N | <

Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de pés-graduacdo em Biologia Microbiana

CONSORCIOS DE ENZIMAS MICROBIANAS APLICADOS A HIDROLISE
DE BIOMASSA E SILAGEM

ANDREZA DE MELLO LOPES

Brasilia — DF, abril de 2019



N | <

Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de pés-graduacdo em Biologia Microbiana

CONSORCIOS DE ENZIMAS MICROBIANAS APLICADOS A HIDROLISE
DE BIOMASSA E SILAGEM

ANDREZA DE MELLO LOPES

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em
Biologia Microbiana do Departamento de Biologia Celular
da Universidade de Brasilia como pre-requisito para a
obtencéo do titulo de Doutora em Biologia Microbiana.

Orientador: Prof. Dr. Edivaldo Ximenes Ferreira Filho

Co-orientadora: Prof. Dra. Leonora Rios de Souza Moreira

Laboratorio de Enzimologia

Brasilia — DF, abril de 2019



CONSORCIOS DE ENZIMAS MICROBIANAS APLICADOS A HIDROLISE
DE BIOMASSA E SILAGEM

ANDREZA DE MELLO LOPES

Banca Examinadora

Profa. Dra. Janice Lisboa de Marco

Prof. Dr. Felix Gongalves Siqueira

Prof. Dr. Marcio José Pocas Fonseca

Dr. Caio Gorgulho de Oliveira Silva

Brasilia — DF, abril de 2019



Metade de mim

Agora € assim

De um lado a poesia, o verbo, a saudade

Do outro a luta, a for¢a e a coragem pra chegar no fim
E o fim ¢ belo e incerto...

depende de como vocé vé

O novo, o credo, a fé que vocé deposita em vocé

e so.

“O Teatro Magico”
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RESUMO
A aplicacdo de enzimas como biocatalizadores industriais oferecem inimeras vantagens
sobre o0s processos quimicos tradicionais, principalmente no que diz respeito a
sustentabilidade e eficiéncia do processo. A aplicacdo de enzimas tem impulsionado
diversos setores industriais. Ha um foco crescente no uso de enzimas para a conversao de
biomassa lignocelulésica em biocombustiveis e quimicos diversos, além da aplicacdo
para a alimentacdo animal. Em ambas aplicacdes, as enzimas produzidas por fungos
filamentosos apresentam vantagens e os residuos agroindustriais representam uma
importante fonte de carbono alternativa para a producdo de enzimas. Assim, 0
desenvolvimento de coquetéis envolvendo diferentes enzimas com proporgfes 6timas
tornam promissoras as reacdes de hidrolise enzimatica em processos industriais e
agropecudrios. O objetivo deste trabalho foi utilizar biomassa lignocelulésica para
producdo de enzimas holoceluloliticas de fungos filamentosos, para a producgédo e
otimizagdo de um consorcio enzimatico que atuasse de forma eficiente na hidrolise da
biomassa lignoceluldsica e como aditivo fibrolitico exdgeno a silagem de milho. No total
foram produzidos 16 extratos brutos que foram avaliados por ensaios de atividade
enzimatica, efeito de pH, temperatura, termoestabilidade. Os extratos de Trichoderma
reesei cultivado em Casca de Soja (CSTR), Aspergillus terreus em Bagaco de cana
(BCAT) e Aspergillus terreus em Palha de cana (PCAT) foram os selecionados para a
confeccao de consorcios enzimaticos. Para isso, adotou-se um planejamento de misturas
simplex. As misturas enzimaticas otimizadas 1 (33% de cada extrato bruto), 4 (45% de
CSTR, 45% de BCAT e 10% de PCAT) e 6 (75% PCAT, 35% CSTR e 5% de BCAT)
foram avaliadas na hidrolise de casca de soja, palha de cana, palha de milho e LCC, além
de pardmetros fisico-quimicos de termoestabilidade, efeitos de ions e compostos
fendlicos. O consoércio 4 foi aplicado como aditivo fibrolitico exdgeno na silagem de
milho. Afim de aprimorar o consércio 4 na hidrolise enzimatica de bagaco de cana-de-
acucar pré-tratado hidrotermicamente, esse foi suplementando com a adi¢do de enzimas,
proteinas ndo hidroliticas (B-glicosidase, lacase e expansina) e aditivos (surfactante e
triptofano). A combinacdo consércio 4 com tween e lacase apresentou uma liberacdo de
acucares redutores totais e glicose 123 e 136 %, respectivamente, superior a liberada pelo
coquetel comercial Celluclast, sob as mesmas condi¢Ges de operacdo com 48 horas de

hidroélise.

Palavras-chave: biomassa lignocelul6sica, fungos filamentosos, coquetéis enzimaticos
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ABSTRACT
The application of enzymes as industrial biocatalysts offer numerous advantages over
traditional chemical processes, especially with respect to the sustainability and efficiency
of the process. The application of enzymes has boosted several industrial sectors. There
is a growing focus on the use of enzymes for the conversion of lignocellulosic biomass
to biofuels and various chemicals, as well as the application for animal feed. In both
applications, the enzymes produced by filamentous fungi have advantages and the
agroindustrial residues represent an important alternative carbon source for the
production of enzymes. Thus, the development of cocktails involving different enzymes
with optimal proportions promises the reactions of enzymatic hydrolysis in industrial and
agricultural processes. The objective of this work was to use lignocellulosic biomass for
the production of holocellulolytic enzymes of filamentous fungi for the production and
optimization of an enzymatic consortium that acted efficiently in the hydrolysis of
lignocellulosic biomass and as an exogenous fibrolytic additive to corn silage. In total, 16
crude extracts were produced, which were evaluated by enzyme activity assays, pH,
temperature and thermostability. The extracts of Trichoderma reesei cultivated in
soybean hull (CSTR), Aspergillus terreus in sugarcane bagasse (BCAT) and Aspergillus
terreus in sugarcane straw (PCAT) were selected for the preparation of enzyme consortia.
For this, a planning of simplex mixtures was adopted. Optimized enzyme mixtures 1 (33%
of each crude extract), 4 (45% CSTR, 45% BCAT and 10% PCAT) and 6 (75% PCAT,
35% CSTR and 5% BCAT) were evaluated in the hydrolysis of soybean hulls, sugarcane
straw, corn straw and LCC, as well as physical-chemical parameters of thermostability,
ion effects and phenolic compounds. Consortium 4 was applied as an exogenous
fibrolytic additive in corn silage. In order to improve the consortium 4 in the enzymatic
hydrolysis of hydrothermally pretreated sugarcane bagasse, this was supplemented with
the addition of enzymes, non-hydrolytic proteins (B-glucosidase, laccase and expansin)
and additives (surfactant and tryptophan). The combination consortium 4 with tween and
laccase showed a liberation of total reducing sugars and glucose 123 and 136%,
respectively, higher than that released by the commercial Cocktail Celluclast under the

same operating conditions with 48 hours of hydrolysis.

Keywords: lignocellulosic biomass, filamentous fungi, enzymatic cocktails
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

As enzimas como biocatalizadores industriais oferecem inimeras vantagens sobre
0s processos quimicos tradicionais no que diz respeito a sustentabilidade e eficiéncia do
processo (Chapman, Ismail e Dinu, 2018). A demanda de enzimas foi impulsionada pelas
industrias farmacéuticas, bebidas, téxteis, detergente, cosméticos, entre outros. Ha um
foco da aplicacdo de enzimas para producdo de biocombustiveis e quimicos diversos,
alem da aplicacdo para a alimentagdo animal (Sarrouh et al., 2014).

No segmento dos biocombustiveis, o impulso se deu a partir do aumento do preco
do petroleo e os efeitos negativos dos combustiveis fosseis nas mudancas climaticas,
impulsionando o uso da biomassa vegetal como fonte energética renovavel (Jung et al.,
2015). Dentro do contexto acima descrito, as biorrefinarias sdo plantas industriais
adequadas para produzir uma variedade de produtos, tais como biocombustiveis e
quimicos de base a partir de insumos residuais agricolas (Kamm e Kamm, 2004).

Neste contexto de fontes alternativas de energia, os residuos lignocelulésicos séo
destaque, por serem uma das matérias-primas mais abundantes do planeta. O Brasil
produz inimeros residuos agricolas que podem ser aplicados para o desenvolvimento de
produtos pautados em uma economia verde e sustentdvel. Os residuos agricolas
predominantemente gerados estdo relacionados com os principais produtos agricolas do
Brasil, tais como café, soja, mandioca, milho e cana-de-acucar (CONAB, 2018).

Para que a parede celular da planta possa ser utilizada, a biomassa deve ser
decomposta em seus mondmeros constituintes. Na natureza, a parede celular vegetal é
tipicamente degradada por um consorcio de micro-organismos, incluindo bactérias e
fungos, que produzem uma ampla gama de proteinas, incluindo enzimas. Nas
biorrefinarias a conversao pode ser feita por rota quimica ou bioldgica, sendo mais
vantajosa quando realizada por enzimas (rota bioldgica), pois € um processo eficaz e

ecologicamente correto, que utiliza condi¢gbes mais brandas, acarretando, assim, uma
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diminuicdo da formacdo de subprodutos poluentes e de compostos inibitorios (Gomes et
al., 2017; Chundawat et al., 2011). Dentre 0s micro-organismos os fungos filamentosos
sdo os produtores mais potentes de enzimas, e apresentam atividades necessarias para
desmontar a estrutura complexa da parede celular vegetal (Peciulyte et al., 2017).

Uma grande variedade de enzimas com diferentes especificidades é necessaria
para degradar a lignocelulose, devido a complexa organizacdo e interacdo dos
polissacarideos, juntamente com a lignina na parede celular da planta. Isso torna a parede
celular uma estrutura recalcitrante. Sendo assim, para a sua efetiva degradacdo, é
necessario que, tanto as enzimas principais quanto as enzimas acessorias trabalhem de
forma coordenada e sinérgica (Gomes et al., 2017, Van Dyk e Pletschke, 2012).

A formacéo de coquetéis holoceluloliticos € uma das alternativas para melhorar a
eficiéncia da hidrdlise enzimatica da biomassa lignocelulésica. Dessa forma, a montagem
racional de coquetéis com elevada conversdo pode impactar na reducdo dos custos do
processo de hidrolise, uma vez que quantidades minimas de enzimas seriam adicionadas
a reacdo de hidrolise e, eventualmente, levariam a misturas enzimaticas mais eficientes
(Bussamra, Freitas e Costa, 2015).

Outra aplicacdo de enzimas holoceluloliticas, € no ramo da agropecuéria para a
preservacdo de alimento volumoso na forma de silagem, para a alimentagéo animal, neste
caso, conhecida como enzimas fibroliticas, aplicadas como aditivo exdgeno. Nesse ramo,
as enzimas produzidas por fungos também apresentam vantagens, ao apresentar rapido
crescimento em meio de cultivo e alta producéo enzimatica (Lara, 2013).

A silagem é uma técnica tradicional de conservacao de forragens, preservando o
valor nutritivo da planta para posterior utilizacdo em periodos de escassez de alimento.
Dentre as alternativas de conservacao, a ensilagem é a mais utilizada em nosso pais (Neto,
2012). Para confeccdo de silagem pode-se utilizar grande variedade de gramineas e
leguminosas. A planta do milho é uma das forrageiras mais utilizadas para a producéo de
silagem, devido ao seu potencial nutricional e perfil de fermentacdo desejavel (Figueiredo
et al., 2018).

A adicdo de enzimas fibroliticas nas dietas de ruminantes tem como objetivo

aumentar a digestibilidade da fracdo fibrosa dos alimentos. Enzimas como xilanases e
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celulases aumentam a degradacdo da hemicelulose e celulose da forragem,
respectivamente, proporcionando maior liberagdo de energia e melhor aproveitamento
pelo animal (Muck et al., 2018). (Salem et al., 2015) relataram que as enzimas fibroliticas
melhoraram a degradacdo da fibra no rimen, ao atuarem sinergicamente com a microflora
ruminal, aumentando assim sua capacidade hidrolitica no ramen.

Assim, estratégias para melhorar os rendimentos da hidrolise de biomassa
lignocelulésica e melhor a qualidade da silagem estdo pautadas no desenvolvimento de
combinacbes enziméticas que incluem diferentes atividades, proporcionando uma

conversao mais eficiente do que a aplicacao individual destas enzimas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e otimizar um consorcio enzimatico
microbiano que atuasse de forma eficiente na hidrolise de biomassa lignocelulésica e

como aditivo fibrolitico exdgeno a silagem.

2.2 Objetivo especifico

e Selecionar diferentes substratos para atuasse como fonte de carbono para
a producdo de consdrcio enzimatico, a partir de diferentes espécies
fangicas.

e Otimizar o consorcio 4 (0,45 CSTR: 0,1 PCAT: 0,45 BCAT) com
proteinas acessorias, surfactantes e aditivos quimicos para a hidrolise de
bagaco de cana-de-acgucar.

e Avaliar os efeitos da aplicacdo de coquetéis contendo enzimas fibroliticas

exogenas sobre a qualidade da silagem de milho.
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3. REVISAO DE LITERATURA

AN UPDATE ON ENZYMATIC COCKTAILS FOR LIGNOCELLULOSE
BREAKDOWN

Artigo de revisdo publicado na revista Journal of Applied Microbiology 125, 632-645,
2018.

Esta revisdo apresenta uma visdo geral de coquetéis enzimaticos necessarios para
hidrélise de biomassa lignocelulésica, os ultimos avancos relacionados, os principais
resultados e as perspectivas futuras. Devido a heterogeneidade e complexidade da
biomassa lignoceluldsica, sua clivagem é efetuada por meio de maltiplas enzimas que
convertem os carboidratos em agucares monoméricos. Os altos custos das enzimas
comerciais e a alta carga enzimatica necessaria para a hidrolise da biomassa motivam a
busca por novas formulagdes enzimaticas que apresentem melhor rendimento de hidrolise
do substrato.
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Abstract

Alternative energy sources have received increasing attention in recent years,
The possibility of adding valee to agricultural wastes, by producing biofuels
and other products with economic value from lipnocellulosic biomass by
enzymatic hydrolysis, has been widely explored. Lignocellulosic biomass, as
well as being an abundant residue, is a complex recalcitrant structure that
requires a consortium of enzymes for its complete depradation. Pools of
enzymes with different specificities acting together usually produce an increase
in hydrolysis yield. Enzymatic cocktails have been widely studied due to their
potential industrial application for the biocomversion of lignocellulosic
biomass, This review presents an overview of enzymes required to degrade the
plant cell wall, paying particular attention to the latest advances in enzymatic
cocktil production and the main results obtined with cocktails used to
degrade a wvariety of types of biomass, as well as some future perspectives

dai:10.1 111 4am. 13823 i .
within this field.

Introduction

The utilization of enzymes in a variety of processes is
long established. In ancient Greece, enzymes were used in
baking, brewing, and alcohol and cheese making (Sarrouh
et al. 2012). Currently, with the advent of enzymatic
purification and other techniques, enzymes are also being
used in a broad range of industrial processes. In the tex-
tile industry, enzymes are used in bioscouring, biopolish-
ing and biostonewashing (Moreira et al. 2016). Enzymes
are also applied in food industry processes, such as meat
tenderization (Ono and Sorimachi 2012), cheese manu-
facturing (Yegin and Dekker 2013), baking (Ahmad et al
2012; Diring e al 2015), fruit juice processing (Bilal
et al. 2017; Touwshik et al. 2017), oil extraction { Toushik
et al. 20017) and alcoholic beverage production (Toushik
et al. 2017),

Beyond these applications, enzymes have been increas-
ingly used to produce biofuels, Enzymatic hydrolysis of
lignocellulosic biomass is the critical step in bioethanol
production to convert complex carbohydrates o simple
monomers. Enzymatic hydrolysis requires less energy and
milder environmental conditions than acid hydrolysis

(Ferreira et al. 2009), Today, increasing attention has
been given to alternative energy sources, driven by forces
such as spiraling oil prices and the need to secure sus-
tainability of energy supplies, and, above all, the worry
about climate change due to high emissions from fossil
fuel wse (Mohanram e al. 2013). Currenty, biofuel
comes from ethanol produced by fermenting sugars from
high starch containing grain or sugarcane, or increasingly
from cellulose and hemicellulose feedstocks (Harris & al
2014).

Lignocellulosic materials are the most abundant feed-
stock, making them a natural and renewable resource. A
considerable amount of such materials is constantly pro-
duced as waste by-products of agricultural practices,
mainly from various agro-based industries (Anwar o al
2014). In 2002, the annual worldwide production of lig-
nocellulose was estimated at about 10-50 tons of dry lig-
nocellulose, representing approximately half of the global
biomass yield (Galbe and Zacchi 2002). This biomass is
considered to be the only foreseeable feasible and sustain-
able resource for renewable energy and value-added
chemicals (Sanchez 2009), Lignocellulose comprises up to
75% carbohydrates, and it is an important source of

632 Jeurnal of Applied Merobolagy 125, 532-645 & 2018 The Society for Applied Migobalogy
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fermentable carbohydrates for the production of liguid
biofuels, as well as a diverse range of chemical commodi-
ties and biodegradable materials, including bioplastics,
surfactants, biofuel, oils and fany acids, detergents, adhe-
sives, biogas, lubricants, paimts and pigments (Turner
et al. 2007; Xuebing et al. 2012).

A considerable cost in the biomass-based economy is
related to enzymes. Due to this, great efforts have been
devoted to the improvement of enzyme cocktails (Harris
et al. 2014). Besides searching for new enzymes, or engi-
neering exsting ones, the improvement of enzymatic
mixtures for specific lignocellulosic substrates is of inter-
est. There is increasing recognition of the fact that a
“one-size-fits-all” approach may not be optimal in the
design of more efficient biomass processing (Chylenski
et al. 2017), In this context, an enzymatic consortium
appears to be an important strategy for complete ligno-
cellulosic biomass deconstruction, with the possibility of
optimizing each consortium to a specific substrate, Due
to their recalcitrant structure, the complete degradation
of plant cell walls requires the coordimate action of a
broad range of enzymes with varied specificities acting
synergistically.

A brief overview of enzymatic deconstruction of
the cell wall

As mentioned above, the complete deconstruction of the
vegetal cell wall demands different enezymes. Cellulose,
the main polysaccharide within cell walls, is degraded by
cellulases, Endoglucanases (EC 3.2.14) randomly hydrol-
yse the cellulose chains, cellobiohydrolases (EC 3-2.1.91)
release cellobiose from nonmreducing (CBH 1) and reduc-
ing (CBH 1I} ends of the cellulose chain, and @-glucosi-
dase (BEC 3-2.1-21) hydrolyses cellobiose to release glucose
[(Moreira et al. 2011).

As with cellulose, the full degradation of xylan requires
a large number of enzymes, including endo-f-1,4 xyla-
mases (BC 3:2-1-8) that hydrolyse the glycosidic bonds in
the =xylan backbone releasing small oligosaccharides,
These oligosaccharides will be hydrolysed by f-xylosidases
(EC 3.2.1.37), releasing xylose from the nonreducing end
of xylan (Polizeli et al. 2005). As xylan presents a
branched structure, its complete breakdown demands side
chain-acting enzymes, incleding acetylxylan esterases (EC
3-1-1-6) that remove the O-acetyl groups from acetyl
xylan (Polizeli et al. 2005), z-r-arabinofuranosidases (EC
3.2:1-55) to cleave the terminal @-1-1,2-, @-1-1,3 and o-1-
1,5-arabinofuranosyl residues (Polizeli et al. 2005), and
z-glucuronidases (BC 3.2-1.-) that cleave the z-1,2 bonds
between glucuronic acid residues and the main chain in
glucuronoxylan (Polizeli et al. 2005). Moreover, feruloyl
esterases (E.C. 31-1-73) and p-coumaroyl esterases (EC,
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3.1-1-73) are able to hydrolyse the ester-link between
arabinose and monomeric or dimeric ferulic acid and the
linkages between arabinose and p-coumaric acid, respec-
tively (Polizeli et al. 2005; Moreira et al. 2011). Xyloglu-
cans are hydrolysed by endo-tansglycosylasehydrolases
(2241.2000), a xyloglucan-active  f-p-galactosidase
(321.23), a xyloglucan-specific #-L-fucosidase (3-21.51/
32:163), and a xyloglucan oligosaccharide-specific
a-p-xylosidase (3-2-1-37) (Minic and Jouvanin 2006),

The classical model for degradaion of mannan
involves the synergic action of f-mannanase (EC
32:178), fi-mannosidase (EC 3.2-1.25), f-glucosidase
(BGL; EC 3.2-1-21), acetyl mannan esterase (BC 3-1-1-6)
and z-galactosidase (BC 3.2.1.22). f-mannanase acls on
the mannan backbone and f-mannosidase releases man-
nose from the nonreducing ends of mannan and man-
nooligosaccharides. BGL (EC 3.2.1-21), an exo-type
enzyme, cleaves the f-p-1,4-glucopyranose at the nonre-
ducing end of the oligosaccharides released from gluco-
mannan and galactoglucomannan by [f-mannanase,
liberating monosaccharides (Moreira and Filho 2008).
Additional debranching enzymes are also necessary,
including acetyl manman esterase (EC 3 1-1-6) and
a-galactosidase (EC 3.2.1:22), that cleave the linkages in
the acetyl groups from galactoglucomannan and 2-1,6
linked p-galactopyranosyl side chains of galactomannan
and galactoglucomannan, respectively (Moreira and Filho
2008).

Pectic substances are deconstructed by endopolygalac-
turonase  (BC 3.2.1.15) and exopolygalacturonase
(32 1-67) that cleave polygalacturonic acid chain-forming
oligogalacturonates and monogalacuronates, respectively.
The deesterification of methyl ester linkages in the galac-
turonan backbone of pectic substances, to release acidic
pectins and methanol, is catalysed by pectinesterases (EC
3:1-1-11). Lyases break down pectinases through transe-
limination, Endopolygalacturonase lyase (EC 4-2.2.2) and
exopolygalacturonase lyase (EC 4.2.29) act on pectic
acids, releasing unsatmurated oligogalacturonates and
digalacturonates, respectively (Jayani et al. 2005).

Oxidative enzymes, classified as having auxiliary activ-
ity, are recognized as part of the lignocellulose-active
enzyme family, after the first detection of their synergistic
enhancement of the action of cellulases, Cellobiose dehy-
drogenase (EC 1-1-99-18) is capable of oxidizing a variety
of sugars, including cellobiose, lactose, and in some cases,
glucose, While the substrate is being oxidized, the cofac-
tor flavin adenine mononucleotide is fully reduced
(Knbos et al. 2014; Cazy 2017). Another proposed role
for cellobiose dehydrogenase is the activation of hydroly-
tic cellulases by relief of cellobiose product inhibition
(Langston et al. 2011), Currently, cellobiose dehydroge-
nases are classified in the auxiliary activity 3 (AA3) family
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(Cazy 2017). The AA9 family (formerly GH 61) contains
Iytic polysaccharide monooxygenases (LPMOs), mononu-
clear type II copper enzymes that need an external elec-
tron donor, a small molecule, or a parmer redox protein
for activity,. The breakdown of the glucosidic bonds
occurs with the oxidation of C-1 and C-4. LPMOs
degrade  cellulose wsing C-H  activation followed by
Os-dependent chain cleavage (Eibinger et al. 2014; Cazy
2017},

Duee o the complex and random phenylpropanoic
polymer strocture of lignin, enzymes involved in s
breakdown must have broad substrate specificity (Janusz
et al. 2013}, Delignificaion is carried out by enzymes
such as laccases (EC 1.10-3-2) that oxidize phenolic com-
pounds and aromatic amines using molecular oxygen as a
terminal electron acceptor. Lignin peroxidase (EC
1-11-1-14) and manganese peroxidase (EC 1-11-1-13) are
lovw substrate specificity enzymes capable of oxidizing lig-
nin at the phenolic and nonphenolic aryl-ether positions,
respectively (Crestini et al. 2011).

Lignocellulolytic organisms also produce a third class
of biomass-degrading proteins, generally termed disrupt-
ing or amorphogenesis-inducing proteins (Gourlay et al.
2013). Swollenin, a protein with sequence similarity to
plant expansing, is also associated with plant cell wall
degradation. This protein breaks down hydrogen bonds
between cellulose microfibrils or between cellulose and
other cells without hydrolysing them. In this way, they
are thought to allow the sliding of cellulose fAbres and
enlargement of the cell wall. Swollenins synergistically
enhance the activity of cellulases but do not exhibit any
ermzymatic activity on  cellulose themselves (Saloheimo
et al. 2002; Kubicek et al. 2014). Loosenin, another
expansin-type protein, acts by disrupting the intramolec-
ular hydrogen bonds (Quiroz-Castafieda et al. 2001).

Enzymatic cocktails

The major obstacle to the efficiency of enzymatic break-
down of lignocellulose is that the plant cell wall has evolved
to resist enzymatic deconstruction (Mohanram et al
2013); the recalcitrant structure of the plant cell wall is a
challenge to micro-organisms that tey o break it down, In
attempts to improve the feasibility of the bioconversion of
lignocellulose to biofuel, enzymes must have high catalytic
efficiencies, high thermal stability and low end-product
inhibiton (Maki & al. 2009). Application of enzymes to
catalyse the degradation of cellulose to glucose and hemi-
cellulose to free sugars has long been considered the most
viable strategy to provide cost-effective second-generation
ethanol (Himmel & al. 2007; Meyer et al. 2009),
Micro-organisms possess several mechanisms for ligno-
cellulose deconsruction. Fungl and bacteria have the free
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enzyme system, the most common mechanism (Malgas
et al. 2017). Beyond that, cellulosomes and xylanosomes
are complex protein structures for the degradation of
biomass, produced by anaerobic bacteria (Morais o al
2011; Galanopoulow e al 2016; Malgas et al. 2017).
Finally, there are multcatalytic enzyme systems that com-
bine various activities into a single gene product (Chung
et al. 2015; Malgas et al. 2017). The free enzyme system,
the most common and comprehensively studied enzy-
matic mechanism, has great potential to produce enzy-
matic cocktails with industrial applicability, combining
low cost with complete degradation of biomass.

In developed countries, such as the US, Western Eur-
ope, Japan, and Canada, the demand for industrial
enzymes has been relatively stable during recent times,
while developing economies in Asia-Pacific, Eastern Eur-
ope, Africa and Middle East regions have emerged as the
fastest growing markets for industrial enzymes (Sarrouh
et al. 2012). Hydrolases are by far the most widely used
class of enzymes in  industry (Novozymes 2017a).
Enrymes are a very well-established product in biotech-
nology, and sales in the US rose from 51-3 billion in
2002 to 551 billion in 2009 (Sarrouh ef al. 2012). In the
world market, enzymes for industrial applications are
expected to achieve a compound annual growth rate
(CAGR) of 47% for 2016-2021. This market is expected
to be worth %6-3 billion in 2021 (BBC Ressarch 2017).
The cost of enzymes for biofuel applications alone should
total §1-0 billion in 2020, registering a CAGR of 10-4%.
In 2020, the US and Furopean markets for biofuel
enzymes are expected to be worth 53557 million and
5$325.2 million, respectively, both with a CAGR >10%
(BBC Research 2015). Lignocellulose-degrading enzymes
are applied in various fields, including technical use, food
manufacturing, paper bleaching, biofuels, and the textile
industry, and as tools for research and development
(R&D) (Howard et all 2003). High turmowver in recent
years in the emryme market highlights a need for the
establishment of enzymatic consortiums, with the aims of
reducing cost and completely deconstructing lignocellu-
lose, One possible and promising approach o accomplish
this goal is to mix different enzymes from varied sources
to build a balanced ermymatic mixture,

Increased demands for energy have had a nepative
impact on the environment. Biorefineries appear to be an
altermative to reduce these negative impacts, by producing
energy beyond commaodity chemicals using biodegradable
materials, In this context, we propose to use enzymatic
cocktails in biorefineries, as demonstrated in Fig 1.
Prospection of unknown micro-organisms, as well as the
utilization of micro-organisms recognized as pood holo-
cellulase producers, is important in the design of a new
enzymatic cocktail. Exploitation of lignocellulosic residues
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Figure 1 Overview of design, characterization, optimization and application of erzymatic cocktails in biorefineries,

to grow micro-organisms has the advantage of being an
inexpensive source of enrymes. This approach facilitates
the reuse and additon of value to waste, which reduces
environmental pollution. Optimization of these enzymatic
consortiums is critical to their industrial application and
will be further discussed in this review, Pathways used for
the optimization of cocktails may include supplementa-
tion with a specific enzyme aiming to hydrolyse a partic-
ular  substrate, supplementation with nonhydrolytic
enzymes, or even the supplementation with surfactants or
other chemicals. In biorefineries, the optimized cocktail
can reduce the costs of enzymatic hydrolysis of lignocel-
lulose,

Today, large companies sell a variety of emrymatic
cocktails  for diverse purposes. Recently, MNovozymes
launched the Spirzyme™ cocktails, available in three ver-
sions, aimed at total sugar conversion in the biofuel
industry (Movorymes 2017b). This cocktail is supple-
mented with trehalase; by converting trehalose to a fer-
mentable  sugar, the hydrolysis yield will increase
considerably (MNovozymes 2017b). Another company in
the biofuels field, DuPont, launched Acellerase™ in 2007,
composed of a mixture of cellulases and accessory
emrymes, and available in different versions that work
with a variety of pretreatments and biomasses (DuPomnt
2017). Additonally, also aimed at biomass degradation,
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the new generation of the Cellic family, from Novozymes,
Cellic™CTec3, endeavours to lower the total cost of pro-
ducing cellulosic ethanol (Movozymes 2017c).

The secretome composition of any filamentous fungus
varies according to biological features of the micro-
organism and continuously changes in response to envi-
ronmental conditions (Papagianni 2004). Furthermore,
the same fungi grown on different lignocellulosic bio-
masses produce different protein profiles, and it has been
demonstrated that the utilization of a crude extract pro-
duced by a fungus, which has been induced by the same
lignocellulosic residue that will be hydrolysed, shows
higher yields (Juhdsz et al. 2005; Sciuto et al. 2017}, This
is an essential aspect to the design of an enzymatic cock-
tail targeting a specific substrate. To achieve this, the
environmental aspects can be modified o produce secre-
tome alterations, Individuvally, enzymes possess very lim-
ited hydrolysis activity, while a mixture of enzymes can
exhibit a synergistic effect (Zhou et al. 2009). Enzymatic
cocktails are a good choice to hydrolyse plant cell walls
due to the combined action of a pool of enzymes with
different specificities, enabling one enzyme to act on the
product of another enzyme. Moreover, in an enzymatic
cocktail, it is possible o replace an individual ernzyme to
fulfil the requirements of a determinate substrate, As dif-
feremt interactions can ococur among enzymes and
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substrates, and specific enzymatic inhibitors can be gener-
ated during the hydrolysis process, studies on enzymatic
mechanisms of action are necessary., Furthermore, the
optimization of the desipned cocktails is essential to
increase lignocellulose conversion, since each substrate
possesses particular characteristics and demands distinct
conditions for its complete breakdown,

On the other hand, the extreme complexity and flexd-
bility of cocktails is an impediment to developing effi-
cient artificial cellulase cocktails (Percival Zhang et al
2006). Under industrial conditions, only a fraction of the
ereymes is able to contribute to the performance of the
whole cocktail, and some encoding cellulase genes can be
deleted. To reduce the interference of less-contributive
cellulase in Myceliophthora thermophila, specific genes
were deleted and an increment in the cellulolytic effi-
ciency of the cocktail was observed, validating the man-
agement of cellulase diversity as a strategy to obtain
improved fungal cellulolytic cocktails, The high diversity
of erzymes produced by most cellulolytic fungi can be
detrimental to an efficient industrial cocktail (Reyes-Sosa
et al. 2017).

In this way, to construct an efficient enzymatic cock-
tail, it is also important to verify the behaviour of fungi
when grown on a variety of types of biomass, and iden-
tify the types of enzymes they produce and the enzymatic
sequences necessary to deconstruct each kind of biomass
(Polizeli et al. 2017). Study of the secretomes from Asper-
gillus miger and Trichoderma recsei grown on sugarcane
bagasse showed that these fungi wse different enzymatic
sequences to degrade the same biomass (Borin er al
2015), Moreover, a remarkable wvariation in the secre-
tomes of T. reesei and A. miger was observed in conse-
quence  of  two  culivation  methods:  sequential
fermentation (solid state followed by submerged) and
submerged fermentation. Higher cellulolytic and hemicel-
lulolytic production occurred for sequential fermentation
in comparison to submerged fermentation, using extracts
of both fungi when nonwashed steam-exploded sugarcane
bagasse was used as carbon source (Florencio et al. 2016},

Early studies on enzymatic cocktail optimization con-
centrated on the improvement of such cocktails for com-
mercial model cellulosic substrates like Sigmacell (Baker
et al. 1998) and filter paper (Kim et al. 1998). Since then,
several studies have been performed on the advance ment
of enzymatic mixtures for industrially relevant pretreated
lignocellulosic substrates like sugarcane bapgasse, com
stover and wheat straw, among others (Banerjes et al
2010; Gao e al. 2011; Kallivinen et al. 2014; Chylenski
et al. 2017). Enzymatic cocktails may be produced using
different approaches, such as mixing crude extracts from
fungi (Aras o al. 2016}, bacteria (QH et al 2011), or
fungi and bacteria (Werma et al. 2010; Gao et al. 2011;
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Kallicinen « al. 2014}, Another approach consists of sup-
plementing crude extracts or commercial preparations
with a specific enzyme that is necessary for the hydrolysis,
but is lacking in the cocktail preparation (Ji et al 2014;
Peciulyte et al. 2017).

Mixtures of varied enzymes from different sources wsu-
ally lead o an increment in hydrolysis rate. Enzymatic
breakdown of sugarcane bagasse by crude extracts from
Trichoderma harzianum, Penicilliven funiculosum and AL
riiger yielded 42, 66 and 1%, respectively. On the other
hand, the optimized cocktail comprising 50% of the
crude extract from P furicilosurn, and 35 and 15% of
the crude extracts from A. rmiger and T. harziarum,
respectively, showed a hydrolysis yield of sugarcane
bagasse of 91% (Arias & al 2016). Another study demon-
strated that an optimized enzymatic cocktail composed of
both fungal cellulases and bacterial hemicellulases was
able to hydrolyse ammonium fibre expansion (AFEX)
corn stover with yields =80 and 70% for glucose and
xylose respectively, at a protein load of ~20 mg g ' glu-
can (Gao e al. 2011). Another strategy consists of the
supplementation of cellulosic cocknils with hemicellu-
lases, which provides improved hydrolysis yields of cellu-
lose and hemicelluloses. The additon of a GHI11 xylanase
in Celluclast 1-5L, a commercial cellulase, allowed reduc-
tion of the cellulase loading by a factor of 7, due to the
removal of xylans and the increased cellulose accessibility
due to enhanced fibre porosity and swelling (Hu & al
2011). A different approach consisted of the cultivation
of a fungus in different sugar sources and ratios, and
then preparing various enzymatic cockrails (Dondelinger
et al. 2016y, The mixture of two crude extracts from T.
reesei, both grown on a combination of different sugars,
had high levels of filter paper unit (FPU), BGL, xylanase
and F-xylosidase activities, and showed a glucose yield of
approximatively 30% on hydrolysis of avicel (Don-
delinger ot al. 2016).

Similarly, the optimization of cellulases from Pewmicil-
liwernt werruculostm with a BGL from A, miger (20 U g™ ")
produced an increment in the glucose released from awvi-
cel and milled aspen wood after 72 h of hydrolysis. The
heterologous expression of this same BGL in P. verruculo-
surt enhanced enzymatic deconstruction of avicel and
milled aspen wood. These results strongly advocated the
necessity of optimization of the cellulase preparation
from P. verruculosum by adding BGL in order to improve
its hydrolytic performance (Dotsenko & al. 2015). In
another study, an optimized enzymatic cocktail developed
to hydrolyse sugarcane bagasse, comprising 80% T. reesed
fraction, 108 endoglucanase (recombinant enzyme from
Bacillus subrilis), and 10% BGL (from A. niger), converted
72% of cellulose present in hydrothermally pretreated
bagasse (Bussamra et al. 2015). Likewise, supple mentation
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of a commercial preparation (Celluclast 1.5L; MNowvo-
zymes) with 30% of the crude extract from Agrergillus
oryzae P21C3, a good producer of xylanase and feruloyl
esterases, resulted in an enhancement of 36% in the con-
version of cellulose from pretreated sugarcane bagasse
(Braga et al. 2014). Furthermore, the enrichment of a
crude enzymatic extract produced by T. harzarnum with
a commercial pectinase from A. niger and a recombinant
a-L-arabinofuranosidase from B, sultilis had a positive
effect on pretreated sugarcane bagasse, This positive effect
of x-r-arabinofuranosidase on the enzymatic depolymer-
ization efficiency could be due to the removal of arabi-
nose residues from the xylan chain, which could further
contribute to the action of endoxylanases, It is possible
that steric hindrance caused by arabinose residues was
preventing the action of other enzymes. In the same way,
the positive effect of pectinase on this hydrolysis can be
explained by the removal of the remaining pectin fraction
from the prewreated biomass (Delabona et al. 2012) The
surfactant sodium  tawrocholate  exhibited stimulatory
effects on cellulolytic enzyme production by a mixed cul-
ture of T. reesei and A. niger, enhancing both filter paper
activity (FPase) and BGL activity, and producing the
highest FPase activity (Fang o al. 2013). Table 1 contains
some examples of commercial and noncommercial enzy-
matic cocktails, the respective substrates used, and the
results observed.

The introduction of nonhydrolytic enzymes, such as
LPMOs, in currently used commercial cocktails helps to
increase the efficiency of lignocellulosic biomass break-
down, Many experiments with this enzyme have shown
that it can enhance the cellulose conversion yield and
reduce the amounts of other enzymes necessary to sac-
charify biomass (Polizeli et al. 2017). Recently, the effect
of oddative enzymes from Streptormyees coclicolor was
investigated in the hydrolysis of sugarcans bagasse and
MNorway spruce. The observed effects were substrate-
dependent: for sugarcane bagasse, positive effects were
observed when adding up to approximately 8% LPMO,
whereas addition of this emeyme did not seem to con-
tribute o decomposition of Morway spruce (Chylenski
et al. 2017).

Biomass recalcitrance is related to the chemical and
physical aspects of the plant cell wall. The presence of lig-
nin, hemicelluloses, pectin, ash and their spatial interlinks
builds physical barriers to protect cellulose from degrada-
tion., Although the way in which these factors limit the
ermzymatic hydrolysis of biomass has been extensively
studied, the molecular mechanisms of biomass recalci-
trance are still not completely clear (Fang et al. 20130 It
is probable that recalcitrance was acquired during evolu-
tion, since cell walls have to be physically and chemically
resistant to microbial attack (Buckeridge and Souza
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2014). From this evolutionary standpoint, one explana-
tion for this phenomenon is the glycomic code, which is
described as ‘the diversity of encrypted results of the
biosynthetic mechanisms of plant cell wall polysaccha-
rides, that give rise to fine-structural domains containing
information in polysaccharides’ (Buckeridge and Souza
2014). These then form polymer composites with differ-
ent levels of polymer-polymer interaction and recalei-
trance to hydrolysis. Assuming that the glycomic code is
represented by the fine structure of the polysaccharides, it
follows that the glycomic code determines how polysac-
charides can be decrypted. The plant cell wall shows
regions with different degrees of recalcitrance; the
branching polysaccharides can be arranped nonrandomly
within the polymers, reducing enzyme access w the cell
wall and highlighting the fact that branching is a limiting
factor to hydrolysis (Buckeridge and Souza 2014). For
this reason, main chain-cleaving enzymes will exhibit
greater  activity if substtuents are first removed by
debranching enzymes. Therefore, debranching enzymes
have been used as a pretreatment in a sequential manner
in order to intensify main chain activity. Synergistic
interactions between the release of arabinose and xylanase
activity were demonstrated on water-soluble and insol-
uble wheat arabinoxylan (Serensen e al. 2007a,b).

As discussed abowve, a limitation in the biomass degra-
dation process is the restricted access of hydrolytic
enzymes to the lignocellulosic structure, Disruption of
the lignocellulosic matrix has been suggested as a limiting
step in its depolymerization (Gourlay et al 2013). The
initial stage in enzymatic saccharification of cellulose has
been termed amorphogenesis, and there are several indi-
cations that many other proteins contribute to the decon-
struction of lignocellulose (Arantes and Saddler 2010}, It
has been suggested that cellulases have to be adsorbed
onto the surface of the insoluble fraction of cellulose
before hydrolysis. The substrate then becomes loosened
to increase the molecular disorder of the tightly packed
regions in the fibrows cellulosic network, and once this
region is accessible to enzrymes, the coordinated action of
endo- and exoglucanases promotes hydrolysis (Buck-
eridge and Souza 2014). Amorphogenesis enhances the
reactivity of the fibrous cellulosic substrates by increasing
the amount of cellulose directly accessible to the enzymes
(Arantes and Saddler 2010}, Among the known functions
of carbohydrate-binding modules (CBMs), the ability to
nonhydrolytically disrupt crystalline substrates has been
evaluated and shown o enhance hydrolysis. It has been
proposed that CBMs isolated from bacteria and fung
facilitate cellulose hydrolysis by physically disrupting the
structure of the fibrows cellulosic network and releasing
small particles, without showing any detectable hydrolytic
activity; this is the so-called disruptive function (Din
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et al. 1991; Teeri 1997). In studies to investigate the mor-
phological and structural changes of conon fibres after
treatment with purified CBMs from fungal CBHIL, it was
found that CBMs could promote nonhydrolytic disrup-
tion of crystalline cellulose by reducing and splitting the
hydrogen bonds (Wang ef al. 2008). The uilization of
nonhydrolytic enzymes presents an interesting approach
to increase the hydrolysis rate; therefore, a varety of
studies have supplemented hydrolytic enzymes with non-
hydrolytic enzymes such as swollenin and loosenin, These
proteins created a loosened cell wall structure, allowing
hemicellulose and cellulose o become more accessible to
hydrolytic enzymes, The utilization of swollenin intensi-
fied the activity of two xylanases, XYNI10A and XYNILA,
from Hypocrea jecorina during the degradation of steam-
pretreated corn stover. A pronounced synergistic interac-
tion was observed between XYNILA and swollenin, with
a more than 300% increment in xylose release when
compared to the liberaton of xylose using the two
emzymes separately, However, the release of glucose did
not show any improvement (Gourlay & al 2013), and
swollenin alone resulted in the release of low levels of sol-
uble monomers and oligomers from steam-pretreated
comn stover (Gourlay et al. 2013). An enhancement of
reducing sugars liberation by a commercial cellulase was
observed when cotton fibres were treated with loosenin
from Bjerkandera adusta. The increment of sugars
released was proportional to the amount of loosenin
added to the reaction, because this protein binds to cellu-
lose and has disrupting activity on cellulose fbres
(Quiroz-Castafieda et al. 2011).

Phenolic compounds presemt an important group of
emzyme inhibitors, In higher plants, phenols range from
simple, low-molecular weight phenolic glycosides to poly-
meric compounds. They act as the first line of defence,
and they are a barrier to many different micro-organisms
to which plants are exposed (Shimokawa et al 2013).
Pretreatment, largely used to enhance the access of
emzymes to the plant cell wall, usually generates lignin-
derived phenols. Phenols are well established as inhibitors
of cellulase (Ximenes e al. 2000, 2011; Duarte ef al
2012}, hemicellulose (Palmgvist e al. 1996; Gamble et al
20005 Duarte et al 2012) and pectinase (Suwannarangsee
et al. 2012) activity. However, enrymes may also differ
regarding their chemical tolerance to specific biomass
pretreatment by-products; this may ocour because of the
micro-organisms from which the particular enzyme is
derived (Malgas & al. 2017} or be a particularity of each
enzyme, Two xylanases (XylT1 and XylT2) purified from
Aspergillus terreus showed different results in the presence
of a variety of phenolic compounds; while XylT1 was
inhibited or deactivated when incubated with these com-
pounds, XylT2 was very resistant, or showed increased

G40
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activity in the presence of the same compounds (Moreira
et al. 2013, 2015). Another report regarding xylanase
resistance to phenolic compounds was made by Kaya
et al. (2000). The enzrymatic activity of a commercial
xylanase preparation was increased in the presence of low
concentrations of some phenolic compounds (Kaya o al
2000). A commercial cellulase was also activated after
incubation with different phenolic compounds (Tian
et al. 2013}, The supplementation of enzymatic cockiails
with enzymes with proven resistance to phenolic com-
pounds is an important approach to overcome one of the
obstructions to enzymatic hydrolysis of lignocellulose,
that is, the inhibition caused by compounds that are usu-
ally produced during the pretreatment steps.

Independent of the approach used for enzymatic pro-
duction, a reduction in production costs can be achieved
by increasing enzyme productivity (the amount of
enzyme produced by volume and time) and fermentation
yields (amount of enzyme produced according to feed-
stock weight) (Silva and Filho 2017). Lower costs in the
production of enzymes will lead to lower costs of produc-
ing enzrymatic cocktails, and consequently, a cheaper
industrial process.

Usually, statistical tools are employed to design and
validate cocktails. Eneymatic cocktails are routinely exper-
imental design using the simplex mixmre approach ( Bus-
samra e al. 2015; Laothanachareon e al. 2015, Arias
et al. 2016), and data are validated using analysis of vari-
ance (Bussamra et al. 2015). Recently, with their Syn-
thetic Biology Project, Novozymes developed new
technology aimed at faster tailoring of enzymatic cock-
tails. This methodology can be applied to a specific feed-
stock andfor coupled to address a specific hydrolytic
conversion process context. Using combinatorial high-
throughput screening of libraries of enzyme domains, the
combination of catalytic modules predicted to deliver the
best performance for a specific condition is accessed (Lin
and Teter 2016),

Concluding remarks and future perspectives

The increasing demand for a sustainable world has led to
the development and improvement of a variety of tech-
niques for the utilization of agriculmeral wastes. Enzy-
matic cocktails possess the potential to breakdown this
lignocellulosic material, since they comprise a pool of
enzymes with different specificities and coordinate actions
capable of disrupting these materials, Enzymatic cocktail
preparations have a broad range of advantages: they are
more ecologically friendly compared to chemicals used to
degrade lignocellulose, they can improve the hydrolysis
rate compared to single enzymes, and it is possible to
adjust the enzyme type and load to adequately hydrolyse
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each substrate, Trends suggest that bicenergy consump-
tion will continue to increase under the influence of cur-
rent renewable energy and climate change policies.
Lignocellulosic bicethanol is one the most prosperous
bicenergy and renewable sectors with the highest growth
potential in the near future. Mew approaches must be
exploited, such as enzymatic platforms focusing on the
topography and bromatological characteristics of the sub-
strate, making possible the utilization of a broad range of
lignocellulosic substrates,

Different sources of enzymes still need o be evaluated
to open up new possibilities for designing a customized
enmzymatic cocktail. In order to discover new sources of
erzymes, metagenomic tools could be applied, as well as
bioprospection of micro-organisms. Heterologous expres-
sion should also be applied with the goal of achieving
higher enzymatic activities.

Most enzymatic cocktails have been developed for
acid-pretreated corn stover (Banerjee & al. 2010}, and, in
this context, the development and optimization of new
erzymatic cocktails for the degradation of other sub-
strates with biotechnological potential is mecessary, More-
over, the advancement of research into mechanisms of
action of auxiliary enzymes and nonhydrolytic enzymes is
very important for optimization of such cockails,

From an industrial point of view, the comprehension
of enzymatic synergism is of paramount importance. This
information may lead to ways of enhancing the enzymatic
speed of conversion of biomass, reducing enzyme loads
and hydrolysis time, important factors in the cost of
hydrolysis of lignocellulosic substrates,
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO DE EXTRATOS BRUTOS PARA O
ESTABELECIMENTO DE CONSORCIOS ENZIMATICOS PARA HIDROLISE
DE BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

1. INTRODUCAO

A seguranca energética e ambiental sdo duas questdes importantes que
impulsionaram a demanda por fontes de energia alternativas e ecologicas (Zabed et al.,
2017). Por essa questdo, a biomassa lignocelulésica passou a ser alvo de pesquisas devido
asua abundéancia, facilidade de acesso e baixo custo (Zhang et al., 2018)

Nesse cenario, o Brasil apresenta vantagens devido as suas caracteristicas
favoraveis de solo, agua, relevo e clima. Isso propicia o plantio de inimeras culturas com
alta produtividade, tais como a cana-de-acucar, milho, soja (Pereira et al., 2012),
consequentemente, gerando enormes quantidades de residuos. A soja (Glycine max) e o
milho (Zea mays) sdo os principais grdos produzidos no pais. Os dois produtos
correspondem a quase 90% do que é produzido em termos de grdos (CONAB: Companhia
Nacional de Abastecimento, 2017). Além disso, o Brasil € o maior produtor de cana-de-
acucar do mundo, com safra de 633,26 milhdes de toneladas para 2017/2018 e safra
estimada para 2018/2019 com reducdo de 2,8% (CONAB: Companhia Nacional de
Abastecimento, 2018).

Os residuos lignocelulésicos sdo considerados uma grande fonte de carboidratos
para a producdo de biocombustiveis e quimicos diversos (Manfredi et al., 2018). Além
do mais, os residuos lignocelulésicos também podem ser aplicados na producdo de
enzimas microbianas, sendo fonte de carbono para os cultivos. Esta é uma forma de
minimizar os custos deste processo que ainda é bastante oneroso. A op¢do de integrar a
fabricacdo de enzimas no processo de producdo, utilizando biomassa lignocelul6sica
como fonte de carbono, € extremamente promissora. A principal vantagem é a diminuicéo
do custo, visto que a fonte de carbono (por exemplo, glicose) serd substituida por um

substrato economicamente viavel (biomassa) (Silva, Vaz e Filho, 2017).
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Para a producdo de biocombustiveis e quimicos diversos, é necessario a
desconstrucdo da biomassa lignoceluldsica, que pode ocorrer através da hidrdlise
enzimatica (Manfredi et al., 2018). As enzimas podem ser produzidas por micro-
organismos (bactérias anaerdbicas e aerdbicas, actinomicetos, fungos), plantas e animais.
Dentre os citados acima, os fungos filamentosos séo os preferidos na producdo de
enzimas, pois sdo capazes de produzir uma considerdvel diversidade de enzimas.
Atualmente, a maioria dos coquetéis comerciais sdo produzidos por espécies de
Trichoderma e Aspergillus. E incessante a busca por coquetéis enzimaticos capazes de
atuar como biocatalisadores, desconstruindo a biomassa lignocelulésica e
transformando-a em produtos de maior valor agregado (Reyes-Sosa et al., 2017,
Raghuwanshi et al., 2014).

Diante desta necessidade de producdo de enzimas, novas fontes tém sido
prospectadas e estudadas (Maitan-Alfenas, Visser e Guimarées, 2015). Para isso, se faz
necessario a realizacdo de screening enzimatico para testar a viabilidade de aplicacao
biotecnologica das enzimas prospectadas.

Um coquetel enzimatico deve ser predominantemente termoestavel, visto que a
falta de estabilidade térmica pode limitar a aplicacdo desses coquetéis. Além disso, este
deve ter em sua composicdo um namero minimo de diferentes enzimas, nas menores
concentracdes possiveis e em propor¢des O0timas. Para isso, é necessario conhecimento
detalhado da acdo sinérgica de cada enzima que compde 0 consorcio enzimatico, para que
a conversdo da biomassa alvo seja mais eficiente do que a aplicacdo individual destas
enzimas (Pengilly et al., 2015, Silva, Vaz e Filho, 2017). Ademais, fatores fisico-
quimicos tais como temperatura, pH, presenca de ions e compostos fendlicos podem
afetar diretamente o desempenho do coquetel enzimatico.

O desenvolvimento de coquetéis a partir de fungos aplicados comercialmente ou
ndo, como Aspergillus terreus, Acrophialophora nainiana, Aspergillus tamarii e
Trichoderma reesei e 0 uso de biomassa lignoceluldsica para a producdo de enzimas e
bioprodutos € uma estratégia econdémica viavel para a montagem racional de coquetéis

enzimaticos com capacidade de degradar diferentes biomassas.
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2. OBJETIVOS:

2.1. Objetivo geral:

O objetivo deste trabalho foi selecionar diferentes substratos para atuasse como
fonte de carbono para a producéo de consércio enzimatico, a partir de diferentes espécies

fungicas.

2.2. Objetivos especificos:

e Avaliar o efeito de pH, temperatura e termoestabilidade nas atividades
enzimaticas dos extratos brutos;

e Elaborar misturas racionais por meio de ferramentas estatisticas para o
desenvolvimento de um coquetel enzimatico para a degradacédo de bagaco
de cana-de-acUcar;

e Avaliar o efeito de ions e compostos fenolicos sobre o0s coquetéis
enzimaticos;

e Avaliar os coquetéis enzimaticos na hidrolise de outros substratos

lignocelulésicos, além do bagaco de cana de agucar.
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3. MATERIAL E METODOS

Fonte de carbono Fermentagdo submersa mMICro-organismos

Palha de cana, Bagaco de cana, Palha A. tamarri, A. terreus, A. nainiana e T.
de milho e Casca de soja reesei

CMC, xilana, pectina, manana, pNPG, pNPA, pNPM, pNPX, carga de proteina

Caracterizacdo bioquimica

pH4-9 temperatura 40 a 70 °C termoestabilidade a 50 °C

A 4

Selecdo de 3 extratos brutos

Determinacdo da carga de proteina na hidrélise

Planejamento de misturas simplex

Confecgdo dos consorcios enzimaticos

Caracterizacdo dos consorcios enzimaticos

- . hidrélise de compostos
termoestabilidade fons e fenolicos

Figura 2.1. Desenho experimental da metodologia utilizada para determinacdo dos
consorcios enzimaticos
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3.1 Residuos lignoceluldsicos

Os residuos utilizados neste trabalho (palha de cana, bagacgo de cana, casca de soja
e palha de milho) fazem parte da colecdo de biomassas do laboratério de Enzimologia da
UnB e foram armazenados em caixas de isopor a temperatura ambiente. Os residuos
foram pré-tratados em autoclave por 2 horas a 121 °C, lavados, secos em estufa a 55 °C,

triturados em moinho de facas e armazenados em sacos plasticos para estudos posteriores.

3.2 Manutencéo e cultivo dos micro-organismos

Os micro-organismos utilizados foram Acrophialophora nainiana, Aspergillus
terreus, Aspergillus tamarii e Trichoderma reesei. Estes micro-organismos pertencem a
micoteca do laboratério de Enzimologia da UnB e foram mantidos em criotubos,
contendo glicerol 18% (v/v) e armazenados em ultrafreezer a -80 °C.

A micoteca tem autorizacao de acesso e de remessa de amostra de componente do
patriménio genético n° 010237/2015-1, além de estar depositada no banco de micro-
organismos para controle de patégenos e plantas daninhas da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudaria (Embrapa) e registrada no Centro Mundial de Dados para Micro-
organismos (WDCM), sob o cédigo MCPPW 1128.

Os fungos A. nainiana, A. tamarii e T. reesei foram mantidos em meio sélido de
batata-dextrose-agar (BDA), enquanto que A. terreus foi mantido em meio de aveia 1%.
Os fungos foram crescidos por 7 dias a 28 °C, exceto A. nainiana que foi crescido a 40
°C.

A linhagem A. tamarii BLU37, utilizado neste trabalho, foi originalmente isolado
da compostagem natural da industria téxtil. Utilizaram-se regides de DNA ribossomal de
espacador transcrito interno (rDNA ITS), juntamente com genes de B-tubulina e
calmodulina, como marcadores moleculares conservados para identificar o fungo no nivel
da espécie (Monclaro et al., 2016).

O fungo A. terreus foi isolado da compostagem natural de residuos de uma
industria de beneficiamento de algodao, no pélo téxtil da regido do Vale do Itajai, Gaspar
- SC. Sua identificacdo morfoldgica foi realizada pelo Prof. Dr. Luis Roberto Batista, do
Laboratério de Microbiologia Agricola da Universidade Federal de Lavras, Lavras - MG.

A identificacdo molecular da cepa foi feita pela Prof2. Dra. Nadia Skorupa Parachin, do
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Laboratorio de Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias Biol6gicas, Universidade de
Brasilia (UnB) (Moreira, 2013).

O T. reesei foi isolado de madeira em decomposi¢cdo no cerrado brasileiro e
identificado com base na subunidade ribossomal 18S rRNA, amplificando as regides do
ITS 1 e ITS 4, sendo todo o trabalho de identificacdo realizado pelo Fundacdo André
Tosello — Campinas, Sdo Paulo - Brasil.

O fungo A. nainiana foi morfologicamente identificado pela Profa. Wilma Rose
Coelho Ribeiro, do Departamento de Fitopatologia da Universidade de Brasilia.

3.3 Fermentacao submersa

Os fungos A. nainiana, A. terreus, A. tamarii e T. reesei foram submetidos,
separadamente, a fermentacdo submersa, na qual foram utilizadas quatro fontes de
carbono distintas: palha de cana, palha de milho, casca de soja e bagaco de cana.

O cultivo em meio liquido foi feito em Erlenmeyer de 250 mL, com volume final
de 75 mL, contendo 1% de fonte de carbono, 1% de solucéo de esporos (1 x 10° — 108) e
meio liquido suplementado (m/v), conforme apresentado na tabela 2.1. Todos 0s meios

foram autoclavados a 121 °C por 30 min. Os cultivos foram realizados em triplicatas.

Tabela 2.1. Composi¢cdo do meio de cultura minimo usado para crescimento dos fungos

KH2PO4 0,7%,
K2HPO, 0,2%
MgSO4 7H;0 0,05%
(NH2)2S04 0,1%

Extrato de levedura 0,06%

O indculo foi obtido por meio da raspagem dos esporos das placas de Petri. Em
seguida, foram dispersos em 50 mL de solucéo salina 0,9% com 3 mL de tween 80 a 1%,
previamente autoclavados. A contagem de esporos foi realizada em camara Neubauer ao
microscopico optico.

Os cultivos em meio liquido de T. reesei, A. terreus e A. tamarii foram realizados
a 28 °C sob agitacdo constante de 120 rpm em agitador rotatério por 7 dias. O cultivo de
A. nainiana foi realizado a 40 °C, sob agitacdo constante de 120 rpm em agitador rotatdrio

por 7 dias. Apds o cultivo, o meio de cultura foi filtrado em funil do tipo Blchner com
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papel de filtro, adicionado azida sodica (NaNs) a 1% e armazenado em camara fria a 4
°C. O filtrado foi denominado extrato bruto e usado como fonte de holocelulases.

3.4 Ensaios enzimaticos

3.4.1 Determinacdo das atividades de CMCase, xilanase, pectinase e

mananase

A determinagéo das atividades de CMCase, xilanase, pectinase e mananase foi
feita pela incubacdo de 5 uL de extrato bruto com 10 uL de substratos
(carboximetilcelulose, xilana de aveia, pectina de fruta citrica e galactomanana,
respectivamente na concentracdo de 1%) a 50 °C por 30 minutos. A reacdo foi
interrompida com a adi¢do de 30 pL &cido 3,5-dinitro-salicilico (DNS) na mistura de
reacao e posterior incubacgéo a 97 °C por 10 minutos, seguido de diluicdo com 150 uL de
agua, conforme descrito por Miller (1959) e adaptado por Vale (2012). As leituras de

absorbancia foram realizadas a 540 nm.

3.4.2. Determinacéo da atividade de avicelase

A determinacdo da atividade de avicelase foi realizada em tubos de ensaios,
contendo 50 pL de extrato bruto e 50 pL de avicel (celulose microcristalina) a 1%, e
incubados a 50 °C por 30 minutos em banho-maria sob agitacdo (Ghose, 1987). A reacao
foi interrompida com a adicdo de 30 pL &cido 3,5-dinitro-salicilico (DNS) na mistura de
reacao e posterior incubacédo a 97 °C por 10 minutos, seguido de diluicdo com 150 pL de
agua, conforme descrito Miller (1959). As leituras de absorbancia foram realizadas a 540

nm.

3.4.3. Determinacéo da atividade de FPase

A determinacdo da atividade de Fpase foi realizada conforme Ghose (1987).
Foram adicionados 250 pL de enzima, 25 mg de papel whatman n°® 1, 500 pL de tampéo
acetato de sodio a 50 mM, pH 4,8, em tubos de ensaios e incubados a 50 °C por 30 min
em banho-maria. A reacdo foi interrompida com a adi¢do de 30 pL acido 3,5-dinitro-

salicilico (DNS) na mistura de reagdo, seguido de incubacéo a 97 °C por 10 minutos, com
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posterior diluicdo usando 150 pL de agua, conforme descrito por Miller (1959). As
leituras de absorbancia foram realizadas a 540 nm.

3.4.4. Determinacdo das atividades de p-xilosidase, pB-glicosidase, f-

manosidase e a-arabinofuranosidase

As atividades de pB-xilosidase, [-glicosidase, p-manosidase e o-
arabinofuranosidase foram determinadas empregando-se substratos sintéticos (pNPX
PNPG, pNP-man e pNPA, respectivamente), conforme Wood e Bhat (1988). O ensaio foi
realizado em microplaca com 5 pL de enzima, 25 pL de substrato (concentracao final de
5 mM preparado em tampé&o acetato de sédio pH 4,8) e 45 uL de tampéo acetato de sodio
pH 4,8 a 100 mM, incubados por 30 min a 50 °C. A reac¢éo foi interrompida pela adicao
de 100 pL carbonato de sddio. As leituras de absorbancia foram realizadas a 430 nm.

Uma unidade de enzima foi definido como sendo a quantidade de enzima que
libera 1 mg de acucar redutor por 1 minuto de reacdo. As atividades enzimaticas foram
expressas como pumol de produto formado por minuto (UI) e por mL de solugdo
enzimatica. As curvas-padrdes foram determinadas com seus respectivos padroes (D-
xilose, &cido D-galacturdnico, D-glicose e D-manose no intervalo de concentracédo de 0,2
- 1,2mg/mL e pNP variando de 0,016 a 0,2 umol/mL). Todos os ensaios foram realizados
em triplicata. As leituras foram realizadas em leitor de placa SpectraMax M2e, Molecular
DevicesCo., EUA.

Para 0 branco da enzima, o substrato foi substituido por agua destilada. Em

contrapartida, para o branco do substrato a enzima foi substituida por agua destilada.

3.5. Dosagem de glicose

A glicose liberada durante a hidrélise foi estimada pelo método da glicose-oxidase
(Trinder, 1969), usando o kit da Doles reagente. O ensaio de determinacgéo de glicose foi
realizado em tubo de ensaio contendo 10 puL da amostra e 1 mL do reagente de cor,
incubados por 5 min a 37 °C. As leituras de absorbancia foram realizadas a 510 nm em

leitor de placa (SpectraMax M2e, Molecular DevicesCo., EUA).
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3.6. Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método descrito por Bradford
(1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA-Sigma) como padrédo. Um volume de
160 pL de amostra foi adicionado a 40 uL do reagente de Bradford. Realizou-se a leitura
de absorbancia das amostras a 595 nm em leitor de placa (SpectraMax M2e, Molecular
DevicesCo., EUA).

3.7. Efeito da temperatura e pH

Para determinacdo dos efeitos de pH na atividade enzimatica, os extratos brutos
foram incubados a 50 °C, numa faixa de pH variando entre 3,0 — 9,0 com intervalo de pH
de 0,5. Os seguintes tampdes foram usados: acetato de sodio (pH 3,0 — 6,0), fosfato de
sodio (6,0 — 7,0) e tris-HCI (7,0 — 9,0). Todos os tampdes foram usados na concentragdo
de 50 mM.

O efeito da temperatura na atividade enzimatica foi avaliado no intervalo de
temperatura de 30 a 80 °C (A = 10 °C). A determinacgéo das atividades enzimaticas foi

realizada conforme descrito no item 3.4, deste capitulo.

3.8. Determinacao da Termoestabilidade

Para avaliacdo da termoestabilidade das atividades enzimaéticas dos extratos
brutos, as amostras foram incubadas em banho-maria a 50 °C e aliquotas foram retiradas
nos intervalos de tempo para quantificacdo da atividade residual. Os ensaios enzimaticos

foram realizados conforme o item 3.4.

3.9. Hidrdlise enziméatica

Para 0s experimentos de hidrolise enzimatica, as condicGes usadas foram:
agitacdo de 120 rpm, 50 °C e tampdo acetato de sodio, pH 5,0 a 50 mM. Foram usados
Erlenmeyers de 125 mL, 1% de fonte de carbono (bagaco de cana, palha de cana, casca
de soja, palha de milho ou LCC - Lignin carbohydrate Complex) e a carga de proteina foi

de 2 mg por grama de biomassa. Todos os experimentos de hidrolise foram realizados em
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triplicata. Aliquotas foram retiradas em intervalos regulares de tempo e analisadas com
relagdo a liberacdo de acUcares redutores totais pelo método de DNS (Miller, 1959) e a

glicose produzida conforme o item 3.5.

3.10. Determinacao da carga de proteina para hidrolise enzimatica

Foram realizadas hidrolises de bagaco de cana de agucar (1%) com carga de 0,5;
1; 2; 4 e 8 mg de proteina por grama de biomassa, com trés extratos brutos selecionados.
Aliquotas foram retiradas em intervalos regulares de tempo e analisadas com relacdo a
liberacdo de acUcares redutores totais pelo método de DNS (Miller, 1959), e a glicose
produzida conforme o item 3.5.

3.11. Planejamento de mistura para hidrolise enzimatica

A tabela 2.2 descreve a estratégia de planejamento simplex das misturas para

estabelecimento de consorcios enzimaticos.

Tabela 2.2. Planejamento de misturas para a hidrolise enzimatica.

Mistura CSTR PCAT BCAT
1 100% - -

2 - 100% -

3 - - 100%
4 50% 50% -

5 - 50% 50%

6 50% - 50%

7 33,3% 33,3% 33,3%
8 - - -

CSTR: T. reesei cultivado em casca de soja, PCAT: A. terreus cultivado em palha de cana e BCAT: A.

terreus cultivado em bagaco de cana.

O programa Design Expert 10 foi utilizado para o planejamento de misturas e,
mediante os resultados obtidos neste experimento, uma segunda rodada de planejamento
simplex foi elaborada para novos pontos de misturas para a otimizacdo da hidrdlise

enzimatica. Os novos pontos sdo descritos na tabela 2.3.
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Tabela 2.3. Planejamento de misturas para a segunda rodada de hidrélise enzimatica.

Mistura CSTR PCAT BCAT
1 33% 33% 33%

2 50% 15% 35%

3 65% 10% 25%

4 45% 10% 45%

5 60% 5% 35%

6 20% 75% 5%

7 30% 60% 10%

8 0% 0 - 50%

CSTR: T. reesei cultivado em casca de soja, PCAT: A. terreus cultivado em palha de cana e BCAT: A.

terreus cultivado em bagago de cana.

3.12. Efeito dos compostos fenolicos

O efeito dos compostos fenolicos nas atividades enzimaticas foi avaliado
utilizando os seguintes reagentes: vanilina e acido tanico (dissolvidos em agua), acido 4-
hidroxibenzdico, acido feralico, acido p-cumarico e acido cindmico (dissolvidos em
etanol 50%). As amostras enzimaticas foram pré-incubadas com os compostos fenolicos
na concentragdo de 1 mg/mL, em temperatura ambiente (+ 28 °C) por 20 min e 48h a 50
°C. Em seguida, foram realizados microensaios enzimaticos para a determinacdo de
atividade conforme descrito no item 3.4.1. Os resultados foram expressos em atividade
relativa. Como controle, os fenois foram substituidos por agua ou etanol 50%. Os ensaios

foram realizados em triplicata.

3.13. Efeito de ions metélicos e EDTA

A influéncia dos ions metalicos e EDTA na atividade enzimatica foi avaliada pela
pré-incubacdo das amostras enzimaticas por 20 min a temperatura ambiente (+ 28 °C) na
presenca de diversos compostos em concentracdes finais de 1 e 10 mM. Os ions utilizados
foram: CaCl,, CoCl,, CuSOs, FeCls, FeSOa, KCI, MgCl., MgSOa4, NaCl, ZnSO4 e EDTA.
Foram realizados microensaios enzimaticos para a determinacdo da atividade enzimatica
conforme item 3.4.1. Os resultados foram expressos em atividade relativa. Como

controle, os ions foram substituidos por dgua destilada
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3.14. Verificagao do efeito de sinergismo

Os consorcios 1, 4 e 6 foram avaliados com relagcdo ao seu efeito sinéergico.
Portanto, a hidrélise foi realizada em bagaco de cana-de-agUcar seguindo as condicfes
descritas no item 3.9, com dosagem final de 2 mg de proteina por grama de biomassa.

O grau de sinergismo foi calculado de acordo com a equagdo 1 apresentada
abaixo, para comparar a atividade do consoércio enzimatico com a soma das atividades

dos extratos brutos individualmente (Méndez Arias et al., 2016).

Sinergismo: Rendimento (consorcio enzimatico) Y 2 mg/g Eq. (1)

Rendimento dos extratos brutos (CSTR) + (PCAT) + (BCAT) > 2 mg/g

3.15. Hidrélise enzimatica em diversos substratos com consércios

enzimaticos e extratos brutos

Os substratos lignoceluldsicos hidrolisados foram palha de cana, casca de soja,
palha de milho e LCC (Lignin Carbohydrate Complex). Os extratos brutos utilizados na
hidrolise foram CSTR — (T. reesei cultivado em casca de soja), PCAT — (A. terreus
cultivado em palha de cana) e BCAT — (A. terreus cultivado em bagago de cana). Os
consorcios enzimaticos utilizados foram 1, 4 e 6. As hidrdlises enzimaticas foram
realizadas seguindo as condi¢des descritas no item 3.9 com dosagem de 2 mg de proteina

por grama de biomassa.

3.16. Caracterizacao dos substratos lignocelulésicos

3.16.1. Analise bromatolégica

Os substratos lignoceluldsicos (bagaco de cana-de-agucar, palha de cana, palha de
milho e casca de soja) foram submetidos a processo de remogéo de extrativos, utilizando
o0 extrator de Soxhlet. As biomassas foram lavadas primeiro em agua e depois em etanol
95%, cada lavagem com duragédo de 24 h. Depois foram secas a 65 °C, e submetidas a

hidrolise com &cido sulfarico. Foram primeiramente hidrolisadas com &cido sulfarico
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72% (m/m) a 30 °C por 1 hora. Em seguida, o &cido foi diluido para concentracéo final
de 4% (m/m) e todo o material foi autoclavado por 2 h a 121 °C. O material foi filtrado e
a parte sélida foi utilizada para quantificacdo de lignina &cido-insolavel (65 °C) e teor de
cinzas (575 °C). A fragdo de lignina acido-soluvel foi determinada por espectrofotometria
(Sluiter, Amie et al., 2008). Os carboidratos solubilizados durante a hidrolise &cida foram
quantificados por cromatografia liquida de troca anidnica de alto desempenho acoplada
ao detector de pulso amperométrico (HPAEC-PAD) em um sistema de cromatografia
Dionex ICS3000 lon Chromatography DC System (Dionex Co., Sunnyvale, CA, EUA),
utilizando coluna e pré-coluna CarboPac PA-1. As corridas cromatograficas foram
realizadas a 20 °C com fluxo de 0,2 mL/min. As amostras foram eluidas com gradiente
linear de 15 — 22 mM de NaOH (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) durante 30
minutos. A coluna foi lavada com 200 mM NaOH por 5 minutos seguido de uma etapa
de reequilibrio com 15 mM NaOH por 15 minutos durante as injecGes sucessivas. Xilose,
arabinose, glicose, galactose e manose (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), com
concentracdo variando de 1.25 — 60.0 pg/mL, foram utilizados como padrdes na

construcdo da curva de calibragéo (Silva, 2018).

3.16.2. Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada com o objetivo de
visualizar as estruturais das biomassas (palha de cana, bagago de cana, casca de soja e
palha de milho, preparadas conforme o item 3.1 deste capitulo). As amostras foram
submetidas a secagem a 65 °C, metalizadas em equipamento Sputter Coater SCD 050
(Balzers, Alemanha) e visualizadas em microscépio eletrdnico de varredura modelo JMS
7001F (JEOL, Japdo) utilizando voltagem de 15 kV.

3.17. Andlise estatistica
As andlises estatisticas utilizadas para se comprovar a diferenca entre 0os pontos
de hidrélise e os tratamentos foram feitas através do software Statistic 10, os dados foram

submetidos a ANOVA com post-hoc teste LSD Fisher com nivel de significancia de
0,05%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Screening dos extratos brutos enzimaticos

A primeira etapa deste trabalho consistiu em realizar um screening das atividades
enzimaticas dos extratos brutos provenientes do cultivo em fermentacdo submersa por 7
dias com os seguintes fungos: A. terreus, A. nainiana, T. reesei, A. tamarii, em diferentes
substratos (Palha de cana, Bagaco de cana, Casca de soja e Palha de milho). Foram
obtidos 16 extratos brutos, os quais foram denominados primeiramente pela fonte de
carbono, PC - Palha de cana, BC - Bagaco de cana, CS - Casca de soja e PM - Palha de
milho, seguido do fungo, AT — A. terreus, AN — A. nainiana, TR — T. reesei e AO — A.
tamarii.

Apos o término do cultivo, os extratos brutos foram filtrados e quantificados com
relagdo a proteinas e as seguintes atividades enzimaticas: CMCase, xilanase, pectinase,
mananase, avicelase, Fpase, arabinofuranosidase, p-xilosidase, P-mananase ¢ -
glicosidase.

Os resultados seguem expressos em atividade especifica (Ul/mg) e proteinas
(ug/mL) (tabela 2.4 e 2.5).

O screening enzimatico foi realizado visando uma avaliacdo completa dos perfis
enzimaticos dos extratos brutos. Ao usar diferentes biomassas lignocelulésicas como
substratos foi possivel induzir atividades holoceluloliticas distintas, pois cada fonte de
carbono apresenta uma constituicdo bromatoldgica particular. Por exemplo, a palha de
cana apresentou maior proporcdo de celobiose em relacdo aos demais substratos,
enquanto que a maior proporcao de glicose foi observada na palha de milho. O item 4.11
discute a constituicdo bromatoldgica dos substratos lignocelul6sicos usados nesse estudo.
Estudos com T. reesei descrevem que o proteoma analisado sob diferentes condi¢es, a
quantidade e os tipos de proteinas secretadas sdo alterados devido a fonte de carbono para
crescimento do fungo (Stappler et al., 2017).

E necessario explorar substratos de baixo custo para a producdo de enzimas e, 0s
agro-residuos representam uma opcao para tal objetivo (Ahmed et al., 2016). Neste
trabalho, optou-se por fazer a inducdo das enzimas com fontes de carbono
lignocelulésicas, visando a produgdo de um coquetel enzimatico de baixo custo. Além

dos residuos lignoceluldsicos utilizados neste trabalho (bagaco e palha de cana, casca de
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soja e palha milho), outros trabalhos testaram como fonte de carbono o farelo de arroz,
palha de trigo, caule de banana, residuos de eucalipto, casca de laranja, maca, entre outros,
e diferentes enzimas foram secretadas, demonstrando o potencial dos micro-organismos
em secretar diferentes enzimas quando cultivados em diferentes fontes de carbono
lignocelulésicas (Anwar, Gulfraz e Irshad, 2014).

A atividade mais expressiva de pectinase ocorreu quando T. reesei foi cultivado
em casca de soja (8,6 Ul/mg). Para Gomes (2017), a maior atividade de pectinase foi
observada quando Clonostachys byssicola foi cultivado em casca de soja, também foi
utilizado sabugo de milho, engaco de bananeira e bagaco de cana-de-aclcar. Segundo
Schirmer-Michel et al. (2008), 30% da casca de soja é constituida de pectina, o que induz
a producéo de pectinases. As outras fontes de carbono também induziram alta atividade
de pectinase em T. reesei, demonstrando que este fungo apresenta potencial para
producdo desta enzima (7,9; 7,6 e 7,2 Ul/mg em bagaco de cana, palha de milho e palha
de cana, respectivamente), conforme dados mostrados na tabela 2.4.

Dentre os quatro fungos avaliados, as maiores atividades de xilanase e CMCase
foram observadas nos extratos brutos produzidos por A. terreus, em todos 0s substratos,
conforme também demonstrado na tabela 2.4. Além disso, a maior producdo das duas
enzimas ocorreu quando o A. terreus foi cultivado em bagaco de cana (17,5 Ul/mg para
xilanase e 7,7 Ul/mg para CMCase), seguido de palha de milho, palha de cana e casca de
soja (13,5; 13,5 e 9,0 Ul/mg para xilanase e para 6,7; 5,3 e 3,6 Ul/mg para CMCase nesta
ordem). A elevada producdo de xilanases de A. terreus cultivado em casca de soja e
bagaco de cana estdo de acordo com os dados previamente descritos por Moreira (2013).
No trabalho de Moreira (2013), A. terreus foi cultivado em bagaco de cana, casca de soja
e “piolho de algoddo” (residuo proveniente do descarocamento do algoddo). A maior
atividade volumétrica xilanolitica foi obtida quando o fungo foi cultivado em casca de
soja e a maior atividade de CMCase foi obtida quando cultivado em bagaco de cana.

No trabalho de Siqueira (2010), as atividades de CMCase e xilanase do A. terreus
cultivado em bagaco de cana com as mesmas condi¢cdes deste trabalho apresentaram
atividade de CMCase 7,3 Ul/mg levemente inferior ao encontrado neste trabalho e a

atividade de xilanase foi de 55 Ul/mg, superior ao encontrado nesta tese.
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Tabela 2.4. Atividades enziméticas especificas (Ul/mg) dos extratos brutos.

Fungos Fonte de carbono  Pectinase Mananase Xilanase CMCase Avicelase FPase
A. terreus Palha de cana 2,51 + 004 1,25 £ 0,27 13,51 £ 0,29 5,25 + 0,46 0,58 + 0,06 1,67 £0,10
Casca de soja 4,79 +0,19 2,01 £0,05 8,97 £ 0,37 3,56 £ 0,05 0,29 £ 0,06 1,09+0,18
Palha de milho 0,00 1,44 £ 0,21 13,54 £ 0,85 6,67 £ 0,10 1,10 £ 0,00 3,75+0,16
Bagaco de cana 0,00 0,00 17,51 +0,12 7,70 + 0,33 0,61+0,16 3,92 +0,16
A. tamarii Palha de cana 2,34 £ 0,16 2,52 £0,33 7,43 +£0,19 2,46 £ 0,58 0,26 £ 0,09 1,55+ 0,39
Casca de soja 2,88+£0,18 4,72 + 0,06 4,50 + 0,29 1,51 +£ 0,04 0,18 £ 0,02 1,35+0,14
Palha de milho 1,30 £ 0,09 0,72+0,16 4,45+ 0,23 1,20 £ 0,16 0,10 £ 0,02 0,90 £0,13
Bagaco de cana 0,88 + 0,36 0,00 6,43 + 0,09 2,12 + 0,14 0,20 + 0,08 1,29 +£0,16
A. nainiana Palha de cana 1,49 £ 0,37 1,06 £ 0,25 5,53+0,39 2,12 £ 0,39 0,37 £ 0,06 1,33 +£0,02
Casca de soja 1,66 £ 0,09 3,41 +0,48 7,80 £ 0,42 3,33+ 0,07 0,33 +0,08 1,89+0,11
Palha de milho 0,00 0,00 4,63 £ 0,30 2,02 £ 0,23 0,19 + 0,06 0,97 £ 0,04
Bagaco de cana 0,00 0,00 5,85+ 0,17 2,78 + 0,40 0,24 + 0,02 1,42 + 0,20
T. reesei Palha de cana 7,16 + 0,52 3,10 £ 0,04 3,89 + 0,04 1,77 +£0,01 0,38 + 0,05 1,68 + 0,06
Casca de soja 8,58 + 0,42 3,41+0,11 4,12 £ 0,17 1,69 £ 0,13 0,47 £ 0,04 2,00 £ 0,09
Palha de milho 7,58 + 0,63 3,20 £ 0,28 4,13 +£0,28 1,70 £ 0,01 0,48 + 0,02 2,00 £ 0,15
Bagaco de cana 7,91 +0,74 3,71+ 0,26 6,13 + 0,55 2,32+0,11 0,40 + 0,05 2,54 + 0,09
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A producéo de celulases tem sido descrita em muitas espécies de Aspergillus. A.
terreus tem sido reportado como produtor de celulases (Sohail, Ahmad e Khan, 2016,
Mirzaakhmedov et al., 2007, Gao et al., 2007). Assim, além de se destacar na atividade
de CMCase, também se destacou nas atividades de avicelase, FPase (tabela 2.4) e B-
glicosidase (tabela 2.5). As atividades mais significativas de FPase e -glicosidase foram
produzidas por A. terreus quando cultivado em bagaco de cana (3,9 Ul/mg) e palha de
cana (3,6 Ul/mg), respectivamente. No trabalho de Siqueira (2010), a atividade de Fpase
e avicelase de A. terreus, quando cultivado em bagaco de cana, foi de 5,2 Ul/mg e 0,16
Ul/mg, respectivamente.

Apesar do bagaco e palha de cana conterem niveis significativos de lignina
comparado com a casca de soja e palha de milho (item 4.11), esse fator parece néo ter
influenciado a producdo de enzimas, uma vez que as maiores atividades de holocelulases
foram encontradas no bagaco de cana.

Sohail, Ahmad e Khan (2016) também exploram o potencial de A. terreus MS105
na producdo de celulases por meio do cultivo em bagago de cana, sabugo de milho e
grama, tanto por fermentacdo em estado sélido (SSF) quanto por fermentacdo submersa
(Smf). Os meios de cultivo (SSF - SmF) influenciaram as respostas, assim como a fonte
de carbono. A maior atividade de endoglicanase (0,55 Ul/mL) foi obtida quando A.
terreus foi cultivado em bagaco de cana de acucar (SSF), assim como observado neste
trabalho e no trabalho de Moreira (2013). Para a atividade de B-glicosidase, 0s maiores
resultados foram obtidos por fermentacdo submersa quando cultivado em sabugo de
milho e grama (Sohail, Ahmad e Khan, 2016). Fica evidente que o A. terreus tem
potencial em produzir celulases em diferentes substratos lignocelulésicos.

A maior atividade de mananase foi obtida quando o fungo A. tamarii foi cultivado
em casca de soja (4,7 Ul/mg), seguido de T. reesei em bagaco de cana (3,7 Ul/mg) (tabela
2.4). Para Costa (2017), a casca de soja é uma fonte de carbono indutora de mananase,
em virtude da grande quantidade de manana presente na estrutura do residuo. Cabe
ressaltar que dentre os residuos analisados a casca de soja foi a Gnica a apresentar manose

em sua composicao, resultado apresentado no item 4.11.
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Tabela 2.5. Atividades enzimaticas especificas (UI/mg) dos extratos brutos e quantificacdo de proteinas totais.

Fungos Fonte de carbono pNPGase pNPase pNPMase pNPXase Bradford
A. terreus Palha de cana 3,64 £ 0,09 1,51 +£0,12 0,00 0,83 £0,02 0,05+ 0,00
Casca de soja 1,94 +£0,12 2,69 + 0,04 0,00 0,76 + 0,05 0,08 + 0,00
Palha de milho 1,85+ 0,08 1,16 £ 0,04 0,00 0,41+ 0,04 0,04 £ 0,00
Bagaco de cana 1,51 £ 0,05 0,40 + 0,09 0,00 0,33+0,01 0,03 + 0,00
A. tamarii Palha de cana 0,73+0,10 0,41 +0,01 0,00 0,20 + 0,01 0,09 + 0,00
Casca de soja 1,65+ 0,16 0,80 + 0,01 0,00 0,10+ 0,01 0,16 + 0,00
Palha de milho 0,44 + 0,02 0,20 +0,02 0,00 0,25+ 0,01 0,16 + 0,00
Bagaco de cana 0,54 + 0,02 0,12 + 0,03 0,00 0,18 + 0,01 0,09 + 0,00
A. nainiana Palha de cana 0,48 £0,03 0,04 £0,03 0,00 0,03 +£0,03 0,08 £ 0,00
Casca de soja 0,71 £ 0,05 0,03 £ 0,02 0,00 0,07 £ 0,02 0,07 £ 0,00
Palha de milho 0,41 + 0,03 0,12 +0,01 0,00 0,09 + 0,01 0,09 £ 0,00
Bagaco de cana 0,83 + 0,02 0,08 + 0,02 0,00 0,12 + 0,02 0,07 £ 0,00
T. reesei Palha de cana 1,70 £ 0,06 3,00 £ 0,03 0,02 £ 0,01 0,23 £ 0,00 0,20 £ 0,01
Casca de soja 1,73+0,01 3,19 + 0,07 0,20 £ 0,02 0,13 + 001 0,20 £ 0,01
Palha de milho 1,74 £ 0,09 3,34 £ 0,02 0,00 0,18 + 0,02 0,21 + 0,00
Bagaco de cana 2,23+0,13 2,54 + 0,09 0,04 + 0,02 0,28 + 0,03 0,12 + 0,00

pNPGase: B-glicosidase; pNPase: arabinofuranosidase; pNPMase: B-manosidase; pNPXase: -xilosidase
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Com relagdo a atividade de B-xilosidase, a maior atividade foi também observada
nos extratos brutos produzidos por A. terreus (tabela 2.5). Os substratos que induziram
maiores atividades dessa enzima por A. terreus foram a palha de cana, seguido de casca
de soja, palha de milho e, por Gltimo, bagaco de cana. Trabalho como o de Chakrabarti e
Ranu (1995) relata o potencial do A. terreus em produzir B-xilosidase (12,9 Ul/mg no
extrato bruto).

Pode-se observar na tabela 2.5 que o fungo T. reesei apresentou as maiores
atividades de B-manosidase e arabinofuranosidase. Esses resultados, somados & alta
atividade de pectinase, demonstra o potencial do T. reesei em secretar altos niveis de
diferentes enzimas. Peciulyte et al. (2014), ao analisarem o sobrenadante do cultivo de T.
reesei encontraram celulases, hemicelulases, outras glicosil hidrolases, ligninases,
enzimas da familia AA9, swolenina, entre outras.

Cabe ressaltar que a producdo industrial de enzimas celuloliticas €
predominantemente realizada por T. reesei. Olsson et al. (2003) usaram celulose e polpa
de beterraba como fonte de carbono para a producdo de enzimas e descreveram que a
esporulacdo, a producdo de proteinas e a atividade enzimatica foram dependentes da
natureza do substrato. Os autores verificaram ainda que as atividades de endoglicanase e
endoxilanase foram produzidas ao longo do cultivo (141 h), enquanto a atividade de
arabinosidase s6 pode ser mensurada a partir de 34 h de cultivo. Em contrapartida, a
atividade de pectinase oscilou ao longo do cultivo.

Avaliando-se as atividades especificas dos extratos brutos estatisticamente
(ANOVA), cabe ressaltar que o extrato bruto de T. reesei cultivado em casca de soja
apresentou as maiores atividades de pectinase e -manosidase (p < 0,05). O extrato de A.
terreus cultivado em bagaco de cana apresentou as maiores atividades de xilanase,
CMCase e avicelase, exceto a atividade de FPase que ndo diferiu de A. terreus cultivado
em palha de milho. A. terreus cultivado em palha de cana apresentou as maiores
atividades de B-xilosidase e B-glicosidase apresentando p < 0,05.

O intuito deste trabalho era producdo de consércio enziméatico mediante
combinacdo dos extratos brutos, assim, o screening serviu de ferramenta para escolher 0s
extratos brutos que apresentavam melhor desempenho de atividade. Um exemplo
conhecido da importancia do screening enzimético estd na formulagdo de coquetéis
enzimaticos utilizando extratos brutos de T. reesei, um micro-organismo muito utilizado
para a producdo de enzimas hidroliticas. Entretanto, T. reesei apresenta baixa atividade

de B-glicosidase (Juhasz, Egyhazi e Réczey, 2005). A suplementacdo dessa enzima em
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coqueteis enzimaticos é uma estratégia adotada para compensar a baixa atividade (Ma e
Ruan, 2015; Xiao et al., 2004). Assim o que se almejou foi escolher extratos brutos que
possam ser complementares entre si e capazes de atuar sinergicamente na hidrolise
enzimatica.

Como demostrado pelos resultados, nota-se que o uso de residuos agricolas como
fonte de carbono pode influenciar a producdo de enzimas. Essa estratégia se mostrou
eficaz para o estabelecimento de consércios enzimaticos, uma vez que o perfil enzimatico
foi diferente entre os extratos brutos. Entretanto, para a producdo de enzimas em larga
escala, a compreensdo e controle de pardmetros, como a natureza do substrato
lignocelul6sico, o pH do meio, a disponibilidade de nutrientes, a temperatura de
fermentacdo, entre outras, sdo essenciais (Singhania et al., 2010).

Aliados aos residuos lignocelulosicos, esses parametros também sdo fontes para
a prospeccdo de novas enzimas (Maitan-Alfenas, Visser e Guimardes, 2015). A
prospeccao de novas enzimas € extremamente importante, ndo somente para a busca por
enzimas mais eficientes, como também para a melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos na degradacdo dos polimeros que constituem a parede celular vegetal (Gomes,
2017). Nesse sentido, os micro-organismos utilizados (A. nainiana, A. terreus, A. tamarii

e T. reesei) foram isolados de diferentes locais e residuos.

4.2. Estudo do efeito do pH, temperatura e termoestabilidade na atividade

enzimatica dos extratos brutos.

A temperatura, assim como o pH e a estabilidade térmica das enzimas séo fatores
importantes a serem caracterizados, uma vez que podem afetar positiva ou negativamente
0 desempenho das enzimas. Desta forma, visando a possivel aplicacdo industrial dos
extratos brutos, estes parametros também foram avaliados.

As atividades de xilanase e CMCase dos extratos brutos provenientes dos cultivos
em diferentes fontes de carbono foram testados quanto ao pH e a temperatura (tabela 2.6).
A termoestabilidade de CMCase estd demonstrada na tabela 2.7.

Com relacdo a atividade de xilanase, observou-se maior atividade entre os pHs
4,5 e 6,0, e 60 'C para todos os extratos brutos avaliados. O extrato bruto de T. reesei

apresentou maior atividade no intervalo de 40-60 ‘C.
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Tabela 2.6. Caracterizacdo fisico-quimica das atividades de CMCase e xilanase presentes

nos extratos brutos avaliados.

Xilanase CMCase
Fungos Fonte de carbono  pH Temperatura pH Temperatura
(°C) (°C)
Palha de cana 4,5 60 4,0 40 — 50
A. terreus Casca de soja 45 60 40-45 40-60
Palha de milho 55 60 4,0 40 - 60
Bagaco de cana 4,5 60 40-45 40-50
Palha de cana 4,5 50 4,0 40 — 50
- Casca de soja 4,5 60 4,0 40
A.-tamaril  pajhade milho 55 60 4.0 40 - 50
Bagaco de cana 4,5 60 4,0 50
Palha de cana 55 60 4,0 50
A.nainiana  Casca de soja 5,5 60 4,0 50 — 60
Palha de milho 5,0 60 55 50
Bagaco de cana 6,0 60 45-55 50
Palha de cana 5,0 40 -60 4,0 50
_ Casca de soja 6,0 40 - 60 50 50
T. reesel Palha de milho ~ 5,5/6,0 40— 60 4,0 50
Bagaco de cana 4,5 40 - 60 40-45 50

A atividade de CMCase variou de 40 a 60 °C em todos 0s extratos brutos

avaliados, e o pH variou de 4,0 a 5,5. Grande parte das celulases apresentam atividade

Otima com temperatura variando entre 45-55 °C e pH entre 4,0 - 5,0 (Galbe e Zacchi,
2002; Talebnia, Karakashev e Angelidaki, 2010).

Enzimas naturalmente termoestaveis sdo desejaveis do ponto de vista industrial,

assim ndo ha necessidade de investir no engenheiramento para estabilizar as enzimas em

temperaturas mais altas (Asial et al., 2013). Todos 0s extratos brutos apresentaram

termoestabilidade acima de 72 h para a atividade de CMCase a 50 °C, 0 que evidencia o

potencial biotecnoldgico dos extratos brutos caracterizados neste trabalho. Com 72 h de

incubacdo nenhum dos extratos brutos atingiu o tempo de meia vida (tabela 2.7).
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Tabela 2.7 Termoestabilidade dos extratos brutos com relagdo a atividade de CMCase (Ul/mL).

Fungos Fonte de carbono 1h DP 24h DP 72h DP 168h DP
Palha de cana 0,261 0,010 0,257 0,010 0,262 0,024 0,261 0,025
A terreus Casca de so_ja 0,277 0,006 0,267 0,021 0,252 0,028 0,274 0,015
' Palha de milho 0,246 0,003 0,243 0,008 0,278 0,009 0,258 0,023
Bagaco de cana 0,225 0,023 0,228 0,018 0,206 0,034 0,232 0,029
Palha de cana 0,165 0,029 0,140 0,008 0,129 0,007 0,127 0,085
A tamarii Casca de sqja 0,274 0,015 0,229 0,029 0,180 0,014 0,136 0,038
' Palha de milho 0,154 0,031 0,142 0,003 0,145 0,010 0,094 0,024
Bagaco de cana 0,168 0,016 0,141 0,003 0,131 0,029 0,124 0,011
Palha de cana 0,129 0,012 0,096 0,000 0,102 0,010 0,108 0,010
A nainiana Casca de sqja 0,199 0,021 0,176 0,004 0,173 0,008 0,151 0,055
' Palha de milho 0,154 0,014 0,160 0,006 0,140 0,007 0,107 0,021
Bagaco de cana 0,176 0,008 0,149 0,005 0,166 0,024 0,158 0,013
Palha de cana 0,348 0,002 0,281 0,045 0,280 0,010 0,227 0,024
T reesei Casca de sqja 0,345 0,027 0,311 0,012 0,319 0,014 0,216 0,025
' Palha de milho 0,354 0,001 0,348 0,027 0,253 0,020 0,286 0,013
Bagaco de cana 0,284 0,014 0,256 0,012 0,189 0,028 0,221 0,011

DP: desvio-padrédo



Mediante os resultados apresentados anteriormente, relativos ao screening
enzimatico dos extratos brutos, bem como as caracterizacbes de pH, temperatura e
termoestabilidade, dentre os 16 extratos brutos, 3 extratos brutos foram selecionados para
a formulacdo do consorcio enzimatico. Os extratos selecionados apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas desejaveis para aplicagdes industriais, como elevada
termoestabilidade (maior que 72 horas), atividade em altas temperaturas e pHs acidos,
além de apresentar as mais altas atividades avaliadas no screening enzimatico. Os extratos
brutos selecionados foram CSTR - T. reesei cultivado na casca de soja, PCAT - A. terreus
cultivado na palha de cana e BCAT - A. terreus cultivado no bagaco de cana. As figuras
2.2, 2.3 e 2.4 apresentam detalhadamente os parametros fisico-quimicos do efeito da
temperatura e do pH, além da termoestabilidade dos extratos brutos selecionados.

Conforme mostrado na figura 2.2 as maiores atividades de pectinase e de CMCase
dos extratos brutos foram a 50 °C. Para Jaramillo (2014), a maior atividade para a
pectinase do extrato bruto de A. oryzae foi a 40 °C.

Com relacdo a atividade de xilanase, observa-se uma maior atividade a 60 °C para
todos os extratos brutos, o que vem ao encontro do resultado obtido por Solérzano Lemos
et al., (2000), no qual a méxima atividade de xilanase produzida pelo extrato bruto de A.
awamori foi a 60 °C. Siqueira (2010) ressalta que os melhores resultados do efeito da
temperatura para xilanase produzida por algumas espécies de fungos filamentosos estéo

na faixa entre 40 °C e 60 °C, o que condiz com os resultados deste trabalho.
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Figura 2.2. Efeito da temperatura na atividade enzimatica dos extratos brutos. A:
atividade de pectinase, B: atividade de CMCase e C: atividade de xilanase —#—CSTR (T.
reesei em casca de soja), PCAT (A. terreus em palha de cana) e —=— BCAT (A.

terreus em bagaco de cana).

O efeito do pH na atividade enzimatica é uma importante ferramenta para avaliar
os perfis de atuagdo dos extratos enzimaticos. Os extratos brutos selecionados mostraram-

se estaveis em uma ampla faixa de pHs, com maiores atividades em pHs &cidos (figura
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2.3). Outros pesquisadores relataram atividade maxima de CMCase de extratos brutos em
pH é&cido, como, por exemplo, em Penicillium funiculosum e A. fumigatus (Castro et al.,
2010, Lima et al., 2005). Entretanto, Penicillum sp. TG2 apresentou maior atividade em
pH 7,0. (Jung et al., 2015).

Assim como descrito no trabalho de Meryandini (2017), a xilanase (do extrato
bruto de Streptomyces) apresentou alta atividade entre os pH 5,0 e 6,0. Para Yopi e
Meryandini (2017) o Paenibacillus sp. apresentou a maior atividade de xilanase em pH
5,0.
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Figura 2.3. Efeito do pH na atividade dos extratos brutos. A: Atividade de CMCase e B:
atividade de xilanase. CSTR (T. reesei em casca de soja), PCAT (A. terreus

em palha de cana) e —=—BCAT (A. terreus em bagaco de cana).

64



As CMCases dos extratos brutos selecionados foram termoestaveis, com tempo
de meia vida superior as 72 h (fig. 2.4). Com 72 h de incubacéo, os extratos brutos de
CSTR e PCAT perderam 8% da atividade relativa, enquanto que o BCAT apresentou
100% da atividade relativa. A termoestabilidade dos extratos brutos foi avaliada por mais
tempo no item 4.6 e superou o tempo de meia vida encontrado por Sciuto (2015) de 7 dias
para atividade de CMCase de Penicillium fellutanum cultivado em casca de soja.

Ran et al., (2012) relatam o quanto a temperatura pode influenciar a eficiéncia
enzimatica. Nesse trabalho, quando aumentaram de 30 para 50 °C houve aumento da
eficiéncia da hidrolise. No entanto, com 0 aumento para 60 °C, as enzimas apresentaram

uma diminuicdo da atividade, seguido de desnaturacao.
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Figura 2.4 Termoestabilidade da atividade de CMCase dos extratos brutos CSTR
(T. reesei em casca de soja), PCAT (A. terreus em palha de cana) e BCAT (A.

terreus em bagaco de cana).

O foco deste trabalho era escolher extratos brutos que juntos pudessem estabelecer
consdrcios enzimaticos, com vista a aplicacdo na hidrélise enzimética de biomassa
lignoceluldsica. Os resultados obtidos pelas enzimas no efeito de pH e temperatura
condizem com os parametros de pH e temperatura relatados na literatura para a hidrélise
enzimatica. Na literatura encontramos varios trabalhos como os de Bussamra, Freitas e
Costa (2015) e Hu, Arantes e Saddler (2011) que realizaram a hidrdlise a 50 °C, usando
pH 4.8 e pH 5.0, respectivamente, assim como o de Ma e Ruan (2015), que atingiram
maiores rendimentos de producéo de glicose e xilose a 50 °C e pH 5,0 e ressaltam que

determinados valores de pH e temperatura podem levar a inativacdo das enzimas.
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Baseado nos resultados experimentais e na literatura, as condi¢Ges de hidrdlise
foram definidas em pH 5,0 a 50 °C e ciente que o tempo de hidrolise pode ser superior a
72 h.

4.3. Determinacdo da carga de proteinas

Normalmente as preparacdes enzimaticas sdo desenvolvidas com base em carga
de proteina (mg/g de substrato) ou atividade de Fpase (Viikari, Vehmaanpera e Koivula,
2012). Neste trabalho optou-se por adotar a carga de proteina (mg/g de biomassa), uma
vez que uma grande variedade de enzimas é requerida para atuarem sinergicamente na
desconstrucéo da biomassa lignocelulésica como um todo.

Visando-se determinar a carga de proteina empregada na elaboracdo do consorcio
enzimatico, realizou-se uma hidrolise de bagaco de cana de agicar com diferentes cargas
de proteinas, conforme mostrado na figura 2.5.

Conforme pode-se observar, quanto maior a carga de proteina, maior foi a
liberacdo de acucares redutores totais. Ao avaliar as hidrolises de todos os extratos brutos
com 48 h, as cargas de 0,5 e 1 mg ndo diferem estatisticamente na hidrdélise realizada pelo
extrato bruto de A. terreus, cultivado em palha de cana. Por sua vez, na hidrolise realizada
pelo extrato bruto de A. terreus cultivado em bagaco de cana, as dosagens de 1 e 2 mg
ndo apresentam diferencas. Entretanto, na hidrolise realizada pelo T. reesei cultivado em

casca de soja, todas as dosagens diferem entre si (ANOVA p < 0,05).
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Figura 2.5. Liberacdo de acucares redutores totais em funcdo das diferentes cargas de
proteinas (—*—0> —=—1 2 ——4 ——8 mg/grama de biomassa) usadas durante
hidrolise enzimatica de bagaco de cana-de-aglcar com 0s extratos brutos. A: A. terreus
cultivado em palha de cana, B: A. terreus cultivado em bagaco de cana e C: T. reesei

cultivado em casca de soja.
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Como ja mencionado ao longo da tese, o T. reesei é utilizado como modelo de
hidrélise enzimatica em muitos trabalhos. Se avaliarmos a liberacdo de ART (agUcares
redutores totais) pelo extrato bruto de T. reesei com relacéo a carga de enzima, notaremos
que ao dobrar a carga de 2 mg para 4 mg a liberacdo de ART aumentou em 13% (48 h).
Ao dobrar a carga de 4 mg para 8 mg o aumento da liberacdo de ART foi de 22%. Seria
justificado o uso de uma carga enzimatica maior se a liberacdo de ART fosse proporcional
ao aumento da carga, o que nédo foi o perfil observado.

Dessa forma, a carga de proteina padronizada para este trabalho foi de 2 mg de
proteina/grama de biomassa. Por se tratarem de micro-organismos selvagens, estes
apresentam uma baixa expressdo de proteinas, o que limitaria uma produgdo em grande
escala, e na literatura encontra-se trabalhos que aplicaram a mesma carga de proteina. E
com 2 mg foi possivel avaliar o desenvolvimento da hidrolise na presenca dos extratos
brutos.

Jia et al. (2015) também utilizaram em seu trabalho a carga de 2 mg de proteina
por grama de biomassa na hidrolise de bagaco de cana-de-acticar com uma endoglicanase
(Thermobifida fusca) e duas endoxilanases (Clostridium thermocellum e T. fusca). Por
outro lado, Agrawal et al., (2015) observaram que o aumento da carga de proteinas
aumentava o rendimento da hidrdlise, até a carga de 15 mg/g de biomassa. A partir dessa
concentracdo, 0 aumento da carga de proteina ndo refletiu em um aumento da taxa de
hidrolise, mostrando uma saturacdo da reacéo. Foi constatado entdo que a sacarificacao
méaxima (mais de 85%) foi conseguida com cargas variando entre 10-15 mg de proteina/g
de biomassa.

A adocdo de teste de dosagem enzimatica é extremamente importante para a
industria, pois é interessante a utilizacdo de cargas de enzimas relativamente baixas, mas
capazes de conseguir uma hidrdlise rapida e com alto rendimento (Hu, Arantes e Saddler,
2011).

4.4. Planejamento do consorcio enzimatico
Apos definidas as condigdes de hidrélise e a carga de proteina a ser utilizada, 0s

trés extratos brutos selecionados (CSTR, BCAT e PCAT) foram utilizados na producao

do consércio enzimatico. Para isso, foi adotado o planejamento de misturas simplex.
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Assim, o0s extratos brutos foram avaliados isoladamente (100%), em combinagdes
binarias (50%) e misturando os 3 extratos brutos (33%). A figura 2.6 mostra a liberacéo
de acucares redutores totais e também a liberacdo de glicose, na hidrélise de bagaco de
cana de acucar pelos consoércios enzimaticos e pelos extratos brutos.

Observa-se que ocorre uma tendéncia de estabilizacdo na liberacdo de glicose a
partir de 72 h, entretanto, com relacdo a liberagdo de ART, nota-se uma estabilizagdo
entre 48 e 72 h, depois a liberacdo de ART volta a aumentar. Na auséncia de enzima,
(linha 8 - branco), ndo ha liberacdo de glicose ou agucares redutores totais.

A maior liberacéo de glicose foi obtida pelo extrato bruto de A. terreus cultivado
em palha de cana (100% PCAT), seguido do consércio 5 (50% PCAT, 50% BCAT) e do
consorcio 4 (50% CSTR e 50% PCAT). Em ambos os consorcios, h4 presenca do A.
terreus cultivado em palha de cana que, no screening enzimatico, foi o que apresentou
atividade mais elevada de B-glicosidase (item 4.1). Em termos de liberacdo de agucares
redutores totais, as maiores liberacfes ocorreram usando 0 consércio enzimatico 4,
seguido do extrato bruto de A. terreus cultivado em palha de cana (100% PCAT).

O teste de ANOVA demonstrou que ha diferenca significativa entre os diferentes
tempos analisados durante a hidrélise (P = 0,000). Pelo teste pareado de Fisher, nota-se
que ha diferenca entre o tempo de 48 horas e os demais tempos avaliados. O tempo de 48
horas foi definido como o tempo ideal para hidrolise. Dessa forma é possivel obter uma
elevada liberacdo de acgUcares redutores totais com um tempo relativamente curto, o que
acarretard em menores custos no processo total.

O tempo usualmente descrito na literatura para a hidrolise enzimatica varia entre
48 a 72 horas. Normalmente, o tempo maximo é de 72 horas, pois os rendimentos
subsequentes ndo compensam o maior tempo de hidrélise. Bussamra, Freitas e Costa
(2015) e Buaban et al., (2010), na hidrélise de bagaco de cana, e Agrawal et al., (2015),
na hidrélise de palha de trigo, executaram hidrolises enzimaticas por 72 horas. No
trabalho de Pengilly et al., (2015), com de 72 h de hidrdlise e carga enzimatica minima,

foi possivel converter 80% da biomassa em glicose.
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Figura 2.6 Liberacdo de acUcares redutores totais (A) e glicose (B) dos consorcios
enzimaticos durante a hidrolise de bagaco de cana-de-agucar. (—— 100% de CSTR; —*—
100% de PCAT; 100% de BCAT; = 50% de CSTR e 50% de PCAT; —*— 50%
de PCAT e 50% de BCAT; —e—150% de CSTR e 50% de BCAT; 0,33% de CSTR,
0,33% de BCAT e 0,33% de PCAT e controle).
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A figura 2.7 mostra a superficie de resposta gerada pela hidrolise com 144 h de
incubac&o. E possivel observar uma coloragdo mais vermelha na parte inferior do lado
esquerdo do tridngulo, que demonstra maior liberacdo de glicose (fig. A), e na parte
central, entre os pontos 4, 2, 7 e 6, para acucares redutores totais (fig. B).

» Design Poirt=s
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Glicose (mg/mL)

Figura 2.7. Superficie de resposta do planejamento de misturas simplex referente ao
resultado da hidrolise enzimatica em bagaco de cana-de-agUcar apOs 48 horas de

incubacdo. A — acucares redutores totais e B - glicose.

O desenvolvimento dos consorcios fora baseado nos resultados a partir da
hidrélise de bagaco de cana-de-agUcar, substrato complexo, uma vez que ensaios
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enzimaticos em substratos puros podem n&o correlacionar com o real potencial hidrolitico
das enzimas. Assim, analisar o desempenho dos consorcios durante a hidrélise permite
uma melhor compreensdo da capacidade das enzimas em promover a hidrélise em

substratos complexos (Banerjee et al., 2010, Chundawat, Balan e Dale, 2008).

4.5. Novas combinacGes enzimaticas

Baseado nos resultados observados na superficie de resposta gerada pela hidrolise
do item 4.4 (Fig 2.7), novos pontos foram demarcados nas regides que apresentaram as
maiores liberaces de agUcares redutores totais, afim de avaliar novas combinagdes que
tivessem potencial para elevada liberacdo de aclcares na hidrolise do bagacgo de cana de
acucar.

Os pontos propostos para a obtencdo de maior liberacdo de ART — utilizando a
combinagdo dos extratos brutos de T. reesei cultivado em casca de soja, A. terreus
cultivado em palha de cana e A. terreus cultivado em bagaco de cana — sé@o demonstrados

na figura 2.8.
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PCAT BCAT

Figura 2.8. Pontos propostos para a segunda rodada de hidrolise para definicdo dos
melhores consorcios enzimaticos. (Ponto 1 — 33,3% de CSTR, 33,3% de PCAT e 33,3%
de BCAT,; Ponto 2 50% de CSTR, 15% de PCAT e 35% de BCAT; Ponto 3 — 65% de
CSTR, 10% de PCAT e 25% de BCAT; Ponto 4 — 45% de CSTR, 10% de PCAT e 45%
de BCAT; Ponto 5 — 60% de CSTR, 5% de PCAT e 35% de BCAT; Ponto 6 — 20% de
CSTR, 75% de PCAT e 5% de BCAT; Ponto 7 — 30% de CSTR, 60% de PCAT e 10%
de BCAT e Ponto 8 — 50% de CSTR e 50% de BCAT).

Uma nova hidrolise foi realizada usando essas novas combinagdes entre 0s

extratos brutos e os resultados estdo demonstrados na figura 2.9.
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Figura 2.9. Segunda rodada de hidrolise enziméatica em bagaco de cana-de-acUcar. A:
liberacdo de acUcares redutores totais e B: liberacdo de glicose (Ponto 1 —*— 33,3% de
CSTR, 33,3% de PCAT e 33,3% de BCAT; Ponto 2 —*— 50% de CSTR, 15% de PCAT
e 35% de BCAT; Ponto 3 65% de CSTR, 10% de PCAT e 25% de BCAT; Ponto 4
—— 45% de CSTR, 10% de PCAT e 45% de BCAT; Ponto 5 —— 60% de CSTR, 5% de
PCAT e 35% de BCAT; Ponto 6 —e—1 20% de CSTR, 75% de PCAT e 5% de BCAT;
Ponto 7 30% de CSTR, 60% de PCAT e 10% de BCAT e Ponto 8 50% de
CSTR e 50% de BCAT).

Com 72 h o consorcio 4 diferiu de todos os demais (ANOVA p < 0,05)

apresentando o maior pico de liberacdo de ART.
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Para a liberagéo de glicose, os tempos de 48 e 72 h ndo diferem entre si, tanto que
é notavel a estabilizacdo na liberacdo de glicose nesse periodo. A maior liberagcdo de
glicose foi obtida pelo consorcio 4 com 72 h de incubagdo. Assim, o consorcio 4 se
destacou na liberacdo de ART e glicose na hidrdlise de bagago de cana.

Trés consorcios enziméticos foram selecionados para uma posterior avaliacéo.
Um consércio eficiente precisa ser capaz de promover a hidrolise em diferentes residuos
lignocelulésicos e ndo apenas em bagaco de cana. Dessa forma, além do consorcio 4 (45%
de CSTR e de BCAT e 10% de PCAT), outros dois consércios foram selecionados. Esses
foram selecionados baseados nas proporgdes que continham de cada extrato bruto
apresentando proporcdes equidistantes, haja vista que ndo apresentavam diferenca na
liberacdo de ART e glicose na hidrolise de bagaco de cana-de-aclcar. Assim foi
selecionado o consorcio 1 (33% de cada extrato bruto) e o consércio 6 (75% do extrato
bruto de A. terreus cultivado em palha de cana, 25% de T. reesei cultivado em casca de
soja e 5% de A. terreus em bagaco de cana).

Diversos autores trabalham no desenvolvimento de coquetéis a partir de extratos
brutos, cada um adotando uma metodologia diferente. Méndez Arias et al. (2016), com o
planejamento de misturas, chegaram a propor¢do otima de 15% de T. harzianum 10C
3844, 50% de P. funiculosum ATCC 11797 e 35% de A. niger ATCC 1004 para a
hidrolise de bagaco de cana-de-agUcar, atingindo um rendimento de 91% apds 48 h de
hidrolise. Ja o coquetel de Shimokawa et al. (2013), para a hidrolise de polpa de madeira
de coniferas da familia Cupressaceae (sugi pulp), a proporcdo 6tima foi de 25% de A.
tubingenis e 75% de T. reesei e apds fermentacéo e sacarificagdo simultanea o rendimento
de etanol foi 76% apds 72 h de hidrdlise. Entretanto, os coquetéis estabelecidos pelos
autores ndo foram avaliados na hidrdlise de outras biomassas lignoceluldsicas, diferente
do proposto para 0s consorcios estabelecidos neste trabalho.

Antes da aplicacdo dos consércios selecionados na hidrélise de diferentes
biomassas, tanto os extratos brutos quanto os consércios foram avaliados quanto a

termoestabilidade e efeito de ions e compostos fendlicos, além do grau de sinergismo.

4.6. Termoestabilidade dos consorcios e extratos brutos

A termoestabilidade dos extratos brutos e consorcios enzimaticos sdo

apresentados na figura 2.10.
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Figura 2.10. Termoestabilidade a 50 °C dos extratos brutos. Figura A: CSTR (T. reesei
em casca de soja), figura B: PCAT (A. terreus em palha de cana) e figura C: BCAT (A.
terreus em bagaco de cana) e consoOrcios enzimaticos obtidos da mistura de
CSTR:PCAT:BCAT, sendo consércio 1 (0,33:0,33:0,33) figura D; consorcio 4 (0,45: 0,1:
0,45) figura E e consorcio 6 (0,2: 0,75: 0,05) figura F. — atividade de CMCase, —*—:

Atividade de xilanase, latividade de pectinase e — atividade de mananase.

Na avaliacdo da termoestabilidade, comparando os consorcios enziméticos e 0s

extratos brutos, 0s consorcios enzimaticos apresentaram termoestabilidade mais elevada
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do que os extratos brutos isoladamente. Tal fato pode ser devido a uma maior estabilidade
pelas interagOes entre os diferentes extratos brutos.

Os consdrcios demonstraram alta termoestabilidade (maior que 192 horas) para as
atividades de CMCase, xilanase e mananase. A maior perda de atividade de CMCase e
xilanase ocorreu no extrato bruto de T. reesei cultivado em casca de soja. Dentre as
atividades avaliadas, a pectinase foi a menos termoestavel (menor que 48 horas) (figura
2.10).

Enzimas termoestaveis tém sido identificadas a partir de cultivos de micro-
organismos em temperaturas mais baixas, 0 que vem ao encontro dos resultados obtidos,
onde os cultivos foram realizados a + 28 °C e as enzimas secretadas pelos microrganimos
apresentaram termoestabilidade a 50 °C. Entre as razdes fundamentais para escolher as
enzimas termoestaveis estdo a possibilidade do uso em processos que usam temperaturas
mais elevadas, além de maior tolerancia a solventes organicos e risco reduzido de

contaminacdo (Turner, Mamo e Karlsson, 2007).

4.7. Efeito dos compostos fendlicos

Os métodos de pré-tratamento comumente geram inibidores que afetam a
atividade enzimatica devido a degradacéo da lignina. Entre os subprodutos de degradacéo
da lignina, encontram-se furanos, furfurais, acidos carboxilico, levulinico e acético, e
compostos fendlicos (Canilha et al., 2012, Cunha et al., 2016; Palmqvist e Hahn-
Hagerdal, 2000). Estes mesmos inibidores podem também ser gerados pela hidrolise
enzimatica. Estes compostos fendlicos podem alterar a conformacéo da proteina, afetando
a atividade enzimatica, ou ainda o crescimento microbiano. Os acidos ferulico e p-
cumarico podem fazer parte da constituicdo da xilana, sugerindo que a hidrélise da xilana
também libere compostos que afetem negativamente a atividade dessa enzima. Embora
0s mecanismos exatos de inibicdo ndo sejam totalmente compreendidos, € fato que a
presenca dos compostos fendlicos prejudica a atuacio das enzimas (Azar et al., 2018).
Dessa maneira, é importante que consorcios enzimaticos sejam resistentes aos compostos
fendlicos.

As tabelas 2.8, 2.9, 2.10 e 2.11 mostram os efeitos de compostos fendlicos na
atividade enzimética dos extratos brutos CSTR, PCAT e BCAT, e consorcios enzimaticos
1, 4 e 6. O efeito de inibigdo foi medido imediatamente apds a incubacdo das enzimas

com os compostos fenodlicos (Ximenes et al., 2011). Quando n&o foi observada inibigdo
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das enzimas dos extratos brutos e consércios enziméticos pelos compostos fendlicos,
estes foram incubados novamente por um periodo de 48 horas para se observar o efeito

de desativacéo ao longo do tempo.
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Tabela 2.8. Efeito dos compostos fendlicos na atividade de CMCase dos extratos brutos e consorcios enzimaticos

Atividade de CMCase (%)

CSTR PCAT BCAT Consorcio 1 Consorcio 4 Consorcio 6

20 min 48h 20 min 48h 20 min 48h 20 min 48h 20 min 48h 20 min 48h
Controle 100+6,5 100+4,1 10012 100+7,7 100+3,2 100+3,43
Vanilina 71,7£14,3 Nr 92,4+6,1 78,8+4,6 90,09+1,8 85,3+4,4 80,4+1,0 72,6+7,3 90,5+1,6 81,0+3,17 86,3t0,9 66,2+7,9
A. tanico 101,0#5,9 77,5453 88,5+6,4 80,7+3,7 89,2445,7 70,2+4,3 83,9+2,3 67,5+1,9 859+6,3 859+1,25 94,8+29 74,9451
A.cindmico  84,6+3,9 Nr 95,7£1,7 33,3%6,0 96,69+8,7 34,6+2,7 85,246,0 17,045 77,756 26,1+6,34 92,4+05 36,5%4,2
A.cumaérico 87,8t4,4 22,4+47 106450 38,8+0,7 92,84+1,0 41,7+44 79,8+23 18,743,0 78,2+2,0 27,3+2,89 93,5+3,7 57,9+19,3
A. ferulico 77,9418  Nr 68,214 nr 84,89+7,8 29,5+4,0 70,6+2,1 16,0+0,8 72,8+0,8 23,3521 75,0+2,5 26,4+3,8
A. 4-hidroxi- 75,8+1,0  Nr 69,0£5,2 Nr 88,69+6,9 31,9+1,3 68,4+39 22,9+3,3 81,5+1,8 33,8+4,25 84,2+4,1 26,9+14
benzoico

CSTR: T. reesei cultivado em casca de soja; PCAT: A. terreus cultivado em palha de cana; BCAT: A. terreus cultivado em bagaco de cana; consércio 1 (0,33 CSTR:0,33
PCAT:0,33 BCAT); consorcio 4 (0,45 CSTR: 0,1 PCAT: 0,45 BCAT); consorcio 6 (0,2 CSTR: 0,75 PCAT: 0,05 BCAT); NR: ndo-realizado.
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Tabela 2.9. Efeito dos compostos fendlicos na atividade de xilanase dos extratos brutos e consércios enzimaticos

Atividade de xilanase (%)

CSTR PCAT BCAT Consorcio 1 Consorcio 4 Consorcio 6

Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
Controle 100+3,8 100+0,4 100+3,3 100+1,9 100+2,7 100+2,4
Vanilina 78,2£3,0 Nr 86,0+£1,8 87,4+3,1 90,7+0,9 103+6,0 86,5+1,6 93,844 83,6£34 nr 84,8£1,4 70,1+5,6
A. Tanico 80,1+0,8 89,5+1,0 87,619 85,6+7,2 90,0x0,7 72,9+6,1 82,4+0,0 Nr 86,625 98,4+1,2 90,2+3,6 83,4+7,1
A. Cindmico 75,325 nr 79,1+0,6 26,2+1,7 84,916 Nr 82,609 14825 78,910 17,2+6,8 73,8452 25,1+2,1
A. Cumarico 78,5+25 4,7+0,2 84,8+15 21,5#0,6 88,3+1,1 4,7+23 82,2457 Nr 80,7£1,4 8,915 81,6£0,0 9,122
A. Ferulico 73,6£0,6 Nr 77,6£1,8 nr 75,6£2,2 Nr 77,6+£0,2 7,0+2,9 753+2,7 152+2,0 67,2+4,1 25,6158
A. 4-hidroxi- 75,8£1,7 Nr 84,8+2,6 19,8+59 86,1+1,3 14,5+3,1 80,6+2,3 16,2422 78,4+2,3 254+12,7 79,8+0,1 28,8+4,4

benzéico

CSTR: T. reesei cultivado em casca de soja; PCAT: A. terreus cultivado em palha de cana; BCAT: A. terreus cultivado em bagaco de cana; consércio 1 (0,33 CSTR:0,33
PCAT:0,33 BCAT); consorcio 4 (0,45 CSTR: 0,1 PCAT: 0,45 BCAT); consércio 6 (0,2 CSTR: 0,75 PCAT: 0,05 BCAT); NR: ndo-realizado.
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Tabela 2.10. Efeito dos compostos fendlicos na atividade de pectinase dos extratos brutos e consércios enzimaticos

Atividade de pectinase (%)

CSTR PCAT BCAT Consorcio 1 Consorcio 4 Consorcio 6

Oh 48h 0Oh 48h 0Oh 48h Oh 48h Oh 48h 0Oh 48h
Controle 100+£1,5 100 £ 2,3 100 £34,53 100 £1,3 100 £1,1 100 £5,98
Vanilina 323+0,7 Nr 872576 nr 288,8+35 56+7,0 43,72+1,7 nr 452410 nr 47,60+1,46 Nr
Ac. Tanico 346+10 Nr 108,7+08 nr 1859498 O 4347104 nr 446+0,2 nr  49,10+5,43 Nr
Ac. Cinamico 36,6 £0,7 Nr 1781+35 0 1114145 O 39,91+04 nr 394405 nr 39,61+0,72 Nr
Ac. Cumérico 36,4+0,7 Nr 6209+11 nr 2815749,1 0 41,54 +0,3 nr 38,619 nr  44,13+0,95 Nr
Ac. Ferdlico 388+10 Nr 64,09+26 nr 2135843 0 39,46 +0,9 nr  42,0+0,4 nr  44,54+0,41 Nr
Ac. 4-hidroxi- 36,6 +1,3 Nr 5511+98 nr 11914117 0 40,10 +0,5 nr  36,710,2 nr  39,23+1,96 Nr
benzobico

CSTR: T. reesei cultivado em casca de soja; PCAT: A. terreus cultivado em palha de cana; BCAT: A. terreus cultivado em bagaco de cana; consércio 1 (0,33 CSTR:0,33
PCAT:0,33 BCAT); consorcio 4 (0,45 CSTR: 0,1 PCAT: 0,45 BCAT); consércio 6 (0,2 CSTR: 0,75 PCAT: 0,05 BCAT); NR: ndo-realizado.
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Tabela 2.11. Efeito dos compostos fendlicos na atividade de mananase dos extratos brutos e consdrcios enzimaticos

Atividade de mananase (%)

Controle
Vanilina

A. Tanico

A. Cinamico
A. Cumarico
A. Ferulico
A. 4-hidroxi-

benzdico

CSTR
Oh
100+0,4
49,0£3,1
78,4+7,2
52,321
58,9+1,6
53,6+1,0
48,6+2,9

48h

Nr
Nr
Nr
Nr
Nr
Nr

PCAT

Oh

100+9,8
97,0245,9
89,47+10
227,4+8,5
91,30+6,1
76,60+8,2
119,98+9,2

48h

nr
nr

0
nr
nr

0

BCAT
Oh
100+3,9

100,8+4,6 87+1,3

96,47+8,5
83,9848,7
88,67+5,2
70,16+9,4
50,17+14

48h

0
Nr
0
0
0

Consércio 1

Oh
100+2,47
78,2+2,68
100,09+3
82,96+8,2
89,23+6,0
76,08+6,2
86,37+8,6

48h

Nr
94,87

Consoércio 4

Oh

100+5,1
86,8+3,3
80,2+3,0
78,6+1,1
76,4+0,8
78,4+1,2
71,6%3,6

48h

49,7+7,3
nr
nr
nr
nr

nr

Consoércio 6

Oh
100+4,55
72,59£3,49
70,3945,32
69,17+4,66
68,18+3,38
70,57+3,36
77,77+3,86

48h

Nr
Nr
Nr
Nr
Nr
Nr

CSTR: T. reesei cultivado em casca de soja; PCAT: A. terreus cultivado em palha de cana; BCAT: A. terreus cultivado em bagaco de cana; consércio 1 (0,33 CSTR:0,33
PCAT:0,33 BCAT); consorcio 4 (0,45 CSTR: 0,1 PCAT: 0,45 BCAT); consorcio 6 (0,2 CSTR: 0,75 PCAT: 0,05 BCAT); NR: ndo-realizado.
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A tabela 2.8 mostra a atividade de CMCase na presenca dos compostos fendlicos.
Os consorcios e extratos brutos mostraram-se altamente resistentes aos compostos
avaliados. A maior perda de atividade, assim como a maior ativacdo, se deu pela
incubacdo do extrato bruto de A. terreus cultivado em palha de cana na presenca do &cido
ferdlico e acido cumarico, respectivamente (queda de atividade de 31,75% e aumento de
6% na atividade relativa). No trabalho de Zheng et al., (2017), tanto o &cido fertlico como
0 &cido cumérico inibiram a atividade de celulase total do extrato bruto de T. reesei.
Dentre os fendis testados, o acido tanico foi o que causou maior inibicdo e até mesmo
desativacdo nas atividades celuloliticas dos coquetéis Spezyme CP (celulases de T. reesei)
e Novozyme 188 (B-glicosidase de A. niger), avaliados no trabalho de Ximenes et al.,
(2011). Ao contréario do que foi observado neste trabalho, no qual mesmo apds 48 h de
incubacéo na presenca do acido tanico, a atividade relativa de CMCase variou entre 67,5
a 85,9% (consorcio 1 e 4 respectivamente).

No trabalho de Azar et al., (2018) foi avaliada a combinacio dos extratos brutos
de Chrysoporthe cubensis: P. pinophilum (1:1) comparado com T. reesei e A. niger na
presenca dos compostos fendlicos na atividade celulolitica. A combinacdo dos extratos
brutos resultou em maior resisténcia aos compostos fenolicos do que as cepas de T. reesei
e A. niger, utilizadas como controle (Azar et al., 2018). Entretanto, nio foram avaliados
0s extratos brutos de C. cubensis e P. pinophilum individualmente na presenca dos
compostos fendlicos como realizados neste trabalho.

As atividades de xilanases também foram avaliadas na presenca de compostos
fendlicos (tabela 2.9). O extrato bruto de BCAT, mesmo apds 48 h de incubagdo com
vanilina, apresentou uma atividade relativa em torno de 100%. Observou-se um aumento
na atividade relativa, comparando os tempos de 0 h e 48 h, quando o consorcio 4 foi
incubado com é&cido tanico (86% para 98%) e quando o consdrcio 1 foi incubado com
vanilina (86% para 93%). Em alguns trabalhos foi possivel verificar o aumento da
atividade enzimatica na presenca de compostos fenolicos. Tal fato ocorreu no trabalho de
Monclaro et al., (2016) que revelou um aumento da atividade da xilanase purificada de
A. tamarii quando incubada por 30 minutos com &cido ferulico.

Uma xilanase (Xyl T1) purificada de A. terreus foi inibida em maior ou menor
grau por compostos fendlicos. O acido cindmico e a vanilina desativaram completamente
a enzima apos 72 h de incubag&o, enquanto que o &cido 4-hidroxibenzdico inibiu cerca

de 40% da sua atividade inicial. Nesse mesmo trabalho, outra xilanase purificada (Xyl
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T2) mostrou uma grande resisténcia aos compostos fendlicos (&cido cumarico, cinamico,
hidroxibenzdico, tanico e vanilina) (Moreira et al., 2013).

A tabela 2.10 mostra a atividade de pectinase na presenga dos compostos
fendlicos. O extrato bruto de CSTR, assim como 0s consorcios enziméticos 1, 4 e 6,
tiveram suas atividades fortemente inibidas na presenca de todos os compostos fenélicos
avaliados (mais que 50%). Apenas o0s extratos brutos de BCAT e PCAT tiveram baixo
grau de inibicdo pelos compostos fendlicos. Diferente do observado no trabalho de
Jaramillo (2014), a atividade da pectinase parcialmente purificada de A. oryzae
apresentou inibicdo na presenca de acido tanico e vanilina. Entretanto, os acidos 4-
Hidroxibenzdico, cindmico e ferdlico ativaram a enzima.

A tabela 2.11 mostra a atividade de mananase na presenca dos compostos
fendlicos. O acido tanico ndo afetou a atividade de mananase do consorcio 1, enquanto
que, no trabalho de Costa (2017), a presenca do acido tanico no extrato bruto concentrado
de C. byssicola inibiu mais de 30% da atividade relativa. Nesse mesmo trabalho, as
maiores inibi¢cdes foram observadas quando o extrato bruto concentrado foi incubado com
0 &cido-p-cumario e o acido cindnimo (com uma reducdo de 42 e 44% da atividade de
mananase, respectivamente). Entre os extratos brutos e consdrcios enzimaticos avaliados
nesta tese, as maiores inibicdes na presenca destes acidos (acido-p-cumario e o acido
cindnimo) se deram no extrato bruto de T. reesei cultivado em casca de soja.

Nota-se que os compostos fenolicos podem ter diferentes efeitos na atividade
enzimatica, ndo apenas inibindo, mas também tendo um efeito ativador. Isso esta
condicionado a natureza dos compostos usados, na concentracao desses e da estrutura da
enzima. Os consorcios tiveram inibicdo maxima na presenca de todos os compostos
fendlicos de 31, 29 e 33% para as atividades de CMCase, xilanase e mananase,
respectivamente.

Alguns estudos tém mostrado uma diminuicdo dos efeitos negativos causados
pelos compostos fendlicos com o uso de lacase (Schroyen et al., 2015). E polimeros, tais
como polietilenoglicol 4000 e polivinilpirrolidona, podem prevenir esta inibicdo devido
a sua capacidade de adsorverem quimicamente os compostos fendlicos (Gonzélez-
bautista et al., 2017).
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4.8. Efeito de ions e EDTA

Na natureza, as enzimas que degradam a biomassa (por exemplo, celulases e
hemicelulases) provavelmente estdo em contato com varios ions metélicos. Alguns ions
metalicos podem estar presentes nos processos enzimaticos, microbianos ou abiéticos
(Tejirian e Xu, 2010).

A ativacdo e inibicdo de enzimas por ions e compostos quimicos constitui uma
ferramenta de grande importancia para caracterizacao quimica e o entendimento do modo
de acdo das enzimas (Jaramillo, 2014).

A figura 2.11 mostra a atividade de CMCase na presenca de ions. A atividade de
CMCase tolerou a presenca dos ions em ambas concentracdes, principalmente os
consdrcios enzimaticos. Dentre os ions, o cloreto de cobalto foi 0 que mais elevou a
atividade das CMCases, especialmente a 10 mM.

Para a endoglicanase GH12 de A. terreus (AtGH12), que foi clonada e expressa
na linhagem A773 de A. nidulan,s, os ions Cu?*, Fe?* Cd?*, Mn?*, Ca?*, Zn?** e EDTA
inibiram em maior e menor grau a atividade da enzima, enquanto K*, Cs* e Mg?
aumentam a atividade da enzima, todos na concentracdo a 10 mM, exceto o EDTA a 50
mM (Segato et al., 2017). Nesta tese os ions Cu?* e Fe?* também foram os responsaveis
por inibir CMCase, e 0 K* ndo se destacou como um ativador. Entretanto, no trabalho de
Sohail, Ahmad e Khan (2016) K*, assim como 0 Mg?* e Ca?*,ativaram a endoglicanase
do extrato bruto de A. terreus.

A inibicdo gerada pelos fons Cu?* e Fe?" era esperada, uma vez que é relatado na
literatura que fons metalicos divalentes, na maioria das vezes Cu?* e Fe?*, exercem forte
inibicdo em enzimas celuloliticas, como celobiohidrolases, endoglicanases e -
glicosidases e afirmam que o efeito inibitério pode ser atribuido a mudanca
conformacional da proteina ou substituicdo de um cofator nativo (Tejirian e Xu, 2010).

A figura 2.12 mostra o efeito dos ions na atividade de xilanase. As xilanases
toleram a presenca de ions em ambas as concentracées (1 e 10 Mm). O ion KCl a 10 mm
foi o que mais afetou a atividade da xilanase, o que significou para os extratos brutos uma
perda em mais que 50% da atividade, enquanto que para 0s consorcios a atividade relativa
permaneceu acima de 50% na presenca deste ion.

No trabalho de Kamat et al. (2013), os ions metalicos (10 mM) Mn?*, Co?*, Ag®*
e Cu?* aumentaram a atividade da xilanase do extrato bruto de A. terreus. Os ions Mn?

e Ag?" ndo foram avaliados nesta tese e os ions metalicos Cu?* e Co?" ndo alteraram a
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atividade de xilanase dos extratos brutos e consorcio enziméticos, ou seja, a atividade
relativa foi mantida na faixa de 100%.

Na presenca de ions, as atividades de pectinase dos extratos brutos e consorcios
enzimaticos foram negativamente afetadas principalmente a 10 mM, conforme figura
2.13. A presenca dos ions na concentracdo de 1 mM elevou a atividade de pectinase do
consorcio 1 na presenca de todos os ions.

Os ions com concentracdo de 1 mM foram testados no trabalho de Mei et al.
(2013), a atividade pectinase ndo foi alterada na presenca de Ca?*, sendo parcialmente
inibida por Mg?*, Mn?*, Cu?*, Ni?*, Mg?*, Ni?*ou Hg?*, e completamente inibida por Co?".
Segundo os autores, 0 Ca?*, na maioria das vezes, inibe a atividade de pectinase. Nesta
tese a presenca do Ca?* inibiu, como também néo alterou a atividade de pectinase. Essa
diferenca nos resultados pode ter sido causada pela diferenca na sequéncia dos
aminoacidos da pectinase.

A figura 2.14 demostra o efeito na atividade de mananase dos extratos brutos e
consdrcios enzimaticos na presenca dos ions. O consércio enzimatico 1 foi o que sofreu
menor variacdo de atividade na presenca de todos os ions e apresentou uma maior
atividade na concentracdo de 10 mM dos ions. Na presenca de CaCly, a mananase do
extrato bruto de PCAT chegou a 173% de atividade relativa.

No trabalho de Costa (2017), na concentragio de 10 mM os ions Fe?*, Fe**, Zn?*
e 0 agente quelante EDTA inibiram fortemente a atividade mananase do extrato bruto
concentrado e da fracdo semi-purificada de mananase. Na presenca dos ions Fe?* e Fe3*
(10 mM), o extrato bruto de T. reesei cultivado em casca de soja foi o mais afetado
negativamente.

Os cofatores sdo ions inorganicos que podem estar firmemente ligados as
proteinas, aumentando sua atividade (Jaramillo, 2014). Os ions metalicos podem ser
ativadores ou inibidores, uma vez que existem universalmente nos habitats da microbiota.
Por exemplo, os ions Ag(l), Hg(ll) e Pb(Il) podem inibir enzimas, incluindo as celulases.
Por sua vez, os ions Ca(ll), Zn(11), Fe(1l), Mn(1l) e Cu(ll) podem ser cofatores estruturais
e funcionais (Tejirian e Xu, 2010).

Uma forma de obter estes cofatores estruturais e funcionais consiste em utilizar
substratos que possuam esses nutrientes, evitando, assim, a necessidade de adicéo.
Ahmed et al. (2016) citam as vantagens de utilizar molokhia (Corchorus olitorius) como
fonte de carbono para a producéo de enzimas, pois é capaz de fornecer Fe?*, Ca?*, Na*,

Mg?* e K* necessarios sem adicdo externa.
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Figura 2.11. Efeito de ions metalicos e EDTA na atividade de mananase. Figura A: CSTR

(T. reesei em casca de soja), figura B: PCAT (A. terreus em palha de cana) e figura C:

BCAT (A. terreus em bagaco de cana) e figura D: consorcio 1 (0,33:0,33:0,33 —

CSTR:PCAT:BCAT); figura E: consorcio 4 (0,45:0,10: 0,45 — CSTR:PCAT:BCAT) e
figura F: consorcio 6 (0,2:0,75:0,05 — CSTR:PCAT:BCAT). 1 mMe M 10 mM.
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Figura 2.12. Efeito de ions metalicos e EDTA na atividade de mananase. Figura A: CSTR

(T. reesei em casca de soja), figura B: PCAT (A. terreus em palha de cana) e figura C:

BCAT (A. terreus em bagaco de cana) e figura D: consorcio 1 (0,33:0,33:0,33 —

CSTR:PCAT:BCAT); figura E: consorcio 4 (0,45:0,10: 0,45 — CSTR:PCAT:BCAT) e
figura F: consorcio 6 (0,2:0,75:0,05 — CSTR:PCAT:BCAT). M1 mMe ® 10 mM.
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Figura 2.13. Efeito de ions metalicos e EDTA na atividade de mananase. Figura A: CSTR

(T. reesei em casca de soja), figura B: PCAT (A. terreus em palha de cana) e figura C:

BCAT (A. terreus em bagaco de cana) e figura D: consorcio 1 (0,33:0,33:0,33 —

CSTR:PCAT:BCAT); figura E: consorcio 4 (0,45:0,10: 0,45 — CSTR:PCAT:BCAT) e
figura F: consorcio 6 (0,2:0,75:0,05 — CSTR:PCAT:BCAT). 1 mMe M 10 mM.
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Figura 2.14. Efeito de ions metalicos e EDTA na atividade de mananase. Figura A: CSTR

(T. reesei em casca de soja), figura B: PCAT (A. terreus em palha de cana) e figura C:

BCAT (A. terreus em bagaco de cana) e figura D: consorcio 1 (0,33:0,33:0,33 —

CSTR:PCAT:BCAT); figura E: consorcio 4 (0,45:0,10: 0,45 — CSTR:PCAT:BCAT) e
figura F: consorcio 6 (0,2:0,75:0,05 — CSTR:PCAT:BCAT). M1 mMe ® 10 mM.
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4.9. Estudos de sinergismo dos consorcios e extratos brutos.

Os trés consorcios enzimaticos foram avaliados quanto ao grau de sinergismo,
conforme descrito na equagéo do item 3.14. N&o foi constatada a presenca de sinergismo,
conforme exposto na figura 2.15, a soma da liberacdo de agucares redutores totais e
glicose, quando cada extrato bruto atuou separadamente, todos na mesma quantidade que
deram origem ao consarcio, foi inferior a obtida pelos consércios enzimaticos.

Todavia, em termos de liberacdo de glicose e ART, observa-se um efeito aditivo
para ART com 1 h em todos os consdrcios enzimaticos. Para a glicose, este efeito foi
observado apenas com 6 h no consorcio 6. Acredita-se que nos momentos iniciais o nivel
de cooperacdo entre as enzimas seja maior. Dessa forma, o grau de sinergia diminui nos
estagios finais de hidrolise, devido ao fato de que os locais de ligagcdes tornam-se mais
disponiveis ao longo do tempo. Isso exige um menor grau de cooperagao entre as enzimas
e, portanto, um menor grau de sinergismo (Malgas et al., 2017).

E importante avaliar o efeito sinergistico quando se trabalha com combinacdes e
suplementacdes enzimaticas. Trabalhos em que se observa efeito sinérgico usualmente
combinam enzimas puras ou suplementam coquetéis com enzimas purificadas. Ao
trabalhar com extratos brutos existe uma maior dificuldade de atingir um efeito sinérgico.
Muitos trabalhos descrevem o fato de ndo conseguirem sinergismo ou a dificuldade de
atingir tal efeito. Por exemplo, Li et al., (2014) observaram que a adi¢do de pectinase ao
coquetel comercial (Celluclast 1.5 L e Novozym 188) ndo resultava em efeito sinérgico.
Entretanto, com a adicdo de xilanase ao coquetel comercial, foi observado efeito
sinergistico na hidrélise de bagaco de cana. Outro exemplo de combinacdo que ndo
resultou em efeito sinergistico ocorreu no trabalho de Maeda et al. (2011). A combinacao
do coquetel comercial multifect com os extratos brutos de T. harzianum ou P. funiculosum
ndo resultou em sinergismo.

Fang et al. (2013) trabalharam com extrato bruto de T. reesei e A. niger, na
combinacdo 5:1, que ndo apresentou vantagens sobre a monocultura de T. reesei com 24
horas, tanto que ndo surgiu efeito sinergistico entre os dois micro-organismos. Muitos
fatores afetam o sinergismo que ocorre entre as enzimas, tais como as proporgdes e cargas
enzimaticas, as caracteristicas do substrato, a quantidade de substrato, tempo de hidrdlise,

entre outros (Malgas et al., 2017).
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Entretanto, Visser et al. (2013) pontuam que a combinacao de enzimas individuais
e extratos brutos mostra-se como estratégia promissora que pode derivar em efeito
sinérgico e melhorar a eficiéncia da hidrolise.

Mesmo que 0s consorcios ndo tenham apresentado efeito sinérgico, cabe ressaltar
que a maior liberacdo de ART pelos extratos brutos foi obtida pelo consércio de A. terreus
cultivado em palha de cana (1,27 mg/mL — hidrélise do planejamento de misturas
simplex, item 4.4, hidrdlise com 2 mg/g de proteina com 72 h), que é 33% inferior a maior
liberagdo obtida pelo consércio 4 nas mesmas condi¢Oes de hidrdlise (item 4.5 — Novas
combinacbes enzimaticas). Além do mais, 0s consorcios enzimaticos foram mais

termoestaveis e resistentes a compostos fenolicos do que os extratos brutos.

4.10. Aplicagédo dos consorcios e extratos brutos na hidrélise de biomassas

lignocelulosicas

E importante que o consdrcio enzimatico seja capaz de hidrolisar diferentes
biomassas. Para isso, foram realizadas hidrdlises enzimaticas de diferentes materiais
lignoceluldsicos, que incluiram a casca de soja (figura 2.16), palha de cana (figura 2.17),
palha de milho (figura 2.18) e lignin carbohydrate content (LCC), um residuo da

industria de papel e celulose, rico em compostos fenolicos (figura 2.19).

Muitos trabalhos focam o uso da casca de soja para a producéo de etanol e outros
produtos como xilitol (Schirmer-Michel et al., 2008). Segundo Cassales et al. (2011), a
soja € uma das principais culturas globais e a casca apresenta basicamente celulose,
hemicelulose (xilose e arabinose) e uma pequena porcdo de lignina, além de apresentar
uma estrutura porosa que favorece uma superficie de contato para a atuacdo enzimatica
(item 4.11), fatores que podem ter favorecido a hidrélise enzimatica com relacdo ao
bagaco e a palha de cana-de-acUcar.

Na hidrélise da casca de soja, as maiores liberacfes de agucares redutores totais
(Fig 2.16) foram obtidos pelos consércios 1, 4 e 6, e pelo extrato bruto do T. reesei
cultivado em casca de soja. E, com relagéo a liberacdo de glicose, os melhores resultados
foram obtidos pelo CSTR, seguido dos consércios 1 (0,33:0,33:0,33 -
CSTR:PCAT:BCAT), 4 (0,45:0,10: 0,45 — CSTR:PCAT:BCAT) e 6 (0,2:0,75:0,05 —
CSTR:PCAT:BCAT).
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Com 48 h de hidrdlise ndo ha diferenca estatistica na liberagdo de ART pelo
consorcio 4 e o extrato bruto de T. reesei cultivado em casca de soja, entretanto, na
liberacdo de glicose, 0 CSTR difere dos demais ao apresentar maior liberagdo (p < 0,05).

O cultivo de micro-organismos num dado substrato lignocelulésico pode resultar
em um arsenal enzimatico especificamente adequado para a hidrolise desse material
(Silva e Filho, 2017). Na hidrolise em casca de soja, foi possivel observar esse
comportamento, uma vez que as maiores liberacdes foram obtidas pelo T. reesei que foi
cultivado em casca de soja e pelos consorcios enzimaticos 4, 1 e 6, que contém 45%; 33%
e 20%, respectivamente, do extrato bruto de T. reesei cultivado em casca de soja.

Lau et al., (2012) comprovam essa afinidade que o micro-organismo tem de
produzir enzimas com potencial hidrolitico para degradar o substrato em que foi
cultivada. As enzimas de T. reesei RUT-C30 cultivadas em palha de milho liberaram 2,5
e 7 vezes mais glicose e xilose da palha de milho, respectivamente, do que quando o fungo
foi cultivado em meio com lactose.

Da mesma forma, o extrato bruto concentrado de C. byssicola cultivado em casca
de soja foi capaz de liberar no minimo 5 vezes mais ART na hidrolise de casca de soja do

que na hidrélise de bagaco de cana (Sciuto, 2015).
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Figura 2.16. Hidrdlise de casca de soja. A — Agucares redutores totais e B — glicose.
Usando os extratos brutos (—%— T. reesei em casca de soja, —#*— A. terreus em palha
de cana e A. terreus em bagaco de cana) e 0s consorcios enzimaticos obtidos da
mistura de CSTR:PCAT:BCAT ( consorcio 1 - 0,33:0,33:0,33; =—#=—consorcio 4 -
0,45: 0,1: 0,45 e == consorcio 6 - 0,2: 0,75: 0,05) e =& pranco.

A palha de cana-de-agucar foi hidrolisada por 72 horas e os resultados estéo
apresentados na figura 2.17.
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Figura 2.17 Hidrdlise de palha de cana. A — AgUcares redutores totais e B — glicose.
Usando os extratos brutos (=—# T. reesei em casca de soja, —*— A. terreus em palha
de cana e A. terreus em bagaco de cana) e 0s consdrcios enzimaticos obtidos da
mistura de CSTR:PCAT:BCAT ( consorcio 1 - 0,33:0,33:0,33; =—#=—consorcio 4 -

0,45: 0,1: 0,45 e == consorcio 6 - 0,2: 0,75: 0,05) e —#— branco.

Na hidrolise da palha de cana (Fig. 2.17) as maiores liberacdes de glicose e
acucares redutores totais foram obtidas pelos consércios 1, 6 e 4 com 72 horas de
hidrdélise, entretanto os consorcios 1 e 6 ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (p

< 0,05), tanto na liberacdo de ART (2,26 e 2,17 mg/mL, respectivamente), como de
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glicose (1,7 e 1,6 mg/mL, nesta ordem). Com 72 h de hidrélise, a menor liberacdo de
ART foi obtida pelo T. reesei cultivado em casca de soja (1,62 mg/mL). E em termos de
liberacédo de glicose pelo A. terreus cultivado em bagaco de cana e T. reesei cultivado em
casca de soja, ambos liberaram 1,3 mg/mL. Dessa forma, ficou claro que os consorcios
apresentaram melhores resultados quando comparados aos extratos brutos.

Dentre os substratos analisados, a palha de cana foi a que apresentou menor
liberacdo de ART e glicose. Esse resultado pode estar associado ao fato de que o residuo
apresentou maior teor de lignina, conforme resultado apresentado no item 4.11. A
presenca da lignina pode afetar a hidrdlise enzimética. A lignina pode afetar de duas
formas: pela adsor¢do ndo produtiva e pela hidrofobicidade, reduzindo a superficie
acessivel as enzimas (Zheng et al., 2009).

Outra questdo é que, durante a hidrélise enzimatica, os compostos fendlicos
também sdo liberados, a partir da lignina presente na estrutura da biomassa
lignoceluldsica, o que limita a atuacdo enzimatica (Gonzalez-Bautista et al., 2017). Ou
seja, alem da presenca da lignina dificultar a atuacdo das enzimas, a liberacdo dos
compostos fendlicos pela presenca da lignina pode inibir a acdo das enzimas.

Devido a presenca de lignina (22%), os autores Oliveira et al. (2013) usaram
explosédo a vapor seguido de deslignificacdo alcalina como método de pré-tratamento da
palha de cana e a 180 °C foi possivel solubilizar 86,7% da lignina. Com a deslignificacdo
foi possivel aumentar a conversdo de 58,8% para 85,1%. Investir em métodos de pré-
tratamento pode ser a solucdo para usar biomassas com alto teor de lignina, como a palha

de cana, e, assim, aumentar a liberacdo de ART.

Os resultados da hidrolise pelos consorcios e extratos brutos em palha de milho

sdo apresentados na figura 2.18.
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Figura 2.18. Hidrolise em palha de milho. A — Acucares redutores totais e B — glicose.
Usando os extratos brutos (—%— T. reesei em casca de soja, —#*— A. terreus em palha
de cana e A. terreus em bagaco de cana) e 0s consorcios enzimaticos obtidos da
mistura de CSTR:PCAT:BCAT ( consorcio 1 - 0,33:0,33:0,33; =—#=—consorcio 4 -
0,45: 0,1: 0,45 e === consorcio 6 - 0,2: 0,75: 0,05) e =& pranco.

Pelo teste estatistico, ndo ha diferenca estatistica entre 0s tempos de 48 e 72 horas
para a liberacdo de ART e glicose. Na hidrolise de palha de milho (Fig. 2.18), a maior
liberacdo de agUcares redutores totais foi obtido pelo consércio 1 (4,0 mg/mL), entretanto
ndo apresenta diferenca estatistica do extrato bruto PCAT (3,7 mg/mL), para a liberagcdo

de glicose foi obtida pelos consércios 1 (1,89 mg/mL), 6 (1,80 mg/mL) e 4 (1,79 mg/mL),
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respectivamente, no entanto, ndo ha diferenca estatistica entre eles. A menor liberacdo de
glicose foi obtida pelo extrato bruto do A. terreus cultivado em bagago de cana-de-agUcar
(1,6 mg/mL), com 72 h de hidrolise.

Zhou et al. (2009) desenvolveram um coquetel enzimatico com auxilio de um
planejamento de misturas, similar ao modelo adotado neste trabalho, voltado somente
para hidrélise de palha de milho pré-tratado por explosdo a vapor. O coquetel final dos
autores continha Cel7A (19.8%), Cel6A (37.5%), Cel6B (4.7%), Cel7B (17.7%), Cel12A
(15.2%), Cel61A (2.3%) e B-glicosidase (2.8%) (enzima purificada de T. viride). O
consorcio 1, desenvolvido neste trabalho, contém 33% de cada extrato bruto, sendo A.
terreus o responsavel pelas mais altas atividades celuloliticas. Cabe salientar que o
principal componente da palha de milho é a celulose (Wang et al., 2014) o que corrobora
com os resultados apresentados no item 4.11, a palha de milho foi dentre os residuos
avaliados o que apresentou maior quantidade de glicose.

No trabalho de Gu e Bao (2015) os autores avaliaram se o tamanho das particulas
moidas de palha de milho (1.42, 0.69, 0.34 e 0.21 mm) afetariam os rendimentos da
hidrolise enzimatica e observaram que o rendimento de hidrélise enzimatica foi similar
para todos os tamanhos de particulas (24.69, 23.96, 25.34 e 26.97 %, respectivamente) e
acreditam, ainda, que esse fato pode ter relacdo com os poros presentes na palha de milho.

Os poros na palha de milho utilizada neste trabalho podem ser visualizados no item 4.11.

Na figura 2.19 € apresentado os resultados da hidrolise enzimatica em LCC pelos
consdrcios e extratos brutos. Sdo inimeras as evidéncias de que o complexo lignina-
carboidrato (LCCs) consiste na unido da lignina e polissacarideo por liga¢6es covalentes,
sendo que mais de 50% da lignina esta ligada covalentemente aos carboidratos. Esse
complexo dificulta a completa deslignificacdo, o que por sua vez limita muitas aplicac6es
industriais, como por exemplo, restringindo a separacéo da lignina do carboidrato durante
a polpacdo quimica e dificultando a hidrélise enzimatica eficiente da biomassa para a
producdo de bioetanol (Deshpande et al., 2018, You et al., 2015).

O LCC utilizado neste trabalho é um residuo da industria de papel e celulose
proveniente de eucalipto. Na hidrolise de LCC, o extrato bruto de T. reesei cultivado na
casca de soja foi o que liberou mais agucares redutores totais (3,49 mg/mL) e glicose
(2,214 mg/mL) apds 72h de hidrdlise, diferindo dos demais. Com 72 h ndo ha diferenca

estatistica entre 0s consorcios 4 e 1 e para glicose entre 0s consércios 4, 6 e 1 (p < 0,05).
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Figura 2.19. Hidrdlise em LCC — complexo lignina-carboidrato. A — AcUcares redutores
totais e B — glicose. Usando 0s extratos brutos (=—* T. reesei em casca de soja, —*—
A. terreus em palha de cana e A. terreus em bagaco de cana) e 0s consorcios
enzimaticos obtidos da mistura de CSTR:PCAT:BCAT ( consércio 1 -
0,33:0,33:0,33; =—==—consorcio 4 - 0,45: 0,1: 0,45 e —=— consdrcio 6 - 0,2: 0,75: 0,05)

g == hranco.

A figura 2.20 mostra a degradacdo dos LCCs pelo extrato bruto de T. reesei
cultivado em casca de soja (A) e pelo consorcio 4 (B), comparados ao controle (C). Nota-
se a degradacéo do substrato por ambos os tratamentos enzimaticos. Como previamente

discutido, os LCCs apresentam alto teor de compostos fendlicos, pela presenca da lignina,
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de forma que esse resultado evidencia o potencial biotecnoldgico dos extratos brutos e

T

Figura 2.20. Degradacdo do LCC apds as 72h de hidrolise. A — Extrato bruto de T. reesei
cultivado em casa de soja, B consorcio 4 e C controle — branco.

4.11. Caracterizacdo dos substratos lignocelulésicos

A composicdo quimica dos residuos lignocelulésicos deve ser analisada, uma vez
que podem influenciar na producédo de enzimas quando utilizadas como fonte de carbono
e até mesmo na hidrolise enzimatica.

Diante disso, os residuos lignoceluldsicos utilizados neste trabalho foram
analisados. A tabela 2.12 apresenta os resultados da analise bromatoldgica dos substratos
lignocelulésicos.

Elucidar a composicdo quimica das biomassas lignocelulésicas pode ser o fator
chave para promover a producdo de enzimas em agroresiduos a partir dos micro-
organismos e maximizar as taxas de hidrolise. Os fatores relacionados com o substrato,
que podem afetar significativamente as taxas de hidrolise, incluem alteracbes na
cristalinidade, grau de polimerizacao, alteragcdo ou reducao dos locais de ligacéo, estrutura
heterogénea (Shi et al., 2017).
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Tabela 2.12. Anélise bromatoldgica das biomassas (%).

umidade extraiveis cinzas ligninatotal Carboidratos

Casca de soja 4,0% 15,30% 4,00% 4,59% 72,1%
Palha de cana 6,0% 9,30% 1,83% 23,36% 59,5%
Palha de milho 6,6% 5,30% 4,00% 8,44% 75,7%
Bagaco de cana 5,3% 8,60% 6,33% 21,27% 58,5%

A presenca da lignina confere um carater hidrofobico a matriz da parede celular,
reforgando a rigidez e a resisténcia mecéanica da parede e dificultando consideravelmente
sua degradacédo (Zhong e Ye, 2014). A palha de cana e bagaco de cana foram os residuos
que apresentaram maior quantidade de lignina (23,36 e 21,27%, respectivamente). 1sso
vem ao encontro do resultado obtido na hidrolise de palha de cana (item 4.11), sendo que
esse foi o residuo que obteve menor liberagcdo de ART. A palha e o bagago continham
59,5 e 58,5% de carboidratos, nessa sequéncia. No trabalho de Avila, Forte e Goldbeck
(2018), ao avaliarem a composicdo quimica do bagaco e da palha de cana, encontraram
21,83% de lignina e 69,26% de carboidratos para a palha de cana e 23,85% e 74,6% de
lignina e carboidrato, respectivamente, para o bagaco de cana.

No trabalho de Méndez Arias et al. (2016) e Gomes (2017), o percentual de
lignina foi de 19,2% e 23,03% e de carboidratos (celulose + hemicelulose) foi de 59,9%
e 67,12%, respectivamente, no bagaco de cana, resultado similar ao encontro neste
trabalho. Para Bussamra, Freitas e Costa (2015), o bagaco de cana pré-tratado
hidrotermicamente apresentou uma maior quantidade de lignina (29,88% de lignina) e a
quantidade de cinzas foi proxima ao resultado encontrado nesta pesquisa (6,2% ).

A maior quantidade de extraiveis (15%) foi encontrado na casca de soja, em
contrapartida foi a biomassa que apresentou menor quantidade de lignina (4,5%). A
pequena quantidade de lignina encontrada na casca de soja torna esse substrato menos
recalcitrante (Costa, 2017). No trabalho de Mielenz, Bardsley e Wyman (2009), o
percentual de lignina relatado na casa de soja foi de 2,8%. O percentual de lignina para
casca de soja relatado na literatura varia de 1 a 4% e de extraiveis de 9 a 11% (Liu e Li,
2017).

Segundo Mielenz, Bardsley e Wyman (2009), a composicdo da palha de milho
pode variar de 51 a 75% para carboidrato e de 4 a 8% para cinzas. Esses valores coincidem
com os valores encontrados neste trabalho.

Os carboidratos foram analisados por HPLC e os agucares sdo mostrados na figura
2.21.
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Figura 2.21. Caracterizacdo da biomassa quanto a composicdo de agUcares estruturais
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Dentre os residuos analisados, a palha de milho foi o residuo que apresentou maior
teor de glicose. A palha de milho é considerada um substrato que apresenta grande
quantidade de celulose, por isso era esperado alta quantidade de glicose. Glicose,
galactose, manose, xilose e arabinose sdo os principais monossacarideos da palha de
milho (Wang et al., 2014).

A galactose estava presente em todas as biomassas, sendo que o bagaco de cana e
palha de cana foram os que apresentaram maior quantidade de arabinose e a palha de cana
a que mais apresentou celobiose. Segundo Sun et al. (2004), na hemicelulose do bagaco
de cana de agUcar encontra-se arabinose, além de galactose, glicose, xilose e manose.

A manose foi detectada apenas na casca de soja. Devido ao teor de manana
encontrado na casca de soja, esse substrato mostrou-se ideal para indugdo de mananase
(Costa, 2017). A maior atividade de mananase neste trabalho foi obtida quando o fungo
A. tamarii foi cultivado em casca de soja (item 4.1).

Nas figuras a seguir (figuras 2.22, 2.23, 2.24 e 2.25) sdo apresentados 0s
cromatogramas de cada biomassa preparados de acrodo com o item 3.1 deste capitulo em
conjunto com as micrografias obtidas por microscopia eletrdnica de varredura com
ampliagéo de 50 X e 250 X.
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Figura 2.22. A e B - Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura de
bagaco de cana. C - cromatograma de bagaco de cana-de-acgUcar obtido por HPLC.
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Figura 2.23. A e B - Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura de
casca de soja. C - cromatograma a de casca de soja obtido por HPLC.
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Figura 2.24. A e B - Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura de
Palha de milho. C - Cromatograma de palha de milho obtido por HPLC.
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Figura 2.25. A e B - Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura de
palha de cana-de-agucar. C - Cromatograma de palha de cana-de-agucar obtido por
HPLC.
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Os experimentos de anélise bromatoldgica e microscopia eletrdnica de varredura
foram realizados com a mesma amostra, na qual apenas foi realizado um pré-tratamento
em autoclave por 2 horas, seguido de secagem e moagem. Gnanasambandam e Proctor
(1997) avaliaram por MEV se o aquecimento da casca de soja a 400 °C alteraria a
morfologia e chegaram a conclusdo que o aquecimento da casca de soja ndo é capaz de
alterar a morfologia em relacdo a casca de soja ndo tratada. Assim, acredita-se que o pré-
tratamento utilizado neste trabalho né&o foi capaz de alterar a morfologia da biomassa.

Pelas micrografias de MEV, é possivel visualizar “poros” na casca de soja e palha
de milho, o que, consequentemente, aumenta a superficie de contato para a atuagdo das
enzimas, associado ao fato de a casca de soja apresentar o menor teor de lignina seguido
da palha de milho, porque estes foram os dois substratos que tiveram maior liberacdo de
ART durante a hidrolise enzimatica apresentada no topico 4.10.

Gu e Bao (2014) ressaltam a presenca de poros na palha de milho ao apresentarem
uma micrografia similar a obtida neste trabalho, e discutem que isso fornece uma
evidéncia de uma maior area de superficie interna do poro do que na superficie externa.

A palha e bagaco de cana apresentam uma superficie com fissuras paralelas,
extrativos e outros depositos em sua superficie, assim como relatado por Chandel, Anjos
e Singh (2015).

Conforme Sperandio (2018), é importante ressaltar uma limitacdo da técnica de
microscopia de varredura ao analisar materiais considerados de maiores dimensdes para
um microscopio de resolucéo tdo poderosa. Cada suporte que é inserido no microscopio
sO pode ser carregado com uma pequena quantidade de material solido (biomassa), devido
ao grande tamanho deste. Devido a isso, as amostras analisadas ndo necessariamente sdo
uma reflexdo total do que estd ocorrendo, pois, as mesmas representam uma mindscula

fracdo do todo.
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5. CONCLUSAO

Vérios fatores foram analisados, e 0s extratos brutos que apresentaram 0s
melhores desempenhos foram selecionados para a confec¢do de coquetel enzimatico.

Trichoderma reesei cultivado em casca de soja (CSTR), Aspergillus terreus
cultivado em palha (PCAT) e A. terreus cultivado em bagaco de cana (BCAT) foram
selecionados para a producdo de consorcios enzimaticos. Os melhores consorcios
enzimaticos elaborados (CSTR:PCAT:BCAT) foram o consércio 1 (0,33:0,33:0,33), 0
consorcio 4 (0,45:0,1:0,45) e o consércio 6 (0,2:0,75:0,05).

Os consorcios apresentaram maior termoestabilidade do que os extratos brutos, da
mesma forma que hidrolisaram de forma eficiente as diferentes biomassas, quando
comparadas com os extratos brutos.

Os consorcios foram resistentes na presenca de compostos fendlicos, e a vanilina
e 0 &cido tanico foram os compostos fendlicos que menos afetaram a atividade
enzimatica, mesmo depois de 48 h de incubacéo.

As enzimas dos consdrcios apresentaram maior tolerancia na presenca de ions (1
e 10 mM de concentragdo) do que os extratos brutos e, em alguns casos, houve um
aumento da atividade enzimatica quando comparado com o0s extratos brutos.

O MEV serviu como um instrumento para visualizar as biomassas utilizadas no
cultivo dos micro-organismos e hidrolise enzimatica. Foi possivel observar poros na palha
de milho e casca de soja, 0 que aumenta a superficie de contato para as enzimas. E esses
substratos foram 0s que apresentaram menor teor de lignina na composicao

bromatoldgica.
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CAPITULO 11l

SUPLEMENTACAO E VALIDACAO DO CONSORCIO ENZIMATICO PARA
HIDROLISE DE BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

1. INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, o conceito de economia linear comegou a entrar em declinio
dando espago para a economia circular (EC). O modelo linear de economia enérgica é
baseado principalmente no uso de recursos fosseis, hoje considerado insustentavel. Por
outro lado, o modelo de economia circular da énfase a abordagem de “reduzir-reutilizar-
reciclar”, fechando o ciclo de vida do produto (Giacobbe et al., 2018), além de propor a
mitigacdo dos impactos ambientais.

Uma das matérias-primas empregadas na economia circular sdo os residuos
lignoceluldsicos. A industria baseada em lignocelulose — também conhecida como
biorrefinaria lignoceluldsica — tem potencial para tornar-se cada vez mais importante na
sociedade como complemento e até mesmo como alternativa a atual industria do petroleo
(Fillat et al., 2017).

A quebra eficiente dos polimeros da biomassa lignoceluldsica em moléculas
simples é a principal dificuldade tecnoldgica que limita a producéo de biocombustiveis e
produtos quimicos derivados da biomassa. Na natureza, a degradacdo da biomassa vegetal
é alcancada pela acdo de uma ampla gama de enzimas microbianas (Davidi et al., 2016).
Atuando individualmente sdo incapazes de degradar totalmente a biomassa, sendo
necessaria a acdo simultanea e sinérgica de diferentes enzimas especializadas (Santos et
al., 2017, Reyes-Sosa et al., 2017).

Dentre as principais enzimas relacionadas a degradacao de biomassa, encontram-
se as celulases — endoglicanases e exoglicanases com ou sem moédulo de ligacdo a
carboidrato (CBM), varias hemicelulases e as ligninases. Um coquetel enzimético deve
conter, além das enzimas citadas anteriormente, enzimas e proteinas acessorias, tais como
as monoxigenases de polissacarideos (LPMOs), glicosidases, swoleninas, lacases,

peroxidases, galactanases, liases e pectinases (Gupta et al., 2016).
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A formagdo de coquetel enziméatico é um dos melhores métodos para melhorar a
eficiéncia da conversdo da biomassa em biocombustiveis e outros produtos (Thomas,
Parameswaran e Pandey, 2016). As formas usadas para a otimizacao de coquetéis podem
incluir suplementagdo com enzimas ndo hidroliticas, surfactantes ou outros produtos
quimicos, ou mesmo suplementacdo com uma enzima especifica, visando hidrolisar um
determinado substrato. A obtencdo de um coquetel otimizado por qualquer um dos
métodos pontuados acima pode levar a redugdo dos custos da hidrélise enzimatica da
lignocelulose (Lopes, Filho e Moreira, 2018).

Proteinas com atividades hidroliticas e ndo hidroliticas podem ser usadas na
suplementacdo de coquetéis, como por exemplo B-glicosidase, lacase e expansina. A B-
glicosidase converte celobiose em glicose e a caréncia dessa enzima pode levar ao
acumulo de celobiose, o que pode causar inibicdo de outras enzimas do complexo
celulolitico (Singhania et al., 2013). As lacases sdo enzimas ligninoliticas que podem
oxidar compostos fenolicos com uma redugdo concomitante de oxigénio a agua.
Apresentam ampla especificidade de substrato e desempenham um papel importante nos
processos de degradacdo e modificacdo de lignina. Desta forma, sdo capazes de
possibilitar o aumento no rendimento da hidrolise (Giacobbe et al., 2018).

As expansinas, inicialmente isoladas de plantas, sdo proteinas ndo cataliticas que,
por meio de um mecanismo ainda pouco descrito, auxiliam na degradacdo da celulose.
Elas sdo capazes de afrouxar a parede celular por meio do enfraquecimento da ligacéo de
hidrogénio entre os polissacarideos, e, assim, facilitar a quebra da celulose por enzimas
especificas (Gupta et al., 2016, Mcqueen-mason e Cosgrove, 1994).

O emprego de surfactantes tem sido promissor, especialmente surfactantes nao-
idnicos. Seu uso apos o pré-tratamento da biomassa é necessario para melhorar a hidrélise
enzimatica e/ou reduzir a quantidade de enzima necessaria para obter a mesma conversao
(Qing, Yang e Wyman, 2010, Agrawal et al., 2016). A melhoria da conversdo com o uso
de surfactante pode ser explicada pela capacidade de prevenir a desnaturacdo, aumentar
as interacdes entre substratos e enzimas, reduzir a adsor¢do ndo-produtiva das enzimas,
além de alterar a estrutura do substrato tornando-o mais acessivel as enzimas (Qing, Yang
e Wyman, 2010, Chen et al., 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Otimizag&o do consorcio 4 (0,45 CSTR: 0,1 PCAT: 0,45 BCAT) com proteinas
acessorias, surfactantes e aditivos quimicos para a hidrélise de bagaco de cana-de-agucar.

2.2. Objetivos especificos

e Semi-purificar uma B-glicosidase de Humicola grisea para suplementacgéo
do consorcio 4;

e Avaliar o efeito da adigcédo de lacase, expansina, tween 80 e triptofano;

e Combinar o consorcio 4 com os coquetéis comerciais — celluclast e cellic
ctec2;

e Comparar 0 consorcio otimizado com coquetéis comerciais — celluclast e

cellic ctec 2.
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3 MATERIAL E METODOS

Tabela 3.1. Detalhamento dos experimentos

Suplementado Validado em micro-
escala
[S-glicosidase
Tween 80
) Expansina 1 mL e 50 mL
CONSORCIO 4 Lacase
Tween 80 e lacase
Triptofano
Suplementado Comparado
i Expansina Coqueteis comerciais
CONSORCIO 4 LT Coquetéis comerciais

Consorcio 4: 0,45 de T. reesei cultivado em casca de soja: 0,1 de A. terreus cultivado em palha de cana:
0,45 de A. terreus cultivado em bagaco de cana; consorcio 4 LT: consorcio 4 suplementado com 0,5% de

tween 80 e 8 mg/g de lacase.

3.1 Semi purificacdo de B-glicosidase para suplementacdo do consorcio

enzimatico

O fungo Humicola grisea var. thermoidea foi crescido em meio com aveia 2% a
40°C em estufa por 7 dias e, apds esse periodo, foi cultivado em bagaco de cana em meio
minimo (item 3.3 do Capitulo 2) por mais 7 dias sob agitacdo. O extrato bruto foi filtrado
em papel de filtro whatman n° 1 e caracterizado com relacdo a atividade enzimatica de -
glicosidase, conforme descrito no item 3.4.4 do Capitulo 2 desta tese.

O extrato bruto foi submetido a ultrafiltracdo em membrana de 50 kDa e
concentrado 10 vezes. A enzima de interesse ficou retida no concentrado, 2% de volume
de coluna foi entdo aplicado na coluna de exclusdo molecular Sephacryl S-100 (1,5 x 45
cm). O conteldo coletado em cada fracdo foi de 4,5 mL, com fluxo de 5 mL/15 min,
sendo eluido em tampéo acetato de sodio pH 5,0 a 50 mM.

Nas fracOes coletadas além da atividade de B-glicosidase foram avaliadas as
atividades de CMCase, xilanase, pectinase e mananase conforme o item 3.4.1 do Capitulo

2. A deteccdo de proteina foi feita por leitura de absorbancia a 280 nm.
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As fracGes cromatogréficas que apresentaram maior atividade de p-glicosidase
foram reunidas, liofilizadas e ressuspendidas em tampé&o acetato pH 5,0 a 50 mM.

A atividade de B-glicosidase (CBU) foi medida seguindo o protocolo de Ghose,
(1987). O consorcio enzimatico foi suplementado com a adicdo de 1 CBU, da fragdo
semipurificada de B-glicosidase e a hidrdlise foi realizada conforme descrita no item 3.9
do Capitulo 2.

A suplementacdo foi combinada de trés formas: 1°) na forma simultanea, o
consorcio e a B-glicosidase foram adicionados simultaneamente no tempo 0 h; 2°) na
forma sequencial, as primeiras 48h ocorreram na presenca do consércio 4 e ap0s esse
tempo, a B-glicosidase foi adicionada; 3°) na forma consecutiva, a B-glicosidase foi
adicionada no tempo de 48h, apds desnaturacdo do consércio enzimatico. O tempo de
hidrolise em todas as situacdes foi de 72 h.

3.2. Validagéo da hidrolise enziméatica em microescala

Os microensaios de hidrolise em microtubos ocorreram de forma semelhante a
descrita no item 3.9 do Capitulo 2, entretanto, com reducéo na proporcéo de 1:50. Desta
forma, foram utilizados microtubos (Eppendorf) de 1,5 mL, com volume final de 1,0 mL.
O experimento foi realizado em Vortemp a 50°C e 950 rpm. As amostras foram retiradas
por “sacrificios” nos tempos de 1, 6, 24, 48 ¢ 72 h.

As andlises estatisticas utilizadas para se comprovar a diferenca na hidrdlise entre
0s tempos avaliados foram realizadas por meio do software Minitab 18. Os dados foram
submetidos a ANOVA One way e post-hoc teste LSD Fisher com 0,05% de intervalo de
confianca. Os experimentos foram feitos em triplicatas.

A partir da validacdo, todas as proximas hidrélises enzimaticas foram realizadas
em microescala, a 50°C, 950 rpm, pH 5,0 (tampdo acetato de so6dio a 50 mM), 2% de

carga de proteina e 1% de fonte de carbono.
3.3. Suplementacéo do consdércio 4 com adicéo de surfactante — tween 80
Foi realizada a hidrélise do bagaco de cana com o consoércio 4 por meio da adi¢do

simultanea de tween 80 nas concentragdes de 0,5, 1 e 2% v/v. A hidrolise foi realizada

conforme o item 3.2.
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3.4. Suplementacao do consorcio 4 com expansina

A expansina utilizada neste trabalho foi proveniente de bagaco de cana-de-agucar
e foi clonada em Komagataella phaffii (Pichia pastoris). A expansina foi gentilmente
cedida pela profa. Dr. Fabricia Paula de Faria da Universidade Federal de Goias.

Para a andlise da atividade funcional da expansina, foi usado papel de filtro
whatman n® 1 como substrato. Em um microtubo foi adicionado + 25 mg de papel
whatman n° 1, tampéo acetato de soédio pH 5,0 a 50 mM e dosagens de 0,5, 1 e 2 mg de
expansina por grama de substrato. A dosagem de proteina foi realizada conforme o item
3.6 do Capitulo 2. O material foi mantido a 50 °C, ap6s o periodo de incubacdo (6, 24, 48
e 72 horas), o sobrenadante foi descartado e na superficie do papel de filtro foi realizado
ensaio de atividade de FPase usando o consorcio 4. O ensaio de FPase foi realizado
conforme item 3.4.3 do Capitulo 2 e as atividades de CMCase, xilanase, pectinase e
mananase, seguindo o item 3.4.1 do Capitulo 2.

Uma hidrolise foi realizada em bagaco de cana-de-agucar de maneira simultanea
(consorcio mais expansina), usando diferentes cargas de expansina para avaliar o tempo
e cargas ideais de incubacdo. Foi realizada hidrolise com cargas de 0,5, 1 e 2 mg de
expansina por grama de biomassa por 24 e 48 h, alem de 2, 4 e 8 mg por 72 h.

Definida a dosagem de expansina, a hidrolise em bagaco de cana-de-agucar foi
realizada conforme o item 3.2 deste capitulo. Trés estratégias de suplementacdo foram
utilizadas: (1) de forma simultdnea, o consércio 4 e a expansina foram adicionados
simultaneamente no tempo 0 h, esta hidrolise permaneceu por 72 h; (2) de forma
sequencial, a expansina foi mantida com o substrato por 48 h e apds este periodo o
consorcio 4 foi adicionado (3) de forma consecutiva, apos 48 h de hidrélise do substrato
apenas na presenca da expansina, 0 microtubo foi mantido a 97°C por 5 minutos, para
desnaturacdo da expansina e o consorcio 4 foi adicionado. No caso das hidrolises

sequencial e consecutiva, estas permaneceram por 120 h de incubacéo.

3.5. Suplementacdo do consércio 4 com lacase

A lacase utilizada neste trabalho foi gentilmente cedida pelo Dr. Felix Siqueira da
Embrapa Agroenergia. O fungo Pleurotus ostreatus, cédigo CC389 (Colecdo de Micro-
organismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias da Embrapa

Agroenergia) foi cultivado em fibra de coco verde e algod@o por 30 dias a 28°C por
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fermentacdo em estado solido com umidade de 65%. Para a extracdo das enzimas foi
utilizado 30 g do material diluido em 100 mL de solugéo triton 0,1%, e mantidos em
agitacdo por 24 h (250 rpm 5°C) e posteriormente filtrado e centrifugado (10600 g, 15
minutos). Atividade (ABTS) foi de 783,7 Ul/mL.

Seguindo o item 3.4.1 do Capitulo 2, foram realizados ensaios de atividades de
CMCase, xilanase, pectinase e mananase.

Para a suplementacdo do consorcio com a lacase, foi realizada uma hidrolise
prévia para determinar a carga 6tima de enzima. Para isso, o consorcio foi incubado na
presenca da lacase (simultaneamente) com cargas de 2, 4 e 8 mg/g de biomassa por 24 h.

Apos a determinacdo da carga 6tima de lacase, foi realizada a hidrélise de bagaco
de cana-de-acucar, na qual trés estratégias de suplementacdo foram utilizadas: (1) de
forma simulténea, o consorcio 4 e a lacase foram adicionadas simultaneamente no tempo
Oh, esta hidrélise permaneceu por 72 h; (2) de forma sequencial, a lacase foi mantida com
0 substrato por 24 h e apos este periodo o consorcio 4 foi adicionado; (3) de forma
consecutiva, apos 24 h de hidrélise do substrato apenas na presenca da lacase, o microtubo
foi mantido a 97°C por 5 minutos e o consorcio 4 foi adicionado. As hidrolises sequencial
e consecutiva tiveram duracgéo de 96 h. A hidrolise foi realizada conforme o item 3.2 deste

capitulo.

3.6. Suplementacédo concomitante do consorcio 4 com tween 80 e lacase

O bagaco de cana-de-acucar foi hidrolisado pelo consorcio 4, suplementado com
lacase e tween. Foi adotado 0 modelo simultaneo de hidrdlise. Esta hidrélise teve duracéo
de 96 h e foi realizada conforme o item 3.2, deste capitulo. A combinac¢do do consércio 4
com lacase e tween foi denominada consorcio 4 LT.

3.7. Suplementacdo do consoércio 4 com triptofano

O consorcio 4 foi suplementado simultaneamente com triptofano a 10 ou 20mM

na hidrolise de bagaco de cana-de-agUcar. A hidrolise foi realizada conforme metodologia

do item 3.2 e teve duragdo de 72 h.
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3.8. Suplementacdo do consorcio com tween, lacase e expansina

O bagaco de cana-de-agucar foi hidrolisado por meio da combinacao do consdrcio
4 LT com expansina. Trés estratégias de suplementacdo foram utilizadas: (1) de forma
simultanea, o consorcio 4 LT e a expansina foram adicionadas simultaneamente no tempo
0 h, esta hidrélise teve duracao de 72 h; (2) de forma sequencial, a expansina foi mantida
com o substrato por 48 h e ap0s este periodo o consércio 4L T foi adicionado (3) de forma
consecutiva, apds 48 h de hidrélise do substrato apenas na presenca da expansina, 0
microtubo foi mantido a 97°C por 5 minutos, para desnaturagdo da expansina, e 0
consorcio 4LT foi adicionado. No caso das hidrolises sequencial e consecutiva estas
tiveram duracdo de 120 h. A hidrdlise foi realizada conforme o item 3.2. A combinagéao

do consdrcio 4 com expansina, lacase e tween foi denominada consércio 4 ELT.

3.9. Suplementacéo do consdrcio 4L T com coquetéis comerciais

O bagaco de cana-de-acuUcar foi hidrolisado a partir da combinacédo simultanea do
consorcio 4 LT com os coquetéis comerciais (cellic ctec2 ou celluclast — novozymes) e
da combinacéo entre os coqueteis comerciais (cellic ctec2 e celluclast — novozymes).

A hidrolise foi realizada com carga final de 4 mg/g, sendo 2 mg/g advindos de

cada combinacdo. A hidrélise teve duracdo de 72 h e foi realizada conforme o item 3.2,
3.10. Comparacao dos consorcios com 0s coquetéis comerciais
Os consorcios 4 LT (consorcio 4 com lacase e tween) e 4 ELT (consércio 4 com
lacase, tween e expansina) desenvolvidos durante o trabalho foram comparados com 0s

coquetéis comerciais — celluclast e cellic ctec2 — na hidrélise enzimatica de bagaco de

cana-de-acgUcar por 72 h conforme o item 3.2, deste capitulo.
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3.11. Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada com o objetivo de
visualizar as mudangas estruturais na superficie das biomassas com 48 h de hidrolise. As
amostras foram submetidas & secagem a 65°C, metalizadas em equipamento Sputter
Coater SCD 050 (Balzers, Alemanha) e visualizadas em microscopio eletrénico de
varredura modelo JMS 7001F (JEOL, Jap&o) utilizando-se voltagem de 15 kV, de acordo
com protocolo adaptado de Li et al. (2014).

3.12. Analise dos carboidratos das biomassas hidrolisadas via HPLC

As amostras obtidas a partir dos experimentos de hidrolises foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca anidnica, acoplada a um detector de
amperometria pulsada (HPAE-PAD), por meio do sistema Dionex ICS 3000 DC lon
Chromatography com utilizacdo de pré-coluna CarboPac Guard e coluna CarboPac PA-
100 (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA). Foram injetados 10 uLL de amostra com
0 auto sampler AS40 (Dionex), com o fluxo de 15 mL/min. As amostras foram eluidas
em solucéo de hidroxido de sodio (0,1 M) e solucdo de acetato de sddio (0,5 M). Os dados
obtidos foram analisados pelo software Chromeleon 6.8 SR8 (Dionex). A curva de
calibracdo para a quantificacdo dos oligossacarideos foi feita a partir de varias solucoes
com os diferentes monossacarideos e oligossacarideos (glicose, celobiose, celotriose,
celopentaose, celohexose, xilose, xilobiose, xilotriose, Xilopentaose, Xilohexaose,
manose, manobiose, manotriose, manotetraose, manopentose e monohexose) com
concentracdo final de 1 mg/mL. Posteriormente, foi feito um mix contendo todos
monossacarideos e oligossacarideos com concentracfes distintas (variando de 0,0025-
0,005 mg/mL).

3.13. Andlise estatistica
As andlises estatisticas utilizadas para se comprovar a diferenca entre 0os pontos
de hidroélise e os tratamentos foram feitas com o software Statistic 10. Os dados foram

submetidos a ANOVA com post-hoc teste LSD Fisher com nivel de significancia de
0,05%.

124



4. RESULTADO E DISCUSSOES

4.1. Semi-purificacdo de B-glicosidase para suplementagdo do consorcio

enzimatico

O fungo termofilico H. grisea var. thermoidea € caracterizado como um fungo
aerobico que sobrevive em temperaturas que variam de 20 a 50 °C, apresentando
crescimento 6timo entre 40 e 42 °C. E capaz de secretar varias enzimas termoestaveis
como celulases, B-glicosidases, xilanases, B-xilosidases e feroluil esterases (Cintra,
2016). Dentre elas, este fungo é reconhecido por produzir altos indices de B-glicosidase
(Polizeli, Jorge e Terenzi, 1996). No trabalho de Peralta et al., (1997), o H. grisea var.
thermoidea também crescido em bagaco de cana produziu duas formas de B-glicosidase
mais ativas a 50 e 60 °C e pH 6,0.

A caréncia de B-glicosidase em um coquetel enzimético pode levar ao acimulo de
celobiose, causando inibicdo de outras enzimas do complexo celulolitico, como
endoglicanase e celobiohidrolase (Singhania et al., 2013). A eficiéncia da hidrélise
enzimatica depende tanto das caracteristicas de enzimas individuais como da propor¢éo
dessas enzimas em um coquetel multienzimatico. Assim foi avaliada a suplementacéo do
consoércio com B-glicosidase proveniente de H. grisea.

O H. grisea cultivado em bagaco de cana por 7 dias apresentou atividade
volumétrica de B-glicosidase de 0,36 UI/mL e atividade especifica de 3,63 mg/mL.

A ultrafiltracdo foi realizada em membrana de corte de 50 kDa. Na literatura
trabalhos relatam B-glicosidases purificadas com massa molecular acima de 50 kDa
(Peralta et al., 1997; Filho, 1996). Apds a ultrafiltracdo, o concentrado apresentou
atividade de 1,11 Ul/mL e nédo foi detectada atividade de B-glicosidase no ultrafiltrado.

O concentrado foi aplicado na coluna Sephacryl S-100 que resultou no perfil
cromatogréafico, mostrados na Figura 3.1. As maiores atividades de B-glicosidase foram
encontradas nas fracfes 38, 39 e 40 com atividade média de 0,61 Ul/mL. Entretanto,
nestas fracGes também foram encontradas atividades de CMCase, xilanase, pectinase e

mananase.
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Figura 3.1. Perfil cromatografico da semi-purificacdo do extrato bruto de H. grisea
cultivado em bagaco de cana-de-aclcar aplicado na coluna de exclusdo molecular
Sephacryl S-100. Foi aplicada amostra proteica com 2 % de volume de coluna eluido com
tampdo acetato de sédio pH 5,0 a 50 mM, e fluxo de 0,33 mL/min. ~—*~ CMCase,

xilanase, pectinase, mananase, B-glicosidase —*— proteinas a 280 nm.

Vaérias corridas cromatograficas foram realizadas e as fragdes com os maiores
picos de atividade foram reunidas para a suplementacdo do consércio 4 na hidrélise de
bagaco de cana-de-acgucar. As fracdes quando reunidas apresentaram 0,13 CBU/mL, desta
forma, foi necesséria a liofilizacdo das fracdes para que fosse possivel realizar a hidrélise
com suplementacdo de 1 CBU/mL.

Os resultados da hidrolise de bagaco de cana na presenca do consorcio 4 com a
suplementag¢do de B-glicosidase semi-purificada de H. grisea estdo apresentados na

Figura 3.2.
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Figura 3.2. Hidrolise enzimatica de bagaco de cana de agucar na presenca do consorcio
4 (45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT) suplementado com 1 CBU de B-glicosidase semi
purificado de H. grisea. A — acucares redutores totais e B — glicose. —#—consorcio 4,

adicdo simultaneo, ¢adicdo sequencial e 'adicdo consecutiva.

Conforme podemos avaliar, a adigdo de 1 CBU/mL de B-glicosidase no consércio
4 ndo aumentou a liberacdo de acgUcares redutores totais, nem a liberacéo de glicose. Duas
hipdteses podem ser levantadas: a primeira é que 0 consorcio nao carece de
suplementagdo de atividade de -glicosidase; a segunda é que a dosagem de 1 CBU/mL
é uma carga relativamente baixa para elevar o desempenho do consorcio. Dos 16 extratos
brutos caracterizados inicialmente (Capitulo 2) o que apresentou a maior atividade de -

glicosidase foi 0 A. terreus quando cultivado em palha de cana. A atividade especifica
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apresentada por este extrato bruto € a mesma apresentada pelo H. grisea. Vale ressaltar
que o consorcio 4 contém 10% de extrato bruto do A. terreus em palha de cana.

Rabelo (2010) usou uma carga de 1,0 CBU/g combinado com 3,5 FPU/g para a
hidrélise de bagaco pré-tratado. Shi, Xiang e Li (2015) usaram 10 CBU/g na hidrolise de
palha de milho (Ruiyang, China) e afirmam que usaram em excesso com a intengédo de
evitar o acimulo de celobiose. No trabalho de Rueda (2010), utilizando 30 FPU/g e 25
CBU/g de celulose foi possivel obter um rendimento de hidrélise de 97,1%. Mesmo
quando baixaram a dose para 25,85 FPU/g e 7,33 CBU/g de celulose o rendimento
manteve-se acima de 95%.

Entretanto, a quantidade de B-glicosidade necessaria tende a variar de acordo com
0 tipo de biomassa e pre-tratamento. No trabalho de Xiao et al., (2004) ao hidrolisar
softwood usaram uma carga de 64 CBU/g de celulose de Novozyme 188. Por sua vez, na
hidrolise enzimatica de sorgo, Salvi et al., (2010) utilizaram uma carga de 80 CBU/g de
celulose ao utilizar o tambem coquetel Novozyme 188.

Vale salientar que o coquetel comercial novozymes 188 é o que apresenta maior
atividade de B-glicosidase (Hu, Arantes e Saddler, 2011) sendo frequentemente utilizado
em trabalhos. Segundo Shi et al., (2017) a atividade de B-glicosidade deste coquetel é de
aproximadamente 665 CBU/mL, ou seja, muito superior a quantidade de CBU do extrato

semi-purificado neste trabalho de H. grisea.

4.2 Validacao da hidrolise enzimatica em microescala

Para o estudo de aperfeicoamento de coquetéis enzimaticos, € interessante
trabalhar com microescala, pois assim menor quantidade de material é usado. O objetivo
desse experimento foi validar a hidrolise em menor escala. Os resultados obtidos podem

ser comparados na Figura 3.3.

128



1,2

=

£
od i ===
: = E
» = =
g 08 & = = =
[e] = | = | =
= = | = | | — |
v = = = =
206 = = = =
2 = = = =
S = = = E
T = = = =
204 = = = =
g == = = = =
g = = = = = =
502 BE= = = = = =
< = = = = = =
0 = = = = = = = = = =
i © o © o © i) © o) ©
3 £ 2 £ 2 £ S £ 3 £
(4] o <] o ] o Q o ] o
° o o o o o o o o o
= © 2 © 2 © =2 © = ©
£ 3 £ 2 £ 2 £ 2 £ 2
(] Q Q (] (]

1h 6h 24h 48h 72h
tempo (horas)

Figura 3.3. Liberacdo de acgucares redutores totais na hidrolise de bagaco de cana-de-
acucar realizada em duas escalas com o consorcio 4 (45% CSTR: 10% PCAT: 45%

BCAT). Microescala — 1 mL e escala normal — 50 mL.

As ferramentas estatisticas sdo importantes ferramentas para projetar e validar
coquetéis (Lopes, Filho e Moreira, 2018). Neste caso, a estatistica foi aplicada para
validar a utilizacdo de um menor volume na hidrélise e reprodutibilidade. A hidrolise foi
realizada com o consorcio 4 em duas escalas diferentes (microescala com volume final
de 1,0 mL e escala normal com volume final de 50 mL). Pelo teste de ANOVA one way
ficou evidente que ndo ha diferenca estatistica nos tempos de 6, 24, 48 e 72 h, os valores
de p ficaram acima de 0,05 (nivel de significancia de 0,053 para 6 h, 0,073 para 24 h,
0,169 para 48 h e 0,416 para 72 h). No tempo de 1 h de hidrélise ha diferenca (p=0,001)
entre 0s modelos adotados, a diferenca pode ser explicada por uma falha de execucéo do
experimento, pois o shaker (50 mL) levou mais tempo para atingir a temperatura de 50
°C do que o vortemp (1 mL), sendo que o0s experimentos foram preparados
simultaneamente.

Bussamra, Freitas e Costa (2015) realizaram estratégia equivalente a do presente
trabalho. Reduziram a escala de hidrélise enzimatica de 50 mL para 1,5mL e validaram

0 experimento por teste estatistico.
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Berlin et al. (2005) realizaram a hidrdélise enzimatica de polpa e folhas de alamo
amarelo em duas escalas (microplaca e baldo volumétrico), usando dois tipos de extratos
brutos (Penicillum sp. e Trichoderma sp.) e em ambas estratégias demonstraram
resultados semelhantes. Os autores ressaltam a capacidade do microensaio em distinguir
entre as preparacGes enzimaticas (Penicillum sp. e Trichoderma sp) que apresentam
habilidades hidroliticas diferentes.

Suwannarangsee et al. (2012) realizaram experimento em microescala usando a
mesma propor¢do e as mesmas condigdes aplicadas neste presente trabalho (tubos de 1,5
ml, volume total de reacdo de 1 mL, contendo 1% (m/v) biomassa) mas neste caso 0
material hidrolisado foi palha de arroz.

A microescala torna-se uma estratégia interessante para minimizar custos e
maximizar os resultados. Esse tipo de experimento permite supor que em uma aplicacao
comercial (larga escala) os resultados tendem a se reproduzir. Assim, Souza (2016)
verificou o aumento do volume, comparando a hidrélise em Erlenmeyer (50 mL) e reator
(3 litros) notou-se claramente que ambos o0s ensaios de hidrélise apresentaram perfis
similares, principalmente nas primeiras 48 h e com 72 h de hidrélise a diferenca de
conversao foi de no maximo 5%.

Dessa forma, todas as hidrélises enzimaticas deste trabalho foram realizadas em

microescala.

4.3. Suplementacdo do consércio com adicdo de surfactante — tween 80

Surfactantes, tais como tween, tem propriedades hidrofobicas e hidrofilicas que
podem diminuir a tensdo superficial e ajudar a remover compostos hidrofébicos (Cao e
Aita, 2013). Dessa forma, a conversdo da biomassa na presenca do surfactante pode ser
explicada pela reducdo da adsorcdo nao produtiva da enzima na lignina (Eriksson,
Bdrjesson e Tjerneld 2002).

Os resultados da suplementacdo com tween do consorcio 4 na hidrolise de bagaco
de cana-de-acUcar sdo apresentados na Figura 3.4.

Independente da concentragdo do tween 80 adicionada, foi possivel elevar a
liberacdo de acgucares redutores totais e glicose na faixa de 20 a 25% na hidrdlise de

bagaco de cana-de-agUcar.
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Figura 3.4. Hidrdlise enzimatica de bagaco de cana-de-actcar com o consorcio 4 (45%
CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT) suplementando com tween 80. —#— consorcio 4,
consorcio 4 + 0,5% de tween 80, rconsorcio 4 + 1% de tween 80 ¢ consorcio 4

+ 2% de tween 80. A — acUcares redutores totais, B- glicose.

Com 72 horas o consorcio 4 difere do consorcio 4 suplementado com tween em
todas as concentragdes. Entretanto ndo ha diferenca estatistica entre as dosagens
utilizadas (0,5, 1 e 2%) tanto na liberacdo de acucares redutores totais como de glicose.
Desta forma, a adicdo de 0,5% de tween 80 na hidrélise se torna promissora, pois foi
capaz de elevar a liberacdo de ART (x 22%) e glicose (x 34%) na hidrolise mesmo com

uma baixa dosagem de tween. Os surfactantes podem auxiliar na redugéo da recalcitrancia
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da biomassa, pois séo capazes de reduzir o teor de lignina, o que consequentemente leva
a uma reducdo da carga de enzima e melhora a liberagdo de aclcares durante a etapa de
hidrélise. Além de ser um composto ndo tdxico e de baixo custo (Li e Zheng, 2017).

Dentre os principais surfactantes empregados na literatura, estdo o tween 80,
tween 20, PEG 600 e Triton X (Yu et al., 2013, Li et al., 2015, Zhang et al., 2018, Chen
et al., 2018). Agrawal et al. (2016) listaram e testaram 21 tipos distintos de surfactantes,
que incluiram tween, PEG, DEC, TEG, polialquileno glicol, entre outros. Quase todos 0s
surfactantes utilizados melhoraram a sacarificacdo de palha de trigo, embora com niveis
diferentes. O melhor resultado para os autores foi quando utilizado o UCON 50 HB 660
(éter butilico de polialquileno glicol). A conclusdo obtida Agrawal et al. (2016) foi que a
suplementacdo com surfactante é uma estratégia eficaz para alcancar maior rendimento
de sacarificacdo, o que corrobora com os resultados obtidos nesta tese.

Para Lopez et al. (2013), a adicdo de tween 80 a 1% ativou em até 50% as
atividades de exoamilase e endoamilase. Zhang et al. (2018) mostraram que com a adigéo
de tween 80 foi possivel melhorar a hidrélise enzimatica, reduzir o tempo e a dosagem de
celulases na hidrolise. Segundo os autores, com a adi¢do de tween 80 foi possivel obter a
mesma liberacdo de glicose, porém com reducdo de 50% da dosagem enzimatica ap0os
24h de hidrdlise. Assim como no trabalho citado, é possivel reduzir a carga do consércio
4 ao adicionar o tween 80 na hidrdlise enzimatica e obter a mesma liberacéo de agUcares.

E interessante avaliar a adicio de tween para cada biomassa, uma vez que ha
relatos na literatura que, dependendo do tipo da biomassa, 0 aumento nos rendimentos de
hidrolise ndo foram observados. Para Yu et al. (2013), o tween 80 foi adicionado a
hidrolise enzimética de avicel e polpas lignoceluldsicas (Polpa de hardwood branqueada
e liquor verde de hardwood pré-tratada). Na hidrolise de avicel houve um aumento da
degradacdo com a adicdo de tween 80, o que ndo foi alcancado na hidrélise das polpas
lignocelulésicas.

Li et al. (2015) investigaram a influéncia de aditivos, como BSA, PEG 6000 e
Tween 80 na hidrdlise enzimatica de brotos de bambu e bambu maduros, indicando que
os aditivos apresentaram capacidade em reduzir a dosagem de celulase. Mas ressaltam
que a suplementacdo de xilanase (1 mg/g MS) na hidrélise de bambu foi mais eficiente
que a adigéo dos referidos aditivos na producgéo de glicose e xilose.

A hidrélise enzimatica de celulose do tipo solka floc ndo tratada foi potencializada
na presenca de tween (20 ou 80) nas primeiras 24 h de hidrélise. Entretanto, ap6s 48 h o

rendimento de glicose foi similar ao controle (sem adicdo de tween 20 e 80). Neste mesmo
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trabalho, houve um pequeno aumento no rendimento de glicose (5-10%) na hidrélise da
palha de milho pré-tratada LHW (liquid hot water) e em switchgrass na presenca de
qualquer um desses surfactantes (Siqueira, 2010).

Os surfactantes também podem ser utilizados no pré-tratamento da biomassa. O
uso de tween-80, &cido dodecilbenzeno sulfénico e polietilenoglicol 4000 foi utilizado no
pré-tratamento de milho. Dentre os surfactantes analisados, o tween 80 foi 0 mais
promissor, conseguindo aumentar a remocdo da lignina e reduzir as ligacbes nédo

produtivas das enzimas na superficie da biomassa.

4.4. Suplementacdo do consdrcio com expansina

A expansina atua de maneira ndo-hidrolitica na quebra da biomassa, podendo
cooperar sinergicamente com as celulases e assim melhorar a eficiéncia da hidrolise (Liu,
Ma e Zhang, 2015). A expansina foi originalmente isolada de plantas, sendo responsavel
pelo afrouxamento e expansdo da parede celular durante o crescimento da planta (Jin et
al., 2013).

Inicialmente, foi realizado um screening com o extrato da expansina, e nenhuma
atividade de CMCase, xilanase, pectinase e mananase foi detectada. O efeito das
diferentes cargas de expansina sobre papel de filtro apresenta-se na Figura 3.5. A partir
de 24h de incubacéo foi possivel observar a degradacdo do substrato (tempos adicionais
ndo mostrados). Pode-se observar também que o efeito da degradacéo da fibra de papel
foi proporcional a carga de expansina usada. A expansina pode romper a estrutura do
papel de filtro e diminuir a cristalinidade da celulose (Kubicek e Kubicek, 2016).
Entretanto, ao realizar ensaio similar com a incubacdo da expansina em papel de filtro,
para detectar a atividade funcional da expansina, Costa (2016) em seu trabalho afirma
que ndo foi possivel observar diferenca visual entre os testes, resultado diferente do

observado neste trabalho.
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Controle

Figura 3.5. Incubacdo por 24 h do extrato de expansina em diferentes dosagens com papel
whatman n°1.

Apos a incubacdo da expansina com papel de filtro por 6, 24, 48 e 72 h, 0
sobrenadante foi descartado e realizou-se o protocolo para a determinacao de atividade
de FPase. Conforme pode ser observado na Figura 3.6, as maiores liberacdes de ART
foram obtidas pela incubacéo do papel de filtro com expansina por 24 h com dosagens de
2 mg e 0,5 mg por 72 h, respectivamente. Entretanto, a deterioracdo do papel gerou
interferentes nas leituras de absorc¢éo Optica pelo método de DNS, o que pode ter causado

um falso-positivo para a liberacdo de acucares redutores totais.
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Figura 3.6. Ensaio de FPase ap6s incubagéo do extrato de expansina com papel whatman
1l ==05mg == 1mg 2mg " controle.
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Segundo Sun et al., (2015), algumas atividades de enzimas/proteinas acessorias
ndo podem ser medidas pelo ensaio de FPase. Essa afirmacdo vem de encontro com o
resultado observado. Foi visualmente notado que a expansina consegue romper as fibras
do papel, mas ndo foi observado um resultado de maior liberacdo de agucares durante o
ensaio de FPase.

Como os resultados da expansina em papel de filtro mostraram-se inconclusivos,
um novo teste foi realizado, desta vez utilizando bagaco de cana-de-acucar. A hidrélise
foi realizada de forma simultanea. Para 24 e 48 h de hidr6lise, foram usadas dosagens de
0,5, 1 e 2 mg/g. Estes resultados ndo foram satisfatorios, pois ndo foi possivel verificar
uma queda na liberacdo de ART com 0 aumento da dosagem, assim, realizou-se um novo
teste, desta vez por 72 h com cargas de 2, 4 e 8 mg/g de expansina. A Figura 3.7 apresenta

os resultados.
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Figura 3.7. Teste de dosagens de expansina na hidrélise de bagaco de cana-de-actcar. ™

24 horas, " 48horas e B 72 horas.

Neste trabalho, cargas acima de 2 mg/g ndo resultaram em uma maior liberacao
de ART, desta forma, adotou-se como padrdo 2 mg/g de expansina por 48 h. A proxima
etapa consistiu em realizar uma hidrélise em bagaco de cana com suplementacdo do
consércio 4 com a expansina, adotando 3 estratégias (simultdnea, sequencial e

consecutiva), conforme apresentado na Figura 3.8.
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Figura 3.8. Hidrolise em bagaco de cana de aclicar com o consorcio 4 (45% CSTR: 10%
PCAT: 45% BCAT) suplementado com expansina consércio 4, = adicdo
simultaneo, adicdo sequencial e radicdo consecutiva. A: liberacdo de acucares

redutores, B: liberacdo de glicose.

Yan et al. (2012) adotaram uma estratégia semelhante, adicionaram a expansina
BSEXLX1 em concentragfes de 100, 200, 300, 400 e 500 pg na hidrolise de forma
simultanea e sequencial com 0,1 FPU/g de celulose. A atividade sinérgica aumentou até

a carga 300 pg de BsEXLX1, porém, com concentracdes maiores (400 e 500 pg), a

136



atividade diminuiu. A hidrolise também foi mantida por 48h, mas realizada em palha de
milho.

Como dito anteriormente, no modelo simultaneo, a expansina e o consércio 4
foram adicionados juntos, ou seja, no tempo de 0 h de hidrdlise. Nas adi¢des sequencial
e consecutiva, a expansina ficou por 48 h nas condigdes da hidrolise apenas na presenca
do bagago de cana-de-agUcar, atuando como um pré-tratamento, para posterior adi¢do do
consorcio 4, que atuou por 72 h. A diferenca foi que no consecutivo apds o tempo de 48h,
a expansina foi desnaturada.

Com 48 h de hidrolise, a adicdo consecutiva se diferencia das demais tanto em
liberacdo de ART como de glicose. Vale ressaltar que com 48 h a adicdo consecutiva
apresenta uma vantagem de 25% com relagdo ao consoércio 4 para a liberacdo de ART e
glicose.

Com 72 h de hidrolise ndo héa diferenca na liberacao de agUcares redutores totais
(p > 0,05) entre o consorcio 4 e os modelos adotados de suplementa¢do com expansina.
Na liberacdo de glicose ha diferenca estatistica, entretanto ndo ha diferenca entre as
adicOes consecutiva (0,62 mg/mL) e simultanea (0,61 mg/mL).

Yan et al. (2012) relataram um aumento na liberacdo de glicose quando a celulose
foi pré-tratada com uma expansina, BsXLX1, seguida de hidrdlise com celulases, em
comparacdo a quando as duas enzimas foram adicionadas simultaneamente. A adigéo
inicial da expansina BsXLX1 foi capaz de romper a estrutura cristalina da celulose,
aumentando assim a acessibilidade das celulases ao seu substrato, conduzindo a uma
hidrolise mais eficiente. Segundo os autores, a adicdo simultdnea de ambas as enzimas
sugere uma competicdo por sitios de ligacdo. Algo similar pode ter acontecido neste
trabalho, assim a adicdo consecutiva, onde a expansina foi desnaturada para a adicdo do
consorcio 4, favoreceu a liberacdo de ART conseguindo se destacar entre 0s demais com
48 h de hidrdélise. Vale lembrar que na hidrolise em papel whatman foi nitida a capacidade
da expansina em romper as fibras do papel, algo similar pode ter acontecido no bagaco
de cana.

Porém, neste experimento cabe avaliar a liberacdo de ART por hora de hidrdlise,
uma vez que nas adi¢es consecutiva e sequencial houve uma pré-incubacéo da expansina
por 48 h. A adicdo consecutiva apesar de ter liberado maior quantidade de ART em 48 h
(1,40 mg/mL), o tempo total de toda a hidrolise foi de 96 h devido a pré-incubagdo com
a expansina (48 h). Se calcularmos a liberacdo de agucares redutores totais considerando

0 tempo de 96 h, a quantidade de ART liberada por hora foi de 0,014 mg/mL. Ao passo
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que o consorcio 4 e adicdo simultanea liberam 1,12 e 1,14 mg/mL em 48 h, o que
representa aproximadamente 0,023 mg/mL/h. Assim, levando em consideracdo o tempo
de pré-incubacdo, ndo ha vantagens da adi¢do de expansina frente ao consércio 4, nos
moldes avaliados neste trabalho.

Santos et al. (2017) em seu trabalho relatam que a combinagédo de enzimas com a
expansina pode melhorar a degradacdo enzimatica de substratos complexos. A
combinacgéo de 41,4% de Celluclast, 37% BCC 199 e 21,6% de expansina produziu 769
mg de acUcar por grama de biomassa usando 2,82 FPU/g de enzimas

4.5. Suplementagéo do consorcio com lacase

Lacases sdo enzimas ligninoliticas que desempenham um papel importante nos
processos de degradacdo e modificacdo da lignina, oferecendo a possibilidade de
aumentar o rendimento da hidrolise e fermentacdo devido a alteracdo da hidrofobicidade
e porosidade da lignina (Giacobbe et al., 2018). Varias lacases fungicas e bacterianas
tem sido usadas na desintoxicacdo e/ou deslignificacdo de inumeras biomassas
lignoceluldsicas, pré-tratadas ou ndo pré-tratadas, sozinhas ou na presenca de um
mediador (Fillat et al., 2017).

Nos altimos anos, a aplicacao de lacase na industria ganhou consideravel atencéo.
A lacase mostrou-se eficaz na degradacdo da lignina de fibras da industria de papel e
celulose, bem como em estudos laboratoriais de degradacao de lignina sintetizada (Chen
et al., 2012).

O extrato bruto da lacase utilizada neste estudo apresentou atividades de 0,089,
0,076 e 0,154 Ul/mL para CMCase, Xxilanase e pectinase, respectivamente. Nédo foi
detectada atividade de mananase. Inicialmente foi feito um teste para determinar a
dosagem Otima de lacase a ser adicionada no consércio 4 por um periodo de 24 h com
dosagens de 2, 4 e 8 mg/g na hidrolise de bagaco de cana-de-agucar. A adicdo da lacase
ao consorcio 4 foi de forma simultanea (sim), conforme resultado apresentado na figura
3.9.
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Figura 3.9. Efeito da adicdo de lacase no consorcio 4 (45% CSTR: 10% PCAT:
45% BCAT) na hidrdlise de bagaco de cana-de-agucar com dosagens de 2, 4 e 8 mg/g de

biomassa. Sim: forma de adi¢do simultanea.

O consorcio sem adicdo de lacase liberou 0,95 mg/mL de ART, enquanto que
quando consorcio 4 foi suplementado com 8 mg/g de lacase (sim 8) liberou 1,27 mg/mL,
com um aumento de 33% na liberacdo de ART. Foi realizada uma ANOVA que
demostrou que ndo ha diferenca estatistica na adicdo de lacase ao consorcio quando
adicionada uma carga de 2 e 4 mg (sim 2 e sim 4). O consdrcio 4 com adi¢cdo de 8 mg de
lacase por grama de biomassa se difere do controle e dos demais tratamentos (p < 0,05
por teste pareado de Fisher). Por isso optou-se em adicionar 8 mg/g de lacase ao consércio
4.

E importante avaliar a carga de lacase a ser adicionada na hidrélise enzimatica,
uma vez que o excesso pode levar a um efeito de inibicdo. Assim como foi relatado no
trabalho de Raj e Krishnan (2018), a adicdo de lacase a 50 U/g e 400 U/g néo diferiu do
controle (celulase sem adicdo de lacase), mas, quando usada a carga de 200 U/g
simultaneamente com celulases, esta combinacdo apresentou diferenca entre os demais,
sendo considerada a carga 6tima.

Todavia, no trabalho de Galbe e Zacchi (2002), a lacase foi usada para tratar o
pré-hidrolisado apos o pré-tratamento antes da hidrélise enzimatica de spruce. Verificou-
se que esta forma de tratamento era um método muito especifico de desintoxicacéo, uma
vez que diminuia a quantidade de compostos polifendlicos em mais de 90%. Entretanto

para Rocha-martin et al. (2018), o pré-tratamento com lacase na hidrélise da palha de
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cana e palha de milho levou a uma redugao da conversdo da biomassa em glicose. Nesse
caso, a glicose liberada foi de 67,7 para 39,2 g/Kg para palha de cana e de 69 para 53,5
g/Kg para palha de milho. Mediante estes resultados os autores afirmam que uso de lacase
na desintoxicacdo de materiais lignoceluldsicos pré-tratados ndo foi viavel, pois a
aplicacdo de lacase antes e durante a hidrélise enzimatica levou a uma menor conversao
de glicose. Os autores visualizaram um efeito negativo tanto quando a lacase foi
adicionada simultaneamente ao coquetel, como quando a lacase foi inativada para
posterior adi¢do do coquetel.

Para testar o uso da lacase como pré-tratamento adotamos a estratégia de adicionar
a lacase primeiro por 24 h a 50 °C como forma de pré-tratamento antes da adi¢do do
consorcio 4. Desta forma, uma hidrolise foi realizada com adicao de lacase por metodos
simultaneo, sequencial e consecutivo na hidrélise de bagaco de cana-de-agucar (Figura
3.10).

Percebe-se que a adicdo da lacase melhorou a liberacdo de acucares redutores
totais. A liberacdo de ART da adicdo consecutiva com 72h foi de 1,40 mg/mL,
considerando as primeiras 24 h somente com lacase, seguido de desnaturacéo e adi¢do do
consorcio 4 mais 48h, o que representou um aumento de 53% na liberacdo de ART
comparado com consorcio 4 com 72 h hidrdlise (0,91 mg/mL).

A lacase ndo foi capaz de liberar agucares redutores, pois, ao longo das 96 h de
hidrolise, o branco (bagaco + lacase) manteve-se constante (0,41 mg/mL). Verificou-se
um efeito sinérgico ao adicionar a lacase ao consorcio enzimatico, pois a soma da
liberacdo de ART do consorcio 4 somado a liberagdo de ART do branco com 72h de
hidrolise (0,91 + 0,41 = 1,32 mg/mL) € inferior ao encontrado na adi¢do simultaneo (1,48
mg/mL). Isso representa um aumento de 12 % na liberacdo de acucares redutores totais.

As analises estatisticas (ANOVA e post-hoc teste de Fisher) mostraram que apds
72h de hidrolise, os tratamentos com lacase, nas trés modalidades de adicao (simultaneo,
sequencial e consecutivo) diferem do controle com relacdo a liberacdo de agucares

redutores totais (p<0,05).
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Figura 3.10. Hidrolise em bagaco de cana de actcar com o consorcio 4 (45% CSTR: 10%
PCAT: 45% BCAT) com a adicdo de lacase. A — acUcares redutores totais e B — glicose.
—&— consorcio 4, adicdo simultaneo, ' adicdo sequencial, ¢ adicdo

consecutivo e 'lacase.

No trabalho de Siqueira (2010), a suplementacdo com lacase (40 Ul/g) em
coquetéis comerciais (Spezyme CP — 15 FPU/g e Novozymes 188 40 CBU/qg) beneficiou
a hidrolise de palha de milho na liberacdo de glicose em 20% com 48 h, porém nao
apresentou vantagem na liberacéo de glicose de solka floc e switsgrass.

Foi avaliado o efeito da modificacdo da lignina pela lacase na hidrélise de spruce

e cana do reino (Moilanen et al., 2011). As biomassas foram pré-tratadas com lacase e
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depois hidrolisadas com celulases comerciais. A modificagdo causada pela lacase na
lignina melhorou o rendimento da hidrélise de spruce em 12%. Mas surpreendentemente
teve um efeito adverso sobre a cana do reino, reduzindo o rendimento da hidrélise em
17%. Os autores estudaram as propriedades de ligacdo das celulases na lignina usando
lignina isolada. O tratamento com lacase reduziu a ligacdo das enzimas na lignina de
spruce, enquanto que com cana do reino, a quantidade de enzimas ligadas a lignina
aumentou apos o tratamento com lacase. Os autores concluiram que a compreensdo das
reacOes da lacase sobre a lignina ajudara a controlar a ligacdo inespecifica das celulases
em substratos lignoceluldsicos (Moilanen et al., 2011).

Assim como na hidrélise de spruce, no trabalho de Moilanen et al. (2011), a
presenca da lacase proporcionou um aumento na liberacdo de ART e glicose na hidrélise
de bagaco de cana-de-acUcar. Cabe ressaltar que foi independente da forma adicionada
da lacase, 0 que torna 0 modelo simultaneo (consorcio mais lacase) interessante, pois é

menos trabalhoso e consequentemente apresenta menor risco de contaminagéo.

4.6. Suplementacado do consércio com lacase e tween

Apo0s os experimentos individuais de suplementacdo com lacase e tween, estes
foram adicionados em conjunto ao consércio. Foi comparada a performance do consércio
4, 0 consorcio 4 com lacase, o consorcio 4 com tween 80 e a combinacgédo do consoércio 4
com tween e lacase, este ultimo denominado consércio 4 LT, conforme Figura 3.11. Nota-
se que a combinacdo consdrcio com lacase (consércio + lacase) e consorcio com lacase e
tween (consorcio 4L T) apresentaram os melhores desempenhos na liberacdo de glicose e
ART na hidrolise de bagaco de cana-de-agucar.

Na liberacdo de ART com 72 h, todos 0s experimentos apresentaram diferencas
entre si (p<0,05). O consorcio 4 LT elevou a liberacdo de acucares redutores totais em
46% com 72h e 56% com 96 h quando comparado com o consorcio 4.

Em termos de liberacdo de glicose com 72 h, ndo houve diferenca estatistica entre
0 consorcio com lacase e o consdrcio 4 LT. A liberacao de glicose do consércio 4 LT foi
58% superior a liberacdo de glicose obtida pelo consércio 4.

No trabalho de Siqueira (2010), o uso de lacase e polietilenoglicol 4000
(surfactante) juntamente com enzimas comerciais na hidrélise enzimatica da palha de
milho apds o pré-tratamento (Liquid hot water - LHW) apresentou um aumento de 20%

quando comparado com a mesma condi¢do sem a presenca destes aditivos.
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Figura 3.11. Hidrélise em bagaco de cana-de-agUcar com a adicdo de lacase e tween ao
consorcio 4 (45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT). A — acucares redutores totais e B —
glicose. =®= consércio 4, —*—consorcio 4 + lacase, ' consorcio 4 + tween, ¢

consorcio 4 LT.
4.7. Suplementacao do consércio 4 LT com triptofano
O triptofano é um aminoacido especifico presente em dominios de CBMs, assim

como atirosina. Sao capazes de promover a adsor¢éo de celulases na celulose, bem como

na lignina. O aminoacido presente em um dominio € responsavel pelo grau de
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hidrofobicidade. O triptofano com seu anel indol é capaz de aumentar ainda mais a
hidrofobicidade do dominio (Johan, Engqvist e Tjerneld, 2007).

O consorcio 4 LT (consércio 4 com lacase e tween) foi suplementado
simultaneamente com triptofano a 10 e 20 mM, conforme apresentado na Figura 3.12.
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Figura 3.12. Hidrolise em bagaco de cana-de-agucar com a adicdo de triptofano ao
consorcio 4 LT (45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT com tween 80 e lacase). A —
acucares redutores totais e B — glicose. =—*— consério 4 LT Consorcio 4 LT + 10

mM de triptofano —#—' Consércio 4 LT + 20 mM de triptofano.
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Podemos observar que, a combinagéo do triptofano ao consorcio 4 ndo apresentou
vantagem na liberacdo de glicose, pois ndo houve diferencas estatisticas (p>0,05) com
24, 48 e 72h de hidrolise para a liberacdo de glicose. Entretanto, com 48 e 72 h para
liberagdo de ART houve diferenca estatistica entre o consorcio 4 LT e o consorcio 4 LT
suplementado com triptofano a 20 mM. A presenca do triptofano a 20 mM elevou a
liberacdo de ART em 34 e 20% com relacéo ao consorcio 4 LT (sem adi¢do de triptofano
— controle) no tempo de 48 e 72 horas, respectivamente. Nestes tempos de 48 e 72 h o
consorcio 4 LT 10 mM ndo apresentou diferenca estatistica entre os demais (consércios
4 LT e4LTa20mM). Cabe ressaltar que o triptofano € hidrofébico (Pereira et al., 2012,
Najmudin et al., 2006), o que faz acreditar que possa ter interferido nas leituras de
absorbancia dos ensaios de liberacdo de acUcares redutores, ocasionando um resultado
falso-positivo. No trabalho de Teixeira et al. (2012) foi descrito que misturas contendo
20 mM de triptofano superestimou em 76% os resultados pelo ensaio de DNS. Portanto,
ndo podemos afirmar se houve de fato um aumento da liberacao de agucares por causa do

triptofano ou se os resultados foram fruto de uma interferéncia.

4.8. Suplementacao do consércio 4 LT com expansina

Nesta etapa, foi realizada uma combinacéo entre o consorcio 4 LT (consorcio 4
com lacase e tween) e expansina na hidrdlise de bagaco de cana-de-acUcar. Para isso trés
estratégias foram utilizadas. Na estratégia simultanea, a expansina foi adicionada com o
consorcio 4 LT. Nas estratégias sequencial e consecutiva, a expansina foi adicionada
primeiro, com a intencdo de atuar como um pré-tratamento biolégico por 48 h e apds esse
tempo, o consércio 4 LT foi adicionado. Na estratégia consecutiva a expansina foi

desnaturada para posterior adi¢do do consércio 4 LT. Os resultados estdo na Figura 3.13.
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Figura 3.13. Hidrdlise enzimatica em bagaco de cana-de-agucar com o consorcio 4 LT 4
LT (45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT com tween 80 e lacase) com suplementacédo de
expansina. A — acUcares redutores totais e B — glicose. —#— adicdo simultaneo,

adicdo sequencial, radicdo consecutivo.

O objetivo da adicdo da expansina era afrouxar as fibras da celulose e facilitar o
acesso do consorcio 4 LT, por sua vez, a lacase atuaria sobre a lignina da biomassa e/ou
na oxidacdo de compostos fendlicos (Galbe e Zacchi, 2002).

O valor de p (>0,05) ndo foi significativo para liberacdo de acucares redutores

totais com 72 h de hidrolise entre as combina¢Ges, mas o valor de p (<0,05) foi
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significativo para a liberagdo de glicose com 72h entre os tratamentos. Neste tempo a
maior liberacdo de glicose ocorreu na adigdo simultanea (0,82 mg/mL). Cabe ressaltar
que as adigdes consecutiva e sequencial ndo diferiram entre si.

A suplementacdo de um coquetel enzimatico com enzimas acessorias pode
contribuir significativamente para sua eficacia e melhorar a liberacdo de actcares (Sun et
al., 2015). Entretanto, a presenca da expansina ndo foi capaz de elevar a liberacdo de

acucares da hidrolise.

4.9. Combinacéo do consdcio 4 LT com coquetéis comerciais

O consorcio 4 LT foi combinado com os coquetéis comerciais da Novozyme
(celluclast e cellic ctec2), e também foi realizada uma combinagdo entre 0s coquetéis
comerciais na hidrolise de bagaco de cana-de-agtcar (Fig. 3.14).

Neste experimento o que mais chama a atencédo é a menor liberacdo de glicose e
ART observada a partir da combinacdo dos coquetéis comerciais cellic ctec2 com
celluclast, principalmente se comparado a liberacdo de glicose e ART obtida pela
suplementacdo do consdrcio 4 LT com os coquetéis comerciais (cellic ctec2 e celluclast).

A combinacéo do consorcio 4 LT com o cellic ctec 2 liberou aproximadamente 79
e 70% mais ART e glicose do que a combinacéo cellic ctec2 com celluclast com 72h de
hidrolise. E quando o consorcio 4 LT foi combinado com o celluclast, este liberou 35 e
20% mais ART e glicose do que a combinacéo cellic ctec2 com celluclast com 72h.

Houve um efeito aditivo na liberacdo de agUcares redutores totais na combinagéo
do consorcio 4 LT com o celluclast com 72 h de hidrolise. Todas as combina¢Ges com 72

h se diferem entre si em termos de liberacdo de acucares redutores e glicose (p<0,05).
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Figura 3.14. Hidrolise enzimatica em bagaco de cana com suplementacdo de coquetéis
comerciais. A — agucares redutores totais e B — glicose. —®— consorcio 4 LT (45% CSTR:
10% PCAT: 45% BCAT com tween 80 e lacase) + cellic ctec2, consorcio 4 LT
(45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT com tween 80 e lacase) + celluclast, "cellic

ctec2 + celluclast.

A combinacdo de coquetéis comerciais ja foi estudada e apresentou resultados
positivos. Trabalhos anteriores mostraram a forte cooperacéo sinérgica entre uma mistura
comercial de celulase (Novozymes Celluclast 1,5 L) e uma mistura comercial de xilanase

(Genencor Multifect Xylanase) durante a hidrolise de palha de milho. Este sinergismo
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resultou em uma reducdo de 7 vezes na carga de celulase necesséria para atingir um grau
semelhante de hidrdlise (Hu, Arantes e Saddler, 2011). Diferente do comportamento
observado neste trabalho, cabe ressaltar que o cellic ctec2 e celluclast s&o coquetéis
celuloliticos, a combinacdo entre eles pode ter causado um excesso de atividade
celulolitica, o que pode resultar em um feedback negativo. Em altas cargas enzimaéticas,
as enzimas podem comecar a competir pelos mesmos sitios de ligacdo, levando a uma
reducdo na liberacdo de aglcares (Van Dyk e Pletschke, 2012).

A suplementacédo de coquetéis comerciais com enzimas de atividades hidroliticas
podem elevar a taxa de conversao da biomassa. No trabalho de Thomas, Parameswaran e
Pandey (2016), a hidrélise enziméatica em palha de arroz foi realizada com um coquetel
comercial de celulases (Zytex, india) e B-glicosidase (previamente produzida), quando
suplementado com xilanase (Aspergillus sp.), houve producdo 574,8 mg/g de agUcares
redutores totais em comparacdo aos 430,2 mg/g de agucares pelo coquetel sem xilanase.

No trabalho de Wang et al.,, (2012) a capacidade do coquetel comercial
celulolitico Spezyme CP (Genencor) foi significativamente melhorada para degradar a
palha de milho pre-tratada por explosao de vapor com a suplementacéo de 1,21 FPU/g de
A. fumigatus (AFCel). A converséo de glicose foi aumentada em 25,6%.

No caso de Vintild et al. (2009), o melhor rendimento de hidrdlise de celulose
(79%) foi obtido com o coquetel formado por extrato bruto de celulases de T. viride

CMIT3.5 combinado com Novozyme 188.

4.10. Comparacao do consorcio com coquetéis comerciais

E de suma importancia que o consdrcio otimizado seja comparado com coquetéis
comerciais. O consorcio 4 LT (consércio 4 com lacase e tween) e o consorcio 4 ELT
(consorcio, lacase, tween e expasina — modelo consecutivo) foram comparados com
coquetéis comerciais (celluclast e cellic ctec2). Os resultados estdo apresentados na
Figura 3.15.

Os consorcios 4 LT e 4 ELT foram melhores na liberacdo de glicose e ART do
que o coquetel comercial celluclast. Os consércios 4 ELT e 4 LT liberaram 211% e 123%
mais ART do que o celluclast com 48 h de hidrolise. Na liberacdo de glicose com 48
horas, 0s consércios 4 ELT e 4 LT liberaram, respectivamente 76 e 136 % mais glicose
do que celluclast. A maior liberagdo de ART e glicose pelos consdrcios frente ao coquetel

comercial celluclast pode ser também confirmada pelas micrografias expostas no item
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4.11 onde as fibras do bagaco estdo mais integras quando hidrolisado com o celluclast do

gue com os consorcios.

A

bl

aclcares redutores totais (mg/mL)

72

Tempo

=

2 L
= o

Y 4./.
E

b

o

Q

oo

1,20

o
(o]
o

|

o
»
o

0,00

Tempo

Figura 3.15. Hidrolise enzimatica de bagago de cana-de-agUcar. A — agUcares redutores
totais e B — glicose. consorcio 4 LT (45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT com
tween 80 e lacase) =@ consorcio 4 ELT (45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT com

tween 80 e lacase e adicdo consecutiva de expansina —®— Cellic ctec2, —%—
celluclast.
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Apesar do consorcio 4 ELT liberar mais ART do que o coquetel comercial cellic
ctec2, o mesmo apresentou uma liberacéo de glicose inferior ao cellic ctec2 e ao consorcio
4 LT. E possivel que a combinagio lacase e expansina tenha inibido a atividade da -
glicosidase. Fillat et al., (2017) descrevem em seu trabalho que a atividade de j-
glicosidase foi inibida pela atuacdo da lacase. Possivelmente a presenca da lacase com a
expansina pode ter inibido a atuagdo da [3-glicosidase.

O cellic ctec2 liberou em termos de acucares redutores totais e glicose
aproximadamente 20% e 10% mais que o consoércio 4 LT, respectivamente. O que ndo €
uma diferenca tdo significativa quando comparado com o desempenho dos consércios
frente ao coquetel comercial celluclast. Vale considerar que o cellic ctec2 pertence a uma
geracdo superior ao celluclast, assim é possivel perceber pelos resultados da hidrolise
neste trabalho o melhoramento dos coquetéis comerciais.

Com 24h de hidrdlise, ndo ha diferenca estatistica (p<0,05) entre o consorcio 4
ELT, consorcio 4 LT e cellic ctec2, mas, com 6, 48 e 72h todos sé&o diferentes entre si.

O rendimento da hidrélise (%) esté relacionada com a eficiéncia enzimatica,
enquanto que a concentracdo de acucares liberado ao longo do tempo de hidrélise
determina quéo viavel é o processo (Bussamra, Freitas e Costa, 2015). Nesse sentido, se
avaliarmos a liberagcdo de ART por hora tomando como base o tempo de 6 h a liberagéo
de ART alcancada pelos coquetéis comerciais foram de 0,041 mg/mL/h para o celluclast
e 0,145 mg/mL/h para o cellic ctec2, o consorcio 4 LT atingiu 0,161 mg/mL/h e o
consorcio 4 ELT obteve 0,198 mg/mL/h, maior liberacdo entre os demais. A maior
liberacdo de ART nas primeiras 6 h na hidrolise de bagaco de cana ocorreu na hidrolise
realizada pelos consércios 4 LT e 4 ELT. Entretanto, o consércio 4 ELT atuou por 48 h
antes da adicdo do consércio 4 LT apenas na presenca da expansina.

Para Rodrigues et al. (2015), o maior rendimento da hidrolise em palha de trigo
foi encontrado quando celluclast foi suplementado B-glicosidase. Desta forma,
conseguiram elevar o rendimento da hidrolise em 29% (52% sem B-glicosidase e 81%
com B-glicosidase). Entretanto, apesar da suplementacéo, o cellic foi capaz de promover
uma hidrolise mais eficiente (>98%). Assim, ja era esperado que o cellic ctec2
apresentasse um resultado superior ao celluclast neste trabalho, uma vez que o cellic ctec2
é considerado um coquetel de segunda geragcdo comparado com o cellic.

Em um trabalho realizado por Bussamra, Freitas e Costa (2015), o coquetel
otimizado desenvolvido pelos pesquisadores conseguiu converter 72% da celulose

presente em bagaco de cana-de-acucar, enquanto que o celluclast converteu apenas 49%.
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Para Sun et al. (2015) é evidente que a melhoria do Ctec (ctecl, 2 e 3) ndo foi
alcancada apenas aumentando a expressdo das proteinas, mas também pela mistura e
combinacdo de varias enzimas, como enzimas acessorias, e, assim, foi capaz de fortalecer
a cooperagdo sinérgica durante a hidrolise lignoceluldsica. Estudos mostraram que
proteinas ndo-hidroliticas, tais como os como CBMs, expansinas e LPMOs aumentam
significativamente a atividade de enzimas hidroliticas (Malgas et al., 2017). A baixa
atuacdo do celluclast, como podemos observar neste trabalho, segundo Hu, Arantes e
Saddler (2011) e Siqueira (2015) é devido a falta de enzimas acessérias, como
hemicelulases que pode comprometer a hidrdlise de substratos ricos em xilana (Hu,
Arantes e Saddler, 2011; Siqueira, 2015).

O trabalho de Gomes, Gama e Domingues (2018) sugere que, quanto maior a
concentracdo de substrato utilizado, maior o desempenho dos coquetéis comerciais como
o celluclast, cellic e accelerase ao hidrolisar lodo de papel reciclado. Ja é conhecido por
Rodrigues et al. (2015) que as enzimas encontradas no Cellic e Celluclast apresentam um
comportamento diferente com relacdo a distribuicdo solido-liquido. Nao foi o foco deste

trabalho avaliar a concentracao de substrato na hidrélise.

4.11 Avaliacgao das hidrolises por MEV

As biomassas apés hidrélise foram avaliadas por MEV conforme as Figuras 3.16
a 3.24. Foram analisados o0s bagacos hidrolisados apenas com tampéo, expansina, lacase
e lacase com tween. Além dos bagacos hidrolisados com o consércio 4, o consércio 4

com expansina, o consorcio 4 LT e os coquetéis comerciais cellic ctec2 e celluclast.
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Figura 3.16. Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura do bagaco de cana-de-acUcar hidrolisado apenas com tampdo — sem

adicao de enzimas — controle.

— 100pm JEOL-UnB — 100pm JEOL-UnB 100pm JEOL-UnB
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Figura 3.17. Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura do bagaco de cana-de-agucar hidrolisado apenas com lacase.
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Figura 3.19. Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura do bagaco de cana-de-acUcar hidrolisado apenas com lacase e tween.
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Embora estudos tenham sugerido que os surfactantes, assim como 0 uso de
enzimas acessarias, aditivos quimicos entre outros possam melhor a hidrélise enzimatica,
ainda sdo necessarios mais esforgos para entender o mecanismo de acéo dos surfactantes
durante a sacarificacdo. Imagens realizadas por MEV entre outras técnicas, como por
exemplo, difracdo de raios X (DRX) e analise termogravimétrica (TG) poderdo auxiliar
na elucidagdo destes mecanismos (Zhang et al., 2018).

As micrografias evidenciam uma mudanca estrutural na superficie das fibras do
bagaco de cana-de-agUcar pela atuacdo das enzimas (lacase e expansina) e surfactante
(tween) (Figuras 3.17, 3.18, 3.19 e 3.20). O substrato apresenta aspecto irregular pela
atuacdo da expansina, lacase, e lacase com tween no bagaco de cana-de-aglcar com
relacdo ao bagago sem adigdo de nenhuma fonte de enzima ou aditivo. E possivel observar
principalmente na presenca da lacase com tween que as fibras da biomassa tornaram-se
mais abertas e expostas (Fig. 3.19), o que favoreceu uma maior superficie de contato e
possivelmente beneficiou a hidrdlise do bagacgo de cana-de-aclcar. Trabalhos como o de
Qiu e Chen (2012), Kim et al. (2009) e Santos et al. (2017) exploram 0 uso microscopia
eletrnica de varredura para avaliar os efeitos da lacase, expansina e swolleina.

Para Qiu e Chen (2012), o uso da lacase (Sclerotium sp) em palha de trigo
explodida a vapor foi avaliada pela associacdo de MEV e espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR). Os resultados indicaram que a lignina foi oxidada
pela lacase, contribuindo para o desprendimento do complexo lignina-carboidrato e,
consequentemente, levando ao aumento da hidrélise da celulose. No trabalho de Kim et
al. (2009), as micrografias da incubacédo de papel de filtro com expansina e com solucao
de ureia 8 M produziram o mesmo efeito, houve uma diminuicdo da resisténcia com
relacdo ao controle, o qual apresentou estrutura mais densa, sobreposta e interligada.
Santos et al. (2017) mostraram que a swollenina recombinante de T. harzianum foi capaz
de criar uma superficie dspera e amorfa emavicel comrelacéo ao controle, o qual manteve
uma superficie lisa. Os autores reforcam que a disruptura da fibra é a principal
caracteristica que torna a swollenina como um aditivo para conversdo de biomassa
enzimatica. Portanto, essa disruptura da fibra é possivel ser observada neste trabalho com

as imagens de MEV.
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Figura 3.20. Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura do bagaco de cana-de-agUcar hidrolisado com o consorcio 4 (45%
CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT) (48h).
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Figura 3.21. Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura do bagaco de cana-de-agUcar hidrolisado com o consorcio 4 (45%
CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT) suplementado com expansina (simultaneamente) (48h).
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Figura 3.22. Mlcrograflas obtidas por mlcroscopla eletronica de varredura do bagaco de cana-de-acucar hidrolisado com o consércio 4 LT (45%

CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT com tween 80 e lacase) (48h).
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Figura 3.23. Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura do bagaco de cana-de-agUcar hidrolisado com o coquetel comercial
cellic ctec2 (48h).
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Figura 3.24. Mlcrograflas obtidas por microscopia eletrénica de varredura do bagaco de cana-de-agUcar hldrollsado com o coquetel comerC|aI

celluclast (48h).
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Quando os consoércios/enzimas/coquetéis foram adicionados a biomassa foi
possivel avaliar, por meio de MEV, a ac¢éo sinérgica das enzimas hidroliticas que faz com
que partes da superficie da biomassa sejam removidas, formando fissuras e cavidades,
aumentando a area de superficie total e a facilitando a acessibilidade das enzimas (Ang et
al., 2015).

As micrografias do bagaco quando hidrolisado com o consércio 4 LT (Fig. 3.22)
e com o coquetel comercial cellic ctec2 (Fig. 3.23) apresentaram uma superficie
totalmente descontruida e fragmentada, diferente da micrografia quando bagaco foi
hidrolisado na presenca do celluclast (Figura 3.24). Vale lembrar que o celluclast
apresentou um desempenho de hidrélise inferior ao consércio 4 LT na liberagcdo de
acucares redutores totais. Desta forma, era esperado que as fibras do bagaco hidrolisado
com o celluclast apresentassem uma estrutura mais integra.

As imagens de MEV no trabalho de Cripwell et al. (2015) permitiram avaliar
mudancas significativas que ocorreram na estrutura do farelo de trigo ao longo do tempo
da hidrolise enzimética. No inicio do experimento, a estrutura do farelo de trigo ainda
estava intacta com uma superficie aspera, apds 44 h era visivel algumas alteracoes e no
final do experimento com 72 horas os danos haviam aumentado, o que beneficiou a

atuacdo das amilases.

4.12 Analise dos carboidratos das biomassas hidrolisadas via HPLC
Com o tempo de 48 h de hidrdlise os consércios 4, 4 com expansina (simultaneo),

4 LT, cellic ctec2 e o celuclast foram avaliados por HPLC na hidrolise de bagaco de cana,

conforme Figuras 3.25 a 3.29
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Figura 3.25. Monossacarideos e oligossacarideos e respectivo cromatograma da hidrélise

de bagaco de cana-de-acucar hidrolisado com o consorcio 4 (45% CSTR: 10% PCAT:
45% BCAT).
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Figura 3.26. Monossacarideos e oligossacarideos e respectivo cromatograma da hidrolise
de bagaco de cana-de-agucar hidrolisado com o consércio 4 (45% CSTR: 10% PCAT:
45% BCAT) suplementado com expansina (simultaneamente).
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Figura 3.27. Monossacarideos e oligossacarideos e respectivo cromatograma da hidrélise

de bagaco de cana-de-acgucar hidrolisado com o consércio 4 LT (45% CSTR: 10% PCAT:
45% BCAT com tween 80 e lacase).
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Figura 3.28. Monossacarideos e oligossacarideos e respectivo cromatograma da hidrélise

de bagaco de cana-de-acucar hidrolisado com o coquetel comercial cellic ctec2.
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Figura 3.29. Monossacarideos e oligossacarideos e respectivo cromatograma da hidrolise

de bagaco de cana-de-acucar hidrolisado com o coquetel comercial celluclast.

As anélises em HPLC foram feitas quando a hidrolise atingiu o tempo de 48 h. O
consorcio 4 (sem nenhuma suplementacao) liberou xilose, glicose, manobiose e xilobiose
(Fig. 3.25). Quando o consorcio 4 foi suplementado simultaneamente com expansina, este
liberou manose, xilose, glicose, manobiose, manotriose, Xxilobiose, manotetraose,
manopentaose e celotriose (Fig. 3.26). Por sua vez quando o consorcio 4 foi suplementado
com tween e lacase (consércio 4 LT) foram liberados manose, xilose e glicose (Fig. 3.27).
Por sua vez, o cellic ctec2 liberou glicose e manobiose e o celluclast liberou xilose e
glicose (Figuras. 3.28 e 3.29).

Ao comparar o consorcio 4 LT com o consércio 4 é possivel verificar que a adicdo
de lacase e tween proporcionou a conversdo de oligossacarideos (manobiose e Xilobiose)
em monossacarideos, desta forma, houve aumento da producdo de glicose e xilose e

quantificacdo de manose. A presenca de monossacarideos como produto final da hidrélise
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comprova que o consércio 4 LT é um consorcio enzimético holocelulolitico eficiente. O
cellic ctec2 é uma mistura comercial de celulases (Jung et al., 2015), desta forma, como
esperado o principal produto liberado foi glicose. Entretando, o cellic ctec2 liberou
aproximadamente 11% mais glicose do que o consorcio 4 LT, valor compativel com o

encontrado (10%) ao determinar a glicose com o kit de glicose oxidase.
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5. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados pode se concluir que a adicdo concomitante
de lacase e tween ao consorcio 4 favoreceu maior liberacdo de glicose e acglcares
redutores totais quando comparado com o consorcio 4 e entre as outras formas de adicao
avaliadas, que incluiram B-glicosidase, triptofano e expansina.

A composicdo otimizada (consércio 4 LT) apresentou uma liberacdo de ART e
glicose proxima da obtida pela acdo do coquetel comercial Cellic CTec2, e maior que a
obtida pelo coquetel Celluclast.

O microensaio foi reprodutivel, tornando-se uma ferramenta para minimizar o
volume de hidrélise e consequentemente a carga de enzima. Desta forma, apresentou
resultados confiaveis.

A abordagem de otimizacdo relatada neste estudo poderd ser aplicada para
otimizar consorcios enzimaticos para degradacgéo de substratos lignocelulésicos visando

a industria de bioprocessos.
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CAPITULO IV

EFEITO DE ENZIMAS FIBROLITICAS EXOGENAS NA QUALIDADE DA
SILAGEM DE MILHO

1. INTRODUCAO

A adocdo da silagem como estratégia alimentar é cada vez mais empregada em
sistemas intensivos de producdo de carne e leite, uma vez que permite a armazenagem de
grandes quantidades de alimento volumoso para fornecimento aos animais, sendo a
silagem de milho um dos alimentos conservados mais utilizados na producdo animal
(Figueiredo et al., 2018).

A silagem de milho fornece 50 a 100% a mais de energia digestivel por hectare
que qualquer outra forrageira. Entretanto, o valor nutritivo da silagem de milho pode
variar conforme o hibrido, a densidade de cultivo, as condi¢des de crescimento, a
maturidade e a umidade no momento da colheita, o tamanho de particula e as condic¢Oes
de ensilagem (Velho et al., 2007). Para melhorar a qualidade da silagem, aditivos e
inoculantes veem sendo utilizados no processo. Os resultados obtidos nos estudos estdo
mais relacionados com a preservacdo e fermentacdo da silagem e as respostas no
desempenho animal (Mazza Rodrigues et al., 2002).

Os aditivos bioldgicos e inoculantes bacterianos sdo compostos por bactérias
acido-laticas, adicionados ou ndo de enzimas (celulases, amilases e hemicelulases) e,
segundo Coan et al. (2005) o principio basico de atuacdo destes produtos consiste no
aumento da disponibilidade de acucares simples, via complexo enzimatico, para que as
bactérias tenham acesso a esses acucares, incrementando, dessa forma, a producdo de
acido latico e promovendo a queda brusca do pH.

De acordo com Beauchemin et al. (2003) apesar dos avangos da pesquisa, a
digestibilidade das forragens continua a limitar a ingestdo de energia disponivel para 0s
ruminantes. Desta forma, a adi¢do de enzimas fibroliticas exdgenas tem sido alvo de
estudos na nutricdo de ruminantes. As enzimas fibroliticas podem potencializar a
degradacédo dos polissacarideos estruturais juntamente com as enzimas produzidas pelos

micro-organismos do ramen.
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O aproveitamento de alimentos fibrosos pelos ruminantes esta relacionado a
sintese e secrecdo de enzimas pelos micro-organismos do rimen, 0s quais promovem a
hidrélise da parede celular das plantas (Fagundes et al., 2008). Uma vez que esta
conversdo tem sido pouco eficiente, a adi¢do de enzimas fibroliticas € um caminho para
promover a hidrolise parcial da parede celular da planta durante o processo de preservagao
da planta na forma de silagem (Lelis, 2012). A aplicacdo de enzimas fibroliticas na
forrageira no momento da ensilagem pode melhorar o valor nutricional, eliminar fatores
antinutricionais, fornecer enzimas digestivas suplementares, como proteases, amilases e
glicanases (Kuhad, Gupta e Singh, 2011). Adicionalmente, a acdo das enzimas fibroliticas
favorece o crescimento das bactérias desejaveis, devido a maior liberacéo de carboidratos
soluveis, resultando em melhoria no processo de fermentacdo e, consequentemente, na
qualidade da silagem produzida.

Dentre os efeitos da utilizacdo de enzimas fibroliticas, como as celulases e
hemicelulases, em silagens Nadeau et al. (2000) citam a reducdo da concentracdo dos
carboidratos estruturais. Outros autores também mencionam melhora na preservacao do
material ensilado e elevacdo na quantidade de agucares solUveis e da degradabilidade
ruminal (Hristov e McAllister, 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da aplicagdo de coquetéis contendo
enzimas fibroliticas exdgenas sobre a qualidade da silagem de milho.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar os parametros de qualidade da silagem de milho pH e composi¢éo
bromatologica, mediante inoculagdo com o coquetel (consorcio 4
desenvolvido no capitulo 2 desta tese - 45% CSTR: 10% PCAT: 45%
BCAT) ou com os coquetéis comerciais Celluclast® e Cellic® CTec2;

e Determinar a populacdo de bactérias acido-laticas presentes nas silagens;

e Visualizar as mudancas estruturais na superficie das fibras das silagens

mediante utilizacdo de microscopia eletronica de varredura.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Matéria-prima

A matéria-prima utilizada na ensilagem foi a cultura de milho, o qual foi colhido
aos 120 dias, com 35% de matéria seca. O corte da planta inteira foi realizado
manualmente a 20 cm da superficie do solo e 0 material picado para tamanho médio de

particula de 10 mm em ensiladeira acoplada ao trator.

3.2. Inoculantes fibroliticos

Os aditivos utilizados foram o Coquetel Enzimatico 4, descrito no capitulo II, e
os coquetéis comerciais Celluclast® e Cellic® CTec2, ambos produzidos pela Novozymes.
Os coquetéis enzimaticos foram aplicados na dosagem de 7,8 mg de proteina por
kilograma de biomassa, exceto o coquetel Cellic® CTec2 que também foi utilizado na

dosagem de 50x maior, ou seja, 390 mg de proteina por kilograma de material ensilado

3.3. Ensilagem

O material picado foi dividido em cinco partes, sendo que uma parte foi
pulverizada com agua destilada e as demais com o0s coquetéis avaliados, constituindo os
tratamentos Controle, Coquetel 1x, Celluclast® 1x, Cellic® CTec2 1x e Cellic® CTec2
50x. Logo apo6s a aspersdo o material foi ensilado em mini silos experimentais de PVC
com didmetro de 10cm, altura de 40 cm e capacidade de cerca de 2,3 kg. Com intuito de
coletar o efluente produzido durante o processo de fermentacédo o cilindro foi preparado
com uma tela plastica e recipiente coletor na parte inferior.

Foram colhidas duas amostras da biomassa in natura para caracterizar o material
no momento da ensilagem. Apds serem numerados e pesados procedeu-se o enchimento
dos mini silos de forma manual, com auxilio de bastdo de madeira, até atingir densidade
aproximada de 600 kg/m3. Em seguida os mesmos foram fechados com tampas contendo

valvula tipo “Bunsen”, lacrados com cola quente e fita adesiva, pesados e armazenados

em sala com temperatura ambiente (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Mini silos armazenados

3.4. Coleta, processamento e analises laboratoriais

Passados 120 dias do fechamento os mini silos foram pesados, abertos e, apos
eliminacdo de cerca de 5 cm da parte superior e da parte inferior, a parte central foi
homogeneizada em saco plastico e foram coletadas amostras para posterior analise
laboratorial.

Na ocasido da abertura foi quantificado o volume de efluente produzido e uma
amostra de 25 g da silagem foi processada, por um minuto, em liquidificador industrial
juntamente com 225 mL de agua destilada para determinacdo do pH, de acordo com
método proposto por Kung Jr. (1996).

O material foi seco até atingir peso constante em estufa de circulagdo forcada a
65°C e moido em moinho de facas em peneira com crivos de 1 mm. Posteriormente, foram
realizadas as analises bromatoldgicas no Laboratorio do Departamento de Zootecnia da
ESALQ/USP usando o método NIRS — espectrofotometria de infravermelho proximal.

Para contagem de bactérias acido-laticas realizou-se diluicdo seriada usando o
meio MRS (Man-Rogosa-Sharpe), com plaqueamento de 1mL em placas Petrifilm (AC,

3M®) com diluicdes 107, 107 e 107 realizados em triplicata. Em seguida, as placas foram
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alocadas em jarra de cultivo de micro-organismos contendo disco gerador de anaerobiose
(Anaerobac, Probac). A jarra foi mantida em estufa a 30°C e a contagem da populagéo
foi realizada 48+4h apds a incubacdo. Os resultados obtidos foram expressos em
Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/mL).

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada com o objetivo de
visualizar as mudancas estruturais na superficie das fibras da silagem. As amostras de
silagem foram secas a 65°C, metalizadas em equipamento Sputter Coater SCD 050
(Balzers, Alemanha) e visualizadas em microscopio eletronico de varredura modelo JMS
7001F (JEOL, Japéo) utilizando voltagem de 15 kV, de acordo com protocolo adaptado
de Liet al. (2014).

As silagens foram distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado com
cinco tratamentos e quatro repeticdes, sendo os dados médios apresentados de forma

descritiva.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o processo de ensilagem, grande quantidade de oxigénio é produzida
dentro do silo, o0 que resulta no aumento da sobrevida de micro-organismos indesejaveis,
como bactérias aerdbias e fungos, que competem com as bactérias acido-laticas (BAL)
pelos carboidratos soluveis, prejudicando a reducdo do pH e a preservacao da silagem.
Como o oxigénio é um fator indesejavel para se obter silagem de alta qualidade, a
compressdo da forragem na ensilagem é necessaria para reduzir a quantidade de oxigénio
e, consequentemente, melhorar a qualidade final da silagem. A alta densidade de silagem
promove a eliminacdo de oxigénio e assegura condi¢des anaerdbicas dentro do silo
(Anésio et al., 2017).

Desta forma, quanto maior for a compactacao, maior serd a densidade (em kg de
MS/m?) do silo, o que, além de melhor aproveitamento da capacidade do silo resultara
em reducdo de perdas. No presente estudo a quantidade de material ensilado em cada mini
silo apresentou pouca variacao entre os tratamentos (Figura 4.2), sendo obtida media de
2.180 g (+ 549), o que resultou em densidade média das silagens de 570 kg/m?, valor
adequado e dentro da faixa de 550 a 650 kg/m® recomendados por Paziani e Campos

(2015) para silagem de milho.
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Figura 4.2. Peso médio dos mini silos logo apds a ensilagem.
Controle: silagem sem adicao de enzimas fibroliticas; coquetel: consorcio 4 (45% CSTR: 10% PCAT: 45%

BCAT); cellic ctec2 e celluclast: coquetéis comerciais; 1x e 50x: dosagem de enzima fibrolitica.
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Sucu et al., (2016) ressalta que as silagens mais compactadas (612 kg/m®) séo
mais estaveis do que as silagens menos compactadas (577 kg/m®). Estes resultados
reconfirmam os achados por Velho et al., (2007) que realizaram um trabalho testando a
densidade de 500 e 600 kg/m® e chegaram a conclusdo que quanto maior a densidade de
compactacdo melhor a conservacdo dos glicidios sollveis e menor as alteracdes dos
carboidratos estruturais e menor protedlise na silagem de milho.

De acordo com Franca et al. (2011) silagens caracterizadas como de boa qualidade
devem apresentar pH na faixa de 4,2, 0 que evita a protedlise e a consequente produgédo
de &cido butirico. No presente trabalho os valores médios de pH das silagens foram de
4,41; 4,37; 4,37; 4,34 e 4,37 para os tratamentos controle, coquetel 1x, Cellic® CTec2 1x,
Cellic® CTec2 50x e Celluclast® 1x; respectivamente (Figura 4.3). Embora os valores de
pH ndo tenham variado entre os tratamentos, esses estdo acima do recomendado,
provavelmente devido ao fato de que o material foi ensilado com elevado teor de matéria
seca (MS=35%), mesmo este estando dentro da faixa 30 a 37% considerada por Nussio
(1991) como ideal para obtencédo de silagens de boa qualidade. Além do pH, o teor de
matéria seca influencia a intensidade do processo de fermentacéo da silagem. O menor
teor de umidade, associado a maior tensdo osmdtica, decorrente da concentragdo de
nutrientes, inibe o surgimento de fermentacdes indesejaveis, causadas por bactérias

clostridicas, sem prejudicar a fermentacéo lactica. (Rodrigo et al., 2004).
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Figura 4.3. Valor do pH da silagem no momento da abertura dos mini silos.

Controle: silagem sem adicao de enzimas fibroliticas; coquetel: consorcio 4 (45% CSTR: 10% PCAT: 45%

BCAT); cellic ctec2 e celluclast: coquetéis comerciais; 1x e 50x: dosagem de enzima fibrolitica.
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Segundo Cherney e Cherney (2003) o pH ainda permanece como um bom
indicador da qualidade de fermentacdo em silagens com baixo teor de MS e ndo sendo
adequado para silagens com alto teor de MS. Adicionalmente, Jobim et al. (2007)
afirmam que silagens de materiais com baixo teor de umidade invariavelmente
apresentam valores de pH elevados, acima de 4,2.

Apesar de ser um importante parametro para inferir a qualidade do processo de
ensilagem, Yasuoka et al. (2015) apontam que o pH ndo deve ser utilizado como critério
exclusivo na avaliacdo da fermentacdo, pois seu efeito inibidor de micro-organismos
depende da velocidade de declinio da concentracdo ibnica e do teor de umidade do
material ensilado. De acordo com Valeriano et al. (2009), a rapida reducdo no pH da
silagem diminui a degradacao de proteinas no silo por inativacdo de proteases das plantas,
explicando a baixa reducdo de proteina bruta da silagem, como também inibe o
desenvolvimento de micro-organismos anaerobios indesejaveis, tais como
enterobacteérias e clostridios.

A producdo de efluente também é influenciada por fatores como teor de MS da
cultura ensilada, além do tipo de silo, grau de compactacdo e processamento fisico da
forragem (Haigh, 1999). O efluente (ou lixiviado) pode ser produzido tipicamente quando
a cultura ensilada possui um alto teor de umidade. A umidade excessiva representa risco
de perda de nutrientes e pode gerar dano ao meio ambiente, pois o efluente apresenta alta
demanda bioguimica de oxigénio (DBO), é rico em nutrientes solaveis, nitrogénio (N),
fosforo (P) e apresenta pH baixo, variando de 3,5 a 5 (Gebrehanna et al., 2014). No
presente estudo ndo foi verificada producdo de efluente nas silagens do tratamento
controle. J& o material tratado com 0s coquetéis enzimaticos apresentaram producédo de
efluente nas quantidades médias de 36,5 mL; 122 mL; 94 mL e 224 mL para 0S
tratamentos coquetel 1x (n=2), Cellic® CTec2 1x (n=4), Cellic® CTec2 50x (n=4) e
Celluclast® 1x (n=3); respectivamente. Nota-se aumento na producdo de efluente dos
tratamentos contendo 0s coquetéis comerciais em relacdo ao coquetel 4. Além disso, o
aumento da dosagem do coquetel Cellic® CTec2 em 50 vezes aumentou 2,38 vezes a
producéo de efluente em relagdo ao tratamento Cellic® CTec2 1x.

Os resultados da composicdo bromatoldgica das silagens séo apresentados na
Tabela 4.1. Em relacdo ao tratamento controle verifica-se a manutencao do teor de matéria
seca e elevacdo no teor de proteina bruta, sendo esta Gltima para a silagem tratada com o

coquetel Celluclast®.
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A manutencdo do teor de matéria seca em relagcdo ao tratamento controle € um
indicativo de que n&o ocorreram perdas durante o processo de fermentacdo. Em relagéo
ao teor de proteina das silagens os valores observados no presente estudo séo 6timos, pois
estdo préximos ao limite superior esperado, uma vez que valores aceitaveis estdo abaixo
de 10% da proteina bruta total (Pereira, 2013). No trabalho de Rodrigues et al. (2002) o
teor de proteina bruta foi de 9,4% para o tratamento controle e 9,8 para o tratamento
contendo adicdo de inoculante.

O aumento no teor de proteina em relacéo ao controle, fato também verificado por
Lara (2013) em silagens de milho que receberam enzimas fibroliticas, indica que houve
reducdo da protedlise na fase fermentativa no material ensilado que recebeu 0s coquetéis
enzimaticos. No presente estudo este fato é evidenciado no tratamento Celluclast® 1x, o
qual apresentou o maior teor de proteina bruta (10%) e o menor valor de N-NHs,
composto produzido a partir da degradacédo da proteina verdadeira pela acdo enzimatica.

Em relag&o a frag&o fibrosa, verifica-se aumento nos teores de fibra em detergente
neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e lignina e reducdo na concentracdo de
carboidratos ndo fibrosos (Tabela 4.1) quando se avalia as silagens que receberam

coquetel enzimético em relagédo ao tratamento controle.

Tabela 4.1 — Teor de matéria seca e composicdo bromatoldgica (%/MS) da silagem de
milho tratada com enzima fibrolitica exdgena por NIRS.

Tratamento
i ~® i ~A®
ltemt Controle Coquetel 1x CT((:e?:glix CTeCc:gl'lslgx Celluclast® 1x
Matéria seca 90,2 90,6 90,4 89,9 89,5
Proteina bruta 9,1 9,3 9,5 9,3 10,0
FDN 40,8 41,5 44,2 43,3 44,7
FDA 25,8 26,8 27,8 26,8 27,0
Lignina 3,5 4,0 4,1 4,5 4,0
CHO’s 1,3 1,8 1,0 0,9 1,9
NDT 65 64 63 63 64
N-NHs3 0,51 0,54 0,57 0,56 0,47
Acido latico 6,64 7,23 6,93 6,77 6,71
Acido acético 1,79 0,76 1,41 1,32 1,90

'FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente 4cido; CHO’s: carboidratos soltiveis em agua;
NDT: nutrientes digestiveis total; N-NHs: nitrogénio amoniacal. Controle: silagem sem adicéo de enzimas
fibroliticas; coquetel: consércio 4 (45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT); cellic ctec2 e celluclast:

coquetéis comerciais; 1x e 50x: dosagem de enzima fibrolitica.
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Os valores considerados ideais para FDN devem ficar entre 45 e 52% da MS.
Neste trabalho a FDN variou entre 40,8 do controle a 44,7% do tratamento com
Celluclast® 1x, sendo que os maiores valores sdo observados nos tratamentos que
receberam os coquetéis comerciais (Tabela 4.1). Valores abaixo de 45% podem estar
relacionado a quantidade de grdos presentes. Como 0s gréos tém pouca fibra, valores
baixos de FDN indicam, geralmente, silagens com maior quantidade de grdos, enquanto
que valores maiores de FDN indicam menores quantidades de gréos e/ou que a silagem
pode ter sido colhida acima do ponto ideal (Valadares Filho et al., 2002).

Segundo Valadares Filho et al. (2002) a concentragdo de FDA na silagem de
milho deve estar em torno de 30%, valores acima do citado podem ser considerados altos,
podendo prejudicar a digestibilidade da silagem produzida. As percentagens de FDA
obtidas no presente ensaio variaram de 25,8 (controle) a 27,8% (Cellic® CTec2 1x).

O aumento observado na fracéo fibrosa e no teor de lignina é apontado por Lara
(2013) como decorrente do efeito de diluicdo, uma vez que essas fragdes sdo expressas
em termos percentuais.

Neste trabalho os valores de nutrientes digestiveis totais (NDT), que indicam a
soma das fracOes digestiveis do alimento, variaram de 63 a 65% e, estdo dentro do
esperado para silagens de milho encontrados na literatura. No trabalho de Rodrigues et
al. (2002) os valores de NDT variaram de 65,07 a 65,14%.

Quando a concentracdo de carboidratos soliveis em agua (CHOs) € adequada
que a umidade ndo seja excessiva, as bactérias produtoras de &cido lactico
(homofermentativas) proliferam ao invés das bactérias heterofermentantes e clostridios,
de modo que o &cido latico se acumula em vez de acido butirico (Dean et al., 2005). As
maiores concentragdes de CHO’S foram observadas nos tratamentos Celluclast® 1x
(1,9% MS) e coquetel 1x (1,8% MS), o que representa aumento de 46 e 38% com relacao
ao tratamento controle (1,3% MS).

A elevada producdo de acido acético é indicio da atuacdo de enterobactérias, que
ocorrem durante 0s estagios iniciais da fermentacdo da silagem, competindo com as
bactérias acido-laticas por nutrientes (Coan et al., 2005). O menor indice de acido acético
foi observado na silagem que foi tratada com o coquetel 1x (0,76%). O maior nivel de
acido acético foi encontrado no tratamento com Celluclast® 1x (1,9%). No trabalho de Li
et al. (2016) o nivel de acido acético variou entre 1,13 a 2,31% entre 0s tratamentos.

Segundo Li et al. (2016) uma ensilagem de boa qualidade deve apresentar taxas
de N-NHz inferior a 10% do N total. No trabalho de Domingues et al. (2012) a taxa de N-
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NHz variaram entre 0,14 e 0,21% ao analisarem 23 tratamentos. Neste trabalho dentre os
tratamentos com coquetéis enzimaticos a variagdo foi de 0,47 (Celluclast® 1x) a 0,57%
(Cellic® CTec2 1x) de N-NHs.

A presenca de bactérias acido-laticas (BAL) € de suma importancia para a
silagem, pois, sdo responsaveis pelo processo fermentativo, pois quanto mais rapido for
a producdo de &cido latico, mais rapida sera a queda do pH e menores 0s riscos de
contaminacéo causada pelo crescimento de micro-organismos deterioradores (Li et al.,
2016). No presente estudo a contagem de bactérias acido-laticas na silagem, feita na
diluicio de 10°, demonstrou que o tratamento Cellic® CTec2 1x apresentou maior
quantidade de bactérias acido-laticas e que o tratamento Celluclast® 1x apresentou a
menor quantidade (figura 4.4).

Variagcdo na contagem de bactérias acido-laticas tem sido reportada no limite de
deteccdo de 10! a 10° UFG g para alfafa, até 10° em gramineas e 10" em milho e sorgo
(Silva et al., 2011; Pahlow et al., 2003).
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Figura 4.4. Contagem de bactérias acido laticas na silagem de milho.

Controle: silagem sem adi¢ao de enzimas fibroliticas; coquetel: consorcio 4 (45% CSTR: 10% PCAT: 45%

BCAT); cellic ctec2 e celluclast: coquetéis comerciais; 1x e 50x: dosagem de enzima fibrolitica.

As BAL podem ser classificadas em homofermentativas e heterofermentativas
(Bruno e Carvalho, 2009). As BAL homofermentativas sdo utilizadas no intuito de
melhorar o processo fermentativo da silagem por meio do aumento na concentragédo de

acido latico, o que diminui o nitrogénio amoniacal e as perdas de MS. Ja as BAL
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heterofermentativas promovem melhorias principalmente apds a abertura do silo,
aumentando a estabilidade aerdbica da silagem, pela inibigcdo do crescimento de fungos e
leveduras. Assim, muitos dos trabalhos recomendam, quando inoculados BAL, que seja
feita a combinacdo entre os dois grupos (Silva et al., 2011).

Como afirmam Martins, Vieira e Teresinha (2008) a microscopia eletronica de
varredura (MEV) constitui um complemento nos estudos de nutricdo animal, pois,
permite visualizar a degradacdo da biomassa durante e ap6s o ensilamento (Muck et al.,
2018) ou a degradacao do volumoso no rimem do animal (Grenet e Barry, 1991; José et
al., 1999). Segundo Cysneiros et al. (2006) a adicdo de enzimas fibroliticas degradariam
parcialmente os componentes da parede celular, fornecendo as bactérias maior quantidade
de substrato fermentavel.

No trabalho de Harbers e Thouvenelle (1980) a microscopia eletrénica de
varredura permitiu avaliar os efeitos da ensilagem e da degradacéo ruminal em silagem
de folhas e caules de milho e sorgo. Os autores perceberam que as bactérias foram mais
ativas na superficie adaxial do que na abaxial de milho e sorgo durante a ensilagem.

Ao se analisar as imagens da microscopia eletrénica de varredura (Figuras 4.5 a
4.10) observa-se que o material in natura e o tratamento controle foram os que
apresentaram porcdes mais integras. Por sua vez a silagem que recebeu o coquetel
comercial Cellic® CTec2 1x apresentou por¢des mais danificadas.

Moon e Henk (1980) e Martins, Vieira e Teresinha (2008) avaliaram o efeito do
tempo ao longo do ensilamento por MEV. Para Moon e Henk (1980) com 4 dias de
fermentacdo foi possivel observar bactérias acido-laticas na superficie e em altas
concentragdes, proximas aos estdmatos e ao longo do interior do meséfilo. Para Martins,
Vieira e Teresinha (2008) com 12 h de fermentacdo foi possivel visualizar a colonizagédo
da parede celular e auséncia de digestdo dos tecidos, e ndo foi verificado alteracédo entre
a adicdo e ndo adicdo de enzimas fibroliticas na silagem de palha de arroz, entretanto,
com 24 horas foi possivel verificar maior populacdo bacteriana associada ao tecido e ha
indicios da remocdo da parede primaria com digestdo da parede secundaria.

Para que fosse observada ruptura e digestdo da parede celular de palha de cevada
pela adicdo de enzimas fibroliticas por MEV se fizeram necessarias altas concentracdes
de enzimas fibroliticas (McAllister et al., 2001).
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Figura 4.5. Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura do milho in
natura triturado e ndo ensilado.
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Figura 4.6. Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura da silagem de
milho do tratamento controle (sem aditivo enzimatico) apds 120 dias ensilado.
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Figura 4.7. Micrografias obtidas por microscopia eletrdnica de varredura da silagem de
milho tratada com o Coquetel 1x (consorcio 4 - 45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT)

ap0s 120 dias ensilado.
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Figura 4.8. Micrgrafias obtidas por microscopia eletronica de varredura da silagem de
milho tradada com Cellic® CTec2 1x apds 120 dias ensilado.
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Figura 4.9. Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura da silagem de
milho tradada com Cellic® CTec2 50x apds 120 dias ensilado.
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Figura 4.10. Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura da silagem de
milho tradada com Celluclast® 1x ap6s 120 dias ensilado.
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5. CONCLUSAO

O uso de aditivos enzimaticos na silagem de milho resultou em aumento da fragcdo
proteica e fibrosa. A silagem que recebeu o coquetel 1 x apresentou a maior producdo de
acido-latico, maior teor de carboidratos sollveis em agua e menor concentracao de &cido

acético com relacéo ao controle.
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CONSIDERACOES FINAIS

O objeto de estudo principal dessa tese foi o desenvolvimento de um consércio
enzimatico otimizado para a degradacdo de biomassa lignoceluldsica e de baixo custo ao
utilizar micro-organismos selvagens cultivados em fontes de carbono lignocelulésica

No capitulo 1 foi apresentada uma revisdo bibliografica atualizada sobre coquetéis
enzimaticos.

No capitulo 2, de 16 extratos brutos obtidos a partir de fungos filamentosos
cultivados em diferentes fontes de carbono, 3 extratos brutos apresentaram potencial em
produtor enzimas holoceluloliticas com caracteristicas fisico-quimicas desejaveis para o
desenvolvimento de consdrcios enzimaticos. Os extratos brutos de T. reesei cultivado em
casca de soja, A. terreus cultivado em bagaco de cana e 0 A. terreus cultivado em palha
de cana, foram combinados com apoio de um planejamento de misturas. Os consorcios
(CSTR:PCAT:BCAT); 1 (0,33:0,33:0,33), 4 (0,45:0,1:0,45) e 6 (0,2:0,75:0,05) foram
caracterizados e avaliados. A partir desta avaliagdo o consorcio 4 foi selecionado para as
etapas seguintes de suplementacéo e aplicacéo.

No capitulo 3, consistiu em otimizar o consércio enzimatico 4 com o emprego de
surfactantes, aditivos quimicos, enzimas hidroliticas e acessdrias. Obteve maiores
resultados de liberacdo de ART e glicose na hidrdlise de bagaco de cana de aglcar quando
foi adicionado tween 80 e lacase, apresentado maior liberacdo de agucares que o coquetel
comercial celluclast. Tanto as enzimas principais quanto os aditivos trabalharam de forma
coordenada e sinérgica para obter tal efeito. Nesta etapa a reducdo de escala e
reprodutibilidade do experimento de hidrélise foi validada.

No capitulo 4, o consorcio 4 foi aplicado silagem de milho como um aditivo
fibrolitico exdgeno. A aplicacdo de aditivos enziméticos na silagem representa um ramo
em potencial crescimento. As enzimas sdo vantajosas na conservacdo de forragens
melhorando os padrbes de fermentacdo, e apresenta vantagens principalmente em
silagens de gramineas onde o teor de carboidratos sollveis é limitado.

Este trabalho mostrou o potencial para desenvolver consorcios enzimaticos
eficiente. Demonstrou-se entdo que, 0 consorcio enzimatico pode ser aproveitado no

contexto de conversdo enzimatica em uma biorrefinaria e em processos agropecuarios.
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PERSPECTIVAS

Avaliar o efeito da lacase nas atividades enzimaticas do consorcio 4;

Avaliar o efeito da expansina nas atividades enzimaticas do consorcio 4;

Aplicar o consorcio 4 LT na hidrolise de diferentes biomassas;

Utilizar técnicas de pré-tratamento nas biomassas a serem hidrolisadas;

Aplicar o consorcio 4 LT na silagem de capim;

Patentear o consorcio 4 LT;

Identificar as proteinas do consércio 4 LT a partir da excisdo das bandas dos géis
e identifica-las por espectrometria de massas (LC-MS/MS);

Realizar MEV dos substratos em diferentes tempos de hidrolise para visualizar as
mudancas que ocorrem na estrutura da biomassa ao longo do tempo de hidrolise

enzimatica.
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