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RESUMO

As pesquisas acerca de fontes alternativas de combustiveis tem se concentrado principalmente
na biomassa composta de celulose, hemicelulose e lignina. Os carboidratos estruturais
contidos na matriz celulosica representam o substrato que pode ser utilizado para producéo de
biocombustiveis por processos fermentativos. A opcao pela hidrolise enzimatica de biomassa
vegetal, utilizando celulases, pode gerar uma opgdo de menor impacto ambiental frente a
outros processos de hidrolise. Estudos sobre novas fontes microbianas e, andlises mais
acuradas das etapas que compGem a producdo de celulases sdo essenciais como estratégias
para diminuir os custos gerados pelo uso de celulases nos processos de obtencdo de acUcares
fermentesciveis. Portanto, este trabalho tem como objetivo a selecdo de fungos filamentosos,
produtores de enzimas do complexo celulolitico, assim como a investigagdo dos parametros
gue envolvem a producdo de celulases através do processo de fermentacdo submersa. Em uma
etapa inicial foram selecionados os micro-organismos por metodologia em placas, onde se
averiguou o potencial celulolitico através do indice enzimatico em meio especifico. Foram
selecionadas as linhagens que atingiram um didmetro de crescimento de colonia de 150 mm,
em placas de Petri, em menor tempo de incubacdo (48 horas). Da etapa de selecdo inicial,
foram escolhidos os micro-organismos com maior potencial enzimatico que foram entdo
submetidos aos testes em fermentacdo submersa. O primeiro teste consistiu em selecionar os
micro-organismos como melhores produtores de celulases totais (FPase) em erlenmeyer nao
aletados contendo 100 mL de meio de cultura especifico. O teste subsequente analisou as trés
melhores linhagens da etapa anterior, que foram entdo submetidos a fermentacdo submersa
em frascos contendo aletas. A etapa seguinte teve o intuito de investigar a producao
enzimatica em fermentacdo com quatro tipos de acUcares soltveis: glicose, lactose, sacarose e
xilose. A linhagem fungica selecionada nas etapas anteriores foi utilizada nos testes em
biorreator, onde foram analisados trés diferentes estratégias de inoculacdo. Dentre os fungos
analisados na etapa inicial, destacaram-se as linhagens Fusarium sp. SAP 09, Lasiodiplodia
theobromae CNPAT 040, Trichoderma sp. LCB 79, Trichoderma, sp. INPA 666,
Trichoderma sp. INPA 1014 e Trichoderma sp. INPA 1218. Na etapa de selecdo por
fermentacdo submersa em frascos ndo aletados, a melhor atividade de FPase foi apresentada
pela linhagem Trichoderma sp. INPA 666 (48,0 FPU/L) e CMCase pelo fungo Lasiodiplodia
theobromae CNPAT 040 (350,0 U/L). Na comparacdo com erlenmeyers aletados, houve uma
maior producdo tanto de FPase quanto de CMCase em frascos sem a presenca de aletas,

apontando que as forcas de cisalhamento aplicadas nas culturas fungicas possivelmente foram



deletérias para a produgdo enzimtica. O uso de sacarose mostrou-se ser a melhor opcao
dentre os acUcares soluveis testados, apresentando os maiores valores de atividade de FPase
(49,9 FPU/L) e CMCase (119,7 U/L). A melhor estratégia de inoculacdo para o biorreator foi
uma suspensao de esporos obtidos a partir de uma fermentagdo semi-sélida de farelo de trigo,
no tempo de 72 horas de fermentagéo.

Palavras-chave: enzimas celuloliticas, biocombustiveis, selecdo de fungos



ABSTRACT

The research about alternative sources of fuels has been mainly focused on biomass composed
of cellulose, hemicellulose and lignin. The structural carbohydrates contained in the cellulosic
matrix represent the substrate that can be used for biofuel production by fermentative
processes. The choice of the biomass enzymatic hydrolysis of plants using cellulases, can
generate an option less environmental impact compared to other processes of hydrolysis.
Studies about microbial new sources, and more accurate analysis of the steps that make up the
production of cellulases are essential as a strategy to reduce the costs generated by the use of
cellulases in the process of obtaining fermentable sugars. This study aims at the selection of
filamentous fungi producers of cellulolytic enzymes, as well as investigating the parameters
of cellulase production by submerged fermentation process. In the initial stage were selected
micro-organisms by methodology in plates. Was investigated the potential cellulolytic
enzyme through the index in a specific medium and were selected strains that reached a
diameter of colony growth of 150 mm in Petri dishes in a shorter time of incubation (48
hours). Were selected micro-organisms with the greatest potential enzymatic tests that were
then tested in submerged fermentation. The first test consisted in selecting the best
microorganisms as producers of FPase in non-baffled flask containing 100 mL of culture
medium specific. In the subsequent test were examined the three best strains from the
previous step, which were then subjected to submerged fermentation in baffled flasks. The
next step was designed to investigate the enzyme production in fermentation with four types
of soluble sugars: glucose, lactose, sucrose and xylose. The fungal strain was selected in the
previous steps used in the tests in a bioreactor, which analyzed three different strategies of
inoculation. The strains Fusarium sp. SAP 09, Lasiodiplodia theobromae CNPAT 040,
Trichoderma sp. LCB 79, Trichoderma sp. INPA 666, Trichoderma sp. INPA 1014 and
Trichoderma sp. INPA 1218 were selected from the first stage. In the selection stage by
submerged fermentation in non-baffled flasks, the best FPase activity was achieved by the
strain Trichoderma sp. INPA 666 (48.0 FPU /L) and CMCase by the fungus Lasiodiplodia
theobromae CNPAT 040 (350.0 U /L). In comparison with baffled flasks, there was a greater
production both FPase and CMCase in Erlenmeyer without baffles, indicating that the shear
forces applied to the fungal cultures were potentially harmful for enzyme production. The use
of sucrose proved to be the best option among soluble sugars tested, with higher rates of
FPase activity (49.9 FPU / L) and CMCase (119.7 U / L). The best strategy for the inoculation
was a spore suspension obtained from a solid state fermentation of wheat bran, in the time of

72 hours of fermentation.



Key-words: cellulolytic enzymes, biofuels, selection of fungi
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A necessidade por fontes alternativas de energia tem desencadeado uma busca
intensiva por combustiveis de origem ndo fdssil. Destacam-se, neste cenario, o bioetanol e o
biodiesel obtidos a partir de matérias-primas renovaveis, que conhecidamente ocasionam a
reducdo das emissdes de monoxido de carbono na atmosfera (ASHBY et al., 2005). E
pertinente enfatizar a importancia que passa a ter a biomassa lignocelulésica como matéria-
prima para a obtencdo de energia. Esta biomassa é conhecida como material de carbono
neutro, pois quando utilizada ndo representa acimulo de didxido de carbono na atmosfera,
ndo contribuindo para o aquecimento global (LIN; TANAKA, 2006). A sintese de
bioprodutos e a geracdo de bioenergia baseadas na matriz lignocelul6sica, a baixos custos, é
um passo chave no ciclo do carbono global, importante para o desenvolvimento sustentavel da
espécie humana (DUTTA et al., 2008; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001). Pesquisas tem
se concentrado na fracdo da biomassa composta de celulose, hemicelulose e lignina. A
celulose ¢ a fonte bioldgica natural renovavel mais abundante do planeta, com representacdo
de 1,5 x 10* toneladas da producéo anual de biomassa (KLEMM et al., 2005).

As fracdes de celulose e hemicelulose, que compdem cerca de dois tercos da matéria
seca celular, podem ser utilizadas para obtencdo de acucares fermentesciveis. A celulose
constitui-se como o principal componente, com cerca de 30 a 60% de matéria seca total da
matéria-prima. E um homopolissacarideo insoltivel em &gua e de dificil digestdo pelos seres
humanos devido a sua estrutura robusta composta de unidades de D-glicose unidas por
ligacdes glicosidicas B-1,4 e com ligacGes de hidrogénio intermoleculares rigidas, dando a
esta forma de fita (BON; GIRIO; PEREIRA JR, 2008; HAMELINK; VAN HOOIJDONK;
FAAILJ, 2005). Do ponto de vista tecnoldgico, os aglcares contidos nas fracdes celulésicas
representam o substrato que podem ser utilizados para producdo de biocombustiveis por
processos fermentativos (SUN; CHENG, 2002).

Uma eficiente bioconversdo do material lignoceluldsico em acucares e biocombustivel
celulésico envolve trés etapas principais: 1. fracionamento da matéria-prima para diminuicao
do tamanho e pré-tratamento; 2. sacarificagdo enzimatica; e 3. fermentagdo ou conversédo
catalitica (LYND et al., 2005). A forte interacdo entre hemiceluloses e lignina forma uma
barreira fisica em torno do material celulésico presente na estrutura da célula vegetal, assim,
inicialmente a biomassa precisa sofrer um pré-tratamento para separar a celulose dos demais
componentes. O hidrolisado rico em celulose, por sua vez, sofre tratamento especifico até a
obtencdo de glicose (OGEDA; PETRI, 2010). A resisténcia inicial dos componentes do
material celulolitico tem ocasionado um grande esfor¢o na implementacéo de técnicas capazes

de degradar a celulose, tais como, a clivagem &cida, enzimatica e 0 emprego de agua
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supercritica e bases (GUERRA-RODRIGUEZ et al., 2011; WANG; KANG; LEE, 2010;
FUKUOKA,; DHEPE, 2006; KLINKE et al., 2002). Frente ao desafio de degradar a celulose,
0 emprego da hidrolise enzimatica apresenta-se como uma op¢éo de baixo impacto ambiental.
Ao contrario da hidrolise &cida, por exemplo, que gera contaminantes ambientais (CONDE-
MEJIA; JIMENEZ-GUTIERREZ; EL-HALWAGI, 2011; YUE; JIAN-XIN; LI-WEI, 2009).

As celulases estdo em terceiro lugar dentre as enzimas mais produzidas no mundo,
com uso intensivo nas industrias de alimentacdo humana e, como aditivos de alimentagéo
animal, além de fazer-se presente na industria de papel. No entanto, podem transformar-se nas
principais enzimas em uso na industria, caso 0 etanol ou outros produtos derivados de
processos fermentativos, a partir de acUcar de biomassa vegetal, tornem-se 0s principais
combustiveis de transporte (WILSON, 2009). O mecanismo da hidrolise enzimatica da
celulose é uma acdo sinérgica de mais de um tipo de enzimas celuloliticas, que em conjunto
apresentam especificidade para as ligagdes glicosidicas B — 1,4. Primariamente, ha a atuacao
de trés grupos distintos da enzima: as endoglucanases (Endo-1,4- B-glucanases, E.C. 3.2.1.4),
exoglucanases ou celobiohidrolases (Exo-1,4- B-glucanases, E.C. 3.2.1.91) e as celobiases f3-
glicosidades (E.C. 3.2.1.21). A primeira enzima atua randomicamente sobre a celulose
amorfa, diminuindo o grau de polimerizagdo e gerando como produtos finais, glicose e
celobiose. A exoglucanase € ativa sobre celulose cristalina e inicia a hidrolise nas
extremidades da cadeia, liberando celobiose a partir dos terminais redutores e ndo redutores
da cadeia. Finalmente, a celobiase atua clivando as ligagdes glicosidicas -1,4 da molécula de
celobiose e de pequenos oligossacarideos, com liberacdo de glicose (WOOD; MCCRAE,
1979).

Micro-organismos celuloliticos, principalmente fungos e bactérias, sdo os grandes
responsaveis pela degradacdo desse material presente em plantas e solos. Devido a eficiéncia
na decomposicdo de materiais lignocelulésicos, 0s micro-organismos que produzem enzimas
do complexo celulolitico desempenham um importante papel no meio ambiente estabelecendo
um elo chave no ciclo de carbono. A maioria secreta as celulases fora da parede celular, pois
sdo incapazes de transportar materiais insolUveis, como a celulose, caracterizando-as como
enzimas extracelulares (WILSON, 2008).

Atualmente, as linhagens mais utilizadas para producdo de enzimas celuloliticas sdo
dos géneros Trichoderma e Aspergillus (YUE; JIAN-XIN; LI-WEI, 2009). Pesquisas
envolvendo potenciais fontes de enzimas sdo recorrentes e, dentre uma das estratégias, esta a
investigacdo de novos micro-organismos potenciais produtores de celulases e xilanases,

necessarias para a solubilizacdo completa e efetiva do material lignocelulésico (DAS;
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ROYER; LEFF, 2007). Apesar da hidrolise enzimatica da biomassa possuir vantagens frente a
hidrélise &cida, principalmente por ndo gerar inibidores, os custos relacionados a aplicacéo
das enzimas ainda representam uma barreira na quebra da biomassa por esse processo (BON;
GIRIO; PEREIRA JR., 2008; LYND et al., 2008). Vale ressaltar que a sacarificacdo
enzimética é identificada como um dos passos que mais geram custos ao processo de
producdo de etanol celulésico, sendo assim, faz-se necessario produzir enzimas a baixos
custos, pois essa etapa é primordial na conversdo enzimatica da biomassa a etanol (CASTRO;
PEREIRA JR, 2010; LYND et al., 2008;).

Estudos sobre novas fontes microbianas, assim como estudos mais acurados das etapas
que compdem a producdo de celulases, sdo essenciais como estratégias para diminuir 0s
custos do complexo enzimatico. Portanto, este trabalho tem como objetivo a selecdo de
fungos filamentosos, produtores de enzimas do complexo celulolitico, bem como a
investigacdo dos parametros que envolvem a producdo de celulases através do processo de
fermentacdo submersa. O trabalho esta inserido em um projeto mais amplo, que abrange
pesquisas em diversas areas do conhecimento, colaborando para um conhecimento mais
aprofundado sobre a utilizacdo de fontes de energia sustentaveis e suas respectivas rotas

biotecnoldgicas, que propdem como principal meta viabilizar a obtengdo de biocombustiveis.
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2.1. Biomassa lignocelulésica

O sistema energético global é fortemente dependente do uso de combustiveis de
origem féssil (como carvao, petréleo e gas) e representa um crescimento de consumo anual
estimado em 2%. A necessidade por fontes alternativas de combustiveis tem desencadeado
uma busca intensiva por combustiveis de origem renovavel. Para suprir as necessidades atuais
de energia global séo utilizados cerca de 85 milhdes de barris de 6leo por dia e 220 bilhdes de
galdes de gasolina e outros derivados do petréleo, sendo apenas 2,5% da energia gerada de
origem renovavel (DEMAIN, 2009).

Segundo Saxena, Adhikari e Goyal (2009), dois grandes problemas se destacam em
relacdo ao uso dos combustiveis convencionais: a estimativa de extincdo das reservas
petroliferas até o ano 2050 devido a exploracdo macica dos recursos fdésseis no Gltimo século
e a emissdo de gases na atmosfera, como SO, e CO,. O consumo acelerado de petréleo forga
cada vez mais uma severa mudanca climatica, diminuindo a qualidade no meio ambiente,
gerando enormes quantidades de gases que ocasionam o efeito estufa. Dentre esses gases, 0
principal é o dioxido de carbono, com aumento estimado em cerca de 1,9 bilhGes de
toneladas/m? em 2004 para 2,7 bilhdes de toneladas/m? em 2030 (DEMAIN, 2009).

Frente ao crescente consumo de energia pelo planeta e ao desaparecimento de reservas
de combustiveis fdsseis, assim como, os transtornos ambientais causados pelo uso extensivo
de combustiveis de origem féssil, sdo cada vez mais necessarias pesquisas que visem 0
desenvolvimento de tecnologias de aproveitamento de fontes renovaveis, como por exemplo,
a producéo de biocombustiveis (CHANG, 2007). Dentre os materiais renovaveis, destaca-se a
biomassa vegetal e sua bioconversdo em aclcares fermentesciveis para a geracdo de
bioenergia (KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).

Diferente do uso de fontes de combustivel féssil, a utilizacdo de biomassa para
geracdo de energia fornece vantagens ambientais bastante relevantes. No desenvolvimento de
plantas e consequente geracdo de matéria-prima de biomassa, ocorre remocao de dioxido de
carbono da atmosfera, compensando assim a quantidade deste composto no meio ambiente.
Entretanto, ainda ndo foi desenvolvida uma maneira viavel para compensar a quantidade de
didxido de carbono presente na atmosfera e suas consequéncias, como o efeito estufa,
fendmeno considerado um problema ambiental sério (MOHAN; PITTMAN JR.; STEELE,
2006).

O interesse por combustiveis alternativos, como a energia gerada através de biomassa

vegetal, tem levado alguns paises a adotar cada vez mais 0 uso dos biocombustiveis, tais
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como o etanol produzido de aglcares fermentesciveis e o biodiesel. A tendéncia para 0s
avangos nessa area apontam para o emprego de residuos agroindustriais como matéria-prima
principal na geracdo de energia. A utilizacdo de biomassa lignocelulosica, oriunda de residuos
da agricultura, reflorestamento e residuos sélidos de esgoto, pode auxiliar no controle de
custos no processo de producdo de combustiveis, bem como, auxiliar no controle de dejetos e
emissdo de gases (ADSUL et al., 2004).

A biomassa lignocelulésica é o principal recurso renovavel disponivel no meio
ambiente, € uma fonte de carbono neutro e considerada a quarta maior fonte de energia do
mundo depois do carvdo, petroleo e géas natural, oferecendo cerca de 14% do consumo
mundial de energia priméria (SAXENA; AHIKARY; GOYAL, 2009). Pode-se definir
biomassa como qualquer matéria organica de origem vegetal ou animal que pode ser quebrada
de forma a liberar energia ou fornecer aclcares no processo final. Esta constitui-se
principalmente por trés fragdes, conforme ilustrado na Figura 1: microfibrilas de celulose
cobertas por uma matriz formada por hemiceluloses e lignina (TAIZ; ZEIGER, 2004,
SANCHEZ; CORDONA, 2008). As fracbes de celulose e hemiceluloses representam o0s
principais componentes biodegradaveis e constituem, respectivamente, em torno de 30-50 e
20-30% do peso seco do material vegetal (OGEDA,; PETRI, 2010; TAMANINI; HAULY,
2004; VARGA et al., 2004).

Figura 1 - llustracdo esquematica da parede celular de vegetais.
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Fonte: adaptagdo de Leunga et al., 2006.

Dependendo de fatores como a espécie do vegetal, as condigdes de crescimento, da
parte da planta escolhida e da idade da colheita, a composicdo da biomassa varia em relacéo
aos seus componentes (OGEDA; PETRI, 2010).

As pectinas, também chamadas de acido poligalacturdnico, constituem um grupo

heterogéneo de polissacarideos, que contém acucares acidos, como acido galacturénico e
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acucares neutros como raminose, galactose e arabinose. Caracterizam-se por serem 0S
polissacarideos mais sollveis da parede celular, de alto peso molecular, carga negativa e
acidez, possuindo uma estrutura primaria relativamente simples. E um polimero de residuos
do acido D-glucor6nico unidos entre si por ligagdes a-1,4 (TAIZ; ZEIGER, 2004).

A lignina é um polimero fendlico com um padrdo de ligagdes complexo e irregular,
unindo as subunidades aromaticas de alcool. E um polimero altamente ramificado, aromatico
mononuclear, presente principalmente nas espécies lenhosas. As subunidades aromaticas,
sintetizadas a partir da fenilalanina, sdo secretadas para a parede, onde sdo oxidadas no local
apropriado pelas enzimas peroxidase e lacase. Constitui uma rede hidrofdbica, ligando-se
firmemente a celulose. Possui fungdo de resisténcia mecéanica de sustentacdo significativa as
paredes celulares e a susceptibilidade ao ataque microbiano (TAIZ; ZEIGER, 2004).

As hemiceluloses sdo o segundo mais abundantes polissacarideos, consistem em
polimeros de acgucar flexiveis que compbem cerca de 20 a 40% do peso seco da biomassa e
que caracteristicamente atuam como um elo entre a celulose e a lignina. Conformam-se como
correntes que reunem microfibrilas de celulose ou funcionam como um revestimento
deslizante para impedir o contato direto entre as microfibrilas. Assim como a celulose, possuli
ligagdes do tipo B-1,4 que unem residuos de D-glicose. No entanto, possui cadeias laterais
curtas compostas por pentoses e hexoses (SQUINA et al., 2009; TAIZ; ZEIGER, 2004). As
fragdes de hemicelulose incluem arabinanas, galactanas, mananas e Xxilanas. Logo, 0s
constituintes que sdo caracterizados como monémeros de hemiceluloses sdo as pentoses D-
xilose e L-arabinose; hexoses como a D-galactose, D-glicose e D-manose; acidos urdnicos: 4-
O-metilglucurénico e galacturdnico, assim como radicais acetila (HUBER; IBORRA,;
CORMA, 2006). Dentre as classes das hemiceluloses, as xilanas sdo as mais abundante,
polimeros formados por xiloses ligadas nas posicdes 1 e 4 que compde em torno de 30 a 35%
do peso seco total das plantas (POLIZELI et al., 2005). A degradacdo do complexo
hemicelulolitico utiliza principalmente a hidrélise do seu constituinte principal: a xilana. A
completa hidrdlise da xilana requer atuacdo de diferentes enzimas como a 1,4-B-xilanase (EC
3.2.1.8). Outras enzimas que participam do processo de despolimerizagdo incluem: a-L-
arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), a -D-glucuronidases (EC 3.2.1.139), acetilxilana esterase
(EC 3.2.1.72), acido ferulico esterase (EC 3.2.1.73) e acido p-cumarico esterase (EC 3.1.1.-)
(COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005; SHALLOM; SHOHAN, 2003).
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2.1.1 Celulose

A celulose ¢ um dos polissacarideos mais abundantes no meio ambiente e é
considerada como uma fonte inesgotavel e unica de material renovavel para uma larga gama
de aplicagbes (HUBER; IBORRA; CORMA, 2006). Estruturalmente, a celulose consiste em
um polissacarideo linear com ligagdes do tipo B-1,4 que unem cerca de 8000 a 12000
monodmeros de a-D-glicopiranose (glicose) (Figura 2). Ao contrario da estrutura do amido, a
celulose € um material cristalino com uma longa estrutura de conformacéo helicoidal, onde
ligacOes de hidrogénio ajudam a manter a conformacdo plana e linear na cadeia (HUBER;
IBORRA; CORMA, 2006; LIMA et al., 2005). As microfibrilas formadas, com 10 a 25
nandmetros de diametro, se cruzam constituindo as macrofibrilas, o que confere a celulose um
componente de caracteristica estrutural. As regides com menor grau de ordenacdo sdo
chamadas de regides amorfas (RAVEN, 2001).

Figura 2 - llustracdo esquematica de duas cadeias de celulose unidas.
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Fonte: adaptacdo de Hildénm e Johansson (2004).

As moléculas de celulose dividem-se em duas partes: uma cristalina e de carater
insoluvel e outra amorfa, que € mais facilmente hidrolisavel. A parte superior e inferior das
cadeias de celulose sdo essencialmente de carater hidrofobico, devido a presenca de interaces
intra e intermoleculares, como pontes de hidrogénio e for¢as de Van der Waal’s, tornando a
celulose resistente & agdo de agentes externos como enzimas e agentes quimicos. As

laterais das cadeias de celulose sdo hidrofilicase capazes de formar pontes de
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hidrogénio, porque todos os atomos de hidrogénio alifaticos estdo em posicdo axial e 0s
grupos polares hidroxila estdo na posi¢do central (HUBER; IBORRA; CORMA, 2006;
PERCIVAL ZHANG; HIMMEL; MIELENZ 2006). A Figura 3 mostra um esquema das

fibras de celulose e 0 envolvimento destas com a cadeia de hemicelulose e lignina.

Figura 3 - llustracdo esquematica de microfibrilas de celulose até os
mondmeros de glicose que formam a estrutura celuldsica na parede celular
vegetal.
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Fonte: Taiz e Zeiger, 2004.

As microfibrilas de celulose sdo de comprimento indeterminado e variam em largura e
grau de ordem de acordo com a origem do vegetal. A largura das microfibrilas varia de acordo

com o0 numero de cadeias paralelas que constituem a seccdo transversal (TAIZ; ZEIGER,
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2004). O grau de polimerizagdo da celulose é de aproximadamente 10000 a 15000
mondmeros de glicopiranose, respectivamente, na madeira e fibras de algoddo e é o que
define o tamanho da cadeia presente na molécula de celulose, representado através das
unidades repetidas de anidroglucose. O valor do grau de polimerizacdo pode variar de acordo
com a fonte, o grau de maturacdo da parede celular, o processamento a que as fibras foram
submetidas e o seu tempo de envelhecimento (PITARELO, 2007).

2.2 Degradacéo da biomassa lignocelulosica

A biomassa pode ser convertida em formas Gteis de energia através de variados tipos
de processo, dentre os quais se destaca a hidrélise do material celulésico para obtencdo de
acucares e posterior producdo de bioprodutos, como o etanol. Os polissacarideos presentes no
material lignoceluldsico e, que incluem celulose e hemiceluloses, sdo de grande interesse
como matéria-prima para producdo de etanol de segunda geracdo. Se comparados ao uso de
cana-de-agucar e milho, a tecnologia é mais complexa, uma vez que envolve a etapa de pré-
tratamento e a producéo de etanol pode gerar mais custos. No entanto, deve-se considerar a
questdo do reaproveitamento dos residuos oriundos de agroindustrias, que possuem potencial
para producdo de biocombustivel em larga escala e uso deste como fonte de energia renovavel
(MUSSATO et al., 2010).

A escolha do processo a ser utilizado depende das caracteristicas da biomassa vegetal,
da quantidade de matéria-prima, a forma desejada de energia ou mesmo das condicBes
econbmicas. A conversdo de biomassa para geracao de energia comega com uma etapa de pré-
tratamento, na qual sdo realizados tratamentos fisicos e quimicos (uso de &cidos diluidos,
bases, extracdo por solventes e outros) para diminuir a cristalinidade da celulose e tornar as
fracBes poliméricas mais acessiveis para conversdo por processos enzimaticos (SANCHEZ;
CARDONA, 2008; STEPHANOPOULOS, 2007).

Segundo Ogeda e Petri (2010), os processos que envolvem a hidrdlise de materiais
lignocelul6sicos ndo sdo triviais, devido principalmente as interacOes entre a fracdo celuldsica
com as hemiceluloses e lignina nas paredes celulares. A dificuldade aumenta devido a
adsorcdo das celulases sobre as ligninas, que restringem a hidroélise, pois estdo envoltas sobre
a superficie de celulose. A presenga da barreira fisica, ocasionada pela matriz de lignina e
pelo material hemicelul6sico, torna-se necessaria a execucdo de um processamento inicial na

biomassa, com a finalidade de hidrolisar a hemicelulose, reduzir a cristalinidade da celulose e
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remover a lignina, expondo a celulose e hemicelulose ao ataque das enzimas (OGEDA,
PETRI, 2010).

O pré-tratamento da biomassa deve, dentre alguns critérios: auxiliar na melhor
obtencdo de aclcares fermentesciveis ou aumentar a habilidade de se obter esses aclcares na
hidrélise enzimaética; evitar a perda de carboidratos; evitar a sintese de produtos de inibi¢do
dos processos de hidrdlise e fermentacdo (SUN; CHENG, 2002). O tipo de pre-tratamento
define o complexo enziméatico mais adequado a ser utilizado, assim como a composi¢cdo dos
produtos gerados na hidrolise. Alguns tipos de pré-tratamento, como a hidrolise acida, que
resultam na solubilizacdo dos aglcares da hemicelulose, geralmente comegam separando a
biomassa em uma fragdo liquida contendo pentoses e uma parte sélida composta de celulose e
lignina. Nessa primeira etapa, a hidrolise da celulose pode ser realizada tanto com &cido
guanto por enzima. A primeira é a tecnologia mais avancada, enquanto o uso de enzimas
representa uma tecnologia com maiores chances de reducdo de custos na producao de etanol a
partir de biomassa (MUSSATO; ROBERTO, 2004). O uso de celulases na hidrélise do
material celuldsico ocorre em condicGes mais brandas de pressdo, temperatura e pH quando
comparado aos processos quimicos, além disso, possui elevada especificidade ao substrato
(BADGER, 2002).

As subsequentes convers@es bioldgicas envolvem trivialmente as etapas de producéo
das enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas; conversédo, através de hidrdlise, do material de
celulose e hemiceluloses até aclcares fermentesciveis e por ultimo a fermentacdo das
pentoses e hexoses em produtos de interesse (LYND et al., 2005). A conversao inclui dois
processos basicos: hidrdlise da celulose contida no material lignocelulésico em agUcares
fermentesciveis e fermentacdo dos agucares obtidos no produto final, como etanol. A hidrélise
é geralmente catalisada por enzimas celuloliticas e a fermentacdo realizada por leveduras ou
bactérias. No entanto, alguns fatores podem afetar a hidrolise, tais como a acessibilidade a
superficie do material biol6gico, a cristalinidade das fibras de celulose e ainda o contetdo de
lignina e hemiceluloses aderido. A presenca desses dois ultimos componentes pode dificultar
0 acesso as fibras de celulose, reduzindo a eficiéncia do processo. A remocdo de fracGes de
lignina, hemicelulose e outras proteinas estruturais, a reducdo da rigidez da celulose e o
aumento da porosidade séo fatores que podem aumentar o rendimento na hidrélise (LYND et
al., 2005).

A hidrélise enzimatica reproduz um processo natural, que converte a celulose em
acucares e, como anteriormente ressaltado, possui a vantagem de produzir elevadas

quantidades de agucares de forma mais amena. Nas etapas subsequentes, 0s aglcares podem
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ser utilizados para a producdo de uma vasta gama de bioprodutos, dentre os quais o etanol, um
biocombustivel de elevado interesse (AGBOGBO; COWARD-JELLY, 2008).

2.3 Enzimas

Enzimas sdo proteinas especializadas em catalisar reagdes nos sistemas bioldgicos,
aumentando a velocidade de uma reacdo quimica por meio da diminui¢do da energia livre de
ativacdo, sem interferir nos aspectos termodindmicos da reacdo. Estdo associadas a
biomoléculas, devido a sua extraordinaria especificidade e poder catalitico, maior que 0s
catalisadores sintéticos ou inorganicos (NELSON; COX, 2002).

A histéria da Bioquimica esta intrinsicamente ligada com pesquisas associadas a
enzimas. A origem da palavra enzima remota ao termo grego énzymo (én = no; zymos =
levedura), sugerida no primeiro trabalho do fisiologista alemdo Wilheln Friedrich Kiihne
(1837-1900), como nome genérico para “fermentos” que atuavam na auséncia de organismos.
Anos mais tarde foi sugerido que a denominagao se estendesse para todos os “fermentos nio
organizados” (NELSON; COX, 2002).

Cada vez mais a biotecnologia vem oferecendo mecanismos que atendam as
necessidades humanas e, a tecnologia enzimatica vem sendo utilizada como ferramenta chave
para criacdo de novos processos que atendam essa demanda. Segundo Musatto et al. (2007), é
crescente 0 uso de enzimas nos mais variados processos, com um mercado mundial estimado
em torno de 2,34 bilhGes de dolares anuais. O uso da catalise enzimatica é de grande interesse,
pela facilidade de obtencdo e pelas vantagens em comparagdo com catalisadores quimicos,
além de possuir maior especificidade e maior velocidade de reacdo (MUSSATO,;
FERNANDES; MILAGRES, 2007).

2.3.1 Celulases

As enzimas do complexo celulolitico estdo classificadas em terceiro lugar como as
enzimas que mais movimentam o mercado de enzimas devido as variadas aplicagdes no
processamento de algoddo; reciclagem de papel, na extracdo de suco, como enzimas
detergentes e aditivos para a alimentacdo animal. Todavia, se 0 etanol produzido a partir de
biomassa se transformar no combustivel principal nos meios de transporte, a industria de
enzimas celuloliticas pode tornar-se lider no uso de enzimas em processos industriais
(SINGHANIA et al., 2010).
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O inicio da aplicacgéo de celulases foi em torno dos anos 80, na industria de alimentos,
como aditivo para ragdes de ruminantes, pois permitia 0 aumento da digestibilidade desses
animais. Dentre outras aplicacdes de celulases estdo seu uso na industria de alimentos,
juntamente com hemicelulases e pectinases, em processos de maceracdo enzimatica,;
fermentacdo de cerveja e producdo de vinho; extragdo e clarificagdo de sucos de frutas e
vegetais; producdo de néctares de frutas e purés; alteracdo das propriedades sensoriais de
frutas e vegetais e extracdo de Oleo de oliva. Também sdo plenamente usadas como aditivos
na industria de racdo animal, industria téxtil e industrias de polpa e papel, assim como na
agricultura e para propositos de pesquisa (BHAT, 2000).

Nos dias atuais, além das inimeras aplicacGes de celulases em processos industriais, a
bioconversdo da biomassa para producdo de etanol através do uso dessas enzimas passou a ser
considerada uma alternativa promissora e relevante, que tem desencadeado uma intensificacédo
nos estudos sobre a tematica (SINGHANIA et al., 2010).

Celulases sdo enzimas que hidrolisam as ligagcdes do tipo B-1,4 glicosidicas da
celulose, sendo classificadas de acordo com a Enzyme Comission (EC) com o codigo 3.2.1.x.
Estdo presentes em 13 das 82 familias de hidrolases identificadas por analise de sequencia.
Esse grupo de enzimas hidrolisam as liga¢@es glicosidicas na matriz celulésica gerando como
produtos primarios glicose, celobiose e celo-oligossacarideos. E 0 grupo de enzimas mais
estudado, composto de endoglucanases (EnG), exoglucanases (ExG) e B-glicosidases (BG).
As exoglucanases, por sua vez que, sdo compostas pelas celobio-hidrolases do tipo | e 1l
(CBHs I e 1) e pelas glucano-hidrolases (GH). Estas trés classes de enzimas, em conjunto,
apresentam especificidade por ligagdes B-1,4 e sinergismo na atuacdo (SINGHANIA et al.,
2010), sendo tal mecanismo de hidrélise o mais aceito.

Segundo Lynd et al. (2002), quando atuam conjuntamente, as enzimas celuloliticas
apresentam um rendimento melhor que a soma dos rendimentos individuais. De acordo com
os autores, as enzimas celuloliticas ndo atuam individualmente no substrato celuldsico e
consequentemente ndo hidrolisam a celulose de maneira eficiente, sendo necessaria uma agao

de sinergismo. Séo conhecidas pelo menos trés formas de sinergia (LYND et al., 2002):

e Sinergia EnG-ExG: atuacdo das endoglucanases nas regides amorfas e liberagdo dos
terminais redutores e ndo redutores, nos quais atuardo as celobio-hidrolases (CBH) do
tipo | e do tipo I, respectivamente.

e Sinergia EXG-ExG: as CBHs | e CBHs Il atuam simultaneamente nos terminais

redutores e ndo redutores liberados pelas endoglucanases.
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e Sinergia EXG-BG e EnG-BG: as celobio-hidrolases atuam liberando celobiose e

oligossacarideos, substrato da B-glucosidase.

O esquema da Figura 4 apresenta a classificacdo das celulases de acordo com o local
onde agem na matriz celuldsica. Apresentam-se também, sucintamente, as caracteristicas de

cada grupo de celulases.

Figura 4 - llustracdo esquematica do ataque de enzimas celulases na matriz de

celulose.
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Fonte: adaptacfo de Kamakar e Ray (2011).

2.3.1.1 Endoglucanases

As endoglucanases (1,4-B-D-glucana-4-glicano-hidrolase, EC 3.3.1.4) possuem agéo
randomica sobre as regides internas da celulose, principalmente nas regifes amorfas,
causando mudanca rapida no grau de polimerizagdo e produzindo celo-oligossacarideos
(glicose e celobiose) a serem clivados por celobio-hidrolases. O consumo de uma molécula de
agua gera novos terminais, um redutor e um ndo redutor (LYND et al., 2002; MARTINEZ et
al., 2008).
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2.3.1.2 Exoglucanases

As exoglucanases sdo formadas por dois grupos ativos sobre celulose cristalina:
glucano-hidrolase (GH) (EC 3.2.1.74) e pela celobio-hidrolase (CBH 1 e 1I) (EC 3.2.1.91).
Enquanto as GH liberam glicose diretamente do polimero, as celobio-hidrolases CBH 1| e
CBH 11 hidrolisam os terminais redutores e ndo redutores, respectivamente. Na clivagem,
liberam celobiose, um dissacarideo resultante da hidrolise parcial da celulose cristalina
(MARTINEZ et al., 2008; LYND et al., 2002).

2.3.1.3 Celobiases

As celobiases (B-glicosideo glico-hidrolases, EC 3.2.1.21) hidrolisam as moléculas de
celobiose nas ligacGes glicosidicas pB-1,4 e pequenos oligossacarideos, com liberacdo de
glicose (MARTINEZ et al., 2008).

2.4 Micro-organismos produtores de celulases

Devido a eficiéncia na decomposicdo de materiais lignocelulésicos, 0s micro-
organismos que produzem enzimas do complexo celulolitico desempenham um importante
papel no meio ambiente, estabelecendo um elo chave no ciclo de carbono. A maioria secreta
as celulases fora da parede celular, uma vez que esses organismos sdo incapazes de
transportar materiais insolliveis, como a celulose, caracterizando-as como enzimas
extracelulares (WILSON, 2008). Atualmente, as linhagens mais utilizadas para producéo de
enzimas celuloliticas sdo dos géneros Trichoderma e Aspergillus (YUE; JIAN-XIN; LI-WEI,
2009).

Os micro-organismos celuloliticos degradam principalmente carboidratos e geralmente
séo incapazes de usar as proteinas e lipidios como fonte de energia (LYND et al., 2002). A
capacidade de secretar grandes quantidades de enzimas extracelulares é caracteristica de
micro-organismos especificos e somente algumas linhagens produzem a enzima em niveis
mais elevados (SUKUMARAN; SINGHANIA; PANDEY, 2005).

Sistemas celuloliticos completos séo derivados de diferentes géneros e espécies de
fungos e bactérias. Ha uma grande variedade de micro-organismos envolvidos na producdo de

celulases, incluindo bactérias aerébicas e anaerébicas e fungos filamentosos
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(MONTENECOURT; EVELEIGH, 1997 apud BANERJE; SCOTT-CRAIG; WALTON,
2010).

Dentre as bactérias celuloliticas incluem, espécies aerobias e aerdbias facultativas,
como os actinomicetos, Cellulomonas, espécies do género Bacillus (subtilis, polymyxa,
cereus) e anaerobias estritas, como Clostridium e Acetivibrio (MAKI; LEUNG; QIN, 2009;
LYND et al., 2002).

A producdo de fungos é amplamente disseminada na natureza, incluindo uma grande
variedade de fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Trichoderma. Os organismos que
predominantemente degradam o material lignocelulésico sdo fungos, principalmente
basidiomicetos (BENNETT et al., 1998). Fungos filamentosos do género Aspergillus sédo
conhecidos como bons produtores de muitas enzimas de interesse biotecnologico, incluindo
celulases e xilanases a partir de substratos lignoceluldsicos (SANCHEZ, 2009). Cepas de
Aspergillus tem sido relatadas como boas produtoras de B-glucosidases melhor do que
Trichoderma (FLACHNER; RECZEY, 2004). No entanto, linhagens de Trichoderma reesei
sdo conhecidas como boas produtoras de exoglucanases, porém limitadas quanto a producéo
de celobiase, sendo deficientes na producédo dessas enzimas (CHANDRA et al., 2009).

Um dos fungos mais estudados na conversdo de celulose em glicose é o Trichoderma
reesei. A linhagem vem sendo estudada desde a década de 50, quando o pesquisador Elwin
Reese publicou trabalhos com o fungo Trichoderma viride que posteriormente foi renomeado
para Trichoderma reesei, em homenagem ao pesquisador. A linhagem selvagem, T. reesei
QMe6a originalmente isolada por Elwin Reese vem sendo modificada geneticamente no
decorrer dos anos, afim de desenvolver linhagens com elevada capacidade de producédo e
excrecdo das enzimas do complexo celulolitico. As pesquisas mais recentes acerca da
producdo de celulases geralmente utilizam as cepas de T. reesei modificadas: QM9414,
RUTC30 e MCG77 (SUKUMARAN; SINGHANIA; PANDEY, 2005).

Os tipos selvagens e mutantes de Trichoderma sp. (T. viride, T. reesei e T.
longibrachiatum) tem sido considerados como 0s mais potentes e produtivos na degradagéo
de celulose cristalina. Os dois tipos de celobiohidrolases (CBH | e CBH 1) séo as principais
enzimas celuloliticas produzidas por Trichoderma reesei, correspondendo, respectivamente a
producdo de 60% e 20% das proteinas totais sintetizadas pela linhagem (GUSAKOV et al.,
2005).
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2.5 Fermentacgao submersa para producao de celulases

Os processos microbianos de producdo enzimatica ocorrem sob fermentagdo submersa
(FSm) ou entdo com o meio de cultura no estado semi-sélido ou sélido (FES), sendo o
primeiro o mais utilizado em escala industrial (CASTRO; PEREIRA JR., 2010).

Os processos submersos sdo aqueles em que 0 micro-organismo, ou mesmo outras
células, desenvolvem-se em meio de cultura com excesso de agua sob agitacdo. As
fermentacdes sdo conduzidas em biorreatores agitados e aerados mecanicamente, com
volumes que podem chegar a 1000 m®. A fermentacéo submersa é o processo mais utilizado
na producdo comercial de enzimas, pois junto ao desenvolvimento de novos equipamentos
houve também o maior nimero de pesquisas e instrumentacGes para controle do processo,
tornando-o mais acessivel que a fermentacdo semi-solida, assim como melhor facilidade de
monitoramento (KIRK; BORCHET; FUGLSANG, 2002). Dentre outras vantagens da
fermentacdo submersa, frente a fermentacéo no estado sélido, séo: facilidade de controle dos
parametros fisico-quimicos, como controle de temperatura devido ao alto teor de agua; melhor
absorcdo de nutrientes e recuperacdo de metabdlitos e ainda reducdo da possibilidade de
degradacdo do produto, principalmente enzimas com baixa termoestabilidade (CASTRO;
PEREIRA JR., 2010).

A maioria das celulases comerciais € produzida por Trichoderma e Aspergillus em
processos de fermentacdo submersa. O cultivo submerso de fungos € considerado um
processo multicomponente onde o crescimento celular e a formacdo de produto séo
influenciados pelos parametros operacionais que envolvem a fermentagdo, como: composicéo
do meio de cultura, temperatura, pH do meio, forcas de cisalhamento, reologia e morfologia
do fungo, natureza e concentracdo do substrato celul6sico, disponibilidade de nutrientes,
presenca de indutores e, outros parametros como agitacdo do meio reacional, configuracéo
dos impelidores, quantidade de oxigénio dissolvido, etc. Todos esses parametros podem variar
durante o processo fermentativo e a relacdo desses parametros com o complexo formado deve
ser analisado durante a fermentacdo. A producdo em larga escala de enzimas celuloliticas
requer o adequado conhecimento acerca desses parametros (SINGHANIA et al., 2010).

O meio de cultura a ser utilizado é especifico para cada micro-organismo analisado. A
composicado do meio de cultura mais comumente utilizado para producdo de celulases em FES
sdo aqueles propostos por Mandels e Reese (1957) e Mandels e Weber (1969). No entanto,
varias pesquisas tem se concentrado na resposta dos fungos para producgéo de celulases frente

a diferentes alteracGes na composi¢do do meio de cultura, com o intuito de reduzir os custos
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de producdo. Ahamed e Vermette (2008), por exemplo, em estudos para producdo de
celulases utilizando T. reesei RUT-C30, testaram diferentes composi¢des de meio de cultura,
dentre os quais: concentracdo de agUcares soluveis, alteracdo do meio Mandels e Weber,
assim como alteracdo na concentracao de celulose e verificaram melhor sintese de celulases

em meio de cultura com elevada concentracdo de celulose e lactose.
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3. OBJETIVOS
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Objetivo geral:

Avaliar a producéo de enzimas do complexo celulolitico por fungos filamentosos através do

processo de fermentacdo submersa.

Objetivos especificos:

Selecdo de fungos com maior potencial celulolitico;

e Avaliar a producdo de celulases por fungos filamentosos obtidos de variadas colecdes

de culturas e de espécies isolados de bioma manguezal,

e Avaliar a influéncia das condi¢cdes nutricionais e ambientais de cultivo para a

producéo de celulases;

e Avaliar a influéncia das condicBes de producdo de pré-indculo em fermentador de
bancada.
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4. MATERIAIS E METODOS




39
FAHEINA JUNIOR, G.S.

Este capitulo apresenta a metodologia experimental adotada na presente investigagao.
Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratérios de Bioprocessos e de Processos

Agroindustriais da Embrapa Agroindustria Tropical (Fortaleza —CE).

4.1. Micro-organismos e Técnicas de Manutengao

Foram utilizadas 317 linhagens fangicas provenientes de diferentes cole¢des de cultura
(Colecdo de Micro-organismos de Interesse Agrossilvicultural do Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia- INPA / Manuas-AM e Colecdo de Culturas do Laboratério de
Controle Biolégico da Embrapa Semi-Arido — LCB- CPATSA/ Petrolina-PE), de colecGes de
trabalho (Colegdo de Trabalho do Laboratério de Bioprocessos e Colecdo de Trabalho do
Laboratorio de Fitopotologia, ambas pertencentes a Embrapa Agroindustria Tropical-
CNPAT/Fortaleza-CE) e isoladas de bioma manguezal da Reserva Ecoldgica de Sapiranga
(Fortaleza-CE). A manutencdo das linhagens foi realizada em fungdo do género, sendo
utilizados &gua estéril (Método Castellani) e/ou 6leo mineral, sob temperatura de
armazenamento em torno de 4 °C (MENEZES; ASSIS, 2004).

4.2. Procedimentos e Meio de Ativacédo dos Micro-organismos

Com o auxilio de uma al¢a de platina, as linhagens estocadas foram transferidas
assepticamente para 0 meio BDA inclinado (Agar Dextrose Batata) e, incubadas em estufa
microbiolédgica (BOD) a 30 °C durante 7 dias para assegurar a esporulagdo. O meio BDA foi
preparado segundo recomendacdo do fabricante, ou seja, na proporgéo de 39 g para 1000 mL
de &gua destilada, posteriormente a mistura sofreu aquecimento para total solubilizacdo. Ap6s
0 preparo, o meio foi distribuido em aliquotas de 10 mL em tubos de ensaio rosqueaveis. Em
seguida, o meio foi autoclavado a 121°C durante 15 minutos. Terminada a autoclavagem, os

tubos foram dispostos em posicdo inclinada para solidificacdo do agar.

4.3. Etapa Inicial de Sele¢do das Linhagens

A etapa inicial do trabalho consistiu em selecionar micro-organismos que
apresentassem o melhor potencial celulolitico. Para tanto, empregou-se a determinacdo do
indice enzimatico segundo Teather e Wood (1982). A capacidade de degradacédo de celulose

foi analisada em meio agar celulose, cuja Unica fonte de carbono foi a celulose, com a
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seguinte composicdo em g/L: 0,5 de MgSO, 0,5 de KCI; 3,0 de NaNOs; 0,01 de
FeS0,4.7H,0; 1,0 de K,HPOy; 15,0 de agar-agar e 5,0 de celulose microcristalina, com pH
inicial ajustado para 6,0. Os micro-organismos foram inoculados com o auxilio de uma alga
de platina no centro da placa de Petri contendo o meio de cultura acima citado. Os testes
foram realizados em duplicata e, as placas incubadas por 96 horas em BOD a 30 °C. Os
didmetros de crescimento das colénias foram medidos diariamente, no mesmo horério,
utilizando um paquimetro. As medicdes foram registradas em unidades de mm de
crescimento. Apds o periodo de incubacao, as placas foram retiradas da BOD e submetidas ao
teste de degradacdo da celulose. Em cada placa foram vertidos 10 mL de corante vermelho
congo (composicdo: 1 g de corante vermelho congo para 1000 mL de &gua destilada), que
permaneceram em repouso durante 15 minutos. Finalizado o prazo de repouso, as placas
contendo as culturas e o corante foram lavadas com solucdo de NaCl 2M e, deixadas
novamente em repouso por um periodo de 15 minutos. A formacéo de zonas claras ao redor
das culturas, denominada de halo de hidrolise, é o fator indicador de atividade celulolitica. O
indice enzimatico foi calculado pela razéo entre valores dos didametros do halo de hidrélise e

os didmetros de crescimento das coldnias, conforme equacédo 1 abaixo:

Didgmetro do halo de hidrolise ( gh )

Didgmetro de crescimento da colonia ( gc )

Indice enzimatico (i.e.) =

1)

Vale ressaltar, que além da determinacdo do indice enzimatico, como critério inicial
para a selecdo das linhagens com potencial celulolitico, julgou-se necessario incluir nos testes
subsequentes as linhagens que atingiram um diametro de crescimento de col6nia de 150 mm,
em placas de Petri, em menor tempo de incubacdo (48 horas). Tal critério foi considerado
relevante, uma vez que trés linhagens cresceram rapidamente no meio agar celulose, ndo
sendo possivel a medicdo do halo de hidrélise e a determinacdo do indice enzimatico.
Destaca-se que o presente trabalho de investigagdo procurou, através dos critérios de escolha,
incluir pelo menos um representante de cada colecéo.

A Figura 5 apresenta uma placa submetida ao teste de indice enzimatico,

demonstrando a zona de crescimento da colénia e a formacao do halo de hidrolise.
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Figura 5 - Col6nia de fungo em placa de Petri
com halo de hidrélise evidenciado apds
coloracdo com vermelho congo.

gc = diametro de crescimento da colonia; gh = diametro
do halo de hidroélise. Fonte: arquivo pessoal

4.4, Testes de Fermentacdo Submersa

4.4.1. Testes em erlenmyers ndo aletados

Esta etapa do trabalho foi realizada com as linhagens que apresentaram melhor
desempenho nos testes de indice enziméatico, bem como, as linhagens com os melhores
indices de crescimento em placa (superior a 150 mm) como descrito anteriormente. Assim,
foram submetidas aos testes de fermentacdo submersa as seguintes linhagens: Trichorderma
sp. denominagdo INPA 666 (INPA), Trichorderma sp. denominagdo INPA 1014 (INPA),
Trichorderma sp. denominagédo INPA 1218 (INPA), Trichorderma sp. denominagdo LCB 79
(LCB), Lasiodiplodia theobramae CNPAT 40 (CNPAT), Fusarium sp. SAP 09 (isolada de
manguezal- Reserva Ecoldgica de Sapiranga).

Os testes de fermentacdo submersa foram realizados em meio para producdo de
celulases adaptado de Mandels e Weber (1969), conforme a composicdo descrita na Tabela 1.

O pH inicial do meio foi ajustado para 5,5.



42
FAHEINA JUNIOR, G.S.

Tabela 1 - Composicdo do meio de fermentagdo segundo
adaptacdo de Mandels e Weber (1969).

Componentes Concentracao (g/L)
CaCl,.2H,0 0,40
CoCl,.6H,0 0,0037
KH,PO, 2,00
(NH4),S0, 1,40
FeS0O4.7H,0 0,005
MgSO47H20 0,30
MnSO,4.H,0 0,0016
ZnSO4.7H20 0,0014
Sacarose 10,00
Celulose Microcristalina (SIGMA) 10,00
Agua destilada (g.s.p.) 1000 mL

Os testes foram conduzidos em erlenmeyers ndo aletados com capacidade de 500 mL,
contendo 100 mL de meio reacional. Os ensaios ocorreram em shaker orbital, sob agitacdo de
150 rpm, a 37 °C. Em cada frasco inoculou-se 1 mL de suspensédo de esporos, correspondente
a uma concentracdo inicial de 10° esporos/mL no meio de fermentacdo. Para os testes, 0s
esporos foram produzidos em meio BDA. Inicialmente as linhagens foram ativadas em meio
BDA inclinado e incubadas a 30 °C durante 7 dias em BOD. Apds o periodo de incubacdo, o0s
tubos contendo a cultura crescida, foram lavados com 10 mL de solucéo estéril de Tween 80
(0,3%, v/v) para a obtencdo da suspensdo de esporos. A determinacdo da concentracdo de
esporos na solucdo foi realizada através de contagem direta em camara de Neubauer
utilizando microscopio Otico com aumento de 400 x (BIER; SPLITTSTOESSER,;
TORTORELLO, 2001). A finalidade dessa etapa foi selecionar os fungos mais promissores
quanto a sintese de celulases. A analise do complexo celulolitico compreendeu a atividade
enzimética sobre papel de filtro (FPase) e a atividade de endo -B-1,4 glucanase sobre o

substrato carboximetilcelulose (CMC).
4.4.2. Comparagcéo entre erlenmeyers aletados e ndo-aletados.

Com a finalidade de predizer o perfil de producdo enziméatica sob condigdes de
alteracdes morfoldgicas devido a aplicacdo de uma forca de cisalhamento nas células
fangicas, as linhagens que apresentaram melhor desempenho nos ensaios em frascos ndo
aletados foram submetidas ao processo de fermentagdo submersa em erlenmeyers aletados. A
Figura 6 apresenta o tipo de frasco empregado nesses testes, 0s frascos possuiam aletas,

diferentemente dos frascos erlenmeyers ndo aletados (normais). Para a realizagdo dos
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experimentos, empregaram-se frascos aletados de 500 mL de capacidade, contendo 100 mL
de meio fermentativo (MANDELS; WEBER, 1969) (Tabela 1). A ativacéo e a preparagdo do
inbculo seguiram os mesmos procedimentos dos ensaios com frascos ndo aletados. As
condicdes do processo fermentativo e os parametros analisados foram os mesmos adotados no
item 4.4.1.

Figura 6 - Vista da base de um frasco erlenmeyer.

A. ndo aletado. B. aletado (presenga de aletas). Fonte: imagem obtida a partir dos experimentos.

4.4.3. Estudo de diferentes acUcares solUveis nos meios fermentativos para producéo

de celulases

Esta etapa da investigacdo consistiu em testar diferentes fontes de acUcares
empregadas nos meios de producdo enzimatica. Assim, a linhagem que obteve
preliminarmente os melhores indices de producdo enzimatica nos ensaios em frascos ndo
aletados e aletados (itens anteriores) foi selecionada para esses ensaios. Os testes
contemplaram a analise de quatro diferentes tipos de acUcares solUveis no meio de
fermentacdo, na concentragdo de 10 g/L: glicose, lactose, sacarose e xilose. Os experimentos
foram conduzidos em erlemeyers ndo aletados de 500 mL de capacidade, com 100 mL de
meio reacional. O meio padrdo dos ensaios foi 0 mesmo descrito na Tabela 1, diferindo
apenas na composicao de agulcares.

Os acucares foram escolhidos, em funcdo da consulta de estudos apresentados na
literatura especializada, nos quais foram realizados experimentos em condic¢des similares ao
presente trabalho (DELABONA et al., 2012; MUTHUVELAYUDHAM; VIRUTHAGIRI,
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2006). A Tabela 2 apresenta em detalhes a descrigdo dos testes com diferentes fontes de

acucares sollveis.

Tabela 2 - Composicdo dos testes para a producdo de celulases sob diferentes fontes

de agUcares sollveis

Componentes Concentracdo (g/L) T1 T2 T3 T4
CaCl,.2H,0 0,40 X X X X
CoCl,.6H,0 0,0037 X X X X
KH,PO, 2,00 X X X X
(NH4)2S04 1,40 X X X X
FeS0O,4.7H,0 0,005 X X X X
MgS0,.7H,0 0,30 X X X X
MnS0O,4.H,0 0,0016 X X X X
ZnSQO,4.7H,0 0,0014 X X X X
Glicose 10,00 X
Lactose 10,00 X
Sacarose 10,00 X
Xilose 10,00 X
Celulose Microcristalina (SIGMA) 10,00 X X X X
Agua destilada (g.s.p) 1000 mL X X X X

T1 - teste com glicose, T2 — teste com lactose, T3 — teste com sacarose, T4 — teste com xilose.

Os experimentos foram executados sob agitacdo de 150 rpm a incubagdo de 30 °C

durante um periodo de 72 horas. Os procedimentos de ativacdo das linhagens e a producéo do

indculo seguiram os mesmos procedimentos descritos anteriormente. O volume de indculo

correspondeu & concentragéo inicial de 10° esporos/mL nos meios de fermentacdo. Ao final de

72 horas avaliaram-se a atividade enzimatica sobre papel de filtro (FPase) e a atividade de

endo -B-1,4 glucanase sobre o substrato carboximetilcelulose (CMC).

4.5. Testes em Biorreator

A linhagem que apresentou a melhor producdo de celulases totais (FPase) nas etapas

anteriores foi submetida aos testes em biorreator. O processo fermentativo foi conduzido em

biorreatores New Brunswick, modelo Bioflo®/Celligen®115 como apresenta a Figura 7.
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Figura 7 - Bioreator marca New Brunswick, modelo

Bioflo®/Celligen®115 em operag&o.

Fonte: imagem obtida a partir dos experimentos.

Os testes em biorreatores ocorreram em regime de batelada simples, com um volume
operacional de 2 L. A composi¢do do meio de cultura foi 0 mesmo utilizado no teste em
frascos Erlemeyer (item 4.4). Para homogeneizagdo das culturas, utilizaram-se impelidores de
fluxo radial, mais usuais em processos fermentativos, do tipo Rushton. Os biorreatores
possuiam um sistema de monitoramento automatico, que incluiam controle de pH, agitacéo,
temperatura, aeracéo e acdo antiespumante. A temperatura do processo foi mantida em 30 °C
e agitacdo a 250 rpm. (AHAMED; VERMETTE, 2008). O pH foi ajustado para 5,0 £ 0,2 e,
posteriormente, foi controlado pela adigdo automatica de NaOH 0,5M. O periodo total de
fermentagdo foi de 7 dias.

Como os testes em biorreator tiveram a finalidade de promover a ampliagéo da escala
do processo de producdo de celulases, considerou-se necessario, no momento, investigar qual
a melhor estratégia de producdo de pré-inoculo. Assim, para os testes em biorreator, trés
formas de obtencdo de esporos foram testadas. Os esporos fungicos foram produzidos em
meio BDA, em meio semi-sélido composto de farelo de trigo e em meio de pré-cultivo
(MANDELS; WEBER, 1969). A seguir, é a apresentada da descri¢do dos procedimentos de

obtencdo de esporos para cada estratégia citada:
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4.5.1. Obtencao de esporos em meio BDA

Para a producdo de esporos em meio BDA, os fungos inicialmente foram ativados no
préprio meio BDA inclinado e incubados a 30 °C durante 7 dias em uma BOD. Apds o
periodo de incubagdo, os tubos contendo a cultura crescida, foram lavados com 10 mL de
solucdo estéril de Tween 80 (0,3%, v/v) para a obtencdo da suspensdo de esporos. A
determinacédo da concentracdo de esporos na solucdo foi realizada atraves de contagem direta
em camara de Neubauer utilizando microscépio 6tico com aumento de 400 Xx. A suspensao de

esporos foi diretamente injetada no biorreator.

4.5.2. Obtencao de esporos em meio farelo de trigo

Para a producéo de esporos em meio farelo de trigo, a ativagdo seguiu 0S mesmos
passos do item 4.2. Verificado o crescimento da cultura, uma solucéo estéril de Tween 80
(0,3%, v/v) foi usada para o desprendimento dos esporos que, posteriormente foram
inoculados no meio de producdo (meio farelo de trigo). Inoculou-se uma aliquota de 1 mL
dessa suspensdo de esporos em erlenmeyers com capacidade de 125 mL, contendo 4,6 g de
farelo de trigo acrescidos de 6 mL de solucdo peptonada (5,6% m/v). Antes da inoculagao, 0s
meios foram autoclavados a 121°C por 15 min. Os meios semeados foram entdo incubados
em estufa BOD durante 7 dias a 30 °C. Os esporos formados no meio farelo de trigo foram
extraidos pela homogeneizacdo com 50 mL de solucéo estéril de Tween 80 (0,3%v/v). Apds a
adicdo da solucdo de Tween 80, os frascos foram vigorosamente agitados para melhor
desprendimento dos esporos e, em seguida, 0s esporos recuperados através de filtracdo da
suspensdo utilizando gazes e frascos coletores estéreis. A concentracdo de esporos na
suspensdo foi determinada pela contagem direta em camara de Neubauer usando microscépio
6tico com aumento de 400 x. A solucdo contendo os esporos extraidos do meio de farelo de
trigo foi adicionada diretamente no biorreator.

4.5.3. Obtencao de esporos em meio de pre-cultivo (MANDELS; WEBER, 1969)

Ainda como estratégia de producdo de inoculo, testou-se a esporulagdo em meio de

fermentagcdo submersa pré-determinado (MANDELS; WEBER, 1969). Os esporos foram
produzidos em erlenmeyer de 500 mL com 200 mL de meio de cultura. Como descrito no
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item 4.2, as linhagens foram ativadas em meio BDA e, em seguida, inoculadas no meio de
producdo de esporos. O meio inoculado (pré-cultivo) foi incubado sob agitacdo de 150 rpm a
30 °C durante 72 horas. Posteriormente, o pré-cultivo foi utilizado diretamente para inocular o
meio do biorreator. Uma aliquota de 100 mL do pré-cultivo correspondeu a 20% (v/v) do total

do meio de fermentagéo.

4.6. Determinagdes Analiticas

4.6.1. Teor de AcUcares Redutores Totais

A determinacdo do teor de acucares redutores totais foi feita pelo método do DNS
(&cido 3,5-dinitrosalicilico), adaptado a partir da descri¢do de Miller (1959). Para o preparo da
solucdo de DNS, inicialmente pesaram-se 4,0 g de hidroxido de sodio, que foram
solubilizados em 50 mL de &gua destilada (solu¢do A). Em seguida, 2,5 g do reagente DNS
foram homogeneizados na solucdo A recém-preparada (solucdo B). Preparou-se ainda, uma
solucdo C, contendo 75,0 g de tartarato duplo de sodio e potéssio dissolvidos, sob agitacéo
constante, em 125 mL de agua destilada. Por fim, a solucdo B foi adicionada a solucao C, sob
aquecimento, até completa solubilizacdo. Apos resfriamento, a solucéo final teve seu volume
ajustado para 250 mL em baldo volumétrico. A solucdo foi armazenada, em temperatura
ambiente, em frascos escuros para protecéo contra a luz.

Por este método, ocorre uma reducdo do &cido 3,5-dinitrosalicilico a 3-amino-5-
nitrosalicilico pela acdo dos acucares redutores, produzindo um complexo castanho-
alaranjado. A concentracdo desse complexo colorido formado é proporcional a concentracao
de acucares redutores presente na amostra. A curva de calibracdo utilizada foi determinada
por padrdes contendo glicose nas concentracfes entre 0,1 e 1 g/L. O método consistia em
adicionar 1 mL da amostra a 1 mL da solucdo de DNS. A mistura resultante foi levada a
banho-maria a 100 °C por 5 minutos e, em seguida resfriada com agua corrente e agitada em
vortex apos a adicdo de 8 mL de agua destilada. Os acUcares redutores foram quantificados
por espectrofotdmetro (Varian, modelo Cary 50) com comprimento de onda de 540 nm. Foi
utilizada &gua destilada como branco, preparado em condi¢fes idénticas a das amostras
contendo acucares. Com auxilio da curva padrdo de glicose empregada, as leituras da
absorbancia a 540 nm foram transformadas em miligrama de agucares redutores por mililitro

de solugéo. Os resultados foram expressos em g/L.
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Nos experimentos realizados com a sacarose como fonte de aglcar, previamente foi
realizada uma hidrolise das amostras. As amostras do extrato bruto (1,0 mL) foram
hidrolisadas inicialmente com 1,0 mL de &cido cloridrico (1N) e colocados sob fervura em
banho-maria, durante 5 minutos. Apds resfriamento, a solucdo foi neutralizada com 3 mL de
solucdo NaOH 2N, homogeneizada e, completada com &gua destilada em baldo volumétrico
até o volume final correspondente. Logo apds, o baldo foi submetido a agitacdo e retirada
aliquota de 1,0 mL, a qual foi transferida para tubo de ensaio contendo 1,0 mL de solucéo de

DNS e submetida ao mesmo procedimento experimental anteriormente descrito.

4.6.2. Determinacéo de celulases totais em papel de filtro (FPase)

A determinacdo da atividade de celulases totais seguiu adaptacdo da metodologia
descrita por Ghose (1987), utilizando papel analitico Whatman n°® 1. Para a realizacdo da
andlise, foi adicionada uma aliquota de 0,5 mL do extrato bruto enziméatico em tubos de
ensaio contendo 1,0 mL de tampdo citrato (50 mM) pH 4,8. Os tubos, contendo a mistura,
foram aclimatados em banho termostatico a uma temperatura de 50 °C durante 5 minutos.
Apos a aclimatacdo, adicionou-se, em cada tubo, uma tira de papel analitico (dimensdes 1,0 x
6,0 cm) de modo que parte do papel ficasse submersa e em contato com a solugéo. Por fim, o
extrato enzimatico e o substrato foram incubados em banho termostatico a 50 °C por 60
minutos.

A reacdo foi interrompida pela adicdo de 3,0 mL do reagente &cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS). O tempo zero da reacgdo foi obtido adicionando-se 3,0 mL da solucéo
de DNS em 1,0 mL de tampdo citrato e 0,5 mL da diluicdo do extrato enzimatico apds
término de incubacdo das amostras. ApO6s homogeneizacdo da mistura, os tubos foram
submetidos a fervura durante 5 minutos, resfriados e adicionados 20 mL de &gua destilada.
Realizou-se, de forma analoga ao procedimento com amostra, 0 ensaio com 3,0 mL de
solugdo de DNS em 1,5 mL de tampao citrato para zerar o espectrofotdmetro.

A atividade enzimética foi determinada através da quantificacdo dos acucares
redutores liberados na reacdo, atraves do método do DNS (MILLER, 1959), utilizando glicose
como padrdo. As atividades foram relatadas como FPU/L. Realizou-se a leitura em
espectofotometro a 540 nm. O célculo da atividade foi realizado de acordo com a equagéo 2,
onde Abs amostra = leitura de absorbancia da amostra; Abs branco = leitura de absorbancia

do branco enzimatico; dil = diluigdo do complexo enzimatico; f = fator de conversdo da curva
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padrdo de glicose; 3 = diluicdo da enzima no meio reacional; 180 = peso molecular da glicose
e 60 = tempo de reagdo (minutos).

(Abs amostra — Abs branco)x fx dilx 3 (2)
180 x 60

Atividade enzimatica =

4.6.3. Determinacéo de endo -p-1,4 glucanases (CMCase)

A determinacdo da atividade de endoglucanases totais foi realizada conforme
adaptacdo de Ghose (1987), através da analise de carboximetilcelulase. Uma aliquota de 0,5
mL da diluicdo do extrato bruto enzimatico foi pipetada em tubos de ensaio, contendo 0,5 mL
de solucdo de carboximetilcelulose (CMC) (2% p/v) em tampao citrato de sddio (50 mM; pH
4,8). O extrato enzimatico e o substrato foram incubados em banho termostatico a 50 °C
durante 30 minutos.

A reacdo foi finalizada adicionando-se 1 mL de reagente &cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS). Apo6s homogeneizacdo, os tubos foram submetidos a fervura durante 5 minutos,
resfriados e adicionados 8 mL de agua destilada. O tempo zero da reacdo foi obtido
adicionando-se 1,0 mL do reagente DNS em 0,5 mL de solu¢do de CMC e 0,5 mL da diluicéo
do extrato enzimdtico no inicio do tempo de incubagdo. A atividade enzimética foi
determinada através da quantificacdo dos agUcares redutores liberados na reacédo, através do
método do DNS (MILLER, 1959), utilizando glicose como padrdo. Uma unidade de atividade
foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de equivalentes de glicose
por minuto nas condi¢des de reacdo. As atividades foram relatadas como U/L. Realizou-se a
leitura em espectofotdmetro a 540 nm. O célculo da atividade foi realizado de acordo com a
equacdo 3, onde Abs amostra = leitura de absorbéancia da amostra; Abs branco = leitura de
absorbancia do branco enzimatico; dil = diluicio do complexo enzimatico; f = fator de
conversdo da curva padrdo de glicose; 3 = dilui¢cdo da enzima no meio reacional; 180 = peso

molecular da glicose; 30 = tempo de reagdo (minutos).

(Abs amostra — Abs branco)x fx dilx 3
180 x 30

©)

Atividade enzimatica =
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4.6.4. Determinacao da biomassa e pH

A biomassa seca dos fungos foi determinada através da medida do peso seco do
solido. A determinacdo do peso seco foi realizada apos centrifugacdo de 20 mL da cultura
liquida a 9600 g por 20 minutos (Biofuge Stratos — Heraus) e secagem em estufa Quimis a 90
°C por 48 horas. O pH do meio foi medido logo ap6s o término do processo fermentativo em
pHmetro (Hanna, modelo HI2221).



FAHEINA JUNIOR, G.S.

51

5. RESULTADOS E DISCUSSAO




52
FAHEINA JUNIOR, G.S.

5.1. Etapa Inicial de Sele¢édo das Linhagens com Potencial Celulolitico

A etapa inicial do trabalho consistiu em selecionar 0s micro-organismos que
apresentassem consideravel potencial celulolitico. Foram selecionadas as linhagens com
maior indice enzimatico (relacionado pela capacidade de degradacdo de celulose em meio
agar celulose) ap6s 96 horas de incubacdo. Também foram selecionadas as linhagens com o
mais répido desenvolvimento do halo de crescimento da coldnia em meio de cultura
especifico. Segundo Ten et al. (2004), o indice enzimético pode ser usado como uma
ferramenta inicial, simples e rapida para auxiliar na selecdo de micro-organismos com
potencial de producdo de enzimas extracelulares, mesmo que estes possam pertencer a uma
mesma espécie. Os resultados foram submetidos ao teste de Tukey a uma probabilidade de
5%.

A Tabela 3 apresenta de forma sintética os melhores resultados obtidos na etapa inicial
de selec¢do das linhagens. Foram selecionadas as linhagens com maior indice enzimatico (i.e.)
e duas linhagens pertencentes ao género Trichoderma, que atingiram o diametro de 150 mm
em placas em menor tempo de incubacdo. Tal opcdo deveu-se ao fato de que a maioria das
linhagens de Trichoderma sp. analisadas, principalmente as que pertencem a colecdo de
culturas do INPA, cresceram rapidamente em placas de 150 mm de didmetro contendo meio
especifico, ndo sendo possivel a determinacdo do halo de hidrolise e consequente obtencdo do

ie.

Tabela 3 - VValores do indice enzimatico (i.e.), didmetros dos halos de crescimento (ac) e

hidrolise (i) apresentados pelas linhagens analisadas.

Micro-organismos Caodigos gc (mm) gi (mm) i.e.
Fusarium sp. SAP 09 21 48 4,354
Lasiodiplodia theobromae CNPAT 038 40 75 1,88°
Trichoderma sp. LCB 79 65,3 71,6 1,09 ¢
Trichoderma sp. INPA 666 > 150* n.d. n.d.
Trichoderma sp. INPA 1014 > 150* n.d. n.d.
Trichoderma sp. INPA 1218 >150* n.d. n.d.

(*) Tamanho do halo de crescimento ap6s 48 horas de incubacédo, n.d. — ndo detectado. Médias seguidas
da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Observou-se que o maior i.e. (4,35) foi alcancado pela linhagem Fusarium sp. (SAP
09) isolada do bioma manguezal, seguida das linhagens Lasiodiplodia theobromae (CNPAT
038) e Trichoderma sp. (LCB 79) com i.e. de 1,88 e 1,097, respectivamente. Notou-se o
predominio de linhagens do género Trichoderma quando foi considerado o halo de

crescimento como critéerio seletivo, essas linhagens apresentaram gc (diametros dos halos de



53
FAHEINA JUNIOR, G.S.

crescimento) superior a 150 mm ap6s 48 horas de incubagdo. Apesar da producdo de enzimas
celuloliticas concentrarem-se nos géneros Aspergillus e Trichoderma (YUE; JIAN-XIN; LI-
WEI, 2009), a identificacdo de variadas fontes microbianas potenciais produtoras de celulases
passa a ter um interesse estratégico para o mercado de celulases. Além disso, como destacam
Maheshwari, Bharadwaj e Bhat (2000), as celulases produzidas por esses dois géneros s
funcionam eficientemente em uma estreita faixa de pH, reforcando a necessidade de pesquisas
com novos micro-organismos produtores dessas enzimas. Investigacdes sobre possiveis fontes
de enzimas celuloliticas sdo recorrentes e, voltando-se pertinentemente a busca por micro-
organismos capazes de produzir uma mistura de celulases, necesséria a solubilizacéo
completa e efetiva da celulose (DAS; ROYER; LEFF, 2007).

5.2. Testes de fermentacdo submersa: testes em erlenmyers nédo aletados

Os fungos selecionados na etapa inicial foram submetidos ao processo de fermentagao
submersa em erlenmyers ndo aletados com a finalidade de selecionar 0 micro-organismo com
maior potencial celulolitico em meio liquido (Figura 8). Para essa etapa de selecéo utilizou-se
como parametro a producdo de celulases totais utilizando papel de filtro como substrato
(FPase). A linhagem Trichoderma sp. INPA 666, apresentou maior atividade enzimatica apds
72 horas de fermentacdo (48,0 FPU/L). Apesar do isolado Fusarium sp. SAP 09 ter obtido
maior potencial enzimatico na etapa inicial de selecdo, apresentou-se como a linhagem menos
promissora, com atividade enzimatica de 6,0 FPU/L.

Figura 8 - Perfil enziméatico para FPase das linhagens nos testes de
fermentacdo submersa em erlenmyers néo aletados.
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Os valores de atividade enzimatica de endoglucanases, através da anélise de CMCase
(Figura 9), mostram um perfil diferente. Nas condigOes estabelecidas, a linhagem
Lasiodiplodia theobromae CNPAT 040 destacou-se das demais, com atividade de CMCase de
351,3 U/L. O isolado de Fusarium sp. SAP 09 novamente apresentou-se como o fungo com

menor potencial de produgdo enzimatica (12,1 U/L).

Figura 9 - Perfil enzimatico CMCase das linhagens nos testes de
fermentacao submersa em erlenmyers ndo aletados.
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Apesar do parametro utilizado para a escolha do micro-organismo ter sido a analise de
FPase, que fornece dados do perfil de producdo de celulases totais, € valido ressaltar a
importancia de se analisar o potencial de producdo de endoglucanases (CMCase), tal € o
sinergismo necessario das enzimas na completa degradacdo da celulose a acucares
fermentesciveis. Assim como, fungos de géneros distintos produzem diferentes quantidades
das enzimas do complexo celulolitico, somente aqueles que produzem niveis apropriados de
endoglucanase, exoglucanase e glucosidase sdo capazes de degradar com eficacia a celulose
natural (KUMAR; SINGH; SINGH, 2008; SUKUMARAN; SINGHANIA; PANDEY, 2005).

Enquanto varios fungos possuem a capacidade de metabolizar a celulose como fonte
de energia, s0 algumas linhagens sdo capazes de secretar todas as enzimas do complexo
celulolitico. O sistema celulolitico de Trichoderma reesei, por exemplo, é composto de até
80% de exoglucanases, 20 a 36% de endoglucanases ¢ ¢ deficiente em B-glucosidases, com

producéo de apenas 1%. Enquanto o fungo T. reesei sintetiza niveis baixos de B-glucosidases,
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fungos do género Aspergillus possuem niveis limitados de endoglucanase
(MUTHUVELAYUDHAM; VIRUTHAGIRI, 2006; ZALDIVAR et al., 2001).

A Figura 10, demonstra a producdo de biomassa, expressa em g/L, pelos fungos
analisados. A maxima producdo foi registrada por Trichoderma sp. INPA 666 (2,95 g/L) e a
menor para Fusarium sp. SAP 09 (1,08 g/L), linhagens com maiores e menores atividades de
FPAse, respectivamente. No entanto, as demais linhagens apresentaram producéo de biomassa
muito semelhante e distintas atividades de FPase. Assim, tais constatacbes nao permitiram

estabelecer uma relacdo entre a producédo de FPase e a producdo de biomassa pelo fungo.

Figura 10 - Crescimento do fungo denotado através do peso seco da
biomassa, em g/L.
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Observando o perfil de pH dos experimentos (Tabela 4), percebeu-se, para as
linhagens do género Trichoderma, queda nos valores apds 72 horas de fermentacéo,

ressaltando que o valor inicial estabelecido nos ensaios foi de 5,5.

Tabela 4 - Perfil de pH final das linhagens

analisadas
Fungos pH
Fusarium sp. SAP 09 5,23
Trichoderma sp. INPA 666 3,23
Trichoderma sp. LCB 79 3,20
Trichoderma sp. INPA 1014 2,88
Trichoderma sp. INPA 1218 2,77

L. theobromae CNPAT 040 4,26
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Dentre as cepas de Trichoderma sp., a linhagem INPA 666 apresentou maior atividade
de FPase e maior pH (3,23). Provavelmente a acidez acentuada nos meios de fermentacgéo,
relacionou-se ao ndo controle do pH durante o processo, sendo essa condicdo possivelmente
deletéria para producdo enzimatica. De acordo com Sternberg et al. (1976), em estudo de
estabilidade de producdo de celulases por T. viride, a faixa de pH entre 5,0 e 6,0 para
producdo de celulases parece ser a melhor para producdo da enzima. Os autores observaram
que as celulases sdo parcialmente inativadas em determinados niveis de pH, no qual a faixa
entre 3,0 e 3,4 ¢é deletéria para a atividade de B-glicosidases e as atividades de FPase e
CMCase desestabilizam-se em pH inferior a 3,0. Tangnu, Blanch e Wilke (1981), analisando
a producéo de celulases por T. reesei RUT-C30, sob diferentes condi¢es de pH e controle
desse parametro, verificaram que em meio de cultura com controle de pH acima de 5,0 houve
a producdo maxima de FPase, detectando uma atividade acima de 2000 FPU/L. Verificou-se

também que fermentacfes mantida em pH em 3,3, desencadearam menor producao de FPase.

5.3. Comparacéo entre erlenmeyers aletados e ndo-aletados.

Com a finalidade de conhecer o perfil de producdo enziméatica sob condicbes de
alteracdes morfoldgicas, devido a aplicacdo de uma forca de cisalhamento nas células
fangicas, as trés linhagens que apresentaram melhor desempenho nos ensaios em erlenmeyers
ndo aletados foram submetidas ao processo de fermentagdo submersa em erlenmeyers
aletados: Trichoderma sp. INPA 666, Trichoderma sp. LCB 79 e L. theobromae CNPAT 040.

Os resultados da producdo de FPase estdo apresentados na Figura 11 e demonstram
que a producdo enzimatica foi maior em erlenmeyer ndo aletados. Os resultados apresentados
pela linhagem Trichoderma sp. INPA 666 foram submetidos ao teste estatistico de Tukey a
5% de probabilidade, no qual demonstrou haver diferenca significativa, com atividades 48,7
FPU/L e 44,0 FPU/L, respectivamente para frasco ndo aletado e aletado (queda de 9,7 % na

atividade).
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Figura 11 - Comparacdo da atividade de FPase (FPU/L) em testes realizados
com erlenmeyers néo aletados e aletados.
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A producéo de FPase da linhagem Trichoderma sp. LCB 79 alcangou 38,0 FPU/L nos
testes com erlenmeyers ndo aletados e ndo ultrapassou 7,0 FPU/L nos aletados (queda de
81,6% de atividade). Similarmente L. theobromae CNPAT 040 apresentou 0 mesmo
comportamento, a atividade de FPase caiu em 34,5%.

A producdo de CMCase (Figura 12) apresenta um perfil parecido com a atividade de

FPase, com maior produgdo enzimatica em frascos ndo aletados.

Figura 12 - Comparacdo da atividade de CMCase (U/L) em testes realizados
com erlenmeyers nédo aletados e aletados.
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Consideravel atividade para CMCase de Lasiodiplodia theobromae CNPAT 040 foi
registrada nos experimentos com frascos ndo aletados (351,3 U/L), ao passo que nos testes
com frascos aletados a atividade de CMCase dessa linhagem foi a menor determinada (18,0
U/L). Trichoderma sp. INPA 666 teve o segundo melhor desempenho para a producdo de
CMCase, apresentando 184,0 U/L em frascos ndo aletados e, apresentou ainda a maior
atividade de CMCase (119,7 U/L) para os ensaios em frascos aletados. Trichoderma sp. LCB
79 apresentou uma atividade de CMCase de 95,9 U/L em frascos ndo aletados e caiu para

51,0 U/L nos frascos aletados.

Notou-se que, diante das condic¢bes de fermentacdo adotadas, as forcas de resisténcia
propiciadas pelas aletas nos frascos possivelmente foram deletérias na producéo enzimatica de
FPAse e de endoglucanases. Em contrapartida, observou-se que o efeito de cisalhamento das
células provocado pelo emprego de erlenmeyers aletados, ndo interferiu plenamente no
desempenho da producdo enzimaética de linhagem INPA 666, apesar da diferenca estatistica

na comparagdo das médias dos resultados.

Para a maioria das fermentacdes que utilizam fungos, a produtividade é dependente de
uma morfologia 6tima. O controle dessa morfologia e sua relacdo com as condi¢Oes
operacionais do processo fermentativo devem ser bem estudados (CUI et al., 1998). E
interessante destacar que em culturas submersas, a morfologia de micro-organismos
filamentosos geralmente varia entre a forma de pellets e a forma dispersa (concentrado de
hifas e agregados), dependendo das condicBes de cultivo e do genotipo da linhagem utilizada
no processo. A estrutura trivial dos pellets constitui de um emaranhado de massa densa de
hifas crescendo radialmente. A formacdo de micélios livres proporciona um meio
fermentativo viscoso e pseudopléstico que reduzem a transferéncia de massa gas-liquido e a
homogeneidade do meio (COX; PAUL; THOMAS, 1998). Sabe-se pouco sobre 0 mecanismo
de alongamento, ramificacdo e fragmentacdo das hifas, porém a forma de crescimento e
namero de células viaveis no meio de cultura estéo relacionados com o0s metabdélitos primarios
e secundarios produzidos pelos micro-organismos. A morfologia influencia diretamente a
reologia do meio de cultura, por outro lado, as caracteristicas do meio também interferem na
fisiologia dos micro-organismos, constituindo-se em uma relacdo complexa, o que torna o

controle das variaveis morfologicas uma tarefa dificil (PINTO et al., 2004).

As culturas nos frascos ndo aletados caracterizaram-se pela presenca de filamentos de
hifas dos fungos e pouca formagdo de pellets com 72 horas de fermentagdo. O caldo

fermentativo nos frascos aletados caracterizou-se por menor crescimento na cultura liquida,
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maior formacdo de pellets e crescimento disperso do micro-organismo aderido a vidraria
(Figura 13).

Figura 13 - Aspecto cultural de Trichoderma sp. INPA 666 cultivada em frascos

Erlenmeyer.

A. Presenca de pellets em frascos aletados. B. formagéo de filamentos de hifas do fungo em frascos
ndo aletados. Fonte: arquivo pessoal.

Domingues et al. (2001), em estudo avaliando a influéncia das condi¢des nutricionais
na morfologia de Trichoderma sp. RUT C-30 na producdo de celulases, averiguaram que em
meio fermentativo, sem a formagéo de pellets, houve uma maior producdo de FPase em 72
horas. Utilizou-se lactose como indutor para producdo de celulases, sob condic¢des similares
aos estabelecidos nos experimentos do presente estudo. Os autores enfatizam que o
crescimento na forma de hifas em meio liquido, facilita a adesdo dos fungos no material
celulosico, auxiliando na obtencdo de uma maior produtividade de enzimas celuloliticas. Tal
fendmeno possivelmente esté relacionado a limitagdo da transferéncia de oxigénio dentro dos

pellets.

Os resultados dessa etapa sugerem que, na ampliacdo de escala para biorreatores, 0
equipamento seja configurado de forma que minimize os possiveis danos causados na
morfologia do micro-organismo devido as forgas cisalhantes. Dentre as possibilidades estéo o
uso de reatores do tipo Air-lift, coluna de bolhas ou mesmo o uso de reator do tipo Continuous
Stirred Tank Reactor (CSTR), com impelidores que promovam menor cisalhamento as

células, como os tipos pas marinhas ou pitched blade.

Como demonstraram Ganesh, Josh e Sawant (2000), a atividade de celulases diminuiu
com o aumento da velocidade de agitagdo em um biorreator de tanque agitado (CSTR)
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utilizando homogeneizadores do tipo Rushton, apontando que um aumento na velocidade
rotacional aumentaram as forcas cisalhantes. Os autores concluiram que ha um impacto
negativo sobre o crescimento celular e na producdo de celulases a medida que € aumentada a
forca de cisalhamento sobre o caldo fermentativo. Segundo Ahamed e Vermette (2010),
dentre os possiveis problemas que aparecem no processo fermentativo para obtencdo de
celulases, esta a forca de cisalhamento aplicada nos micro-organismos em biorreatores do tipo
CSTR. Essa classe de reatores, por utilizarem a maior parte das vezes impelidores do tipo
Rushton para homogeneizacdo do meio fermentativo, geralmente sdo usados para producéo de
celulases. No entanto, h& a dificuldade de prever a distribuicdo das forcas de cisalhamento
dentro do tanque, que ocasionam danos aos micro-organismos filamentosos, reduzindo a
produtividade das enzimas (AHAMED; VERMETTE, 2010). Alguns projetos de biorreatores
sugerem aumento na taxa de transferéncia de oxigénio, enquanto limitam o efeito danoso das
injurias mecanicas sofridas por fungos filamentosos. Reatores do tipo Air-lift podem cumprir
esse papel, uma vez que sdo pneumaticamente agitados (GOUVEIA; HOKKA; BADINO-JR.,
2003).

5.4. Estudo de diferentes acUcares sollveis nos meios fermentativos para producdo de

celulases

A Figura 14 apresenta os valores das atividades de FPase e CMCase, respectivamente
em FPU/L e U/L, das fermentagdes com quatro tipos de agucares sollveis: glicose, lactose,
sacarose e Xxilose. Observou-se que a sacarose, como componente do meio de cultura,

promoveu a maior producédo de FPase, apresentando atividade de 50,0 FPU/L.
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Figura 14 - Perfil de producdo de celulases por Trichoderma sp. INPA 666 com
diferentes fontes de acUcares soluveis.
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Celulases sdo enzimas que precisam ser induzidas e dentre 0s aspectos que mais geram
custos na producédo industrial da enzima repousa na escolha criteriosa do indutor. Embora a
producdo da maioria das celulases de origem microbiana seja induzida na presenca de
celulose, a exclusividade dessa fonte de carbono pode néo ser suficiente para desencadear
reposta enzimatica, por se tratar de uma molécula de carater insoluvel. Consideréaveis estudos
reportam que um nivel basal de celulases sdo produzidas na presenca de um indutor de menor
peso molecular. Assim, sacarideos sollveis podem ser utilizados como indutores tais como
celobiose, glicose, lactose e sacarose (BON et al., 2008; CARLE-URIOSTE et al., 1997).

Em estudo analisando a influéncia de vérias fontes de carbono como glicose, lactose e
xilose em fermentagdo submersa utilizando trés isolados de Trichoderma reesei,
Muthuvelayudham e Viruthagiri (2006) verificaram que a combinagéo de celulose com xilose
apresentou a melhor producdo de FPase com atividades de 7,02, 24,86 e 23,48 FPUIL,
respectivamente paras as linhagens T. ressei 94.144, T. ressei 97.177 e T. reesei Tm3, em 10
dias de fermentacdo. O mesmo comportamento também foi verificado na producdo de
CMCase. Os autores observaram que a atividade de celulases foi baixa quando glicose foi
utilizada como fonte de carbono, possivelmente pelo seu efeito inibidor. Delabona et al.

(2012), em estudo utilizando a linhagem Trichoderma harzianum, cultivada em erlenmeyers
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com meio liquido a 29 °C, relataram que 0 uso de sacarose apresentou maior atividade de
FPase (420 FPU/L), frente ao uso de lactose na mesma concentracdo. Domingues et al.
(2001), em andlise utilizando T. reesei RUT-C30, verificaram que houve aumento na
producdo de celulases ao empregar lactose como Unica fonte de carbono (1500,0 FPU/L), se
comparada ao emprego de glicose (900,0 FPU/L). No entanto, os autores enfatizam que na
associacdo dos dois agUcares houve uma maior producdo enzimética (2800,0 FPU/L),
sugerindo que a sinergia de lactose e glicose no meio fermentativo favorecem beneficios

econdmicos ao processo.

A lactose é considerada um excelente indutor de celulases para emprego em escala
comercial, principalmente pelo baixo custo do material (KARAFFA et al., 2006). Apesar de
ser reconhecida como um bom indutor da sintese de celulases, nas condi¢des estabelecidas
neste estudo, percebeu-se que o desempenho desse indutor ndo foi relevante, ja que o uso
desse dissacarideo relacionou-se aos menores valores para atividades de FPase (22 FPU/L) e
CMCase (30,4 U/L).

Mesmo sendo uma eficiente fonte para o crescimento celular em meio liquido, o
emprego da glicose na producdo de varias enzimas e sua regulacdo, tem sido estudado
principalmente pelo seu conhecido efeito repressor (LAMBERT; MEERS; BEST, 1983).
Cabe salientar, que essa caracteristica relatada como repressora, ndo foi observada nos valores
obtidos no presente estudo. A atividade de FPase e CMCase utilizando glicose foram,

respectivamente, 37,0 e 31,5 U/L, sendo o terceiro melhor perfil de producéao de celulases.

5.5. Testes em Biorreator

A linhagem Trichoderma sp. INPA 666, selecionada como a melhor produtora de
FPase nos testes anteriores, foi submetida ao processo de fermentacdo submersa em
biorreator. E valido ressaltar que, apesar dos resultados em erlenmeyers aletados sugerirem
uma configuragdo do reator que cause menos injurias fisicas, o uso de reatores CSTR com
impelidores do tipo Rushton nessa etapa de fermentacdo em reatores deveu-se a

disponibilidade dessa configuracdo durante o desenvolvimento dos experimentos.

Em um primeiro instante foi investigada a melhor estratégia de obtencdo do pré-
indculo, assim como a producédo de celulases frente o controle de pH. Os gréaficos das figuras
15, 16 e 17 mostram o perfil de producédo enzimatica (FPase e CMCase), teor de agucares

redutores totais e biomassa nos trés testes. Em todas as estratégias, a producdo maxima de
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FPase foi atingida em 72 horas de fermentacdo. Como mostra o grafico da Figura 15, a partir
do tempo 96 horas a producdo de CMCase € crescente até atingir a produgdo maxima em 144
horas (193,0 U/L).

Figura 15 - Producdo de FPase, CMCase, biomassa e consumo de agUcares
durante 168 horas de fermentacdo do teste com esporos crescidos em BDA.
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Observou-se que no perfil do teste com esporos crescidos em BDA houve maior
producdo de FPase em 72 horas de fermentacdo, com atividade 155,5 FPU/L. No mesmo
intervalo de tempo houve o maior crescimento microbiano, denotado pelo peso seco da
biomassa (10,13 g/L) e decréscimo acentuado no teor de acglUcar presente no meio
fermentativo.

A Figura 16 mostra o perfil do processo fermentativo em que os esporos foram
produzidos em meio semi-sélido de farelo de trigo e d&gua peptonada. No tempo 72 horas, no
qual a producdo de FPase € maxima (164,0 FPU/L), assim como a biomassa (11,4 g/L), uma
pequena quantidade de acucar ainda permaneceu no meio de fermentacgdo (2,25 g/L). A partir
desse tempo a producdo de CMCase distinguiu-se do perfil de producgéo de FPase, que tornou-
se decrescente e, a producdo méaxima de CMCase ocorreu no tempo de 144 horas, com
atividade 285,0 U/L.
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Figura 16 - Producdo de FPase, CMCase, biomassa e consumo de agucares

durante 168 horas de fermentacéo do teste com esporos crescidos em meio farelo

de trigo.
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No teste em que foi utilizado sub-cultivo do fungo em meio liquido (Figura 17), o

perfil da produgdo de CMCase apresentou-se similar ao teste com inoculo a partir de esporos

desenvolvidos em BDA e maxima producao em 144 horas (246,0 U/L).

Figura 17 - Producdo de FPase, CMCase, biomassa e consumo de acUlcares

durante 168 horas de fermentacdo do teste com esporos crescidos em meio

liquido.
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Nos trés testes, a maxima producdo de FPase foi observada em 72 horas de
fermentacdo. Com a finalidade de classificar, dentre as estratégias de inoculagdo, aquela que
apresentou maior producdo enzimatica, as médias dos resultados de FPase no tempo de 72
horas foram comparados estatisticamente utilizando o teste de Tukey a 5% de significancia.
Como mostra a tabela 5, o teste com indculo produzido em meio de farelo de trigo destacou-

se estatisticamente dos demais.

Tabela 5 - Valores de FPAse das diferentes estratégias de

inoculagdo em 72 horas de fermentagéo.

Estratégia Atividade FPase (FPU/L)
Meio farelo de trigo 164,6 + 0,30°
Meio BDA 155,5 + 0,44
Sub-cultivo em meio liquido 143,9 +0,92°

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade

Segundo Morin (1992), o tipo de indculo usado é possivelmente um dos parametros
mais importantes para o processo fermentativo. O uso de fragmentos de micélios, como 0s
obtidos em culturas liquidas, evita a fase de germinacéo dos fungos e diminui o tempo até a
fase de propagacdo celular. Por outro lado, a op¢do 0 uso de esporos como pré-inoculo
proporcionaria um crescimento celular maior em um periodo de tempo mais longo por ter que

passar obrigatoriamente pela fase de germinacao.

Apos andlise destes resultados, fica demonstrado que a op¢do pelo indculo de esporos
produzidos em meio de cultura semi-solido de farelo de trigo podera ser a melhor opcéao para

futuras fermentacdes afim de avaliar outros parametros na producao de celulases.
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6. CONCLUSOES
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Seis linhagens fungicas destacaram-se das demais na etapa inicial de sele¢&o.

Trichoderma sp. INPA 666 foi a que apresentou melhor perfil de producéo de celulases

em ensaio de fermentacdo submersa em erlenmeyers.

A maior producdo de enzimas celuloliticas deu-se em erlenmeyer sem a presenca de

aletas.

O meio de cultura contendo sacarose apresentou os melhores resultados para a atividade

enzimatica.

A melhor estratégia de inoculacdo para o biorreator foi uma suspensdo de esporos obtidos

a partir de uma fermentagdo semi-sélida de farelo de trigo.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS:

Determinacdo da concentracdo ideal de indutores sollveis e insolUveis nos ensaios em

biorreator.

Estudo comparativo com a linhagem padréo Trichoderma viride QM 9414,

Estudos de configuracdo do reator CSRT: utilizacdo de diferentes tipos de impelidores e

chicanas de diferentes conformacoes.

Comparacdo do processo fermentativo em reator CSTR com reatores do tipo Air-lift.

Comparacdo entre os regimes batelada simples e alimentada.
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