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RESUMO

Selecdo de fungos filamentosos produtores de hidrolases e pré-otimizacédo das condigdes
de cultivo

A crescente demanda por energia e a necessidade de promover o desenvolvimento
sustentavel colocam em foco os combustiveis renovaveis. Dentro de biocombustiveis, 0s 2G
ou segunda geracdo, tém como objetivo a utilizacdo da energia contida na biomassa vegetal.
Muitos microorganismos sdo capazes de excretar enzimas que quebram a lignocelulose, o
principal componente das paredes celulares da planta, em agucares fermentaveis. Os objetivos
deste trabalho foram selecionar fungos filamentosos que produzem enzimas que degradam a
biomassa e otimizar suas condi¢cdes de cultivo. Quatro isolados e duas linhagems padrao
foram testadas para a producdo de celulases e identificadas pelo sequencimaneto da regido
ITS (Internal Transcribed Spacer). Apds a caracterizacdo inicial, trés linhagens foram
selecionadas e testadas em diferentes fontes de nitrogénio e carbono, e agentes tamponantes,
visando o cultivo 6timo para cada delas. As condicGes ideais foram escolhidas com base em
critérios de atividade enzimatica, proteinas totais liberadas e pH. Ap6s o estabelecimento das
condicdes Otimas, os sobrenadantes das culturas foram liofilizados e o teor de proteinas
determinado. O mesmo extrato foi testado quanto a FPA (Filter Paper Activity), atividades de
B-glicosidase e xilanases, e quanto sua capacidade hidrolitica na biomassa pré-tratada. As
linhagens selecionadas foram identificadas como Phanerochaete chrysosporium (F88),
Aspergillus brasiliensis (F811) e a linhagem padrdo Trichoderma reesei QM9414. A melhor
combinacdo de fontes de nitrogénio foi a razdo 4:3:3; 5:3:2 e 6:3:1 (sulfato de amonio, ureia e
extrato de levedura) para F88, F811 e T. reesei, respectivamente. O &cido citrico foi
selecionado como agente tamponante para F88 e T. reesei, e PIPES para F811. Bagaco pré-
tratado por exploséo a vapor (BPT), como fonte de carbono, foi o melhor para induzir a
producdo de celulases e xilanases por F88 e F811, enquanto, Solka-Floc® foi a melhor para T.
reesei. As atividades de B-glicosidase e xilanase foram maiores em F811 do que para T.
reesei. No entanto, para FPA, T. reesei apresentou o melhor rendimento. Nos ensaios de
hidrélise, as conversdes de glicana e xilana foram semelhantes para ambas as linhagens,
mesmo havendo acumulo de celobiose no ensaio de T. reesei. Comparando os dados obtidos
para ambas linhagens, uma selvagem e outra que é considerada referéncia industrial, F811 se
mostrou promissor para a producdo de enzimas hidroliticas e como consequéncia, a habilidade
em transformar a biomassa em agucares fermentaveis.

Palavras-chave: Biomassa; Celulases; Xilanases; Fontes de nitrogénio; Agentes tamponantes;
Fontes de carbono; Hidrolise; Trichoderma reesei; Aspergillus brasiliensis
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ABSTRACT

The selection of filamentous fungi that produce hydrolases and the preoptimization of
their growth conditions

The increasing demand for energy and the necessity to promote sustainable
development has focused on renewable fuels. Within the available biofuels, 2G or second
generation, has the aim of releasing the energy contained in plant biomass. Many
microorganisms are able to secret enzymes capable of breaking down lignocellulose, the main
component of plant cell walls, into fermentable sugars. The objectives of this project was to
select filamentous fungi that produce enzymes that degrade biomass and optimize the growth
conditions for them. Four isolates and two standards strains were tested for the production of
cellulases and identified by ITS (Internal Transcribed Spacer) sequencing. After initial
characterization, three strains were selected and tested in different sources of nitrogen and
carbon, and buffering agents for optimal growth. The ideal conditions were chosen based on
the criteria of enzymatic activity, total proteins released and pH. After the ideal condition for
each strain were established, cell free extracts from each culture were lyophilized and the total
protein content determined. This extract was tested for FPA (Filter Paper Activity), B-
glucosidase and xylanase activity and the hydrolysis assays were carried out using pretreated
biomass. The selected strains were identified as Phanerochaete chrysosporium (F88),
Aspergillus brasiliensis (F811) and the standard strain Trichoderma reesei QM9414. The best
combination of nitrogen sources was the ratio 4:3:3; 5:3:2 and 6:3:1 (ammonium sulfate, urea
and yeast extract) for F88, F811 and T. reesei, respectively. Citric acid was selected as
buffering agent for F88 and T. reesei, and PIPES for F811. Steam exploded bagasse, as a
carbon source, was the best to induce the cellulase and xylanase production for F88 e F811,
while, Solka-floc® was better for T. reesei. The activities of B-glucosidase and xylanase were
higher for F811 than for T. reesei. However, for FPA, T. reesei showed the best yield. In the
hydrolysis assays, conversions of glucan and xylan were similar for both strains, even though
there was an accumulation of celobiose in the T. reesei’s assay. Comparing the data obteined
for both strains, a wild type and an industrial reference, F811 showed as a promising strain to
produce hydrolytic enzymes and as consequence, break down biomass into fermentable
sugars.

Keywords: Biomass; Cellulases; Xylanases; Nitrogen source; Buffers; Carbon source;
Hydrolysis; Trichoderma reesei; Aspergillus brasiliensis
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1 INTRODUCAO

As civilizagbes humanas, desde seu principio, tém usado a biomassa como fonte de
energia na preparacdo de alimentos, aquecimento, iluminagdo e processamento de metais. No
entanto, apenas 10% da energia primaria consumida atualmente no mundo é proveniente da
biomassa. Os outros 90% estdo distribuidos entre combustiveis fosseis (80%),
hidroeletricidade (2%), energia nuclear (6%) e energia solares renovaveis (2%)
(GOLDEMBERG, 2011).

A troca da biomassa por outras fontes de energia tem como explicagdo um fato
histérico de extrema importancia que ocorreu nos séculos XVIII e XIX, a Revolugdo
Industrial. A demanda energética que se iniciou nessa época foi a forca motriz tanto para o
desenvolvimento da sociedade atual, como para o crescente uso de combustiveis fosseis. No
entanto esses sdo recursos ndo renovaveis, cujas fontes sdo esgotaveis e concentradas em
areas de grande instabilidade geopolitica. Além disso, existe grande preocupacdo com a
questdo ambiental jA que a queima dos combustiveis fosseis ndo renovaveis emite gases
causadores do efeito estufa e prejudiciais a vida humana (GOLDEMBERG, 2007). Durante a
ultima Conferéncia Mundial sobre o Clima ou COP-21, houve um consenso sobre a
necessidade de uma economia de baixo carbono e contraria a exploracdo de combustiveis
fosseis (ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS — ONU, 2015). Assim, o investimento
em tecnologias e pesquisas em matrizes energéticas renovaveis vém se intensificando. Dentre
as alternativas, o etanol obtido a partir de plantas, como cana-de-acutcar, milho e beterraba, é
considerado uma importante fonte de energia renovavel.

No Brasil, a producdo de etanol € proveniente da cana-de-agUcar € Seu uso como
combustivel foi impulsionado pelo Programa Nacional do Alcool (Proalcool) em 1975. Esse
programa investiu nos setores publico e privado incentivando pesquisas cientificas e
tecnoldgicas no aprimoramento da producdo e uso do etanol como combustivel (BON;
GIRIO; PEREIRA, 2008). Atualmente o pais produz em torno de 28 mil m* de etanol por
safra, sendo o estado de S&o Paulo o maior contribuinte dessa quantia, com aproximadamente
metade de toda a producéo brasileira (UNIAO DA INDUSTRIA DA CANA-DE-ACUCAR —
UNICA, 2015). Todavia, o crescimento populacional e desenvolvimento econdmico geram
pressdes significativas na demanda de energia. No Brasil, 0 aumento na producdo de etanol
combustivel convencional (ou de primeira geracdo) resultaria no maior uso de terras
agriculturaveis, de recursos finitos (agua, fertilizantes, equipamentos, por exemplo) e na

competicdo natural com a producgéo de alimentos.
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Neste contexto, o uso de residuos da industria sucroalcooleira, tais como bagacgo e
palha da cana-de-agucar, na producdo de etanol é uma alternativa tecnicamente viavel e
ecologicamente sustentavel para a producdo do combustivel. No entanto, para se produzir o
etanol celulosico, ou etanol de segunda geracdo, a partir da biomassa é preciso transpor a
heterogeneidade e a recalcitrancia da parede celular das plantas de uma maneira
economicamente viavel e que permita substituir efetivamente os recursos derivados dos
combustiveis fosseis (PAYNE et al., 2015).

Na natureza, muitos organismos possuem a maquinaria necessaria para degradar a
parede celular das plantas, liberando moléculas necesséarias a seu metabolismo. Dentre 0s
organismos, a comunidade microbiana exerce papel fundamental na degradacéo de compostos
lignocelulosicos, com destaque para os fungos filamentosos, que sdo capazes de produzir e
excretar enzimas que atuam de forma sinérgica na degradacdo de polissacarideos. O grupo
dos fungos € extremamente diverso e os recentes esforcos de analise gendmica mostram que
muito do potencial enzimético desses organismos ainda ndo foi revelado (SEIBOTH;
IVANOVA,; SEIDL-SEIBOTH, 2011).

Assim, o objetivo desse trabalho foi selecionar fungos filamentosos produtores de
enzimas que atuam na degradacdo da biomassa lignoceluldsica e maximizar a producao

dessas enzimas através de melhoramento do meio de cultivo desses organismos.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Revisdo Bibliografica

2.1.1 Bioetanol

As plantas armazenam carbono e energia solar capturados durante a fotossintese em
seus tecidos e células, sendo uma fonte renovavel de energia, fibras e matérias-primas
organicas (BUANAFINA; COSGROVE, 2013). Sendo assim, a produc¢do de biocombustiveis
a partir de plantas € uma alternativa para o suprimento da demanda crescente de energia e
diminuicdo da dependéncia mundial dos combustiveis fosseis. O etanol proveniente da
fermentacdo dos acUcares contidos nas plantas, também conhecido como biotenaol, € um
importante produto a ser utilizado como fonte energética (RASS-HANSEN et al., 2007).

Produzir etanol combustivel através de uma tecnologia viavel é realidade em alguns
paises e vem sendo implementada em muitos outros (RASS-HANSEN et al., 2007). Estados
Unidos e Brasil lideram a producdo mundial com 84%, sendo seguidos por Europa, China e
Canada. Recentemente paises como Tailandia, Coldémbia e Australia também passaram a
contribuir significativamente para o montante de etanol produzido no mundo (JP MORGAN,
2015).

No Brasil, o Proalcool criado na década de 70 foi o grande propulsor do etanol
combustivel. Essa politica governamental incentivou a producado de etanol a partir da cana-de-
acucar e tambeém de veiculos movidos a esse biocombustivel (BON; FERRARA, 2010). Nos
ultimos anos, o aumento do ndmero desses veiculos, também conhecidos como flex-fuel,
assim como as determinacdes governamentais de acréscimo de etanol na gasolina,
consolidaram o Brasil como um grande produtor de etanol. Atualmente, o pais é o0 segundo no
ranking mundial, contribuindo com 27% de toda producdo (JP MORGAN, 2015).

Milho, beterraba e cana-de-acUcar sdao algumas das matérias-primas utilizadas para
produzir etanol, sendo o clima o fator determinante para o uso das diferentes culturas. Os
Estados Unidos utilizam o milho como fonte, o Brasil a cana-de-agucar e a beterraba €
adotada como fonte energética em paises da Europa. A cana-de-agucar (Saccharum sp.) é uma
graminea tropical que acumula sacarose nos tecidos de seu colmo. Ja o milho (Zea mays),
possui uma alta concentragdo de amido, aproximadamente 60% da massa de seus graos
(SOMERVILLE, 2007). O balango de energia liquida (energia contida em um dado volume
de etanol dividida pela energia fossil necessaria para sua producéo) € muito mais favoravel
para a cana-de-actcar (8 a 10) do que para o milho (1 a 2) (GOLDEMBERG, 2008).
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O processo de obtencdo do bioetanol para essas duas culturas é realizado de maneiras
diferentes e ambos s&o conhecidos como de primeira geragdo, convencional ou 1G. No caso
da cana-de-acUcar, o etanol sacarinico € obtido apds a prensagem dos colmos e fermentagéo
diretamente pela levedura Saccharomyces cerevisae. Como no milho os acucares
fermentéveis estdo armazenados na forma de amido, o etanol amilaceo é obtido ap6s um
processo inical de hidrolise e posterior fermentacdo dos monossacarideos (SOMERVILLE,
2007).

Apesar do etanol, tanto de cana-de-agucar como de milho, ser produzido a um preco
competitivo, sua producdo ndo sera suficiente frente a crescente demanda de combustiveis
liquidos. Além disso, combustiveis 1G utilizam matérias-primas que sao fonte de alimentacdo
de humanos e animais, tendo sua disponibilidade para uso combustivel reduzida. Esses fatores
impulsionam a exploracdo de residuos agroflorestais como fontes para a producdo de
combustiveis (HAHN-HAGERDAL et al., 2006). O residuo do processo de obtencio de
etanol a partir da cana-de-actcar (bagacgo, por exemplo) é normalmente queimado nas usinas
para suprir a demanda de energia da mesma. Ha também a palha residual que normalmente é
deixada no campo ou queimada nas caldeiras para geracdo de vapor e energia elétrica
(CANILHA et al., 2012).

A tecnologia chamada de etanol de segunda geracéo, ou 2G, consiste basicamente em
utilizar os acucares contidos no material lignocelulésico para producdo de etanol. Isso é
possivel, pois aproximadamente 60% desse material € formado por polissacarideos que
podem ser hidrolisados em produtos monomeéricos e posteriormente fermentados (GALBE;
ZACCHI, 2002). Dessa maneira, produzir etanol a partir do bagaco e da palha é uma das
alternativas mais sustentaveis para suprir a necessidade crescente de energia e substituir 0 uso
de combustiveis fésseis (CANILHA et al., 2012).

Entretanto, utilizar os acucares contidos na biomassa das plantas é uma tarefa
desafiadora, pois esses estdo presentes em uma porcdo de carboidratos interligados a
complexa estrutura fenolica (CHUNDAWAT et al., 2011). Essa recalcitrancia, considerada
um problema para o uso industrial da biomassa, € 0 que permitiu a evolucdo das plantas,
protegendo-as das intempéries ambientais e principalmente dos ataques de patdgenos
(HIMMEL et al., 2007).

2.1.2 Material lignocelolosico

A lignocelulose é constituida basicamente por trés fracBes principais: celulose,
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hemicelulose e lignina. Celulose é o constituinte principal do material lignocelulésico,
correspondendo de 20 a 50% do material em massa seca e € 0 biopolimero mais abundante na
Terra (SOMERVILLE, 2006). A segunda fracdo mais expressiva € a da hemicelulose, entre
15 a 35% seguido por 10 a 30% de lignina (PAULY; KEEGSTRA, 2008). Ainda estdo
presentes no material proteinas, lipidios, agUcares sollveis e minerais. A composi¢do quimica
da biomassa depende significativamente do tipo e origem da espécie vegetal
(CHUNDAWAT et al., 2011). Na Figura 1 é possivel visualizar uma representacao

simplificada da estrutura lignocelulosica.

Hemicelulose
Celulose

Figura 1 — Representacdo simplicada da estrutura da lignocelulose composta por lignina,
hemicelulose e celulose (indicada pelo circulo). Adaptado de Doherty;
Mousavioun; Fellows (2011)

Celulose é uma macromolécula linear de homopolissacarideo complexa formada por
cadeias lineares de B-1,4—glicose através de ligacOes glicosidicas invertidas em 180°. Os
residuos da celulose dessa cadeia forcam os grupos hidroxilicos em orientacdo radial e os
atomos alifaticos de hidrogénio em posicbes axiais. 1sso resulta em uma forte interacdo de
hidrogénio entre as cadeias de celulose adjacentes (HIMMEL et al., 2007). Essas interacfes
formam dois tipos de regides, uma cristalina e outra amorfa. Na fracao cristalina as ligacdes
de hidrogénio sdo bem organizadas e regularmente interrompidas por regides com menor
nivel de organizacdo onde as cadeias sdo randomicamente orientadas, chamada de amorfa.
Essas fitas de polissacarideos estdo embebidas em uma matriz de hemicelulose e lignina
(SILVEIRA et al., 2014b).

A hemicelulose € um heteropolissacarideo e sua composi¢do varia de acordo com a

espécie e tecido da planta. Esses polimeros sdo formados por uma estrutura principal
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composta por pentoses (xilose) ou hexoses (glicose e manose) (SCHELLER; ULVSKOQOV,
2010) e ramificacbes. As ornamentacBes das cadeias principais podem ser constituidas por
uma variedade de agUcares de cinco ou seis carbonos como xilose, ramanose e arabinose,
glicose, manose e galactose e também por &cidos urdnicos. As hemiceluloses sao
estruturalmente mais relacionadas com a celulose do que com a lignina e sua estrutura, com
ornamentacdes e cadeias laterais dobradas em relagcdo a cadeia principal por meio de ligacGes
de hidrogénio, permitindo uma associacéo estavel com a celulose (RAMOS, 2003).

Lignina é uma macromolécula fendlica contituida de unidades de fenilpropandides
ligadas em uma estrutura tridimensional (TAHERZADEH; KARIMI, 2008). Sua estrutura €
muito complexa e baseada em trés precursores monomeéricos: alcool coniferil, alcool sinafil e
alcool p-cumaril (RAMOS, 2003). A lignina forma uma estrutura rigida que protege a
celulose e a hemicelulose.

Dessa maneira, a integragéo entre hemicelulose, celulose e lignina produz uma barreira
que previne a penetracdo de quimicos e enzimas no interior da estrutura lignoceluldsica
(DASHTBAN; SCHRAFT; QIN, 2009). Para sobrepor a recalcitrancia do material
lignocelul6sico e tornar os agUcares contidos nos carboidratos acessiveis € necessario realizar

uma fase de pré-tratamento do material e posteriormente, hidrélise das cadeias poliméricas.

2.1.2.1 Pré-tratamento do material lignocelulésico

O pré-tratamento da biomassa é responsavel por expor as fibras dos polissacarideos
tornando-os mais acessiveis a hidrolise. Isso € possivel, pois ocorre o rompimento da estrutura
recalcitrante formada pela hemicelulose e lignina. Um pré-tratamento é considerado eficiente
quando disponibiliza quantidades significativas de polissacarideos ou aglcares sem degrada-
los e minimiza a formacéo de inibidores que podem prejudicar 0s processos subsequentes de
hidrolise e fermentacdo (XU; HUANG, 2014). Além disso, 0 pré-tratamento também deve
apresentar custos de capital e operacionais que possam viabilizar economicamente 0 processo
(CANILHA et al., 2012).

Uma forma de classificar os diversos pré-tratamentos € através de sua agdo, que pode
ser fisica, fisico-quimica, quimica ou bioldgica. Os pré-tratamentos fisicos sdo utilizados para
aumentar a area superficial e a porosidade do material lignocelulésico, diminuindo a
cristalinidade e os graus de polimerizacéo da celulose. Processos de corte, friccdo e moagem
sdo utilizados para a reducdo do tamanho de particula do material e tornar a biomassa mais
susceptivel ao ataque hidrolitico (TAHERZADEH; KARIMI, 2008). Irradiacdo por raios
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gama, feixe de elétrons e micro-ondas também podem ser utilizados para tratar o material
lignocelulosico. Essas técnicas sdo, geralmente, combinadas a outras formas de pré-
tratamento, ja que ndo possuem a capacidade de remover hemicelulose (SUN et al., 2016).

Pré-tratamentos quimicos tém se tornado mais promissores no aumento da
biodegrabilidade da celulose, removendo lignina e/ou hemicelulose e diminuindo o grau de
polimerizacdo e cristalinidade da celulose (BEHERA et al., 2014). H& diversos tratamentos
quimicos que utilizam acidos, bases, solventes organicos, liquidos idnicos e 0zonio
(ALVIRA; BALLESTEROS; NEGRO, 2010). O pré-tratamento com solucao alcalina é o
método quimico mais utilizado para remover lignina e hemicelulose da biomassa (SUN et al.,
2016). Na hemicelulose, o alcali atua removendo grupos acetil e através da substituicdo de
varios acidos urénicos, aumentando a acessibilidade do material. Também ocorrem reacGes de
saponificacdo, causando dilatacdo das fibras, diminuicdo do grau de polimerizacdo e
cristalinidade, aumento da éarea superficial e quebra das ligagdes entre a lignina e o0s
carboidratos (BEHERA et al., 2014). Vérios agentes alcalinos, como NaOH, Ca(OH),, KOH,
Na,CO3 e amdnia aquosa, podem ser utilizados nesse processo de pré-tratamento.

Explosdo a vapor ou hidrotérmica, AFEX (Ammonia Fiber Explosion), explosdo com
CO, e &gua quente sdo processos que unem tratamentos fisicos e quimicos (CANILHA et al.,
2012). Dentre os processos fisico-quimicos, o de explosdo a vapor € o mais comumente
utilizado para pré-tratar a biomassa lignoceluldsica (SUN et al., 2016). Nesse método a
lignocelulose é submetida a alta pressdo (0,7 a 4,8 MPa) e temperatura, (160 e 240°C) durante
alguns segundos ou minutos (CANILHA et al., 2012). Apds o periodo sob alta pressdo e
temperatura, ocorre uma brusca descompressdo do material até a pressdo atmosférica
(TAHERZADEH; KARIMI, 2008). A rapida descompressdo (ou explosdo) modifica a
estrutura da parede celular da biomassa dando origem a um material onde ha hemicelulose
parcialmente hidrolisada e uma fracao insolivel composta por celulose, hemicelulose residual
e lignina quimicamente modificada (RAMOS, 2003). A hemicelulose contida nessa fragao
pode ser recuperada através da separacdo solido-liquido (filtro prensa, por exemplo). Ja a
fracdo insoluvel da lignina pode ser extraida através de tratamento com agentes alcalinos
(RAMOS, 2003).

O pré-tratamento biologico pode ser realizado por alguns microrganismos que
sintetizam enzimas capazes de modificar a estrutura da lignina e hemicelulose. Fungos como,
por exemplo, Phanerochaete crysosporium, Ceriporia lacerata, Cyathus stercoletus,
Ceriporiopsis subvermispora, Pycnoporus cinnabarinus e Pleurotus ostreatus vem sendo

utilizados no pré-tratamento de diversos tipos de biomassa (SUN et al., 2016). Esse pre-
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tratamento ndo utiliza agentes quimicos que podem atuar como inibidores o durante o
processo e requer baixa quantidade de energia para ocorrer, pois se trata de um processo
bioldgico. Entretanto, suas principais desvantagens sdo a baixa eficiéncia e seletividade ja que
muitos fungos possuem mecanismo de acdo também sobre a hemiceculose e celulose
(CANILHA et al., 2012).

2.1.2.2 Hidrolise do material lignocelulésico

Apds a etapa de pré-tratamento, os polissacarideos podem ser hidrolisados em
acucares simples e posteriormente utilizados por leveduras na etapa de fermentacdo. A quebra
das cadeias dos polimeros em produtos monoméricos pode ser realizada através de dois tipos
de processo, um quimico e outro enzimatico. A reacdo de quebra dos polissacarideo catalisada
por enzimas é considerada mais vantajosade devido a baixa perda de substrato, condicdes
moderadas de operacdo, além de utilizar reagentes biodegradaveis que ndo causam a poluicao
do ambiente (BON; FERRARA, 2010). Assim, a hidrolise enziméatica da celulose tem
recebido mais atencdo da comunidade cientifica internacional e também da industria
(SILVEIRA et al., 2014b).

A quebra das cadeias dos polissacarideos por reacGes enzimaticas é realizada por
enzimas genericamente chamadas de celulases e hemicelulases. Ambas fazem parte de um
grupo de enzimas ativas em carboidratos, cujos principais membros correspondem as
hidrolases de glicosideos (GHs), um grande grupo de proteinas capazes de romper ligacdes
glicosidicas (HIMMEL et al., 2010). As hidrolases de glicosideos sdo o0s principais agentes na
degradacdo de polissacarideos na natureza e compreendem uma vasta gama de enzimas. O
banco de dados CAZy (do inglés, Carbohydrate-Active Enzymes Database) é uma lista
manualmente curada de enzimas ativas em carboidratos e possui atualmente 135 familias de
GHs (PAYNE et al., 2015). Cada uma dessas familias € composta por proteinas
correlacionadas por homologia de sequéncia e conformacéo tridimensional. Isso permite que
previsdes sejam feitas sobre a acdo catalitica e 0 mecanismo molecular dessas enzimas, ja que
esses sdo geralmente conservados dentro das familias. Outra maneira de representar as
hidrolases é através de seu nimero EC (do inglés, Enzyme Commission). Essa nomenclatura é
baseada nas reagBes que as enzimas catalisam e no caso das GH, o codigo utilizado é EC
3.2.1.- (LOMBARD et al., 2014).

A desconstrucdo enzimatica da celulose é realizada majoritariamente pela atuagéo

sinérgica de enzimas do grupo das hidrolases, o complexo celulolitico, formado por:
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endoglicanases, exoglicanases ou celobiohidrolases (CBH) e pB-glicosidases. As
endoglicanases (EC 3.2.1.4) atuam principalmente nas regides amorfas da celulose,
quebrando as ligacdes glicosidicas através da inser¢do de uma molécula de agua na ligacao -
(1,4), criando um terminal redutor e outro ndo-redutor (HIMMEL et al., 2007). Com a
criagdo dos terminais redutores e ndo-redutores, as exoglicanases (EC 3.2.1.91) atuam na
celulose atraves do seu sitio catalitico em forma de tdnel, que desliza sobre o substrato
liberando, em sua maioria, celobiose. Finalmente, esse dissacarideo e outros oligdmeros de
baixo peso molecular sdo convertidos em glicose pela acdo das B-glicosidases (EC 3.2.1.21)
(SILVEIRA et al., 2014b).

Para transformar eficientemente hemicelulose em monossacarideos, uma mistura de
diferentes enzimas é requerida, incluindo endoxilanases (EC 3.2.1.8), endomananases (EC
3.2.1.78), PB-xilosidases (EC 3.2.1.37), o-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), o-
glucuronidases (EC 3.2.1.139), acetil esterases (EC 3.1.1.72), ferruloil esterases (EC
3.1.1.73), entre outras (DODD; CANN, 2010). Entretanto, para a hidrolise da xilana,
componente majoritario da fracdo hemiceluldsica das plantas, excepcionalmente das
gramineas, as enzimas mais importantes sao as endoxilanases e B-xilosidases (POLIZELI et
al., 2005). Geralmente, as endoxilanases atuam em xilana liberando basicamente xilobiose,
xilotriose e outros xilooligbmeros (SILVEIRA et al., 2014b).

Muitas enzimas que atuam em polissacarideos, como celulases e hemicelulases, sdo
multimodulares, ou seja, possuem dominio catalitico (CD) acompanhado por um dominio de
ligacdo conhecido como CBM (do inglés, Carbohydrate Binding Module). Esses dois
dominios sdo conectados entre si através de uma estrutura de peptideos de tamanhos variados,
o0 linker (PAYNE et al., 2015). Os CBMs promovem a associa¢do da enzima ao substrato,
auxiliando a hidrdlise das cadeias dos polissacarideos (BORASTON et al., 2004). Além de
ligar o CD ao CBM, estudos recentes revelam que o linker tem papel fundamental na
atividade de celulases processivas (RUIZ; TUROWSKI; MURAKAMI, 2016). A Figura 2
mostra uma CBH agindo em celulose e suas estruturas: CD, linker e CMB.
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(a) Dominio catalitico

(b) Linker (c) CBM

Figura 2 — Representacdo da estrutura da celobiohidrolase da familia 7 de Trichoderma reesei
(Cel7A) atuando em celulose. Em (a): dominio catalitico; (b) linker e (c)
Carbohydrate Binding Module (CBM). Adaptado de Beckham at al., 2007.

Além das celulases cléssicas, ha proteinas que ndo possuem atividade hidrolitica, mas

participam no processo de degradacdo da celulose, como suoleninas e as LPMOs (do inglés
Lytic Polysacharide Monooxygenases). As suoleninas possuem similaridade com expansinas
(proteinas encontradas nas paredes celulares das plantas) e tém como funcdo modificar a
celulose através de seu rompimento sem produzir aglcares redutores. Acredita-se que a acéo
das suoleninas é importante no processo de degradacdo da celulose, pois esta envolvida na
amorfogénesis, 0 que deixa 0 substrato mais acessivel para as celulases (SALOHEIMO et al.,
2002; SEIBOTH; IVANOVA; SEIDL-SEIBOTH, 2011). Por outrola lado, as LPMOs
promovem a clivagem oxidativa das ligacdes glicosidicas na superficie cristalina ou amorfa
da celulose, criando um terminal oxidado e outro livre para a acdo das celulases (HARRIS et
al., 2014). Dentre as LPMOs, as pertencentes a familia proteinas com atividades auxiliares
AA9 é a mais estudada. Harris et al. (2010) incorporaram o gene que codifica uma enzima da
familia AA9 em uma linhagem industrial de Trichoderma reesei e essa passou a produzir um

preparado enzimatico duas vezes mais eficiente em degradar a biomassa lignocelul6sica.

2.1.3.1 Microrganismos produtores de enzimas que atuam no material lignoceluldsico

Muitos organismos distribuidos em diversos grupos evoluiram sua maquinaria
enzimatica para converter celulose em fonte de energia. Dada a complexidade da parede
celular das plantas, os organismos degradadores da biomassa apresentam um complexo
enzimatico sinérgico capaz de quebrar diversas ligacGes entre os polissacarideos e, em alguns
casos, lignina (PAYNE et al., 2015). Essa degradacéo pode ocorrer segundo dois paradigmas,

um conhecido como celulossomos e outro atravées da acéo sinérgica de enzimas livres.
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Os celulossomos sdo complexos enzimaticos constituidos por diversas enzimas
capazes de degradar a parede celular das plantas. Esses complexos foram primeiramente
descritos na bactéria anaerobica Clostridium thermocellum (DOI; KOSUGI, 2004). O
paradigma de acdo de enzimas livres representa o sistema onde ha uma unidade catalitica
ligada covalentemente ao CBM através do linker, como no sistema encontrado no fungo
filamentoso Trichoderma reesei (PAYNE et al., 2015).

O complexo enzimatico produzido por fungos filamentosos vem sendo amplamente
estudados ja que esses organismos tém papel essencial no ciclo do carbono nos ecossistemas e
sdo importantes na degradacdo da parede celular das plantas, como saprofitas ou parasitas.
Muitos desses organismos séo equipados com um arsenal de enzimas que os permite utilizar
0s acgUcares contidos na biomassa como fonte de energia ou para adentrar o tecido das plantas,
no caso dos patogenos. Além disso, os fungos sdo extremamente diversos e capazes de
colonizar diferentes nichos, crescendo em varios substratos enquanto secretam uma variedade
de enzimas (GUERRIERO et al., 2015).

Os fungos produtores de enzimas capazes de quebrar as ligacbes presentes na
biomassa lignocelulosica séo divididos em trés grupos de acordo com o tipo que degradacéo
que promovem, podendo ser branca, marrom ou branda. Os de degradacéo branca sdo capazes
de produzir celulases e também enzimas que oxidam componentes da lignina, como
ligninases, manganés peroxidases, peroxidases, lacases ou uma combinacgdo dessas (CRAGG
et al., 2015). Os fungos de degradacdo marrom sdo conhecidos por utilizar inicialmente e
qguimica de Fenton para gerar radicais hidroxilas, que atacam a parede celular das plantas
através de poderosas reacOes oxidativas (PAYNE et al., 2015). Os ascomicetos sdo 0S
representantes mais importantes do grupo conhecido como de degradacdo branda. Séo
capazes de produzir um conjunto completo de enzimas celuloliticas, entretanto sua habilidade
em degradar lignina é comprometida com apenas algumas peroxidases e oxidases
extracelulares inespecificas (CRAGG et al., 2015).

Essa capacidade dos fungos em produzir e secretar diversas enzimas que atuam na
degradacdo da biomassa os tornaram foco em pesquisa e desenvolvimento na producdo de
biocombustiveis. A busca por organismos capazes de produzir preparados enzimaticos teve
inicio em 1942, durante a Segunda Guerra Mundial, quando o fungo Trichoderma virdae
QM6a foi isolado de tendas e uniformes de soldados americanos. A linhagem QM®6a, que em
1976 foi renomeada como T. reesei em homenagem ao seu descobridor Elwyn T. Reese, é
ancestral de diversas linhagens industrias utilizadas atualmente (SEIBOTH; IVANOVA,
SEIDL-SEIBOTH, 2011). Essas linhagens foram obtidas através de mutagénese classica
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baseada em séries de exposicdes a radiagdo e diferentes agentes quimicos (ATANASOVA,
2014). Umas das linhagens obtidas nesse processo, a QM9414, é um antigo mutante que ainda
hoje é utilizado em pesquisas e como parental em programas de melhoramento. A Figura 3
mostra a genealogia das linhagens de T. reesei obtidas através dos processos de radiagéo,

tratamento quimicos ou ambos.
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Figura 3 - Genealogia importantes mutantes de T. reesei derivados da linhagem QM®6a através
de mutagénise classica. As mutacdes utilizadas foram irradiacdo por aceleracdo de
particulas lineares (LA), luz UV (UV) ou nitrosonoguanidina (NTG). Adaptado de
Seiboth; Ivanova; Seidl-Seiboth (2011)

Para degradar os materiais celuldsicos, T. reesei é capaz de produzir pelo menos duas
classes de celobiohidrolases (CBHI e CBHII), oito enduglicanases (EGI a EGIV, EGA45,
CEL74A, CEL61B e CEL5B) e sete p-glicosidases (BGLI, BGLII, CEL3B, CEL3C, CELIB,
CEL3D, CEL3E) que atuam em sinergia para degradar a celulose em produtos monoméricos
(KUBICEK et al., 2009). Entretanto, apenas quatro celulases séo usualmente excretadas em
quantidades notaveis pelo fungo: CBHI (Cel7A), CBH Il (Cel6A), EG | (Cel7B) e EGII
(Cel5A). Isso representa de 90-95% de todo o total de proteina excretada, sendo desse total
50-60% de CBHI e 20% de CBHIlI (GUSAKOQV, 2011). Entretanto, 0 complexo enzimatico
produzido por T. reesei e deficiente em atividade de B-glicosidase, causando o acumulo de
celobiose durante a conversdo da biomassa. Assim, muitos preparados produzidos por T.
reesei vém sendo suplementados com B-glicosidase proveniente de outros organismos, como
por exemplo de Aspergillus niger (SORENSEN et al., 2013). Na Figura 4 é possivel visualizar
uma representacdo do complexo enzimatico de T. reesei, onde ha a acdo sinérgica de enzimas

hidroliticas, ndo hidroliticas e também de proteinas acessorias.
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Figura 4 — Acdo sinérgica de enzimas hidroliticas e ndo hidroliticas para conversdo da celulose. Adaptado de Silveira e colaboradores (2014b)
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Além de T. reesei, outras espécies de fungos filamentosos vém sendo descritas como
promissoras na degradacdo do complexo lignocelulésico, como Phanerochaete
chrysosporium, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus
oryzae, Fusarium graminearum, Magnaporthe grisea, Neurospora crassa, Penicillium
chrysogenum, Ustilago maydis, entre outros (GUSAKOV, 2011; HIMMEL et al., 2010;
YANG et al., 2011). Segundo estudos moleculares, mais de 60 familias de GHs podem ser
encontradas no genoma desses organismos (YANG et al., 2011).

As espécies do género Aspergillus sdo importantes produtoras de enzimas utilizadas
industrialmente, sendo as produtoras de xilanases as mais estudadas (POLIZELI et al., 2005).
Com o avango das novas técnicas de sequenciamento, dados sobre o genoma desses
organismos mostraram que as linhagens desse grupo possuem uma grande variedade de genes
codificadores para producdo de celulases, hemicelulases e esterases (DE SOUZA et al., 2011).
Organismos desse género tém em média, 36 genes codificadores para celulases e inimeros
para enzimas que atuam na quebra da hemicelulose, sendo as pertencentes a GH10 e GH11 as
mais estudadas (YANG et al., 2011).

Basidiomicetos sdo conhecidos por produzir diversas enzimas que atuam na
degradacdo do complexo lignoceluldsico. A capacidade de produzir enzimas oxidativas, como
lacases e peroxidades, os tornam importantes atores na degradacao da lignina. Sua producéo é
associada com condi¢des do metabolismo secundario em resposta a escassez de nutrientes.
Lignina peroxidade (LiP) e manganés peroxidade (MnP) foram descobertas na década de
1980 no fungo Phanerochaete chrysosporium (BUGG et al., 2011). Desde entdo essa espécie
passou a ser considerada uma linhagem modelo nos estudos dos sistemas de producdo de
enzimas atuantes na degradacdo da lignina (SINGH; CHEN, 2008). Entretanto analises
genbmicas revelam gue as linhagens possuem poucos genes codificadores para GHs (YANG
etal., 2011).

Assim, apesar de T. reesei ser uma espécie eficiente na producdo de enzimas que
atuam na liberacdo de acUcares presentes na biomassa, a busca por novos organismos
produtores ainda é uma importante tarefa realizada em diversos centros de pesquisa (PAYNE
et al.,, 2015). Avancos em técnicas de biologia molecular permitem que genes de outros
organismos sejam inseridos em uma linhagem j& produtora ou o uso de proteinas heterélogas
provenientes de outros sistemas de expressdo (GUSAKOV, 2011). O alto custo dos
preparados enzimaticos, comercializados por um ndmero restrito de empresas, também é um
ponto favordvel a busca de organismos promissores que atuam na degradacdo da biomassa e

otimizacdo da produgdo daqueles ja descritos (SORENSEN et al., 2013).
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2.1.3.2 Fatores que influenciam a producao enzimatica

H& duas maneiras de produzir preparados enziméticos capazes de hidrolisar a
biomassa: fermentacdo em estado sélido (FES) ou submersa (FmS). A FES é definida como
quase na auséncia de agua livre, mas como humidade suficiente para o crescimento do
microrganismo (PANDEY, 2003). Essa técnica proporciona altos indices de obtencdo de
enzimas, entretanto a purificacdo das mesmas torna o processo, na maioria das vezes inviavel
economicamente. Ja a FmS é a mais utilizada atualmente na industria de producdo de
enzimas.

Neste caso os parametros podem ser bem controlados e a recuperacdo das enzimas é
realizada de maneira mais eficiente do que em FES. Fatores como pH, temperatura, aeracao e
disponibilidade de nutrientes podem ser facilmente controlados quando o crescimento fungico
é realizado em reatores (HANSEN et al., 2015). Esse € um fato de extrema importancia ja que
muitos fatores influenciam a producédo de enzimas em fungos filamentosos. Outro ponto
importante € que comparagGes sdo um desafio devido a diferengas de crescimento,
requerimentos nutricionais e também a metodologia de avaliacdo enzimatica adotada.

Ao longo dos anos, desde a descoberta do T. reesei, diversos estudos vém sendo
realizados sobre a producdo de enzimas celulases por essa e outras espécies de fungos. Para
Mandels e Weber (1969) muitos fungos sdo celuloliticos e a maioria desses produzem
celulases quando crescidos em celulose. Entretanto, apenas alguns produzem essas enzimas
em niveis capazes de degradar eficientemente o substrato. Ainda para esses autores, a
producdo de celulases em fungos é adaptativa. O fungo pode crescer em diversas fontes de
carbono, no entanto a producéo de celulases sé ocorre quando é utilizado celulose, glicanas e
alguns poucos oligossacarideos.

Variedades de celulose purificadas sdo utilizadas como fontes indutoras podendo
representar substratos cristalinos e amorfos. A celulose microcristalina pode ser obtida a partir
de plantas (papel Whatman n°1, Avicel®, Sigmacell e Solka-Floc®) ou microrganismos
(BMCC, do inglés Bacterial Microcrystalline Cellulose). Essas celuloses sdo livres de
hemiceluloses ou lignina e apresentam diferentes graus de polimerizacdo, cristalinidade, area
superficial, entre outras caracteristicas (PAYNE et al., 2015).

O uso da biomassa como fonte indutora para producdo de celulases é extensivamente
descrito na literatura. Residuos de diversas culturas como milho, cana de agucar e soja sdo

utilizados. Acredita-se que a producdo de celulase para uma aplicacdo especifica, 0 ensaio



38

ideal deve ser o mais proximo da condicdo onde a enzima serd utilizada (MANDELS;
WEBER, 1969). Assim, utilizar o substrato heterogéneo na presenca de hemicelulose, lignina
e diversos inibidores seria uma maneira de mimetizar as condi¢des reais da biomassa a ser
degradada. Além disso, na producdo de enzimas on-site, que ocorreria idealmente na
biorefinaria onde o preparado fungico serd utilizado, a biomassa residual é abundante.
Entretanto, a heterogeneidade do material pode supervalorizar ou subestimar a acdo das
enzimas, além de ser um desafio a comparacdo em materiais indutores ndo purificados
(POLIZELI et al., 2005).

Mandels e Reese (1957) questionaram o fato de como esses substratos insollveis
podem induzir a producdo de enzimas extracelulares em fungos. Apesar de esforcos para
responder essa questdo, nem a natureza do indutor ou como o sinal é transmitido foram
totalmente elucidados (DOS SANTOS CASTRO et al.,, 2014). No entanto, sabe-se que
oligossacarideos soluveis como lactose, celobiose e soforose sdo indutores na producdo de
celulases em T. reesei (MANDELS; REESE, 1957, 1960; STERNBERG; MANDELS, 1979).

A lactose € uma das fontes de carbono sollveis mais utilizadas, pois é uma alternativa
de baixo custo. Entretanto, quando o secretoma do fungo cultivado apenas em lactose como
fonte exclusiva de carbono é comparado a um de cultivo em material celulésico, pode-se
observar que a producdo de celulases em lactose possui rendimento inferior, ocorrendo
tardiamente e com atividade enzimética de baixa especificidade (BISCHOF et al., 2013).

Além da inducdo, outro ponto importante relacionado a producdo dessas enzimas é a
repressdo pela formacdo de produto. Como a funcdo principal das celulases em
microrganismos € a hidrolise da celulose para fornecimento de oligbmeros soltveis as células
fangicas como fonte de energia, quando ha excesso do produto, mesmo na presenca de
indutores, a producdo dessas enzimas é reprimida. Em T. reesei e outras espécies de fungos,
essa repressdo € mediada pelo fator de transcricdo CRE1 (SEIBOTH; IVANOVA; SEIDL-
SEIBOTH, 2011). Algumas linhagens hiperceluloliticas, como RUT-C30, sofreram mutac6es
NOS genes responsaveis por esse mecanismo de repressao e portanto, produzem altas taxas de
celulases mesmo na presenca de glicose (PETERSON; NEVALAINEN, 2012).

Além do material indutor, a fonte de nitrogénio utilizada no cultivo influencia a
producdo de celulases. Sulfato de aménio, nitrato de aménio, nitrato de sodio, cloreto de
amonio, nitrato de sodio, peptona, ureia, extrato de levedura e outros vém sendo estudados
quanto ao aumento da producdo de celulases (IKEDA et al., 2007; KUMAR; SINGH;
SINGH, 2008; MANDELS; WEBER, 1969). Extrato de levedura, uma fonte de nitrogénio

organico, é apontado como responsavel pelo aumento da producéo enziméatica em T. reesei,
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sendo a atividade de celulases maior em comparagdo ao meio de cultivo contendo peptona.
Isso pode estar relacionado a morfologia e quantidade de hifas produzidas em meios de
cultivo contendo extrato de levedura (AHAMED; VERMETTE, 2008).

Um dos fatores fisicos que mais afetam a producdo de enzimas em cultivos submersos
é o pH, j& que pode influenciar o crescimento do fungo e consequentemente a formacdo de
produtos no meio de cultivo. Quando cultivados na presenca de carboidratos, os fungos
filamentosos mostram forte tendéncia em modificar o pH do meio de cultivo, ocorrendo
queda do pH durante o consumo e aumento apos a exaustdo da fonte de carbono (FERREIRA
et al., 2009). Em experimentos utilizando frascos sob agitacdo, ao contrério do que acontece
em biorreatores, o controle de pH néo é realizado ou ocorre de maneira ineficiente (KADAM,;
KEUTZER, 1995). Além da fonte de carbono, a natureza da fonte de nitrogénio utilizada
também pode alterar o pH do meio de cultivo ou agir como um agente tamponante (IKEDA et
al., 2007). Diversos estudos mostram que o pH 6timo para producdo de celulases é variavel de
acordo com a espécie de fungo utilizada (Tabela 1), mas geralmente estd em torno de 5,5
(KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).

Nesse contexto, alguns componentes com a funcdo de estabilizar o pH do meio de
cultivo vém sendo estudados. Kadam e Keutzer (1995), utilizando solucéo de &cido citrico e
citrato de sddio, obtiveram aumento significativo na producdo de celulases em T. reesei
mostrando uma correlacdo entre o aumento do pH e a diminuicdo da atividade celulolitica.
Outros agentes como acido succinico e é&cido férmico também sdo descritos como
tamponantes de cultivos (FERREIRA et al., 2009).

Fatores como temperatura, aeracdo, quantidade de material inoculado e agitagédo
também interferem na producédo de enzimas. A temperatura de crescimento das culturas deve
respeitar a natureza do fungo, se esse € de origem meséfila ou termofila e assim produzir
quantidades significativas de proteinas. Sabe-se que a quantidade de oxigénio dissolvido no
meio de cultivo influencia a producdo de celulases e esse fator é facilmente controlado em
biorreatores, mas ndo em frascos agitados. A quantidade de material inoculado deve evitar a
formacédo de pellets de crescimento densos, ja que esses produzem enzimas em niveis mais
baixos. Altas agitacbes também podem ser prejudiciais se forem danosas aos agregados de
células formados ao longo do cultivo (AHAMED; VERMETTE, 2008, 2009; DOMINGUES
et al., 2000).
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Tabela 1 — Valores de pH 6timos para producdo de celulases e xilanases por diversos fungos filamentosos cultivados em diferentes fontes
indutoras. Adaptado de Reis e colaboradores (2013)

Microrganismo Xilanases Celulases Endoglicanases B-glicosidases Referéncia
Aspergillius awamori 4,0 4,0 Smith; Wood (1991)

A. niger 4.8 Zahoor et al. (2011)

A. niger 4,0-5,5 Baraldo Junior et al. (2014)
A. niger 5,0 Ikram-ul-Hagq et al. (2001)
A. niger 6,0 6,0 Mrudula; Murugammal (2011)
A. oryzae 7,5 55 Chipeta et al. (2008)

A. sydowii 55 55 6,0 Matkar et al. (2013)

A. terreus 4,0-5,5 Pushalkar et al. (1995)
Fusarium solani F7 55 Gupta et al. (2009)
Penicillium janczewskii 6,0 Terrasan et al. (2010)

P. janthinellum 55 Milagres et al. (1993)
Trichoderma harzianum 55 55 Ahmed et al. (2009)

T. harzianum 5,0 Silveira et al. (1999)

T. reesei RUT-C30 6,0 6,0 Juhész et al. (2004)

T. reesei RUT-C30 4,0-65 4,0-45 Xiong et al. (2005)

T. reesei RUT-C30 7,0 Bailey et al. (1993)

T. viride 6,0 6,0 6,0 Gautam et al. (2010)
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2.1.4 Medida da atividade enziméatica

Devido a quantidade de métodos, substratos e unidades disponiveis para expressar a
atividade de celulases, houve a necessidade de criar ensaios padrédo j& que a comparacao entre
preparados enzimaticos nao era possivel. Dessa maneira, a 1.U.P.A.C. (do inglés International
Union of Pure and Applied Chemistry) determinou métodos de analises para atividade
celulolitica e substratos padrdes, onde o papel de filtro Whatman n°1 é utilizado para medir a
acdo sinergica de celulases totais (GHOSE, 1987). A atividade celulolitica em papel de filtro
foi nomeada de FPA (do inglés, Filter Paper Activity) e sua unidade de expressdo FPU (do
inglés, Filter Paper Unit). Essa unidade é expressa por mililitro de solucdo enzimatica
original, ou seja, ndo diluida. O valor 2,0 mg de agUcares redutores liberados, a partir de 50
mg de papel de filtro (converséo de 4%) durante 60 minutos de reagéo, foi designado como a
intercepc¢do para o calculo de unidades de papel de filtro (GHOSE, 1987).

Usualmente a atividade em papel de filtro € utilizada como medida de celulases totais,
ja que contempla acdo sinérgica das enzimas do complexo celulolitico. Outros substratos
celulésicos como CMC (carboximetilcelulose) e Avicel® s&o utilizados para quantificar a acéo
de endoglicanases e CBHSs, respectivamente. A atividade de xilanases pode ser visualizada em
substratos purificados de xilana (ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 2006).

Endoglicanases podem ser quantificadas a partir da hidrolise de 0,5% de
carboximetilcelulose em temperatura e pH definidos, 50°C e 4,8 respectivamente. No entanto,
apesar de ser recomendada pela 1.U.P.A.C., assim como a de papel de filtro, a atividade em
CMC pode superestimar os resultados obtidos, pois € um substrato sintético e solavel. O
Avicel® comercial ¢ utilizado para medir a atividade das CBHs, ja que possui baixo grau de
polimerizacdo e € relativamente inacessivel ao ataque de endoglicanases. Apesar de possuir
poucas regides amorfas, essa celulose microcristalina também pode ser um bom indicativo da
acao sinérgica de endo e exo-glicanases (DASHTBAN et al., 2010).

A maioria dos ensaios que envolvem acumulacdo do produto da hidrélise analisam a
quantidade de acUcares redutores, acucares totais e cromoéforos (ZHANG; HIMMEL;
MIELENZ, 2006). Um dos ensaios mais comuns que analisam os acgucares redutores da
amostra apos a hidrolise é o do DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) proposto por Miller (1959).
Esse € um método colorimétrico de determinagéo de acUcares redutores e baseia-se no uso do
reagente DNS. Esse preparado contém tartarato duplo de sddio e potéssio, fenol, bissulfito de
sodio e um tampao alcalino. O tartarato duplo de sddio e potassio € utilizado para aumentar a

concentracdo de ions na solugdo, diminuindo a quantidade de oxigénio dissolvido. Fenol
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incrementa a cor produzida durante a reacéo e o bissulfito de sodio atua como estabilizador da
coloracdo. Finalmente o tampdo alcalino (hidroxido de sodio) atua no redox da reacéo entre o
DNS e os acucares. Para promover o desenvolvimento da coloracdo, as amostras devem ser
fervidas vigorosamente por no minimo cinco minutos e diluidas ap6s a reacdo. O resultado
final pode ser verificado com leituras da absorbéancia a 540nm (DASHTBAN et al., 2010;
MILLER, 1959).

Apesar de ser um método simples, o ensaio baseado na quantificacdo de acucares
redutores apresenta algumas desvantagens principalmente relacionadas a sensibilidade e
reprodutibilidade do método (DASHTBAN et al., 2010). Dessa maneira, alternativas aos
ensaios colorimétricos como a medida de acglcares monoméricos via HPLC tém sido
aplicadas na analise dos produtos apos a hidrélise (ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 2006).

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Microrganismos e manutencao das linhagens

Os fungos utilizados no trabalho foram gentilmente cedidos pelo Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC) e pertencem ao acervo de microrganismos da mesma instituicdo. As
linhagens haviam sido testadas previamente em substratos celuldsicos e aquelas que
apresentaram consideravel producdo de celulases, disponibilizadas para testes. Ao todo,
quatro isolados foram cedidos juntamente com duas linhagens padrdo quanto a producdo de
enzimas lignoceluloliticas, Trichoderma reesei (QM 9414) e Aspergillus niger (ATCC
10004), adquiridas da Fundacdo André Tosello. Na Tabela 2 estdo listadas as linhagens
utilizadas e suas respectivas origem e data de isolamento. Os microrganismos foram
armazenados em dois métodos de preservacdo, um de médio (Castelanni) e outro de longo

prazo (criopreservacao).

Tabela 2 - Isolados cedidos pelo CTC e seus respectivas origem e data de isolamento

Isolado Origem do isolamento Data
F88 Palha de cana-de-agUcar 07/05/2012
F108 Palha de cana-de-agUcar 07/05/2012
F171 Palha de cana-de-acUcar 21/05/2012
F713 Fundacdo André Tosello -
F724 Fundacdo André Tosello -
F811 Solo sob cultivo de cana-de-agucar 05/08/2012

Para cada ensaio realizado, uma aliquota proveniente dos frascos criopreservados foi
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inoculada em meio BDA (batata dextrose agar) para reativacao e crescimentos das linhagens.
Manteve-se o cultivo por dez dias a 25°C sob fotoperiodo de 14 horas sob incidéncia de

luminosidade e dez horas no escuro para auxiliar na esporulacéo dos isolados.

2.2.2 ldentificagdo molecular dos isolados
2.2.2.1 Extracéo de acidos nucleicos

A extragdo dos acidos nucleicos foi realizada segundo o protocolo adaptado de
Dellaporta e colaboradores (1983). Para isso, 0s microrganismos foram inoculados em 30 ml
de meio de cultivo liquido contendo solugdo basal (1,4 g.L™ (NH,),S04; 2 g.L™* KH,PO,; 0,3
g.L™" ureia; 0,3 g.L™" MgS0,.7H,0; 0,0014 g.L! ZnS0O,.7H,0; 0,005 g.L™* FeSO,.7H,0;
0,0016 g.L™* MnSO,; 0,002 g.L™ CoCl,; 0,002 g.L™ CaCl,. 1 g.L™ peptona bacteriolégica e
0,002 g.L™* Tween-80) com a adicéo de 10 g/L de glicose. Incubou-se os cultivos a 28°C sob
agitacdo de 180 rpm por 3 dias. Apos esse periodo, centrifugou-se o meio de crescimento e
descartou-se 0 sobrenadante para que apenas a massa micelial fosse utilizada no protocolo de
extracao.

Aproximadamente 100 mg da biomassa fungica foi coletada e transferida para um
micro-tubo estéril. Adicionou-se 400 pl de uma solucdo tampéo pH 8,0 contendo 100 mM de
Tris-HCI, 50 mM de EDTA e 500 mM de NaCl. Aos micro-tubos também foi adicionado
aproximadamente 200 mg de pérolas de silicato de zircdnio e as amostras maceradas em
disruptor de células (BulletBlender — Next Advance, EUA) em poténcia maxima por 5
minutos.

Apdbs a maceracdo do material, adicionou-se 33 pl de SDS 20% aos microtubos e esses
foram incubados a 65°C por 10 minutos. Foi adicionado entdo 125 pl de acetato de potassio
5M e homogeneizou-se as amostras com o auxilio de um vortex. Os micro-tubos foram
centrifugados a 14000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante, aproximadamente 400 pl,
transferido para um novo tubo ao qual adicionou-se 300 pl de isopropanol gelado. Inverteu-se
cuidadosamente os micro-tubos e esses foram mantidos a -20°C por 60 minutos.

Centrifugou-se as amostras a 14000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi
cuidadosamente descartado. Lavou-se o pellet formado com 500 pl de etanol 75% e os micro-
tubos deixados em temperatura ambiente até que todo o alcool residual fosse evaporado. Apds
a secagem, o pellet formado foi ressuspendido em 50 pl de agua ultra-pura estéril. Apds
realizar o protocolo de extracdo foi necessario verificar a qualidade e a concentracdo do

material obtido, para isso, submeteu-se 2 pl do material extraido a analise em
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espectofotdbmetro  UV-Vis NanoDrop (Thermo Scientific, EUA). As amostras que
apresentaram concentracdo igual ou superior a 50 ng/upl tiveram seu material genético
amplificados na regido ITS (Internal Transcribed Spacer).

2.2.2.2 Amplificacédo, purificacéo e quantificacdo dos amplificados da regido ITS

A amplificacdo da regido ITS do rRNA localizada entre 18S e e 0 5.8S de fungos foi
realizada utilizando os seguintes iniciadores: ITS1-FOR (CTT GGT CAT TTA GAG GAA
GTA A) descrito por White et al. (1990) e ITS4-OR (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC)
descrito por Gardes & Bruns (1993). A amplificacdo ocorreu em reacdo contendo: tampao
para reacdo de PCR (Fermentas-Thermo Scientific, EUA); 2 mM de dNTP; 1,76 mM de
MgCl,; 1U de Taq DNA Polimerase (Fermentas-Thermo Scientific, EUA); 50 ng de DNA e
0,6 mM de cada iniciador. O volume foi completado para 25ul de agua ultrapura estéril.

A amplificacdo foi verificada em eletroforese capilar QlAxcel (QIAGEN, Alemanha)
com o kit FAST DNA. Os fragmentos com tamanho esperado, aproximadamente 500 pares de
bases, foram purificados utilizando o kit Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification
(GE Healthcare Life Science, Reino Unido). Purificou-se as amostras de acordo com o0
protocolo fornecido pelo fabricante e quantificou-se os produtos em espectrofotbmetro UV-
Vis NanoDrop. Os produtos purificados que apresentaram a concentracdo minima de 25 ng/ul

de DNA foram sequenciados.

2.2.2.3 Sequenciamento e andlise das sequéncias

O sequenciamento parcial da regido ITS do rRNA de fungos foi realizado no Centro
de Biotecnologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (CEBTEC) utilizando
o iniciador ITS1-FOR (CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A). Comparou-se as
sequéncias obtidas com as depositadas no GenBank (NCBI) através da ferramenta BLASTN.
O hit, ou seja, a sequéncia do banco de dados, com maior identidade (minimo 98%) e menor
E-value foi o utilizado para identificar cada isolado. O E-value ou expected value é o
paramentro que indica a probabilidade de o alinhamento entre a sequéncia e o banco de dados

Ser ao acaso.
2.2.3 Meios de cultivo para producéo de enzimas lignoceluloliticas

2.2.3.1 Andlise preliminar das linhagens

Os cultivos para o screening inicial das linhagens foi realizado em frascos Erlenmeyer
de 125 ml contendo 50 ml de meio de cultivo (1,4 g.L ™" (NH,),SOs; 2 g.L ™t KH,PO,; 0,3 g.L™
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ureia; 0,3 g.L? MgS0,4.7H,0; 0,0014 g.L™! ZnS0,.7H,0; 0,005 g.L™* FeSO,.7H,0; 0,0016
g.L™* MnSO4; 0,002 g.L™* CoCly; 0,002 g.L™ CaCl,. 1 g.L™* peptona bacteriolégica e 0,002 g.L°
! Tween-80) com 1% celulose microcristalina (Avicel®). Esterilizou-se os frascos em
autoclave (121°C por 20 minutos) e esses resfriados antes da inoculacdo. Uma suspensdo de
esporos foi obtida através da adi¢do de 15 ml de Tween 80 (0,1%) e raspagem das placas de
cultivo. Uma aliquota de 500 ul dessa suspensdo foi adicionada aos frascos. Incubou-se as
culturas em agitador do tipo shaker 180 rpm por 14 dias a 28°C. Aliquotas de 1 ml do
secretoma dos fungos foram retiradas apos 4, 7, 11 e 14 dias de cultivo para os testes de

atividade enzimética.

2.2.3.2 Otimizacdes do meio de cultivo

Apos identificacdo molecular e andlise inicial das linhagens quanto a producdo de
enzimas realizou-se experimentos para selecionar as melhores fontes de nitrogénio, agentes
tamponantes e fontes de carbono para otimizar a producédo de celulases e hemicelulases.

Um meio basal foi fixado de acordo com as concentracfes descritas na Tabela 3 e as
fontes de nitrogénio e carbono, e solugdes tamponantes variadas de acordo com 0s ensaios de
otimizacdo descritos nos itens a seguir. Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer
de 125 ml contendo 50 ml do meio de cultivo e 1,2% de material celulésico. Apos o preparo
dos meios, o pH foi ajustado para 5 e os frascos esterilizados em autoclave a 121°C por 20
minutos. Inoculou-se 500 pl da solucdo 10° de esporos obtida através da lavagem da placa
contendo crescimento fangico com Tween-80 (0,1%). As culturas foram mantidas por 15 dias
a 28°C a 180 rpm. Nos experimentos de otimizacéo, realizou-se trés pontos de analise (5, 10 e
15 dias), onde retirou-se 2 ml do sobrenadante do cultivo para avaliacbes de atividade
enzimatica, quantificacdo de proteinas e pH. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Tabela 3 - Composi¢do em g/L do meio de cultivo basal

Componentes Quantidade (g.L™)
KH,PO, 2
MgS0,.7H,0 0,3
ZnSO4.7H20 0,0014
FeS0,4.7H,0 0,005
MnSQO, 0,0016
CoCl, 0,002
CaCl, 0,002

Lactose 2
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2.2.3.2.1 Fonte de nitrogénio

Para avaliar a interferéncia de diferentes fontes de nitrogénio na producdo de celulases
e hemicelulases, utilizou- se a ferramenta do planejamento de misturas. Para isso, seis ensaios
contendo diferentes concentracGes de sulfato de aménio (NH4),SO,), ureia e extrato de
levedura foram conduzidos. A proporcdo entre carbono e nitrogénio foi fixada em 6,2 e
Solka-Floc® (International Fiber Corporation, EUA) utilizado como fonte celulésica. Na
Tabela 4, estdo descritas as concentracdes dos componentes dos seis meios de cultivo
experimentais. Com o auxilio do software Statistica projetou-se um meio de cultivo otimizado
quanto as fontes de nitrogénio para cada linhagem e esses foram utilizados nos testes

posteriores.

Tabela 4 — ComposicGes dos seis ensaios com diferentes concentragbes das fontes de
nitrogénio (NH,;),SO,, ureia e extrato de levedura

Componentes (g/L) El E2 E3 E4 E5 E6
(NH,4)2SO04 0 5,19 0 2,59 0 2,59
Ureia 0 0 2,36 0 1,18 1,18
Extrato de levedura 9,2 0 0 4,58 4,58 0

2.2.3.2.2 Solugdes tamponantes

Os ensaios com solugdes tamponantes foram realizados através da adi¢do de tampéo

citrato de sédio, acido succinico e PIPES aos meios de cultivo. Na

Tabela 5 é possivel visualizar os diferentes agentes tamponantes, sua concentracgéo,

pH e capacidade de tamponamento.

Tabela 5 — Solucdes utilizadas como agentes tamponantes, suas concentraces, pH e

capacidade de tamponamento dos meios de cultivo

Solucéo Concentracdo (mM) pH Capacidade de tamponamento
Acido citrico + NaOH 75 3,5 2,15-6,51

Acido succinico + NaOH 100 4,8 3,8-6,0

PIPES 100 6,2 6.1-7.5

Solka-Floc® foi utilizado como material celulésico indutor e a fonte de nitrogénio
fixada de acordo com os dados obtidos no experimento de otimizacgdo para esse elemento. Nos
ensaios que continham o acido citrico como agente tamponador, 50mM da solugdo

esterilizada desse componente foi adicionada aos cultivos a cada cinco dias.
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2.2.3.2.3 Fonte de carbono

Os testes de otimizacdo, quanto as fontes celulosicas, foram conduzidos com quatro
fontes de carbono: Solka-Floc®; bagaco de cana-de-aclcar in natura (BIN) e pré-tratado por
explosdo (BPT) a vapor e deslignificagdo (BPTD). As biomassas foram gentilmente cedidas
pela equipe de pré-tratamento do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC).

De maneira simples, o pré-tratamento de exploséo a vapor foi realizado em reator de 65
litros pressurizado onde manteve-se a biomassa a 15 bar de pressdo (198°C) por oito minutos.
ApoOs esse periodo, despressurizou-se o reator subitamente através da abertura da valvula. O
material foi seco em temperatura ambiente e uma parte utilizada no processo de
deslignificacdo. Para deslignificar a biomassa, 100g em massa seca do bagaco pré-tratado por
explosdo a vapor foi adicionado a uma solucdo 4% de NaOH (m/v) e ambos incubados a
100°C por 60 minutos em reator Parr.

As biomassas foram lavadas em agua destilada a 60°C por 10 minutos sob agitacdo
constante. Ap6s a lavagem, retirou-se 0 excesso de agua através de filtracdo a vacuo e o
procedimento de lavagem repetido novamente. Entdo deixou-se o material em estufa a 50°C
por 2 horas. A biomassa seca foi moida em moinho de facas e armazenada a temperatura
ambiente.

Utilizou-se o protocolo do National Renewable Energy Laboratory (NREL) para analise
da composicdo da biomassa. Esse método consiste em dois procedimentos de hidrélise acida
que fracionam a biomassa em formas mais facilmente quantificaveis. A lignina ¢é
transformada em duas frages, uma insoltvel e outra solivel em &cido. A fragdo insoluvel,
que também pode incluir cinzas e proteinas, € quantificada por analise gravimétrica. Ja a
porcdo sollvel é quantificada por espectroscopia UV-Vis. Os carboidratos sdo hidrolisados
em formas monomeéricas e quantificados por cromatografia de alta performance (SLUITER et

al., 2011). Na Tabela 6 as composic¢des dos diferentes materiais estdo descritas.
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Tabela 6 — Composicao das biomassas utilizadas. BIN: bagaco de cana-de-acUcar in natura;
BPT: bagacgo de cana-de-agucar pré-tratado por explosdo a vapor; BPTD: bagaco de cana-de-
acucar pré-tratado por exploséo a vapor e deslignificado

Componentes (%) BIN BPT BPTD
Glicana 37,39+142 51,65+0,48 78,88 + 1,35
Xilana 18,75+1,09 6,61+0,28 2,23+0,13
Arabinana 2,95+0,28 0,39 +0,02 *nd
Acetil 3,09 £ 0,05 1,07 £ 0,04 1,28 £ 0,06
Lignina insoluvel 23,00+0,48 27,24+0,89 5,59 + 0,86
Cinzas 497+052 1228+1,32 12,68 £ 1,81
Total 90,10+2,78 9958+1,48 100,66 + 2,51

*nd: ndo determinado

2.2.4 Determinacdo da atividade enzimatica em teste miniaturizado

As avaliages das atividades enzimaticas dos secretomas dos isolados foram realizadas
através da hidrélise de papel de filtro Whatman n°1 (celulases totais), Avicel® (exoglicanases)
e Xilana de beechwood (xilanases). A reacdo de hidrolise foi realizada em placas deep well de
96 pocos em um volume reacional de 250 ul na razdo 1:1 de substrato e sobrenadante.
Utilizou-se a concentracdo de 1% m/v dos substratos em tampéo citrato 0,05M (pH 4,8) e no
caso do papel do filtro dois discos totalizando 0,5 mg. Incubou-se as placas a 50°C por 60
minutos em shaker sem agitacao.

Apdbs esse periodo, foi avaliada a liberacdo total de acUcares redutores no meio
reacional pelo método descrito por Miller (1959). A cada amostra foi adicionado 250 pl do
reagente DNS (GHOSE, 1987) e fervidas a 100°C por 5 minutos. Usou-se banho de gelo para
paralisar a reacao de coloracdo e foi adicionado 500 pl de 4gua para diluicdo das amostras. As
absorbancias foram avaliadas em espectofotdbmetro a 540 nm. Como padrdes de leitura, foram
utilizadas solucdes com diferentes concentracdes de glicose e xilose. Para glicose utilizou-se:
0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,50; 2,0 mg/ml e para xilose: 0; 0,5; 1; 1,5; 2 e 4 mg/ml.
Controles da reacdo foram usados para descontar as contribui¢Ges do extrato enzimético, sem
a adicdo do substrato, nos valores de absorbancia obtidos. Utilizou-se, também como controle

de erro de pipetagem em micro volumes, duplicata das placas deep well.
2.2.5 Determinacéo de proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais foi realizada através do método BCA (Thermo

Scientific™ Pierce™, EUA). Esse método é baseado na deteccdo colorimétrica em
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absorbancia de 562nm da reacdo entre o cobre (I1) com proteinas em meio alcalino. Quando o
cobre é reduzido forma um complexo com o acido bicinconinico (BCA). Os testes foram
realizados de acordo com as instrucdes do fabricante para procedimentos em microplaca e
com faixa de deteccdo de 20 a 2000 pg/ml de proteinas. Para converter as absorbancias
obtidas em proteinas quantificadas, uma curva analitica com albumina bovina foi construida
nas concentragdes: 0; 25; 125; 250; 500; 750; 1000; 1500 e 2000 pg/ml.

2.2.5 Avaliacéo do pH

As medidas de pH foram realizadas através da andlise do sobrenadante dos cultivos
utilizando phmetro digital (Metrohm, Suica), onde 500 ul do secretoma foi coletado e
transferido para placa deep well de 96 pocos. Calibrou-se previamente o equipamento antes

das medic¢des com solucdes padrdo de pH 4,0 e 7,0 (Digimed, Brasil).

2.2.6 Hidrolise enzimatica
2.2.6.1 Obtencao e liofilizacdo dos secretomas

Para obtengdo do secretoma utilizado nos ensaios de hidrélise enzimatica, cresceu-se 0s
fungos em frascos Erlenmeyer de 1 L contendo 250 ml de meios de cultivos de acordo com 0s
resultados obtidos nos ensaios de otimizagdo. Os cultivos foram mantidos por 10 dias a 28°C
e 180 rpm. Apos esse periodo, centrifugou-se os cultivos e o sobrenadante foi recolhido,
filtrado em membrada de poliéster e levado a frascos apropriados para liofilizagdo. Os frascos
foram levados ao ultra-freezer a -80°C até o congelamento total das amostras e depois
mantidos por sete dias em liofilizador de bancada Liotop L101 (Liobras, Brasil). O processo
de liofizac&o foi realizado a -50°C em presséo inferior a 500 mmHg. As amostras liofilizadas

foram pesadas e armazenadas em frascos de vidro herméticos em temperatura ambiente.

2.2.6.2 Avaliacao dos materiais liofilizados

Avaliaram-se dos materiais quanto atividade enzimatica e concentracdo de proteinas
totais. Para isso, utilizou-se uma solugdo contendo 7 g/L do produto da liofilizagdo em tampé&o
citrato 0,05M (pH 4,8).

Para quantificar as proteinas totais presentes nessa solucéo, as amostras sofreram um
processo de dessalinizacdo para remocao dos sais, agucares e possiveis inibidores presentes
nos meios de cultivo. Utilizou-se colunas de dessalinizacdo descartaveis PD-10 (GE

Healthcare Life Science, Reino Unido), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante.
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Ap0s esse procedimento, as proteinas totais foram quantificadas pelo método BCA da mesma
maneira como descrito no item 2.2.5.

A avaliacdo da atividade para celulases totais foi realizada FPA e expressa em FPU e a
determinacdo dos acucares redutores foi realizada pelo método do acido dinitrosalicilico
(MILLER, 1959). Também a atividade xilanasica foi verificada através da quantificacdo de
acucares redutores e o substrato utilizado foi xilana de beenchwood (1% m/v). Ja a atividade
de B-glicosidase foi determinada pelo método GOD (glicose oxidase) utilizando celobiose
como substrato, assim como sugerido por Ghose (1987). Considerou-se 1 Unidade
Internacional (IU) a liberagdo de 1 pmol de agucar redutor por minuto, ou seja, 0,18 mg de
glicose ou 0,15 mg de xilose por minuto.

Todas as atividades enzimaticas foram incubadas a 45°C sob agitacdo de 180 rpm em
shaker. Para os ensaios de FPA utilizou-se tempo reacional de 60 minutos e para xilanse e -
glicosidase de 30 minutos. Realizou-se os ensaios em triplicata e foram descontados os
valores dos brancos reacionais do preparado enzimatico com e sem a adi¢do de substrato.

2.2.6.3 Ensaio de hidroélise enzimética

Os ensaios de hidrolise enzimatica foram realizados em frascos Erlenmeyer de 250 ml
contendo um grama de massa seca de bagaco pré-tratado por explosdo a vapor € 20 ml de
solucdo, totalizando 5% do volume em sélidos. As condi¢des do processo de pré-tratamento
foram 15 bar de pressdo (198°C) por oito minutos. O material foi lavado da mesma maneira
como descrito no item 2.2.3.2.3. A humidade da biomassa foi medida em analisador por infra-
vermelho (Gehaka, Brasil) e descontada para obtencdo de um grama de material seco por
ensaio.

Aos frascos contendo a biomassa foi adicionado 20 ml de tampé&o citrato 0,05M (pH
4,8) para obtencdo de teor de solidos 5%. Cada frasco recebeu 25 mg de proteinas
provenientes do material liofilizado. O preparado enzimatico Cellic CTec3 (Novozymes,
Dinamarca) foi utilizado como referéncia e os ensaios realizados em triplicata.

Manteve-se os experimentos por 72 horas a 45°C sob agitagdao de 200 rpm. Aliquotas
de 1 ml foram recolhidas apds 2, 4, 8, 24, 48 e 72 horas de reagéo e essas fervidas a 100°C por
15 minutos. As amostras foram entdo centrifugadas a 15000 rpm por cinco minutos e o
sobrenadante filtrado. Analisou-se os agucares contidos nos filtrados por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC).
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Para os célculos de conversdo enzimética, primeiramente foi verificado a concentragéo

de agUcares tedricos na biomassa utilizada para cada ensaio segundo a equagéo (1):

( massa material
volume da reagio

fator H (1)

)*% glucana ou xilana

agucar tedrico =

As porcentagens dos carboidratos presentes na biomassa foram obtidas através da
analise composicional do material onde obteve-se os valores 0,566 de glicana e 0,064 de
xilana para cada grama de material em massa seca utilizado. Ultilizou-se o fator H para
converter os valores de glicose (0,90), celobiose (0,95) e xilose (0,88) de cada ensaio em
concentragdes de anidro-glicose, anidro-celobiose e anidro-xilose pela subtracdo das
moléculas de agua que foram retiradas no processo de hidrdlise. Por fim, obteve-se a
conversdo enzimatica utilizando os dados de concentracdes de aclcares obtidos através dos

ensaios de hidrolise (agucar real) segundo a reacéo (2):
~ . s i l
conversao enzimatica = (M) * 100 2

agucar teérico

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Andlise inicial das linhagens

Os isolados cedidos pelo CTC foram primeiramente crescidos em meios de cultivo
BDA. Todas as culturas se mostraram viaveis, livres de contaminacdo e capazes de produzir
esporos. Na Figura 5 é possivel observar nas imagens fotograficas dos isolados a diversidade

entre as colbnias.
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Figura 5 — Imagens fotograficas das linhagens F88, F108, F171, F713 (T. reesei QM 9414),
F724 (A. brasiliensis ATCC 10004) e F811 crescidas em BDA ap06s sete dias de
cultivo a 25°C

2.3.1.1 Identificacdo molecular

Foi possivel identificar todos os isolados a nivel de espécie atraves do sequenciamento
parcial da regido ITS. A Tabela 7 mostra o nimero de bases, a identidade e o E-value obtidos

apos a comparacgdo das sequéncias com as depositadas no GeneBank (NCBI).

Tabela 7 - Identificacdo molecular dos isolados de acordo com a comparagdo com sequéncias
depositadas no GeneBank (NCBI)

Isolado Identificacéo Tamanho (pb) Identidade (%) E-value
F88 Phanerochaete chrysosporium 531 100 0.0
F108 Trichoderma virens 519 100 0.0
F171 Penicillium citrinum 469 98 0.0
F811 Aspergillus brasiliensis 553 100 0.0

Segundo a identificacdo molecular, trés isolados séo pertencentes ao filo Ascomycota
(F108, F171 e F811) e apenas um deles, o F88, esta inserido no grupo dos Basidiomicetos
(ROBERT et al., 2013). As trés espécies de ascomicetos sdo descritas como capazes de
produzir enzimas que degradam as ligacOes entre os polissacarideos (HANSEN et al., 2015;
PETERSON; NEVALAINEN, 2012). A linhagem F88 (Phanerochaete chrysosporium) é
considerada modelo para estudos de degradacdo da biomassa devido a capacidade em

produzir diversas enzimas que atuam no complexo lignoceluldsico (MARTINEZ et al., 2004).

2.3.1.2 Atividade celulolitica e xilanolitica

A andlise inicial das linhagens quanto a producdo de enzimas capazes de atuar no
complexo lignocelulosico foi realizada através de reacdes de sacarificacdo do papel de filtro
Whatman n°1 e xilana. Nesse caso, utilizou-se como material indutor no cultivo, e Gnica fonte
de carbono, celulose microcristalina (Avicel®) e bagaco pré-tratado por explosdo a vapor,
separadamente. Os cultivos foram avaliados em quatro pontos: quatro, sete, onze e quinze
dias. Na Figura 6 é possivel avaliar o potencial de sacarificacdo de papel de filtro obtidos
para os isolados cultivados em celulose microcristalina. Ha certa dificuldade em comparar a
producdo enzimatica logo nos primeiros dias de cultivo, entretanto logo apds quatro dias é
notavel a superioridade do padrédo Trichoderma reesei (F713). Em se tratando de padrdo, o

Aspergillus niger (F724) foi o que mostrou menor capacidade em sacarificar o substrato em
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questdo. Os isolados F108 e F811 foram os que mais se destacaram apds o padrdo T. reesei. Ja
os fungos F88 e F171 mostraram tendéncia de crescimento apos onze dias de cultivo.
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Figura 6 - Potencial de sacarificacdo de papel de filtro dos isolados cultivados em celulose
microcristalina por 15 dias. Onde F88: P. chrysosporium; F108: T. virens; F171:
P. citrinum; F811: A. brasiliensis; F713: T. reesei QM9414; F724: A. niger ATCC
10004

O potencial de sacarificacdo das linhagens em xilana esta apresentado na Figura 7. E
notavel, nesse caso, a supremacia dos isolados F88 (P. chrysosporium) e F811 (A.
brasiliensis) em relacdo aos padrdes. Os isolados F108 e F171 apresentam liberagdes
semelhantes e praticamente constantes ao longo do cultivo. Ao contrario do apresentado em
papel de filtro como substrato da reacdo enzimatica, o padrdo A. niger (F724) teve maior
potencial de sacarificacdo comparado ao T. reesei (F713) ap6s sete dias de incubacgdo. Isso é
esperado, ja que Aspergillus niger é descrito como um importante produtor de Xilanases
(POLIZELI et al., 2005).
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Figura 7 — Potencial de sacarificacdo dos isolados em xilana como substrato durante 15 dias
de cultivo. Onde F88: P. chrysosporium; F108: T. virens; F171: P. citrinum; F811.:

A. brasiliensis; F713: T. reesei QM9414; F724: A. niger ATCC 10004
Apobs as andlises iniciais dos isolados, tanto de identificagdo molecular como de
potencial para producdo de celulases e hemicelulases, selecionou-se trés para o0s testes de
otimizacdo do meio de cultivo visando melhorar os niveis de liberacdo dessas enzimas. P.

chrysosporium (F88), A. brasiliensis (F811) e o padréo T. reesei (F713) foram os escolhidos.

2.3.2 Otimizagé&o do meio de cultivo
2.3.2.1 Fonte de nitrogénio

Para otimizar as concentracfes de fontes de nitrogénio para os dois isolados e o padrao
T. reesei, utilizou-se da ferramenta estatistica de planejamento de misturas. Essa técnica foi
escolhida devido a complexidade da composicdo dos meios de cultivo em relacdo a esse
elemento, pois, na maioria dos casos, as concentragcbes e a razdo entre 0s constituintes
interfere na producdo de enzimas. Além disso, essa ferramenta é descrita como sendo
conveniente para o desenvolvimento de bioprocessos complexos, como a selegédo de meios de
cultivo para producéo de preparados enzimaticos (DELABONA et al., 2013).

Através desse instrumento, foram planejados seis diferentes ensaios variando-se as
concentragdes de sulfato de amonio, ureia e extrato de levedura. A anélise dos potenciais de
sacarificagcdo em Avicel®, papel de filtro e xilana foram realizadas aos dez dias de cultivo,

assim como as medidas de pH (Tabela 8). A escolha do décimo dia como Unico ponto de
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andlise foi realizada através dos potenciais de sacarificacdo de papel de filtro que, na maioria

dos ensaios, foram maiores nesse dia de avaliag&o.

Tabela 8 — Potenciais de sacarificagcdo (IU/ml) e medidas de pH para os isolados F88 (P.
chrysosporium) F811 (A. brasiliensis) e T. reesei em ensaios com diferentes
concentragdes de sulfato de aménio, ureia e extrato de levedura

Linhagem  Ensaios Avicel® Papel de filtro Xilana pH
El 0,018+0,004  0,034+0,004  0,464+0,003 7,9+0,0
E2 0,000+0,004  0,040+0,017  0,343+0,004 2,5+0,1
Fas E3 0,136+0,039  0,112+0,031  0,629+0,034  8,2+0,0
E4 0,123+0,023  0,118+0,019  0,399+0,084 5,4+0,1
E5 0,148+0,082  0,204+0,165  0,624+0,088 7,4+0,8
E6 0,013+0,014  0,040+0,002  0,527+0,014 8,0+0,1
El 0,033+0,003  0,051+0,011  0,592+0,026 4,9+0,4
E2 0,004+0,002  0,013+0,003  0,533%£0,014 2,6%0,0
Fa11 E3 0,030+0,009  0,044+0,028  0,382+0,015 7,0+0,1
E4 0,071+0,014  0,035+0,002  0,562+0,007 4,1+0,1
E5 0,061+0,008  0,009+0,004  0,438+0,010 5,6+0,2
E6 0,030+0,047  0,048+0,019  0,390+0,015 5,6+0,0
El 0,064+0,008  0,022+0,006  0,474+0,017 7,8+0,0
E2 0,051+0,025  0,018+0,002  0,395+0,023 2,5+0,0
T recsei E3 0,100+0,019  0,126+0,031  0,497+0,017 7,1+0,1
E4 0,101+0,016  0,139+0,006  0,460+0,042  6,2+0,1
E5 0,116+0,019  0,140+0,002  0,542+0,004 7,5+0,1
E6 0,044+0,026  0,037+0,005  0,445+0,066 5,0+1,1

Os potenciais de sacarificacdo dos substratos celul6sicos para o isolado F88 (P.

chysosporium) foram maiores em E5, onde utilizou-se ureia (1,18¢/L) e extrato de levedura
(4,58g/L) como fontes de nitrogénio. Para xilanases, o E3 apresentou atividade ligeiramente
maior (0,629 1U/ml), seguido por E5 (0,624 1U/ml). Quando os potenciais de sacarificacdo
para os trés substratos sdo comparados é possivel visualizar que apenas para papel de filtro ha
um aumento significativo de E3 para E5. Esse incremento de quase o dobro possivelmente
esta relacionado na combinacdo de ureia e extrato de levedura em E3 ja que as medidas de pH
para esses dois ensaios ndo apresentaram diferenca significativa devido ao desvio padrao
entre as amostras.

Ja para o isolado F811 (A. brasiliensis), obteve-se as maiores liberacdes de agucares
redutores em E1 e E4. A combinacdo entre sulfato de amonia (2,59g/L) e extrato de levedura
(4,58g/L), presente em E4, proporcionou o maior potencial de sacarificacio em Avicel®.

Entretanto, para papel de filtro e xilana as maiores taxas ocorreram em E1, onde utilizou-se
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extrato de levedura como fonte exclusiva de nitrogénio (9,2 g/L). Quando os valores obtidos
em E1 e E4 para sacarificacdo de xilana sdo comparados é possivel visualizar que o ensaio
que apresentou o maior pH (4,9+0,4) também € o0 que mostrou maior potencial de
sacarificacdo desse substrato. Sabe-se que a faixa de pH Otima para producédo de xilanases €
entre 5,0 e 7,0 para diferentes linhagens de fungos (SILVEIRA et al., 1999; GUPTA et al.,
2009). As medidas de pH para ambos ensaios se mantiveram na faixa 6tima para producéo de
celulases, entre 4,0 € 5,0.

Para T. reesei a supremacia de E5 foi evidente, onde os maiores potenciais de
sacarificacdo para todos os substratos foram obtidos quando utilizada uma mistura de ureia
(1,18 g/L) e extrato de levedura (4,58 g/L). As atividades enziméticas foram de 0.116 1U/ml
em Avicel®, 0,140 1U/ml em papel de filtro e 0,542 1U/ml em xilana. O pH de E5 manteve-se
em faixa neutra (pH 7,5).

Quando os potenciais de sacarificacdo entre as trés linhagens sdo comparados é
possivel observar que os melhores resultados foram obtidos nos ensaios que continham, no
minimo, 4,58 g/L de extrato de levedura (E1, E3, E4 e E5). No caso de E1, esse elemento foi
utilizado como fonte exclusiva de nitrogénio (9,17 g/L). Além disso, as atividades enzimaticas
foram menores quando se cultivou as linhagens na auséncia desse elemento (E2). O extrato de
levedura é uma fonte organica de nitrogénio e possui em sua composicdo, além de
aminodcidos, vitaminas sollveis importantes no desenvolvimento fungico. Ahamed e
Vermette (2008) obtiveram maiores valores de FPU quando esse elemento foi utilizado como
Unica fonte de nitrogénio em cultivos de T. reesei.

Entretanto, quando estudos realizados com outras espécies de fungos filamentosos sao
analisados pode-se constatar que tanto ureia, como sulfato de amonio sdo importantes na
producdo de enzimas. lkeda e colaboradores (2007) trabalhando com uma linhagem
hipercelulolitica de Acremonium cellulolyticus alcancaram o0s maiores valores de FPU
utilizando esses elementos em conjunto. Segundo 0s mesmos autores, a ureia teve efeito
tamponante no cultivo, j& que os ions amonio liberados durante o consumo do sulfato de
amonio causaram a acidificacdo dos ensaios onde ndo foi utilizado esse elemento. Esse fato
também pode explicar os baixos valores de pH e potenciais de sacarificagdo obtidos em E2,
onde adicionou-se sulfato de aménio como fonte exclusiva de nitrogénio. Dessa maneira, fica
evidente que para diferentes linhagens as requisicdes quanto as fontes de nitrogénio sao
distintas e a razdo entre os elementos utilizados pode afetar tanto a producdo de enzimas como

0 pH dos cultivos.
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Através dos dados de sacarificacdo obtidos para cada linhagem, foram elaborados os
meios de cultivo otimizados quanto as fontes de nitrogénio. Os valores otimizados foram
gerados pela ferramenta estatistica do planejamento de misturas. Essa técnica consiste em
experimentos onde as varidveis ndo sdo independentes, ou seja, quando o nivel de uma
variavel é alterado, modifica-se também o nivel de pelo menos uma das outras variaveis. 1sso
ocorre, pois, a propor¢cdo entre as variaveis é a caracteristica de interesse dos ensaios e
corresponde sempre a 100% (SINHA et al., 2014).

No caso do planejamento de misturas realizado para otimizar as fontes de nitrogénio
para cada linhagem, apds o estabelecimento das proporgdes ideias de cada elemento foi
necessario corrigir os valores de acordo com o fator de nitrogénio de cada um. Na Tabela 9 é
possivel visualizar as concentra¢fes em g/L de sulfato de aménio, ureia e extrato de levedura

fixados para cada organismo.

Tabela 9 — ConcentracGes otimizadas de sulfato de amonio, ureia e extrato de levedura para as
linhagens F88 (P. chrysosporium), F811 (A. brasiliensis) e T. reesei

Elementos (g/L) F88 (P. chrysosporium) F811 (A. brasiliensis) T. reesei
Sulfato de amonio 1,324 1,428 1,233
Ureia 1,382 1,004 0,944
Extrato de levedura 1,449 2,738 3,313

Apds a obtencdo das composicdes teoricamente 6timas para os isolados e o padrdo T.
reesei, realizou-se um ensaio para corroborar tais condi¢des. Na Figura 8 é possivel visualizar
0s potenciais de sacarificacdo e medidas de pH ao longo do cultivo obtidos no ensaio de
validacao para cada organismo.

Para o isolado F88 (P. chrysosporium), o meio otimizado apresentou resultados
expressivamente inferiores aos obtidos nos ensaios de planejamento. Em xilana, o potencial
de sacarificacdo foi cinco vezes menor em relacdo aos obtidos em E3 e E5. Também para o
pH houve grande diferenca, chegando a valores maiores do que os considerados 6timos para
cultivo e producdo de enzimas.

Jé& para o isolado F811 (A. brasiliensis), os potenciais de sacarificagdo mantiveram-se
na mesma faixa dos obtidos em E1 e E4. Entretanto, as medias de pH ao longo do cultivo
mostraram que esse fator ficou entre 7,0 e 8,0, valores considerados altos para o
desenvolvimento desse isolado.

Também para o T. reesei conservaram-se 0s potenciais de sacarificacdo encontrados

em seu melhor ensaio de otimizagdo, o E5. Assim como nas demais linhagens, ocorreu
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abrupta elevacdo do pH ao longo do cultivo, fato que pode ter afetado a producdo e liberagdo

de celulases.
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Figura 8 — Potenciais de sacarificacdo (A) e medidas de pH (B) para as diferentes linhagens
cultivadas por dez dias em meios otimizados quanto as fontes de nitrogénio. Onde
F88: P. chrysosporium, F811: A. brasiliensis e F713: T. reesei

Como os potenciais de sacarificacdo dos meios de cultivo com fontes de nitrogénio
otimizadas ndo foram satisfatorios, principalmente para o isolado F88 (P. chrysosporium),
novos ensaios foram realizados. Dessa vez, foram utilizadas solugdes tamponantes com o
intuito de manter o pH dentro da faixa 6tima para melhoria de producdo e atuacdo das

enzimas em questdo. Os resultados séo apresentados na se¢do a seguir.

2.3.2.2 Tamponamento de meio de cultivo
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Os tampdes citrato, succinato e PIPES foram utilizados quanto a sua capacidade em
estabilizar o pH ao longo do cultivo. Esse fator pode variar de acordo com 0s componentes
utilizados, principalmente em frascos sob agitacdo, interferindo negativamente na producao e
liberacdo de enzimas (DOMINGUES et al.,, 2000). A seguir, serdo apresentados

separadamente os resultados obtidos para cada linhagem.

2.3.2.2.1 Phanerochaete chrysosporium (F88)

Na Figura 9 € possivel observar o pH para o isolado F88 (P. chrysosporium) ao longo
do cultivo em trés diferentes tampdes e no controle, onde ndo foi adicionado agente
tamponante. E notavel que o pH em todos os tratamentos é praticamente estavel ao longo do
cultivo, tanto para as culturas tamponadas como para a controle. No entanto, apenas no
tampdo citrato o pH permaneceu na faixa 6tima para a producao de enzimas celuloliticas, que
éentre 5,0 e 5,5.

E interessante notar que o pH do meio controle permanece acima do considerado ideal
para a producdo de enzimas que atuam no complexo lignoceluldsico. Também, quando o
tampdo utilizado foi o succinato o pH extrapola a neutralidade, atingindo niveis superiores a
8,0 ao longo dos dias. O tratamento com PIPES mantém o pH dentro da faixa neutra de 7,0 a
7,5.
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Figura 9 - Medidas de pH ao longo do cultivo em diferentes condi¢cdes tamponantes para a
linhagem F88 (P. chrysosporium)



60

De maneira complementar, quando a produgdo de proteinas é analisada ao longo do
cultivo (Figura 10), é claro o aumento de sua concentra¢do quando tampéo citrato é utilizado.
O tamponamento do meio com esse composto apresentou 0s maiores niveis de liberagéo,
chegando a aproximadamente 0,8 mg/ml apds dez dias. Tanto o cultivo controle como o
tamponado com PIPES apresentaram niveis constantes e semelhantes de producdo de
proteinas durante o experimento. Ja para o &cido succinico, a liberacdo foi ligeiramente maior
em relacdo aos outros dois tampdes, mas ainda assim inferior ao obtido com tampéo citrato
apos dez dias.
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Figura 10 - Quantificacdo de proteinas totais ao longo dos dias de cultivo em diferentes
condic¢des tamponantes para a linhagem F88 (P. chrysosporium)

Confirmando o que foi observado para a liberagdo de proteinas, o potencial de
sacarificacdo de Avicel®, papel de filtro e xilana (Figura 11 A) mostraram-se maiores com 15
dias, quando o tampéo citrato foi adicionado ao meio de cultivo. Em Avicel®, o potencial de
sacarificacdo € crescente ao longo dos dias quando esse agente tamponante é utilizado,
atingindo aproximadamente 0,1 1U/ml de agUcares redutores apds 15 dias de cultivo.

Para papel de filtro (Figura 11 B), o potencial de sacarificacdo também se mostrou
maior e crescente ao longo do cultivo quando tampéo citrato foi utilizado. Apo6s 10 dias de
incubacéo, o potencial com esse tampéo foi aproximadamente oito vezes maior em relagéo ao
cultivo controle. Novamente aos 15 dias, a liberacdo de agucares para esse agente tamponante

foi maior, mas agora apenas duas vezes maior em relacéo ao controle.
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O potencial de sacarificacdo de xilana (Figura 11 C) também foi superior quando
acido citrico foi utilizado como agente tamponante chegando a ser aproximadamente seis
vezes maior em relagdo ao cultivo ndo tamponado. Curiosamente, para esse substrato, a
adicdo de PIPES resultou no segundo maior nivel de liberacdo de agUcares redutores e isso
pode estar relacionado ao pH étimo para a atuacgao das xilanases. Segundo dados da literatura
(BAILEY; BUCHERT; VIIKARI, 1993; CHIPETA; DU PREEZ; CHRISTOPHER, 2008), a

atuacdo Otima dessas enzimas ocorre entre pH 7,0 e 7,5.
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Figura 11 - Potencial de sacarificacdo em Avicel® (A), papel de filtro (B) e xilana (C) para a
linhagem F88 (P. chrysosporium) cultivado em diferentes condi¢Ges tamponantes
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2.3.2.2.2 Aspergillus brasiliensis (F811)

O pH ao longo do experimento para o isolado F811 (A. brasiliensis) esta apresentando
na Figura 12. Quando se trata da faixa étima para producdo de celulases e xilanases a Unica
solucdo tamponante que manteve o pH dentro desse limite foi PIPES. Além disso, o cultivo
controle também apresentou pH dentro do mesmo limite. Tanto tampdo citrato como
succinato apresentaram niveis elevados, atingindo pH 8,0 ap6s 10 dias.

A capacidade em manter o pH em um nivel estabiliazado ao longo do cultivo pode
estar relacionada a algum produto do metabolismo dessa linhagem. E conhecido que diversas
espéecies de Aspergillus sdo capazes de produzir acidos organicos quando cultivadas em
condicdes submersas (PAPAGIANNI, 2007). Além disso, quando PIPES foi utilizado, os
cultivos atingiram valores de pH abaixo de sua capacidade de tamponamento (6,1 e 7,0) o que
também poderia ser um indicativo que outro metabdlito produzido estaria atuando como
agente tamponador.
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Figura 12 - Medidas de pH ao longo do cultivo em diferentes condi¢cdes tamponantes para a
linhagem F811 (A. brasiliensis)

Quando a liberagdo de proteinas ao longo do cultivo é analisada para essa linhagem
(Figura 13) é possivel visualizar que o maior nivel é alcan¢ado no tampdo PIPES, chegando a
2 mg/ml aos 10 dias. Os resultados obtidos entre o cultivo controle e o tamponado por PIPES
mostram que a quantificacdo de proteinas totais € maior em todas as analises quando o agente
tamponante é utilizado. Para os outros tampdes, citrato e succinato, ndo h& diferenca

significativa entre as quantificac6es ao longo do experimento.
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Figura 13 - Quantificacdo de proteinas totais ao longo dos dias de cultivo em diferentes
condicdes tamponantes para a linhagem F811 (A. brasiliensis)

Quando comparados os dados obtidos nos ensaios enziméticos (Figura 14) é possivel
visualizar que a adicdo de PIPES ao meio de cultivo incrementa significativamente a
producdo de celulases. Esse fato pronuncia-se ap6s 15 dias de cultivo, onde os potenciais de
sacarificacdo para os substratos celuldsicos atingem os niveis mais altos, sendo discretamente
maior em Avicel® (Figura 14 A) e pronunciada em papel de filtro (Figura 14 B). Nesse Gltimo
substrato, a relagdo entre o cultivo tamponado com esse agente e o controle chega a ser
aproximadamente trés vezes maior.

Em xilana (Figura 14 C), ndo ha grande diferenca nos potenciais de sacarificacao entre
os cultivos com a adicdo de PIPES e o controle. Ambos atingem os niveis mais altos, sendo
praticamente iguais, aos 15 dias. Os tampdes citrato e succinato também apresentam
potenciais de sacarificacdo proximos e dentro da mesma faixa ao longo do cultivo, entre 0,4 e
0,5 IU/ml.
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Figura 14 - Potencial de sacarificacdo em Avicel® (A), papel de filtro (B) e xilana (C) para a

linhagem F811(A. brasiliensis) cultivado em diferentes solu¢Ges tamponantes
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2.3.2.2.3 Trichoderma reesei QM9414

As medidas de pH ao longo do cultivo para o fungo padrdo T. reesei nos trés
diferentes agentes tamponantes e também para o controle pode ser visualizada na Figura 15.
Tanto o tamponamento com &cido succinico, como o cultivo ndo tamponado apresentaram
drésticas elevacbes de pH logo apds os cinco dias de cultivo. Apenas o ensaio utilizando
tamponamento com citrato manteve-se dentro da faixa 6tima para a producdo de celulases. Ja
0 cultivo com a adicdo de PIPES apresentou niveis de pH dentro de sua faixa de atuacdo, sem
grandes flutuacdes ao longo dos dias.

O aumento do pH no cultivo controle ao longo dos dias pode estar relacionado a
exaustdo da fonte de carbono. Bailey e Tahtiharju (2003) utilizaram o aumento do pH como
indicativo para a necessidade de adicdo de substrato via batelada alimentada para producdo de
celulases por T. reesei. Assim como no controle, o cultivo tamponado com &cido succinico
sofreu aumento do pH apds 10 dias de cultivo. Esse efeito também foi reportado por Juhasz e
colaboradores (2004) utilizando T. reesei em frascos agitados para producdo de celulases
utilizando Solka-Floc® como fonte de carbono.

Tampdo citrato foi 0 Unico agente capaz de manter o pH dentro da faixa 6tima para a
producdo de celulases. Além disso, ndo houve dréastica elevacdo do pH com o consumo da
fonte de carbono. Kadam e Keutzer (1995) mostraram que a adi¢do de acido citrico ao cultivo
de T. reesei foi eficiente em manter o pH da cultura em niveis proximos a 3,5 e 4,5 em frascos

cultivados sob agitacéo.
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Figura 15 - Medidas de pH ao longo do cultivo em diferentes agentes tamponantes para a
linhagem T. reesei QM 9414
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A quantificacdo de proteinas totais (Figura 16) mostra que a maior liberagdo ocorreu
quando o tampéo succinato foi utilizado, chegando a liberar 1,6 mg/ml ap6s 10 dias de
cultivo. Tanto para o controle quanto para o tamponamento com citrato os valores obtidos
foram relativamente parecidos em todos os pontos de analise, sendo discretamente maiores
também aos 10 dias. O ensaio utilizando PIPES obteve uma liberagdo de proteinas menor aos
5 e 10 dias de cultivo, quando comparado ao controle ndo tamponado. Aos 15 dias a producao

de proteinas se recupera a valores proximos ao controle.
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Figura 16 - Quantificacdo de proteinas totais ao longo dos dias de cultivo em diferentes
agentes tamponantes para a linhagem T. reesei QM 9414

Quando os potenciais de sacarificacdo dos substratos celulésicos sdo analisados para o
padrdo T. reesei cultivado nos trés agentes tamponantes, ambos apresentam tendéncias
similares de sacarificacdo ao longo do cultivo (Figura 17 A e B). Aos cinco dias, tanto tampé&o
citrato como succinato apresentam os maiores indices de atividade enzimatica, seguidos pelo
cultivo controle e, por fim, PIPES. Isso se repete nas analises aos dez dias de cultivo, onde
citrato e succinato apresentam 0s maiores potenciais de sacarificagdo 0,08 a 0,1 IU/ml para
Avicel® e 0,12 a 0,15 1U/ml para papel de filtro. Aos quinze dias, para ambos os substratos, 0
tampéo citrato aparece com 0s maiores potenciais de sacarificagéo.

Quando comparamos 0s potenciais de sacarificagdo com as medidas de pH dos
cultivos (Figura 15), uma correlacdo pode ser feita entre 0 aumento do pH e a diminuigéo da
sacarificacdo do substrato. Em papel de filtro (Figura 17 B), tanto para o cultivo controle
como para o que utiliza o succinato como agente tamponante, ocorreu uma diminuicdo de
aproximadamente metade dos potenciais de sacarificacdo quando o pH passou de 4,0

(controle) e 5,5 (succinato) a 8,0. Em contrapartida, os dados de tampao citrato para 0 mesmo
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substrato mostram que o potencial de sacarificacdo se manteve em torno de 0,15 IU/ml e o0 pH
na faixa de 5,0 ao longo do cultivo. Dessa maneira, essa foi a solugdo tamponante capaz de
manter tanto o pH quanto o potencial de sacarificar os substratos ao longo do cultivo.

Para xilanases (Figura 17 C), é possivel observar que ndo ha diferenca significativa
entre os tratamentos apos os dez dias de cultivo. Apenas aos cinco dias € notavel que a adi¢éo
de PIPES inibe os potenciais de sacarificagdo para esse substrato.
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Figura 17 - Potencial de sacarificacdo em Avicel® (A), papel de filtro (B) e xilana (C) para a
linhagem T. reesei QM 9414 cultivado em diferentes solu¢fes tamponantes
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Diversos trabalhos citam a influéncia do &cido citrico no incremento da producéo de
celulases em fungos filamentosos, além de seu efeito tamponante. Estudos em cultivo em
bioreator, onde ha monitoramento e controle de pH, mostram que apenas a capacidade de
tamponamento desse elemento ndo explica o incremento da producéo de enzimas em cultivo
submerso (KADAM; KEUTZER, 1995). Kadam e Keutzer (1995) realizaram estudos com T.
reesei utilizando Solka-Floc® como material indutor e propuseram trés possiveis explicacdes
para 0 aumento da producdo de celulases quando acido citrico é adicionado ao meio de
cultivo. Primeiramente, o acido citrico poderia agir como indutor para producéo de celulases,
assim como celobiose e lactose, mimetizando seus modos de agdo. Esse elemento poderia
também ter um efeito positivo em elementos celulares responsaveis pelo crescimento celular e
pela producédo de celulases. Outro ponto sugerido pelos autores € que o &cido citrico tornaria a
parede celular mais susceptivel e permeavel as celulases.

Entretanto, outros autores sugerem que a influéncia das solugbes tamponantes na
producdo de celulases estd relacionada a morfologia dos fungos em cultivo submerso
(DOMINGUES et al., 2000; FERREIRA et al., 2009). Para Ferreira e colaboradores (2009),
alguns agentes de tamponamento evitam a formacdo de aglomerados compactos de células
fangicas. Essa diminuicdo dos agregados celulares seria a responsavel pelo incremento de
proteinas liberadas e consequente aumento da atividade celulolitica.

Apesar de os acidos organicos, como o0 succinico e o citrico, poderem ser consumidos
pelos fungos durante o cultivo (JUHASZ et al., 2004), seu uso com a finalidade de tamponar
os cultivos em frascos agitados se mostrou satisfatoria e proporcionou incremento da
producdo de celulases e xilanases. Esse aumento pode estar relacionado tanto ao
tamponamento do pH na faixa 6tima para producdo e atuacdo das enzimas como na

modificacdo da morfologia das linhagens em cultivo submerso.

2.3.2.3 Fontes de carbono

Ap0s a otimizagdo da fonte de nitrogénio para cada linhagem e a escolha da melhor
solugéo tamponante, foram testadas diferentes fontes de carbono indutoras, uma vez que a
acessibilidade e composi¢éo do material podem induzir diferentemente a producéo de enzimas
que atuam no complexo lignoceluldsico. Assim, foram testadas quatro fontes de carbonos
distintas: celulose purificada (Solka-Floc®) e trés tipos de bagaco de cana-de-acticar. Os
bagacos utilizados foram: in natura (BIN), ou seja, sem nenhum pré-tratamento, pré-tratado

por explosdo a vapor (BPT) e pré-tratado por explosdo a vapor seguido de deslignificacdo
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(BPTD). As descri¢bes dos pré-tratamentos assim como as analises composicionais das
biomassas estéo descritas no item 2.2.3.2.3.

Os ensaios de selecdo da melhor fonte de carbono foram conduzidos com as condicdes
de nitrogénio e carbono otimizadas para cada linhagem assim como descrito nos itens
anteriores (2.3.2.1 e 2.3.2.2). Para o tamponamento dos cultivos de F88 (P. chrysosporium) e
T. reesei o &cido citrico foi utilizado como agente tamponante. Ja para o isolado F811 (A.

brasiliensis), utilizou-se PIPES para estabilizar o pH ao longo do cultivo.

2.3.2.3.1 Phanerochaete chrysosporium (F88)

Inicialmente para a linhagem F88 (P. chrysosporium) foi avaliada a quantificacdo de
proteinas totais (Figura 18). A concentracdo dessa variavel é indubitavelmente maior nos
ensaios contendo BPT como material indutor e praticamente ndo sofre alteracOes
significativas ao longo do cultivo, chegando a 1,6 mg/ml ap6s 10 dias. Também, a biomassa
que ndo sofreu pré-tratamento (BIN) apresenta consideravel expressdo de proteinas em
relacdo aos demais tratamentos (BPTD e Solka-Floc®).
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Figura 18 — Quantificagdo de proteinas totais ao longo dos dias de cultivo em diferentes fontes
de carbono para a linhagem F88 (P. chrysosporium)

O pH dos diferentes cultivos (Figura 19) para esse isolado permaneceu na faixa entre

4,0 e 5,0 durante os primeiros dez dias de cultivo. Entretanto, apds esse periodo, houve

aumento significativo para as culturas com BPTD e Solka-Floc® como fontes de carbono.

Esse fato fode estar relacionado & morte celular das células em cultivo ou ao tratamento

alcalino utilizado para a biomassa deslignificada (BPTD). Ja para BPT e BIN, a faixa de
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potencial hidrogeniénico permaneceu praticamente estavel ao longo dos dias entre pH 4,0 e
5,0.
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Figura 19 - Medidas de pH ao longo do cultivo em diferentes fontes de carbono para a
linhagem F88 (P. chrysosporium)

Além do pH dos cultivos induzidos por BPT e BIN permanecerem na faixa étima para
producdo de celulases e apresentarem 0s maiores niveis de concentracdo de proteinas em seu
secretoma, os potenciais de sacarificacdo também sdo maiores. Quando comparados os dados
de proteinas extracelulares com os ensaios de atividade enzimética, 0 mesmo padrdo foi
observado para esses substratos.

Em Avicel® (Figura 20 A), é possivel observar que a quantidade de aclicares redutores
aos dez dias de cultivo € maior quando BPT € utilizado como biomassa indutora. No entanto,
nos tempos de 5 e 15 dias ndo ha diferencas significativas. Os altos desvios das amostras para
esse substrato em ensaio enzimatico miniaturizado, devido a sua insolubilidade, interferem
negativamente na andlise de seu potencial de sacarificacdo. Assim, os resultados obtidos em
papel de filtro serdo utilizados, nesse caso, para avaliar a producgéo de celulases.

Ao avaliarmos o potencial de sacarificacdo de papel de filtro (Figura 20 B) fica
evidente que, ap6s o décimo dia, o BPT se apresenta como a melhor fonte indutora. O
segundo maior nivel de atividade foi obtido com a fonte de carbono BIN aos dez dias de
cultivo. Dessa maneira, € notavel que as biomassas que apresentam lignina intacta (BIN) ou
modificada (BPT) foram as melhores fontes de carbono para os ensaios enzimaticos em
substrato celuldsico. J& o material que sofreu o processo de deslignificacdo apresentou 0s

menores potenciais de sacarificacao.
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Da mesma maneira, no caso das xilanases (Figura 20 C), os resultados séo similares
aqueles obtidos em substratos celuldsicos. A sacarificacdo da xilana é maior quando utilizado
BPT como fonte de carbono, seguida por BIN. Esses Gltimos, sdo 0os materiais que apresentam
maior teor de hemicelulose em sua constituicdo. Assim como observado no ensaio enzimatico
em papel de filtro, a biomassa deslignificada (BPTD) foi a que apresentou menores potenciais
de sacarificagdo. O maior valor alcangado foi aos dez dias de cultivo, com aproximadamente
0,5 IU/ml,



74

0,1 4
0,09 -
0,08 -
0,07 4
0,06 4
0,05 4
0,04 1
0,03 1
0,02 1
0,01 4

Potencial de sacarificagdo (1U/ml)

0,08 4

Potencial de sacarificagdo (1U/ml)

0,6 1

Potencial de sacarificagdo (1U/ml)

0,07 A
0,06 -
0,05 A
0,04 1
0,03 1
0,02 1

0,01 4

m Solka-floc
=BIN

= BPT
“BPTD

5 10 15
Dias de cultivo

0,5 1

04 1

0,3 1

0,2 1

0,1 4

5 10 15
Dias de cultivo

5 10
Dias de cultivo

Figura 20 — Potencial de sacarificacdo em Avicel® (A), papel de filtro (B) e xilana (C) para a
linhagem F88 (P. chrysosporium) cultivado em diferentes fontes de carbono
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O Basidiomiceto Phanerochaete chysosporium é descrito como produtor de enzimas
que atuam no complexo da lignina, como manganés peroxidases, lignina peroxidases e
lacases, além de hemicelulases e celulases (DONG et al., 2013). O primeiro genoma dessa
especie foi completamente sequenciado por Martinez e colaboradores (2004) e revelou uma
grande diversidade de genes codificadores para enzimas que, além das que atuam na
degradacdo no complexo da lignina, também sdo capazes de hidrolisar os polissacarideos
presentes no material lignocelulésico. Segundo 0s mesmos autores, o genoma de P.
chysosporium apresenta genes pertencentes a 69 familias distintas de enzimas ativas em
carboidratos, sendo 166 hidrolases de glicosideos, 14 esterases de carboidratos e 57
glicosiltransferases. Este arsenal enzimético indica uma boa alternativa para auxiliar na
desconstrucdo da biomassa em acucares fermentaveis. Entretanto, ha evidéncias que a
producdo de hemicelulases e celulases ocorra tardiamente por esse organismo em cultivo
submerso, podendo ser induzida pelo produto da acdo de outras enzimas.

Dong e colaboradores (2013) estudaram a degradacdo do bagaco de cana-de-agucar
utilizando uma linhagem de P. chrysosporium e a atividade celulolitca em fermentacao
submersa sé foi detectada apds duas a trés semanas de incubacdo. Segundo 0s mesmos
autores, isso pode indicar que produtos da degradacdo da lignina e da hemicelulose, assim
como o agucar residual da biomassa, seriam 0s agentes responsaveis pela inducdo de enzimas
celuloliticas. Além disso, os fungos pertencentes a essa espécie podem ter a atividade de suas
enzimas inibidas pela agitacdo em cultivo submerso (ZAHMATKESH; TABANDEH;
EBRAHIMI, 2010).

De fato, a otimizacdo de condigdes de cultivo de P. chrysosporium parece ter sido
negativamente influenciada podendo estar relacionada ao fato da expresséo de celulases e
hemicelulases ocorrer tardiamente e ser dependente do produto da ac¢do de outras enzimas. Os
baixos potenciais de sacarificacdo da inducdo de expressdo de celulases por Solka-Floc® e
BPTD pode ser explicado pela auséncia do complexo da lignina nesses materiais, uma vez
que os ensaios foram realizados com celulose purificada e biomassa deslignificada por
processo alcalino.

Além disso, dados da literatura sugerem que a producdo de enzimas que atuam na
quebra da lignina, como lacases e manganés peroxidases, sdo fortemente induzidas em
condicgdes de limitacdo de nitrogénio (HAMMAN; RUBIA; MARTINEZ, 1997; KEYSER,;
KIRK; ZEIKUS, 1978). Assim, 0s ensaios de otimizacdo de nitrogénio, onde foi fixado uma

razdo C/N considerada Otima para fungos filamentosos como T. reesei, podem ter



76

influenciado negativamente a producdo dessas enzimas e consequentemente a de celulases e
xilanases.

No entanto, apesar dos baixos potenciais de sacarificacdo, quando analisamos os dados
de quantificacdo de proteinas os valores maximos obtidos (1,6 mg/ml) sdo consideraveis,
ainda que abaixo dos apresentados por F811 e T. reesei. Houve entdo a necessidade de
analisar as proteinas presentes nos secretomas das linhagens por outro método, o de SDS-
PAGE. Para o isolado F88, ndo foi possivel visualizar bandas de proteinas através dessa
técnica indicando a baixa secrecdo de proteinas pelo fungo nas diferentes fontes de carbono.
Assim, a quantificagdo de proteinas pelo método BCA, para esse isolado, pode ter sido
superestimada devido a algum interfetente presente no cultivo ou devido a presenca de

proteinas de baixo peso molecular.

2.3.2.3.2 Aspergillus brasiliensis (F811)

Primeiramente, para a linhagem F811 foram quantificadas as proteinas nos diferentes
experimentos pelo método BCA. O BPT se mostrou como melhor material indutor, para esse
parametro, atingindo cerca de 3 mg/ml ap6s 10 dias de cultivo. A avaliacdo aos quinze dias
mostrou que Solka-floc® foi o material que menos induziu a producdo para esse isolado,
seguido por BIN e BPTD.

Dentre as linhagens testadas nesse trabalho em BPT, é notavel que F811 apresentou
0s maiores niveis de secrecdo de proteinas, fato corroborado segundo a identificacdo desse
isolado. As espécies de Aspergillus sdo amplamente descritas como produtoras de enzimas e
outras proteinas de interesse comercial, devido a sua alta capacidade de expressao tornando-as

alvos de estudos para processos biotecnologicos (MEYER et al., 2015).
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Figura 21 - Quantificacdo de proteinas totais ao longo dos dias de cultivo em diferentes fontes
de carbono para a linhagem F811 (A. brasiliensis)

As medidas de pH dos cultivos podem ser observadas na Figura 22 e se mantiveram,
na maioria das vezes, dentro da faixa 6tima para producdo de celulases em todos 0s ensaios.
Ha uma leve tendéncia ao decaimento desse fator nos cultivos em Solka-Floc® e BPTD e
aumento para BIN e BPT ao fim do cultivo. O leve incremento nessas duas Ultimas fontes de
carbono no periodo final de incubacdo pode estar relacionado a exaustdo das fontes de
carbono ou morte celular do microrganismo.
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Figura 22 — Medidas de pH ao longo do cultivo em diferentes fontes de carbono para a
linhagem F811 (A. brasiliensis)
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Os resultados dos testes de atividade enzimatica para a linhagem F811 (A. brasiliensis)
estdo apresentados na Figura 23. E possivel observar que o BPT foi o material que melhor
induziu a producéo de celulases, o que pode ser evidenciado pelos potenciais de sacarificacdo
dos substratos celulésicos (Avicel® e papel de filtro). Entretanto, para xilanases a biomassa
pré-tratada por explosdo a vapor ndo foi o melhor material indutor para a producéo dessas
enzimas. Tanto BIN como Solka-Floc® se apresentaram como boas fontes para obtencéo de
xilanases aos dez dias de cultivo. J& aos quinze, ndo houve diferencas significativas entre os
indutores BIN, BPT e Solka-Floc®, quanto aos potenciais de sacarificacio de xilana.

O alto potencial de sacarificacdo de Avicel® e papel de filtro quando BPT é utilizado
como substrato celulésico possivelmente esta relacionado com a acessibilidade do material.
Segundo Ramos (2003), a explosdo a vapor modifica a estrutura da parede celular da
biomassa deixando uma fracdo insoldvel composta de celulose, hemicelulose residual e
lignina modificada. Dessa maneira, a celulose esta mais exposta a acdo sinérgica de
endoglicanases e celobiohidrolases.

No caso das xilanases, tanto BIN como BPT possuem em sua composicao indutores
para a producdo dessas enzimas, como Xilose e xilo-oligdmeros. Ja no caso de Solka-Floc®, o
alto potencial de sacarificacdo pode estar relacionado a atividade cruzada de certas celulases
em substratos hemiceluldsicos como a xilana (BIELY; VRSANSKA; CLAEYSSENS, 1991).
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Figura 23 - Potencial de sacarificacdo em Avicel® (A), papel de filtro (B) e xilana (C) para a
linhagem F811 (A. brasiliensis) cultivado em diferentes fontes de carbono



80

Também para a linhagem F811 (A. brasiliensis) foi realizada a andlise das principais
proteinas secretadas atraves da técnica SDS-PAGE (Figura 24). Na imagem do gel é possivel
visualizar o padrdo de bandas formado das amostras cultivadas em diferentes fontes de
carbono apo6s 15 dias de cultivo.

Nas amostras do cultivo em BPT as bandas sdo mais intensas, indicando maior
expressdo de proteinas nesse tratamento. Esse dado é coerente com o obtido na quantificagéo
total de proteinas pelo método BCA, onde o cultivo em BPT apresentou maior concentracdo
de proteinas, aproximadamente 2,5 mg/ml ao final do cultivo. E notavel também a presenca
de bandas no cultivo em BPT, que ndo sdo visiveis nos demais ensaios, como indicado pela
seta na Figura 24 (III). Essa pode ser uma evidéncia da inducgdo de proteinas especificas ou,
como mencionado anteriormente, uma expressdo maior de proteinas em relacdo aos outros
cultivos.

Vale ressaltar que a imagem do gel SDS-PAGE apresenta apenas um indicativo visual
da possivel presenca de proteinas expressas apenas no cultivo em BPT. Para validar essa
hipétese seriam necessarias mais analises do proteoma dessa linhegem cultivada nas

diferentes fontes de carbono em questao.
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Figura 24 — Gel SDS-PAGE do secretoma da linhagem F811 (A. brasiliensis) cultivado em
diferentes fontes de carbono. Em I: Solka-Floc®; II: BIN; III: BPT; IV: BPTD

2.3.2.3.3 Trichoderma reesei QM9414

Inicialmente, para a linhagem T. reesei QM 9414, foi realizada a quantificacdo de
proteinas totais secretadas em cultivos nas diferentes fontes de carbono. Assim como foi
observado nos isolados F88 (P. chrysosporium) e F811 (A. brasiliensis), a liberacdo foi maior
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no cultivo em BPT (Figura 25). Além dessa biomassa, Solka-Floc® também apresentou

consideraveis niveis de expressao.
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Figura 25 - Quantificacdo de proteinas totais ao longo dos dias de cultivo em diferentes fontes
de carbono para a linhagem T. reesei QM 9414

Além da quantificacdo de proteinas, foram realizadas medidas de pH ao longo do

cultivo (Figura 26). E possivel observar que em todas as biomassas (BIN, BPT e BPTD) as

medidas de pH estdo acima dos valores considerados 6timos para producdo de enzimas

celuloliticas. J4 em Solka-Floc®, o pH se manteve sem grandes variacdes e préximo a 5,0, 0

que favoreceria a producdo de enzimas capazes de sacarificar os materiais celululésicos.
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Figura 26 - Medidas de pH ao longo do cultivo de T. reesei em diferentes fontes de carbono

Os potenciais de sacarificagdo obtidos por ensaios enzimaticos nos substratos Avicel®
e papel de filtro, mostram que Solka-Floc® é o melhor indutor para producdo de celulases
(Figura 27). A quantificacdo de agUcares redutores é maior aos 10 e 15 dias de cultivo,
chegando a aproximadamente 0,1 1U/ml em Avicel® e 0,12 1U/ml para papel de filtro. Ja no
inicio do cultivo, aos cinco dias, o BPT apresenta os niveis mais altos de atividade enzimatica.
Em geral, o BPTD apresentou pouca diferenca em relagdo ao BIN quanto a producdo dessas
enzimas. Com relacdo a xilana, o potencial de sacarificacdo desse substrato mostrou-se maior
quando Solka-Floc® foi utilizado como fonte de carbono. Pouca diferenca entre os demais
substratos é observada, sendo o BPT o segundo na quantificacdo de aglcares redutores aos

cinco dias. No restante do cultivo ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos.
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linhagem T. reesei QM 9414 cultivado em diferentes fontes de carbono
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O fato de Solka-Floc® ser o melhor indutor tanto para celulases como para xilanases
contraria os dados de quantificagdo de proteinas obtidos (Figura 25), onde os niveis mais altos
séo obtidos em indugédo por BPT. Quando esses dados sdo confrontados com a imagem do gel
SDS-PAGE, pode-se observar que o cultivo em Solka-Floc® apresenta um padrdo de bandas
mais intenso do que em BPT (Figura 28). E possivel notar que na regido entre 55 e 95 kDa ha
maior concentracdo de proteinas em compara¢do com as amostras dos demais tratamentos.
Uma possivel explicacdo para a diferenca encontrada entre os dados obtidos na quantificacdo
de proteinas pelo método BCA e os ensaios de atividade enzimatica juntamente com a
avaliacéo por SDS-PAGE é interferéncia de algum componente do meio de cultivo no método
colorimétrico BCA. O proprio fabricante do kit relata que muitas substancias podem interagir
com o corante utilizado, interferindo na analise. Algumas estratégias podem ser adotadas para
superar este viés, sendo métodos de precipitacdo de proteinas os mais recomendados. E
necessario ressaltar que em triagens para selecdo e otimizacdo de meios de cultivo, o nimero
de amostras acaba sendo grande e a inclusdo de etapas adicionais 0s torna inviaveis. Mesmo
assim, fica claro que é fundamental a ado¢cdo de mais de um pardmetro para analise das

condicdes ideias de cultivo.
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Figura 28 - Gel SDS-PAGE do secretoma do padrdo T. reesei cultivado em diferentes fontes
de carbono. Em I: Solka-Floc®; 11: BIN; III: BPT; IV: BPTD

Segundo os dados obtidos nos ensaios de fontes de carbono, o BPT foi a biomassa que
melhor induziu a producdo de celulases e xilanases para as linhagens F88 (P. chrysosporium)
e F811 (A. brasiliensis). J& para T. reesei, 0s maiores potenciais de sacarificacdo foram
obtidos quando se utilizou Solka-Floc®. Dessa maneira, como 0s fungos respondem
diferentemente aos substratos, verificamos que é fundamental a avaliacdo das melhores fontes
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de carbono para otimizar os secretomas que poderdo ser utilizados posteriormente na hidrolise
da biomassa.

Estudos utilizando os substratos em questdo, bagaco de cana-de-agticar e Solka-Floc®,
obtiveram bons resultados na producéo de enzimas celuloliticas. Mandels e Reese (1957), nos
primeiros testes de producdo de celulases em T. reesei ja destacavam 0s niveis elevados de
atividade enzimatica quando Solka-Floc® era utilizado como fonte de carbono. O mesmo foi
observado em outros organismos, como Acremonium cellulolyticus (FANG et al., 2008).

Maeda e colaboradores (2013) obtiveram um preparado enzimatico através do
secretoma de Penicillium funiculosum cultivado em bagaco pré-tratado quimicamente assim
como Rocha e colaboradores (2013) com Trichoderma harzianum. Utilizando outra linhagem
de T. harzianum, Delabona e colaboradores (2012) testaram diferentes biomassas, obtendo os
resultados mais promissores através do uso de mistura (1:1) com bagaco pré-tratado por
explosdo e farelo de trigo. O uso de bagaco também foi eficiente para producao de celulases e
xilanases por P. chrysosporium (KHALIL, 2002).

2.3.2.3 Analise geral dos ensaios de otimizacédo dos meios de cultivo

O objetivo proncipal dos ensaios de otimizacdo dos cultivos de F88 (P. chrysosporium),
F811 (A. brasiliensis) e T. reesei foi encontrar as condicdes ideias para indu¢do do complexo
enzimatico capaz de sacarificar a biomassa. Os resultados obtidos mostram que as condicGes
Otimas para cada linhagem sdo diferentes quando se visa alcancar a maior producao
enzimatica. Essse fato corrobora a necessidade de otimizacdo dos meios de cultivo
independente para cada fungo, ja que a grande parte dos dados sobre o assunto presentes na
literatura sdo referentes a linhagens de Trichoderma. Nesse sentido, os testes com linhagens
de outros géneros permitem aumentar o conhecimento sobre 0s processos de otimizacéao.

Muitas dificuldades foram encontradas nos ensaios de otimizacdo devido,
principalmente, a heterogeneidade das linhagens. Nos testes de otimizagdo das fontes de
nitrogénio foi necessario fixar Solka-floc® como fonte de carbono. Essa generalizaco, devido
aos dados de T. reesei disponiveis, podem ter prejudicado o processo para F88 (P.
chrysosporium) e F811 (A. brasiliensis), pois para essas linhagens o BPT se mostrou como
melhor de fonte indutora. Ainda nesse sentido, no planejamento de misturas dos elementos
nitrogenados foi fixada relacdo C/N considerada ideal para fungos filamentosos como T.
reesei. Esse fator pode ter influenciado negativamente o desenvolvimento e producdo do

complexo enzimatico por F88 (P. chrysosporium), visto que os estudos com linhagens dessa
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espécie mostram que algumas enzimas sdo expressas em concentra¢cdes minimas de nitrogénio
(KEYSER; KIRK; ZEIKUS, 1978).

Outro ponto importante esta relacionado a dificuldade em manter o pH dos cultivos em
frascos sob agitacao, ja que nesse método de selecdo ndo ha controle desse fator. As linhagens
mais sensiveis a flutuacdo desse elemento podem ser prejudicados, tendo sua capacidade
enzimatica subestimada.

Além de todas as barreiras relacionadas as condicfes ideias, hd também os problemas
relacionados aos métodos de avaliacdo. Os resultados dos diferentes ensaios mostram que
apenas um método de analise ndo é suficiente para avaliar as diferentes respostas das
linhagens. A quantificacdo de proteinas e medidas de pH dos sobrenadantes sdo bons
indicativos das condi¢bes mais promissoras, mas precisam ser avaliadas jutamente das
atividades enzimaticas. Entretanto, os ensaios de atividades enzimaticas sdo conduzidos com
0 sobrenadante bruto, ndo concentrado, onde as proteinas de interesse estdo diluidas no
secretoma do fungo.

Apesar de todos 0s pontos citados anteriormente, a analise conjunta desses trés fatores
possibilitou o estabelecimento das condicdes ideais para cada linhagem. Assim, foi possivel
realizar as atividades posteriores e avaliar as linhagens quanto sua capacidade hidrolitica da

biomassa.

2.3.3 Hidrdlise da biomassa

A partir dos testes de otimizacdo do cultivo descrito no item anterior (2.3.2), as
linhagens foram cultivadas em maior volume e seus secretomas testados em ensaios de
hidrélise da biomassa. Primeiramente, os fungos foram cultivados em 250 ml de meios de
cultivo otimizados quanto as fontes de nitrogénio, solu¢es tamponantes e fontes de carbono

como apresentado na Tabela 10.

Tabela 10 — Condic¢des de cultivo otimizadas quanto as fontes de nitrogénio, solucdes
tamponantes e fontes de carbono para as linhagens F88 (P. chrysosporium),
F811 (A. brasiliensis) e T. reesei QM 9414

Fontes de nitrogénio em g/L

Linhagem N (sulfgto de Solucéo tameonante Fonte de
amonio/ureia/extrato de (concentragdo/pH) carbono (1,2%)
levedura)
F88 1,324/1,382/1,449 citrato (75mM/pH 3,5) BPT
F811 1,428/1,004/2,738 PIPES (100 mM/pH 6,2) BPT

T. reesei 1,233/0,944/3,313 citrato (75mM/pH 3,5) Solka-floc®
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Apos o cultivo das linhagens nas melhores condi¢des de inducdo houve a necessidade
de concentrar o sobrenadante das culturas para os ensaios de hidrolise. 1sso € necessario pois
as proteinas presentes no sobrenadante das culturas estdo diluidas e para a hidrolise foi
preciso fixar a quantidade de proteinas adicionada a cada frasco do ensaio. O método de
liofilizacdo foi 0 escolhido visto que remove a 4gua presente nas amostras sendo amplamente
utilizado em processos de purificacdo de proteinas. Além disso, a liofilizacdo diminui os
riscos de contaminacdo das amostras e a acdo de agentes degradadores, podendo os produtos
serem armazenados e utilizados em ensaios futuros (MATEJTSCHUK, 2007). Apesar desse
processo poder ocasionar perda ou até mesmo de sua funcionalidade das proteinas, mostrou-se
necessario para prosseguimento dos experimentos de hidrdlise.

2.3.3.1 Liofilizacdo dos secretomas

A liofilizacdo consiste, basicamente, em retirar a 4gua presente nas amostras através da
sublimacdo da agua da fase solida para a gasosa, ocorrendo sob baixas temperaturas e vacuo
(MATEJTSCHUK, 2007). Assim, com a utilizacdo dessa técnica foi possivel retirar a 4gua
presente nos sobrenadantes dos cultivos, concentrar as amostras e armazena-las na forma
solida.

Apdbs o processo, obteve-se 10,84 g de material liofilizado para o isolado F88 (P.
chrysosporium), 6,97 g para F811 (A. brasiliensis) e 5,20 g para o padrdo T. reesei. A Figura
29 mostra imagens dos materiais liofilizados armazenados em frascos herméticos. E possivel

visualizar a diferente coloracdo e aspecto dos produtos obtidos para cada cultivo.
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Figura 29 — Frascos contendo os sobrenadantes dos cultivos das linhagens liofilizados. Em A:
F88 (P. chrysosporium); B: F811 (A. brasiliensis) e C: T. reeseli

2.3.3.2 Caracterizacao dos secretomas

Os sobrenadantes de cultivos liofilizados foram caracterizados através da quantificagéo
total de proteinas e determinagdo da atividade enzimética. Para tais experimentos, foram
utilizadas solucdes a 7 g/L de material liofilizado. Uma vez que o processo de liofilizacdo
também concentra os demais componentes do sobrenadante de cultivo, como sais inorganicos
e agUcares, foi necessario submeter as amostras a um processo de dessalinizacdo (PD-10
Desalting Columns) antes das quantificaces de proteinas totais. Testes prévios realizados em
amostras concentradas mostraram que a quantificacdo de proteinas sem a etapa de
dessalinizacdo foram superestimadas.

Ja para os ensaios enzimaticos foi utilizada a solugdo concentrada a 7 g/L sem
dessanilizacdo e avaliou-se 0s potenciais de sacarificacdo de papel de filtro, celobiose e
xilana. A Tabela 11 mostra os resultados obtidos para os secretomas das linhagens F811 e T.
reesei. O isolado F88 ndo foi caracterizado, pois ndo apresentou niveis detectaveis de

proteinas.
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Tabela 11 — Caracterizacdo dos materiais liofilizados das linhagens F811 (A. brasiliensis) e T.
reesei em solucédo 7g/L

Parametros F811 (A. brasiliensis) T. reesei

Proteinas (mg/ml) 0,395+0,011 0,505+0,007
Atividade celulasica (FPU/mI) 0,324+0,001 5,221+0,02
Atividade celobiose (1U/ml) 0,362+0,026 0,004+0,005
Atividade xilanasica (IU/ml) 2,610+0,031 1,333+0,041

Quando os dados de concentragdo de proteinas sdo comparados, observa-se que o
padrdo T. reesei apresenta maior quantidade liberada (0,505+0,007 mg/ml), sendo 1.2 vezes
em relacdo ao isolado F811 (0,395+0,011 mg/ml). No entanto, quando as atividades
especificas, ou seja, a relagdo entre a quantidade de proteinas liberadas e as atividades

enzimaticas, sdo confrontadas, ha grande diferenca entre as linhagens (Figura 30).
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Figura 30 — Atividades enzimaticas especificas entre a relagdo de proteinas produzidas e as
atividades de celulase total, celobiase e xilanase para as linhagens F811 (A.
brasiliensis) e T. reesei

Para celulases totais, T. reesei demonstrou sua supremacia como produtor dessas
enzimas, apresentando indice 16 vezes maior do encontrado no isolado F811. Esse é um fato
esperado, ja que se trata de uma linhagem hipercelulolitica, onde a grande maioria das

enzimas produzidas pertencem ao grupo das endoglicanases (Cel7/B e Cel5A) e

celobiohidrolases (Cel7A e Cel6A). Sabe-se que as CBHSs sdo as proteinas mais abundantes

no secretoma desse fungo em condi¢des de indugédo, podendo atingir 70 a 80% do total

secretado (SEIBOTH; IVANOVA,; SEIDL-SEIBOTH, 2011).
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No entanto, para os potenciais de sacarificacdo em celobiose, a linhagem F811 (A.
brasiliensis) apresentou valor 90 vezes maior em comparacdo com T. reesei. Assim como 0s
dados mostram a supremacia hipercelulolitica de T. reesei também revelam sua deficiéncia
em produzir enzimas capazes de hidrolisar celobiose. Muitos dos coquetéis comerciais
utilizados atualmente sdo suplementados com [-glicosidase provenientes de Aspergillus
(JUHASZ; EGYHAZI; RECZEY, 2005) grupo ao qual pertence a linhagem F811 (A.
brasiliensis).

Também para xilanases, a linhagem F811 (A. brasiliensis) apresentou maior potencial
em sacarificar xilana, sendo 1.5 vezes mais eficiente nesse processo em relagéo ao T. reesei.
A producdo de xilanases em fungos mesofilos é bem documentada e diversas espécies do
género Trichoderma e Aspergillus sdo descritas como produtoras (POLIZELI et al., 2005). De
fato, analises genémicas desses Ultimos revelam um grande arsenal de genes codificadores
para enzimas que podem degradar substratos hemicelul6sicos (VAN DEN BRINK; DE
VRIES, 2011).

2.3.3.3 Ensaios de hidrolise de biomassa

Os ensaios de hidrdlise foram realizados com bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por
explosdo a vapor (BPT) a 15 bar de pressdo por oito minutos. Esse material foi lavado com o
intuito de retirar possiveis inibidores da acdo das enzimas, assim como acuUcares residuais do
processo. Ndo foi realizado processo de secagem ou moagem, preservando assim as
caracteristicas da biomassa pré-tratada e também evitando a compactacao das fibras. Utilizou-
se 0 preparado comercial Cellic CTec3 (Novozymes, Dinamarca) para validacdo do
experimento. Para cada grama, em massa seca, de biomassa pré-tratada foi adicionado 25 mg
de proteina.

Através dos ensaios de hidrdlise, obteve os perfis de conversdo de glicana e xilana,
assim como os acumulos de celobiose e &cido acético durante a reacdo. Os dados de
conversdo de glicana e xilana para ambas linhagens apresentaram perfis similares (Figura 31).
Em glicana, a taxa chegou a cerca de 25% ap0s 72 horas e, para xilana, 30% ap6s 0 mesmo
tempo reacional. Ja o preparado enzimatico Cellic CTec3 atingiu niveis de 80% de conversdo
em glicana e 70% em xilana ao final do processo.

Essa diferenca entre os secretomas das linhagens e o preparado comercial era esperada
ja que o valor de proteinas adicionado a cada ensaio foi fixado em 25 mg de preparado por
grama de massa seca de substrato. A utilizacdo da Cellic CTec3 no ensaio de hidrolise teve

como finalidade exclusiva a validacdo do experimento, visto que seu potencial de acdo nessa
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biomassa é conhecido. Além disso, as enzimas presentes nesse preparado sdo provenientes de
linhagens modificadas geneticamente capazes de excretar grande quantidade de proteinas
especificas na degradacdo da biomassa. Segundo o fabricante, esse preparado € composto por
hemicelulases e celulases que permitem uma alta conversdo de materiais ligcelulosicos pré-
tratados em agUcares fermentaveis.

Quando as linhagens F811 (A. brasiliensis) e T. reesei sdo comparadas em relacdo a
conversdo de glicana, € notavel que apesar da linhagem padrdo possuir alta atividade
especifica para celulases (Figura 31 A) os valores de conversdo sao similares. Esse fato pode
ser explicado devido a baixa producdo de B-glicosidades em T. reesei, ou seja, 0s produtos
gerados pela agdo de endoglicanases e exoglicanases ndo séo totalmente hidrolisados a
glicose. Na Figura 32 (A) é possivel visualizar que a concentracdo de celobiose para essa
linhagem aumenta ao longo da hidrolise do material lignoceluldsico, chegando a
aproximadamente 6 mg/ml ap6s 72 horas de reacdo. J& a linhagem F811 (A. brasiliensis), a
baixa atividade celulolitica total é provavelmente compensada pela alta taxa de B-glicosidades
presente em seu secretoma. Assim, os produtos gerados pela acdo sinérgica das celulases sao
prontamente hidrolisados a glicose, ndo ocorrendo acimulo de celobiose durante a hidrolise
da biomassa.

Também para conversdo de xilana (Figura 31 B), os perfis obtidos das linhagens séo
similares. Esse é um fato interessante, pois a producdo de xilanases pelo fungo F811 (A.
brasiliensis) € maior do que em T. reesei (Tabela 11). Isso pode ser explicado pelo fato de que
algumas endoglicanases encontradas em T. reesei sdo ativas também em Xxilana e Xilo-
oligossacarideos (BIELY; VRSANSKA; CLAEYSSENS, 1991). Segundo Vlasenko e
colaboradores (2010) ha& sete familias dessas enzimas capazes de hidrolisar xilana e
arabinoxilana, sendo a atividade de Cel7 de T. reesei a mais ativa em ambos substratos.

Assim como para celobiose, a presenca de acido acético durante o processo foi
verificado para os trés preparados (Figura 32 B). O maior acumulo ocorreu no ensaio de
Cellic CTec3, seguido por T. reesei e por ultimo, F811 (A. brasiliensis). Ao final da reagéo,
para ambas as linhagens, atingiu-se o nivel de aproximadamente 0,30 mg/ml desse acido. Esse
fato pode ser explicado pela acdo de enzimas capazes de liberar residuos de grupos acetil
presentes na hemicelulose. Essas enzimas sdo denominadas acetil xilana esterases (ZHANG et
al., 2011). O processo de pre-tratamento por explosdo a vapor possibilita a acdo de acetil

xilana esterases, pois ndo elimina completamente as hemiceluloses presentes na biomassa.
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Figura 31 —
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Figura 32 — Perfil de producdo de celobiose (A) e acido acético (B) ao longo do ensaio de
hidrolise utilizando os preparados enzimaticos de F811 (A. brasiliensis), T.
reesei e Cellic CTec3

2.3.3.4 Analise geral dos ensaios de hidrélise

Os ensaios de hidrolise da biomassa utilizando preparados produzidos pelas linhagens
F811 (A. brasiliensis) e T. reesei mostram que ambas foram capazes de converter glicana e
xilana em niveis similares. Esse fato € interessante, visto que o F811 (A. brasiliensis) é uma
linhagem selvagem que ndo sofreu modificagbes genéticas. Além disso, esse isolado
apresentou niveis maiores de producéo de xilanases e B-glicosidades em comparacéo ao T.
reesei. Esses resultados mostram que essa linhagem apresenta um perfil mais amplo de

producdo de enzimas hidroliticas quando induzida no material pré-tratado.
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Outro ponto importante para o isolado F811 (A. brasiliensis) é o fato de que a fonte de
carbono que mais induziu a expressdo de celulases e xilanases foi a biomassa pré-tratada
(BPT). O uso do mesmo material para a producdo dos preparados enzimaticos e da hidrolise
pode ajudar a reduzir os custos do processo de obtencdo do etanol 2G (DELABONA et al.,
2012b). Além disso, trata-se de uma residuo disponivel na indUstria sucroenergética,
facilitando a possivel producéo on-site dessas enzimas.

Dessa maneira, os resultados obtidos nos ensaios de hidrolise séo indicativos de que a
linhagem F811 (A. brasiliensis) é promissora para producdo de enzimas que atuam na quebra

da biomassa em agUcares simples.
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3 CONCLUSOES/CONSIDERACOES FINAIS

As linhagens cedidas para o trabalho foram identificadas como: Phanerochaete
chrysosporium (F88), Trichoderma virens (F108), Penicillium citrinum (F171) e Aspergillus
brasiliensis (F811).

No screening incial, as linhagens F108 (T. virens) e F811 (A. brasiliensis) apresentaram
0s maiores potenciais de sacarificacdo em papel de filtro. Para xilana, os maiores indices
foram alcancados por F811 (A. brasiliensis) e F88 (P. chrysosporium). A linhagem padréo
Trichoderma reesei QM9414 apresentou maior potencial de sacarificagdo em papel de filtro,
enquanto Aspergillus niger ATCC 10004 se mostrou melhor no ensaio enzimatico em xilana.

Segundos os dados da caractereizacao inicial e identificacdo molecular, as linhagens
F88 (P. chrysosporium), F811 (A. brasiliensis) e T. reesei QM9414 foram as selecionadas
para os testes de otimizagéo das condi¢des de cultivo.

Para as fontes de nitrogénio, a melhor combinacgéo entre sulfato de amonio, ureia e
extrato de levedura foi de 4:3:3; 5:3:2 e 6:3:1 para F88, F811 e T. reesei, respectivamente.

O é&cido citrico foi selecionado como melhor agente tamponante para as linhagens F88
(P. chrysosporium) e T. reesei QM9414, e para F811 (A. brasiliensis) selecionou-se PIPES.

O bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado por explosao a vapor (BPT) foi a melhor fonte
de carbono indutora para a producdo de celulases e xilanases para as linhagens F88 (P.
chrysosporium) e F811 (A. brasiliensis). J& para T. reesei, a celulose purificada de Solka-
floc® foi a responséavel pelos maiores indices de inducéo.

Nas condicOes de cultivo otimizadas, a linhagem F811 (A. brasiliensis) apresentou
maior concentragdo de proteinas celulares, assim como atividade de [B-glicosidadeses e
xilanases em comparacdo com T. reesei. No entanto, a linhagem padrdo demostrou sua
supremacia celulolitica com a maior atividade enzimética em papel de filtro (FPA).

Ambas as linhagens, F811 (A. brasiliensis) e T. reesei, apresentaram valores de
converséo de glicana e xilana muito similares nos ensaios de hidrélise. No entanto, apenas nos
ensaio de T. reesei ocorreu acumulo de celebiose ao fim da reacéo.

Estes dados indicam que a linhagem F811 (A. brasiliensis) é promissora na producgéo de
enzimas que degradam a biomassa devido a sua alta capacidade hidrolitica. Também as
enzimas produzidas por esse fungo poderiam ser utilizadas como alternativas para suprir as

deficiéncias de outros preparados, como o de T. reesei.
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Anexo A

Sequéncia de nucleotideos obtidos através do sequenciamento da regido ITS dos isolados:

F88
AACTGAACAGGTTGTAGCTGGCCTCTCGGGGCATGTGCACGCCTGGCTCATCCAC
TCTTCAACCTCTGTGCACTTGTTGTAGGTCGGTAGAAGAGCGAGCATCCTCTGAT
GCTTTGCTTGGAAGCCTTCCTATGTTTTACTACAAACGCTTCAGTTTAAGAATGTC
TACCTGCGTATAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCG
CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCCTGGTATTCCGGGGAGCATG
CCTGTTTGAGTGTCATGGTATCCTCAACCTTCATAACTTTTTGTTATCGAAGGCTT
GGACTTGGAGGTTGTGCTGGCTTCTAGTCGAGTCGGCTCCTCTTAAATGTATTAGC
GTGAGTGTAACGGATCGCTTCGGTGTGATAATTATCTGCGCCGTGGTCGTGAAGT
AACATAAGCTTGCGCTTCTAACCGTCCTTCAGT

F108
TGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGLCCCG
CCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTACTATCT
GAGCCATCTCGGCGCCCCTCGTGGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACA
ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCC
AGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCG
GGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTTTACGGGGCCGGCCCCGAAATACAGTGG
CGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGC
GGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCA
GGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA

F171
CCGTGTTGCCCGAACCTATGTTGCCTCGGCGGGCCCCGCGCCCGCCGALCGGLCLC
CCTGAACGCTGTCTGAAGTTGCAGTCTGAGACCTATAACGAAATTAGTTAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAARAACSCAGCGAAATGCRAW
AACTARKGKGAATTGCARAATTCAGKGAATCATCTCGAGTCTTTGAACGCACATT
GCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAA



110

GCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCCCCCCGCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGG
CAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTA
GTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCCAACCTTTAATTATCTCAGGTTGACCT
CGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTT

F811
CATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGTCTATTGTACCCT
GTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGLGLCTCTGLLCCCCC
GGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACCCTGTCTGAAAGCGTGCAGTCT
GAGTCGATTGTTTGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
GAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGC
CTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCC
CTCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTC
GAGCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGT
TTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACT
T



