima é
expressa sob condicbes celuloliticas na presenca de celulose, concomitantemente com
celulases e hemicelulases. Parece, portanto provavel que CDH seja induzida por baixas
concentracdes de celobiose (que é o principal produto da degradacdo enzimatico da celulose),
mas que também esta sujeita a repressdo catabdlica por concentracdes excessivas de celobiose
ou glicose (HENRIKSSON et al., 2000). Entre as fun¢des a ela atribuidas estdo: oxidacdo da
celobiose, utilizacdo de diversos aceptores de elétrons, prevencdo da inibicdo das celulases
por celobiose (devido ao seu envolvimento na conversdo de celobiose em celobiolactona),
bem como reduzir radicais fendis e quinonas gerados durante a degradagdo da lignina
(FLITSCH et al., 2013). Enzimas oxidativas sdo 0s principais componentes dos coquetéis
enzimaticos secretados por fungos para a degradacdo da parede celular vegetal (PHILLIPS et
al., 2011).

Certo nimero de fungos celuloliticos, incluindo Phanerochaete Chrysosporium,
Trametes versicolor, Sporotrichum thermophile, Coniophora puteana, Schizophyllum

commune, Humicola insolens, e Sclerotium rolfsii produzem celobiose desidrogenase.



Figura 5. Representacdo esquemaética da organizacdo estrutural da CDH e suas principais

funcBes naturais.
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Fonte: Adaptado de STOICA et al., (2009).

Por apresentar estrutura heterogénea, a degradacdo das hemiceluloses necessita ndo
apenas da acdo de uma enzima, mas de um complexo enzimatico, incluindo aquelas que
atuam nas cadeias laterais dos polimeros. A completa degradacao requer a acao de um sistema
de enzimas com diferentes especificidades e modos de acdo (RYABOVA et al., 2009).

Assim sendo o complexo é composto por (WONG et al., 1988): Endo-1,4-B-D-
xilanases (EC 3.2.1.8): hidrolisam as ligagdes B-1,4 da cadeia principal de residuos de xilose;
1,4-p-D-xilosidases (EC 3.2.1.37): catalisam a hidrdlise da xilobiose e de alguns 1,4-B-D-xilo-
oligossacarideos a partir da extremidade ndo redutora; a-L-arabinofuranosidases (EC
3.2.1.55): hidrolisam o0s grupos a-L-arabinofuranosil terminais; a-glucoronidases (EC
3.2.1.1): requeridas para a hidrdlise das ligagdes a-1,2 glicosidicas entre xilose e acido
glucurdnico ou sua ligacdo 4-O-metil-éster; acetil xilana esterases (EC 3.1.1.72): hidrolisam
as ligacBes entre xilose, acido acético e &cido ferulico; p-coumarico esterases (EC 3.1.1-):

removem acidos piravico e cumarico dos residuos de arabinose das cadeias laterais (Figura 6).



Figura 6. Representacdo esquematica de uma molécula de xilana e da atuacdo das enzimas do

sistema xilanolitico. Ac = Grupo acetil.
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2.2.5. Endoxilanases

As endoxilanases (B-1,4-xilanases ou endoxilanases) catalisam a hidrolise de ligagdes
1,4-p-D-xilosidicas de maneira aleatéria, liberando xilobiose e outros xilo-oligossacarideos,
diminuindo o grau de polimerizacao do polissacarideo (DODD e CANN, 2009; KOLENOVA
et al., 2006; MASLEN et al., 2007).

2.2.6. p-xilosidases

As B-xilosidases podem ter afinidade por xilobiose e xilo-oligossacarideos (BIELY,
1985). Essas enzimas catalisam a clivagem de xilobiose e atacam extremidades ndo redutoras
em xilo-oligossacarideos, liberando xilose (SORENSEN et al., 2003; RASMUSSEM et al.,
2006). As B-xilosidases sdo importantes na degradagéo da xilana, pois removem produtos
finais que poderiam inibir as endoxilanases e, com isso limitar a hidrolise do polissacarideo
(SUNNA e ANTRANIKIAN, 1997).



2.3. Fungos filamentosos

Por possuirem uma diversidade metabolica alta, os fungos filamentosos estdo
presentes em varios ecossistemas, apresentam crescimento rapido, os meios de cultura onde
sdo cultivados séo relativamente simples, sdo faceis de manusear, as condi¢des de cultivo séo
facilmente controladas, ocupam pouco espaco e crescem onde ha fonte de carbono associada
ao calor e umidade (TREVISAN et al., 2004).

Fisiologicamente os fungos requerem para seu crescimento, a presenca de nutrientes
essenciais, sejam eles macroelementos (carbono, nitrogénio, hidrogénio, oxigénio, enxofre,
fésforo, potassio e magnésio) ou microelementos (ferro, zinco, cobre, manganés, molibdénio,
calcio e em alguns casos estréncio, escandio, vanadio, cobalto e galio). Esses elementos
desempenham importante papel na manutencao da viabilidade celular e obtengédo de produtos
de interesse, sendo necessarios para diversas funcdes fisiologicas, desde a sintese de materiais
de parede até a ativacdo de enzimas-chave do metabolismo (AINSWORTH e SUSSMAN,
1965; MOORE-LANDECKER, 1982; COCHRANE, 1958).

De modo geral, os fungos que decompdem substancias celulésicas ocorrem no solo,
colonizando vegetais, suas raizes e residuos, tendo grande importancia na reciclagem de
nutrientes. Conhecer a microbiota do solo, além de fundamental para o levantamento
taxondémico das populacBes que ali se encontram, pode levar a descoberta de processos
metabolicos utilizados por esses organismos, tornando-se importante para interacdes
ambientais e aplicacbes biotecnoldgicas (LYNCH et al., 1981).

Alguns géneros de fungos filamentosos podem ser destacados como sendo produtores
de celulases e xilanases, ficando o Aspergillus, Penicillium e Trichoderma como 0s principais

alvos de pesquisa biotecnoldgica.

2.3.1. Microrganismos termofilicos

A capacidade de se adequar as alteracdes ambientais € uma das caracteristicas mais
impressionantes da vida na terra. A adaptacdo de microrganismos em condi¢des extremas esta
relacionada ao desenvolvimento de componentes celulares e estratégias bioquimicas. Estas
estratégias implicam na estabilizacdo de todos os componentes celulares de modo que sua

estrutura funcional seja mantida nas novas condic¢des (SANTOS et al., 2001).



Microrganismos capazes de crescer em temperaturas altas sdo chamados termofilicos
ou termofilos e sdo classificados em termdéfilos moderados, quando a faixa de temperatura de
crescimento esta entre 20°C e 55°C; termdfilos extremos, quando seu crescimento se da em
temperaturas de 65°C a 85°C; ou ainda hipertermofilos, quando cresce entre 85°C até 110°C.
Os microrganismos termofilos moderados podem ser encontrados dentro dos dominios
Bacteria, Archaea e Eukarya (fungos filamentosos) (MADIGAN e OREN, 1999). A
adaptacdo de um determinado microrganismo a termofilia envolve o ajuste da membrana
citoplasmatica, das proteinas e do DNA as temperaturas acima da faixa mesofilica. Esse
amoldamento a termofilia tem despertado grande interesse na biotecnologia, considerando que
0s mecanismos de termorresisténcia das biomoléculas desses microrganismos podem
constituir modelos interessantes para a bioengenharia e os bioprocessos (GOMES et al.,
2007).

Uma intima relagdo é observada entre as caracteristicas das enzimas (intra e
extracelulares) e o nicho ocupado por um determinado microrganismo. Espera-se que
microrganismos termofilos produzam enzimas capazes de tolerar uma temperatura
correspondente a, no minimo, aquela étima para seu crescimento. Estudos com enzimas de
termdfilos tém mostrado que essa relacdo é verdadeira, estimulando o isolamento de novas
linhagens termdfilas, assim como a caracterizagdo das enzimas produzidas e o entendimento
dos fatores que levam a sua termo estabilidade (GOMES et al.,, 2007; EGOROVA e
ANTRANIKIAN, 2005).

2.3.2. Enzimas de termofilicos

A descoberta de microrganismos termofilicos abriu novas oportunidades para a
descoberta de enzimas, que apresentem atividades em condi¢bes extremas de temperatura,
possibilitando seu uso em muitos processos industriais onde esta condicdo é necessaria
(HOUGH e DANSON, 1999). As enzimas termofilicas tém se mostrado tolerantes a
desnaturantes como detergentes e solventes organicos, sendo entdo de interesse na sintese
organica (ATOMI, 2005). Essas enzimas possuem temperatura 6tima de atividade proxima a
temperatura 6tima de seu crescimento (BROCK, 1985) e apresentam tantas aplicacOes
biotecnologicas quanto maior for a termo estabilidade da biocatalise, alem de proverem dados

sobre as bases intrinsecas da estabilidade proteica.



O crescente interesse biotecnoldgico por essas enzimas € motivado pela capacidade que esses
microrganismos apresentam de trabalhar em condi¢Ges em que as enzimas produzidas por
microrganismos mesofilicos sdo geralmente desnaturadas (HOUGH e DANSON, 1999).

A adaptacdo da proteina as temperaturas extremas parece ser resultado de um
equilibrio entre 0 aumento da rigidez responsavel pela estabilidade térmica e a flexibilidade
requerida para exercer sua funcéo fisioldgica. Isso favorece a solubilidade de substratos e
produtos e aumenta as taxas de reacdo por reducdo da viscosidade e por aumento do
coeficiente de difusdo dos substratos (SHIRAKI et al., 2001; EGOROVA e ANTRANIKIAN,
2005). Outra caracteristica das enzimas termoestaveis € sua maior resisténcia a acdo de
proteases, uma vez que, quanto mais rigida for a molécula, menos expbe seu sitio de
protedlise (GOMES et al., 2007). Junto a isso, a utilizacdo de temperaturas mais altas faz com
qgue a velocidade da reacdo seja aumentada, necessitando de uma menor quantidade de
enzima, pois um aumento de 10°C na temperatura promove um aumento de aproximadamente
duas vezes na velocidade da reagéo.

Apesar dessas vantagens oferecidas pelas enzimas termofilicas, a aplicacdo
biotecnoldgica de microrganismos que as produzem tem sido muito limitada até agora. A
principal razdo para esta contradicdo esta relacionada com o escasso numero de linhagens
termofilicas para a pesquisa de enzimas termoestaveis especificas, assim, a busca por novas
fontes microbianas é um exercicio continuo (KUMAR e TAKAGI, 1999).

2.4. Fermentacdo em estado solido (FES)

Fermentacdo em estado solido, também chamada de fermentacdo semissélida, ou
fermentacdo em meio semissolido, € o nome dado ao processo de crescimento de
microrganismos em substratos sélidos. A agua existente nesses sistemas encontra-se ligada a
fase solida, formando uma fina camada na superficie das particulas (RAIMBAULT, 1998;
PANDEY, 2003; RAGHAVARAO et al., 2003). Nessa fermentagdo, o substrato solido além
de servir como suporte inerte para o crescimento dos microrganismos, é também uma fonte de
nutrientes. Além do que, simula as condi¢cdes ambientais em que muitos fungos filamentosos
vivem. Assim sendo se trata de uma forma muito Util como método de cultivo, ja que permite
a penetracdo das hifas nos poros entre as particulas de substratos, auxiliando as trocas gasosas

entre as células, para manutencdo metabolica (Figura 7) (HOLKER e LENZ, 2005).



Figura 7. Representacdo de alguns dos microprocessos que ocorrem durante a FES.
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Fonte: HOLKER e LENZ, (2005).

As hifas, apos esporular, formam hifas aéreas ou entdo penetram no substrato. Os
espacgos que surgem entre elas sdo preenchidos por gas, quando aéreas ou por liquido, quando
as mesmas estdo inseridas no substrato. O metabolismo se concentra préximo a superficie e
entre os poros, mas também ocorre na parte aérea (hifas aéreas). As enzimas hidroliticas
representadas na figura pela cor azul sdo produzidas pelo micélio, apés difundirem-se para a
matriz solida, catalisam a degradacdo de macromoléculas (verde). Gas carbonico, agua, calor
e outros produtos sdo produzidos quando do consumo de oxigénio. Com isso, diferentes
concentracOes de gradiente sdo formadas, o que por sua vez forgara o O, a se difundir para a
fase gasosa em regides mais profundas (lilas). Um problema observado durante a FES é a
liberacdo de calor metabolico que eleva a temperatura (T); a solucdo se da por meio de
conducdo e evaporacdo (azul escuro). O sistema de equilibrio de H,O inclui a que passa
lentamente pelo micélio, a consumida durante as reacdes de hidrélise e a que é produzida
durante a respiracdo. Outro importante fator € o pH local, que pode ser mudado devido a
liberagdo de acidos carbdnicos e troca de aménia (cinza) (HOLKER; LENZ, 2005).

A &gua presente nesses sistemas encontra-se complexada com a matriz sélida de
substrato ou como uma fina camada absorvida na superficie das particulas. Em geral, nesses
processos o teor de umidade varia entre 30-85% (RAIMBAULT, 1998) e devem ser mantidos
ao longo do processo de FES. Uma condigdo 6tima deve ser estabelecida, pois baixos niveis

de umidade reduzem a difusdo de nutrientes, crescimento microbiano, estabilidade enzimatica



e a absorcdo do substrato, o que prejudicaria o processo (KRISHNA, 2005). Tipicamente a
atividade de &gua livre vai de 0,40-0,90, o que reproduz as condi¢Ges encontradas na natureza
e permite que os procedimentos sejam conduzidos sem prévia esterilizacdo, visto que a
contaminacdo, pelo menos por bactérias, € pouco provavel com valores tdo baixos
(ROBINSON e NIGAM, 2003).

Vérias séo as fungdes atribuidas a 4gua num bioprocesso. No que se refere ao cultivo
de fungos filamentosos, sua limitacdo pode causar a desnaturacdo de enzimas-chave do
metabolismo das células, ocasionando um desequilibrio nas vias, e afetando os processos de
germinagdo, esporulacdo e formacdo de metabdlitos, assim como também podem reduzir as
taxas de crescimento microbiano e aumentar o periodo de aclimatacdo celular
(RAIMBAULT, 1998; GERVAIS e MOLIN, 2003).

Cada microrganismo possui um valor 6timo de pH. Os fungos filamentosos
geralmente crescem em uma faixa de pH que vai de 2,0 a 9,0, sendo o étimo entre 3,8 € 6,0. A
fonte de nitrogénio pode também causar alteracdes do pH, por isso é de extrema importancia
levar em consideracdo os efeitos que os diversos componentes utilizados na fermentacéo,
podem causar no processo (KRISHNA, 2005).

Diferentes tipos de microrganismos podem crescer em substratos sélidos, incluindo
bactérias, fungos e leveduras (AIDOO et al., 1982). Porém, os mais aptos sdo os fungos
filamentosos pelo fato de serem capazes de crescer com pouca agua e muitos sélidos
presentes, aléem de apresentarem forma de crescimento em hifas, favorecendo a colonizacéao
(DURAND, 2003).

Os substratos tipicamente utilizados na FES sdo de origem agroindustrial. Graos de
arroz, raizes de mandioca, farelo de soja, farelo de arroz, farelo de trigo, fubd, casca/palha de
arroz, casca de trigo, palha de milho entre outros, podem ser utilizados com substratos
(MITCHELL et al., 2006). Destacam-se as aplicacdes que utilizam residuos sélidos que
apresentam um baixo custo e sdo potencialmente poluidores (PANDEY, 2003).

Alguns fatores confirmam o uso desses residuos nas fermentacdes: a utilizacdo dos
mesmos pode reduzir o custo de produgdo e colaborar para solucionar os problemas
ambientais relacionados, além da possibilidade de agregar valor a esses subprodutos do setor

agroindustrial.



3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Isolamento e selecdo de fungos filamentosos termofilicos produtores de celulases,
xilanases e celobiose desidrogenase, visando aplicacdo dessas enzimas na sacarificacdo de

materiais lignoceluldsicos para obtencéo de agucares fermentesciveis a etanol.

3.2. Objetivos especificos

- Isolar e selecionar fungos filamentosos termofilicos a partir de diversos tipos de amostras do
ambiente;

- Avaliar a melhor temperatura de crescimento das cepas isoladas;

- Avaliar a producdo de celulases, xilanases e celobiose desidrogenase pelos fungos através de
fermentacdo em estado sélido (FES), utilizando uma mistura de matérias lignocelulosicos;

- Avaliar os efeitos das condicdes de reacdo como temperatura e pH, sobre a atividade e

estabilidade das enzimas.
4. Materiais e Métodos
4.1. Meio de cultivo
4.1.1. Meio nutriente liquido para as coletas de amostras

Para a coleta dos fungos filamentosos foi utilizado o meio nutriente composto por
(9/L): (NH4)2SO4 (1,4); KH,PO,4 (2,0); CaCl, (0,3); MgSO,4 . 7H,0 (0,2); peptona (5,0);
extrato de levedura (2,0); ureia (0,3); Tween 80 (1,0); solucédo de sais a 0,1%. Sendo a solugéo

de sais composta por (mg/mL): FeSO, . 7H,0 (5,0); MnSQO, . H,0 (1,6); ZnSO, .7H,0 (1,4);
CoCl; (2,0).



4.1.2. Meio nutriente sélido para isolamento, repique e manutencao das col6nias

Para isolamento, repiques periddicos e conservacao das culturas puras, foi utilizado o
meio nutriente Sabouraud. As culturas puras foram mantidas em criotubos, sob solucéo de

glicerol a 20%, em freezer a -80°C.

4.1.3. Meio de cultivo para as fermentagdes em estado solido (FES)

Os fungos foram cultivados em 5,0g de uma mistura de bagaco de cana-de-agUcar,
farelo de trigo e palha de milho (1:1:1 p/p). A esta mistura foram adicionados 20 mL de
solucdo nutriente (proporcionando uma umidade inicial de cerca de 70%) composta por (g/L):
(NH)4SO4 (3,5); KH,PO4 (3,0); MgSO,. 7H,0 (0,5); CaCl; (0,5), Tween 80 (10,0), sendo o
pH ajustado para 5,0. Os substratos foram lavados e secos a 65 °C. O bagaco de cana in
natura foi triturado e peneirado, sendo utilizadas particulas de 1 a 3 mm.

4.2.  Isolamento dos fungos filamentosos

Como descrito por Da Silva (1992), os fungos filamentosos foram coletados retirando-
se amostras de material vegetal, de insetos e de compostagens. Aproximadamente 0,59 de
amostra foram transferidas para frascos Erlenmeyer de 50 mL, contendo 20 mL de meio
nutriente (item 4.1.1), sendo vedados com rolha de algoddo e levados ao laboratério onde
foram mantidos em estufa a 45 e a 55°C, sob agitacdo de 100 rpm, por 24-48 horas. Apos este
periodo, 0,1 mL deste pré-cultivo foi assepticamente transferido para o centro de uma placa
de Petri contendo o0 meio nutriente Agar Sabouraud. O material foi espalhado com o auxilio
de alca de Drigalski e a placa foi incubada a 45 e 55°C, até o aparecimento das coldnias. As
colonias de fungos filamentosos isoladas foram diferenciadas com base no aspecto do anverso
e reverso do micelio e cor dos esporos (quando presentes), e reinoculadas através de estrias de
esgotamento, em meio de isolamento, até a obtencdo de culturas puras, as quais foram

estocadas.



4.3. Avaliacdo do efeito da temperatura de incubagdo sobre o crescimento da colonia em

meio sélido

A fim de se avaliar a temperatura 6tima de crescimento, os isolados foram pré-
cultivados a 45 e 55°C em agar Sabouraud, por 72h, e entdo inoculados no centro de uma
placa de Petri contendo o mesmo meio. Como inoculo foi utilizado um disco de cultura
miceliada de 8,0 mm de didmetro, colocado no centro da placa. As placas foram incubadas em

temperaturas de 37, 45, 55 e 60°C, e o diametro das colonias foi medido a cada 12 horas.

4.4. Pré-indculos para as fermentac6es em estado solido

Para cada cultivo por FES foi feito um pré-inoculo, em frasco Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 50 mL de meio nutriente sélido inclinado (Sabouraud). O fungo foi inoculado na
superficie deste meio, por estrias, e incubado a 45 e 55°C até completo crescimento (micelial
ou esporulacdo). Apds este periodo, o microrganismo foi suspendido, com auxilio de alca de
inoculacdo, em 150 mL de solucdo nutriente estéril (item 3.1.3). No caso de fungos nédo
esporulados, 20 mL desta suspensdo foram utilizados como indculo para cada recipiente de
fermentacgdo contendo 5,0 g de substrato. Os fungos esporulados tiveram o nimero de esporos
por mL determinados por contagem em camara de Neubauer e suspensdes desses esporos
foram usadas para inocular os substratos em proporcdes de 10° esporos/g. A hidratagdo do
substrato foi feita complementando-se a suspensdo de esporos para 20 mL com solucdo

nutriente estéril.

4.5. Producdo das enzimas por fermentacdo em estado sélido

As FES foram conduzidas em embalagens de polipropileno (12 x 20 cm), utilizando-se
5g de substrato (item 3.1.3). Nos ensaios preliminares, os cultivos foram conduzidos por 96h,
tempo necessario para um completo crescimento micelial e esporulacdo sobre o substrato
(avaliacdo visual). Nos cultivos para a avaliacdo da influéncia do tempo sobre a producdo das
enzimas, amostras foram tomadas a cada 24h retirando-se uma embalagem de fermentacgéo
por amostragem, por até 336h. A cada amostra foram adicionados 100 mL de agua destilada,
sendo a mistura homogeneizada manualmente e mantida sob agitacdo em shaker (100 rpm),

por 30 minutos. Apds este periodo, o material foi filtrado em disco de tecido nylon,



centrifugado a 10000 xg por 15 min, a 5°C, e o sobrenadante foi utilizado para a determinacao

das atividades enzimaticas.

4.6. Determinacao das atividades enzimaticas

4.6.1. Xilanase

A atividade de xilanase foi determinada em mistura de reacdo contendo 0,1 mL da
solucdo enzimaética e 0,9 mL de solucdo de substrato xilana Birchwood (Sigma X0502) (10,0
g/L), em tampéo acetato 0,10 M, pH 5,0. A reacdo foi mantida a 60°C por 10 minutos e entéo,
interrompida pela adicdo de 1,0 mL do reagente DNS (acido 3,5-dinitrossalicilico) para a
quantificacdo dos acucares redutores liberados, como proposto por Miller (1959), a partir de
uma curva padrdo de xilose. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 umol de aclcar redutor por minuto, sob as

condicdes de ensaio citadas.

4.6.2. Atividade em papel de filtro (FPase)

A atividade de FPase foi avaliada em mistura de reacdo composta por 0,9 mL de
tampdo acetato 0,1M, pH 5,0, uma fita de papel de filtro Wahtman n°1 de 1,0cmx6,0cm e 0,1
mL de solucdo enzimatica. Apds uma hora de reacdo, a 60°C, sob agitacdo de 150 rpm, a
mesma foi paralisada em banho de gelo e a quantidade de agUcares redutores liberados foi
dosada pelo método de MILLER (1959). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 umol de agucar redutor por minuto

de reacdo, com base em curva padrdo de glicose.

4.6.3. Endoglucanase

A atividade de endoglucanase (CMCase) foi determinada por procedimento idéntico
ao descrito para a atividade de xilanase (item 3.6.1), porém utilizando-se carboximetilcelulose
(CMC - Sigma C5768) (40,0 g/L) como substrato e curva padrdo de glicose. Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0

pmol de glicose por minuto de reagéo.



4.6.4. p-glicosidase

Para a determinacdo da atividade de PB-glicosidase, 0,05 mL do extrato enzimatico
foram adicionados a mistura de 0,25 mL de solu¢do tampéo acetato (0,1 M, pH 5,0) e 0,25
mL de 4-nitrofenol-B-D-glicopiranosideo (4 mM) — PNPG, Sigma. A reacdo foi mantida a
60°C, por 10 minutos, e entdo interrompida com a adicdo de 2,0 mL de solucdo de Na,CO;
(2M). O nitrofenol liberado foi quantificado por espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade
de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0
umol de nitrofenol por minuto de reacdo utilizando reta padrdo obtida com solucdo de

nitrofenol em variadas concentraces.

4.6.5. p-xilosidase

A atividade de B-xilosidase foi avaliada por procedimento idéntico ao descrito para f3-
glicosidase, exceto pela substituicdo do substrato pelo 4-nitrofenol-f-D-xilopiranosideo
(PNPX, Sigma).

4.6.6. Avicelase

A atividade de avicelase (EC 3.2.1.91) consistiu na adicdo de 0,1 mL do extrato
enzimatico bruto em 0,9 mL de solucdo 1% de celulose microcristalina — avicel (tendo sido
diluido 1,0 mL em tampéo acetato 0,05 M, pH 5,0 e incubado a 50°C, por 30 minutos).
Periodicamente, o sistema substrato-enzima foi agitado com a finalidade de manter a celulose
em suspensdo. Os acUcares redutores liberados foram determinados pelo método de Miller
(1959). Antes de ser realizada a leitura no espectrofotdmetro, a reacdo foi mantida em repouso
pelo tempo de 20 minutos para que pudesse ocorrer a precipitacdo do substrato, impedindo

que a turbidez do mesmo interferisse na leitura.

4.6.7. Celobiose desidrogenase



A atividade da celobiose desidrogenase (CDH), foi determinada pelo método descrito
por FLITSCH et al., (2013). A reacdo foi conduzida em cubeta de 1,0 mL contendo 750 pL de
tampéo acetato de s6dio 100 mM pH 4,0, 50 pL de solugdo enzimatica, 100 pL de lactose 300
mM e 100 puL de 2, 6-diclorofenolindofenol (DCPIP) 3 mM. A reducdo de DCPIP foi
monitorada durante 10 minutos em 520 nm (> = 6.800 M cm™). Uma unidade de

atividade enzimatica foi definida como 1,0 pmol do substrato consumido por minuto.

4.7. Caracterizacdo das enzimas

4.7.1. Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade das enzimas

Para a determinacdo do pH Otimo, as atividades enzimaticas de FPase, xilanase e
CMCase, foram avaliadas incubando-se 0,1 mL das solu¢Bes enzimaticas brutas em 0,9 mL
de suspenséo de xilana 1% ou CMC 4% em diferentes valores de pH, a 60°C por 10 minutos.
Os seguintes tampdes (0,1 M) foram utilizados: citrato de soédio (pH 3,0), acetato de sddio
(3,5-5,5), MES (pH 6,0-6,5), HEPES (pH 7,0-7,5), glicina-NaOH (pH 8,0-9,5) e CAPS (pH
10,0-10,5). O efeito do pH sobre a atividade de B-glicosidase foi determinado da mesma
forma, entretanto, foram incubados 0,05 mL da solucdo enzimatica bruta em 0,25 mL do
substrato p-nitrofenil B-D-glicopiranosideo (4mM) — PNPG, Sigma. Cabe aqui observar que o
pH dos tampdes foi ajustado para corrigir o efeito de deslocamento do pKa em funcédo da
temperatura, seguindo valores tabelados (APPLICHEM, 2008).

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica foi realizado nas mesmas
condigcdes usadas para a determinacdo da atividade em diferentes pHs, variando-se a
temperatura entre 35-95°C. Os ensaios de atividade foram realizados no pH 6timo verificado

para cada enzima.

4.7.2. Efeito do pH e da temperatura sobre a estabilidade das enzimas

Para determinar a estabilidade das enzimas, um volume final de um mL (extrato bruto
devidamente diluido em tamp&o com pH e substrato especifico), foi incubado a 25°C durante
24 horas. Apo6s o periodo de incubacéo, a atividade enzimética foi mensurada na temperatura

e pH étimos de cada enzima.



A termoestabilidade foi avaliada incubando-se as enzimas, por uma hora, as
temperaturas de 35 a 95°C, seguida da determinacdo da atividade residual (item 4.6), de

acordo com as condicdes Otimas de pH e temperatura.

5. Resultados e discussao

5.1. Isolamento dos fungos

De um total de nove coletas de residuos orgéanicos e materiais depositados no
ambiente, foram isolados 32 fungos filamentosos (Tabela 1). As coletas consistiram de
materiais como compostagem, amostras de solo, favo de mel, fezes de animais, bagaco de
cana, casca de arvore, restos de racdo animal, gordura animal e animais errantes como

formigas e o procedimento para o isolamento dos fungos foi realizado como descrito no item

3.2.

Tabela 1: Isolamento dos fungos a partir de diferentes tipos de amostras.

Isolado Data e local de coleta Material Coletado
M 20/05/2012 Fragmento de favo de mel
Chécara Jatai, Adolfo-SP abandonado
04/06/2012 . ]
FZil Sitio Sta. Isabel, Adolfo-SP Dejetos de animal
SER Idem anterior Latex de seringueira
SAC Idem anterior Casca de arvore
BUFO Idem anterior Pedaco de micélio
04/06/2012 . )
CH1 Chacara Jatai, Adolfo-SP Dejetos de lixo
CH2 Idem anterior Idem anterior
SAB Idem anterior Casca de arvore
17/06/2012 . ]
CHFI Haras Sandoval, Adolfo-SP Restos de racdo animal
CHFII Idem anterior Dejetos organicos
01/07/2012
52 Chécara Jatai, Adolfo-SP Amostra de solo
S5 Idem anterior Idem anterior
S6 Idem anterior Idem anterior
GA Idem anterior Gordura anl_mal em resto de
alimento
ASII Idem anterior Idem anterior
FMGI 15/07/2012 Animais errantes (formigas)

Chacara Sao Francisco, Adolfo-SP




Isolado Data e local de coleta Material Coletado
FMGII Idem anterior Idem anterior
FMGIII Idem anterior Idem anterior
BC Idem anterior Bagaco de cana como resto de
racao animal
COQ Idem anterior Casca de arvore
S1 Idem anterior Amostra de solo
15/07/2012 ,
All UNESP-Ibilce, S.J.Rio Preto-SP Casca de arvore
29/07/2012 . )
FMG IV Sitio Sta. Isabel, Adolfo-SP Animais errantes (formigas)
FMG V Idem anterior Idem anterior
FMG VI Idem anterior Idem anterior
FZI Idem anterior Dejetos de animais
27/08/2012
57 Chacara Jatai, Adolfo-SP Amostra de solo
S8 Idem anterior Idem anterior
S10 Idem anterior Idem anterior
(6{0) 20/09/2012 Compostagem

Constroeste, S.J.Rio Preto-SP

O numero de isolados foi pequeno considerando a fase de biodegradacdo das amostras
coletadas, indicando que a frequéncia desses espécimes foi relativamente baixa nos materiais.
Muito se tem discutido acerca da eficiéncia das metodologias de isolamento no conhecimento
de microbiota de um determinado nicho, sendo indicados, por técnicas independentes de
cultivo, nimeros consideravelmente maiores de espécimes do que aqueles detectados pelos
métodos usuais de cultivos. Entretanto, poucos trabalhos aparecem na literatura sobre estudos
de biodiversidade envolvendo fungos termofilicos talvez pela escassez de identificacdo de
novas espécies e catalogacdo de genes especificos nos bancos gendmicos disponiveis e nesse
contexto, o isolamento de novas espécies é fundamental para a ampliacdo do conhecimento
desse grupo.

Os fungos termofilicos sdo microrganismos capazes de crescer em temperaturas entre
20 e 50°C (MAHESHWARI et al., 2000). De acordo com Gomes et al., (2007), entre os
representantes de Eucariotos poucas espécies descritas crescem entre 45 e 55°C, sendo
classificadas como termofilicas moderadas. Dentre as 50.000 espécies de fungos descritas,
somente cerca de 30 apresentam crescimento em temperaturas entre 40 e 45°C, embora
existam algumas espécies com capacidade de crescer entre 60 e 62°C, apresentando seu 6timo
em torno de 50°C (SALAR e ANEJA, 2007; SONCINI JUNIOR et al., 2007;
MORGENSTERN, 2012). Os fungos filamentosos sdo representantes da microbiota com

grande habilidade de se desenvolver em material vegetal, como residuos agricolas e silvicolas,



gréos armazenados, madeira exercendo na natureza o papel de principais cicladores de
carbono (MAHESHWARI et al., 2000).

5.2. Avaliacdo quantitativa inicial da producéo das enzimas pelos fungos isolados

Os 32 isolados foram cultivados, por fermentacdo em estado sélido (FES), tendo como
substratos bagaco de cana-de-acucar, farelo de trigo e palha de milho (1:1:1 p/p) por 96 horas,
a fim de se realizar uma triagem inicial com o intuito de se observar os melhores produtores
das enzimas e verificar se os selecionados pelos testes de temperatura previamente realizados,
apresentavam potencial para uma boa produgdo enzimatica.

De acordo com Bakri e colaboradores (2003) e Babu e Satyanarayana (1995), o farelo
de trigo € composto aproximadamente por 7,5 % de celulose, 31,2 % de hemicelulose e 4,0 %
de lignina. O baixo teor de lignina torna este residuo menos recalcitrante do que o bagacgo de
cana-de-agucar e, provavelmente, é o substrato preferencialmente utilizado pelos fungos nos
tempos iniciais de crescimento. Além disso, seu grau de porosidade possibilita a transferéncia
de oxigénio e proporciona uma grande area de superficie. O farelo de trigo constitui uma boa
fonte de carbono e nitrogénio e tem sido usado para producdo de celulases e hemicelulases
(BRIJWANI et al., 2010; LEITE et al., 2008).

O uso do bagaco de cana-de-aglcar favorece a aeracdo e troca de calor do meio, por
formar rede fibrosa que reduz a compactacdo do substrato contendo farelo de trigo. Além
disso, 0 bagaco por conter celulose (50%), hemicelulose (25%), lignina (25%) e de cinzas
(2,4%) atuam como fonte de compostos indutores da expresséo das enzimas (PANDEY et al.,
2000).

A palha e o sabugo de milho, considerados residuos agricolas sdo um material
abundante, porém pouco aproveitado de forma a gerar renda (PAES et al., 2010). O destino
principal destes residuos é a racdo animal (ZIGLIO et al., 2007). Considerando ser a palha
uma fibra natural do tipo lignoceluldsica, temos em sua composi¢do quimica: lignina total
(14%), celulose (41%), cinzas (1,5%), hemicelulose (57,5%) (SALAZAR et al., 2005; PAES
etal., 2010).

Os dados de atividades enzimatica obtidos do meio de cultivos dos fungos isolados sdo
apresentados na Tabela 2.

As maiores producdes de endoglucanases (CMCase) foram obtidas pelo cultivo dos
fungos S10 (97,7 U/g) e COQ (92,0 U/g). Para os demais selecionados, a producdo de



endoglucanase nao foi significativa, entretanto, por ndo se conhecer a identidade dos fungos e
as condigdes de cultivo mais adequadas para essa producdo de enzimas pode-se ter
subestimado o potencial de secrecdo das mesmas. Na literatura é relatada producéo de 99,3
U/g pelo fungo Aspergillus niger em FES usando com substrato farelo de trigo e palha de
trigo (JECU, 2000).

A maior producdo de avicelase foi obtida pelo cultivo do isolado S10 (2,4 U/g ou 0,14
U/mL). Macris e Galiotou-Panayotou (1985) obtiveram uma producao de 0,1 U/mL e 0,27
U/mL com as cepas Arpergillus ustus W7 e A. ustus M22, respectivamente.

Entre os cinco pré-selecionados, a atividade de B-glicosidase foi mais significativa nos
meios de cultivo das cepas S10 (17,3 U/g ou 0,9 U/mL) e BC (16 U/g ou 1,0 U/mL). Esses
resultados se mostram satisfatorios quando comparados com os dados da literatura, quando a
producdo de 21,7 e 13,6 U/g, pelo cultivo de A. niger e T. reseei respectivamente considerada
muito boa por Dhillon et al., (2011). Macris e Galiotou-Panayotou (1985), também obtiveram
producdo de PB-glicosidase similar com 0,8 U/mL em cultivo de T. harzianum M5 e T.

harzianum M19.

Tabela 2. Producéo de celulases e xilanases pelos isolados, em 336 horas de fermentacao.

Atividade enzimatica (U/g de substrato seco)*

Isolados Endoglucanase Avicelase  p-glicosidase FPase Xllanase pB-xilosidase
All 2,94 2,4 6,4 9,4 581,7 0,05
S3 2,7 1,5 6,8 9,5 519,3 0,3
S10 97,7 2,4 17,3 6,3 101,8 4.8

COoQ 92,0 2,1 11,6 8,1 78,5 3,8

FMG 111 3,2 2,0 46,8 10,1 483,2 0,3

FMG V 3,2 1,2 59 9,6 374,0 0,1
S1 3,0 2,1 6,5 8,9 462,1 0,4
COo 3,2 1,7 7,2 9,8 567,1 0,4

FMG IV 2,9 2,0 47 8,3 334,8 0,3
BC 13,6 2,5 16,1 7,3 166,0 1,9
S5 3,1 1,6 12,0 12,3 528,0 ND
S7 2,7 0,9 7,4 12,2 488,0 ND
S8 2,6 1,4 6,3 9,9 179,7 ND

FMG I 2,9 1,1 9,5 11,5 367,3 ND

FMG II 2,4 1,3 13,6 12,4 613,5 0,1

FMG VI 47,5 2,2 9,2 11,1 119,8 3,5
FZI 2,8 1,7 7,3 12,1 472,4 ND

CH1 4,0 1,7 1,5 4,2 16,4 ND



Isolados Endoglucanase Avicelase  p-glicosidase FPase Xllanase p-xilosidase

FM 1.2 1,7 3,2 1,7 0,7 ND
CHFI 1,1 1,8 2,5 1,4 0,9 ND
CH2 4,2 1,7 6,2 34 14,9 ND
SAB 13 1,3 ND 15 0,9 ND
SER 13 2,4 ND 2,1 0,9 ND
FZIl 74 2,4 6,8 4,4 13,7 ND

FMG VII 3,5 1,0 6,0 7,3 536,2 ND
CHF 11 10,3 2,7 10,8 6,2 19,1 1,5
BUFO 15 1,0 1,8 2,8 7,8 1,4

S2 2,6 1,6 51 3,4 6,3 1,0

S4 2,4 2,3 7,4 6,3 361,4 11

S6 53 1,7 12,4 2,9 6,7 2,3

* Em todo o texto, U/g refere-se a unidade de atividade enzimatica por grama de substrato seco.

Conforme dados da Tabela 2, os melhores resultados de producdo de FPase entre os
fungos selecionados, estdo para o S3 (9,5 U/g) e FZI (12 U/g). De acordo com Badhan e
colaboradores (2007), o fungo Myceliophthora sp. cultivado em palha de arroz resultou em
2,4 Ulg da enzima, quando cultivado em bagaco de cana o resultado produziu 0,7 U/g e em
palha de milho, 0,31 U/g.

A producéo de xilanase foi maior para o fungo S3 (519,3 U/g) e FZI (472,4 U/g). Ang
e colaboradores (2013) mostraram em seu trabalho com o fungo Aspergilus fumigatus, uma
producdo de 418,7 U/g de enzima. Tuohy e colaboradores (1989) conseguiram uma producao
de 1.435 U/g cultivando o fungo Thermoascus auranticus por FES em farelo de trigo, apds
120h.

A atividade da celobiose desidrogenase tem sido relatada como tendo interferéncia na
degradacéo de xilana e celulose (SADDLER et al.,1997). A maior parte dos antigos trabalhos
sobre a CDH reportou um provavel papel dela sobre a lignina, no entanto o fato de essa
enzima conter um dominio ligado a celulose, produzido durante o metabolismo priméario
tendo a prépria celulose como substrato, demostra a capacidade da enzima em degradar tanto
celulose nativa quanto a celulose e derivados da xilana, sugerindo que a mesma estaria mais
relacionada com as celulases que com as ligninases enquanto na funcdo de desidrogenase
(RENGANATHAN et al., 1990; MORPETH, 1987).



E conhecido que a celobionolactona, que é gerada pela oxidagdo da celobiose pela
CDH, pode atuar como um indutor de enzimas celuloliticas (CMC e avicelase), enquanto
inibe as B-glicosidases, visto que compete pelo substrato com essa enzima, limitando a
quantidade real de degradacdo que ocorreria naturalmente (SADDLER et al., 1997).

Considerando que a atividade da CDH reduz a atividade das B-glicosidases pela
competicdo por celobiose no meio, os dados da Tabela 3 corroboram essa afirmagéo, visto
que as maiores atividades de CDH coincidem com as menores de B-glicosidase. O fungo SAB
(11,2 U/mL) e 0 FM (11,3 U/mL), por exemplo, tiveram baixissimas produgdes da [-
glicosidase (0,02 U/g e 3,2 U/g ou 0 e 0,15 U/mL, respectivamente). E provavel que a glicose
oxidase ou outras oxidases mostrem atividade nesse ensaio, justamente por também serem
oxidases, pois desse modo reduziriam quinonas e o DCIP (substrato), fazendo com que
resultasse em uma falsa atividade de CDH, especialmente quando na presenga da [-
glicosidase (HENRIKSSON et al., 2000).

De acordo com Nagalla e colaboradores (1999), Shou et al., (1998) e Temp e Eggert
(1999), a temperatura 6tima de atuacdo da CDH € de aproximadamente 60°C. Assim, fica
confirmada essa caracteristica de boa adequacdo a termofilia da enzima, jA que o0 que se
espera dos fungos selecionados para as demais fases do trabalho, € um melhor crescimento

acima de 50°C.

Tabela 3. Producéo de celobiose desidrogenase pelos isolados, na triagem inicial (336 horas

de fermentacao).

Celobiose Desidrogenase*

Fungo U/mL Fungo U/mL Fungo U/mL
ASI 13,1 S6 6,7 FMGV 2,1
ASII 13,4 SAB 11,2 FMGVI 2,2
CHFI 11,5 SER 10,6 FMGVII 2,1
CHFII 5,5 All 2,5 FZI 2,4
CHI 2,3 BC 7,9 S1 2,6
CHII 2,2 CO 2,5 S3 2,7
FM 11,3 COQ 1,9 S5 2,6
FZII 1,6 FMGI 2,5 S7 2,3
GA 4.8 FMGII 2,5 S8 1,8
S2 10,7 FMGIII 2,5 S10 2,1
S4 13,4 FMGIV 2,3 BUFO 1,8

*Unidade por mL de extrato bruto.



5.3. Avaliacdo do efeito da temperatura sobre o crescimento em meio solido das cepas
isoladas.

A temperatura € um dos principais fatores ambientais que influenciam o crescimento
dos micro-organismos (AKINYELE e ADETUTY, 2005). Maheshwari et al., (2000)
classificam os fungos termofilicos como aqueles capazes de crescer em temperaturas entre 20
e 50°C. Gomes et al., (2007) cita 60-62°C como temperaturas maximas de crescimento para
alguns desses fungos.

Uma vez que na natureza os fungos comumente desenvolvem-se em substratos
solidos, um método adequado para a avaliagdo do crescimento de fungos em placas contendo
meio solido de cultivo é a medida do didmetro das coldnias (SALES-CAMPOS e
ANDRADE, 2010). Portanto, a fim de se verificar a influéncia da temperatura no crescimento
dos isolados pré-selecionados, estes foram cultivados em placas de Petri contendo éagar
Sabouraud incubadas a 37, 45, 55 e 60°C (item 3.3) e os didmetros das colonias foram
medidos a cada 12 horas. Esse teste foi feito, visando confirmar a termofilia/termotolerancia
das cepas.

Entre os fungos isolados a 45°C, nenhum mostrou crescimento a 60°C e poucos
apresentaram crescimento micelial expressivo a 55°C sendo 0s crescimentos maximos entre
37 e 45°C (Figura 8). Esse perfil é compativel com cepas termotolerantes. Na figura 9, é
possivel observar o comportamento de uma das cepas isoladas na temperatura de 45°C, que no

caso, mostrou crescimento razoavel a 55°C.

Figura 8. Distribuicdo dos isolados a 45 e a 55°C de acordo com a temperatura na qual
apresentaram melhor crescimento: melhor crescimento a 37°C, melhor crescimento a 45°C,

melhor crescimento a 55°C e melhor crescimento a 60°C.
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Figura 9: Perfil de crescimento do fungo CH1, isolado a 45°C, em diferentes temperaturas.
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Todos os isolados a 55°C apresentaram crescimento entre 37 e 60°C (Figura 8). Uma
vez que os menores indices de crescimento foram observados a 37°C, pode-se concluir que a
temperatura de isolamento de 55°C foi mais eficiente e seletiva para fungos termofilicos
(Figura 10).

Os fungos S1, S3 e FZI (isolados a 55°C), apresentaram crescimento mais rapido nas
temperaturas de 55 e 45°C e a 60°C no caso do FZI. O crescimento mais lento a 37°C foi
observado para as cepas S10 e BC. Esses fungos podem ser considerados termofilicos
verdadeiros sendo por isso, escolhidos para a continuidade dos ensaios, uma vez que 0S
termofilicos verdadeiros eram o foco do presente trabalho.

Foi realizada a identificacdo desses espécimes sendo determinado que as cepas S1, S3
e FZ1 tratam-se de Thermomyces lanuginosus, e as cepas BC e S10, sdo da espécie

Rasamsonia emersonii.



Figura 10: Perfis de crescimento, nas quatro diferentes temperaturas propostas, dos fungos T.
lanuginosus S3 (a), T. lanuginosus S1 (b), T. lanuginosus FZI (c), R. emersonii S10 (d) e R.
emersonii BC (e), isolados a 55°C.
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5.4. Avaliacdo da influéncia do tempo de fermentacdo na producédo das enzimas pelos
isolados pré-selecionados.

Com base na temperatura de crescimento e no interesse em estudar linhagens
tipicamente termofilicas, cinco fungos foram selecionados para esta etapa do trabalho e
cultivados por FES, durante um periodo de 14 dias (336 horas). A cada 24 horas foi feita a
retirada de um recipiente de fermentacdo, conforme descrito no item 3.5. Os resultados das

atividades enzimaticas obtidos nessas fermentagdes sao apresentados na Figura 11.

Figura 11. Producdo de celulases pelos isolados pré-selecionados: a) B-glicosidase; b)
Endoglucanase; ¢) FPase; d) Avicelase. Perfil de fermentacdo ao longo de periodo de 14 dias,
usando como substrato mistura de bagaco de cana, farelo de trigo e palha de milho, na

proporcéo de 1:1:1 (p/p). Atividades enzimaticas a 60°C.
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A partir desses experimentos, foram selecionados os dois fungos melhores produtores
de cada enzima e novos ensaios foram conduzidos.

Os isolados T.lanuginosus FZI e R. emersonii S10, selecionados por apresentaram as
maiores produgdes de -glicosidase, nesses novos cultivos apresentaram pico de produgdo em
192h (49,1 U/g) e 240h (52 U/g) respectivamente (Figura 12).

Figura 12. Perfil de produgdo de B-glicosidase pelos fungos T.lanuginosus FZI e R. emersonii

S10, por FES em meio de mistura de palha de milho, bagaco de cana e farelo de trigo.
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Leite et al., (2008), obtiveram com Thermoascus aurantiacus produc¢des semelhantes
a essa apresentada (58 U/g), apds 96h de cultivo em farelo de trigo. Essa mesma espécie,
estudada por Monte e colaboradores (2010) produziu 29,9 U/g em bagaco de cana. Bamsal e
colaboradores (2012), em fermentacdo em meio de farelo de trigo com o fungo A. niger NS-2,
obtiveram 32 U/g enquanto ANG et al., 2013 obtiveram 4,5 U/g com A. fumigatus SK1.

A producdo de endoglucanases foi estudada para as linhagens T. lanuginosus S1 e R.
emersonii S10, que mostraram, nesses ensaios, picos de atividade da enzima em 336h (65,2
U/g) e 240h (579 U/g), respectivamente.



Figura 13. Perfil de producdo de endoglucanase pelos fungos T.lanuginosus S1 (a) e R.

emersonii S10 (b), por FES em uma mistura de palha de milho, bagaco de cana e farelo de

trigo.
a) b)
701 o 600
o 60+ / o500
o -}
35 50
@ @ 400
& 40 o
c @ 300
§ 30 S
2 © 200
8) 20+ / .8
S / c
S 0] / L 100+
a ]
0 PN e 0 —
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo do cultivo (dias) Tempo de cultivo (dias)

As atividades de endoglucanase encontrada no cultivo pelo fungo R. emersonii S10
(579 Ul/g) foram maiores do que as relatadas na literatura, enquanto para o fungo T.
lanuginosus S1, os valores sdo similares aos reportados por Ang et al., (2013) para A.
fumigatus (54,3 U/g) e por Monte e colaboradores (2010) para o fungo T. auranticus (108,9
U/g). Nishio (2001), apds 20 dias de fermentacdo (480h), obteve atividade de endoglucanase
de 214 U/g com o fungo Neocallimastix frontalis, Bamsal e colaboradores (2012), realizando
uma fermentacdo em farelo de trigo com o fungo A. niger NS-2 a 50°C, obtiveram 310 U/g e
SHEN et al., (2011) 526 U/g com A. fumigatus.

A FPase foi estudada com os fungos T. lanuginosus S1 e T. lanuginosus S3 cujos
picos de atividade foram em 168h (262,8 U/g) e 96h (231,2 U/g), respectivamente (Figura
14).



Figura 14. Perfil de producdo de FPase pelos fungos T. lanuginosus S1 (a) e T. lanuginosus

S3 (b), por FES em mistura de palha de milho, bagago de cana e farelo de trigo.
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Em relacdo a atividade de FPase, os dados encontrados na literatura sdo muito

menores que os valores apresentados nesse trabalho. Badhan (2007), cultivou seu isolado

Myceliophthora sp. IMI 387099 em palha de arroz e obteve 4,4 U/g. Apos periodo de 264h de

cultivo, o isolado A. fumigatus apresentou uma atividade enzimatica de 3,4 U/g (Ang e

colaboradores,2013). Dhillon e colaboradores (2011), com os microrganismos A.niger e T.

reesei, e usando residuos de fruta como substrato, reportaram 24,2 U/g de enzima e SHEN et

al.(2011) produziram 144,6 U/g de FPases cultivando A.fumigatus .

O isolado R. emersonii S10, apresentou pico de producdo de avicelase em 192h (9,2

U/g) a 60°C. Os demais ndo apresentaram resultados significativos (Figura 15).

Figura 15. Perfil de producéo de avicelase ao longo do tempo pelo fungo R. emersonii S10,

por FES a partir de uma mistura de palha de milho, bagaco de cana e farelo de trigo.
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Resultados equivalentes ao mostrado acima para a enzima avicelase foram
encontrados na literatura. Nishio e colaboradores (2001), em 480h de cultivo e a 50°C com o
fungo N. frontalis conseguiram uma producéo de 8,3 U/g de enzima. Com resultado parecido
Chandra e Soundar (2001), com o fungo Humicola grisea, alcancaram o valor de 7,4 U/qg,
também a 50°C.

A producéo de xilanase e B-xilosidase, em ensaios preliminares com os cinco fungos

termofilicos selecionados, é mostrada na figura 16.

Figura 16. Producdo de xilanases: Xilanases (a) e B-xilosidase (b) pelos fungos termofilicos
isolados selecionados, utilizando como substrato mistura de bagaco de cana, farelo de trigo e

palha de milho, na proporcao de 1:1:1 (p/p).
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As maiores atividades de xilanase foram observadas com os isolados T. lanuginosus
S1, T. lanuginosus FZI e T. lanuginosus S3, que apresentaram picos de producdo em 168h
(8686,7 U/g), 240h (7365,8 U/g) e 240h (8684,8 U/g), respectivamente. Esses fungos foram

selecionados para novos ensaios, cujos resultados sdo apresentados na Figura 17.



Figura 17. Perfil de produgéo de xilanase ao longo do tempo de cultivo dos fungos T.
lanuginosus S3 (a), T. lanuginosus FZI (b) e T. lanuginosus S1 (c), por FES em uma mistura

de palha de milho, bagaco de cana e farelo de trigo.

2) b) s,
10000 -
S3 70004 FzI
8000 - 6000 -
> o 5000
2 6000 )
2 © 4000
2 0
@ 40001 & 3000
©
3 < 2000
< 2000 y
10009/
/ u
0 . T T T T T T T 0 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo do cultivo (dias) Tempo do cultivo (dias)

c)

10000
8000
6000

4000

Xilanase U/g

2000

o 2 4 6 8 10 12 14
Tempo do cultivo (dias)

Os valores observados foram ainda maiores, confirmando o alto potencial de producéo
de xilanases por essas cepas. Na literatura valores de atividade aproximados ao visto pelos
fungos acima citados, foram resultantes do trabalho de Fengxia e colaboradores (2008), com o
fungo Aspergilus ficuum (3182 U/g). Outro caso de producdo semelhante foi com o fungo
Thermoascus aurantiacus, que apés 168h e a 50°C, com um maximo de 6193 U/g de enzima
(KALOGERIS, et al., 1998). Com uma cultura mista de A.niger e T. reesei, Dhillon e
colaboradores (2011), relatam producéo de 3106 U/g de xilanase.

Em relagdo a atividade da PB-xilosidase, o unico isolado selecionado que apresentou
producéo significativa, foi o R. emersonii S10 em 240h (10,7 U/g). Os demais apresentaram

producdo muito baixa ou indetectavel (Figura 18). Esse fato era esperado visto que essa



enzima é relatada como sendo associada a parede flngica, sendo raramente liberada ao meio
sem rompimento de hifas (IEMBO et al., 2006).

Figura 18. Perfil de produgdo de B-xilosidase ao longo do tempo de cultivo do fungo R.
emersonii S10, por FES em meio composto por mistura de palha de milho, bagaco de cana e
farelo de trigo.

B-xilosidase U/g

6 8 10 12 14
Tempo do cultivo (dias)

Os dados sobre producédo de B-xilosidase a partir de FES sdo muito raros na literatura,
sendo mais comum a producdo dessa enzima a partir de fermentacdo submersa. Monte e
colaboradores (2010) ao cultivarem o fungo termofilico T.auranticus por FES em bagaco de
cana, farelo de trigo, palha de cana, e sabugo de milho, obtiveram em 216h e a 50°C: 0,8; 0,4;
2,2 e 25,2 U/g, respectivamente.

A atividade de celobiose desidrogenase foi detectada no meio de cultivo de todas as

linhagens, sendo R. emersonii BC a que apresentou a maior atividade (Figura 19, tabela 4).

Figura 19. Producéo de CDH pelos isolados selecionados. Perfil de fermentagéo realizado por
periodo de 14 dias, usando como substrato mistura de bagaco de cana, farelo de trigo e palha

de milho, na proporcdo de 1:1:1 (p/p). As atividades enzimaticas foram conduzidas a 60°C.
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Tabela 4. Producéo de celobiose desidrogenase pelos isolados selecionados. (*U/mL de

extrato bruto)

R.emersonii  T. lanuginosus T.lanuginosus  T.lanuginosus R. emersonii

Dias BC s1 s3 FZI 510
3 1,5% 2.0 2.0 21 1,9
7 6,9 2,0 1,9 2.1 1,8
10 5,6 2.1 1,9 2.3 1,8
12 7.2 2,0 23 23 2,0
14 6,2 23 1,8 2,2 2,0

Segundo Langston et al., (2012), a enzima CDH foi confirmada no secretoma do fungo
termofilico Thielavia terrestris cultivado em meio com a celulose juntamente com uma
mistura de celulases e hemicelulases. Langston, et al., (2012), também reportaram atividade
de CDH (0,012U/mg), usando celobiose como doadora de elétrons e ndo a lactose, como
utilizado no presente trabalho, fato que poderia explicar as diferencas nas atividades
observadas, a exemplo do isolado R. emersonii BC (1,5 U/mL ou 0,029 U/mg).

Os ensaios de atividade de celobiose desidrogenase, sdo bastante utilizados no
screening de extrato bruto nas atividades de CDH uma vez que permite a facil e rapida
deteccdo de até mesmo, baixos niveis dessa enzima, na presenca de altos niveis de lacase
(BAMINGER et al., 1999).

5.5. Caracterizacdo das enzimas

Dentre os cinco microrganismos utilizados na etapa anterior do trabalho, foram
selecionados trés para os testes de caracterizacdo enzimatica. As cepas foram selecionadas
levando em consideracdo os melhores produtores das enzimas FPase, xilanase, CMCase e [3-
glicosidase e tempo de fermentacdo necessarios para a obtencdo dos picos de atividade
(Tabela 5).



Tabela 5. Cepas selecionadas para serem caracterizadas de acordo com o melhor desempenho
fermentativo observado durante os 14 dias de fermentacdo. Enzimas a serem caracterizadas:

FPase, xilanase, CMCase e B-glicosidase.

Tempo de fermentacéo (h)

FPase Xilanase CMCase B-glicosidase
R. emersonii BC 48 288 312 288
T.lanuginosus S1 168 168 336 312
R. emersonii S10 48 240 240 240

Condicdes fisicas, tais como temperatura e pH, interferem nas respostas de atividade
das enzimas tanto em sua velocidade de catalise, como em sua estabilidade estrutural. Outros
fatores importantes que também sdo determinantes da atividade enzimatica sdo a concentracédo
da enzima e o tempo de reacdo, bem como, a concentragcdo, composicdo e qualidade do
substrato. Cabe ressaltar, que os resultados apresentados mostram a atuacdo das enzimas
contidas em solugbes enzimaticas brutas, sem que tenha ocorrido qualquer procedimento de
purificacdo ou de concentracdo sendo, deste modo, aparentes as condicdes Otimas de
desempenho verificadas. Nessas condic6es, ha possivelmente a influéncia de componentes do
meio de cultivo sobre a atividade e estabilidade das enzimas.

5.5.1. Efeito do pH e da temperatura sobre as atividades das enzimas

A maioria das enzimas sao proteinas, e as mudangas no pH da reacdo irdo afetar o
carater ibnico dos grupos carboxila e amino presentes na superficie da molécula e no sitios
envolvidos na ligacdo do substrato e na catalise, o que influenciara a estrutura e velocidade
catalitica (HARPER et al., 1982). De acordo com a literatura, enzimas hidroliticas produzidas
por fungos apresentam valores de pH variando entre 3,0 e 7,0 (SETHURMAN et al., 1998).
As curvas de variacdo da atividade das enzimas em diferentes valores de pH, refletem o pH no
gual importantes grupos doadores ou receptores de prétons no sitio catalitico estdo em seus
estados de ionizacdo adequados (LEHNINGER, 1997). A atividade catalitica das enzimas
pode, assim, ser regulada ao menos em parte por variacbes do pH do meio em que esta
inserida (HARPER et al., 1982).

Os ensaios para avaliagéo dos efeitos do pH do meio reacional sobre a atividade das
enzimas foram conduzidos a temperatura de 60°C. Analisando a figura 20 e a tabela 6, pode-

se observar que a maior atividade de FPase para a enzima produzida pela cepa R. emersonii



BC foi 4,0, 5,0 para a enzima de T. lanuginosus S1 e 5,5 para a de R. emersonii S10. Dados
de literatura mostram valores de pH entre 3,0 e 5,0 para atividade de FPase fungicas (ANG et
al., 2013).

A maior atividade de CMCase ocorreu a pH 5,0 para as enzimas produzidas pelas trés
cepas, similares aos descritos para CMCase de T. aurantiacus e A. fumigatus (DA SILVA et
al., 2005; MORETTI et al., 2012).

Atividades maximas de xilanase para as enzimas de R. emersonii BC, R. emersonii
S10 e T. lanuginosus S1 foram 5,0, 4,5 e 7,0, respectivamente. Esses dados séo interessantes,
pois mostram uma Xilanase atuando em pH neutro similar ao descrito para xilanase T.
lanuginosus (LI et al., 2005). As xilanases fungicas tem sido descritas como acidicas, neutras
a alcalinas (ISHIHARA et al., 1997; CHRISTOV et al., 1999; POLIZELI et al., 2005) o que
tem atribuido a essas enzimas inuUmeras aplicacBes como tratamento de mostos acidicos de
vinhos, atua¢des em panificacdo e branqueamento de polpa kraft alcalina.

Diferentes valores de pH de atividade méxima foram obtidos para a enzima f-
glicosidase, com valores 3,5, 4,0 e 7,0, para os isolados R. emersonii BC, R. emersonii S10 e
T. lanuginosus S1, respectivamente Na literatura sdo mostrados pHs 6timos de atividade entre
4,0 e 5,0 para a maioria das B-glicosidase fungicas (GAO et al., 2014; LEITE et al., 2007).

Figura 20. Efeito da variacdo do pH na producdo enzimatica. a) FPase; b) CMCase; )

xilanase e d) B-glicosidase.
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Os ensaios para avaliagdo dos efeitos da temperatura de reagéo sobre as atividades das
enzimas dos fungos selecionados foram realizados em pH indicado como melhor para a
atividade de cada enzima, conforme dados da Figura 20.

Dados da Figura 21 e indicam que as enzimas produzidas pelos fungos foram bastante
diferentes com relagdo aos seus comportamentos em fungdo da temperatura de reagdo com
valores maximos de atividade em 65, 60 e 40°C para as enzimas de R. emersonii BC, R.
emersonii S10 e T. lanuginosus S1, respectivamente, indicando um perfil mesofilico para a
enzima de T. lanuginosus S1. Maior termolabilidade também foi observada para a CMCases e
Xilanases desse fungo.

As enzimas produzidas pelos fungos R. emersonii BC e R. emersonii S10 mostraram
um perfil tipicamente termofilico com atividades maximas entre 75 e 80°C (Tabela 6),
bastante acima de enzimas do fungo termotolerante Aspergilus fumigatus (ANG et al., 2013) e
do termofilico T. lanuginosus CBS (LI et al., 2005) T. aurantiacus (KALOGERIS et al.,
2003). Esse perfil mostra-se muito interessante quando se busca enzimas para aplicagdo em
sacarificacdo de material lignoceluldssico em condicBGes ndo assépticas e sujeitas a variacdes
de temperatura e pH.



Figura 21. Efeito da variacdo da temperatura de incubacgéo na atividade das enzimas. a) FPase;
b) CMCase; c) xilanase e d) B-glicosidase.
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Tabela 6. Sintese das atividades méaximas de cada enzima em func¢do da temperatura e pH de

reacao
pH de atividade méaxima
FPase Xilanase CMCase B-glicosidase

R. emersonii BC 4,0 50 50 3,5
T.lanuginosus S1 5,5 7,0 50 7,0

R. emersonii S10 5,0 4,5 5,0 4,0

Temperatura (°C)

R. emersonii BC 65 80 85 70
T.lanuginosus S1 40 70 80 65

R. emersonii S10 60 80 80 70

5.5.2. Efeito do pH e da temperatura sobre a estabilidade das enzimas quando em auséncia
de substrato



Ensaios para avaliagdo da estabilidade das enzimas quando sdao mantidas em variadas
condigdes de pH e temperatura, em auséncia do substrato, foram desenvolvidos visando
demonstrar a estabilidades dessas proteinas em condi¢cfes de estocagem. A porcentagem de
atividade residual foi calculada tomando-se como 100% o valor da atividade enzimética dos
isolados no tempo zero de incubacao.

A figura 22 mostra a preservacdo das atividades enzimaticas ap6s 24 horas de
incubacdo em diferentes valores de pH e em temperatura de £20°C. As enzimas FPase de
todos os fungos, foi muito pouco estavel em auséncia do substratos mantendo apenas 30 % de
suas atividade inicial em pH entre 4,0 e 5,0. Por outro lado, a enzima CMCase dos fungos R.
emersonii BC e R. emersonii S10 manteve 100% de sua atividade na faixa de pH entre 3e 9 .
N&o foi possivel avaliar a atividade da CMCase de T.lanuginosus S1. Na literatura valores
iguais aos acima citados, foram conseguidos com o fungo T. aurantiacus que se apresentou
estavel na mesma faixa de pH (3 a 9) (DA SILVA et al., 2005).

A enzima xilanase do fungo R. emersonii S10 manteve 80% de sua atividade entre pH
7,0 e 9,5 enquanto a enzima de T.lanuginosus S1 manteve entre 60 e 70% de sua atividade na
faixa de pH de 4,5 a 7,0. A xilanase produzida por R. emersonii BC foi muito sensivel a
incubacdo em auséncia de substrato preservando apenas 30% da atividade original em pH de
3a9,5.

A enzima B-glicosidase do isolado R. emersonii BC mante 100% de sua atividade na
faixa de pH 3 a 5,5, e enzimade R.emersonii S10 apresentou apenas 25% da atividade

entre os pHs 4,5 e 5,5 e a de T.lanuginosus S1, entre 7,5 e 8,0 com 45%.

Figura 22. Estabilidade das enzimas FPase (a), CMCase (b); Xilanase (c) ¢ B-glicosidase (d)

em funcdo do pH do meio, apds 24 horas de incubacao.
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Os perfis de estabilidade das enzimas em fungdo da temperatura de incubacgéo, em
auséncia do substrato, foram determinados diluindo as aliquotas em tampdes cujos pHs foram
aqueles em gue as enzimas foram mais estaveis, conforme dados da figura 22.

Observando a figura 23, vemos que a enzima FPase apresentou pouca estabilidade
térmica comparada a CMCase que foram estaveis a até 1 hora a 80°C.

Resultado inferior foi mostrado por Moretti e colaboradores (2012), que com 0s
fungos M. thermophila e A. fumigatus conseguiram 90% de atividade a 65°C. Ang e
colaboradores (2013) encontraram valores superiores com A. fumigatus, que abaixo de 50°C
manteve 70% de atividade. Dados revelaram que T. aurutiancus se mostrou estavel a 80°C,
no entanto ndo foi mencionada a porcentagem de atividade (KALOGERIS et al., 2003).
Resultados inferiores podem ser encontrados na literatura, Jiang e colaboradores (2010) com
Chaetomium sp. mantiveram 80% de atividade entre 50 e 55°C. Em outros casos da literatura,
T. aurantiacus foi estavel a 60°C durante uma hora (SILVA et al., 2009) e T. lanuginosus a
65°C, permaneceu com 50% de atividade residual (L1 et al., 2005).

A enzima xilanase manteve-se estavel a 70°C e apena a B-glicosidase do fungo R.
emersonii BC foi estavel a 65°C.

A termoestabilidade de enzimas tem sido bastante estudada, visto o interesse em
enzimas estaveis em sistemas aquecidos em processos industriais. Enzimas de fungos
mesofilicos como xilanase de Penicillium piceum manteve 80% de sua atividade a 50°C
(GAO et al., 2014) e de P. citrinium 60°C (NG et al., 2010). Por outro lado, celulases de T.
aurantiacus se mostrou estavel na faixa de temperatura de 50 a 70°C (GOMES et al., 1994).



Figura 23. Estabilidade de FPase (a), CMCase (b), Xilanase (c) e p-glicosidase (d) em funcéo
da temperatura de incubacéo.
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6. Conclusotes

Com os resultados obtidos durante o desenvolvimento do projeto, observou-se
claramente que isolar fungos em temperaturas acima de 50°C é um fator importante quando o
objetivo se trata de selecionar cepas termofilicas verdadeiras. Os fungos termofilicos isolados
mostraram-se capazes de produzir celulases e xilanases em quantidades consideraveis, por
meios de fermentacdo em estado solido e além dessas enzimas que sdo mais comuns, também
foram dosadas producdes de enzimas raramente encontradas livres no meio, como [-
xilosidase e celobiose desidrogenase. Cabe ressaltar que o rendimento enzimatico do extrato

bruto de algumas enzimas estudadas no trabalho, caso da endoglucanase por exemplo, foi



superior a resultados encontrado na literatura em que a enzima purificada foi utilizada, o que
estimula estudos futuros e mais especificos com a cepa produtora da enzima em questao.

As enzimas FPase, endoglucanase, B-glicosidase e xilanase produzidas por trés cepas
de fungos termofilicos selecionados nesse trabalho, apresentam diferentes perfis de atividade
e estabilidade em funcgéo de variagfes no pH e temperatura de reacdo e de incubacdo. Dessa
forma, foi possivel a obtencdo de enzimas celuloliticas termofilicas com atividade e
estabilidade a 80°C.

De forma geral, os resultados sdo promissores, principalmente quando relacionados a
questdo da termofilia e termoestabilidade, uma vez que sdo caracteristicas importantes e
necessarias em processos industriais que utilizam microrganismos e suas enzimas, e

especialmente por serem escassos trabalhos com fungos e enzimas com essas caracteristicas.
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