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RESUMO

No presente trabalho, quatro diferentes biomassas lignocelulésicas - bagaco de cana-de-
acucar, capim elefante, polpa de eucalipto/pinus e residuos da colheita do milho - foram
avaliadas para a producdo de celulases e xilanases por Penicillium ucsense SIM29, em
cultivo submerso. Em cultivos em biorreator com agitacdo mecanica, em regime
descontinuo, a utilizacdo do bagaco de cana-de-agucar e residuos da colheita de milho se
mostraram as mais promissoras, resultando em atividades superiores de FPA,
endoglicanases, exoglicanases, p-glicosidases e xilanases. Em cultivos em regime
descontinuo alimentado, incremento nas atividades enzimaticas foram observadas, exceto
para polpa de eucalipto/pinus. Bagaco de cana-de-aclcar dobrou a atividade de FPA,
enguanto que para capim elefante e residuos da colheita de milho, esse aumento foi de 2,7
vezes. Para a polpa de eucalipto/pinus houve uma acentuada diminuicdo de atividade,
indicando a sua ineficiéncia para emprego na producdo do complexo enzimético em
processo submerso. Os maiores incrementos na atividade foram observados para f3-
glicosidases quando produzidas utilizando capim elefante (8,6 vezes) e bagaco de cana-de-
acucar (4,6 vezes). Também foram avaliadas a estabilidade e atividade 6tima dos extratos
enzimaticos brutos de P. ucsense produzidos nas diferentes biomassas, e comparadas a dois
controles — enzimas produzidas em celulose comercial e um coquetel enzimatico comercial
Celluclast®. As maiores atividades relativas para as enzimas produzidas em biomassas
lignocelulésicas foram observadas em temperaturas entre 60 e 70°C, e pH variando entre 4
e 55. Em relacdo a termoestabilidade e estabilidade em diferentes valores de pH, as
enzimas se apresentaram mais estaveis, apos 72h, em pH entre 4 e 5. Ja as temperaturas que
resultaram em maior estabilidade ap6s 72h foram entre 40 e 50°C, para a maioria das
enzimas avaliadas, com destaque para endoglicanases e [-glicosidases produzidas em
residuos da colheita do milho, que foram mais estaveis em 60 e 65°C, respectivamente.
Quanto a utilizagdo dos diferentes extratos brutos na hidrélise das biomassas
lignocelulésicas, as enzimas se mostraram eficientes quando comparadas ao coquetel
comercial Celluclast®. Os resultados obtidos se mostram promissores para o0
desenvolvimento de processos de producdo enzimatica em larga escala utilizando residuos
lignocelulosicos, uma vez que titulos enzimaticos proximos ou superiores aos produzidos
com celulose comercial foram alcancados, e as enzimas produzidas possuem caracteristicas
desejaveis para uma possivel aplicagdo comercial destes coquetéis. Outro fator importante,

é que o desenvolvimento de tal processo pode auxiliar na diminuicdo dos custos das



enzimas celuloliticas, e consequentemente no processo de producdo de etanol de segunda

geragdo, bem como de outros metabdlitos microbianos de interesse econdémico.

Palavras-chave: Penicillium ucsense, biomassas lignocelulosicas, celulases, atividade,

estabilidade.



ABSTRACT

In the present work, four different lignocellulosic biomasses - sugarcane bagasse, elephant
grass, eucalyptus/pine pulp and corn harvest residues - were evaluated for the production of
cellulases and xylanases by Penicillium ucsense S1M29, in submerged culture. In stirred
tank reactor, in a batch regime, the use of sugarcane bagasse and corn harvest residues
proved to be more promising, resulting in higher activities of FPA, endoglycanases,
exoglycanases, B-glucosidases and xylanases. In fed-batch, increases in enzymatic activities
were observed, except for eucalyptus/pine pulp. Sugarcane bagasse doubled FPA activity,
while for elephant grass and corn harvest residue, this increase was 2.7 times. For
eucalyptus/pine pulp there was a marked decrease in activity, proving its inefficiency for
use in enzyme complex production in a submerged process. Increases in activity were
greater for B-glucosidases when produced using elephant grass (8.6 times) and sugarcane
bagasse (4.6 times). The stability and optimal activity of crude enzyme extracts from P.
ucsense produced in different biomasses were also evaluated, and compared to two controls
— enzymes produced in commercial cellulose and a commercial enzyme cocktail
Celluclast®. The higher activities related to enzymes produced in lignocellulosic biomasses
were observed at temperatures between 60 and 70°C, and pH varying between 4 and 5.5.
Regarding thermostability and stability at different pH values, the enzymes were more
stable, after 72h, at pH between 4 and 5. The temperatures that resulted in greater stability
after 72h were between 40 and 50°C, for the majority of the enzymes evaluated, with
emphasis on endoglycanases and B-glucosidases produced in corn harvest residues, which
were more stable at 60 and 65°C, respectively. Regarding the use of different crude extracts
in the hydrolysis of lignocellulosic biomass, the enzymes proved to be efficient when
compared to the commercial Celluclast® cocktail. The results obtained are promising for
the development of large-scale enzyme production processes using lignocellulosic waste,
since enzyme titers close to or higher than those produced with commercial cellulose were
achieved, and the enzymes produced have desirable characteristics for a possible
commercial application of these cocktails. Another important factor is that the development
of such a process can help reduce the costs of cellulolytic enzymes, and consequently in the
production process of second-generation ethanol, as well as other microbial metabolites of

economic interest.

Keywords: Penicillium ucsense, lignocellulosic biomasses, cellulases, activity, stability.



1. INTRODUCAO

Devido ao rapido crescimento populacional e ao grande desenvolvimento dos setores
da industria e de transportes, ocorrido nas ultimas décadas, a demanda de energia pela
populagdo mundial também aumentou. Com a elevacdo dos niveis de consumo de energia,
ndo s6 os combustiveis fosseis correm o risco de se extinguirem, como também houve um
aumento na emissdo de gases poluentes, alterando a composicdo da atmosfera, que
apresenta efeito no processo de aquecimento global.

Com isso, surge a necessidade do desenvolvimento de novas formas de produzir
energia, de maneira limpa e sustentavel. A busca por novas fontes de energia renovavel
direciona as atividades de pesquisa & desenvolvimento para alguns segmentos especificos,
sendo um deles a producdo de etanol de segunda geracdo. A producdo deste combustivel
por este processo nao sO utiliza fontes renovaveis, mas também residuos agroindustriais,
que sdo abundantes em nosso pais e que necessitam de uma destinacdo correta e
sustentavel.

Para que os residuos lignocelulésicos possam ser aproveitados na producdo de etanol,
0S mesmos precisam ser desconstruidos, podendo esse processo ser quimico, fisico ou
enzimatico. A producdo de enzimas celuloliticas por microrganismos para utilizacdo nestes
processos vem sendo intensivamente estudada, visando a diminuicdo nos custos de
producdo. Para a producdo de enzimas, varias determinantes devem ser analisadas visando
sua eficiéncia, desde o microrganismo produtor, o processo de producdo, e a formulagéo do
produto final.

Nos processos industriais para a producdo de enzimas, a fonte de carbono utilizada é
principalmente a celulose comercial, que contribui para tornar o processo oneroso. A
possibilidade da utilizacdo dos proprios materiais lignocelulésicos para a produgdo da
enzima, como fonte de carbono para o crescimento do fungo produtor e como indutor do
complexo enzimatico pode constituir-se em uma alternativa econémica para a produgédo
destas.

Particularmente, o Brasil tem se destacado na producdo mundial do etanol de segunda
geracédo (2G), visto a instalagdo da planta industrial do mesmo em Alagoas, pela GranBio,
inaugurada ainda em 2014 e que pretende ampliar sua producdo de etanol 2G de 30 milhGes
para 50 milhdes de litros anuais em 2026. Outro caso de sucesso que pode ser citado é a

Raizen (joint venture entre a Cosan e Shell), que em maio de 2024 inaugurou sua segunda
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planta de etanol 2G, capaz de gerar um volume de 80 milhdes de litros por ano. Em ambas
as empresas, a hidrélise dos materiais lignocelulésicos é realizada utilizando um complexo
enzimatico fornecido pela Novonesis®.

Processos submersos operados em regime descontinuo alimentado para a producéo de
celulases e hemicelulases também tem se mostrado promissores para 0 aumento das
atividades enzimaéticas, comparado aos processos realizados em regime descontinuo.
Entretanto ainda ndo é bem compreendido quais as exatas concentracdes da fonte de
carbono que devem ser adicionadas durante a batelada alimentada.

Diante do exposto, o estudo da utilizacdo de diferentes biomassas lignocelulésicas na
producdo de complexos enzimaticos celuloliticos, em cultivos submersos, se mostra
importante para o desenvolvimento de tecnologias voltadas para a utilizagdo destes residuos
em larga escala. Entretanto, é importante que ndo haja perdas na produtividade enzimatica
em relagdo a fonte de carbono largamente utilizada, a celulose comercial. Com isso, a
utilizacéo de regimes descontinuos alimentados pode ser uma alternativa promissora, sendo

o0 alvo principal desta pesquisa.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ENERGIA RENOVAVEL

Atualmente, para atender a demanda de energia necessaria, a humanidade depende
principalmente da utilizacdo de combustiveis fosseis, que condizem com cerca de 80% da
energia global obtida, dos quais 58% sdo consumidos pelo setor de transportes. Entretanto,
o0 rapido aumento no consumo desses combustiveis devido ao crescimento populacional e a
industrializacdo cada vez maior, resultardo em seu esgotamento (Zabed et al., 2016). A
ideia de converter aglcares derivados da biomassa em biocombustiveis foi primeiro
proposta na década de 1970, devido a fatores econdmicos e geopoliticos, tais como elevado
preco do petréleo, preocupacdes ambientais e instabilidade no fornecimento mundial deste
combustivel (Kuhad et al., 2016).

Outro fator de grande impacto é que a utilizacdo de combustiveis fosseis tem
contribuido para as emissdes de gases do efeito estufa, aumentando o aquecimento global e
ocasionando mudancas climaticas, aumento do nivel do mar e perda da biodiversidade do
planeta, o que torna imprescindivel o desenvolvimento de fontes de energia que sejam
renovaveis, sustentaveis, eficientes e econémicas (Zabed et al., 2016). A utilizacdo de
etanol juntamente com a gasolina reduziu a emissao de dioxido de carbono na atmosfera,
entretanto ainda h altos niveis de dioxido de carbono sendo liberados ao meio ambiente, o
que faz com que a utilizacdo do etanol de segunda geracdo seja uma alternativa viavel,
devido a abundancia de suas fontes de obtencéo (Zaldivar et al., 2001).

O etanol pode ser produzido a partir de diferentes fontes, sendo estas divididas em
trés diferentes grupos: ricos em agUcares, ricos em amido e biomassa lignocelulosica
(Zabed et al., 2016). A biomassa lignoceluldsica representa aproximadamente 50% da
biomassa do planeta, possuindo assim alta disponibilidade e baixo custo, uma vez que a
mesma pode ser proveniente de residuos agroindustriais e florestais, tornando-a promissora
para producdo de energia renovavel (Singhania et al., 2010; Cardona & Sanchez, 2007).
Residuos vegetais lignocelulosicos podem ser uma alternativa eficaz as caras fontes de
carbono, pois sdo fontes baratas, renovaveis, abundantes e ricas em nutrientes para 0s
microrganismos envolvidos na producdo de celulases (Bhardwaj et al, 2021). Entretanto, a
utilizacdo de biomassa lignocelulésica ainda enfrenta dificuldades técnicas e econémicas,
devido & necessidade de pré-tratamentos anteriores a sua utilizacdo, necessitando de

maiores estudos para aumentar sua eficiéncia (Zabed et al., 2016).
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2.2 MATERIAL LIGNOCELULOSICO

Os materiais lignoceluldsicos sdo a matéria prima na producdo de etanol de segunda
geracdo. Sd&o constituidos por celulose, hemicelulose, lignina, pequenas quantidades de
extrativos e sais minerais (Ferraz, 2004). Seu potencial de utilizacdo é baseado em seu
baixo custo econdmico, uma vez que 0s mesmos estdo presentes em residuos, e no fato de
ndo competir com a producgdo de alimentos. A biomassa lignocelulésica pode ser dividida
em culturas energéticas, plantas aquaticas, residuos florestais, residuos agroindustriais e
residuos organicos municipais (Zabed et al., 2016).

Anualmente, estima-se que cerca de 2,9.10° milhdes de toneladas de residuos
lignocelulésicos s&o produzidos a partir do cultivo de cereais, 3.10° milhes de toneladas a
partir da cultura de sementes oleaginosas e 5,4.10° milhdes de toneladas em outras
plantacdes, em todo o mundo (Kuhad et al., 2016). A composic¢do desses materiais se da,
basicamente, por polimeros de celulose e hemicelulose ligados firmemente a polimeros de
lignina através de ligagdes de hidrogénio ou interaces covalentes, o que torna a estrutura
robusta e recalcitrante a despolimerizacdo, sendo representada na Figura 1 (Zabed et al.,

2016).
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Figura 1. Composicdo do material lignocelul6sico na parede celular (Adaptada de Zabed et
al., 2016).

Celulose é a substancia organica renovavel mais abundante na natureza, sendo um
polimero natural composto por unidades de B-D-glicose, biossintetizado principalmente
pelas células vegetais para constituicdo da parede celular (Angelo, 2004). O total de

unidades de glicose na molécula de celulose varia entre centenas até milhares, constituindo

19



de 15 a 30% de massa seca da parede celular primaria e 40% da parede celular secundéria
nas células vegetais (Zabed et al., 2016). E um homopolimero linear, com partes amorfas e
cristalinas, cujos monémeros unem-se por liga¢oes B-1,4-glicosidicas, compondo cerca de
50% da massa total dos materiais lignocelulésicos (Galvagno & Forchiassin, 2004; Ferraz,
2004).

A celulose pode ser hidrolisada quimicamente em meio &cido, ou enzimaticamente,
liberando unidades de hexoses (Angelo, 2004). Apesar de sua estrutura relativamente
simples, ndo é um polimero facilmente degradavel, uma vez que suas moléculas estdo
associadas formando microfibrilas cristalinas estabilizadas por liga¢Bes de hidrogénio, além
de estar associada aos outros polimeros, como hemicelulose, lignina e substancias pécticas
(Galvagno & Forchiassin, 2004).

Hemicelulose constitui um grupo de polissacarideos associados a outros componentes
da parede celular, consistindo em uma cadeia linear de agticares unidos por ligacdes B-1,4,
geralmente com ramificagdes curtas, sendo formada principalmente por hexoses (B-D-
glicose, a-D-galactose e B-D-manose) e pentoses (B-D-xilose e a-L-arabinose), sendo o
acucar mais abundante a xilose. As hemiceluloses, como componentes da parede da célula
vegetal, sdo divididas em xilanas (mais abundantes em residuos agroflorestais) e
glicomanas (que além dos residuos agroflorestais, estdo presentes em maior quantidade em
residuos municipais, provenientes de alimentos). Sua hidrolise requer a participacdo de
numerosas enzimas que atuem sobre a cadeia principal e também sobre as laterais,
destacando-se as xilanases (Galvagno & Forchiassin, 2004; Juturu & Wu, 2012; Zabed et
al., 2016). Podem ser homopolimeros ou heteropolimeros, sendo que seu teor médio em
materiais lignoceluldsicos é bastante variavel, podendo ser de 20% até 40% (Ferraz, 2004;
Juturu & Wu, 2012). A hidrdlise completa da hemicelulose resulta na liberagdo de outros
componentes da lignocelulose, sendo sua quebra, portanto, um fator chave para aumentar a
utilizacdo da biomassa. A xilana € um dos principais componentes da hemicelulose em
residuos agricolas, como farelo de trigo, palha de trigo e palha de milho, e constitui cerca
de um tergo do carbono orgénico renovavel total na Terra (Li et al. 2020).

Lignina compGe parte das paredes das células vegetais formando uma matriz amorfa,
junto a celulose e hemicelulose, com a qual pode ter uniGes covalentes, sendo uma
molécula de alta complexidade que requer sistemas enzimaticos ndo especificos e com alto
poder redox para sua degradacdo (Galvagno & Forchiassin, 2004). E um polimero
aromatico altamente ramificado e composto basicamente por trés compostos fendlicos:

cumaril, alcool coniferilico e alcool sinapilico. Seu teor é bastante variavel, de acordo com
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o tipo de material lignoceluldsico, sendo que cascas de madeira macia possuem cerca de 30
a 60% de lignina, cascas de madeira dura 30 a 55%, gramineas 10 a 30%, e residuos
agricolas apenas cerca de 3 a 15% (Zabed et al., 2016).

A aplicacdo industrial da biomassa lignocelulésica requer a superacdo de diversos
desafios, como a necessidade de um pré-tratamento que reduza a cristalinidade da celulose,
facilitando a sua degradacdo, a utilizagdo de materiais mais econdémicos, de extratos
enzimaticos com atividades superiores as existentes atualmente, bem como microrganismos
que produzem elevados titulos enzimaticos (Singhania et al., 2010). Muitos residuos
lignocelulésicos, como farelo de trigo, bagaco de cana-de-agucar, palha de arroz, palha de
trigo, engaco de uva, sementes, bagaco de frutas, sabugo de milho e farelo de soja, foram
avaliados na producdo de celulases. Além disso, a variacdo nas condi¢cdes atmosféricas
resulta em diferentes diversidades de plantas e estrutura composicional, causando assim
variagbes nos residuos disponiveis (Bhardwaj et al, 2021). Dentre o0s residuos
agroindustriais de maior importancia em nosso pais, destacam-se 0 bagaco da cana-de-
acucar, o sabugo e a palha do milho, palhas de trigo e arroz e restos de madeira, que sdo
materiais com enorme potencial para producdo de etanol de segunda geracdo e que
necessitam de um aproveitamento mais racional (Bon et al., 2008b). A seguir serdo
discutidos os residuos lignocelul6sicos utilizados neste trabalho.

2.2.1. Bagaco de cana-de-agucar

O bagaco de cana-de-acUcar (Saccharum officinarum) é um residuo agroindustrial
abundante e amplamente difundido pelo mundo, com elevados teores de aglcares em sua
composicao (cerca de 50% de celulose e 25 % de hemicelulose), sendo considerada uma
importante fonte para a producdo de biocombustiveis e quimicos, buscando o
desenvolvimento do conceito de bioeconomia (Grigorevski-Lima et al., 2013; Chambon et
al., 2018).

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agtcar, possuindo mais de 9,75
milhdes de hectares plantados e produzindo mais de 578 milhGes de toneladas de cana
anualmente, sendo também lider na produgdo de etanol derivado da mesma. Além da
producdo de acUcar e alcool, seus diferentes subprodutos e residuos podem ser utilizados
em diferentes areas, tais como geracdo de energia, racdo animal e fertilizante. A quantidade
de bagaco produzida depende do teor de fibra da cana processada, sendo que em média séo
produzidos 280 quilos de bagaco por tonelada de cana, tornando-o um dos principais

subprodutos da industria sucroalcooleira (Embrapa, 2024a).

21



2.2.2. Capim elefante

O capim elefante (Pennisetum purpureum) é uma cultivar tropical nativa da Africa e
que foi introduzida na maioria dos paises tropicais e subtropicais. Essa graminea vem sendo
considerada com uma alternativa para a producdo de combustiveis renovaveis, uma vez que
possui elevada produtividade quando comparada a outras espécies e sua composi¢do inclui,
aproximadamente, 36% de celulose, 19% de hemicelulose e 21% de lignina (Scholl et al.,
2015; Menegol et al., 2014).

O capim elefante caracteriza-se por ser uma graminea robusta, com folhas largas e
caules perenes, atingindo cerca de 3 metros de altura. Sua producdo pode chegar a 50
t/ha/ano, apresentando maior produtividade e menor custo em relacdo ao cultivo da cana-
de-acucar e do milho (Embrapa, 2024b). Sua utiliza¢do torna-se uma alternativa promissora
ao desenvolvimento sustentavel, uma vez que resulta em melhoria na utilizacdo de

matérias-primas abundantes sem aplicacdo efetiva na industria.

2.2.3. Polpa de eucalipto/pinus

O género Eucalyptus € originario da Oceania e seu cultivo se espalhou por todo o
mundo. Embora existam cerca de 730 espécies reconhecidas botanicamente, apenas cerca
de 20 delas sdo produzidas e utilizadas comercialmente. Estas espécies diferem entre si em
suas composicdes quimicas e propriedades fisicas, possuindo, portanto, diversas aplicacfes
industriais (Embrapa, 2024c). Na Europa, estima-se que cerca de 10% da madeira utilizada
em industrias de polpa e papel seja oriunda de plantacGes de eucalipto, sendo que sua
composi¢éo varia de acordo com as diferentes espécies (43 — 53% de celulose, 12 - 16% de
hemicelulose e 24 - 31% de lignina (Brito et al., 2008; Barneto et al., 2011). Segundo a
Embrapa (2024c), no ano de 2013 a produtividade do eucalipto no Brasil chegou a 207,8
milhdes de metros cubicos de madeira. Outro dado importante é a produtividade media do
eucalipto em nosso pais, que chega a 39 mé/ha/ano, gerando cerca de 300 toneladas/ha de
residuos, como tocos, raizes e galhos, apds a colheita. J4 no ano de 2021, estimou-se que
haviam cerca de 7,3 milhdes de hectares de eucalipto plantados em nosso pais, e cerca de
1,8 milh&o de hectares de pinus (Agencia Brasil, 2024).

O cultivo do pinus tornou-se um importante aliado no combate a exploracdo de
madeiras nativas no Brasil, e atualmente 0 mesmo representa cerca de 30% das plantagoes
destinadas a producdo de papel e celulose em nosso pais, enquanto que na Europa
representa 32%. Sua composi¢do quimica in natura é de aproximadamente 48% de
celulose, 22% de hemicelulose e 21% de lignina (Brito et al., 2008; Embrapa, 2024d).
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2.2.4. Residuos da colheita do milho

Desde sua domesticacdo a cerca de 9.000 anos, o milho (Zea mays) vem
apresentando um papel cada vez mais importante, sendo que sua producdo global é
crescente, ocupando cerca de 197 milhGes de hectares, espalhados entre os continentes
(Erenstein et al, 2022). O milho é um dos principais produtos agricolas do Brasil, sendo a
producdo mais expressiva dentre 0s cereais. Juntamente com a soja, equivalem a 80% da
producdo nacional de grédos, com safras durante o verdo e o inverno, dependendo da regido
do pais. Sua producdo é voltada principalmente ao consumo interno, embora sua exportacdo
venha sendo realizada de forma expressiva. A producdo brasileira € principalmente
destinada ao consumo animal, mas também para consumo humano na forma de grdos ou
milho verde (Embrapa, 2024¢). Além disso, atualmente, cerca de 15% do etanol produzido
no Brasil é proveniente do milho. As fracbes do residuo de milho séo classificadas em
colmo (medula e casca) e folha, e apresentaram diferentes tecidos, morfologia celular e
composicdes quimicas (Li et al, 2012). Sua colheita gera grandes quantidades destes
residuos, sendo, entretanto 0s sabugos os mais estudados, possuindo um percentual
consideravel de xilana e relativamente menor presenca de cinzas que outras biomassas,
permitindo uma gama maior de possibilidades de pré-tratamento (Kumar et al., 2023).
Além da elevada producdo nacional, o milho é uma cultivar amplamente difundida pelo
mundo. Sua colheita gera diversos residuos, tais como palhas, folhas e talos, que sdo
atualmente deixados na propria lavoura, servindo apenas como parte da fertilizacdo do solo

para 0 novo plantio.

2.3 PRE-TRATAMENTO DO MATERIAL LIGNOCELULOSICO

O pré-tratamento é a etapa chave para uma eficiente utilizacdo da biomassa
lignocelulosica, porém é a mais onerosa, sendo o desenvolvimento de tecnologias mais
baratas, sustentaveis e eficientes para utilizacdo em grande escala, um avango necessario
(YYamakawa et al., 2018). Os pré-tratamentos mais conhecidos e utilizados sdo a hidrélise
acida, a explosdo a vapor e 0s processos hidrotérmicos, que apresentam uma boa eficiéncia
e aplicabilidade industrial, mas que em contrapartida resultam em custos elevados, devido a
construcdo dos reatores que necessitam ser resistentes a altas pressdes e a corrosdo, bem
como pelo gasto energético gerado pelas altas temperaturas utilizadas. Outros métodos que
vém sendo desenvolvidos utilizam condi¢fes em meio alcalino, processos oxidativos, e a
utilizacdo de organosolv e liquidos idnicos, entretanto os custos elevados ainda sdo um

impedimento a sua utilizagdo (Jonson & Martin, 2016).
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Os pré-tratamentos mais utilizados citados anteriormente resultam em um material
mais facilmente hidrolisavel pelo complexo lignocelulolitico, uma vez que deixam as fibras
de celulose mais expostas, sem, entretanto, promover a separagédo e recuperacao efetiva dos
trés principais componentes da biomassa. Por outro lado, a utilizacdo de solventes como
etanol, acetona e liquidos idnicos sdo capazes de recuperar estas fracGes. No caso dos
processos com organosolv, apesar do custo ser menor, a utilizacdo de solventes volateis em
altas temperaturas e pressdes pode resultar em um processo perigoso, enquanto que 0S
liquidos i6nicos, apesar de ndo apresentarem este problema, necessitam que seus custos

sejam reduzidos (Yamakawa et al., 2018; Moyer et al., 2018).

2.4 ENZIMAS CELULOLITICAS

2.2.1. Celulases

As enzimas celuloliticas, responsaveis pela hidrolise da celulose, constituem um dos
grupos enzimaticos ja utilizados comercialmente que ainda possuem grande potencial para
a multiplicacdo do volume atualmente explorado. Dentre as varias aplicacdes de celulases,
destacam-se sua utilizacdo na industria de detergentes e na industria téxtil, como agente de
peeling da superficie das fibras de tecidos, na industria de polpa de celulose e de papel, para
melhorar as propriedades mecanicas das fibras e facilitar o processo de reciclagem, na
industria de sucos e alimentos, entre outros (Angelo, 2004). Entretanto, apesar destas
inimeras aplicacBes, seu grande potencial de aplicacdo estd na producdo de etanol de
segunda geracdo, necessitando, porém, de um maior desenvolvimento desse processo, uma
vez que os custos de producéo ainda séo elevados e os titulos enzimaticos produzidos ainda
podem ser aumentados (Singhania et al., 2010).

A completa degradacdo enzimética da celulose depende da acdo conjunta de varias
enzimas que compdem o complexo celulolitico, sendo as principais delas as endo-p-1,4-
glicanases (EC 3.2.1.4), exo-B-1,4-glicanases (EC 3.2.1.91) e B-glicosidases (EC 3.2.1.21)
(Angelo, 2004). Estas enzimas atuam em sinergia hidrolisando ligagdes glicosidicas
presentes na celulose, produzindo glicose, celobiose e celo-oligossacarideos. As endo-f-
1,4-glicanases realizam a clivagem do polimero de celulose em suas regides amorfas ou na
superficie das microfibrilas, expondo um maior nimero de extremidades redutoras e ndo
redutoras, enquanto que as exo-PB-1,4-glicanases atuam sobre essas extremidades para
liberar celo-oligossacarideos e celobiose. Por fim a B-glicosidase cliva a celobiose em

mondmeros de glicose, completando a hidrolise da biomassa (Singhania et al., 2010; Zabed
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et al., 2016). A representacdo da acao sinérgica destas enzimas esta representada na Figura
2.

l Exoglicanase
H OH

CHa0H
lﬁ—glicnsidase

CHLOH

OH

Figura 2. Representacdo esquematica do processo de clivagem da celulose pelo complexo
enzimatico celulolitico (Adaptado de Juturu & Wu, 2014).

2.2.2. Xilanases

O desenvolvimento comercial de xilanases para a hidrdlise de materiais
lignocelul6sicos ainda ndo esta tdo avancado quanto o de celulases, uma vez que as
preparacdes enzimaticas comerciais tém sido desenvolvidas para a hidrélise de biomassa
pré-tratada com acido, onde a hemicelulose ja foi removida (Bon et al., 2008b). Sua
principal aplicagédo esta na industria de polpa e papel, devido a necessidade de utilizacdo de
temperaturas entre 55 e 70°C, bem como de pH alcalino, nesses processos. Por serem
termoalcalofilicas e termoacidofilicas podem ser utilizadas em processos de bioconverséo,
onde pré-tratamentos por explosédo a vapor, alcalino ou com &cidos, entre outros, podem ser
utilizados antes do tratamento enzimatico (Coelho & Nascimento, 2008).

Um amplo espectro de enzimas atua sinergicamente na hidrdlise de hemicelulose,
sendo as mais importantes as endoxilanases (E.C.3.2.1.8) e B-xilosidases (EC 3.2.1.37), que
sdo as enzimas chaves para hidrélise da xilana, o principal componente da hemicelulose.
Endoxilanases hidrolisam as cadeias principais de xilana produzindo xilooligbmeros,
enquanto as B-xilosidases atuam nesses xilooligdbmeros liberando a xilose (Juturu & Wu,
2012; Zabed et al., 2016).
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2.5 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE ENZIMAS CELULOLITICAS

Sistemas celuloliticos completos sdo produzidos por diferentes géneros e espécies
de bactérias e fungos, compreendendo bactérias aerébias e anaerdbias, fungos da
degradacédo branca e da degradacdo macia, bem como fungos anaerdbios. Dentre esses, se
destacam os fungos filamentosos, por suas produgdes elevadas das trés classes de enzimas
presentes no complexo celulolitico, dispostos nos géneros Trichoderma, Penicillium,
Fusarium, Humicola, Phanerochaete e Aspergillus (Bon et al., 2008b; Singhania et al.,
2010).

Como consequéncia, as celulases fungicas tém sido as mais estudadas e exploradas
industrialmente, com a descoberta de diversas espécies com elevado potencial para a
producdo destas enzimas (Angelo, 2004). O fungo Trichoderma reesei é o microrganismo
cujo sistema celulolitico foi mais investigado, entretanto sua producdo da enzima [-
glicosidase é baixa, sendo necessaria a sua suplementacéo nos preparados enzimaticos deste
fungo (Bon et al., 2008b).

A producdo de celulases a partir de outras espécies fungicas pode resultar em um
grande interesse industrial, desde que seus titulos enziméaticos e desempenho em processos
de tratamento de téxteis celul6sicos e na hidrdlise de celulose possam se comparar ou
ultrapassar os obtidos por T. reesei (Camassola et al., 2004). Diversas espécies vém sendo
estudadas a fim de produzir elevadas concentracfes de enzimas, especialmente utilizando
residuos lignocelulésicos no meio, sendo algumas destas espécies Acremonium
cellulolyticus, Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Fusarium oxysporum, Humicola
grisea, Melanocarpus sp., Monascus purpureus, Scytalidium thermophilum, Penicillium
decumbens e Penicillium echinulatum (Kuhad et al., 2016).

A producdo de celulase tem sido relatada para diversos fungos, sendo que a
utilizagdo de fungos mesofilos e termofilos apresenta-se como uma alternativa interessante,
devido as altas temperaturas suportadas por eles, sendo relatados estudos de producéo de
celulases a 30°C por Penicillium decumbens 114-2 e Agaricus arvensis, e a 45°C pelos
géneros Melanocarpus, Myceliophthora e Scytalidium. A producdo destas enzimas em
diferentes pH também é de extrema importancia, tendo em vista a variedade de substratos
que podem ser empregados, sendo relatada a producdo de celulases por Aspergillus terreus

em condi¢des extremamente acidas (Kuhad et al., 2016).
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2.2.3. Género Penicillium

O género Penicillium tem demonstrado grande potencial na producéo de celulases,
uma vez que apresenta mais alta relacdo da atividade de B-glicosidases e da FPA, sendo
superior a apresentada por outros fungos, dentre eles T. reesei (Martins et al., 2008).
Diversas especies de fungos pertencentes ao género Penicillium merecem atencdo como
alternativas ao T. reesei para producéo de etanol de segunda geracdo, uma vez que diversos
estudos relatam o desempenho superior de suas preparacdes enzimaticas em relacdo as
enzimas produzidas por Trichoderma (Gusakov, 2011).

Penicillium echinulatum estd entre os microrganismos que apresentam um grande
potencial para secrecdo de enzimas celuloliticas, sendo capaz de secretar altos titulos de
celulase em processos submersos (Dillon et al., 2011). Estudos anteriores do grupo
demonstraram que P. echinulatum é capaz de metabolizar sacarose, sem sofrer repressdo
catabdlica, além de apresentar potencial de aumento em suas atividades de FPA quando
cultivado em regime descontinuo alimentado, onde o uso de concentracfes maiores de
celulose é possivel (Reis, 2017). Além disso, P. echinulatum apresenta alta estabilidade
térmica a 50°C em suas atividades de FPA e de B-glicosidases (Camassola et al 2004), uma
importante caracteristica para sua utilizacdo comercial. Recentemente, P. echinulatum
S1M29 foi reclassificado, apds estudos de seus genes, em uma nova espécie, nomeada

como P. ucsense (Lenz et al., 2022).

2.6 PRODUQAO DE ENZIMAS CELULOLITICAS

Biorreatores de tanque agitado sdo utilizados em cultivos aerados por sua
flexibilidade e seguranca, apresentando, entretanto, custos de manutengdo e operagédo
elevados quando comparados a biorreatores com agitagdo pneumatica, como os biorreatores
airlift e coluna de bolhas (Ward, 1991). Suas principais vantagens sao a alta flexibilidade e
a capacidade de fornecer elevada transferéncia de oxigénio e elevados valores de
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (KLa), podendo ser utilizados para
meios com viscosidades elevadas (Shuler & Kargi, 1992). Consistem em um tanque
cilindrico equipado com sistemas de chicanas, cuja funcdo é evitar a formacdo de vortices
durante a agitacdo do meio. O agitador € montado em um eixo central ao fermentador,
possuindo ao longo de sua altura uma série de turbinas ou impelidores (Schmidell et al.,

2001; Chisti & Moo-Young, 2002).
Além da escolha do biorreator mais adequado, 0 sucesso de um processo

fermentativo depende também da correta definicdo do microrganismo a ser utilizado, do
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meio de cultura, da forma de conducdo do mesmo e das etapas de recuperacdo do produto
(Schmidell et al., 2001).

A producdo de celulases € influenciada por varios parametros de processo, tais
como o pH do meio, a temperatura de cultivo, a composicdo do meio, 0s nutrientes
presentes no mesmo, entre outros (Kuhad et al., 2016). A matéria prima é um dos
componentes mais relevantes nos custos de producao de uma enzima, atingindo até 75% do
custo total o que faz crescer o interesse no aproveitamento de residuos lignocelulésicos
agroindustriais e florestais, dentre os quais destacam-se bagaco de cana-de-acUcar, sabugo
de milho, palha de arroz e farelo de trigo, uma vez que ndo possuem custos de producéao
diretos. Além disso, sua utilizacdo em bioprocessos representa uma forma de agregar valor
a residuos abundantes, solucionando o problema de seu acimulo que representa um sério
problema ambiental (Bon et al., 2008a).

Celulases sdo enzimas induzidas, sendo que diversas fontes de carbono vém sendo
estudadas a fim de identificar os substratos que resultem em maior efeito indutor (Mandels
& Reese, 1957). No contexto atual, grande énfase tem sido dada a utilizacdo de rejeitos de
biomassa lignocelulésica provenientes da agricultura e de processos industriais, tais como a
producdo de etanol e de polpa de celulose, como substratos para a obtencdo de celulases a
partir de fermentagdo microbiana (Bon et al., 2008a).

A adicdo de outras fontes de carbono ao meio, além da celulose, também pode
influenciar positivamente a producdo de celulases. Dillon et al. (2011) observaram que a
adicdo de sacarose ao meio de cultivo de P. echinulatum S1M29 ndo resulta em inibicdo da
producdo de celulases, resultando em niveis superiores de FPA e endoglicanases. O estudo
foi realizado em meio formulado contendo 1% (m/v) de celulose com a adig¢do de 0,5%
(m/v) de sacarose e comparado ao meio com de 1% (m/v) de celulose, condigéo na qual
foram também observados niveis superiores de B-glicosidases. Outro fator importante a ser
considerado € a fonte de nitrogénio utilizada, sendo que a resposta na secrecéo de celulases
varia de acordo com o microrganismo utilizado. T. reesei cresce em sulfato de amonio,
fosfato de amonio e amdnia, porém ndo em nitrato (Mandels & Weber, 1969). Para P.
echinulatum foi verificado que a adi¢do de nitrato de potassio pode ser realizada durante
seu cultivo, com a vantagem desta fonte de carbono ndo provocar quedas bruscas no pH,
quando comparada ao sulfato de amonio, mesmo quando pH mais acido é empregado
(Dillon et al., 1999).

O pH é um dos fatores que mais influéncia na fisiologia dos microrganismos e,

consequentemente, em seu crescimento e producdo de enzimas (Reis, 2011). Os valores de
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pH durante o cultivo variam devido ao metabolismo do fungo, sendo que, durante o cultivo
em frascos, a manutencdo do pH apresenta dificuldades, uma vez que os tampdes podem
ser assimilados pelo fungo ou podem tornar-se toxicos se adicionados na quantidade
necessaria para o efetivo tamponamento da solucdo. Entretanto, em biorreatores, este
problema é contornado pela adigdo automética de um tamponante no meio, mantendo o
controle do pH durante o crescimento do microrganismo (Carlile & Watkinson, 1997). Reis
(2011) verificou a influéncia do pH sobre a secrecdo de enzimas celuloliticas por P.
echinulatum S1M29, constatando que para FPA e xilanases, maiores titulos enzimaticos séo
produzidos em pH 6,0, enquanto que endoglicanases apresentaram atividades superiores
tanto em pH 5,5 quanto 6,0. B-glicosidases apresentaram maiores atividades em intervalos
de pH mais acidos, entre 5,0 e 6,0, sugerindo que o pH 6,0 € o mais indicado para a
producdo de enzimas por esse microrganismo.

O cultivo solido e o submerso sdo 0s dois principais métodos utilizados para a
producdo de celulase e outras enzimas como proteases, xilanases e pectinases, sendo que o0
processo submerso possui varias vantagens no controle do processo, pois a agua abundante
reduz os gradientes de oxigénio, temperatura e concentracdo de nutrientes, e a recuperacao
da enzima é facilitada (Bhardwaj et al, 2021). Os processos submersos sdo classificados por
trés diferentes regimes de operacdo: descontinuo, descontinuo alimentado ou continuo. No
regime descontinuo o processo transcorre sem adicdo ou retirada de meio reacional do
biorreator, 0 que pode ocasionar problemas como inibi¢do pelo substrato, pelo produto, ou
por outros metabdlitos (Bon et al., 2008a).

O regime descontinuo alimentado é definido como um modo de operagdo em que
um ou mais nutrientes necessarios ao crescimento celular e formagdo do produto sdo
adicionados ao biorreator, sem que ocorra retirada do material durante a operacdo (Bon et
al., 2008a). A alimentacdo ocorre de maneira lenta, através da adi¢cdo de meios contendo
nutrientes altamente concentrados ao biorreator, mantendo a concentracdo de nutrientes
relativamente baixa, minimizando assim a repressdo por metabolitos (Hendy et al., 1984).
Ghose & Sahai (1979) foram pioneiros na utilizacdo de processo descontinuo alimentado
para a producdo de celulases utilizando T. reesei QM 9414, sendo que o meio inicial era
composto por glicose, cujo consumo iniciou o processo de alimentacdo utilizando celulose,
obtendo resultados superiores quando esta alimentacéo foi realizada em mais de uma etapa.
A utilizacdo de regime descontinuo alimentado proporcionou aumento na atividade de

endoglicanases e xilanases, bem como nas atividades de FPA, para a linhagem S1M29 de
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P. echinulatum, ndo apresentando nenhum efeito sobre a atividade de B-glicosidases (Reis,
2017).

Nos processos continuos a alimentacdo de nutrientes e a retirada de produtos sao
efetuadas continuamente durante o processo fermentativo, podendo-se operar o sistema por
longos periodos de tempo, aumentando assim sua produtividade. Entretanto, esta forma de
operacdo apresenta baixas concentragcdes enzimaticas se comparada a batelada alimentada,
além de possuir alto risco de contaminacédo (Bon et al., 2008).

Diante do contexto apresentado, a realizacdo do presente trabalho € justificada pela
contribuicdo ao desenvolvimento de processos de producdo de celulases em cultivo
submerso utilizando como fontes de carbono residuos agroindustriais, o que constitui um
importante processo biotecnoldgico, uma vez que, além de reduzir os custos de producdo da
enzima, a utilizacdo destes materiais se torna uma alternativa a sua destinacédo final. Além
disso, 0 presente estudo visa contribuir para a obtencdo de enzimas com menor custo de
producdo, auxiliando em sua comercializacdo e utilizacdo nos processos de hidrélise de

biomassa lignocelulésica para producédo de etanol de segunda geracéo.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a capacidade de producdo de celulases e
xilanases em processo submerso, descontinuo e descontinuo alimentado, por Penicillium
ucsense S1IM29 utilizando diferentes biomassas lignoceluldsicas — bagago de cana-de-
acucar, capim elefante, polpa de eucalipto/pinus, residuos da colheita do milho - como

fonte de carbono, tendo como objetivos especificos:

- Avaliar a producéo de celulases e xilanases em frascos agitados utilizando as biomassas

em diferentes condicdes de pré-tratamento;

- Avaliar a influéncia das diferentes fontes de carbono, sobre a producdo de enzimas
celuloliticas por P. ucsense em processo descontinuo e descontinuo alimentado, em

biorreator de bancada;

- Caracterizar as diferentes proteinas (enzimas) do complexo celulolitico, componentes do

secretoma, produzidas em presenca das diferentes biomassas;

- Avaliar a eficiéncia de hidrolise das enzimas produzidas sobre as diferentes biomassas,

em comparagéo a enzimas comerciais;
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os materiais e métodos utilizados no presente estudo, bem como os resultados obtidos,
estdo apresentados a seguir agrupados em seis capitulos, os quais, na lingua inglesa, serdo

submetidos a periddicos internacionais da area.
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4.1 DIFERENTES CONDIQC)ES DE INOCULO NA PRODUC;AO ENZIMATICA DE
Penicillium ucsense S1IM29 EM CULTURAS SUBMERSAS

4.1.1 Resumo

Pensando na producdo de celulases em larga escala com a cepa P. ucsense S1M29,
estudamos diferentes procedimentos de indculo e fontes sustentiveis de carbono. Para
indculo foram utilizados esporos e ceélulas vegetativas, com diferentes tempos de
crescimento, verificando-se a melhor condicdo para obtencdo de maiores titulos
enzimaticos de celulases e xilanases. Verificou-se, para frascos agitados utilizando
cellulose como fonte de carbono, que o uso de in6culo com célula vegetativa de 72 horas
resultou em maiores atividades enzimaticas de FPA, [B-glicosidases, exoglicanases e
xilanases, comparado ao ino6culo de esporos ou cultura vegetativa de 24 horas, sendo
estatisticamente igual (ou superior) ao cultivo que utilizou indculo vegetativo de 48 e 96
horas como indculo. Entretanto, para endoglicanases, foram observadas maiores atividades
enzimaticas no cultivo realizado com inéculo de células vegetativas cultivadas por 96
horas. Para o cultivo em biorreator, foram avaliados os indculos vegetativos de 48 e 72
horas, sendo que a condi¢do com indculo crescido por 72h apresentou atividades superiores
para todas as enzimas avaliadas. Em relacdo a fonte de carbono, foram realizados cultivos
em frascos agitados, para estudar bagaco de cana-de-aclcar, capim elefante e polpa de
eucalipto/pinus, também utilizando como indculo célula vegetativa de 72 ou 48 horas. Para
todas as biomassas avaliadas, de um modo geral, o in6culo de célula vegetativa de 72 horas
resultou em maiores titulos enzimaticos. Os resultados obtidos no presente trabalho sdo
importantes para delinear um processo de producdo enzimatica que seja mais eficiente
desde a preparacdo de seu indculo.

Palavras-chaves: Penicillium ucsense, celulases, indculo, bagaco de cana-de-agUcar, capim

elefante, polpa de eucalipto/pinus.

4.1.2 Introducéo

Devido ao crescimento populacional, o aumento da procura de combustiveis, bem
como de outros bens, tem aumentado proporcionalmente. Segundo uma estimativa
apresentada pelas NacGes Unidas, a populacdo mundial podera atingir 9,7 bilhGes em 2050
(Nacdes Unidas, 2022). A utilizacdo de processos que ndo envolvam combustiveis fosseis

em prol de processos sustentdveis € cada vez mais necessaria. Assim, o conceito de
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biorrefinarias € um ponto central a ser destacado, sendo as biomassas lignoceluldsicas
importantes matérias-primas devido a sua abundancia e baixo custo (Bertacchi et al, 2021).
Porém, a natureza recalcitrante dessas biomassas também é um obstaculo importante a sua
utilizacdo, sendo necessarias etapas de pré-tratamento para separar seus componentes
(celulose, hemicelulose e lignina) (Sidana & Yadav, 2022). O bagago de cana-de-agUcar
(Saccharum officinarum), € um residuo agroindustrial amplamente difundido, e
considerado uma importante fonte para a producgédo de biocombustiveis e produtos quimicos
no conceito de bioeconomia (Grigorevski-Lima et al., 2013; Chambon et al., 2018). O
capim elefante (Pennisetum purpureum) é uma cultivar nativa da Africa que foi introduzida
na maioria dos paises tropicais e subtropicais, sendo considerada uma alternativa para a
producdo de combustiveis renovaveis (Scholl et al., 2015; Menegol et al., 2014). O género
Eucalyptus € originario da Oceania e seu cultivo se espalhou por todo o mundo, sendo
amplamente utilizado pela indUstria de papel e celulose (Brito et al., 2008; Barneto et al.,
2011).

Os microrganismos também sdo de grande importdncia para o conceito de
biorrefinaria, sendo responsaveis tanto pela degradacdo enzimatica da lignocelulose quanto
pela conversdo fermentativa dos acglcares hidrolisados (Bertacchi et al, 2021). Diversas
espécies de fungos tém sido estudadas com o objetivo de produzir altas concentracdes de
enzimas celuloliticas, dentre elas o género Penicillium (Kuhad et al., 2016). Enzimas
produzidas por Penicillium spp. séo resistentes a repressdo causada por derivados de lignina
presentes ap0s 0 processo de pré-tratamento, enquanto P. echinulatum resulta em conversédo
10% maior de celulose em glicose quando comparado a Trichoderma reesei (Gusakov,
2011), alem de apresentar estabilidade térmica a 50°C (Camassola et al 2004).

A hidrdlise enzimatica da biomassa pode ser realizada por diferentes enzimas
capazes de degradar a lignocelulose. As celulases séo enzimas chave para biorrefinarias
baseadas em residuos lignocelulésicos, e sua demanda tem aumentado em diferentes
industrias, como celulose e papel, clarificacdo de sucos, téxteis e detergentes. No entanto,
os titulos enzimaticos produzidos ainda sdo baixos (Singhania et al., 2010; Bhardwaj et al,
2021). A producdo de celulases é influenciada por diversos parametros do processo, como
composicao e nutrientes presentes no meio, pH, temperatura e inéculo (Kuhad et al., 2016).

Entre os microrganismos produtores de celulases, as cepas de Penicillium ucsence,
anteriormente P. echinulatum (Lenz et al, 2022), como 9AS1 e S1M29, apresentaram
resultados importantes relacionados a termoestabilidade da enzima (Camassola et al, 2004),

relacdes entre atividade de B-glicosidase e FPA (Martins et al, 2008), e producdo de
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celulases (Menegol et al, 2014, Reis et al, 2013; Dillon et al, 2011).

Considerando o potencial para uma futura producdo comercial de celulases por P.
ucsense este trabalho traz contribui¢bes importantes com relacdo aos procedimentos de
inoculo, considerando a influéncia de seu tempo de crescimento na posterior producao

enzimatica no cultivo principal realizado em diferentes biomassas lignoceluldsicas.

4.1.3 Materiais e Métodos

4.1.3.1 Microorganismo

Foi utilizada a cepa Penicillium ucsense S1IM29 (Lenz et al 2022). Pertencente ao
Laboratério de Enzimas e Biomassas (Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias
do Sul). A cepa foi obtida através de processo de mutagénese a partir da cepa mutante
9A02S1 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen — DSM 18942)
(Dillon et al, 2011).

4.1.3.2 Biomassas lignocelulésicas

Trés diferentes biomassas foram utilizadas como principal fonte de carbono: bagaco
de cana (fornecido pela Casa Buco - Destilados Artesanais, Bento Gongalves/RS/Brasil,
proveniente da moagem da cana); capim elefante (fornecido por um produtor de Nova
Petrdpolis/RS/Brasil, submetido & moagem em moinho de facas); polpa de eucalipto/pinus
(80%/20%) (fornecida por empresa papeleira, apds tratamento com perédxido alcalino). O
bagaco de cana-de-aclcar e o capim-elefante foram submetidos a pré-tratamento por

exploséo a vapor, e todas as biomassas foram secas antes de serem utilizadas.

4.1.3.3 Preparacéo do inoculo

O inoculo foi preparado em frascos Erlenmeyer (500mL), contendo 100 mL do
meio de cultura (5 g.L* de celulose, 1 g.L™ de sacarose, 2 g.L ! de farelo de soja, 5 g.L* de
farelo de trigo, 0,5 g.L™ de Prodex®, 1 mL.L* de Tween 80®, 5 mL de solugdo mineral
baseada em Mandels & Reese (1957) e agua destilada). Foram inoculados com suspensao
contendo 1x10’ conidios, conforme Reis et al. (2013), e mantidos a 28°C, com agitagio

reciproca de 180 rpm, por 24, 48, 72 e/ou 96 horas.

4.1.3.4 Cultivos em frascos agitados
O meio de cultivo foi composto pela fonte de carbono avaliada (celulose, bagaco de
cana-de-agucar, capim elefante ou polpa de eucalipto/pinheiro) em massa com teor de

celulose equivalente a 10 g.L™t. O meio também foi composto por 1 g.L™? de sacarose, 2
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g.L 1 de farelo de soja, 5 g.L ! de farelo de trigo, 0,5 g.L* de Prodex®, 1 g.L* de Tween 80®
e 5 ml de solugdo mineral baseada em Mandels & Reese (1957). Os testes foram realizados
em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL do meio, onde foram adicionados 10
mL da suspensdo do indculo. Os frascos foram mantidos sob agitacdo reciproca de 180
rpm, a 28°C, por 96 horas, conforme Reis et al. (2013). Os cultivos foram realizados em
triplicata.

4.1.3.5 Cultivo em biorreator com agitacdo mecanica (STR)

O biorreator utilizado possui volume operacional de 5L e agitacdo mecanica, com
cuba cilindrica, com 28 cm de altura e 20 cm de didmetro, e trés defletores distribuidos pelo
sistema. A turbina possui formato em “U”, com aletas no corpo e dimensdes de 15,3 cm de
altura e 12,6 cm de largura (Reis, 2017).

O meio de cultivo para o STR foi semelhante ao dos frascos (utilizando celulose
como fonte de carbono) e adicionado volume de indculo de 500 mL (Reis et al, 2013).
Amostras foram coletadas diariamente com intervalo de 8 horas, durante 96 horas.

4.1.3.6 Anélises enzimaticas

Atividade sobre papel filtro (FPA) e atividade de endoglicanases foram
determinadas conforme metodologia proposta por Ghose (1987), com adaptacdo proposta
por Camassola & Dillon (2012), utilizando papel filtro e carboximetilcelulose (CMC),
respectivamente, como substratos. Uma curva padréao de glicose foi construida e a leitura da
absorbéancia realizada em 545 nm (Miller 1959). Unidades de FPA e endoglicanases foram
definidas como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol.L™ de aglcar redutor por
minuto. Atividade da xilanase foi determinada de acordo com Bailey et al. (1992),
utilizando xilana como substrato. A absorbancia foi medida a 545 nm e a concentracéo de
xilanase foi determinada utilizando uma curva padréo de xilose. Uma unidade de atividade
de xilanase foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol.L™* de xilose
por minuto. Exoglicanases foram determinadas utilizando p-nitrofenil-B-D-celobiosideo
(pPNPC) como substrato, a 405 nm, utilizando metodologia adaptada de Deshpande et al.
(1984). Uma curva padrao de pNPC foi construida e uma unidade de exoglicanase foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para a hidrélise de 1 umol.L? de p-
nitrofenil por minuto. Atividade das B-glicosidases foi determinada utilizando o substrato
p-nitrofenil-p-D-glicopiranosideo (pNPG), utilizando metodologia adaptada de Daroit et al.
(2008). A leitura da absorbéncia foi em 405 nm, com construgéo de curva de calibragcdo do
p-nitrofenol. Uma unidade de B-glicosidase foi definida como a quantidade de enzima
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necessaria para liberar 1 pmol.L™? de nitrofenol por minuto. Toda as analises foram

realizadas em triplicata.

4.1.3.7 Analise estatistica

Analise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism 5, utilizando analise de
variancia (ANOVA one-way) e pos-teste de Tukey com intervalo de confianga de 95%
(p<0,05).

4.1.4 Resultados e discussao

4.1.4.1 Influéncia do tempo de preparacéo do indculo na atividade enzimética

Para verificar as melhores condi¢fes para producdo de celulases por P. ucsense
S1M29 foi avaliada o melhor tempo de cultivo do indculo. Estes foram produzidos em
frascos agitados por 24, 48, 72 e 96 horas, utilizando celulose comercial como fonte de
carbono. Foram realizados cultivos de 96 horas, também em frascos agitados, com
diferentes condicdes de indculo, sendo o controle a suspensdo de esporos. Os resultados
mostraram variacdo na producdo de enzimas, de acordo com a condic¢do do inéculo (Tabela
1).
Tabela 1. Resumo dos resultados obtidos ap6s 96 horas de cultivo submerso de P. ucsense

em frascos agitados, utilizando in6culo com diferentes tempos de cultivo e celulose
comercial como fonte de carbono.

Inéeulo FPA Endoglicanases  B-glicosidases  Exoglicanases Xilanases
(U.mL1) (U.mL?) (U.mL1) (U.mL?) (U.mL?)
Esporos  0.94°+0.04 3.32°+0.07 1.68°+0.07 0.83°+0.07 465+16
24 h 0.79°+0.10 3.27°+0.02 1.01°+0.05 0.61°+0.05 435°+29
48 h 1.04% +0.04 3.89°+0.09 2.66°+0.06 1.16°+0.10 51.1%+35
72 h 1.112+0.01  4.00°+0.08 3.01*+0.11 1.822+0.01 51.0%+1.2
96 h 0.94%¢+0.05 5.10°+0.05 2.98°+0.05 1.32°+0.06 49.6°+2.2

Letras diferentes representam diferencas significativas com um interval de confianga de 95%
(p<0.05).

Para FPA, maiores atividades foram observadas quando foram empregados inoculos
de células vegetativas de 48, 72 e 96 horas. Para endoglicanases, as maiores atividades
enzimaticas foram obtidas com indculo de 96 horas, seguido também pelo in6culo de 48 e
72 horas. Exoglicanases apresentaram atividades superiores com inoculo de células
vegetativas crescidas por 72h. Para atividades de B-glicosidases, tanto o inéculo de 72

guanto o de 96h apresentaram valores superiores. Para as xilanases foram observados
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valores proximos para todas as condigdes testadas, sendo as maiores atividades obtidas com
0 inoculo cultivado por 48 e 72 horas.

Estes resultados sdo importantes, uma vez que biorreatores com grandes volumes
necessitam também de grandes volumes de inoculo, que podem variar de 1-10% do volume
total do meio do biorreator. Foi claramente demonstrado que é possivel a utilizacdo de
celulas vegetativas em vez de esporos de P. ucsence no preparo do indculo. Embora os
esporos sejam faceis de obter em produc6es laboratoriais de enzimas, sendo necessario um
grande volume, haveria um problema devido a necessidade de grandes superficies para a
producdo de esporos. Além disso, o tempo de crescimento das células vegetativas para
utilizacdo como indculo se mostrou importante. De acordo com os resultados apresentados,
deve ser considerado um tempo de crescimento superior a 24 horas para as células
vegetativas até o indculo.

Destaca-se a relevancia dos dados relativos as [-glicosidases (componente
enzimatico fundamental para a eficiéncia do complexo celulolitico) no que diz respeito a
sua presenca possibilitando maior liberacdo de glicose na hidrélise da celulose (Martins et
al, 2008). Os resultados apontam claramente para a conveniéncia da utilizacdo de
inoculantes produzidos em periodo de tempo mais longo, visando a producdo mais precoce
do complexo enzimético de P. ucsense que possua maiores proporcdes de B-glicosidases.

Tendo em vista os dados obtidos para culturas com indculos com tempos de 48 e 72
horas, que se apresentaram semelhantes para a maioria das enzimas avaliadas, estudos
foram realizados, também em frascos agitados, utilizando diferentes biomassas
lignoceluldsicas como fonte de carbono no meio e no STR utilizando celulose como fonte
de carbono (Tabela 2 e Figura 1, respectivamente).

Tabela 2. Atividades enzimaticas em cultivos de P. ucsense em frascos agitados em funcéo
do tempo de in6culo, utilizando diferentes biomassas lignocelulésicas.

FPA Endoglicanases B-glicosidases Exoglicanases Xilanases
(U.mL?) (U.mLY) (U.mLY) (U.mLY) (U.mLY)
In.h48 In. 72h In. 48h In. 72h In.48h In.72h  In.48h In.72h In.48h In.72h
0.06+  0.05°+ 0.4° + 0.5%+ . 0.5%+ 0.3°+ 048+  11%% 122+
B 0 0.01 004 O¥E0L o0 002 001 11 08
0.18 + . 0.5° + 0.8%+ 0.3%+ 0.4%+ 0.5%+ 06+  11°+ 16° +
EG 0.02 0.29°%0 0.02 0 0.04 0.06 0.03 0.01 0.7 2
PEP 0.04% £ 0.06% £ 0.42+ 042+ 0.4+ 0.6*+ 0.3°+ 0.42+ 2.3+ 4.3+
0 0.02 0.03 0 0 0.02 0.08 0.06 0.5 0.3

SB (bagaco de cana-de-aglcar), EG (capim elefante), PEP (polpa de eucalipto/pinus). Cultivos foram
realizados a 28°C, por 96 horas, com indculos crescidos por 48h e 72h. Letras diferentes entre os dois
diferentes indculos na mesma biomassa representam diferengas significativas para p<0.05.



De acordo com a Tabela 2, ao nivel dos frascos agitados, observou-se que 48 e 72h
de crescimento do indculo e da fonte de carbono variaram as atividades enzimaticas. Para
FPA o inoculo de celula vegetativa cultivada por 72 horas foi mais favoravel, nos meios
compostos de capim elefante ou polpa de eucalipto/pinheiro, enquanto o indculo de célula
vegetativa de 48 horas foi mais favoravel as culturas com bagaco de cana-de-agucar. Por
outro lado, para atividades de endoglicanases, valores superiores foram alcangados com
inoculo de 72h em todos os trés meios de cultivo, embora para polpa de eucalipto/pinus ndo
tenha havido diferenca significativa em relacdo ao resultado obtido com in6culo de 48h. As
exoglicanases apresentaram maior atividade no cultivo com indculo de 72h para bagaco de
cana-de-acUcar e polpa de eucalipto/pinus, sem diferencas para capim elefante. As
atividades das B-glicosidases ndo apresentaram diferencas nos dois diferentes tempos de
inoculo para todas as biomassas. Entretanto, para as xilanases, o inoculo de 72 horas
resultou em atividades superiores.

Para STR, verificou-se que a utilizacdo do in6culo de 48 h resultou em atividades
inferiores para todas as enzimas avaliadas, quando comparado ao indculo de 72 h. Além
disso, vale ressaltar que o pico de atividade para FPA, exoglicanases e xilanases foi
alcangado precocemente, em 72 horas de cultivo (0,62 U.m.L?, 1,16 U.m.L?, 44 U.m.L7,
respectivamente), decaindo posteriormente. Esses dados sugerem que, além de atividades
mais elevadas, a utilizacdo desse tempo de crescimento para o inéculo, embora mais longo,
leva a diminuicdo do tempo de cultivo. Pelos dados avaliados, o indculo de 72 horas foi
mantido para as proximas etapas do trabalho, pois foi superior para a maioria das condi¢6es
e enzimas avaliadas, mantendo assim um padréo entre todas as biomassas.

Além disso, esses testes permitiram avaliar o desempenho de P. ucsense utilizando
diferentes biomassas em cultivo submerso, em relacdo a sua capacidade de producéo e aos
dados ja apresentados na literatura. A produgdo de endoglicanases e B-glicosidases por
Fusarium verticillioides em diferentes concentracdes de capim-gamba foi avaliada por
Almeida et al. (2019), que observaram que a presenca de menores concentragcdes da
graminea (2,5%) e menores tempos de cultivo (5 dias) favorecem a produgdo de
endoglicanases (6,5 U.mL™?) em detrimento de B-glicosidases (0,39 U.mL™?), o que se

aproxima das atividades alcangadas no presente estudo.
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Figura 1. Atividades de FPA (A), Endoglicanases (B), B-glicosidases (C), Exoglicanases
(D) e Xilanases (E) obtidas em cultivo em biorreator com agitacdo mecanica (STR) de P.
ucsense, utilizando celulose como indutor, a 28°C, por 96 horas, incubado com indculo
crescido por 48h (o) e 72h (A).

Liao et al. (2015) observaram que em meio contendo palha de milho e palha de
arroz pré-tratados com NaOH, P. oxalicum GZ-2 produziu niveis mais elevados de FPA
quando comparado ao meio com Avicel, com cerca de 06, 1 e 0,2 UmLY,
respectivamente. Quanto as endoglicanases, os autores observaram atividades de 2,5 U.mL"
! para palha de milho, 1,5 U.mL™ para palha de arroz e 0,2 U.mL™ para Avicel, e para p-
glicosidases 2,5 U.mL™ para palha de arroz, 0,4 U.mL™ para palha de milho e 0,2 U.mL™
para celulose. Alguns destes resultados sdo semelhantes aos obtidos neste trabalho e

mostram a possibilidade de alcancar maiores atividades enzimaticas utilizando biomassa



lignoceluldsica. Brar et al. (2019) observaram atividades de 5,27 U.mL? para
endoglicanases, 0,45 U.mL™? para B-glicosidases, 0,13 U.mL™? para exoglicanases, 0,6
U.mL™ para FPA e 45 U.mL™* para xilanases, para Achaetomium strumarium cultivado com

celulose comercial, farelo de trigo e palha de arroz (3:1:1).

4.1.5 Conclusdes

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que o uso de um inoculo
crescido por 72 horas resulta em atividades mais elevadas para a maioria das enzimas
avaliadas, utilizando P. ucsense em processo submerso. Com isso, 0 presente estudo pode
auxiliar no desenvolvimento de um processo mais eficiente e com menor custo, visando

futura producdo commercial de celulases e xilanases.
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4.2 BIOMASSAS LIGNOCELULOSICAS UTILIZADAS EM REGIME DESCONTINUO E

DESCONTINUO ALIMENTADO RESULTAM EM DIFERENTES
COMPORTAMENTOS NA SECRECAO DE CELULASES E XILANASES POR

Penicillium ucsense S1IM29

4.2.1 Resumo

Trés diferentes biomassas lignocelulosicas (Bagaco de cana-de-acgUcar, capim elefante e
polpa de eucalipto/pinus) foram avaliadas para a producdo de celulases e xilanases por
Penicillium ucsense SIM29 em processo submerso. A utilizacdo de bagaco de cana-de-
acucar pré-tratado por explosdo a vapor mostrou-se mais indicada, enquanto que para o
capim elefante, uma etapa de moagem também foi requerida. Polpa de eucalipto/pinus
tratada com peroxido alcalino gerou melhores resultados quando utilizada seca e triturada.
Ao escalonar o processo para biorreator com agitacdo mecanica, bagaco de cana-de-agucar
resultou em atividades superiores de FPA, endoglicanases, exoglicanases, f-glicosidases e
xilanases, mesmo quando comparado ao controle com celulose. Capim elefante resultou em
atividades inferiores as observadas para o controle (celulose) para todas as enzimas
avaliadas, enquanto que a polpa de eucalipto/pinus mostrou atividade superior apenas para
B-glicosidases. Em uma terceira etapa, onde os cultivos foram conduzidos em regime
descontinuo alimentado, os resultados mostraram um elevado incremento nas atividades
enzimaticas em relacdo ao regime descontinuo, exceto para polpa de eucalipto/pinus. Os
cultivos com bagaco de cana-de-agUcar mostraram um incremento na atividade de FPA de
2 vezes, enquanto que para o capim elefante o incremento foi de 2,7 vezes. Para celulose
(controle) o incremento em FPA também foi de 2 vezes. Polpa de eucalipto/pinus
apresentou um acentuado declive na atividade (0,03 vezes para FPA) indicando sua
ineficiéncia para produgdo enzimética em processos submersos. Os maiores aumentos em
atividade enzimatica foram observados para B-glicosidases produzidas em capim elefante
(8,6 vezes) e bagaco de cana-de-agucar (4,6 vezes). Os resultados obtidos se mostram
promissores para o desenvolvimento de processos de producdo enzimética em larga escala
utilizando residuos lignocelulésicas. Isto pode auxiliar na reducdo de custos das enzimas
celuloliticas e nos processos de producdo do etanol de segunda geracdo, bem como para
outros metabdlitos microbianos de interesse econdmico.

Palavras-chave: Penicillium ucsense, bagaco de cana-de-agUcar, capim elefante, polpa de
eucalipto/pinus, celulases.
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4.2.2 Introdugéo

Para atender a demanda de energia necessaria para manter o padrdo de vida atual, a
sociedade depende principalmente da utilizacdo de combustiveis fdsseis, que condizem
com cerca de 80% da energia global obtida, dos quais 58% séo consumidos pelo setor de
transportes. Entretanto, o rdpido aumento em seu consumo devido ao crescimento
populacional, e a crescente industrializacdo, resultara em seu esgotamento (Zabed et al.,
2016). A ideia de converter aclcares derivados da biomassa em biocombustiveis foi
primeiro proposta na década de 1970, devido a fatores econdmicos e geopoliticos, tais
como elevado preco do petroleo, preocupacGes ambientais e instabilidade no fornecimento
mundial deste combustivel (Kuhad et al., 2016). Outro fator de grande impacto é a
contribuicdo dos combustiveis fosseis para as emisses de gases do efeito estufa. Entre os
biocombustiveis, o etanol se destaca, e pode ser produzido a partir de diferentes biomassas,
que pertencem a trés diferentes grupos: materiais ricos em agucares, materiais ricos em
amido e biomassa lignocelulésica (Zabed et al., 2016).

Os materiais lignocelulésicos sdo a matéria prima mais abundante na Terra, sendo
constituidos por aproximadamente 40% de celulose, 26% de hemicelulose e 30% de
lignina, além de outros compostos minoritérios, tais como extrativos e sais minerais
(J6bnson & Martin, 2016). O interesse na utilizacdo destas biomassas se deve ao seu baixo
custo, uma vez que as mesmas sdo em sua maioria compostas por residuos, e ao fato de ndo
competir com a producdo de alimentos (Zabed et al., 2016). Atualmente, sua utilizacdo esta
sendo considerada crucial para o desenvolvimento de uma economia de baixo carbono,
buscando elevado potencial ambiental, social e econémico (Yamakawa et al., 2018).

Dente as biomassas lignocelulosicas, bagaco de cana-de-aclcar (Saccharum
officinarum) é destacado, sendo um residuo agro industrial abundante no plante, com
elevados teores de carboidratos em sua composicdo (Grigorevski-Lima et al., 2013;
Chambon et al., 2018). O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-aclcar, com cerca
de 578 milhdes de toneladas produzidas anualmente, resultando em cerca de 280 quilos de
bagaco por tonelada de cana processada na industria sucroalcooleira (Embrapa, 2024a). O
capim elefante (Pennisetum purpureum) é uma cultivar tropical nativa da Africa e que foi
introduzida na maioria dos paises tropicais e subtropicais. Essa graminea vem sendo
considerada uma alternativa para a producdo de combustiveis renovaveis devido a sua
elevada produtividade e composi¢do (Scholl et al., 2015a; Menegol et al., 2014). Sua
producdo pode chegar a 50 t/ha/ano, apresentando maior produtividade e menor custo em

relacdo ao cultivo da cana-de-agucar e do milho (Embrapa, 2024b).
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O género Eucalyptus € originario da Oceania e seu cultivo se espalhou por todo o
mundo. Na Europa, estima-se que cerca de 10% da madeira utilizada em industrias de polpa
e papel seja oriunda de plantagdes de eucalipto, sendo que sua composicao varia de acordo
com as diferentes espécies (Barneto et al., 2011; Brito et al., 2008). No Brasil, estima-se
que cerca de 7,3 milhdes de hectares de florestas plantadas de eucalipto existem
atualmente, com produtividade média de 39 m3/ha/ano, gerando cerca de 300 toneladas/ha
de residuos, como tocos, raizes e galhos, apos a colheita (Embrapa, 2024c). O cultivo de
pinus tornou-se um importante aliado no combate a exploracdo de madeiras nativas no
Brasil, com cerca de 1,8 milhdes de hectares plantados, representando cerca de 30% das
plantacGes destinadas a producdo de papel e celulose, enquanto que na Europa representa
32% (Brito et al., 2008; Embrapa, 2024d).

A completa degradacdo enzimatica da celulose presente nessas biomassas depende
da acdo conjunta de vérias enzimas As principais delas sdo as endo-p-1,4-glicanases (EC
3.2.1.4), exo-B-1,4-glicanases (EC 3.2.1.91) e B-glicosidases (EC 3.2.1.21), que atuam
sinergicamente hidrolisando ligacfes glicosidicas presentes na celulose, liberando celo-
oligossacarideos, celobiose e glicose, respectivamente (Zabed et al., 2016; Singhania et al.,
2010). Essas enzimas constituem um dos grupos enzimaticos mais explorados,
apresentando grande potencial de aplicagdo para a produgéo de etanol de segunda geracgéo.
Varios esforgos vém sendo feitos continuamente para reduzir seus custos de producéo e
aumentar os titulos enzimaticos do processo microbiolégico. A matéria prima € um dos
componentes mais relevantes nos custos de producdo de uma enzima, aumentando o
interesse mundial no aproveitamento de residuos lignocelulésicos para sua producgdo
(Singhania et al., 2010).

Sistemas celuloliticos completos sdo produzidos por fungos e bactérias. Os mais
estudados sdo os fungos filamentosos, por suas producdes elevadas das trés classes de
enzimas presentes no complexo celulolitico, com destaque para os géneros Trichoderma,
Penicillium, Fusarium, Humicola, Phanerochaete e Aspergillus (Singhania et al., 2010).
Diversas espécies e meios de cultivo vém sendo estudados a fim de produzir elevadas
concentragdes enzimaéticas, especialmente utilizando residuos lignocelulésicos (Kuhad et
al., 2016). Entretanto, a maioria destes estudos ainda é realizada em frascos agitados,
estado solido, ou utiliza celulose comercial quando em biorreator. O género Penicillium
tem demonstrado grande potencial na producdo de celulases, uma vez que possui elevada
atividade de B-glicosidases, sendo superior a apresentada por outros fungos, dentre eles T.

reesei (Martins et al., 2008). Estudos relatam que as enzimas produzidas por Penicillium

44



spp. sdo resistentes a repressao causada pelos derivados de lignina presentes apds o
processo de pré-tratamento, enquanto que P. echinulatum resulta em uma conversao 10%
maior de celulose em glicose quando comparado a T. reesei (Gusakov, 2011). Além disso,
P. echinulatum apresenta estabilidade térmica a 50°C nas atividades de FPA e de B-
glicosidases (Dillon et al., 2008).

O sistema mais utilizado para producdo destas enzimas é o regime descontinuo em
biorreatores com agitacdo mecanica, devido a facilidade no controle dos parametros
necessarios. Entretanto, o uso de um sistema descontinuo alimentado é mais vantajoso par a
producdo de celulases em processos submersos utilizando celulose comercial (Hendy et al.,
1984; Esterbauer et al., 1991; Reis (2017)). Reis (2017) demonstraram que a utilizacdo de
um sistema descontinuo alimentado resulta em incrementos relevantes na atividade
enzimatica de P. echinulatum S1M29, o que pode auxiliar no desenvolvimento de um
processo com menores custos de producdo. Além disso, as enzimas produzidas por este
fungo apresentaram percentuais de sacarificacdo superiores aos observados para enzimas
comerciais, sendo também estaveis a temperatura de 50°C (sua temperatura 6tima de
atividade), na qual os processos de sacarificacdo sao usualmente conduzidos (Camassola et
al, 2004).

Diante disso, 0 presente estudo teve por objetivo avaliar a produgdo de enzimas
celuloliticas de P. ucsense (anteriormente classificado como P. echinulatum — Lenz et al,
2022), utilizando diferentes biomassas lignocelulésicas, buscando determinar sua melhor
maneira de utilizacdo, bem como aumentar sua produtividade em diferentes regimes de
producdo. A eficiéncia destas enzimas em processos de hidrélise também foi avaliada, uma
vez que esse fator também é de grande importancia para processos industriais, que nao
depende somente da concentracdo, mas também das propor¢fes dos componentes

enzimaticos do extrato.

4.2.3 Materiais e métodos

4.2.3.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi Penicillium ucsense S1IM29 (Lenz et al, 2022),
obtido da linhagem mutante 9A02S1 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen — DSM 18942) ap6s mutagénese (Dillon et al, 2011). A linhagem pertence a
colecdo de microrganismos do Laboratorio de Enzimas e Biomassas do Instituto de
Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul.
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4.2.3.2 Biomassas lignocelulésicas

Trés diferentes biomassas foram utilizadas: bagaco de cana-de-acUcar (cedido por
Casa Buco - Destilados Artesanais, Bento Goncalves/RS/Brasil, proveniente da moagem da
cana e submetido a pré-tratamento por explosdo a vapor); capim elefante (cedido por um
produtor de Nova Petrépolis/RS/Brasil, submetido a moagem em moinho de facas e pré-
tratado por explosdo a vapor); polpa de eucalipto/pinus (80%/20%) (cedido pela companhia
Melhoramentos®, ap0s tratamento com peréxido alcalino).

Para determinar o teor de umidade nas biomassas, 100 mg foram secos em estufa a
100°C overnight, e entdo transferidos para um dessecador para resfriamento a temperatura
ambiente. A massa foi novamente mensurada e o teor de umidade calculado, com o teste
conduzido em triplicata (Sluiter et al., 2008a). A determinacdo da granulometria foi
realizada utilizando um conjunto de peneiras com mesh variando entre 6 (3,36 mm de
abertura) e 35 (0,5 mm de abertura).

A determinacdo do teor de cinzas foi realizada em triplicata, utilizando 500 mg
biomassa lignocelul6sica em cadinhos de porcelana, os quais foram calcinados em mufla a
575°C, overnight, baseado no protocolo NREL/TP-510-42622 (Sluiter et al., 2008a). O teor
de cinzas foi quantificado através da diferenca de massa entre o cadinho com cinzas e 0
cadinho vazio, sendo expresso em rela¢do a quantidade de amostra inicial. Composicao das
biomassas foi avaliada de acordo com o protocolo NREL/TP-510-42618 (Sluiter et al.,
2008b), em triplicata, utilizando 20 uL de amostra filtrada em membrana com poro de 22
um, para analise em HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan) com detector RID-10A, coluna
Aminex® HPX-87H (30x7.8 mm, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), operando a

60°C com fase movel contendo 5 mmol.L* de H.SO. com fluxo de 0,6 mL.min™.

4.2.3.3 Preparacdo do in6culo

O inoculo foi preparado em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL do
meio de cultivo (5 gL de celulose, 1 gL de sacarose, 2 gL™* de farelo de soja, 5 gL™* de
farelo de trigo, 0.5 gL de Prodex®, 1 mL.L" de Tween 80®, 5 mL de solucdo mineral
baseada em Mandels & Reese (1957) e agua destilada para completar o volume) e
inoculados com uma suspensdo de 1x107 conidios (Reis et al., 2013). Os frascos foram

mantidos a 28°C, com agitacdo reciproca de 180 rpm, por 72 horas.
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4.2.3.4 Cultivo em frascos agitados

O meio de cultivo utilizado nos testes em frascos agitados foi composto pela fonte
de carbono avaliada (celulose, bagaco de cana-de-acUcar, capim elefante ou polpa de
eucalipto/pinus) em massa equivalente a 10 gL~ * de celulose, 1 gL de sacarose, 2 gL™* de
farelo de soja, 5 gL de farelo de trigo, 0.5 gL de Prodex®, 1 gL de Tween 80® e 5 ml de
solugdo mineral de Mandels & Reese (1957). Os cultivos foram realizados em frascos
Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL de meio, e inoculados com uma suspensdo com
1x10’ conidios. Os frascos foram mantidos sob agitacdo reciproca de 180 rpm, a 28°C, por
96 horas, com coletas diarias, de acordo com Reis et al. (2013). Cultivos foram realizados
em triplicata.

4.2.3.5 Cultivo em biorreator com agitacdo mecanica (STR)

O biorreator utilizado foi construido em uma parceria entre a Universidade de
Caxias do Sul e Senai/Mecatrénica. Possui um volume operacional de 5L e agitacdo
mecénica, com uma cuba cilindrica com 28 cm de altura e 20 cm de didmetro, e trés
chicanas distribuidas no sistema. A turbina tem formato de “U” com aletas no corpo e
dimensoes de 15,3 cm de altura e 12,6 cm de largura (Reis, 2017).

O meio de cultivo para STR foi similar aos frascos, € 0 volume de indculo
adicionado foi de 500 mL, mais &gua destilada para completar 5L, sendo mantido até 96
horas, de acordo com Reis et al, (2013). Para os testes conduzidos em regime descontinuo
alimentado, a concentragdo de inicial da fonte de carbono foi equivalente a 5 gL de
celulose no meio. A alimentacdo foi realizada manualmente, adicionando biomassa
equivalente a 6,24 g.Lt.dia? de celulose, alcancando uma concentragdo final equivalente
de 40 g.L, com os demais nutrientes mantidos na mesma concentragdo que para o regime
descontinuo (Reis, 2017). Alimentacdo foi iniciada apds 16 horas de processo e encerada
em 144 horas, com o cultivo mantido até 168 horas. Amostras foram coletadas diariamente

com um intervalo minimo de 8h.

4.2.3.6 Biomassa micelial

A biomassa micelial foi determinada por método indireto, através da quantificacdo
de ergosterol presente no cultivo, de acordo com metodologia proposta Heleno et al.
(2016). A extracdo do ergosterol foi realizada com base na metodologia proposta por
Stoffel et al. (2019), onde 3 mL de amostra foram removidos do biorreator, liofilizados e
entdo extraidos com 6 mL de metanol, agitando em vortex por 10 segundos em intervalos

de 15 minutos, por 1 hora. Subsequentemente, as amostras foram submetidas a 30 minutos
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de banho ultrassom (200 W, 40 kHz), centrifugadas (3220 g, 15 min, 4° C) e filtradas em
filtros de nylon com 0,2 um de poro para analise em HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan), com
detector UV-Vis, coluna de fase reversa Inertsil ODS-3 (250 x 4.6 mm e 5 um de tamanho
de particula, GL Science, Tokyo, Japan), operada a 35°C, com fase movel de
acetonitrila/metanol (70:30, v/v), com fluxo de 1 mL.min! e detec¢do a 282 nm (Barreira,
Oliveira, & Ferreira, 2014). A identificacdo e quantificacdo do analito foi baseada em uma

curva de calibragdo de ergosterol (concentragdes entre 0,0039 e 1 mg.mL™).

4.2.3.7 Determinacdo de sacarose

A concentragdo de sacarose no meio foi avaliada conforme Falcone & Marques
(1965), com modificacdes, na qual ocorre a hidrélise &cida do dissacarideo presente no
meio. Para tanto, 0,5 mL da amostra foi hidrolisada com 0,5 mL de HCL 2 mol.L™* por 10
minutos a 65°C. Apods resfriar, foram adicionados 1,25 ml de NaOH 1 mol.L? para
neutralizacdo e 0,75 ml para obter dilui¢do final de 1:6. Em seguida, 20 uL foram filtrados
em membrana com 22 um de poro e o volume foi injetado em HPLC (Shimadzu, Kyoto,
Japan) com detector RID-10A, coluna Aminex® HPX-87H (30x7,8 mm, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA), operando a 60°C, com fase mével contendo 5 mmol.L*
de H2SO04, com fluxo de 0.6 mL.min%, para determinar a glicose presente. Amostras nio
hidrolisadas também foram avaliadas usando 0 mesmo processo a fim de quantificar a

glicose livre j& presente no meio.

4.2.3.8 Anélises enzimaticas

Atividade sobre papel filtro (FPA) foi determinada em triplicata, de acordo com
metodologia proposta por Ghose (1987), com adaptagcdes propostas por Camassola &
Dillon (2012), usando papel filtro como substrato. Uma curva padréo foi construida apartir
de concentragdes conhecidas de glicose (0 a 2 g.L™?) e a leitura da absorbancia foi realizada
a 545 nm, para a quantificacdo de acucar redutor por DNS (Miller 1972). Unidades de FPA
foram definidas como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol.mL aclcar redutor
por minuto.

Atividade de endoglicanase também foi determinada utilizando o método de Ghose
(1987) com modificagcbes de Camassola & Dillon (2012), usando carboximetilcelulose
(CMC) como substrato, em triplicata. A leitura em espectrofotdmetro e determinacao de
atividade foram realizadas conforme descrito para FPA, e uma unidade de endoglicanase
foi definida a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol.L? de aglcar redutor por

minuto.
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Exoglicanases foram determinadas usando p-nitrofenil-p-D-celobiosideo (pNPC)
como substrato, usando metodologia adaptada de Deshpande et al. (1984). Uma curva
padrdo de pNPC foi construida, e a leitura da absorbéncia foi realizada em
espectrofotdmetro a 405 nm. Uma unidade de exoglicanase foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para liberar 1 umol.L de p-nitrofenil por minuto.

Atividade de B-glicosidases foi determinada usando o substrato p-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo (pNPG), usando metodologia adaptada de Daroit et al. (2008), em
triplicata. A absorbancia foi mensurada em 405 nm, com a construcdo de uma curva de
calibragdo com concentragdes conhecidas de p-nitrofenol (0 a 2 g.L™). Uma unidade de B-
glicosidase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol.L! de
nitrofenol por minuto.

A determinacdo da atividade de xilanases foi realizada de cordo com Bailey et al.
(1992), usando xilana como substrato, em triplicata. Absorbancia foi mensurada a 545 nm e
a concentracdo de xilanase foi determinada usando uma curva padrdo com concentragoes
conhecidas de xilose (0 a 10 g.L?). Uma unidade de xilanase foi definida como a

quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol.L* de xilose por minuto.

4.2.3.9 SDS-PAGE e géis de atividade

Utilizando o caldo enzimatico produzido em biorreator, foi realizada a eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), segundo metodologia descrita por Laemmli (1970).
Como padrbes de massa molecular foi utilizado um marcador molecular Precision Plus
Protein Standards, Bio Rad®. Ap6s a corrida eletroforética, o gel foi revelado em solucéo
Coomassie Brilliant Blue 0,2%, seguida de solucéo de 50% etanol/105 &cido acético.

Zimogramas foram realizados para determinar a massa molecular de
endoglicanases, [-glicosidases e xilanases produzidas por P. echinulatum nas diferentes
fontes de carbono. Endoglicanases foram determinadas segundo metodologia proposta por
Sun et al. (2008) em um sistema semi-desnaturante (SDS-PAGE) e 0,15% de
carboximetilcelulose (CMC) como substrato. O gel foi entdo lavado utilizando solugéo de
triton (2,5%) em tampao citrato de sodio pH 4,8 (30 min), apos foi incubado em tampéo
citrato de sodio (10 min, 40°C), e corado em solugdo de Congo Red (0,1%) por 30 minutos,
com posterior lavagem em solucdo de NaCl 1 mol.L. Xilanases foram avaliadas de
maneira semelhante, porém com gel contendo xilana como substrato para acdo da enzima.
A massa molecular de B-glicosidases foi determinada em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE), que apds a corrida foi submerso em solucéo de triton (2,5%) em tampéo citrato de
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sodio pH 4,8 (30 min) e lavado com tampao citrato de sodio, pH 4,8. Apds a lavagem o gel
foi incubado por 40 minutos, em solugéo de 0,2% (m/v) de esculina em tampéo citrato de
sddio 0,05 mol.L%, pH 4,8 e, em seguida, revelado em solugdo de FeCls 1% (Kwon et al.,
1994).

4.2.3.10 Hidrolise enzimética

A hidrolise enzimética foi realizada a partir de adaptacdo do método proposto por
Adsul et al. (2005), em frascos Duran de 50 mL contendo 5% (m/v) de biomassa
lignocelulosica, extrato enziméatico em volume equivalente a 15 FPU por grama de
biomassa, e tampao citrato de s6dio 50 mmol.L™ (pH 4,8) para completar 50 mL de reago.
As misturas foram incubadas em banho agitado a 150 rpm e 50°C, condi¢do 6tima para a
atividade enzimatica de P. echinulatum (Camassola et al., 2004), por 72 horas. Amostras
foram coletadas a cada 24 horas e 20 pL foram filtrados (membrana com poro de 22um) e
analisados em HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan) com detector RID-10A, coluna Aminex®
HPX-87H (30x7.8 mm, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), operando a 60 °C,

com fase movel contendo 5 mmol.L? de H,SO4, com fluxo de 0.6 mL.min™.

4.2.3.11 Analise estatistica

Anélise estatistica foi realizada utilizando analise de variancia (one-way ANOVA) e
pos teste de Tukey com 95% de interval de confianga (p <0.05), com o auxilio do software
GraphPad Prism 5.

4.2.4 Resultados e discussao
4.2.4.1 Composicao das biomassas

A composicdo das trés diferentes biomassas lignoceluldsicas pre-tratadas foi
avaliada quanto ao teor de cinzas, celulose, hemicelulose e lignina insollvel presente nas
mesmas, sendo que os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 1. A determinagéo
da composi¢cdo quimica das biomassas se mostra importante, pois segundo relatado na
literatura, as concentragdes de celulose, hemicelulose e lignina presentes podem variar
entre cultivares de diferentes regides (Almeida et al., 2019).

Dentre as biomassas avaliadas no presente trabalho, EG apresentou o maior teor de
celulose, com cerca de 43% de sua composi¢do baseada nesse carboidrato, seguido por SB,
com cerca de 38%. Para estas biomassas nao foi detectada presenca de hemicelulose em sua
composicdo, 0 que pode ser explicado pelo processo de pré-tratamento por explosdo a
vapor ao qual foram submetidas, relatado por retirar grandes quantidades deste sacarideo
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durante sua aplicagdo em diferentes biomassas, dentre elas o capim elefante (Grigorevski-
Lima et al. 2013; Scholl et al. 2015a).

Tabela 1. Composicdo das diferentes biomassas lignoceluldsicas pré-tratadas por exploséo
a vapor ou com peroxido em meio alcalino.

Biomassa  Cinzas (%0) Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina isolGvel (%) Total
SB 3,28+ 0,15 37,61+0,7 ND 38+0,83 78,89
EG 3,26 £ 0,61 42,86 + 0,4 ND 32,11 +155 78,23
PEP 0,48+0,2 32,84 £ 0,23 4,62 +0,13 27,44 + 1,37 65,38

SB (bagago de cana-de-agucar); EG (capim elefante); PEP (polpa de eucalipto/pinus); ND (ndo
detectado). Nota: os percentuais sdo menores que 100% devido aos demais componentes presentes
nas biomassas e que ndo foram quantificados pelo métodod.

J& em PEP, cerca de 5% de hemicelulose foi detectada em sua composi¢éo, além
dos menores percentuais de lignina insoluvel e celulose. Esse fato pode ser explicado
devido a composicdo in natura ja diferenciada da madeira em relacdo as gramineas, bem
como devido ao diferente pré-tratamento utilizado nesta biomassa, ja que processos
envolvendo presenca de H20O2 em meio alcalino podem resultar em hidrdlise da celulose e
sdo utilizados principalmente com o objetivo de remoc¢édo da lignina durante a polpacéo
(Zabed et al. 2016). Os dados obtidos na caracterizacdo foram posteriormente utilizados

para padronizar a concentracdo de celulose utilizada durante os cultivos.

4.2.4.2 Determinacdo da condi¢cdo para o uso das biomassas pré-tratadas para producao
enzimatica

A diminuicdo do tamanho das particulas e consequente aumento da superficie de
contato da celulose presente na biomassa € um requerimento importante para 0S processos
de hidrolise da biomassa (Zabed et al. 2016), podendo também influenciar na producéo
enzimética. Com isso, a fim de determinar a melhor forma de utilizacdo das biomassas pré-
tratadas, foram realizados cultivos em frascos agitados contendo as biomassas Umidas,
secas e secas e trituradas. Para os testes realizados com as biomassas umidas, um ajuste no
total de agua adicionada ao meio foi realizado, considerando-se o percentual de umidade
presente nas mesmas (64,67% para SB, 69,11% para EG e 48,69% para PEP). Para a
biomassa Umida a granulometria ndo foi medida, sendo a mesma que para as biomassas

Secas.
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Quanto as biomassas secas e secas trituradas, 0s resultados da granulometria séo
apresentados na Tabela 2, onde estd descrito o percentual retido em cada mesh. Vale
ressaltar que para o capim e a polpa triturados, a retencdo de 60,4 e 50,4%,
respectivamente, em M6 ocorreu devido a uma caracteristica de aglomeracgéo das particulas
trituradas, que ambas as biomassas apresentam, e que ndo é observada no bagaco de cana-
de-agUcar. Isso faz com que as particulas de tamanhos menores formem grumos, impedindo
sua passagem pelas peneiras

Tabela 2. Percentual de retencdo das biomassas pré-tratadas em peneiras da ASTM (mesh)
devido a sua granulometria.

Retencéo (%0)

Mesh M6 M8 M10 M16 M20 M28 M35 <
DSB 48,7 22,6 9,2 11,7 3,1 2,2 1,5 1,0
CSB - - - 12,8 22,3 7,7 14,4 42,8
DEG 93,9 2,2 3,2 0,7 - - - -
CEG 60,4 3,0 7,8 8,6 8.8 - 1,7 9,7
DPEP 93,1 3,7 1,4 1,0 - 0,4 0,5 -
CPEP 50,4 29,8 12,9 3,9 - 0,7 0,9 1,4

DSB (bagaco de cana-de-aglcar seco); CSB (bagaco de cana-de-agucar triturado); DEG (capim
elefante seco); CEG (capim elefante seco triturado); DPEP (polpa de eucalipto/pinus seca); CPEP
(polpa de eucalipto/pinus triturada). Mesh — 6 (3.36 mm), 8 (2.38 mm), 10 (2 mm), 16 (1.19 mm),
20 (0.84 mm), 28 (0.59 mm), 35 (0.5 mm).

A Tabela 3 mostra os dados de atividade enzimatica em cultivos com as diferentes
biomassas pré-tratadas, em condicOes seca, triturada e umida, utilizadas como fontes de
carbono. Verifica-se que no meio formulado com a biomassa Umida os resultados foram, de
uma forma geral, inferiores aos obtidos com as biomassas secas. Este fato, além de ser
explicado pela estrutura da biomassa, que muda quando Umida ou seca, também pode ser
devido a presenca ou auséncia de inibidores, sugerindo que o processo de secarem pode ser
responsavel pela evaporagcdo destas substancias, resultando, consequentemente, na
producdo de titulos enziméticos mais elevados. Isto também explicaria o fato de que
nenhuma substancia inibitoria foi detectada na composicdo das biomassas, que €

determinada com as biomassas secas.
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Tabela 3. Atividades enzimaticas em cultivos submersos em meio formulado com
biomassas (bagaco de cana-de-acgUcar, capim elefante, polpa de eucalipto e pinus) Umidas,
secas e secas e trituradas.

FPA (UmLY) B-glicosidases Endoglicanases Exoglicanases Xilanases
(U.mL?) (U.mL?) (U.mL?) (U.mL?)

Celulose 0,68 + 0,05 2,84 +0,26 2,7+0,54 2,84 £1,09 54,5+ 7,98
MSB - 0,58" + 0,04 0,442+ 0,02 1,13°+ 0,04 6,45 +1,91
DSB 0,011* + 0,004 1,142+ 0,10 0,452+ 0,01 1,31 +0,25 6,94% + 3,67
CSB 0,0172+ 0,016 1,332+ 0,11 0,56+ 0,10 1,942+ 0,39 10,52+ 1,30
MEG 0,013¢ + 0,005 0,29°+ 0,03 0,18% + 0,001 0,119+ 0,02 9,71°+ 1,35
DEG 0,073+ 0,023 0,35°+ 0,01 0,529+ 0,04 0,34°+ 0,02 10,0°+ 1,16
CEG 0,14°+ 0,033 0,47¢+ 0,28 0,58°+ 0,001 0,45°+ 0,28 13,1+ 1,39
MPEP 0,0539+ 0,031 0,807+ 0,03 0,387+ 0,04 0,557+ 0,05 8,69+ 0.78
DPEP 0,0479 £ 0,017 0,559+ 0,04 0,289+ 0,02 0,159 + 0,02 8,659+ 1.12
CPEP 0,157+ 0,001 0,787+ 0,02 0,427+ 0,02 0,60+ 0,09 13,47+ 1.92

MSB (bagago de cana-de-agUcar umido), DSB (bagaco de cana-de- agucar seco), CSB (bagago de
cana-de-agUcar triturado), MEG (capim elefante tmido), DEG (capim elefante seco), CEG (capim
elefante triturado), MPEP (polpa de eucalipto e pinus Umida), DPEP (polpa de eucalipto e pinus
seca), CPEP (polpa de eucalipto e pinus seca triturada). Os cultivos foram realizados em frascos
agitados, mantidos a 28°C, por 72 e 120h. Analise estatistica foi realizada em trés grupos, cada um
consistindo de uma biomassa, nos quais diferentes letras significam diferenca estatista em 95% de
intervalo de confianca (p <0.05).

Com relacdo a utilizacdo das biomassas secas, para 0 bagaco de cana-de-acUcar, nao
foi observada diferenca significativa entre os resultados obtidos para DSB e CSB, assim,
para a continuidade do trabalho a utilizacdo de DSB foi mantida, uma vez que ndo haveria
necessidade de mais uma etapa de processamento, o que implicaria em aumento de custos.
Ja para o capim elefante e polpa de eucalipto/pinus, 0s maiores titulos enzimaticos foram
obtidos com a utilizagdo das biomassas secas e trituradas, com diferenga significativa em
relacdo a sua utilizagdo somente seca, provavelmente devido ao elevado percentual de
particulas com granulometria maior (superior a 90%), o que dificulta o acesso do
microrganismo a fonte de carbono. Com isso, para a continuidade do trabalho foram

mantidas as biomassas CEG e CPEP.

4.2.4.3 Producdo enzimatica em regime descontinuo
Apols as definicbes das melhores condi¢cdes em frascos agitados, foram entéo
realizados cultivos em STR, a fim de comparar as atividades enziméticas produzidas com

as diferentes biomassas. Em uma primeira etapa, os cultivos foram realizados em regime
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descontinuo, com um cultivo padréo, utilizando celulose comercial como fonte de carbono
e indutor, também realizado.

A Figura 1 mostra as atividades obtidas para a linhagem S1M29, onde o cultivo
com SB mostrou os maiores valores de FPA, quando comparado com as demais biomassas,
incluindo o controle. A atividade de 1 U.mL™ de FPA foi alcancada apds 96h de cultivo,
enguanto que para o controle o pico de 0,62 U.mL? foi em 72h. Para EG, o pico de
atividade foi 0,3 U.mL™ apds 96h, sendo que o cultivo com polpa de eucalipto/pinus
alcancou apenas 0,2 U.mL™ no mesmo periodo. Entretanto, as atividades enzimaticas foram
inferiores as obtidas por Reis et al. (2013) utilizando as mesmas linhagens em
concentragdes de 20, 40 e 60 g.L* de celulose comercial, que alcangaram atividades de 2 e
4 U.mL™ de FPA. A menor atividade alcancada no presente trabalho, mesmo para o cultivo
padrdo, pode ser explicada pela menor concentragdo de celulose utilizada (10 gL™?). De
acordo com os autores (Reis et al. 2013), a atividade enzimética é proporcional ao aumento
da fonte de carbono.

A concentracdo mais baixa foi utilizada devido ao menor percentual de celulose
presente nas biomassas lignocelulosicas, que tornaria inviavel a realizacdo de um cultivo
submerso em concentragdes muito superiores, visto a insolubilidade das biomassas. Dito
iss0, pode-se ressaltar que para SB, a diminuicdo da atividade de FPA observada é de certa
forma proporcional a diminuicdo da concentracdo de celulose no meio, quando comparada
aos resultados obtidos por Reis et al. (2013). A utilizacdo de celulose (Avicell) em cultivo
submerso de Trichoderma reesei RUT C30, microrganismo amplamente estudado na
producio de celulases, resultou em atividade de 1,8 U.mL™ de FPA (Singhania et al. 2010),
pouco superior ao observado para SB neste estudo, refor¢cando a ideia de que esta biomassa
no meio de cultivo pode sim resultar em atividades enzimaticas relevantes em um processo
industrial com menor custo.

Para endoglicanases e exoglicanases, 0 mesmo padrdo de FPA foi observado, com
as maiores atividades obtidas para SB (6,2 U.mL™ em 72h de endoglicanases e 1,5 U.mL™?
de exoglicanases em 96h), seguido do padrdo com celulose (4,2 U.mL™ de endoglicanases
em 96h e 1,2 U.mL™* de exoglicanases em 72h), de EG (2 U.mL* de endoglicanases e 0,7
U.mL™ de exoglicanases, ambas em 96h) e PEP (0,7 U.mL™ de endoglicanases e 0,4 U.mL"

! de exoglicanases, também em 96h).
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Figura 1. Atividades de FPA (A), Endoglicanases (B), B-glicosidases (C), Exoglicanases
(D) e Xilanases (E) obtidas em biorreator com agitacdo mecanica, em regime descontinuo.
(@) celulose, (A) SB, bagaco de cana-de-agticar, (V) EG, capim elefante ¢ (m) PEP. Os
cultivos ocorreram a 28°C, por 96 horas.

Porém, ao analisar a atividade de S-glicosidases, foi observado que, apesar de SB
continuar apresentando a maior atividade (cerca de 0,7 U.mL™), a segunda maior atividade
foi observada para PEP, com cerca de 0,5 U.mL™. J4 o controle com celulose e EG
alcancaram valores de atividade de cerca de 0,3 e 0,2 U.mL™, respectivamente. Todos 0s
maiores valores para a atividade de fS-glicosidases foram alcangcados ap6s 96 horas de
processo.

Reis et al. (2013) observaram atividades de endoglicanases em torno de 20 U.mL™

dependendo da concentracao de celulose utilizada no meio, e B-glicosidases variando entre
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1e2 U.mL?, em tempos de processos semelhantes aos do presente trabalho, com aumento
da atividade em tempos superiores. Embora as atividades de endoglicanases tenham sido
muito superiores as do presente trabalho, as atividades de B-glicosidases foram préximas,
mesmo com a concentracdo inferior de celulose no meio. Considerando que Reis et al.
(2013) observaram que concentracGes superiores de celulose no meio resultam em
incremento da atividade de B-glicosidases, a producdo semelhante alcangada pode ser um
indicativo de que estas enzimas sdo produzidas em maiores quantidades quando biomassas
lignocelulosicas sdo empregadas no meio, em substitui¢do a celulose comercial.

Quanto a atividade de xilanases, os maiores picos de atividade foram observados
novamente para SB, seguido da celulose, de PEP, e por altimo, EG, com atividades de
cerca de 60, 44, 36 e 24 U.mL™?, respectivamente. Os picos foram atingidos apds 96h para
SB e PEP, 88h para EG, e 72h para a celulose.

Para biomassa micelial, verifica-se que quantidades superiores foram encontradas
no cultivo com SB, com 5,7 g.L! de massa de micélio apos 88 horas de processo (Figura
2). Entretanto, o segundo maior crescimento foi observado para o capim elefante (4,7 g.L-
1), cujas atividades enzimaticas foram mais baixas, demonstrando que um maior
crescimento ndo esta necessariamente envolvido com uma maior producdo das enzimas
celuloliticas, sendo outros aspectos como a composicao da biomassa e a facilidade com que
0 microrganismo pode acessar a fonte de carbono também relevantes. Para a celulose, cerca
de 3 g.L! de massa micelial foram mensurados apds 88h de processo, enquanto que para a
polpa, o pico de crescimento micelial foi de cerca de 2 g.L™ entre 64 e 72h de processo.

Quanto a sacarose presente no meio, € possivel observar que a mesma é consumida
nas primeiras 48 horas, quando se estabiliza proxima a 1 g.L até o final do cultivo (Figura
2). Esses dados diferem dos observados por Reis (2017), que observou que os niveis de
sacarose chegavam proximos a zero ja em 24 horas de processo, quando P. ucsense foi
cultivado em meio contendo celulose. Diante disso, analise da concentracdo de glicose livre
no meio também foi realizada, a fim de detectar se a mesma interferiu na determinacédo da
sacarose (determinada apds sua hidrolise a glicose e frutose). Os resultados encontrados
demonstraram que a concentracdo de glicose livre permanece constante apds 24 horas de
processo, sendo proveniente da hidrélise da celulose presente no meio, 0 que explica a
manutenc¢do dos niveis de agucares no meio até o final do cultivo, uma vez que a glicose
ndo esta somente sendo consumida, mas também sendo liberada através da hidrolise da

biomassa.
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Figura 2. Crescimento micelial (A), oxigénio dissolvido (B), frequéncia dos impelidores
(C), consumo de sacarose (D) e glicose livre no meio (E) durante os cultivos em regime
descontinuo, em biorreator com agitacdo mecanica. (e) celulose, (A ) SB (bagaco de cana-
de-agucar), (V) EG (capim elefante) ¢ (m) PEP (polpa de eucalipto/pinus0. A temperatura
foi mantida a 28°C e o tempo de cultivo foi de 96 horas.

Em relacdo ao oxigénio dissolvido (Figura 2), ha uma queda brusca nas primeiras
16 horas do processo, mantendo-se niveis mais baixos até 48 horas, quando 0 mesmo volta
a se elevar. Esses tempos condizem com a fase de consumo da sacarose, bem como com a
fase de crescimento exponencial do microrganismo. Durante esse periodo, maiores
velocidades de agitacdo sdo requeridas, sendo diminuidas posteriormente. A manutencao de
apenas 30% de oxigénio até o final do cultivo, quando seu consumo diminui, ndo foi
possivel devido a viscosidade do meio. Ao diminuir a velocidade de agitacdo a fim de

diminuir o percentual de oxigénio dissolvido, ndo foi possivel manter o meio corretamente
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homogeneizado, tendo sido optado por manter a mistura do meio e niveis superiores de O,
sendo estes niveis diferentes para cada biomassa.

Outro dado importante é que para as maiores frequéncias de agitacdo empregadas,
maiores crescimentos miceliais foram observados. Constatacdo semelhante foi feita por
Patel et al. (2009), em estudos sobre o crescimento de T. reesei RUT-C30 em diferentes
biorreatores utilizando meio com celulose, porém o0s autores observaram que para este
microrganismo, o aumento da frequéncia dos agitadores também resultou em diminuicdo na
atividade de FPA. Como pode ser observado no presente estudo, 0 mesmo nao ocorreu para
P. ucsense, demonstrando que maiores frequéncias de agitacdo, e 0 consequente aumento
nas concentragbes de oxigénio dissolvido, ndo resultam em diminuicdo da atividade

enzimatica.

4.2.4.4 Producao enzimatica em regime descontinuo alimentado

Apb6s os cultivos em regime descontinuo, cultivos em regime descontinuo
alimentado também foram avaliados a fim de investigar seu efeito ns producéo enzimaética
na linhagem S1M29. A alimentacdo foi realizada de forma manual, com inicio da
alimentacdo ap6s 16 horas de processo, com a adicdo maxima de biomassa com
equivaléncia a 6,24 g.L* de celulose por dia, e inicio do cultivo com o equivalente a5 g.L*
de celulose (Reis, 2017).

Conforme a Figura 3, o processo de alimentacdo incrementou a producéo
enzimatica em relacdo aos dados obtidos anteriormente, para o controle com celulose, SB e
EG, porém o mesmo efeito ndo foi observado para PEP. Para FPA, as maiores atividades
enzimaticas em regime descontinuo alimentado foram observadas para SB, seguido de
celulose comercial e EG, com cerca de 2,2 U.mL™ em 136 horas de processo, 1,3 U.mL™*
também em 136h, e 1,1 U.mL? em 160h, respectivamente. Estas atividades sdo
semelhantes as observadas por Pereira et al. (2013), utilizando 0 mesmo microrganismo
(com atividades de 1,4 U.mL™ em meio contendo 49 g.L! de celulose, e 3,7 U.mL™ em
meio contendo 46 g.L de bagaco de cana-de-aglcar), porém inferiores aos obtidos por

Reis et al. (2013), que alcancou atividade de 8,3 U.mL* utilizando 40 g.L™* de celulose.
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Figura 3. Atividades de FPA (A), Endoglicanases (B), B-glicosidases (C), Exoglicanases
(D) e Xilanases (E) obtidas em cultivo submerso conduzido em regime descontinuo
alimentado, em biorreator com agitacdo mecanica. (@) Celulose, (A) SB - bagago de cana-
de-acucar, (V) EG - capim elefante ¢ (m) PEP - polpa de eucalipto/pinus. Os cultivos foram
mantidos a 28°C, por 168 horas.

Os resultados também foram inferiores aos obtidos utilizando a linhagem RUT-C30
de T. reesei por diferentes autores: Hendy et al. (1984) obtiveram 26,2 U.mL™? de FPA
utilizando 100 g.L* de celulose, enquanto Ma et al. (2013) e Li et al. (2013) alcangaram,
respectivamente, cerca de 19 e 16 U.mL™* de FPA em meio com 80 g.L* de celulose no
meio. Os resultados superiores alcangados por esses autores podem estar relacionados a
concentragdo superior de celulose utilizada no meio. Entretanto, a utilizagdo de altas

concentragdes de celulose, aléem de encarecer o processo, sao dificeis de aplicar em cultivos
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utilizando biomassas lignocelulésicas, devido a elevada quantidade de sélidos suspensos
presentes, prejudicando assim a reologia do meio, tornando-se um fator limitante no
processo.

Para endoglicanases e exoglicanases, SB também apresentou as maiores atividades,
seguido da celulose e de EG, com atividades de 6,8 U.mL™ (160h), 6 U.mL™ (144h) e 4,3
U.mL? (136h), respectivamente, para endoglicanases, e 3 U.mL? (160h), 2,1 U.mL"
(160h) e 1,2 U.mL* (168h) para exoglicanases. Atividades superiores de S-glicosidases
foram observadas novamente para SB, com 3 U.mL™ em 160 horas de processo. Para EG,
atividade maxima dessas enzimas foi observada apds 168h, com cerca de 2 U.mL™. Para o
controle com celulose, apenas um leve incremento foi observado em relacdo ao regime
descontinuo alimentado, alcangando 0,52 U.mL™ apds 136 horas de cultivo.

Os resultados obtidos para endoglicanases se mostraram inferiores ao observados
por Reis et al. (2013), porém as atividades de B-glicosidases foram semelhantes. A
atividade de S-glicosidases alcangada no presente estudo também foi préxima a observada
por Li et al. (2013), em cultivo de T. reesei em meio contendo concentracdo de 80 g.L™ de
celulose, que alcangaram atividade de 4,5 U.mL™,

O controle com celulose apresentou a maior atividade para xilanases, com 172
U.mL™ no final do processo, valor muito préximo ao observado por Reis et al. (2013), que
foi de 177 U.mL™ na mesma condigdo. SB apresentou um pico de atividade de 127 U.mL™*
apoOs 160h, enquanto que a maxima atividade de xilanases para EG também foi observada
ap6s 160h, com 54,5 U.mL*. Apesar do pico de atividade nos meios compostos pelas
biomassas lignocelul6sicas ter sido observado em menor tempo de processo, os valores
ainda sao bastante inferiores aos observados para o controle, necessitando maiores estudos
sobre a formulagdo do meio para induzir uma maior produgdo desta enzima, bem como das
demais enzimas avaliadas. Na Tabela 4 estdo apresentados os aumentos de atividade de
cada enzima em regime descontinuo alimentado, em relacéo ao regime descontinuo.
Tabela 4. Aumento ou declinio nas atividades enzimaticas em regime descontinuo

alimentado, em relacdo ao regime descontinuo, para as diferentes biomassas e o controle
com celulose.

FPA B-glicosidases Endoglicanases Exoglicanases Xilanases
Cel 2X 1,8x 1,4% 1,8x 3,9x
SB 2X 4,6x 1,1x 2X 2,1x
EG 2,7X 8,6x 1,8x 1,7x 2,2x
PEP 0,03x 0,59x 0,22x 0,77x 0,77x

Cel (controle com celulose); SB (bagaco de cana-de-aglcar); EG (capim elefante); PEP (polpa de
eucalipto/pinus). Para o calculo foram utilizados os valores de pico de atividades.
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A utilizacdo do RDA favoreceu a producdo enzimatica para quase todas as
biomassas testadas, exceto para PEP, como ja mencionado (Figura 3, Tabela 4). Isso
porque, a adicdo de celulose, ou seu equivalente, em pequenas parcelas durante o cultivo
permite a utilizacdo de maiores concentracBes, diminuindo, entretanto a repressao
catabdlica que pode ocorrer em elevados niveis de celulose, bem como diminui os
problemas com a dissolucdo de oxigénio do meio que ocorre quando ha elevadas
concentragdes de sélidos suspensos (Reis, 2017; Reis et al. (2013); Esterbauer et al. (1991);
Ganesh et al (2000)). Entretanto, para PEP, atividades enzimaticas inferiores as observadas
em regime descontinuo foram observadas, o que é demonstrado pela variacdo inferior a 1
na atividade enzimatica. As maximas atividades alcancadas em regime descontinuo
alimentado foram de 0,02 U.mL™ para FPA, 0,2 U.mL™ para endoglicanases e 0,3 U.mL™*
para exoglicanases, todas observadas no tempo Oh, indicando que esta atividade estava
presente no indculo, e foi perdida durante o cultivo. Para S-glicosidases, atividade de 0,3
U.mL? foi observada apds 136 horas de processo, e 27 U.mL de xilanases apds 144h.

O cultivo realizado com PEP apresentou problemas em sua reologia, mesmo que a
concentracdo superior fosse adicionada em intervalos de tempo, devido a caracteristicas da
propria biomassa. Em RDA ndo foi possivel realizar as alimentagdes regulares
determinadas, sendo realizada somente entre 16 e 24h de processo, quando precisou ser
interrompida devido a alta viscosidade e elevada presenca de sélidos suspensos no meio, o
que dificultava sua agitacdo e aeracdo. Novas alimentacfes s6 foram realizadas entre 120 e
136 horas de processo, e novamente foram interrompidas.

A auséncia na producdo de enzimas pode ser explicada pelos dados de crescimento
micelial, oxigénio dissolvido, apresentados na Figura 4. Picos de biomassa foram
observados em 48 e 136 horas, ap0s as duas alimentacfes serem realizadas, sugerindo que
possivelmente houve caréncia de algum nutriente no meio de cultivo. Além disso, a
manutenc¢édo da velocidade dos impelidores elevada, juntamente com a reologia do meio,
bastante densa se comparada aos demais meios, pode ter resultado no cisalhamento do
micélio, contribuindo assim para a queda no seu crescimento e producdo enzimatica. Apos
a segunda alimentacdo, a frequéncia dos impelidores foi diminuida, podendo ter auxiliado
no crescimento micelial, juntamente com a adi¢cdo de novos nutrientes. Diante desses
resultados, a utilizacdo de PEP para producdo enzimatica em processos submersos parece
ndo ser indicada, ao contrario das demais biomassas utilizadas, que se mostraram

promissoras em RDA.
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Figura 4. Crescimento micelial (A), oxigénio dissolvido (B), frequéncia dos impelidores
(C), consumo de sacarose (D) e glicose livre no meio (E) durante cultivos em regime
descontinuo alimentado. (e) celulose, (A) SB — bagaco de cana-de-agucar, (V) EG —
capim elefante e (m) PEP — polpa de eucalipto/pinus. Os cultivos foram conduzidos em
biorreator com agitacdo mecénica (STR) a 28°C por 168 horas.

Quanto aos dados de crescimento das demais biomassas, concentracGes superiores
de micélio foram observadas em 144 horas tanto para SB, quanto para EG, com
aproximadamente 11 e 7 g.L, respectivamente. Maior biomassa micelial em presenca de
celulose foi observada ao final do cultivo, com 12 g.L, sendo a maior concentracdo de
micélio entre todas as condicdes avaliadas. Presenca de sacarose também foi observada até
o final do cultivo, e novamente a presenca de glicose livre foi constatada no meio, podendo

0s agUcares detectados serem provenientes da sacarose ou da celulose presentes no meio.
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4.2.4.5 SDS-PAGE e géis de atividade das enzimas produzidas com diferentes biomassas
lignoceluldsicas em RD e RDA

A atividade das enzimas B-glicosidases, endoglicanases e xilanases nos caldos
também foram detectadas em zimogramas, com substratos especificos, em cujas corridas
eletroforéticas também foram aplicadas amostras de padrfes para massa molecular.
Também foi produzido um gel SDS-Page para as proteinas totais presentes nos extratos.
Para tanto, volume padrdo de amostra foi utilizado para cada enzima, e os resultados
obtidos estdo apresentados na Figura 5. Através dos zimogramas € possivel observar que,
para os cultivos realizados em RDA, hd uma maior atividade enziméatica em relagdo a RD,
visto pela presenga de bandas maiores e mais visiveis, devido a maior modificacdo dos
substratos especificos pela presenca da enzima, bem como maior concentracdo de
proteinas, 0 que é evidenciado pela presenca de bandas mais largas no SDS-PAGE. Outro
fato que pode ser observado é a producdo de diferentes isoformas de endoglicanases e

xilanases, de acordo com a biomassa utilizada.

Figura 5. Zimogramas para a atividade de PB-glicosidases (A), Endoglicanases (B) e
Xilanases (C), e eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de proteinas (D)
produzidas por P. ucsense em cultivos submersos, conduzidos em biorreator com agitacao
mecanica, em regimes descontinuo (RD) e descontinuo alimentado (RDA).
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Admitindo que bandas de atividade enzimatica nos zimogramas representem as
bandas de proteinas no SDS-PAGE é possivel fazer uma estimativa da massa molecular das
enzimas. Desta maneira, para endoglicanases, as isoformas com massa molecular entre 37 e
50 kD, bem como de 100 kD, nédo sdo produzidas em meio contendo PEP. A isoforma com
tamanho variando entre 37 e 50 kD também ndo é produzida em RD em meio contendo
celulose comercial, onde endoglicanases de 25 kD também ndo sdo produzidas. Estas
constatacbes demonstram que ndo sé os componentes do meio, mas também a forma de
processo influencia no nimero de isoformas de endoglicanases presentes no extrato. As
maiores bandas de atividade enzimdticas foram observadas para massas molares
equivalentes a 250 e 75 kDa, para todas as biomassas. Essas massas S0 maiores que as
observadas em cultivo de P. oxalicum GZ-2, onde endoglicanases com massas molares
diferenciadas, variando entre 35 e 70 kDa foram obtidas, em meios contendo palha de
milho e palha de arroz como substratos (Liao et al., 2015). Endoglicanases produzidas por
T. atroviride 676 em meios contendo biomassas residuais apresentaram massas molares
mais proximas as obtidas no presente trabalho, variando entre 104 e 200 kDa (Grigorevski-
limaetal., 2013).

Xilanases com massas molares variando entre 50 e 75 kD foram produzidas nos
meios contendo SB e EG em ambos o0s regimes empregados, porém s6 foram produzidas
em meio contendo celulose em RDA. Esses dados podem indicar que o aumento na
atividade enzimatica em RDA possa se dar ndo somente devido a uma maior atividade
enzimatica das isoformas produzidas em RD, mas também devido a producdo de novas
isoformas das diferentes enzimas.

B-glicosidases de uma unica massa molecular foram produzidas em todas as
condicdes testadas, sendo elas de 150 kD, sendo uma massa maior que a observada para [3-
glicosidases de P. oxalicum GZ-2 cultivado em palhas de milho e arroz, que também
apresentou uma unica isoforma dessa enzima, um pouco superior a 75 kD (Liao et al.
(2015). No gel de proteinas totais, foi possivel observar a presenga de outras proteinas de
diferentes massas molares produzidas por P. ucsense, podendo estas serem outras enzimas,

como exoglicanases, ou diferentes proteinas produzidas pelo metabolismo do fungo.

4.2.4.6 Hidrdlise enzimatica
A fim de determinar a eficiéncia de hidrolise dos coquetéis enzimaticos produzidos
por P. ucsense utilizando as diferentes biomassas lignocelulésicas, bem como celulose, 0s

mesmos foram aplicados na hidrélise do bagaco de cana-de-agucar, do capim elefante e da
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polpa de eucalipto/pinus, e comparados a um controle utilizando enzima comercial

Celluclast®. Os resultados obtidos para liberagdo de glicose no meio estdo apresentados na

Figura 6.
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Figura 6. Glicose liberada da hidrolise de (A) Bagaco de cana-de-acucar, (B) Capim
elefante, (C) Polpa de eucalipto/pinus por diferentes solu¢des enzimaticas obtidas de P.
ucsense. As solucbes enzimaticas foram obtidas em meios de cultivo contendo diferentes
fontes de carbono em regime descontinuo (celulose, bagaco de cana-de-agucar - SB, capim
elefante - EG, e polpa de eucalipto/pinus — PEP), Utilizou-se um volume de enzima para
uma atividade total de 15 FPU/g do substrato a ser hidrolisado. Como controle foi utilizado
o complexo enzimatico comercial Celluclast®.

Os resultados obtidos demonstram que, para a hidrolise das trés biomassas, a
enzima Celluclast® foi capaz de liberar maiores concentracdes de glicose, em intervalos de
tempo menores. Porém vale ressaltar que, devido a padronizacdo realizada para uma
atividade de 15 FPU por grama de substrato, o volume de solugdo enzimética adicionado
para a enzima comercial em comparacdo as demais enzimas foi muito menor, afetando
assim o volume de tampé&o adicionado, e consequentemente, o pH da reagdo, que ficou
préximo a 6,0 para as condigdes contendo os extratos brutos. Considerando que o controle
de pH é de elevada importancia no processo, se torna interessante investigar processos de
concentracdo das enzimas obtidas, a fim de obter uma melhor comparagdo com as enzimas

comerciais, onde os volumes adicionados sejam mais proporcionais, e com isso o pH seja
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menos afetado.

Quanto as enzimas produzidas por P. ucsense, para a hidrélise das trés biomassas
avaliadas, as enzimas produzidas utilizando SB resultaram em maior liberacdo de glicose
no meio quando comparadas as demais, sendo a que se aproximou mais dos resultados
obtidos utilizando enzima comercial, alcancando cerca de 20 mg.mL™ de glicose apds 24
horas na hidrélise do bagaco, e apos 72 horas para a hidrélise do capim. Para a hidrolise do
bagaco e o capim, as enzimas produzidas utilizando celulose comercial e EG como
indutores apresentaram resultados semelhantes, um pouco inferiores aos observados para as
enzimas produzidas com SB, e superior aos obtidos para as enzimas produzidas com PEP.
Estes dados demonstram o potencial de uso da boagaco de cana-de-agUcar para produzir um
eficiente complexo de celulases para o etanol 2G.

Resultados semelhantes foram observados por Liao et al (2015), que avaliaram a
eficiéncia de hidrélise de enzimas produzidas utilizando palha de arroz, de trigo, e Avicel
como substratos, e constataram que enzimas produzidas em meio suplementado com palha
de arroz foram as que apresentaram melhores resultados, seguido pelas enzimas produzidas
com celulose comercial, e por fim, com palha de trigo. Ja Reis et al (2013), obtiveram
resultados distintos ao utilizarem enzimas produzidas por P. echinulatum em meio
contendo celulose, e Cellic CTec2, onde as enzimas comerciais apresentaram liberacéo de
acucar 15% inferior ao extrato bruto. Entretanto, uma suplementacdo extra de -
glicosidases foi utilizada pelos autores, o que nédo foi realizado no presente trabalho.

Para a hidrélise da polpa de eucalipto/pinus, a segunda maior liberacdo de aclcares
apos 24 horas foi utilizando as enzimas produzidas na prépria PEP. Este dado se mostra
interessante, pois, para estas enzimas, a carga enzimatica utilizada (5 FPU por grama de
substrato) foi trés vezes inferior que para as demais enzimas avaliadas, demonstrando que
essas enzimas apresentam uma eficiéncia de hidrolise superior as demais, mesmo nas outras
biomassas avaliadas. Uma explica¢do possivel para este fato ¢ a elevada producao de B-
glicosidases em PEP. O fato de que a atividade de B-glicosidases é essencial para uma
degradacéo eficiente de materiais lignocelulésicos é bastante conhecido, uma vez que a
celobiose (seu substrato) é um inibidor da atividade de endoglicanases e exoglicanases
(Almeida et al, 2019). A importancia do equilibrio entre as diversas enzimas e, portanto,
em seu sinergismos durante a hidrolise, tambem foi evidenciada por Liao et al (2015), que
observaram que quando misturas dos extratos enzimaticos obtidos com material
lignoceluldsico e com celulose comercial foram usados, os resultados de hidrolise foram

superiores, mesmo que a carga enzimatica em termos de FPA fosse a mesma,
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demonstrando que um correto balan¢o no coquetel enzimético é necessario.

4.2.5 Concluséao

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que a utilizacdo de bagaco
de cana-de-aglcar e capim elefante para a producdo de celulases por P. ucsense em
processo submerso é uma alternativa vidvel e promissora, sendo necessarios maiores
estudos em relacdo ao processo, buscando sua otimizagcdo. Também foi possivel observar
que as enzimas produzidas nesses substratos sdo capazes de hidrolisar satisfatoriamente
diferentes biomassas lignocelulésicas, porém a realizacdo de processos de concentracao, ou
a utilizacdo de extratos com maiores atividades podem resultar em resultados superiores em
menores tempos de reacdo. Em vista disso, o presente trabalho contribiu para o
desenvolvimento de processos com custos de producdo enzimatica menores, tornando seu

uso na producdo de etanol 2G menos oneroso.
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4.3 PRODUGCAO DE CELULASES E XILANASES POR Penicillium ucsense EM
BIORREATOR, UTILIZANDO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR E CAPIM
ELEFANTE COMO PRINCIPAIS FONTES DE CARBONO, MAIS ADITIVOS

4.3.1 Resumo

No presente trabalho, buscou-se aumentar a producdo enzimatica da linhagem S1M29 de
Penicillium ucsense, utilizando bagaco de cana de agucar e capim elefante como principais
fontes de carbono. Para tanto, variacbes nas concentracdes dos aditivos farelo de soja,
farelo de trigo e sacarose foram primeiramente avaliadas em frascos agitados. Os resultados
demonstraram que a presenca de maiores concentracdes de farelo de soja resultou em
maiores atividades de FPA, exoglicanases e xilanases. Entre varias condi¢Ges estudadas, a
que utilizou 10 g.L* de farelo de trigo e 4 g.L* de farelo de soja resultou em atividades
enzimaticas 7,5 vezes superiores ao meio padrdo para FPA e xilanases, 6,5 vezes para
endoglicanases, 1,5 vezes para [B-glicosidases e 8 vezes para exoglicanases, quando
associada ao bagaco de cana de aglcar. Para capim elefante, a condi¢do com 2 g.L? de
sacarose, 5 g.L* de farelo de trigo e 4 g.L™ de farelo de soja resultou em incremento de 3
vezes na atividade de FPA e B-glicosidases, mais de 6 vezes em exoglicanases e dobrou a
atividade de xilanases. Ao avaliar a substituicdo parcial das biomassas com celulose
comercial, foram observados aumentos significativos somente nas atividades de FPA e
endoglicanases, em relacdo a utilizacdo das biomassas puras, com queda nas atividades de
xilanases. A substituicdo parcial ou suplementacdo das biomassas com lactose ndo resultou
em efeito positivo na produgdo de nenhuma enzima. Em cultivos em biorreator agitado
foram avaliadas as melhores condigdes observadas em frascos agitados para os aditivos,
bem como meios compostos por 50% de biomassa e 50% de celulose comercial. Entretanto,
em biorreator, apesar dos resultados positivos em frascos agitados, para bagaco de cana de
acucar, 0 meio padrdo permaneceu com as maiores atividades em FPA e xilanases. Para as
demais enzimas, apenas a condi¢cdo em que ocorreu aumento da concentragao dos aditivos
apresentou incremento nas atividades, de 55% para endoglicanases, 54% para
exoglicanases e 74% para B-glicosidases. No meio composto com capim elefante, também
se observou que 0 meio padrdo permaneceu com a maior atividade de FPA, enquanto que o
meio alimentado com maiores concentracfes de aditivos resultou em aumento de 39% na
atividade de endoglicanases ¢ cerca de 140% para B-glicosidases e exoglicanases. A
presenca de celulose comercial mostrou-se desnecesséria para ser adicionada a biomassa

para a producdo da maioria das enzimas, desde que apresentou apenas incremento de 40%
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para xilanases.
Palavras-chave: celulases, capim elefante, bagaco de cana-de-agucar, P. ucsense, regime

descontinuo alimentado.

4.3.2 Introducéo

A sustentabilidade se tornou um tema central para a humanidade. O consumo de
energia proveniente das fontes convencionais (combustiveis fésseis, que correspondem a
cerca de 80% da energia global) estda impactando o meio-ambiente, estando também as
reservas se esgotando. Com isso, as mudancas para fontes renovaveis sdo alternativas
relevantes e necessarias (Zabed et al., 2016; Vaishnav et al, 2018). Uma maneira
promissora de alcancar uma bioeconomia sustentavel é a utilizacdo de biomassa
lignocelul6sica como matéria-prima para a producdo de combustiveis, produtos quimicos,
enzimas e também produtos de alto valor agregado (Verma et al, 2020). Residuos
lignoceluldsicos contém 40 a 50% de celulose e podem ser utilizados como fonte de
carbono para a producdo de combustiveis renovaveis. A biomassa obtida de industrias
agricolas e florestais pode servir como matéria-prima adequada, pois esta disponivel em
abundéncia ao longo do ano. Entretanto, a chave para sua utilizacdo € a desconstrucdao do
componente celulose em seus aglicares monomeéricos, e sua subsequente transformacdo em
produtos quimicos e energia (Gao et al, 2020; Bhardwaj et al, 2021).

Celulases sdo um grupo de enzimas responsaveis pela hidrélise sequencial do
polimero de celulose até sua unidade monomérica, a glicose. E composto por
endoglicanases (EC 3.2.1.4), exoglicanases (EC 3.2.1.91) e B-glicosidases (EC 3.2.1.21),
sendo o fator chave para a producéo de etanol de segunda geracdo (Vaishnav et al, 2018;
Ramamoorthy et al., 2019). As liga¢des glicosidicas presentes na biomassa celulsica, nas
regibes amorfas sdo hidrolisadas por endoglicanases, formando oligossacarideos. Esses
oligdbmeros séo entdo clivados pelas exoglicanases nas extremidades redutoras e néo
redutoras para gerar celobiose, que ¢é posteriormente hidrolisada por B-glicosidases
liberando glicose (Bhardwaj et al, 2021). Xilanases sdo as enzimas responsaveis pela
degradacéo da xilana, polimero de pentoses também presente na biomassa lignocelulosica e
sua inducao em fungos filamentosos é complexa e varia em cada microrganismo (Salazar et
al, 2020).

Entretanto, as celulases e xilanases sdo responsaveis por cerca de 40% do custo total
da producdo do etanol de lignocelul6sios, impulsionando pesquisadores, industrias e

governos na busca de novas fontes enzimaticas, uma vez que estes altos custos dificultam a
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viabilidade comercial do etanol celuldsico, ou etanol de segunda geracdo, como é chamado
(Ramamoorthy et al., 2019; Verma et al, 2020). A baixa produtividade enzimética dos
microrganismos empregados consiste em um dos maiores desafios que muitos
pesquisadores vém tentando resolver em diferentes frentes, como tecnologias eficientes de
bioprocessos e sua otimizacdo, uso de fontes de carbono mais baratas, como residuos,
melhoramento genético de linhagens, etc. Muitos trabalhos vém sendo feitos com base no
aprimoramento dos bioprocessos, sendo a maioria deles usando fermentacdo submersa
usando Trichoderma reesei, a espécie fungica mais utilizada para a producdo comercial de
celulases (Vaishnav et al, 2018).

A producao de celulases e hemicelulases por fungos € fortemente afetada pelo meio
e pelas condicdes de cultivo, sendo a fonte de carbono utilizada um dos fatores de maior
importancia (Costa et al., 2018). Diferentes fontes de carbono induzem a producdo de
diferentes grupos de enzimas no mesmo microrganismo. Para fungos do género
Aspergillus, o uso de sorgo resulta em maiores producdes de B-glicosidases em relagdo ao
bagaco de cana de actcar. Com isso a avaliacdo de diferentes biomassas como fonte de
carbono é importante para a tentativa de induzir a producédo de diferentes enzimas (Almeida
et al., 2019), bem como o uso de diferentes fontes de carbono, em conjunto.

Embora muitas pesquisas tenham sido publicadas sobre a producéo de celulases em
fermentacdo submersa, poucos falam sobre os desafios enfrentados para a transferéncia do
processo de frascos agitados para reator de bancada, e deste para um volume maior, sendo
alguns deles a formacdo de espuma, alta viscosidade, transferéncia de massa e manutencéo
do oxigénio dissolvido. Atencdo especial também deve ser dada a composi¢do do meio de
cultivo, uma vez que cada microrganismo tem necessidades especificas para seu
crescimento e indugéo para a producdo de celulases, visto que, por exemplo, indutores que
funcionam bem para Trichoderma sp. geralmente ndo sdo aplicaveis para Penicillium sp.,
por exemplo (Vaishnav et al, 2018). Pesquisas com diferentes microrganismos tém
enfatizado as vantagens de se utilizar farelo de trigo, um subproduto mundialmente
disponivel, como substrato para obter elevadas producdes de celulases (Costa et al., 2018).
Outros estudos demonstraram que o farelo de trigo e a carboximetilcelulose como
substratos produzem atividades semelhantes de CMCase e FPase, enquanto que palha de
arroz, casca de arroz, palha de trigo e bagaco de cana-de-agUcar apresentaram baixas
atividades quando comparadas a celulose comercial, para a Schizophyllum
commune NAIMCC-F-03379s (Bhardwaj et al, 2021).

Apods a fonte de carbono, a fonte de nitrogénio é um dos parametros mais
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importantes, influenciando no metabolismo e na producdo enzimatica pelos
microrganismos. O nitrogénio pode ser adicionado no meio através de fontes inorganicas,
como sais de aménio, ou organicas, como o extrato de levedura e farelos de soja, milho e
arroz (Vieira et al, 2020). Com isso, 0s substratos lignoceluldsicos podem ser usados como
uma alternativa adequada a celulose utilizada como um indutor comerciais por produzir
uma série de enzimas que levam a uma melhor hidrolise da celulose (Bhardwaj et al, 2021).
Gao et al, (2020) relataram que o uso de farelo de trigo, farelo de soja e leticina de soja
resultaram nas atividades de FPA mais elevadas entre todos os meios e indutores avaliados
inorgénicos comerciais avaliados.

Bactérias e fungos sdo capazes de produzir enzimas celuloliticas, embora os fungos
tenham se mostrado mais adequados devido as suas propriedades de produzir secrecdes
extracelulares (Bhardwaj et al, 2021). No presente, a maioria das celulases comerciais €
derivada de linhagens mutantes de Trichoderma reesei. Entretanto, estas linhagens
apresentam baixa proporgao na relagdo entre B-glicosidases e FPase, resultando em inibicéo
das enzimas devido a alta concentracdo de celobiose, um inibidor enzimatico, durante o
processo de hidrélise. Para a completa hidrélise dos materiais lignocelulésicos, o coquetel
de celulases deve ser rico em todas as enzimas, sendo elas exoglicanases, endoglicanase, -
glicosidases, xilanases, entre outras enzimas acessorias. Diante disso, outros fungos
filamentosos, incluindo os géneros Penicillium, Aspergillus, Chrysosporium e Acremonium
tém sido avaliados também como alternativa para a producdo destas enzimas (Gao et al,
2020; Vieira et al, 2020).

Linhagens de Penicillium spp. vém sendo relatadas como capazes de produzir
maiores titulos de B-glicosidases, se comparadas a T. reesei (Martins et al., 2008). Alem
disso, enzimas produzidas por Penicillium spp. sdo mais resistentes a repressao causada
pelos derivados de lignina (Gusakov, 2011). Enzimas produzidas pelo P. echinulatum
9A01 (atualmente classificado como P. ucsense — Lenz et al, 2022) apresentam
percentuais de sacarificacdo superiores aos observados para enzimas comerciais, alem de
serem estaveis a temperatura de 50°C (sua temperatura 6tima de atividade), na qual os
processos de sacarificagcdo sdo usualmente conduzidos (Camassola et al, 2004). Visando
aumentar a producdo de celulases na linhagem S1M29 de P. ucsense, avaliou-se a presenca
de diferentes concentracdes de fontes de carbono e de fontes de nitrogénio, farelo de trigo,
farelo de soja e sacarose, bem como seu melhor regime de producdo de celulases, na

producdo enzimética durante o processo.
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4.3.3 Materiais e métodos

4.3.3.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a linhagem S1M29 de Penicillium ucsense (Lenz et
al, 2022), obtida da linhagem mutante 9A02S1 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen — DSM 18942) ap6s mutagénese (Dillon et al., 2006; Dillon et al, 2011).
Pertence a colecdo de microrganismos do Laboratorio de Enzimas e Biomassa do Instituto

de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul.

4.3.3.2 Biomassas lignocelulosicas

Duas biomassas foram utilizadas no presente trabalho: bagaco de cana-de-agucar
(cedido por Casa Buco - Destilados Artesanais, Bento Gongalves/ RS, proveniente da
moagem da cana e submetida a explosdo a vapor), e capim elefante (cedido por um
produtor de Nova Petrdpolis/RS e submetido a moagem em moinhos de facas e a pré-

tratamento por exploséo a vapor).

4.3.3.3 Preparacéo do inoculo

O in6culo foi preparado em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL de
meio de cultivo (5 g.L* de celulose, 1 g.L™ de sacarose, 2 g.L* de farelo de soja, 5 g.L* de
farelo de trigo, 0,5 g.L de Prodex®, 1 g.L! de Tween 80®, 5 mL de solugdo mineral
baseada em Mandels & Reese (1957) e &gua destilada gsq 100ml e inoculados com uma
suspensdo com 1x107 conidios (Reis et al., 2013). Os frascos foram entio mantidos a 28°C,

em agitacdo reciproca de 180 rpm, por 72 horas (Capitulo 1).

4.3.3.4 Cultivo em frascos

O meio de cultivo utilizado para os testes em frascos agitados foi constituido das
principais fontes de carbono - bagaco de cana-de-agUcar ou capim elefante - em massa
equivalendo a 10 g.L™* de celulose, contendo 0,5 g.L™* de Prodex®, 1 g.L™* de Tween 80® e
5 mL de solugdo mineral (Mandels & Reese, 1957). As concentragc0es de sacarose, farelo
de trigo e farelo de soja no meio de cultivo foram variadas, buscando aumentar a producéo
enzimatica. Para sacarose, além da concentracio padrdo (1 g.L), foram avaliadas as
concentracdes de 2 e 4 g.L™?, para farelo de trigo 5 (padrdo) e 10 g.L™, e para farelo de soja
2 (padrdo) e 4 g.Lt. Em todos os experimentos, foi avaliada a adicdo das diferentes
concentragdes no inicio do cultivo, ou através da alimentacdo, alcangando as concentragdes
finais ap0os 72 horas.

Em uma segunda etapa, foram mantidas as concentracGes de sacarose, farelo de

trigo e farelo de soja que resultaram nas maiores atividades enzimaticas, enquanto que a
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fonte de carbono foi variada. O equivalente em biomassa a 25, 50 e 75% de celulose foi
substituido por celulose comercial, bem como ocorreu a adigio de 2,5 e 5 g.L™ de celulose
comercial a biomassa em massa equivalente a 10 g.L' de celulose (totalizando
concentracdes de 12,5 e 15 g.L* de celulose no meio). A adicdo de 2,5, 5, 7,5 e 10 g.L* de
lactose a0 meio formulado somente com a biomassa como principal fonte de carbono
também foi avaliada.

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL do
meio, e inoculados com uma suspensdo de 1x107 conidios. Os frascos foram mantidos sob
agitacdo reciproca de 180 rpm, a 28°C, por 96 horas, com coletas diérias (Reis et al., 2013).

Os cultivos foram realizados em triplicata.

4.3.3.5 Cultivos em biorreator com agitacdo mecanica

O biorreator com agitacdo mecanica foi construido em um projeto financiado pela
FINEP, envolvendo o SENAI e a UCS, possui volume operacional de 5L e agitacdo
mecénica, com cuba em formato cilindrico, com 28 cm de altura e 20 cm de didmetro, e trés
chicanas distribuidas pelo sistema. A turbina possui forma de “U”, apresentando aletas no
corpo e dimensoes de 15,3 cm de altura e 12,6 cm de largura (Reis, 2017).

O meio de cultivo utilizado no regime descontinuo alimentado foi composto por 0,5
g.L ! de Prodex®, 1 g.L! de Tween 80® e 100 mL de solugdo mineral. A concentragio
inicial da biomassa (principal fonte de carbono e de inducdo enzimética) no meio foi
equivalente em massa a 5 g.L? de celulose, com alimentacéo realizada manualmente,
adicionando o equivalente a 6,24 g.L.dia? de celulose (Reis, 2017). A alimentacéo foi
iniciada ap6s 16 horas de processo e encerrada em 144 horas, com o cultivo mantido até
168 horas. Amostras foram retiradas diariamente com um intervalo minimo de 8 horas.

Foram realizados cultivos com concentragdes iniciais diferentes de sacarose, farelo
de trigo e farelo de soja e também com alimentag¢fes ao longo do cultivo. Quando néo
houve alimentacdo dos aditivos (apenas da biomassa), utilizou-se 5 g.L de sacarose, 10
g.L! de farelo de trigo e 4 g.L de farelo de soja. No experimento com alimentagdo de
aditivos e biomassa, iniciou-se com 2 g.L de sacarose, 4 g.L* de farelo de trigoe 1,6 g.L*
de farelo de soja, com alimentagdo de 1, 2 e 0,8 g.L1.dia?, respectivamente.

Cultivos com a alimentacdo mista de celulose (biomassa/comercial), também foram
realizados, nas proporcdes percentuais de mistura que alcancaram os melhores resultados
em frascos agitados (50/50 para capim elefante, e 75/25 para bagaco de cana de agucar). A
partir dos resultados obtidos em biorreator na etapa anterior, para o capim elefante, foi
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mantida a alimentagdo dos aditivos juntamente as fontes de celulose, enquanto que para o
bagaco, apenas as fontes de celulose foram alimentadas.

4.3.3.6 Determinacdo da biomassa micelial

A biomassa micelial foi determinada por método indireto, através da quantificacao
da concentracdo de ergosterol presente no meio de cultivo, segundo metodologia proposta
por Heleno et al. (2016). A extracdo do ergosterol foi realizada com base na metodologia
utilizada por Stoffel et al. (2019), onde 3 mL de amostra foram retirados do biorreator,
liofilizados e entdo extraidos com 6 mL de metanol, com agitacdo de 10 seg em vortex a
cada 15 min, por 1 hora. Posteriormente, as amostras foram submetidas a 30 min de
ultrassom (200 W, 40 kHz), centrifugadas (3220 g, 15 min, 4° C) e filtradas em filtros de
nylon com poro de 0,2 pm para analise em HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan), com detector
UV-Vis, coluna de fase reversa Inertsil ODS-3 (250 x 4.6 mm e tamanho de particula de 5
pum, GL Science, Tokyo, Japan), operado a 35° C, com fase movel acetonitrila/metanol
(70:30, v/v), com fluxo de 1 mL/min e deteccdo em 282 nm (Barreira, Oliveira, & Ferreira,
2014). A identificacdo e concentracdo do analito na amostra foi baseada em curva de

calibracdo com solucdes padrdo de ergosterol com concentrac@es entre 0,0039 e 1 mg/mL.

4.3.3.7 Determinacdo do consumo de sacarose

O consumo de sacarose foi determinado através da hidrélise cida da sacarose
contida no meio, de acordo com o método preconizado por Falcone & Marques (1965),
com modifica¢bes. Para tanto, 0,5 mL da amostra foi hidrolisada com 0,5 mL de HCI 2
mol/L por 10 minutos a 65°C. Apo6s resfriamento das amostras, acrescentou-se 1,25 mL de
NaOH 1 mol/L para a neutralizacdo e 0,75 mL de &gua destilada para obter uma diluicao
final de 1:6. Ap6s , 20 uL foram filtrados em membrana com poro de 22 um e analisadas
em HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan) com detector RID-10A, coluna Aminex® HPX-87H
(30x7.8 mm, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), operando a 60 °C, com fase
moével contendo 5 mmol.L? de H.SOs4, com fluxo de 0.6 mL.min. Amostras ndo
hidrolisadas também foram analisadas a fim de verificar a presenca de glicose livre no

meio.

4.3.3.8 Determinacéo das atividades enzimaticas

Atividade sobre papel filtro (FPA), foi determinada segundo metodologia proposta
por Ghose (1987), com adaptagédo proposta por Camassola & Dillon (2012). As unidades de
FPA foram definidas como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol.L? de aclcar

redutor por minuto.

74



Atividade de endoglicanases também foi determinada a partir do método de Ghose
(1987) com modificagdes de Camassola & Dillon (2012). Uma unidade de atividade de
endoglicanases foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol.L™ de
acucar redutor por minuto.

Exoglicanases foram determinadas utilizando p-nitrofenil-p-D-cellobiosideo
(pPNPC) como substrato, através de metodologia adaptada de Deshpande et al. (1984). Uma
unidade de atividade de exoglicanases foi definida como a quantidade de enzima requerida
para a hidrolise de 1 pmol.L de p-nitrofenil por minuto.

Atividade de B-glicosidases foi determinada através da utilizacdo do substrato p-
nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pNPG) através de metodologia adaptada de Daroit et al.
(2008). Uma unidade de atividade de B-glicosidase foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1 umol.L! de nitrofenol por minuto.

A determinacdo da atividade de xilanases foi realizada de acordo com Bailey et al.
(1992), usando xilana como substrato. Uma unidade de atividade de xilanase foi definida

como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol.L™ de xilose por minuto.

4.3.3.9 Anélise estatistica dos dados

A anélise estatistica dos dados foi realizada por meio da andlise de variancia (one-
way ANOVA) e pos-teste de Tukey, com intervalo de confianca de 95% (p<0,05), com
auxilio do software GraphPad Prism 5.

4.3.4 Resultados e discussao

4.3.4.1 Efeito de aditivos e misturas de componentes do meio de cultivo utilizando bagaco
de cana-de-agucar como principal fonte de carbono para a producéo de celulases

O efeito dos aditivos sacarose, farelo de trigo e farelo de soja foram avaliados na
producdo de celulases e xilanases de P. ucsense, em frascos agitados, utilizando bagaco de
cana-de-agucar como principal fonte de carbono, sendo os aditivos adicionados no inicio do
cultivo ou com alimentagdes (Tabelal).

Quando analisados o0s resultados obtidos para os aditivos adicionados
separadamente, a condicdo S4 (4 g.L de farelo de soja) apresentou atividade de FPA
significativamente superior a alcancada com meio padrio (0,06 e 0,02 U.mL?,
respectivamente). Ja para xilanases, a condi¢do SF4 (alimentada, com concentracdo final de
4 g.L! de farelo de soja) e a condicdo WF10 (alimentada, com concentragdo final de 10

g.L? de farelo de trigo), bem como todas as condicBes com aumento de sacarose,
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apresentaram incremento significante em relacdo a atividade da condicdo padrdo (3,21
U.mL™). A alimentac&o de sacarose nas condigdes SuF2 e SuF4 (com concentragdo final de
2 e 4 g.L! de sacarose) dobrou a atividade de endoglicanases (aproximadamente 0,3 U.mL"
1) em relagdo a condigdo padrio, enquanto que para B-glicosidases, nenhuma das alteragdes
no meio de cultivo e no processo resultou em aumento da atividade. Para exoglicanases,
embora as médias de atividade das condi¢cGes S4 e SF4 apresentaram-se superiores em
relacdo ao controle, ndo foi possivel realizar a analise estatistica, uma vez que as analises
ndo foram realizadas em triplicata. Costa et al. (2016) observaram resultados diferentes ao
suplementar o meio de cultivo de P. echinulatum, visto que a atividade da B-glicosidases
foi influenciada positivamente em presenca de farinha de soja e sacarose, enquanto que a
farinha de trigo teve efeitos negativos, enquanto que para a atividade de xilanases o efeito
foi contrario.

Tabela 1. Efeito de aditivos - farelo de trigo, farelo de soja e sacarose - nas atividades

enzimaticas de P. ucsense em cultivo em frasco agitado com bagaco de cana de agUcar
como principal fonte de carbono.

FPA Endoglicanases Betaglicosidases  Exoglicanases Xilanases

(U.mL?) (U.mL?) (U.mL?) (U.mL?) (U.mL?)
P 0,02+ 0,001 0,15+0,04 0,64 £ 0,07 0,11 3,21+0,18
W10 0,02 +0,012 0,15+ 0,02 0,70 £ 0,04 0,15 4,00 £ 0,25
WF5 0,01 + 0,007 0,11+0,01 0,45+ 0,08 0,06 3,21+0,43
WF10 0,001 + 0,001 0,20+ 0,08 0,50 £ 0,03 0,07 5,58+ 0,98
sS4 0,06 + 0,007 0,24 £ 0,02 0,75+ 0,06 0,58 524 +1,39
SF2 0,03+ 0,008 0,24 £ 0,07 0,57 £ 0,006 0,47 5,16 + 0,45
SF4 0,04+0 0,21+0,10 0,75+0,11 0,72 6,86 + 1,43
Su2 0,02 + 0,004 0,27 £ 0,06 0,38 £ 0,03 0,13 5,71+£0,59
Su4 0,04 + 0,002 0,20 £ 0,04 0,52+0,01 0,26 6,64 + 0,06
SuF2 0,03+ 0,008 0,30+ 0,03 0,58 £0,09 0,22 550+0,41
SuF4 0,01 + 0,002 0,31+£0,03 0,54 £ 0,06 0,17 591+0,57
Bl 0,07+ 0,014 0,63+0,09 0,72 £ 0,06 0,54 23,6 £0,82
B2 0,03+0,029 0,76 £ 0,06 0,64 £ 0,06 0,45 23,1+1,94
B3 0,15+ 0,006 0,71+£0,10 0,88 £ 0,06 0,85 24,3+1,14
B4 0,08 + 0,022 0,71+£0,16 0,88 £ 0,06 0,86 23,1+0,35

Legenda: P — padréo (5 g.L™* de farelo de trigo, 2 g.L™* de farelo de soja e 1 g.L* de sacarose); W10
—10g.L* de farelo de trigo; WF5 — 2 g.L™! de farelo de trigo inicial e alimentado com 1 g.L.dia*
até 72h; WF10 — 4 g.L™ de farelo de trigo inicial e alimentado com 2 g.L .dia™ até 72h; S4 —4 g.L*
de farelo de soja; SF2 — 0,5 g.L* de farelo de soja inicial e alimentado com 0,5 g.L*.dia™ até 72h;
SF4 — 1 g.L! de farelo de soja inicial e alimentado com 1 g.L.dia® até 72h; Su2 — 2 g.L* de
sacarose; Su4 — 4 g.L! sacarose; SUF2 — 0,5 g.L* de sacarose inicial e alimentado com 0,5 g.L.dia"
L até 72h;, SuF4 — 1 g.L* de sacarose inicial e alimentado com 1 g.L .dia? até 72h; B1 -5 g.L* de
farelo de trigo, 4 g.L* de farelo de soja e 4 g.L* de sacarose; B2 — 10 g.L* de farelo de trigo, 2 g.L™*
de farelo de soja e 4 g.L* de sacarose; B3 — 10 g.L* de farelo de trigo, 4 g.L™* de farelo de soja e 1
g.L? de sacarose; B4 - 10 g.L! de farelo de trigo, 4 g.L* de farelo de soja e 4 g.L de sacarose.
Cultivos foram mantidos a 28°C, por até 96 horas. Obs: em negrito estdo as condi¢cBes que
apresentaram diferenca significativa positiva em relacdo ao padrdo, em intervalo de confianga de
95% (p<0,05).
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A utilizacdo de farelo de trigo e farelo de soja como fontes de carbono e nitrogénio
vem sendo testada para outras espécies, também com resultados positivos. Penicillium
citrinum UFV1 foi crescido em frascos Erlenmeyer por 8 dias, com farelo de trigo como
principal fonte de carbono, alcancando atividade especifica de B-glicosidases de 4.3
U.mg!, enquanto que as atividades alcancadas para xilanases, endoglicanases e FPA,
foram, respectivamente, 23 U.mL™, 0,84 U.mL? e 1,26 U.mL? (Costa et al., 2018), sendo
estas atividades superiores as observadas no presente trabalho, porém em tempo maior de
cultivo. A producdo de celulases por Penicillium oxalicum JG aumentou 1,7 vezes apés a
otimizacdo do meio com farelo de trigo e de soja como fontes de carbono e nitrogénio,
respectivamente, passando de 0,22 para 0,366 U.mL™ em frascos agitados, apos 7 dias de
cultivo (Gao et al, 2020), sendo um incremento inferior ao observado no presente trabalho,
com um tempo mais longo de cultivo. Esses resultados demonstram a importancia dessas
fontes de carbono e nitrogénio para a producdo de celulases, embora o efeito seja diferente
em cada microrganismo e processo avaliado.

Como observado na Tabela 1, além dos estudos com sacarose, farelo de trigo e
farelo de soja como aditivos de forma isolada, estes aditivos também foram associados nas
melhores concentragdes avaliadas, constituindo 4 combinagdes, sendo estes componentes
presentes na formulacdo do meio padréo, tendo em vista que sua alimentacdo ndo resultou
em grandes alteracBes na atividade enzimatica, em nivel de frascos agitados. As condi¢des
avaliadas foram identificadas como B1 (4 g.L* de sacarose, 5 g.L* de trigo e 4 g.L ! de
soja), B2 (4 g.L™ de sacarose, 10 g.L* de trigo e 2 g.L™ de soja), B3 (1 g.L de sacarose,
10 g.L! de trigo e 4 g.L! de soja) e B4 (4 g.L de sacarose, 10 g.L de trigo e 4 g.L* de
soja).

Como pode ser observado, as combinagbes B3 e B4 apresentaram, a excecdo de
FPA, resultados semelhantes entre si e significativamente superior ao meio padrdo, para
todas as enzimas avaliadas. Para xilanases e endoglicanases, todas as combinagdes
apresentaram aumento significativo na atividade enzimatica. A condi¢do B1 tambeém foi
superior ao padrdo para FPA. Avaliando a condicdo B3 separadamente, a mesma
apresentou aumento de 7,5 vezes na atividade de FPA e xilanases, em relacdo a condicdo
padrdo, cerca de 6,5 vezes para endoglicanases, 1,5 vezes para B-glicosidases, 8 vezes para
exoglicanases. Esse aumento observado para exoglicanases € importante, uma vez que as
mesmas sdo importantes enzimas na hidrélise da celulase, sendo, aparentemente,
responsaveis pela clivagem da maioria das regides cristalinas da celulose. Embora muitos

microrganismos sejam reportados por produzir endoglicanases e B-glicosidases, dados
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sobre a producéo de exoglicanases sao ainda escassos (Salazar et al, 2020).

Diante dos resultados obtidos, e considerando que a condicdo B3 utiliza uma
concentracdo menor de sacarose, que é um repressor catabolico, a mesma foi escolhida para
ser avaliada em biorreator com agitacdo mecéanica e nos testes com misturas.

Na continuidade foram realizados testes com misturas ou suplementacéo do bagaco
de cana de acglcar com celulose comercial ou lactose. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Tabela 2. Nesta tabela, os dados mostram que a presenca de lactose no
meio de cultivo interfere negativamente na atividade da maioria das enzimas avaliadas, o
que é corroborado por dados da literatura, que apontam que, embora a lactose seja um bom
indutor para a producdo de celulases por fungos do género Trichoderma, 0 mesmo néo
acontece com Penicillium (Vaishnav et al, 2018 ). Ja a substituicdo parcial do bagaco por
celulose resultou em incrementos, porém apenas para FPA e endoglicanases, ndo havendo
diferencas significativas para B-glicosidases e exoglicanases, e apresentando queda na
atividade de xilanases.

Tabela 2. Efeito da mistura ou suplementacdo do bagaco de cana de agicar com celulose
ou lactose nas atividades enzimaticas de P. ucsense em cultivos em frascos agitados.
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% dos FPA Endoglicanases  B-glicosidases  Exoglicanases  Xilanases
componentes (U.mL?) (U.mL?) (U.mL™Y) (U.mL™Y (U.mL™)
SB Cel
100 0 0,15+0,01 0,69+ 0,06 0,88 £ 0,06 0,85 243+11
75 25 0,16 £ 0,06 0,94 £ 0,01 0,85+ 0,02 0,83 121+1.8
50 50 0,26 £ 0,06 0,86+ 0,04 0,89+0,01 0,82 8,7+0,7
25 75 0,25+ 0,04 1,16 + 0,11 0,88 £ 0,02 0,83 16,2+1,6

0 100 0,27 £ 0,02 1,14 +0,03 0,83+0,02 0,81 179+272
100 25 0,01+0 0,16 £ 0,03 0,47 £ 0,03 0,14 39+0,.2
100 50 0,01+£0,01 0,16 £0,01 0,45 £ 0,02 0,14 28+0,5
SB Lac
75 25 0,10 £ 0,06 0,51+0,22 0,77+0,15 0,85 9,6+29
50 50 0,13+0,10 0,52 £ 0,07 0,84 £0,01 0,86 96+34
25 75 0,26 £ 0,22 0,44 +0,14 0,86 £ 0,04 0,86 10,5+6,7

0 100 0,15+ 0,02 0,58 £ 0,08 0,86 £ 0,04 0,85 12,0+0,8
100 25 0,01+£0,01 0,43 +0,09 0,22 £ 0,07 0,08 2,8+0,2
100 50 0,02 £ 0,02 0,45+ 0,03 0,41+0,32 0,36 40+£05
100 75 0,01+£0,01 0,46 £ 0,02 0,31+£0,19 0,09 3,2+0,6
100 100 0,01+£0,01 0,50+0,13 0,19+0,16 0,09 22+16

Legenda: SB — bagaco de cana de acucar; Cel — celulose comercial; Lac — lactose comercial. Obs:
padrédo composto pelo equivalente a 10 g/L de celulose no meio, somente com bagaco de cana de
acucar, denominando como 100% SB. 100% equivale a 10g/L de celulose ou lactose presentes no
meio. Os cultivos foram mantidos a 28°C, por 96 horas. Em negrito estdo as condi¢des que
apresentaram diferenca significativa positiva em relagdo ao padrdo (100% SB), em intervalo de
confianca de 95% (p<0,05).



A adicdo de 25 ou 50% de celulose, ao contetdo de bagaco de cana-de-agUcar,
equivalente a 10 g.L* de celulose alterou negativamente a atividade enzimatica em relagéo
ao padrdo (100% SB). Uma vez que as maiores concentracdes de celulose foram
adicionadas no inicio do cultivo, e ndo gradativamente, como ocorre em processos
descontinuos alimentados, pode ter ocorrido problemas de transferéncia de massa devido a
reologia ou repressdo catabdlica, conforme explicado por Sternberg & Dorval (1979), para
Trichoderma reesei, e Reis et al (2013), para Penicillium echinulatum. Com estes
resultados, para os testes em biorreator, apenas a substitui¢cdo de 50% de bagaco de cana de
acucar por celulose foi avaliada, e alimentagdo do mesmo foi realizada apenas com essa
mistura.

Para o estudo dos aditivos em biorreator para o bagaco de cana de agucar a
concentracdo de sacarose foi mantida de acordo com o meio padrdo, uma vez que sua
modificacdo no meio padréo para frascos ndo se mostrou significativa, quando combinada
com as alteracGes nas concentracOes dos farelos. Duas concentracfes do farelo de trigo e
soja foram avaliadas (padrdo e a melhor definida em frascos agitados, 10 e 4 g.L?,
respectivamente). Em uma terceira condi¢do foram feitas alimentacGes para os 3 aditivos,
com concentragdes iniciais de 2, 4 e 1,6 g.L ! de sacarose, farelo de trigo e soja, e
alimentacdo de 1, 2 e 0,8 g.L.dia® dos mesmos aditivos, respectivamente. Para todos os
cultivos, a concentragdo inicial de biomassa foi equivalente a 5 g.L, com concentragio
final equivalente a 40 g.L™* de celulose.

Os dados obtidos para atividades enzimaticas estdo apresentados na Figura 1. O
incremento nas atividades de FPA, com as modificagdes nos aditivos observado nos
cultivos em frascos agitados, ndo foi mantido na etapa de escalonamento no biorreator, em
nenhuma das condicOes testadas, tanto para FPA quanto para xilanases. As maiores
atividades permaneceram as obtidas na condicdo padrdo, com cerca de 2 U.mL™* de FPA e
125 U.mL* de xilanases. Para FPA houve queda de 40% na atividade na condi¢io BC2,
85% na BC2A e 83% na BC3. Para xilanases, as quedas foram de 39%, 65% e 79%,
respectivamente. Ja para as demais enzimas, aumento nas atividades foi observado, mas
somente na condigdo BC2, onde aumentos de 55% na atividade de endoglicanases (8,7
U.mL?), 54% da de exoglicanases (3,9 U.mL™) e 74% na de B-glicosidases (4,7 U.mL™?)

foram obtidos.
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Figura 1. Efeito da sacarose, farelo de trigo e farelo de soja como aditivos em cultivo com
bagaco de cana-de-agUcar, em biorreator com agitacdo mecanica, em regime descontinuo
alimentado. Atividades de FPA (A), Endoglicanases (B), B-glicosidases (C), Exoglicanases
(D) e Xilanases (E). Concentracdes de sacarose, farelo de trigo e farelo de soja em (g.L™),
respectivamente em BC (5:5:2)(e); BC2 (5:10:4)(A); BC2A (2(1):4(2):1,6(0,8)(A); BC3
(5:10:4)50%Cel(0). Obs: em BC2A, os valores entre parentes significam adigdes durante a
alimentagdo. Os cultivos foi foram mantidos a 28°C, por 168 horas. A concentracdo de
bagaco de cana-de-acUcar foi relativa a 10g/L de celulose.

Esses dados diferem dos obtidos por Gao et al (2020), que, ao escalonar o0 processo
de frascos agitados para biorreator de 5L, aumentaram a atividade de FPA de P. oxalicum
JG de 0,366 para 0,662 U.mL™, quando utilizou-se farelo de trigo e farelo de soja como
substratos, enquanto que com a adicéo de leticina de soja a atividade chegou a 1,08 U.mL™.

Ja Vieira et al. (2020) avaliaram diferentes fontes de carbono e nitrogénio para producéo de
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celulases por Aureobasidium pullulans LB83, sendo que o bagago de cana de aglcar € 0
farelo de soja atingiram as maiores atividades, com 2,27 U.mL™ de FPA e 7,42 U.mL™?
CMCase para meio com bagaco, e 2,45 U.mL* de FPA e 6,86 U.mL™ de CMCase para 0
meio com farelo de soja, sendo estas atividades semelhantes as obtidas no presente
trabalho. O aprimoramento do complexo enzimatico produzido por P. echinulatum
cultivado em vérios componentes de meio (bagaco de cana, farinha de soja, farinha de
trigo, sacarose e extrato de levedura) foi estudado por Costa et al. (2016), os autores
relatam que os meios de cultura compostos com 10 g.L* de bagago de cana-de-aglicar n&o
tiveram influéncia em FPase, xilanases ¢ B-glicosidases, com valores maximos de 2,68,
115,4 e 2,04 U.mL™, respectivamente, em relagdo ao meio com celulose. Entretanto, os
meios suplementados com 5 g.L? de farinha de soja, 1 g.L™ de extrato de levedura e 10
g.L "t de sacarose atingiram 3,19 U.mL? e 3,06 UmL? de FPase e B-glicosidases,
respectivamente, mas sem alteracOes para xilanases.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que concentragdes mais
elevadas de farelo de trigo e farelo de soja sdo favoraveis a producdo das enzimas
responsaveis pela quebra da celulose, individualmente, sem, entretanto, gerar um
incremento em sua atividade conjunta em FPA, para P. ucsense. J& a substituicdo de parte
do bagaco por celulose, que havia alcancado resultados significativos para FPA e
endoglicanases em frascos, ndo apresentou 0 mesmo padrdo em biorreator, demonstrando
novamente que o processo utilizado gera diferencas no comportamento do fungo,
enfatizando a importancia do estudo do escalonamento do processo em biorreator. A
complexidade da composi¢cdo dos meios testados e a interacdo entre eles, e a diversidade
das rotas de regulacdo da biossintese enzimatica tornam dificil determinar a influéncia de
cada componente nas atividades enzimaticas, podendo-se afirmar que materiais com alto
teor de celulose/hemicelulose seriam indutores do complexo enzimaético, enquanto que
materiais com alto teor de proteina seriam interessantes para o crescimento celular (Costa et
al., 2016).

Os demais dados obtidos durante os cultivos em biorreator estdo apresentados na
Figura 2. A sacarose foi quase completamente consumida nas primeiras 48h de processo,
posteriormente permanecendo em concentragcdo constante até o final do cultivo. A presenca
de acucares residuais durante todo o cultivo se deve possivelmente a quebra dos mesmaos,
presentes na biomassa, pelas enzimas produzidas pelos fungos. A secrecédo de celulases no
meio de cultivo pode causar sacarificacdo parcial da biomassa lignocelulésica e com isso

resultar na acumulacdo de acucares, como glicose livre, que podem causar a repressao
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catabdlica do fungo e prejudicar a biossintese de celulases (Costa et al., 2016;
Ramamoorthy et al., 2019).
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Figura 2. Parametros do processo fermentativo decorrentes da sacarose, farelo de trigo e
farelo de soja como aditivos em cultivo com bagaco de cana-de-agUcar, em biorreator com
agitacdo mecanica, em regime descontinuo alimentado. Consumo de sacarose (A),
biomassa micelial (B), oxigénio dissolvido (C), frequéncia dos agitadores (D).
Concentracdes de sacarose, farelo de trigo e farelo de soja em (g.L™), respectivamente em
BC (5:5:2)(e); BC2 (5:10:4)( A); BC2A (2(1):4(2):1,6(0,8)(A); BC3 (5:10:4)50%Cel(0).
Obs: em BC2A, os valores entre parentes significam adi¢@es. Os cultivos foram mantidos a
28°C, por 168 horas. A concentragdo de bagaco de cana-de-acucar foi relativa a 10g/L de
celulose.

Quanto ao crescimento micelial, as condigdes BC e BC2 apresentaram as maiores
concentragcdes de biomassa, além das maiores atividades enzimaticas. Apesar da atividade
enzimatica ndo estar obrigatoriamente ligada a altas concentra¢cdes de biomassa, segundo
Ramamoorthy et al. (2019) os fungos filamentosos produzem menos enzimas em processos
submersos do que em processos em estado solido devido a menor formacdo de micélio. O
mesmo principio pode ser aplicado aqui aos cultivos com menor formacao de micélio, uma
vez que as condicbes BC2A e BC3 podem ter desfavorecido o crescimento do fungo e
consequentemente interferido na producdo enzimatica, ou vice e versa, uma vez que com

baixas concentracbes de enzimas, a celulose ndo é quebrada rapidamente, e o0
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microrganismo ndo tem acesso aos nutrientes para seu crescimento. J& a frequéncia dos
agitadores foi ajustada a fim de manter oxigenacdo do meio em niveis favoraveis para a
producdo enzimatica, sem, entretanto, alcancar valores superiores a 300 rpm, que causam
danos ao crescimento do microrganismo. Segundo Vaishnav et al, (2018) fungos do género
Penicillium precisam de niveis de oxigénio mantidos entre 30 e 20% para producdo 6tima
de celulases. Para Penicillium echinulatum 30% de oxigenagdo mostrou-se como a mais
indicada na producdo de celulases (Reis et al. (2013). Esta oxigenacdo ndo pode ser
mantida durante todo o processo, devido a limitagdes operacionais do biorreator, um avez

que 0 mesmo ndo possui controles automatizados de fluxo de ar e agitagéo.

4.3.4.2 Efeito de aditivos e misturas no meio de cultivo com capim elefante como principal
fonte de carbono para producédo de celulases

Tal como para o bagaco de cana-de-acucar, também foram avaliadas diferentes
concentragdes de sacarose, farelo de trigo e farelo de soja como aditivos ao meio de cultivo,
com capim elefante, como principal fonte de carbono. O resumo dos resultados obtidos em
frascos agitados € apresentado na Tabela 3, onde verifica-se que a condicdo WF5
(alimentada com farelo de trigo, com concentragdo final de 5 g.L ™) apresentou atividades
de FPA e endoglicanases superiores ao controle, enquanto que a condicdo WF10
apresentou um alto incremento em exoglicanases.

Nos testes realizados com diferentes concentragdes de sacarose, a condi¢do Su2 (2
g.LY) foi a que apresentou melhor resultado em relagéo a FPA, enquanto que a condic&o
SuF4 (alimentada, com concentragdo final de 4 g.L™) foi significativamente melhor que o
padréo para endoglicanases. Este fato se deve, possivelmente, as baixas concentracOes de
sacarose avaliadas no presente estudo, uma vez que altas concentracbes podem gerar
repressdo catabdlica no fungo, condicdo que poderia estar ocorrendo no meio padrdo. Costa
et al. (2016) observaram que concentraces de sacarose maiores do que 10 g.L*
apresentaram um efeito negativo na biossintese da celulases por P. echinulatum S1M29, e
sugeriram que a liberacdo de glicose a partir dessa concentracdo de sacarose pode ter
causado repressao da biossintese de celulases. Para as demais enzimas, de um modoo
geral, todas as diferentes concentracdes de aglUcar foram superiores ao controle. Diante
disso, combinacbes com as concentracbes de aditivos que apresentaram melhores
resultados foram avaliadas, de modo semelhante ao realizado para o bagaco de cana-de-

acucar.
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Tabela 3. Efeito de aditivos - farelo de trigo, farelo de soja e sacarose - nas atividades
enzimaticas de P. ucsense em cultivo com capim elefante como principal fonte de carbono.
Os cultivos em frascos agitados foram mantidos a 28°C, por até 96 horas.

FPA Endoglicanases Betaglicosidases Exoglicanases  Xilanases

(U.mL™Y) (U.mL™Y) (U.mL™? (U.mL?) (U.mL?)
P 0,03 +0,001 0,41+ 0,06 0,23+0,01 0,08 12,0+0,14
W10 0,05+ 0,004 0,50+ 0,04 0,28+0 0,19 15,8 + 0,93
WF5 0,06 + 0,009 0,60+ 0,04 0,27 £0,01 0,15 159+1,37
WF10 0,04 £ 0,005 0,46 £ 0,03 0,350 0,21 165+1,11
S4 0,06 + 0,001 0,55+0,09 0,26 £0,01 0,19 14,9 + 1,55
SF2 0,05+ 0,005 0,49+0,04 0,26 £ 0,01 0,15 151+1,13
SF4 0,05 + 0,006 0,63+0,08 0,29+0,01 0,30 15,4+ 0,08
Su2 0,04£0 0,54 £ 0,02 0,26 £ 0,02 0,16 16,3+ 1,25
Su4 0,02 + 0,004 0,42+0 0,29 £ 0,02 0,18 14,8 +1,22
SuF2 0,04 £ 0,006 0,54 £ 0,02 0,30+ 0,01 0,25 15,3+0,35
SuF4 0,04 £ 0,002 0,58+0,04 0,29+0,01 0,21 149+1,01
C1 0,09 + 0,024 0,52+0,01 0,78 £0,02 0,51 22,2+1,30
C2 0,07 £ 0,003 0,63+0,03 0,20+ 0,01 0,25 22,4+0,26
C3 0,10+ 0,010 0,56 £ 0,03 0,45+ 0,06 0,34 22,5+0,36
C4 0,09 + 0,022 0,65+ 0,09 0,36 £ 0,06 0,29 23,9+0,22

Legenda: P — padrédo (5 g.L de farelo de trigo, 2 g.L™ de farelo de soja e 1 g.L* de sacarose); W10
— 10g.L* de farelo de trigo; WF5 — 2 g.L™* de farelo de trigo inicial e alimentado com 1 g.L.dia*
até 72h; WF10 — 4 g.L* de farelo de trigo inicial e alimentado com 2 g.L.dia* até 72h; S4 —4 g.L*
de farelo de soja; SF2 — 0,5 g.L* de farelo de soja inicial e alimentado com 0,5 g.L*.dia™ até 72h;
SF4 — 1 g.L't de farelo de soja inicial e alimentado com 1 g.L .dia? até 72h; Su2 — 2 g.L?! de
sacarose; Su4 — 4 g.L* sacarose; SuF2 — 0,5 g.L"* de sacarose inicial e alimentado com 0,5 g.L1.dia
L até 72h;, SuF4 — 1 g.L* de sacarose inicial e alimentado com 1 g.L* .dia™ até 72h; C1 -5 g.L* de
farelo de trigo, 4 g.L* de farelo de soja e 2 g.L™ de sacarose; C2 — 10 g.L* de farelo de trigo, 2 g.L*
de farelo de soja e 2 g.L* de sacarose; C3 — 10 g.L* de farelo de trigo, 4 g.L* de farelo de soja e 1
g.L? de sacarose; C4 - 10 g.L* de farelo de trigo, 4 g.L* de farelo de soja e 2 g.L* de sacarose.
Obs: em negrito estéo as condicGes que apresentaram diferenca significativa positiva em relacéo ao
padrdo, em intervalo de confianca de 95% (p<0,05).

Em outra etapa deste estudo , cujos dados também constam na Tabela 3, utilizaram-
se 4 diferentes combinacdes de meio, que foram identificadas como C1 (2 g.L?! de
sacarose, 5 g.L de trigo e 4 g.L ™ de soja), C2 (2 g.L* de sacarose, 10 g.L* de trigo e 2
g.L! de soja), C3 (1 g.L* de sacarose, 10 g.L de trigo e 4 g.L* de soja) e C4 (2 g.L ! de
sacarose, 10 g.L? de trigo e 4 g.L? de soja), sendo estas concentracdes presentes ja na
formulacéo inicial do meio para esta etapa. Constata-se que as condi¢bes C1, C3 e C4, com
maior concentracio de farelo de soja (4 g.L™) apresentaram incrementos significativos em
relacdo a condigédo padrio nas atividades de FPA e B-glicosidases, alcancando um aumento
de até 5 vezes em FPA. Esses dados corroboram os obtidos por Costa et a. (2016), que
observaram que a presenca de farinha de soja (até 5 g.L ™), com seu alto teor de proteina
(50,9 %) apresentaram efeito positivo na producdo de celulases, atuando como fonte de

nitrogénio organico para o crescimento. Para endoglicanases, as condi¢coes C2 e C4
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apresentaram aumento de 1,5 vezes em relagdo ao meio padréo, enquanto que para
xilanases, todas as condicBes foram superiores a condicdo padrdo. J& exoglicanases
apresentaram maior atividade na condicdo C1, representando um aumento de 6,25 vezes em
relacdo a condicdo o padrdo. Com isso, a condi¢do C1 foi escolhida para dar continuidade
aos estudos, sendo utilizada nos cultivos em biorreator com agitagdo mecanica e nos testes
com misturas.

Em outra etapa avaliou-se a mistura ou suplementacdo do meio padréo (P) contendo
capim elefante, com celulose comercial (Tabela 4), onde foram observados aumentos
somente nas atividades de FPA e endoglicanases, em relagdo ao padrdo com capim
elefante, assim como havia ocorrido para o bagaco de cana de aglcar. Todas as misturas,
bem como a utiliza¢do apenas de celulose comercial, foram superiores ao padrao para FPA,
bem como para exoglicanases, enquanto que para endoglicanases, a substituicdo de apenas
25% do capim por celulose ndo apresentou efeitos na atividade enzimatica. Para f-
glicosidases, a mistura ndo afetou a atividade enzimética, porém para Xilanases, o efeito foi
inverso, com queda nas atividades.

Tabela 4. Efeito da mistura, ou da suplementacdo, do capim elefante com celulose ou
lactose nas atividades enzimaticas de P. ucsense em cultivos em frascos agitados, mantidos
a 28°C, por 96 horas.
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FPA Endoglicanases B-glicosidases Exoglicanases Xilanases
(UmL7?) (U.mL?) (U.mL?) (UmL?) (U.mL?)
EG Cel

100 0 0,09+0 0,60 + 0,07 0,88+0,13 0,84 225+04
75 25 0,20+0,02 0,71 +£0,03 0,89 £ 0,02 0,82 85+11
50 50 0,26 +£0,01 0,97 £0,10 0,90 + 0,04 0,82 15,7+ 3,9
25 75 0,27+0,02 1,11 £ 0,01 0,87 £ 0,02 0,82 18,6 £ 0,4
0 100 0,27 +0,02 1,14 +0,03 0,83 +£0,02 0,81 179+272
100 25 0,01+0 0,17 £ 0,03 0,34 £ 0,02 0,09 35+£0,1
100 50 0,01+0,01 0,18 +0,03 0,33+0,08 0,10 38+0,7

EG Lac
75 25 0,10+0,06 0,35+0,12 0,45+0,11 0,30 7,7+0,3
50 50 0,13+0,10 0,29 £ 0,02 0,49 +£0,16 0,22 6,3+0,2
25 75 0,26 £0,22 0,18 + 0,07 0,49 +0,16 0,12 42+09
0 100 0,15+0,02 0,58 + 0,08 0,86 + 0,04 0,85 12,0+0,8
100 25 0,005%0,01 0,45 + 0,05 0,15+0 0,04 2809
100 50 0,02+0,01 0,41+ 0,07 0,09 + 0,03 0,04 38+0,7
100 75 0,01+0,01 0,50 + 0,07 0,06 + 0,03 0,02 3,7+0,2
100 100 0,01+0,02 0,66 +0,11 0,03+0,01 0,02 46+13

Legenda: EG — capim elefante; Cel — celulose comercial; Lac — lactose comercial. Obs:
padrdo composto pelo equivalente a 10 g/L de celulose no meio, somente com capim
elefante, denominando como 100% EG. 100% equivale a 10g/L de celulose ou lactose
presentes no meio. Em negrito estdo as condi¢des que apresentaram diferenca significativa
positiva em relagéo ao padrdao (100% EG), em intervalo de confianga de 95% (p<0,05).



Apesar dos resultados positivos observados nos testes com substituicdo parcial do
capim elefante por celulose, a suplementacdo do meio ndo resultou no aumento de
atividades enzimaticas. O aumento da concentracdo de celulose, ja no inicio do cultivo,
pode ter ocasionado a diminuicdo da secrecdo de enzimas, resultando em atividade
enzimaticas muito inferiores ao padrdo. Outro fato importante a ser destacado é que 0 meio
contendo 100% de celulose comercial ndo resultou em diferenca em relagdo ao meio
composto por 100% de capim elefante, ou 100% de bagaco de cana de agUcar, na atividade
de p-glicosidases, sugerindo novamente que meios compostos por biomassas
lignocelul6sicas possibilitam a producéo dessa enzima (Capitulo 2), fato também observado
para xilanases, no presente estudo. A substituicdo ou suplementacdo do meio com lactose
ndo teve efeitos positivos na producdo de qualquer uma das enzimas, exceto no meio
composto por 100% de lactose, que resultou em uma atividade de FPA com valores um
pouco maiores aos apresentados pelo controle, com as demais enzimas com atividades
semelhantes.

A partir destes resultados, foi dado seguimento aos testes em biorreator com
agitacdo mecanica (Figura 3), sendo comparadas a condicdo padrdo (CE), a melhor
condicdo em frascos alimentada somente com capim elefante (CE2) e alimentada também
com os nutrientes (concentrag@es iniciais de 2, 4 e 1,6 g.L de sacarose, farelo de trigo e
soja , respectivamente, com alimentagdo de 1, 2 e 0,8 g.Lt.dia?) (CE2A), bem como a
mistura de 50% de capim elefante com 50% de celulose (CE3). Para todos os cultivos, a
concentragdo inicial de biomassa foi equivalente a 5 g.L!, com concentracio final
equivalente a 40 g.L de celulose. Verifica-se queda na atividade FPA, com reducio
entorno de 22% de atividade na condigdo CE2, 44% nas condi¢bes CE2A e CE3, em
relagdo ao padrdo CE, onde 0,9 U.mL™ de FPA foram obtidas. Ja para endoglicanases,
aumento de 39% na atividade foi observada em CE2A e 13% em CE3, enquanto que em
CE2 houve queda na atividade de 85%, quando comparadas ao controle (3,3 U.mL™). Para
B-glicosidases, cuja atividade no controle foi cerca de 2 U.mL™, a atividade foi mantida na
condicdo CE2, apresentando queda (22%) em CE3 e incremento de 141% na condicdo
CE2A, atingindo 4,8 U.mL™.

Exoglicanases apresentaram comportamento semelhante a [-glicosidases, com
aumento de 140% na atividade na condicio CE2A (2,8 U.mL™), enquanto que as demais
condigBes apresentaram resultados semelhantes entre si, com aproximadamente 1,2 U.mL™,
Para xilanases, as condicbes CE2 e CE2A apresentaram queda de 65 e 59%,

respectivamente, em relagdo ao controle (54 U.mL™), enquanto que a condicdo CE3
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apresentou incremento na atividade de 40%. Estes dados demonstram que, para 0 capim
elefante, o cultivo em biorreator apresentou menos impacto na repeticdo dos resultados, em
relacdo aos obtidos nos frascos agitados. Para uma maior atividade de endoglicanases,
exoglicanases e B-glicosidases, a condicdo CE2A se mostrou mais indicada, confirmando o
resultado obtido em frascos agitados. J& para uma maior producdo de xilanases, 0s
resultados foram contraditorios aos obtidos em frascos, uma vez que a condigdo com 50%

de celulose se mostrou a mais favoravel para a producdo desta enzima.
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Figura 3. Efeito da sacarose, farelo de trigo e farelo de soja como aditivos em cultivo com
capim elefante em STR, em regime descontinuo alimentado. Atividades de FPA (A),
Endoglicanases (B), B-glicosidases (C), Exoglicanases (D) e Xilanases (E). Concentracdes
de sacarose, farelo de trigo e farelo de soja em (g.L™?), respectivamente CE(5:5:2)(e);
CE2(5:10:4)(A); CE2A(2(1):4(2): 1,6(0,8)(A); CE3 (5:10:4)50%Cel(0). Obs: em CE2A, os
valores entre parentes significam adi¢fes. Os cultivos foram mantidos a 28°C, por 168
horas. A concentragdo de capim elefante foi relativa a 10g/L de celulose.
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Ramamoorthy et al. (2019) alcancaram atividades méximas de FPA e de
endoglicanases de 1,9 U.mL™ e 12,47 U.mL, respectivamente, em cultivos submersos de
Trichoderma harzanium, contendo misturas de matérias lignoceluldsicoa, sendo um dos
principais a casca de soja. Trichoderma reesei NCIM 1186 foi utilizado em fermentacgéo
submersa contendo casca de roméd, e as melhores composi¢des de meio foram utilizando
avicel e farinha de torta de soja como suplementacdo, com producgédo de celulase em 9,3
IU/mL em condigdes 6timas de meio, apos 5 dias de processo (Baskaran et al, 2022). Estes
dados corroboram os obtidos no presente trabalho, demonstrando que a mistura de
diferentes fontes de carbono pode resultar em incremento das atividades enzimaéticas,
dependendo da fonte utilizada.

Os demais parametros observados durante os cultivos em biorreator estdo
apresentados na Figura 4. Novamente a agitacao foi ajustada para manter a oxigenacao no
meio, sem ultrapassar os 300 rpm. Os maiores crescimentos miceliais foram observados na
condicdo padrdo (CE) e na condicdo CE2A, que também apresentaram as maiores

atividades enzimaticas, exceto para xilanases.
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Figura 4. Parametros do processo decorrentes da sacarose, farelo de trigo e farelo de soja
como aditivos em cultivo com capim elefante em STR, em regime descontinuo alimentado.
Consumo de sacarose (A), biomassa micelial (B), oxigénio dissolvido (C), frequéncia dos
agitadores (D). ConcentragGes de sacarose, farelo de trigo e farelo de soja em (g.L™),
respectivamente CE(5:5:2)(e); CE2(5:10:4)(A); CE2A(2(1):4(2): 1,6(0,8)(A); CE3
(5:10:4)50%Cel(0). Obs: em CE2A, os valores entre parentes significam adi¢des. Cultivos
mantidos a 28°C, por 168h. Concentragéo de capim elefante relativa a 10g/L de celulose.
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O consumo de sacarose também se deu nas primeiras 48h de processo, exceto para a
condicdo CE3, onde uma concentragao superior a 2 g.L™* de sacarose foi mantida até o final
do cultivo, ndo sendo, entretanto, a condigdo que apresentou 0 menor crescimento. Este
dado sugere que havia mais sacarose presente no meio do que 0 microrganismo necessita

para seu crescimento e producao de Xilanases.

4.3.5 Concluséao

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que a utilizagcdo de maiores
concentracdes de farelo de soja e farelo de trigo, juntamente ao bagaco de cana-de-acuUcar
e/ou capim elefante, para a producdo de celulases por P. ucsense em processo submerso,
resultam em incremento nas atividades de endoglicanases, exoglicanases e B-glicosidases.
Com isso, para a producdo destas enzimas, ndo h& necessidade da adicdo de celulose
comercial para atingir altas atividades. Entretanto, para maiores atividades de FPA, a
mistura entre as biomassas e celulose é benéfica. A partir destes resultados, o presente
trabalho auxilia no desenvolvimento de processos buscando a producdo das diferentes
enzimas separadamente, bem como em conjunto, de acordo com as necessidades do

produto final desejado, utilizando a linhagem M29 de P. ucsense.
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4.4CARACTERIZAC;AO DE CELULASES E XILANASES PRODUZIDAS POR
Peninicillium wucsense S1M29 EM PROCESSO SUBMERSO UTILIZANDO
DIFERENTES SUBSTRATOS

4.4.1 Resumo

No presente trabalho, a estabilidade e atividade 6tima de extratos enzimaticos brutos de P.
ucsense produzidos utilizando bagacgo de cana-de-agUcar, capim elefante e um padrdo com
celulose como principais fontes de carbono e indutores enzimaticos foram avaliadas, bem
como um coquetel enzimatico comercial Celluclast® como padrdo geral. Para a atividade
0tima, foram avaliadas temperaturas variando entre 40°C e 70°C, e pH entre 4 e 6, para
FPA, endoglicanases, B-glicosidases e xilanases, sendo considerada a atividade de 100%
em pH 4,8 e 50°C, condi¢bes padrdo de avaliacdo dessas enzimas. As maiores atividades
relativas para bagaco de cana-de-aglUcar foram observadas em 65°C (130%) e pH 5,5
(114%) para FPA, 65°C (113%) e pH 4 (111%) para endoglicanases, e 70°C (209% e
117%) para B-glicosidases e xilanases, respectivamente, sendo que para essas enzimas o pH
padrdo 4,8 apresentou a atividade mais elevada. J& para capim elefante, as maiores
atividades observadas foram em 60°C (115%) e pH 4 (118%) para FPA, 65°C (134%) e pH
4,5 (132%) para endoglicanases, 70°C (150% e 121%) para B-glicosidases e xilanases,
respectivamente, sendo que novamente o pH padrdo 4,8 foi o melhor para estas enzimas.
Em relacdo a termoestabilidade e estabilidade em diferentes valores de pH, as mesmas
faixas de temperaturas e pH foram avaliadas por 72h. As enzimas produzidas com bagaco
de cana-de-agUcar foram mais estaveis, apos 72h, em pH: 4,5 e 4,8 (115% de atividade para
FPA); 4,0 e 5,0 (120% para endoglicanases); 4 (117% para B-glicosidases); 6 (78% para
xilanases). Ja as temperaturas que resultaram em maior estabilidade ap6s 72h foram: 50°C
(115% para FPA); 55°C (126% para endoglicanases); 45°C (143% para B-glicosidases e
267% para xilanases). As enzimas produzidas com capim elefante foram mais estaveis apos
72h em pH: 4,5 (94% e 110% de atividade para FPA e endoglicanases, respectivamente);
4,5 ¢ 4,8 (109% para B-glicosidases); e sem controle de pH para xilanases (67% de
atividade). Ja as temperaturas que resultaram em maior estabilidade durante este mesmo
periodo foram: 40°C (120% de atividade para FPA); 45°C (103% para endoglicanases e
137% para B-glicosidases); 50 e 55°C para xilanases (44% de atividade). Em todos 0s
parametros avaliados, os resultados obtidos para o extrato produzido com celulose e para o
coquetel comercial, de uma forma geral, se mostraram semelhantes ou inferiores aos

obtidos para 0s coquetéis brutos produzidos com as biomassas lignocelulosicas,
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demonstrando que a utilizacdo de tais substratos é vidvel para a manutencdo ou melhora das
caracteristicas enziméticas desejaveis para uma futura utilizagdo comercial destes
coquetéis.

Palavras-chave: celulases, atividade, estabilidade, biomassa lignoceluldsica, P. ucsense.

4.4.2 Introducéao

A atual demanda energética da humanidade depende, principalmente, dos
combustiveis fdsseis para ser suprida, porém, o crescente aumento populacional e
industrializagdo convergirdo para seu esgotamento, sendo a utilizacdo de biomassas
lignocelul6sicas uma opcgdo para sua substituicdo (Zabed et al., 2016). Biomassas
lignocelulosicas, que compreendem residuos agroindustriais e florestais, bem como culturas
energéticas, representam o maior percentual da biomassa do planeta, sendo o recurso
organico mais abundante e de baixo custo da natureza, além de ser renovavel (Singhania et
al. 2010; Maleki et al, 2020). Essas biomassas consistem principalmente de trés
biopolimeros: lignina, celulose e hemicelulose. A celulose € o principal componente
estrutural da lignocelulose, sendo um homopolissacarideo linear formado por unidades de
glicose ligadas por ligagdes B-1,4-glicosidicas, enquanto que a hemicelulose, composta
principalmente por Xxilana, € o segundo principal componente polimérico das paredes
celulares das plantas, atuando como barreira para a hidrélise enzimatica e um reticulador
entre os diferentes componentes da parede celular (Li et al. 2020; Maleki et al. 2020). Ja a
lignina é um polimero aromatico altamente ramificado e composto basicamente por trés
compostos fendlicos: cumaril, lcool coniferilico e alcool sinapilico (Zabed et al., 2016).

Entre as principais abordagens desenvolvidas para a conversdo de materiais
lignoceluldsicos em produtos quimicos, a baseada em enzimas é vantajosa em relagdo aos
tratamentos quimicos, devido as suas condi¢Oes operacionais moderadas, maior eficiéncia e
por ndo haver formacdo de produtos toxicos (Almeida et al. 2019). Houve um aumento
consideravel no interesse em explorar comercialmente os residuos lignoceluldsicos,
utilizando-os como fonte para racfes, combustiveis, energia e produtos quimicos (Li et al.,
2020). Entretanto, a aplicacdo industrial da biomassa lignoceluldsica ainda apresenta
muitos desafios, entre eles as etapas de pré-tratamento do mesmo, o isolamento de
microrganismos que produzam elevados titulos enzimaticos, a producdo de extratos
enziméticos com elevados titulos, o aumento no rendimento da hidrélise e a utilizagdo de
enzimas com menor inibicdo em variadas faixas de pH e em temperaturas elevadas
(Singhania et al. 2010; Maleki et al, 2020).
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A degradacéo eficiente e completa dos polissacarideos encontrados na lignocelulose
requer varias enzimas trabalhando em sinergia, sendo que a hidrdlise da celulose tem entre
suas principais enzimas as endoglicanases (EC 3.2.1.4), celobiohidrolases (EC 3.2.1.176),
exoglicohidrolases (EC 3.2.1.74) e B-glicosidases (EC 3.2.1.21. Ja a hidrolise da fracdo de
hemicelulose requer um grupo mais complexo de enzimas, entre elas as xilanases (Almeida
et al., 2019; Maleki et al, 2020). Além disso, para uma ampla gama de aplicacdes
industriais, possuir termoestabilidade e temperatura 6tima relativamente altas é uma
caracteristica atraente e desejavel de uma enzima (Camassola et al, 2004; Sulyman et al,
2020). Geralmente, a hidrolise enzimatica da celulose ocorre em temperaturas variando
entre 40 e 50°C, consideradas como apresentando taxas lentas de hidrélise e baixo
rendimento de acUcares, além de serem suscetiveis a contaminacdo microbiana. Uma
maneira de contornar estas limitacGes é o uso de enzimas termoestaveis produzidas por
microrganismos termofilicos ou termotolerantes (Patel et al, 2019).

Considerando estes fatores, a estabilidade térmica de celulases e xilanases € um
fator que deve ser estabelecido, uma vez que apresenta influéncia significativa em sua
aplicacdo e armazenamento (Ezeilo et al. 2019). Além disso, industrialmente ha exigéncia
de enzimas que apresentam maior atividade e estabilidade em elevadas temperaturas e
diferentes valores de pH, oferecendo assim alternativas mais robustas como catalisadores,
sendo capazes de suportar as condicdes relativamente severas de processo, resultando no
aumento da utilizacdo econémica de celulases, que é um dos principais custos a tecnologia
de bioetanol (Singhania et al. 2010; Vaishnav et al., 2018; Patel et al, 2019). As celulases
produzidas em estado sélido por P. echinulatum apresentam boa estabilidade térmica,
sendo este um fator importante para a sacarificacdo da celulose (Camassola et al., 2004).

Diante disso, uma avaliagdo mais aprofundada das caracteristicas dos extratos
enzimaticos produzidos por este microrganismo (agora renomeado como P. ucsense - Lenz
et al.,, 2022) utilizando diferentes biomassas lignocelulésicas em sua producdo, foi
conduzido neste trabalho, buscando avaliar sua atividade e estabilidade em diferentes
temperaturas e pH, visando assim auxiliar no desenvolvimento de processos que possam vir

a ser aplicados industrialmente para estas enzimas.

4.4.3 Materiais e métodos

4.4.3.1 Producéo dos extratos enzimaticos

Para a producdo dos extratos enzimaticos avaliados foi utilizado o microrganismo
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Penicillium ucsense S1IM29, obtido da linhagem mutante 9A02S1 (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen — DSM 18942) e pertencente a colecdo de
microrganismos do Laboratorio de Enzimas e Biomassas do Instituto de Biotecnologia da
Universidade de Caxias do Sul (Dillon et al., 2006; Dillon et al, 2011; Lenz et al., 2022).

A producdo ocorreu em processo submerso em biorreator STR, em regime
descontinuo alimentado, em meios contendo celulose comercial (Cel), bagago de cana-de-
acucar (SB) ou capim elefante (EG) como principais fontes de carbono e indutores
(Capitulo 2). Apéds os cultivos, o micélio foi separado por filtracdo, e a fracdo liquida foi
utilizada para a caracterizacdo do complexo enzimético produzido, em funcdo de sua

atividade e estabilidade em diferentes temperaturas e pH.

4.4.3.2 Determinacdo das atividades enzimaticas

A dosagem da atividade total de celulases foi realizada através da analise de
atividade sobre papel filtro (FPA), segundo metodologia proposta por Ghose (1987), com
adaptacdo proposta por Camassola & Dillon (2012), utilizando tampao citrato de sédio 0,05
mol.L™? pH 4,8. A mistura reacional foi mantida a 50°C por 1 hora e uma curva padréo foi
construida a partir de concentracdes conhecidas de glicose e a leitura de absorbancia foi
realizada a 545 nm. As unidades de FPA foram definidas como a quantidade de enzima
capaz de liberar 1 umol.L? de aclcar redutor por minuto.

Atividade de endoglicanases também foi determinada a partir do método de Ghose
(1987) com modificacdes de Camassola & Dillon (2012). O substrato utilizado foi
carboximetilcelulose 2% (m/v), e a mistura reacional foi mantida a 50°C por 30 minutos em
presenca de tamp&o citrato de sddio 0,05 mol.L™ pH 4,8. A leitura em espectrofotdmetro e
a determinacdo da atividade foram realizadas conforme descrito pra FPA, sendo que uma
unidade de atividade de endoglicanase foi definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 umol.L* de aclcar redutor por minuto.

Atividade de B-glicosidases foi determinada através da utilizacdo do substrato p-
nitrofenil-B-D-glicopiranosideo 4 mmol.L-1 (pNPG) em tampao citrato de soédio (0,05
mol.L"? pH 4,8), através de metodologia adaptada de Daroit et al. (2008). A mistura
reacional foi incubada a 50°C por 30 minutos. A leitura da absorbancia foi a 405 nm e para
a determinacdo da atividade foi construida curva de calibragdo com solugdes de p-
nitrofenol com concentragdes conhecidas. Uma unidade de atividade de B-glicosidase foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol.L-1 de nitrofenol por

minuto.
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A determinacdo da atividade de xilanases foi realizada de acordo com Bailey et al.
(1992), usando xilana 1% (m/v) em tamp&o citrato de sédio (0,05 mol.L* pH 4,8) como
substrato. A mistura reacional foi mantida a 50°C por 5 minutos, a absorbancia foi
mensurada a 545 nm e a concentracdo de Xxilanases determinada através de uma curva
padrédo com concentracdes conhecidas de xilose. Uma unidade de atividade de xilanase foi

definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol.L de xilose por minuto.

4.4.3.3 Temperatura 6tima de reacéo

A temperatura 6tima de reagdo para FPA, endoglicanases, B-glicosidases e xilanases
foi avaliada variando-se a temperatura de 40 a 70°C (Camassola et al., 2004), sendo essas
temperaturas proximas a utilizada em processos de hidrolise, de 50°C. Os demais
parametros das analises enzimaticas foram mantidos conforme protocolos anteriormente
citados. Os resultados foram apresentados como atividade relativa em relacdo a temperatura
de 50°C.

4.4.3.4 pH 6timo de reacdo

O pH 6timo de reacdo para FPA e endoglicanases foi avaliado através da utilizacéo
de tampao citrato de sddio (0,05 mol.L™?) nos seguintes valores de pH: 4; 4,5; 4,8; 5;55¢€ 6
(Camassola et al., 2004). Para B-glicosidases e xilanases, os substratos pNPG e xilana
foram diluidos nos diferentes tampdes, para posterior uso na analise enzimatica. Todas as
andlises foram realizadas a 50°C, conforme protocolos anteriormente citados. Os resultados

foram apresentados como atividade relativa em relacédo ao pH 4,8.

4.4.3.5 Estabilidade em diferentes pH

A estabilidade das enzimas produzidas em processo submerso utilizando diferentes
biomassas lignocelulosicas foi avaliada em valores de pH variando entre 4 e 6, bem como
sem a adi¢do de tamp&o. As enzimas foram mantidas a 50°C por até 72 horas, com coletas
de amostras nos tempos 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas. As atividades enzimaticas foram entdo
mensuradas conforme os protocolos padrdo e os resultados foram apresentados como

atividade relativa em relacéo a atividade inicial.

4.4.3.6 Termoestabilidade

A termoestabilidade das enzimas produzidas utilizando as diferentes biomassas foi
avaliada por um periodo de 72h, em temperaturas variando entre 40 e 70°C. Amostras
foram coletadas nos tempos 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas, e as analises de FPA, endoglicanases,
B-glicosidases e xilanases foram conduzidas conforme protocolos padrédo anteriormente

citados. Os resultados foram apresentados como atividade relativa em relacéo a atividade
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inicial.
4.4.3.7 Analise estatistica dos dados
A analise estatistica dos dados foi realizada por meio da anélise de variancia (one-

way ANOVA) e pds-teste de Tukey, com intervalo de confianca de 95% (p<0,05), com
auxilio do software GraphPad Prism 5.

4.4 .4 Resultados e discussao

4.4.4.1 Temperatura 6tima de reacédo

As condigdes 6timas de reacdo das enzimas produzidas utilizando bagaco de cana-
de-aclcar e capim elefante foram avaliadas. Na Figura 1 estdo apresentados os dados
referentes a temperatura otima de reacdo para FPA, endoglicanases, B-glicosidases e
xilanases produzidas com essas biomassas, bem como para essas enzimas produzidas
utilizando celulose comercial e a enzima Celluclast®, utilizadas como controles. Os
mesmos estdo expressos como atividades relativas a condi¢cdo padréo de avaliagdo (50°C), a

qual foi considerada 100%.
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Figura 1. Atividades relativas de FPA (A), Endoglicanases (B), B-glicosidases (C), e
Xilanases (D) observadas em diferentes temperaturas de reacao.

Em relacdo a FPA, os ensaios demonstraram que as enzimas produzidas utilizando

as biomassas lignoceluldsicas sdo mais ativas em temperaturas mais elevadas, entre 55 e
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65°C, enquanto que as enzimas produzidas utilizando celulose e a enzima comercial séo
mais ativas na temperatura de 55°C, seguido das temperaturas de 45 e 60°C. Tanto em
temperaturas mais brandas quanto mais elevadas, as enzimas produzidas utilizando SB se
mostraram as mais ativas entre todas as avaliadas. Esses resultados corroboram os obtidos
por Camassola et. al. (2004), que observaram que a atividade de FPA produzidas em
biomassa lignoceluldsica em estado sélido, por P. echinulatum, aumentou em temperaturas
acima de 60°C, sugerindo que o processo utilizado para a producdo enzimatica possui
menor influéncia em atividade de FPA do que o substrato utilizado para sua producdo. Para
endoglicanases, as enzimas produzidas utilizando EG se mostraram mais ativas em todas as
temperaturas avaliadas, quando comparadas a temperatura padrdo de 50°C. As demais
endoglicanases apresentaram atividades relativas muito proximas entre si e proximas a
100%, o que sugere que a temperatura de reacdo nao possui grande efeito sobre esta
atividade enzimatica.

Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos para celulase purificada do fungo
extremofilo Aspergillus flavus que apresentou atividades relativas superiores, usando CMC
como substrato, em temperaturas mais elevadas, aumentando entre 30 e 60°C (temperatura
6tima), porém decaindo em temperaturas superiores (Bano et al, 2019). Dados semelhantes
também foram obtidos por Maleki et al (2020) para duas celulases isoladas, PersiCell e
PersiCel2, onde a temperatura 6tima (em seus pH 6timos) foram, respectivamente, a 50°C e
60°C. Zhao et al (2021) obtiveram temperatura étima de reacdo a 55°C para o0 gene isolado
de celulase Cel1029, utilizando CMC como substrato, retendo 85% desta atividade a 4 °C e
68% a 80 °C, demonstrando uma ampla faixa de atividade. Os dados obtidos sugerem que
as enzimas produzidas por P. ucsense, principalmente em biomassas lignocelulosicas,
apresentam certa tendéncia termdfila, mesmo em seu extrato bruto. Este comportamento
difere, por exemplo, das endoglicanases purificadas de Aspergillus niger produzidas em
casca de amendoim, cuja temperatura Gtima foi observada em 40 °C por Sulyman et al
(2020), com queda de 64% de atividade em variagdes de 5°C, acima ou abaixo.

B-glicosidases produzidas por P. ucsense, tanto com biomassas lignoceluldsicas
guanto com celulose comercial, se mostraram mais ativas em temperaturas mais elevadas,
entre 60 e 70°C. J& a enzima comercial mostrou atividade relativa proxima a 100% para
quase todas as temperaturas avaliadas, com excecdo de 40°C, onde a enzima foi
praticamente inativa. Novamente, os resultados se mostram condizentes aos obtidos para as
enzimas produzidas em estado sélido por P. echinulatum, cuja atividade de B-glicosidases

foi incrementada em temperaturas mais elevadas (Camassola et. al., 2004). O mesmo
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comportamento foi observado para (-glicosidases produzidas por Monascus purpureus em
meio contendo residuos de uva, com a méxima atividade observada em 50°C e queda a
partir de 80°C, indicando desnaturacdo (Dairot et al., 2008). Ja a temperatura 6tima de
atividade de B-glicosidase de Chaetomella sp. BBA70074 foi ainda maior, 70°C em pH 6,0,
indicando uma enzima termofilica (Singh et al, 2023). Temperatura tdo elevada (70°C) sé
foi observada como étima para xilanases produzidas utilizando biomassas lignoceluldsica
por P. ucsense, temperatura na qual as enzimas produzidas com celulose e a comercial se
mostraram menos ativas. Nas demais temperaturas avaliadas, as atividades enzimaticas
permaneceram proximas a 100%, demonstrando uma ampla faixa de atividade e novamente
uma tendéncia termofila. Esse comportamento difere completamente do observado para
xilanases clonadas de uma cepa de Fusarium sp. 21 (Xyn1lA, XynllB e Xyn11C), cuja
temperatura 6tima foi de 45°C (Li et al., 2020). A queda de atividades em temperaturas
mais elevadas pode ser derivada da desnaturagéo da enzima, com a destrui¢do de ligacOes
fracas e pontes de hidrogénio, que ajudam a manter sua estrutura tridimensional (Sulyman
et al, 2020). As elevadas temperaturas 6timas observadas para o complexo celulolitico de P.
ucsense sugere que essas ligacbes sdo mais estaveis em suas enzimas quando produzidas

com biomassas lignoceluldsicas.

4.4.4.2 pH 6timo de reacdo

Os dados relativos ao pH oOtimo de atuacdo destas mesmas enzimas estdo
apresentados na Figura 2. Novamente, a atividade de 100% foi considerada no pH padrédo
de avaliacdo (4,8) e as demais atividades em relacdo a este valor. Para FPA, as enzimas
produzidas por P. ucsense se mostraram mais ativas em pH mais acidos, de 4 e 4,5. Para pH
5, atividades relativas menores de FPA foram observadas no extrato produzido com SB,
enguanto que os demais extratos e a enzima comercial apresentaram atividades superiores
ao padrdo com pH 4,8. Em pH 5,5 as enzimas de P. ucsense novamente apresentaram
atividades superiores ao padrdo e a enzima comercial, enquanto que em pH 6, todas
apresentaram queda na atividade de FPA. Novamente os dados corroboram os obtidos em
cultivo em estado solido para P. echinulatum, onde as atividades em FPA também foram
superiores em valores de pH &cidos, porém a atividade 6tima foi observada no pH 4,8
(Camassola et al., 2004).
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Figura 2. Atividades relativas de FPA (A), Endoglicanases (B), p-glicosidases (C), e
Xilanases (D) observadas em diferentes valores de pH.

Para endoglicanases, novamente os valores de pH mais &cidos resultaram em atividades
superiores, para todos os extratos avaliados. Diversos estudos demonstram a tendéncia mais
acida dessas enzimas, como a atividade de endoglicanase purificada de A. niger, que foi
6tima em pH 4, com quedas superiores a 50% em valores acima ou abaixo (Sulyman et al,
2020), e de do gene isolado Cel1029 que manteve 40% de sua atividade mesmo em pH 2,0
e permaneceu estavel entre 5,0 e 7,0 (Zhao et al, 2021). Entretanto, a celulase purificada do
fungo extremdfilo A. flavus, avaliada utilizando CMC como substrato, apresentou pH 6timo
em 10 (Bano et al, 2019), enquanto que os genes PersiCell e PersiCel2 demonstraram
maiores atividades em 8 e 6, respectivamente, em temperatura ambiente Maleki et al,
(2020). Isso demonstra que enzimas produzidas por diferentes microrganismos, sejam elas
isoladas, purificadas ou em estado bruto, apresentam diferentes afinidades ao pH, algumas
delas sendo extreméfilas, o que ndo foi observado para P. ucsense. Este fato foi
corroborado pelas atividades de [-glicosidases, onde apenas as enzimas comerciais
mantiveram atividade proxima ao padrdo em todos os pH avaliados. Entre os extratos de P.

ucsense, o produzido com SB demonstrou as maiores atividades relativas em todas as
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condi¢cdes avaliadas, demonstrando, entretanto, quedas mais acentuadas conforme o
aumento do pH, conforme havia sido observado para as [-glicosidases produzidas em
estado solido, onde a méxima atividade enzimatica foi obtida entre pH 4 e 4,5, com queda
de atividade com o aumento de pH (Camassola et al., 2004). Mesmo comportamento foi
observado para B-glicosidases de M. purpureus, cujo pH 6timo foi 5,5 (Dairot et al., 2008)
e de Chaetomella sp. BBA70074, com faixa de pH 6timo entre 4,0 e 6,0 (Singh et al, 2023).
A gqueda nas atividades enzimaticas quando ha a aproximacéo das regides neutra e alcalina
pode ser explicada devido a destruicdo do sitio ativo, ou novamente por alteracbes nas
estruturas secundaria ou terciaria da enzima (Sulyman et al, 2020).

Xilanases apresentaram, em todos os extratos avaliados, atividades relativas
extremamente baixas em relacdo ao controle, para todos os valores de pH, demonstrando
que estas enzimas sdo as mais dependentes do pH para sua atuacdo. Entretanto, as xilanases
presentes no extrato enzimético produzido com SB se mostraram as mais ativas entre todas
as avaliadas, nos diferentes pH utilizados. Este problema ndo foi enfrentado para trés
xilanases clonadas de uma cepa de Fusarium sp. 21, uma vez que duas delas (Xyn1lA e
Xynl1B) apresentaram sua méaxima atividade em pH 6,0, retendo percentual de atividade
superior a 90% na faixa de pH entre 5 e 10,5, enquanto que a terceira (Xyn11C) apresentou
atividade maxima em pH 5,0, com baixa perda de atividade na faixa entre 2,0 e 10,5, ap6s
24h (Li et al., 2020), demonstrando assim sua afinidade com amplas faixas de pH.

4.4.4.3 Estabilidade em diferentes valores de pH

A efetiva degradacdo do material lignoceluldsico para o uso em biorrefinarias é
dependente da utilizacdo de enzimas com elevada atividade e estabilidade em amplas faixas
de pH e temperatura (Maleki et al, 2020). Diante disso, a estabilidade dos extratos
enzimaticos produzidos por P. ucsense utilizando diferentes fontes de carbono foi avaliada
em diferentes valores de pH, utilizando a enzima Celluclast® como padrdo. Os dados
obtidos para FPA estdo apresentados na Figura 3. Para o extrato produzido com SB, maior
estabilidade foi observada nos valores de pH de 4,5, 4,8 e 6 apds 72h de avaliacdo, com
atividades relativas superiores a 100%. Ja para enzimas produzidas com EG, as atividades
relativas permaneceram superiores a 100% apenas nas primeiras 24h no pH 4,8, caindo
ainda mais rapidamente nos demais pH avaliados. Entretanto, para ambos 0s extratos
enzimaticos produzidos com biomassa, mesmo ap0s 72h de avaliacdo, as atividades
relativas permaneceram superiores a 50% em todos os valores de pH. J& para as enzimas

produzidas em celulose comercial e para Celluclast®, as atividades cairam abaixo de 100%
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ja em 24h, ficando préximas ou inferiores a 50% de atividade relativa apds 72h, em todos
os valores de pH avaliados. A estabilidade do extrato enzimético bruto de P. ucsense
observada no presente estudo se mostrou superior a observada para o extrato bruto de
Trichoderma asperellum UC1, que se manteve estavel em uma faixa de pH de 3,0 a 8,0 por
1h, apresentando tempos de meia vida de aproximadamente 10, 25 e 26h nos pH 3,0, 4,0 e
5,0, respectivamente (Ezeilo et al, 2019), e de Rhizopus oryzae UC2, estavel entre pH 3,0 e
12,0, retendo 58 a 88% de atividade apos 1h, com meia vida aproximada de 12h em pH 4,0,
e 25h em pH 5,0 (Ezeilo et al, 2020. Estes resultados se mostram promissores, tendo em

vista uma futura aplicacdo comercial.
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Figura 3. Estabilidade de FPA ao longo do tempo em diferentes valores de pH observada
para trés coquetéis enzimaticos produzidos por P. ucsense com diferentes substratos —
Bagaco de cana-de-acucar (A), Capim elefante (B) e celulose (C) — e um controle com
enzima comercial Celluclast® (D), mantidos a 50°C. Os valores nas colunas sdo referentes
a atividade nos tempos de 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubacédo, sendo essas atividades
apresentadas como relativas ao tempo Oh (100%).

Os dados obtidos para endoglicanases estdo apresentados na Figura 4, e demonstram
que, para as enzimas produzidas com SB e EG, as atividades relativas permanecem
superiores ou muito préximas a 100% apds 72h em todos os pHs avaliados. Entretanto, as
enzimas produzidas com celulose apresentaram valores proximos a 100% de atividade,

apoOs 72h, apenas nos valores de pH de 4,8 e 5, porém, mesmo assim, endoglicanases se
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mostraram mais estaveis que FPA para este extrato, com valores permanecendo préximos a
75% em todos os pH. Comportamento semelhante foi observado para o controle com
Celluclast®, demonstrando novamente a maior estabilidade dos extratos produzidos com
biomassas lignocelulosicas. Novamente, as enzimas produzidas por P. ucsense se
mostraram mais estaveis que as produzidas por R. oryzae UC2 onde os autores observaram
atividade residula de CMCase de 54%, 60% e 53% apds 20 h de incubagdo em pH 3,0, 4,0
e 5,0, respectivamente (Ezeilo et al, 2020), e similares as de T. asperellum UC1, com
atividade residual de CMCase de 57%, 82% e 83% em pH 3,0, 40 and 5,0,

respectivamente, ap6s 20h (Ezeilo et al, 2019).
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Figura 4. Estabilidade de endoglicanases ao longo do tempo em diferentes valores de pH
observada para trés coquetéis enzimaticos produzidos por P. ucsense com diferentes
substratos — Bagaco de cana-de-aglucar (A), Capim elefante (B) e celulose (C) — e um
controle com enzima comercial Celluclast® (D) mantidos a 50°C. Os valores nas colunas
séo referentes a atividade nos tempos de 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubagdo, sendo
essas atividades apresentadas como relativas ao tempo Oh (100%).

A Figura 5 apresenta os dados observados para a estabilidade de B-glicosidases.
Entre todos os extratos avaliados, o produzido com EG apresentou a maior estabilidade,
com atividade relativa levemente superior a 100% em toda a faixa de pH avaliada (4,0 a
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6,0), bem como no padrdo sem controle de pH, um comportamento muito semelhante ao
controle com Celluclast®, onde as atividades também ficaram em tono de 100%. Ja para o
extrato produzido com SB, os valores de pH 4,5 e 6,0 resultaram na menor estabilidade,
entretanto sem haver perda superior a 25% de atividade ap6s 72h de incubacdo. Por outro
lado, B-glicosidases produzidas com celulose comercial perderam mais que 75% de sua
atividade relativa ap6s as mesmas 72h em pH 6,0, demonstrando uma menor estabilidade
desta enzima. Este dado pode ser explicado pelo fato de que a expressao enzimatica nos
fungos é fortemente influenciada pela natureza, composicdo quimica e estado fisico da
fonte de carbono, o que faz com que 0 mesmo microrganismo expresse uma gama de
diferentes isoenzimas (Ezeilo et al., 2019), resultando assim em enzimas com diferentes
niveis de estabilidade dependendo do substrato. Os resultados observados para -
glicosidases também foram mais estaveis que os observados por Ezeilo et al (2020), que
obtiveram tempos de meia-vida de 12 h (pH 3,0), 18h (pH 4,0) e 16h (pH 5,0) para as
enzimas produzidas por R. oryzae UC2, bem como por Singh et al (2023), que observaram
que B-glicosidases produzidas por Chaetomella sp. BBA70074 retiveram apenas 50% da
atividade ap6s 240 minutos em pH 6,0. Os dados obtidos se assemelharam aos observados
por Ezeilo et al (2019) para B-glucosidase de T. asperellum UC1 em um fator — essas se
apresentaram entre as enzimas mais estaveis no extrato produzido pelo microrganismo —

com tempos de meia-vida de 25h, 68h e 72h em pH 3,0, 4,0 e 5,0, respectivamente.
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Figura 5. Estabilidade de B-glicosidases ao longo do tempo em diferentes valores de pH
observada para trés coquetéis enzimaticos produzidos por P. ucsense com diferentes
substratos — Bagaco de cana-de-agUcar (A), Capim elefante (B) e celulose (C) — e um
controle com enzima comercial Celluclast® (D) mantidos a 50°C. Os valores nas colunas
sdo referentes a atividade nos tempos de 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubagdo, sendo
essas atividades apresentadas como relativas ao tempo 0Oh (100%).

Enquanto as B-glicosidases se mostraram de um modo geral, as enzimas mais
estaveis avaliadas para P. ucsense, xilanases foram o oposto (Figura 6). Nenhum dos
extratos avaliados apresentou atividade relativa proxima a 100% apds 72h de incubacéo,
em nenhum pH avaliado. Dentre os extratos produzidos por P. ucsense, SB apresentou os
melhores resultados, com atividade relativa residual de 67% ap6s 72h em pH 6,0, sendo
este percentual superior ao observado para a enzima comercial (60% de atividade relativa
em pH 5,5), e EG (66% de atividade relativa sem controle de pH). Quanto ao extrato
produzido com celulose comercial, houve queda na atividade relativa superior a 50% em
toda a faixa de pH avaliada, novamente demonstrando uma menor estabilidade deste
extrato enzimatico em relacdo aos produzidos com biomassas lignocelulésicas. Os
presentes dados sdo similares aos observados por Ezeilo et al (2020), cujos dados
demonstraram um tempo de meia-vida de 2h (pH 3,0), 4h (pH 4,0) e 9h (pH 5,0),
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aproximadamente, para xilanases de R. oryzae UC2, sendo inferiores aos observados para
as demais enzimas do mesmo microrganismo. Ja xilanases produzidas por T. asperellum
UC1 ndo demonstraram 0 mesmo problema, permanecendo estaveis por tempos mais
longos, com meia-vida de 18h e 33h em pH 4,0 e 5,0, respectivamente (Ezeilo et al, 2019),

demonstrando uma maior estabilidade das xilanases produzidas por este microrganismo.
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Figura 6. Estabilidade de xilanases ao longo do tempo em diferentes valores de pH
observada para trés coquetéis enzimaticos produzidos por P. ucsense com diferentes
substratos — Bagaco de cana-de-agUcar (A), Capim elefante (B) e celulose (C) — e um
controle com enzima comercial Celluclast® (D) mantidos a 50°C. Os valores nas colunas
sdo referentes a atividade nos tempos de 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubagdo, sendo
essas atividades apresentadas como relativas ao tempo Oh (100%).

Os dados obtidos no presente estudo demonstram que as enzimas produzidas
utilizando biomassas lignoceluldsicas sdo mais estaveis ao longo do tempo do que as
enzimas produzidas com ceulose, sendo similares ou superiores também ao preparo
comercial. Além disso, 0s dados também sugerem que 0s extratos enzimaticos produzidos
por P. ucsense sdo mais e/ou igualmente estaveis a diferentes valores de pH quando
comparados a outras espécies, sendo estes dados importantes para uma futura utilizagéo
comercial.
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4.4.4.4 Termoestabilidade

Assim como a estabilidade em diferentes faixas de pH, a estabilidade em diferentes
temperaturas também é um fator importante para a possivel aplicacdo de uma enzima em
processos de biorrefinaria. A atividade relativa de FPA (Figura 7) se manteve estavel na
temperatura de 50°C, e superior ou igual a 70% nas temperaturas de 40, 45, 55 e 70°C, ap0s
72h, para o extrato produzido em SB. Mesmo as temperaturas de 60 e 65°C permaneceram
com mais de 50% de sua atividade para esse extrato. Ja para o extrato EG, a estabilidade so
foi mantida na temperatura de 40°C, com atividades relativas superiores a 70% apds 72h
até a temperatura de 55°C. Em temperaturas mais elevadas, houve répida queda de
atividade, sendo inferior a 50% da atividade inicial j& em 24h de incubacéo.

Para o extrato produzido com celulose comercial, a enzima nao reteve 100% de sua
atividade em nenhuma das temperaturas avaliadas, apresentando quedas drasticas apds 1h
de incubacdo em 65 e 70°C. A enzima comercial também apresentou quedas drésticas em
sua atividade relativa ja na primeira hora em temperaturas a partir de 60°C, permanecendo
estavel por 72h em 40 e 45°C.

Resultados similares foram obtidos por Camassola et al (2004) em cultivo sélido de
P. echinulatum, onde queda na atividade foi observada na primeira hora para FPA a 60°C,
sendo que 0s autores sugerem que esta queda possa ser devido a presenca de proteases no
meio, que perderam sua atividade nesta primeira hora, uma vez que quedas futuras na
atividade nao foram observadas. Este fato também foi observado no presente estudo, onde
apoOs a drastica queda inicial, as atividades permaneceram praticamente constantes. Os
resultados também sdo similares aos observados por Almeida et al (2019) para FPase de
Fusarium verticillioides, que manteve 42% de sua atividade a 50°C ap6s 120h de
incubacgéo. A atividade relativa de FPA de R. oryzae UC2 apresentou tempos de meia-vida
de 17h (30°C), 10h (40°C e 50°C) e 1,5h (60°C) (Ezeilo et al, 2020), enquanto que para T.
asperellum reteve 50% de atividade residual apds 4h de incubacdo a 60°C (Ezeilo et al,
2019). Estes dados demonstram uma termoestabilidade razoavelmente baixa para FPA em
diferentes microrganismos e meios de cultura, sendo este um gargalo a ser solucionado para

uma eficiente aplicagdo em processos industriais.
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Figura 7. Termoestabilidade de FPA ao longo do tempo observada para trés coquetéis
enzimaticos produzidos por P. ucsense com diferentes substratos — Bagaco de cana-de-
acucar (A), Capim elefante (B) e celulose (C) — e um controle com enzima comercial
Celluclast® (D) em pH 4,8. Os valores nas colunas sdo referentes a atividade nos tempos
de 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubacdo, sendo essas atividades apresentadas como
relativas ao tempo Oh (100%).

Por outro lado, endoglicanases se mostraram relativamente mais estaveis em
temperaturas até 60°C, para todos os extratos avaliados, sendo destaque a temperatura de
55°C, tanto para o extrato SB quanto para celulose, que mantiveram atividades relativas
superiores a 100% apds 72h de incubacdo (Figura 8). Entretanto, em temperaturas mais
elevadas (65 e 70°C), quedas drésticas de atividade foram observadas ap0s 24h,
permanecendo inferiores a 50%. Endoglicanases produzidas por F. verticillioides retiveram
56% de sua atividade inicial ap6s 120h de incubacdo a 50°C (Almeida et al., 2019), um
pouco inferior a observada no presente estudo. Endoglicanases de R. oryzae UC2 exibiu
meia-vida de 20h a 30°C, 15h a 40 e 50°C, e 5h a 60°C (Ezeilo et al, 2020), enquanto que
as enzimas produzidas por T. asperellum retiveram 50% de sua atividade até 15h a 60°C
(Ezeilo et al, 2019), também demonstrando estabilidade inferior as endoglicanases
produzidas por P. ucsense. Os genes isolados PersiCell e PersiCel2, por outro lado, se

mostraram altamente estaveis, sendo que PersiCell reteve 70% de sua atividade apos 384h

106



a 50°C, e PersiCel2 manteve 52% de sua atividade neste mesmo tempo e temperatura
(Maleki et al, 2020), enquanto que o gene clonado Cel1029 permaneceu com 86% de
atividade apds 24h em temperaturas de 4°C a 60°C (Zhao et al, 2021). Entretanto, vale
ressaltar que estes genes foram especificamente isolados e clonados para obter estabilidades
e atividades altas em amplas faixas de temperatura e pH, ao contrario das endoglicanases
aqui estudadas, que sdo provenientes de um coquetel bruto, e mesmo assim apresentam boa
estabilidade em determinadas temperaturas. A alta estabilidade apresentada demonstra que
as enzimas podem sofrer baixa inativacdo por pH e temperatura, o que favorece 0s
processos de sacarificacdo, uma vez que endoglicanases termoestaveis tem grande potencial
de diminuir os custos de producdo ao aumentar a produtividade do processo (Almeida et al.,
2019).
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Figura 8. Termoestabilidade de endoglicanases ao longo do tempo observada para trés
coquetéis enzimaticos produzidos por P. ucsense com diferentes substratos — Bagaco de
cana-de-agucar (A), Capim elefante (B) e celulose (C) — e um controle com enzima
comercial Celluclast® (D) em pH 4,8. Os valores nas colunas séo referentes a atividade
nos tempos de 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubacéo, sendo essas atividades apresentadas
como relativas ao tempo 0h (100%).
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Para B-glicosidases (Figura 9), maior estabilidade foi observada em temperaturas
mais amenas, até 50°C, para todos 0s extratos avaliados. Para os extratos produzidos com
EG e celulose, a estabilidade se mantém superior ou proxima aos 50% de atividade relativa
em temperaturas até 65°C, enquanto que o extrato produzido com SB e a enzima comercial
apresentam quedas mais drasticas em sua estabilidade. Em temperatura de 70°C, nenhum
dos extratos avaliados permaneceu com atividade relativa superior a 50% na primeira hora
de processo, perdendo completamente sua atividade, ou quase, apos decorridas 72h. Esses
resultados diferem dos obtidos por Camassola et al. (2004) que observaram atividade

constante de [-glicosidases de P. echinulatum em todo o experimento.
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Figura 9. Termoestabilidade de B-glicosidases ao longo do tempo observada para trés
coquetéis enzimaticos produzidos por P. ucsense com diferentes substratos — Bagaco de
cana-de-agucar (A), Capim elefante (B) e celulose (C) — e um controle com enzima
comercial Celluclast® (D) em pH 4,8. Os valores nas colunas sao referentes a atividade
nos tempos de 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubacéo, sendo essas atividades apresentadas
como relativas ao tempo Oh (100%).

Entretanto, resultados similares foram obtidos por Singh et al (2023), onde B-
glicosidases de Chaetomella sp. também se mostraram instaveis a 70°C, com perda de 40%

da atividade ap6s 30 minutos e 90% apds 240 minutos, enquanto que para 55°C a enzima
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reteve 60% de atividade apd6s 240 min. As enzimas de Monascus purpureus também
apresentaram baixa estabilidade em temperaturas elevadas, com tempos de meia vida de 1,8
minutos em 70°C e 57 minutos em 65°C (Dairot et al., 2008), sendo ainda mais sensiveis a
temperatura que as produzidas por P. ucsense no presente trabalho. Ezeilo et al (2020)
observaram tempos de meia vida de 19,2h a 60°C, 63,3h a 50°C e 23,4h a 40°C para [3-
glicosidases de R. oryzae UC2, um comportamento similar ao observado neste estudo, onde
também, em temperaturas mais baixas, a estabilidade foi levemente inferior a observada em
50°C. Esses dados sugerem que, embora temperaturas mais elevadas (60-70°C) favorecam
uma maior atividade de PB-glicosidases, temperaturas impedindo assim a perda de sua
atividade logo no inicio do processo.

Enquanto que as demais enzimas de P. ucsense se demonstraram estaveis em faixa
ampla de temperatura, 0 mesmo nao foi observado para xilanases (Figura 10). Exceto para
0s extratos produzidos com SB (onde a atividade enzimatica foi estimulada ao longo do
tempo nas temperaturas de 40 e 45°C, aumentando sua atividade relativa) e com celulose
(que manteve atividades relativas proximas a 100% nestas mesmas temperaturas), as
atividades relativas apresentaram quedas acentuadas durante o periodo de avaliacdo. Para as
enzimas de P. ucsense, atividades relativas ainda superiores a 50% foram observadas ap6s
2h de incubacdo em temperaturas até 65°C, entretanto, apds 24h, as atividades relativas se
mostraram inferiores a 30%. a 70°C, a queda para valores inferiores a 25% da atividade
relativa inicial ja ocorreu na primeira hora de incubacdo. Comportamento similar foi

observado no padrdo com enzima comercial.
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Figura 10. Termoestabilidade de xilanases ao longo do tempo observada para trés
coquetéis enzimaticos produzidos por P. ucsense com diferentes substratos — Bagaco de
cana-de-acucar (A), Capim elefante (B) e celulose (C) — e um controle com enzima
comercial Celluclast® (D) em pH 4,8. Os valores nas colunas sdo referentes a atividade
nos tempos de 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubacéo, sendo essas atividades apresentadas
como relativas ao tempo 0Oh (100%).

Os resultados do presente trabalho s@o similares aos obtidos para B-glicosidases de
F. verticillioides, que reteve 18% de sua atividade inicial a 50°C apds 120 hde incubacao
(Almeida et al., 2019). Ja xilanases de R. oryzae UC2 se mostraram muito mais estaveis,
com tempos de meia vida 27,6 h € 9,2 h quando incubadas a 50°C e 60°C, respectivamente
(Ezeilo et al, 2020), enquanto que as enzimas de T. asperellum mostraram 50% de
atividade residual ap6s cerca de 15 h de incubacdo a 60°C (Ezeilo et al. 2019). Esses
resultados sugerem que, para alcancar uma maior termoestabilidade de xilanases de P.
ucsense, estudos sobre etapas posteriores de purificacdo e formulacdo do extrato produzido
sd8o necessérias, ndo sendo indicada sua utilizacdo direta em processos, considerando
producdes on site, como poderia ser realizado com as demais enzimas presentes no coquetel

enzimatico produzido pelo microrganismo.
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4.4.5 Conclusao

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que as enzimas produzidas
por P. ucsense utilizando biomassas lignocelulosicas, sdo, em sua maioria, estaveis em uma
ampla faixa de temperaturas e pH, mesmo em seu estado bruto. Além disso, apresentam
atividades 6timas em temperaturas e pH que condizem aos necessarios em processos de
biorrefinaria. Essas caracteristicas se mostram relativamente importantes para viabilizar
processos em que essas enzimas possam ser produzidas e utilizadas on site, ndo havendo,
portanto, a necessidade de purificacdo e formulacdo das mesmas. Este fato, juntamente a
sua producdo utilizando residuos agroindustriais, podem vir a ser uma alternativa para
baratear os custos de sua utilizagdo, um dos maiores gargalos enfrentados para o
estabelecimento da tecnologia enzimatica na producdo de etanol de segunda geracdo, bem
como de outros insumos quimicos. Com estes resultados, o presente estudo auxilia no
desenvolvimento de processos do género, tal como producdo de agucares, combustiveis e
quimicos através de biomassas, viabilizando assim a implementacdo das tecnologias

enzimaticas em escala industrial.
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45PRODUCAO DE CELULASES E XILANASES POR Penicillium ucsense
UTILIZANDO RESIDUOS DA COLHEITA DE MILHO COMO SUBSTRATO

4.5.1 Resumo

No presente trabalho, foi buscada a otimizag&o do uso da biomassa residual da colheita do
milho (palhas, talos e folhas) para produgdo de enzimas celuloliticas por Penicillium
ucsense. Para tanto, diferentes pre-tratamentos foram avaliados (hidrotérmico, NaOH,
H>SO4 e imidazol), tanto na composi¢cdo quimica da biomassa posteriormente a sua
aplicacdo, quanto no crescimento e producdo enziméatica nas biomassas pré-tratadas. Os
resultados obtidos demonstraram que os pré-tratamento acido e alcalino apresentaram o
melhor percentual de recuperacdo de celulose. Entretanto, nos resultados obtidos em
frascos agitados, as biomassas pré-tratadas com NaOH e hidrotérmica, na concentracao de
10 g.L? de celulose equivalente, apresentaram as melhores atividades enzimaticas. Com
isso, 0 pré-tratamento hidrotérmico foi mantido como padrdo, uma vez que demanda de
menos iNsumos quimicos em seu processo. Posteriormente, a otimizacdo dos aditivos
presentes no meio de cultivo (sacarose, farelo de trigo e farelo de soja) foi realizada,
chegando-se as concentragdes de 7,5 g.L ! de farelo de soja, 0,5 g.L* de sacarose e 1 g.L*!
de farelo de trigo, com atividades preditas de 0,12 U.mL™ para FPA, 0,67 U.mL™? para
endoglicanases, 0,57 U.mL? para B-glicosidases, 0,32 U.mL™ para exoglicanases e 16
U.mL! para xilanases. Definidas as concentrages do meio, a utilizagdo do pré-tratamento
na integra, ou de misturas com volumes percentuais de licor proveniente do mesmo, foi
avaliada, observando-se que a utilizacdo do pré-tratamento na integra resulta em atividades
superiores de FPA, endoglicanases e xilanases, enquanto que a adicdo de licores, em
concentragdes variando entre 25% e 100% do volume, estimulam a produgdo de [3-
glicosidases e exoglicanases, podendo prejudicar a producdo das demais enzimas em
diferentes graus. Ao escalonar o processo, atividades enzimaticas de 1,5 U.mL™ para FPA,
10,2 U.mL? para endoglicanases, 7,8 U.mL' para pB-glicosidases, 6,3 U.mL*
exoglicanases, e 22 U.mL™? xilanases foram alcancadas em regime descontinuo em
biorreator com agitacdo mecénica. Em regime descontinuo alimentado, o aumento nas
atividades enzimaticas foi de 11%, 34%, 9%, 22% e 32%, respectivamente. Os resultados
obtidos no presente trabalho se mostram promissores para o desenvolvimento de processos
de producdo enzimaética em larga escala utilizando residuos da colheita do milho, on site, o
que pode auxiliar na diminuigdo dos custos das enzimas celuloliticas, e de outro insumos de

interesse industrial.
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Palavras-chave: celulases, residuos de milho, pré-tratamento, P. echinulatum, regime

descontinuo alimentado.

4.5.2 Introducéo

O continuo aumento da industrializacdo tem feito com que sejam buscadas cada vez
mais formas econémicas e sustentaveis de atender as crescentes demandas energéticas, pois
ainda ha grande dependéncia dos combustiveis fosseis para fornecer a energia necessaria
para manter os padrdes de vida atuais (Zabed et al., 2016; Bhardwaj et al, 2021). Neste
contexto, surgiu em 1970 a ideia da conversdo de biomassas lignocelulésicas em
biocombustiveis, entretanto, devido ao custo-beneficio e viabilidade econdmica ainda
serem baixos, numerosas estratégias vem sendo estudadas para sua producdo utilizando
abordagens mais sustentaveis, como a biorrefinaria (Kuhad et al., 2016; Bhardwaj et al,
2021).

A biorrefinaria de materiais lignoceluldsicos refere-se ao processamento sustentavel
dessa biomassa em um amplo espectro de produtos de interesse (Maleki et al, 2020). As
biomassas lignoceluldsicas sdo abundantes e amplamente geradas anualmente, sendo a
principal matéria prima de baixo custo para processos biotecnoldgicos (Vieira et al, 2021).
Atualmente, sua utilizacdo esta sendo considerada crucial para o desenvolvimento de uma
economia de baixo carbono, buscando elevado potencial ambiental, social e econémico.
Isso porque possibilita investimentos no setor industrial, reduz a dependéncia de
combustiveis fosseis e a producdo de residuos, bem como estimula o desenvolvimento
regional e rural, gerando mais empregos (Yamakawa et al, 2018).

Desde sua domesticagdo a cerca de 9.000 anos, o milho (Zea mays) vem
apresentando um papel cada vez mais importante, sendo que sua producdo global é
crescente, ocupando cerca de 197 milhdes de hectares, espalhados entre os continentes
(Erenstein et al, 2022). A cultura do milho ocupa posicdo de destaque na agricultura
brasileira, sendo o segundo cereal mais produzido no pais, atrés apenas da soja (Embrapa,
2024e). As fracBes do residuo de milho sdo classificadas em colmo (medula e casca) e
folha, e apresentaram diferentes tecidos, morfologia celular e composi¢des quimicas (Li et
al, 2012). Sua colheita gera grandes quantidades destes residuos, sendo, entretanto 0s
sabugos os mais estudados, possuindo um percentual consideravel de xilana e relativamente
menor presenca de cinzas que outras biomassas, permitindo uma gama maior de

possibilidades de pré-tratamento (Kumar et al., 2023).
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A natureza recalcitrante das biomassas lignocelulésicas torna sua aplicagdo um
desfio, uma vez que prejudica a acessibilidade a celulose, sendo necessario para sua
conversao em biocombustiveis e outros commodities, a exploracdo de diferentes fontes
adequadas e de etapas de pré-tratamento que facilitem sua degradacdo enzimatica (Jénson
& Martin, 2016; Yamakawa et al, 2018; Bhardwaj et al, 2021).

O pré-tratamento é a etapa chave para uma eficiente utilizacdo da biomassa
lignocelulosica. Os pré-tratamentos mais conhecidos e utilizados sdo a hidrolise &cida, a
explosdo a vapor e os processos hidrotérmicos, que apresentam uma boa eficiéncia e
aplicabilidade industrial, mas que em contrapartida resultam em custos elevados, devido a
construcdo dos reatores que necessitam ser resistentes a altas pressdes e a corrosdo, bem
como pelo gasto energético gerado pelas altas temperaturas utilizadas. Outros métodos que
vem sendo desenvolvidos sdo em meio alcalino, processos oxidativos, e a utilizacdo de
organosolv e liquidos idnicos (Jonson & Martin, 2016; Yamakawa et al, 2018).

Com a disponibilidade de tantos pré-tratamentos conhecidos, sua escolha depende
principalmente das caracteristicas fisico-quimicas da matéria prima a ser utilizada. O pré-
tratamento fisico-quimico pode originar produtos secundarios que podem ser toxicos para
os microrganismos e dificultar a utilizacdo dos acglcares obtidos a partir de biomassa.
Entre os principais inibidores gerados estdo o furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF), que
podem prejudicar o crescimento dos microrganismos posteriormente aplicados para
producdo de enzimas, combustiveis e outro quimicos (Nichols et al, 2008; Bhardwaj et al,
2021).

As enzimas celuloliticas sdo indispensaveis para a manutencdo do ciclo global do
carbono, uma vez que catalisam a degradacédo da celulose, e, portanto, desempenham um
papel vital na resolucdo dos problemas de gerenciamento de residuos e energia da
humanidade (Verma et al, 2021). O potencial das enzimas celuloliticas tem sido
amplamente estudado e explorado para processos de bioconversdo e desempenha um papel
fundamental em diversas aplicacfes industriais. Neste sentido, a producdo de celulases
utilizando substratos alternativos para redugdo de seus custos é indicada, uma vez que seu
processo de contribui com 50% do custo total da hidrélise (Salazar et al, 2020; Bhardwaj et
al, 2021).

As celulases sdo um complexo enzimatico chave para a biorrefinaria baseada em
materiais lignocelul6sicos e tem demanda crescente em diversos setores, entretanto, outras
enzimas também apresentam papeis cruciais. As xilanases sdo as principais enzimas

envolvidas na degradacdo da xilana, um dos principais componentes da hemicelulose de
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residuos agricolas, como farelo de trigo, palha de trigo e palha de milho, constituindo um
terco do carbono organico renovavel total na Terra. Ja exoglicanases sdo responsaveis pela
remocdo das extremidades ndo redutoras dos oligossacarideos produzidos pelas
endoglicanases, auxiliando na completa degradacdo da celulose e hemicelulose (Li et al.
2020; Salazar et al, 2020; Bhardwaj et al, 2021).

A hidrélise completa da hemicelulose resulta na liberagdo de outros componentes da
lignocelulose. Portanto, a quebra melhorada da hemicelulose é um fator chave para
aumentar a utilizacdo da biomassa (Li et al. 2020). As exoglicanases tem demonstrado
potencial de aplicacdo em bioconversdo de residuos agroindustriais em combustiveis e
races animais. Entretanto, embora haja diversos relatos de microrganismos que produzem
celulases, endoglicanases e p-glicosidases, a producdo de exoglicanase ainda ¢é
escassamente reportada (Salazar et al, 2020).

Atualmente, as principais fontes para producdo de celulases e xilanases na industria
sdo os fungos, sendo que sua habilidade de crescer em substratos de baixo custo € que os
torna atrativos (Almeida et al., 2019; Costa et al., 2018), uma vez que substratos como
celulose pura e carboximeltilcelulose vem sendo utilizados comercialmente, porém com
custos elevados (Bhardwaj et al, 2021). A variedade e a proporcdo de enzimas produzidas
variam de acordo com os diferentes materiais lignocelulésicos utilizados para o
crescimento flngico, e sua acdo em sinergia é responsavel pela despolimerizacdo da
celulose (Almeida et al., 2019). A inducdo de xilanases, por exemplo, é complexa, e
responde de forma diferente em cada microrganismo, sendo que determinados substratos
que sdo indutores para certas espécies, sdo inibidores em outras. Ja exoglicanases sdo
normalmente produzidas juntamente com as demais celulases, entretanto o efeito de
diferentes substratos em sua atividade de acordo com o microrganismo utilizado também é
um ponto a ser estudado (Salazar et al, 2020).

Estudos relataram que os secretomas de Penicillium echinulatum, Trichoderma
harzianum e Neurospora crassa variam de acordo com a fonte de carbono utilizada, de
modo que ¢ hipoteticamente possivel modular o coquetel enzimético ajustando composigédo
do meio de cultura (Costa et al., 2016). O fungo Aureobasidium pullulans apresenta
habilidade de crescimento em diversos substratos lignocelulésicos, com rapido crescimento
e producdo de uma gama diversa de enzimas celuloliticas (Vieira et al, 2021). Ja
Trichoderma reesei, o fungo mais utilizado industrialmente, é conhecido por sua
deficiéncia na producdo de B-glicosidase, enquanto que as celulases produzidas por fungos

do género Penicillium sdo reconhecidamente ricas nestas enzimas, tendo maior eficiéncia
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na sacarificacdo com menores concentracdes e, portanto, diminuido os custos (Vaishnav et
al, 2018). Enzimas produzidas por P. echinulatum S1M29 apresentaram sacarificacdo
superior a enzimas comerciais, além de serem estaveis a temperatura de 50°C, que também
¢ sua temperatura Otima de atividade, sendo uma vantagem, uma vez que esta € a
temperatura na qual os processos de sacarificagdo sdo usualmente conduzidos (Camassola
et al, 2004).

A degradacdo eficiente da lignocelulose requer vérias enzimas trabalhando em
sinergia e o0 aumento da produtividade biocatalitica dos coquetéis enzimaticos em processos
de biorrefinaria é necessario. Portanto, a busca por coquetéis enzimaticos melhores e com
bom desempenho e estabilidade é o objetivo geral a ser alcancado (Maleki et al, 2020). A
fermentacdo submersa é um tipo de fermentacdo onde o0 microrganismo se desenvolve em
excesso de agua. Nela, os controles de temperatura e pH sdo facilitados, sendo a forma mais
utilizada comercialmente (Vaishnav et al, 2018). A mesma pode ser descontinua ou
descontinua alimentada, sendo que esse sistema resultou em incrementos relevantes na
atividade enziméatica obtida para P. echinulatum S1M29, podendo auxiliar no
desenvolvimento de um processo que resulte em enzimas com pre¢os mais acessiveis (Reis
etal., 2013).

Diversas espécies de microrganismos vém sendo estudadas a fim de produzir
elevadas concentragdes de enzimas, entretanto, a maioria dos estudos realizados em
biorreator utiliza celulose comercial como indutor e fonte de carbono, sendo necessarios
maiores estudos que empreguem materiais lignocelulésicos (Kuhad et al, 2016). Estudos
em nivel de reator sdo importantes uma vez que podem posteriormente serem replicados
nas industrias, bem como conseguem monitorar certos parametros que ndo podem ser
estudados em frascos agitados (Vaishnav et al, 2018).

Diante disso, a realizacdo desses estudos utilizando materiais lignocelulosicos como
indutores em processos conduzidos em sistema descontinuo e descontinuo alimentado se
tornam interessantes na busca por um processo de producdo mais eficiente e
economicamente viavel. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a producdo de
enzimas celuloliticas por P. ucsense S1M29, anteriormente classificado erroneamente como
P. echinulatum (Lenz et al, 2022), utilizando residuos da colheita do milho como principal
fonte de carbono, bem como o melhor regime de producdo dessas enzimas, buscando

aumentar a producdo enzimatica, bem como obter um coquetel enzimatico variado.
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4.5.3 Materiais e métodos

4.5.3.1 Microrganismo e manutencao da linhagem

Foi utilizada a linhagem Penicillium ucsense S1IM29, obtida da linhagem mutante
9A02S1 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen — DSM 18942) e
pertencente a colegdo de microrganismos do Laboratério de Enzimas e Biomassas do
Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul (Dillon et al., 2006; Dillon et
al, 2011; Lenz et al., 2022). A linhagem foi mantida em tubos contendo 100 mL de &gar-
celulose, consistindo de 40 mL de celulose intumescida, 10 mL de solu¢cdo mineral, 0,1 g
proteose peptona, 2 g agar e 50 mL de agua destilada. O crescimento ocorreu a 28°C, até a
formacéo de conidios e entdo estocada a 4°C (Dillon et al., 2006)

4.5.3.2 Biomassa lignocelulésica

Para a realizacdo do presente trabalho foram utilizados os residuos da colheita do
milho (palhas, folhas e talos), cedidos por um produtor de Verandpolis/RS, recolhidos ap6s
a colheita e submetido a moagem através de moinho de facas.

A biomassa foi submetida a diferentes pré-tratamentos, para analise de seus efeitos
na biomassa e posterior aplicacdo. Os pré-tratamentos foram realizados utilizando uma
proporcdo 1:10 de sdlido/liquido, devido a consisténcia da biomassa, sendo os demais
parametros também ajustados para a biomassa utilizada. A temperatura e o tempo utilizados
foram padronizados para todos os pré-tratamento em 125°C e 1h, e 0os mesmos foram
realizados em autoclave em frascos Duran de 1L. Apoés, os frascos foram retirados da
autoclave, resfriados a temperatura ambiente por 30 min e entéo filtrados e lavados com 1L
de 4gua morna, exceto para imidazol (Toscan et al, 2019).

Os pré-tratamentos avaliados foram: hidrotéermico (H20), NaOH 2% (m/v), H2SO4
1% (m/v), e imidazol 50% (m/v). Para os tratamentos foram utilizados 75g de biomassa e
750mL de H20, que foi aquecida a 50°C e adicionada aos frascos com a biomassa, que
ficou imersa overnight. Os demais agentes foram adicionados no momento do pré-
tratamento. No tratamento com imidazol, apos a retirada da autoclave, foram adicionados
mais 750mL de H20 e agitado por 1h, e entdo lavado com etanol até pH inferior a 7 (Liao
et al, 2015; Toscan et al, 2019).

4.5.3.3 Caracterizacdo do material lignocelulésico
A determinacdo do teor de cinzas foi realizada utilizando 300 mg da biomassa
lignocelulésica acondicionada em cadinhos de porcelana, previamente calcinados e tarados,

que foram entdo novamente calcinados em mufla a uma temperatura de 575°C overnight,
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com base no relatorio técnico NREL/TP-510-42622 (National Renewable Energy
Laboratory) (Sluiter et al., 2008a). O teor de cinzas foi quantificado através da diferenca de
massa entre o cadinho com cinzas e o cadinho vazio, sendo expressa em relacdo a
quantidade de amostra inicial.

A determinacdo do teor de compostos extraiveis foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Sluiter et al (2005) no protocolo NREL/TP-510-42619, onde 1 g
de biomassa in natura foi suspensa em envelopes de papel filtro, e colocada em extrator
com frascos previamente pesados, por 24 horas, utilizando etanol como solvente, a 75°C.
Posteriormente, o etanol foi evaporado, e o procedimento foi repetido utilizando 4gua como
solvente, a temperatura de 100°C. A agua foi entdo evaporada e os frascos do extrator
foram secos em estufa para nova pesagem, enquanto que a biomassa foi seca para posterior
utilizacdo nos procedimentos de determinacdo da composicao quimica.

A composi¢do quimica da biomassa lignocelulésica foi determinada conforme a
metodologia do National Renewable Energy Laboratory (NREL/TP-510-42618) (Sluiter et
al., 2008b). Para tanto, 300 mg de biomassa foram mantidos em tubos de ensaio por uma
hora, a 30°C, em presenca de H2SO4 72%. Apds, a mistura foi transferida para frascos
Duran contendo 84 mL de &gua, sendo estes autoclavados por uma hora. A biomassa foi
entdo filtrada em cadinhos de vidro, utilizando bomba a vacuo, sendo a parte liquida
analisada em HPLC, para determinacdo dos sacarideos (Shimadzu, Japan, com detector
RID-10A, coluna Aminex® HPX-87H, 30x7.8 mm, Bio-Rad Laboratories, USA) e a parte
sOlida seca em estufa por 24 horas para determinacdo da lignina insoltvel. Ap6s decorrido
este tempo, os cadinhos foram pesados e levados a mufla (575°C) por 3 horas para

calcinagdo da lignina, a fim de avaliar a presenca de cinzas na mesma.

4.5.3.4 Preparacdo do in6culo

O meio de cultivo para a produgéo do indculo continha 5 g.L* de celulose, 1 g.L*!
de sacarose, 2 g.L! de farelo de soja, 5 g.L de farelo de trigo, 0,5 g.L de Prodex®, 1
mL.L? de Tween 80®, 5 mL de solugdo mineral baseada em Mandels & Reese (1957) e
agua destilada para completar o volume final de 100 mL (Reis et al., 2013).

A preparacdo do inoculo foi realizada em frascos Erlenmeyer de 500 mL,
inoculados com uma suspensdo com 1x107 conidios e mantidos a 28°C, em agitacéo

reciproca de 180 rpm, por 72 horas.

4.5.3.5 Cultivo em frascos
O meio de cultivo padrdo utilizado para os testes em frascos agitados foi composto
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pela biomassa proveniente do residuo de milho em uma quantidade equivalente a 10 g.L*
de celulose, bem como 1 g.L? de sacarose, 5 g.L* de farelo de trigo, 2 g.L ! de farelo de
soja, 0,5g.L™" de Prodex® 1 g.L de Tween 80® e 5 mL da solucio mineral adaptada de
Mandels & Reese (1957). Posteriormente, foi realizada a otimizacdo do meio de cultivo,
através de um delineamento composto central rotacional (DCCR), onde foram otimizadas
as concentracdes dos principais aditivos do meio de cultivo (sacarose, farelo de trigo e
farelo de soja) levando-se em consideracdo a producao de todas as enzimas avaliadas.

Posteriormente a otimizacdo, a utilizagdo do licor proveniente do pré-tratamento
também foi avaliada, bem como a utilizacdo do pré-tratamento na integra, sem as etapas de
lavagem e secagem da biomassa. Para tanto, foram realizados oito cultivos, com volume
final ajustado para 100 mL com agua, concentracdo equivalente de biomassa pré-tratada a
10 g.L™ de celulose (exceto quando indicado ao contrario) 0,5 g.L™* de Prodex®, 1 g.L* de
Tween 80® e 5 mL da solugdo mineral adaptada de Mandels & Reese (1957) e demais
composicdo conforme descrito: A — utilizacdo do pré-tratamento na integra, com
concentracdo equivalente de 10 g.L* de celulose na biomassa in natura; B — utilizacio do
pré-tratamento na integra, com concentracido equivalente de 10 g.L! de celulose na
biomassa in natura, 1 g.L de farelo de trigo e 7,5 g.L ™! de farelo de soja; C — utilizagdo do
pré-tratamento na integra; D — utilizacdo do pré-tratamento na integra, 1 g.L* de farelo de
trigo e 7,5 g.L ! de farelo de soja; E — 100 mL de licor; F — 100 mL de licor, 1 g.L ! de
farelo de trigo e 7,5 g.L de farelo de soja; G — 50 mL de licor (equivalente a 50% de
licor), 1 g.L! de farelo de trigo e 7,5 g.L? de farelo de soja; H — 25 mL de licor
(equivalente a 25% de licor), 1 g.L™ de farelo de trigo e 7,5 g.L™ de farelo de soja.

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL
do meio autoclavados a 1 atm por 15 minutos, e posteriormente inoculados com uma
suspensdo de 1x10’ conidios ou 10 mL de pré-inoculo. Os frascos foram mantidos sob

agitacdo reciproca de 180 rpm, a 28°C, por 96 horas, com coletas diarias (Reis et al., 2013).

4.5.3.6 Cultivos em biorreator com agitacdo mecéanica

Os meios de cultivo para os cultivos em biorreator sofreram alteragfes de acordo
com a fracdo da biomassa utilizada (sélida ou liquida), baseado nos resultados obtidos em
frascos agitados. O meio de cultivo para os biorreatores cultivados apenas com a fracéo
sdlida foi composto pela biomassa avaliada em uma quantidade equivalente a 10 g.L™* de
celulose, e pelos demais componentes obtidos no processo de otimizagdo (0,5 g.L™? de
sacarose, 7,5 g.L? de farelo de soja, 1 g.L! de farelo de trigo), além de 0,5 g.L* de
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Prodex®, 1 mL.L de Tween 80%®, 500 mL da solucdo mineral adaptada de Mandels &
Reese (1957), 500 mL de in6culo e &gua destilada para completar 5 litros (Reis, 2017).
Estes cultivos foram nomeados como MO, onde o inéculo foi crescido em celulose
comercial, e M1, onde o inoculo foi crescido na biomassa lignocelulosica.

Para os cultivos em biorreator que foram crescidos utilizando licor, a sacarose foi
removida da composi¢do do meio, devido a alta concentracdo de diferentes agucares ja
presentes no mesmo. As demais concentragfes permaneceram as mesmas. Todos 0S
cultivos foram inoculados com pré-indculo crescido em celulose comercial. O cultivo
nomeado M2 foi composto com o meio principal, porém com substituicdo de 50% do
volume total por licor proveniente do pré-tratamento, enquanto que no cultivo M3, 25% do
volume foi substituido por licor. Ja para o cultivo denominado M4, o tratamento da
biomassa lignocelulésica foi realizado diretamente no biorreator, e 0s demais nutrientes e
agua para completar o volume foram adicionados posteriormente, sem que as etapas de
lavagem e secagem de biomassa ocorressem. Todos 0s cultivos descritos foram conduzidos
em regime descontinuo.

Para os cultivos realizados em regime descontinuo alimentado, a concentracéo
equivalente inicial de celulose no meio, proveniente da biomassa lignocelul6sica, foi de 5
g.L%, com os demais componentes mantidos conforme cultivos em regime descontinuo. A
concentracéo final equivalente apds a alimentacéo foi de 20 g.L™ de celulose. O cultivo M5
foi realizado utilizando apenas a fracdo solida da biomassa, enquanto que o cultivo M6 foi
realizado com substituicdo de 25% do volume inicial por licor. A alimentacéo foi realizada
diariamente, de forma manual. Amostras foram retiradas diariamente com um intervalo
minimo de 8 horas e mantidas sob refrigeracao (Reis, 2017).

O biorreator utilizado foi construido através de parceria entre a Universidade de
Caxias do Sul e o Senai/Mecatronica, apresentando um volume operacional de 5 L e
agitacdo mecanica. A cuba possui formato cilindrico, tendo 28 cm de altura e 20 cm de
didmetro, e possui trés chicanas distribuidas pelo sistema. A turbina possui forma de “U”,
apresentando aletas no corpo e dimensoes de 15,3 cm de altura e 12,6 cm de largura (Reis,
2017).

4.5.3.7 Determinacdo das atividades enzimaticas

A dosagem da atividade total de celulases foi realizada através da analise de
atividade sobre papel filtro (FPA), segundo metodologia proposta por Ghose (1987), com
adaptacdo proposta por Camassola & Dillon (2012). Uma curva padrdo foi construida a
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partir de concentragdes conhecidas de glicose a fim de determinar a atividade sobre o papel
filtro, com leitura de absorbancia realizada a 545 nm. As unidades de FPA foram definidas
como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol.L ! de agticar redutor por minuto.

Atividade de endoglicanases também foi determinada a partir do método de Ghose
(1987) com modificagdes, sendo empregado 1 pl da solugdo enzimatica e 49 pulL de tampao
citrato de sédio 0,05 mol.L™ pH 4,8, adicionados a placa de 96 pogos, juntamente com 50
pL de solugdo de carboximetilcelulose 2% (m/v), e mantida sob aquecimento a 50°C por 30
minutos. Posteriormente a reagdo foi interrompida com a adigdo de 300 uL do reagente
DNS e a mistura foi entdo submetida a temperatura de 100°C por 5 minutos. A leitura em
espectrofotdmetro e a determinacdo da atividade foram realizadas conforme descrito pra
FPA, sendo que uma unidade de atividade de endoglicanase sera definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol.L™* de aglicar redutor por minuto.

A determinacgéo de atividade de exoglicanases foi realizada utilizando p-nitrofenil-
B-D-cellobiosideo (pNPC) como substrato, através de metodologia adaptada de Deshpande
et al. (1984), enquanto que a atividade de [B-glicosidases foi determinada através da
utilizagdo do substrato p-nitrofenil-p-D-glicopiranosideo (pNPG) com metodologia
adaptada de Daroit et al. (2008). As misturas reacionais foram compostas por 10 pL de
solugdo enzimatica e 90 pL do substrato, em tamp#&o citrato de sédio 0,05 mol.L?, em pH
4,8, e incubada a 50°C por 30 minutos em placa de 96 pocos. A reacgdo foi interrompida
através da adicdo de 200 pL de uma solugdo de Na,COs 100 g.L™. Foi construida uma
curva padrdo de pNPC, e a leitura da absorbancia das amostras foi realizada em
espectrofotometro a 405 nm. Uma unidade de atividade de exoglicanase e/ou de -
glicosidases foi definida como a quantidade de enzima requerida para a hidrolise de 1
umol.Lt de p-nitrofenil, ou nitrofenol, respectivamente, por minuto.

A determinacdo da atividade de xilanases foi realizada de acordo com Bailey et al.
(1992), usando xilana como substrato. Foram adicionados a uma placa de 96 pocos 10 uL
de caldo enzimatico e 90 uL de solucdo de xilana 1% (m/v) e mantida a 50°C por 5
minutos. A reacdo foi interrompida adicionando-se 300 uL de DNS e a placa foi entdo
mantida em banho a 100°C por 5 minutos. A absorbancia foi mensurada a 545 nm e a
concentracdo de xilanases determinada atraveés de uma curva padrdo com concentragdes
conhecidas de xilose. Uma unidade de atividade de xilanase foi definida como a quantidade
de enzima capaz de liberar 1 pmol.L de xilose por minuto.
4.5.3.8 Analise estatistica dos dados

A analise estatistica dos dados foi realizada por meio da analise de variancia (one-
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way ANOVA) e pos-teste de Tukey, com intervalo de confianca de 95% (p<0,05), com
auxilio do software GraphPad Prism 5®. A analise dos dados para otimizacdo do meio de
cultivo através do delineamento composto central rotacional (DCCR) e da metodologia de

superficie de resposta foi realizada com o auxilio do software Statistica 10.0%.

4.5.4 Resultados e discussao

4.5.4.1 Caracterizacdo do residuo do milho in natura e submetido a diferentes pré-
tratamentos

A palha de milho é composta por talos (casca e medula), folhas e sabugos, sendo
que todas essas fragOes possuem diferentes estruturas de tecidos, propriedades de fibras e
composicdes quimicas (Li et al, 2012). Cerca de 70% da palha de milho é composta por
materiais lignocelulésicos, que compreendem celulose, hemicelulose, pectina e lignina
(Mihajlovski et al, 2021). Sendo assim, a biomassa utilizada foi caracterizada in natura e
apos os diferentes pré-tratamentos a que foi submetida: hidrotérmico, &cido, basico e em
presenca de imidazol. Foram avaliados os solidos, e no caso da biomassa pré-tratada,
também foram avaliados os licores provenientes dos diferentes tratamentos, bem como a
primeira 4gua de lavagem, a fim de avaliar seu potencial de utilizacdo. A caracterizagdo da
parte solida da biomassa esta apresentada na Tabela 1. E possivel observar que a soma
percentual dos componentes mostrou variagdes ao esperado (100%) em todas as condig¢des
avaliadas. Este fato pode ter ocorrido devido a erros relacionados a pesagem e manuseio da
biomassa durante os procedimentos analiticos, bem como a perdas durante 0s processos de

lavagem, que podem carregar pequenas particulas de sélidos.

Tabela 1. Caracterizacdo da biomassa proveniente de residuos da colheita de milho, in
natura, e apos ser submetida a diferentes pré-tratmentos. Os valores estdo apresentados em
fracdo percentual na composicao da biomassa lignoceluldsica.

Lignina

Celulose Hemicelulose Arabinose Insoluvel Cinzas Extraiveis Total
In natura 47,52 21,09 3,58 23,78 7,94 12,47 116,38
NaOH
2% 62,74 24,23 3,2 1,22 8,85 - 100,23
H2S04
1% 56,05 8,36 0,82 26,33 10,79 - 102,35
H20 39,91 24,96 4,52 17,67 7,63 - 94,68

Imidazol 46,59 25,56 3,88 3,9 8,38 - 87,91
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Os extraiveis incluem todos os materiais vegetais que ndo fazem parte da estrutura
tridimensional da parede celular, podendo ser sollveis em agua ou benzeno-etanol (Li et al,
2012). No presente trabalho, cerca de 12% da composicdo in natura da biomassa foi
detectada como sendo composta por extraiveis. Quanto aos demais componentes presentes
na biomassa anteriormente ao pré-tratamento, (cerca de 47% de celulose, 21% de
hemicelulose e 23% de lignina), os valores sdo muito proximos aos observados por
Berchem et al (2017), que verificaram uma variagdo na presenca de glucanos (principais
componentes da celulose) entre 33 e 41%, de xilanos (principais componentes da
hemicelulose) de 13 a 28% e variacdo de lignina entre 10 e 15% quando diferentes fracGes
anatomicas de diferentes variedades de milho foram avaliadas (talos, folhas, espigas e
cascas).

Diversos relatos na literatura indicam uma grande variacdo na composicao quimica
dos residuos do milho, dependendo da fracdo utilizada, cultivar escolhido ou regido de
plantio. Li et al (2012) observaram que a xilose foi o aglcar predominante na hemicelulose
da palha de milho, sendo que o maior teor foi observado na medula do caule, enquanto que
a casca do mesmo apresentou o mais baixo. Ja Mourtzinis et al (2016) observaram que 0
contetdo de carboidratos na biomassa do milho foi altamente varidvel entre as diferentes
porgdes da planta, enquanto que nos diferentes locais de plantio as distribuicdes de glucano
(41-45%), xilana (22%) e arabinanose (2%) foram semelhantes, sendo proximas as obtidas
no presente trabalho. Tais dados sugerem que a fracdo a ser utilizada pode ser escolhida de
acordo com a aplicacdo desejada, sendo que a utilizacdo dos residuos como um todo parece
apresentar uma composicao promissora para a producdo enzimatica.

Quanto aos dados de pré-tratamento apresentados na Tabela 1, estes demonstram
que houve incremento no percentual de celulose em relagédo a biomassa in natura nos
tratamentos &cido e bésico, enquanto que para o tratamento hidrotérmico houve redugéo. Ja
em relacdo ao percentual de hemicelulose e arabinose, a maior variagdo em relagéo a
biomassa ndo tratada foi observada no tratamento &cido. Visto que a celulose e
hemicelulose sdo as fracdes mais desejaveis da biomassa lignocelulésica, visando seu uso
em biorrefinaria (Mourtzinis et al, 2016), os resultados sugerem que seria indicado a
utilizacdo dos pré-tratamentos acido e basico, entretanto o crescimento e producéo
enzimatica tambem precisam ser avaliados.

As maiores remocdes de lignina insoltvel foram observadas nos tratamentos com
NaOH e imidazol, porém uma boa remoc¢do também ocorreu no tratamento hidrotérmico.

N&o foi observada a presenca dos compostos HMF e furfural em nenhuma das amostras
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analisadas, facilitando assim seu uso no crescimento de microrganismos, uma vez que tais
compostos podem ser inibidores para a atividade microbiana. A remocdo de compostos
fenolicos foi relatada como melhoria para processos fermentativos posteriores, uma vez que
0s mesmos sdo conhecidos como potenciais inibidores para producdo de celulases
(Bhardwaj et al, 2021). Compostos potencialmente problematicos incluem furano-aldeidos
formados na degradacdo de acUcares, &cidos organicos liberados pela hemicelulose e
aldeidos e fendlicos provenientes da lignina (Nichols et al, 2008).

A fim de verificar seu uso potencial no processo, bem como as perdas ocorridas, 0s
licores e a &gua de lavagem, também tiveram suas composic¢des avaliadas em HPLC, sendo
os resultados apresentados na Tabela 2. Foi possivel observar que o licor proveniente do
tratamento com H.SO4 apresentou maior concentragdo de acUcares que 0s demais,
corroborando a queda no percentual de hemicelulose e arabinose observadas na biomassa
solida. Ja o licor proveniente do tratamento com NaOH apresentou alta concentracdo de
acidos aceético e latico.

Tabela 2. Caracterizacdo dos licores e da agua de lavagem da biomassa proveniente dos
diferentes pré-tratamentos de residuos da colheita de milho. Os valores estdo apresentados
em mg.mL™.
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Licores Celobiose Glicose Xilose Arabinose Af:'.do Acyjo Xilitol Glicerol Etanol
Latico Acético

NaOH

204 0,33 0,825 0,657 - 2,373 4563 1,419 0,381 0,312

T(;?OA 1,501 2,546 18,995 4331 0,169 3,162 - 0,081 0,075

H2.0 0,219 0,492 0,387 - 0,353 0,909 0,305 0,057 0,228

Imidazol - 0,801 0,534 0,084 0,108 1,515 0,117 0,067 0,201

H20

lavagem

';'(;)OH 0088 0088 036 ] 202 4276 1044 0328 0264

lH(;fO“ 0308 0516 3744 0807 0058 0658 - 0026 -

H20 0,022 0,111 0,088 - 0,147 0,339 0,06 0,037 -

As quantidades de agUcares presentes nos licores sugerem que 0s mesmos poderiam

ser utilizados de maneira a suplementar o meio de cultivo para producdo enzimaética, desde

que os ajustes de nutrientes e pH necessarios sejam feitos.



4.5.4.2 Efeito dos diferentes pré-tratamentos na producdo de celulases e Xxilanases em
cultivos submersos em frascos agitados

Ap0s a caracterizacao das biomassas, foram realizados cultivos em frascos agitados,
com a concentracio de celulose no meio ajustada para 10 g.L™* de acordo com o percentual
presente na biomassa apos cada tratamento. Foram avaliadas as biomassas secas e Umidas,
onde o percentual de umidade também foi considerado para o célculo da massa de residuos

de milho utilizada. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados obtidos para a producdo de diferentes enzimas avaliadas, utilizando
residuos de milho in natura e pré-tratados em diferentes métodos, secos e Umidos, como
principal fonte de carbono. Os cultivos foram realizados em frascos agitados, contendo 100
mL de meio, mantidos sob agitacdo reciproca, a 28°C por 96h.

FPA Endoglicanases  p-glicosidases Exoglicanases Xilanases

(U.mL?) (U.mLY) (U.mL™Y) (U.mL7?) (U.mL™Y)

In natura seco 0,13+0,05 0,61+0,11 0,33+0,29 0,25+0,19 19,7+23
NaOH seco 0,23+0,03 0,78+ 0,10 0,49+0,23 0,54 + 0,07 165+24
NaOH umido 0,23+0,04 0,63+ 0,04 0,81+0,03 0,77 £0,03 17,2+ 4,6
H2SO4 seco 0,07 £0,02 0,49 £ 0,02 0,12 £0,03 0,17 £ 0,05 101+1.2
H2SO4 Umido 0,04 £0,02 0,41 +0,02 0,10+ 0,01 0,13+0,02 8,3+0,8
H20 seco 0,14 £ 0,05 0,68 £ 0,01 0,46 £ 0,24 0,38 £0,09 256+19
H20 Uumido 0,22 £0,03 0,68 + 0,03 0,47 +£0,15 0,37 £0,03 226+11
Imidazol seco 0,02 £ 0,02 0,37 £ 0,07 0,18 £ 0,09 0,37 £0,03 115+1.2
Imidazol Umido - 0,24 +0,03 0,54 + 0,07 0,19+ 0,04 8,3+0,4

Os resultados demonstraram que, para FPA, endoglicanases e xilanases, a biomassa
submetida a pre-tratamento com NaOH e hidrotérmico, resultou em atividades superiores, a
despeito do fato de que o tratamento com acido apresentou uma maior recuperacdo de
celulose. Ja para B-glicosidases e exoglicanases, o tratamento com imidazol também se
mostrou eficiente. Estes resultados de atividades enzimaticas podem ser considerados
consequéncia dos pré-tratamentos utilizados, pois sabe-se que processos de pré-tratamento
da biomassa tendem a aumentar a producdo enzimatica, uma vez que modifica a estrutura
do complexo lignoceluldsico, aumentando a acessibilidade da celulose para o ataque
enzimatico microbiano (Bhardwaj et al, 2021). Entretanto, o pré-tratameto acido apresentou
0s piores resultados em atividades enzimaticas, inclusive inferiores a utilizacdo da biomassa
in natura. Uma vez que ndo foram detectados HMF e furfural na anélise da biomassa pré-
tratada, acredita-se que os resultados sejam devido a maneira que o pré-tratamento

modificou a estrutura da biomassa, visto que diminuiu o conteddo de hemicelulose,
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podendo ter tornado a celulose mais recalcitrante.

Embora o pre-tratamento da biomassa lignoceluldsica possibilita a esta torna-se
mais porosa e mais facilmente acessivel, tanto para o crescimento fingico quanto para a
hidrolise, Legodi et al (2023) também ndo observaram incremento na atividade em todo o
complexo enzimatico produzido por espécies de Trichoderma e Aspergillus, quando
crescidos em biomassa proveniente de bananeiras, posteriormente ao seu pré-tratamento.
Entretanto, o mesmo auxiliou a atividade de enzimas especificas, principalmente [3-
glicosidases.

J& resultados observados por Brijwani & Vadlani (2011) diferem dos obtidos no
presente trabalho. Os autores reportaram reducdo na atividade enzimética de A. oryzae e T.
reesei quando crescidos em casca de soja submetida a pré-tratamento alcalino, em relacao
ao seu crescimento na biomassa pré-tratada em &cido e vapor. Por outro lado, Sarkar &
Aikat (2012) observaram que a utilizagdo de pré-tratamento alcalino (2% NaOH) em palha
de arroz resultou em incremento na producdo de celulases e endoglicanases por A.
fumigatus, corroborando os resultados do presente estudo. Diante dos resultados, apesar
da maior porcentagem de celulose obtida nos pré-tratamentos utilizando H.SO4 e NaOH, o
pré-tratamento hidrotérmico foi mantido, uma vez que minimiza o uso de quimicos,
facilitando o processo, em relacdo ao tratamento alcalino, e apresenta melhores resultados
em producdo enzimatica em relacdo ao tratamento &cido. Entretanto, apesar de seu uso
Umido apresentar melhores resultados, devido as dificuldades de armazenamento em grande

escala deste material, a biomassa seca foi mantida para a continuidade do estudo.

4.5.4.3 Otimizagéo do meio de cultivo

Definido o pré-tratamento, o proximo passo foi a otimizacdo do meio de cultivo.
Uma vez que ndo é possivel aumentar a concentracdo de celulose, devido ao volume
ocupado pela biomassa, foram otimizados os principais aditivos que compéem o meio:
sacarose, farelo de trigo e farelo de soja. Os efeitos positivos e negativos originados pelos
diferentes componentes podem ser observados nos graficos de pareto, apresentados na
Figura 1, com significancia p=0,05. Sacarose apresentou significancia negativa para todas
as enzimas avaliadas, enquanto que o farelo de trigo apresentou variagbes positivas e

negativas.
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Figura 1. Gréaficos de pareto para o efeito dos indutores sacarose (As), farelo de trigo (FT)
e farelo de soja (FS) na produgdo de enzimas celuloliticas por P. ucsense cultivado em
residuos de milho em estado submerso.



Considerando-se que diferentes concentracGes 6timas foram encontradas para cada
enzima avaliada, ajustes arbitrérios precisaram ser feitos para abranger uma boa producéo
para todas as enzimas. A concentracdo 6tima de farelo de soja foi a que apresentou menores
variagdes entre as diferentes enzimas, variando entre 7 e 8 g.L, sendo entio a
concentragdo 7,5 g.L ! a concentragdo utilizada para plotar os graficos de superficie de
resposta. Essa acdo foi tomada a fim de encontrar concentraces satisfatdrias para os
demais componentes que permitissem boas atividades enzimaticas no geral. Os gréaficos de
superficie de resposta plotados considerando-se esta concentracdo estdo apresentados na
Figura 2.

As concentracdes escolhidas foram de 0,5 g.L ! de sacarose e 1 g.L de farelo de
trigo, com atividades preditas de 0,12 U.mL™ para FPA, 0,67 U.mL* para endoglicanases,
0,57 U.mL? para B-glicosidases, 0,32 U.mL™ para exoglicanases e 16 U.mL™? para
xilanases. Esses resultados séo inferiores aos obtidos para um meio otimizado composto
por 5% de palha de milho em cultivo de Hymenobacter sp. CKS3, que atingiu atividades de
1,11 U.mL? de endoglicanases e 0,92 U.mL™? de avicelases (Mihajlovski et al, 2021).
Entretanto, considerando-se que a estratégia utilizada foi para obter o melhor meio para
todas as enzimas, as concentragdes foram aplicadas nos demais testes realizados.

Além disso, os valores preditos sdo proximos aos observados para 0 meio sem a
otimizacdo, demonstrando que o mesmo ja apresentava um bom balanceamento de
nutrientes para a producdo de todo o complexo enzimatico. Quando comparados aos
resultados anteriormente obtidos no presente estudo (Capitulo 2), para bagaco de cana-de-
acucar e capim elefante, os dados sdo ainda mais relevantes. As atividades alcancadas em
bagaco (0,07 U.mL* para FPA, 12 U.mL? para xilanases, 0,5 U.mL"* para endoglicanases e
S-glicosidases e 0,3 U.mL™ para exoglicanases) foram inferiores ou proximas as preditas
para os residuos do milho, demonstrando a capacidade dessa biomassa. Ja quando
comparados aos resultados obtidos para capim elefante (Capitulo 2) (FPA - 0,3 U.mL™;
endoglicanases - 0,8 U.mL™; exoglicanases - 0,6 U.mL™; xilanases 15 U.mL?; g-
glicosidases - 0,5 U.mL1), os resultados do residuo de milho sdo levemente inferiores para
algumas das enzimas avaliadas, permanecendo porém, no mesmo nivel de atividade para as

demais.
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Figura 2. Graficos de superficie de resposta para as diferentes enzimas celuloliticas
produzidas por P. ucsense S1M29, em regime submerso, utilizando residuos da colheita do
milho como principal fonte de carbono e considerando o uso de 7,5 g.L* de farelo de soja.



4.5.4.4 Avaliagdo da producgéo de celulases e xilanases utilizando o licor proveniente do
pré-tratamento

Com as concentraces de aditivos estabelecidas, o proximo passo foi verificar a
possibilidade da utilizacdo do licor proveniente do pré-tratamento, evitando assim seu
descarte, bem como da possibilidade de realizar o pré-tratamento e imediatamente iniciar o
cultivo, sem que houvesse a necessidade de separacdo, lavagem e secagem da biomassa,
uma vez que compostos mais nocivos ao crescimento de microrganismos, como HMF e

furfural, ndo foram detectados. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Atividades enzimaticas obtidas nas diferentes condi¢des de cultivo avaliadas,
utilizando licor proveniente do pré-tratamento, ou o pré-tratamento na integra. Os cultivos
foram realizados em frascos agitados, contendo 100 mL de meio, mantidos sob agitacéo
reciproca, a 28°C por 96h.

Condicao FPA Endoglicanases Exoglicanases B-glicosidases Xilanases
(U.mLY) (U.mL?Y) (U.mL?Y) (U.mL?Y) (U.mLY)
A 0,14 £ 0,03 0,61 + 0,07 0,30+ 0,06 0,24 £0,01 244+191
B 0,15+ 0,02 0,62 + 0,06 0,35+ 0,04 0,34 +£0,03 24,3+1,33
C 0,13+ 0,03 0,47+0,13 0,28 + 0,04 0,28 £ 0,03 20,1+ 1,74
D 0,12+ 0,03 0,58 + 0,02 0,27+ 0,01 0,38+ 0,04 23,7+3,26
E 0,03+ 0,01 0,10+ 0,02 0,23+ 0,07 0,68 + 0,08 5,6 +0,25
F 0,08 + 0,02 0,40+ 0,07 0,25+ 0,06 0,52+ 0,02 8,5+0,43
G 0,10+ 0,03 0,40+ 0,02 0,23+0,01 0,40 £ 0,03 8,8+0,83
H 0,10+ 0,02 0,45+ 0,08 0,28 £ 0,06 0,36 £ 0,01 11,7 £ 0,95

Nota: A — utilizacdo do pré-tratamento na integra, com concentracdo equivalente de 10 g.L*! de
celulose na biomassa in natura; B — utilizacdo do pré-tratamento na integra, com concentragao
equivalente de 10 g.L* de celulose na biomassa in natura, 1 g.L* de farelo de trigo e 7,5 g.L* de
farelo de soja; C — utilizacdo do pré-tratamento na integra; D — utilizacdo do pré-tratamento na
integra, 1 g.L* de farelo de trigo e 7,5 g.L* de farelo de soja; E — 100 mL de licor; F — 100 mL de
licor, 1 g.L de farelo de trigo e 7,5 g.L* de farelo de soja; G — 50 mL de licor (equivalente a 50%
de licor), 1 g.L* de farelo de trigo e 7,5 g.L* de farelo de soja; H — 25 mL de licor (equivalente a
25% de licor), 1 g.L* de farelo de trigo e 7,5 g.L ! de farelo de soja.

Para FPA, apenas a condicdo E (com 100% da agua substituida por licor)
apresentou diferenca significativa em relacdo as demais condi¢des, com atividade
enzimética inferior, sendo as maiores atividades observadas nas condigbes com pré-
tratamento utilizado na integra, com cerca de 0,15 U.mL? de atividade. Ja para
endoglicanases, diferenca foi observada para as condicdes E, F e G, todas caracterizadas
por alta concentracdo de licor no meio, sendo novamente a condicdo E a com menor
atividade enzimatica observada. As maiores atividades para endoglicanases também foram
obtidas utilizando-se todo o pré-tratamento, com cerca de 0,62 U.mL™. Para xilanases, a
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presenca de licor, em qualquer quantidade, apresentou queda significativa na atividade
enzimatica, sendo as atividades maiores obtidas de 24 U.mL™.,

Uma das hipOteses para a ndo interferéncia do licor presente no pré-tratamento
utilizado na integra, em relacéo ao licor adicionado ao meio de cultivo, é que 0 mesmo se
encontra em menor percentual no meio, nestes casos. Apenas cerca de 21% do liquido
contido do meio seria proveniente do licor, percentual inferior aos avaliados nas demais
condicdes. Este fato se mostra interessante pois a producdo on site de enzimas, sem que
haja necessidade de diversas etapas de preparacdo, pode vir a reduzir seu custo entre 30-
70% (Legodi et al; 2023).

Quanto aos resultados obtidos, os mesmos sdo inferiores ao observados por Vieira et
al (2021), que obtiveram atividade enzimatica de 2,24 U.mL™? de FPA e 6,14 U.mL™ de
endoglicanases quando A. pullulans foi crescido em sabugo de milho. P. funiculosum e
Cladosporium cladosporioides foram crescidos em meio mineral suplementado com
diversas biomassas lignocelulésicas, em cultivo sélido e submerso. As maximas atividades
de FPA e endoglicanases para C. Cladosporioides foram observadas para os meios
suplementados com palha de milho, em ambos os processos, sendo as atividades alcancadas
em cultivo submerso, respectivamente, de 0,22 UmL™? e 1,6 U.mL™. Essa biomassa
também apresentou os melhores resultados para P. Funiculosum, com atividade de 1,5
U.mL™* de endoglicanases e 0,39 U.mL™ de FPA (Castro-Ochoa et al, 2023). Novamente,
0s resultados se mostram superiores ao do presente estudo, mas demonstram o potencial
para o0 emprego desta biomassa para a producdo do complexo celulolitico.

Para B-glicosidases e exoglicanases, a presenca de altas concentracfes de licor ndo
interferiu ou, pelo contrario, aumentou a atividade enzimatica, sendo a condi¢do E a com
maior atividade de B-glicosidases, com 0,68 U.mL™. Este resultado foi superior ao
observado par o cultivo de P. funiculosum e C. Cladosporioides, que apresentaram
atividade méaxima de p-glicosidases de 0,13 e 0,10 U.mL™, respectivamente, no cultivo
submerso suplementado com palha de milho (Castro-Ochoa et al, 2023).

Para dar prosseguimento aos testes em biorreator com agitacdo mecénica, a
condicdo B (contendo os aditivos em suas concentraces definidas) foi mantida para o
estudo da utilizacdo do pré-tratamento integral, enquanto que para o estudo com licores, as
condicdes G e H (com 50% e 25% de licor, mais os aditivos) foram selecionadas, devido ao
melhor desempenho em relagdo a B-glicosidases, apresentando menores perdas em relagéo

a FPA e endoglicanases.
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4.5.4.5 Producéo de celulases e xilanases em STR em regime descontinuo e descontinuo
alimentado

Como forma de validar os resultados obtidos em frascos agitados, cultivos em
biorreator com agitacdo mecéanica foram realizados. Primeiramente foram realizados
ensaios em regime descontinuo, onde foram avaliados a utilizagdo do meio padrdo com
apenas a parte solida da biomassa, e a utilizacdo de licor e/ou do pré-tratamento na integra,
realizado diretamente no biorreator. Também foi avaliada a utilizagdo de um pré-inoculo
crescido na biomassa lignocelulésica, em substituicdo a celulose comercial, a fim de
verificar se 0 mesmo se adaptaria mais rapidamente ao meio principal, resultando em
maiores atividades enzimaticas.

Os dados obtidos para as diferentes enzimas avaliadas estdo apresentados na Figura
3. Pode-se observar que para FPA e endoglicanases, em regime descontinuo, a condicdo
M1 (onde apenas a parte solida da biomassa lignocelulésica foi utilizada e o pre-inoculo foi
crescido na mesma biomassa) apresentou as maiores atividades enzimaticas, chegando a 1,5
U.mL? e 10,2 U.mL™, respectivamente. J4 para as enzimas B-glicosidases e exoglicanases,
as maiores atividades foram obtidas em M3 (onde 25% do volume liquido foi composto por
licor), com 7,8 U.mL™ e 6,3 U.mL™, respectivamente. Xilanases apresentaram sua maior
atividade alcancada também no cultivo M1, com 22 U.mL?, resultado préximo ao
alcancado no cultivo MO (19 U.mLY) e superior ao alcangado nos demais meios avaliados
para o regime descontinuo, demonstrando que a presenca de licor afeta negativamente esta
enzima.

Os dados obtidos corroboram em sua maioria os observados para frascos agitados,
onde a presenca de licor também apresentou interferéncia negativa para xilanases e
endoglicanases, e positiva par -glicosidases e exoglicanases. Ja o uso do pré-tratamento na
integra (M4), realizado diretamente no biorreator, apresentou resultados intermediarios para
a maioria das enzimas, com atividades mais elevadas para endoglicanases (8,4 U.mL™), B-
glicosidases (6,7 U.mL1) e xilanases (14 U.mL™). Apesar dos resultados inferiores as
condi¢bes M1 e M3, a estratégia ainda poderia ser usada para a producdo das enzimas em
escala industrial, onde a necessidade de rapidez no processo e a falta de possibilidade de

secagem e armazenamento da biomassa possam existir.
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Figura 3. Atividades enzimaticas observadas em cultivo com residuos da colheita do
milho, em biorreator com agitacdo mecanica, em regime descontinuo e descontinuo
alimentado. Atividades de FPA (A), Endoglicanases (B), B-glicosidases (C), Exoglicanases
(D) e Xilanases (E). MO (RD meio padrdo) (e); M1 ( RD meio padrao, indculo crescido em
residuos do milho) (m); M2 (RD meio padrdo, com substituicdo de 50% do volume liquido
por licor do pre-tratamento) (A); M3 (RD meio padrido, com substitui¢do de 25% do
volume liquido por licor do pré-tratamento) (V); M4 (RD pré-tratamento da biomassa
lignocelulosica realizado diretamente no biorreator e utilizado na integra) (¢); M5 (RDA
meio padrdo) (0); M6 (RDA meio padrdo com substituicdo de 25% do volume liquido por
licor do pré-tratamento) (o). Os cultivos foram mantidos a 28°C, por 96 ou 168 horas, com
pH controlado em 6,0.

Um fato importante a ser ressaltado é que as atividades alcancadas para o regime
descontinuo, utilizando residuos de milho como principal fonte de carbono foram

superiores aos obtidos neste mesmo estudo, utilizando a mesma linhagem de P. Ucsense,
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porém utilizando bagago de cana-de-acucar, capim elefante e polpa de eucalipto e pinus
como substratos. Para FPA (1,5 U.mL™ neste trabalho), as maiores atividades alcancadas
haviam sido de 1 U.mL™, 0,62 U.mL™ e 0,3 U.mL respectivamente (Capitulo 2), sendo
portanto 1,5 vezes superior a maior atividade anteriormente alcancada. Entretanto as
unidades enzimaéticas obtidas foram inferiores aos resultados para FPA obtidos por Reis et
al. (2013) utilizando o mesmo microrganismo em concentracdes de 20, 40 e 60 g.L ™! de
celulose comercial, que atingiram atividades variando entre 2 e 4 U.mL™ de FPA.

Quanto a endoglicanases, aumento semelhante (cerca de 1,6 vezes) em relacdo as
demais biomassas também foi observado, considerando-se que a maior atividade alcancada
havia sido para bagaco de cana-de-agticar, com 6,2 U.mL™. Ja para exoglicanases, cuja
maior atividade havia sido também em bagaco de cana-de-acticar (1,5 U.mL™) o aumento
foi de 4,2 vezes, quando cultivado em residuos de milho, e para S-glicosidases (0,7 U.mL"
1), de 11 vezes (Capitulo 2). Entretanto, a atividade de endoglicanases alcangada ainda é
inferior a obtida por Reis et al (2013) utilizando a mesma linhagem e celulose comercial
como substrato (20 U.mL™), mas é superior a atividade de B-glicosidases alcancada pelos
autores, de 2 U.mL™. Para xilanases, entretanto, os residuos de colheita do milho ndo se
mostraram eficientes indutores, uma vez que todas as demais biomassas anteriormente
avaliadas (Capitulo 2) apresentaram atividades superiores a atual.

No regime descontinuo alimentado (Figura 3), a condicdo M5 (composta apenas
pela fracdo solida da biomassa e alimentada com biomassa) se mostrou superior a condi¢do
M6 (com 25% de licor no meio e alimentada com biomassa). Entretanto, 0 ganho em
relacdo ao regime descontinuo ndo foi tdo elevado, alcancando atividades enzimaticas de:
FPA 1, 68 U.mL™? (11% superior ao RD), endoglicanases 13,7 U.mL™ (34% superior), -
glicosidases 8,5 U.mL™ (9% superior), exoglicanase 7,7 U.mL™ (22% superior) e xilanases
29 U.mL™ (32% superior). Estes dados diferem dos obtidos para as outras biomassas
estudadas para esta mesma linhagem (Capitulo 2), onde o uso do regime descontinuo
alimentado incrementou em elevados percentuais a atividade enzimatica. Uma das causas
que pode explicar esse comportamento é que apenas 50% da concentragdo equivalente de
celulose foi alimentada no presente estudo, em relagcdo aos estudos com as demais
biomassas. Isso ocorreu devido a estrutura fibrosa da biomassa proveniente dos residuos do
milho, que ndo permitiu a adicdo de maiores volumes da mesma no cultivo liquido.

Devido a isso, os resultados obtidos em regime descontinuo alimentado foram
inferiores ou proximos as demais biomassas avaliadas anteriormente, para P. ucsense. Para

FPA as maiores atividades alcangadas haviam sido de 2,2 U.mL™ para bagaco de cana-de-

134



agucar e 1,1 U.mL* para capim elefante (Capitulo 2).

Para endoglicanases, [-glicosidases e exoglicanases, cujas maiores atividades
alcangadas haviam sido com bagago de cana-de-actcar (6,8 U.mL?, 3 UmL?e 3 U.mL?,
respectivamente), entretanto, as atividades alcancadas utilizando os residuos de milho se
mostraram bastante superiores, mesmo em regime descontinuo alimentado (Capitulo 2). A
atividade de S-glicosidases alcancada no presente estudo também foi superior a observada
por Li et al. (2013), em cultivo de T. reesei em meio contendo concentracio de 80 g.L™* de
celulose, com atividade de 4,5 U.mL™,

Os dados obtidos podem ser explicados pelo fato de que a variacdo da atividade
enzimatica entre diferentes fungos, bem como na mesma linhagem, depende fortemente de
diversos fatores. VVarios parametros fisicos, tais como a fonte de carbono, pH, temperatura,
tempo de crescimento do indculo e seu tamanho influenciam na atividade celulolitica das
diferentes espécies de fungos Vieira et al (2021). Em vista disso, pode se afirmar pelos
dados apresentados no presente estudo, que a linhagem S1M29 de P. ucsense pode ser
empregada na produgdo das enzimas celuloliticas endoglicanases, exoglicanases e [-

glicosidases, em meios formulados com residuos da colheita do milho.

4.5.5 Conclusao

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que a utilizacdo de residuos
provenientes da colheita de milho para a producdo de celulases por P. ucsense em processo
submerso é uma alternativa viavel e promissora, sendo necessarios maiores estudos em
relacdo ao processo, buscando sua otimizacao e melhoria na producdo do grupo enzimatico
das xilanases. Além disso, o estudo demonstra a possibilidade da produgdo enzimatica on
site, uma vez que a utilizacdo dos residuos do pre-tratamento na integra ndo afetaram a
producdo das enzimas desejadas. Diante disto, o presente trabalho colabora para o
desenvolvimento de um processo com menores custos de producdo para as enzimas,

tornando menos onerosa sua utilizagdo em biorrefinaria.
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4.6 CARACTERIZAC;AO DE CELULASES E XILANASES PRODUZIDAS POR
Peninicillium ucsense SIM29 EM PROCESSO SUBMERSO UTILIZANDO RESIDUOS
DA COLHEITA DE MILHO

4.6.1 Resumo

No presente trabalho, a estabilidade, atividade 6tima e capacidade de hidrélise de extratos
enzimaticos brutos de P. ucsense produzidos utilizando residuos da colheita do milho foram
avaliadas. Também foi avaliado se diferencas no processo de producdo - regime
descontinuo (RD) e descontinuo alimentado (RDA) - e com a utilizacdo de licor
proveniente do pré-tratamento (RDL), haveria a producdo de diferentes isoformas
enzimaticas. Entretanto, o uso de RD ou RDA, bem como a adi¢éo de licor, ndo resultou na
producdo de diferentes isoformas, afetando apenas a concentracdo enzimatica. Quanto a
atividade 6tima, foram avaliadas temperaturas variando entre 40°C e 70°C, e pH entre 4 e
6, para FPA, endoglicanases, B-glicosidases e xilanases, sendo considerada a atividade de
100% em pH 4,8 e 50°C, condicdes padrdo de avaliacdo dessas enzimas. Dentre as enzimas
produzidas com os residuos da colheita de milho, as maiores atividades relativas de FPA, -
glicosidases e exoglicanases foram observadas para enzimas produzidas em RD, sendo em
65°C para FPA ¢ 60 °C para B-glicosidases e exoglicanases, e pH 4 para todas as enzimas.
Ja para endoglicanases, as maiores atividades foram em 65°C e pH 5, ambas para enzimas
produzidas em RDL. Atividades superiores de xilanases foram observadas em 65°C para
enzimas produzidas em RDL e pH 5,5 para enzimas produzidas em RDA. Em relacdo a
termoestabilidade e estabilidade em diferentes valores de pH, as mesmas faixas de
temperaturas e pH foram avaliadas por 72h. Para FPA, maior estabilidade foi observada na
faixa de pH entre 4 e 5,5 para as enzimas produzidas nas trés condi¢fes, com destaque para
RDL, enquanto que a faixa de temperatura com maior estabilidade foi entre 40 e 60 °C,
com destaque para RDA. Endoglicanases se mostraram estaveis em todos os pH avaliados e
em temperaturas variando até 60°C, enquanto que B-glicosidases foram mais estaveis em
pH entre 4 e 5,5 e temperaturas até 65°C. Exoglicanases foram mais estaveis em pH
variando entre 4 e 5, e em temperaturas até 55°C. Somente xilanases produzidas em RDL
apresentaram certa estabilidade a variacao de pH, sendo esta estabilidade mantida em toda a
faixa avaliada, 0 mesmo ocorrendo para sua termoestabilidade. Quanto a hidrdlise, as
enzimas mostraram grande capacidade de hidrélide de residuos de milho in natura, e com
pré-tratamento &acido e hidrotérmico, e de polpa de eucalipto/pinus. Os resultados

demonstram que a utilizagdo de residuos da colheita de milho na producdo de coquetéis



enzimaticos por P. ucsense resulta em enzimas com caracteristicas desejaveis para uma
possivel aplicacdo comercial destes coquetéis.

Palavras-chave: celulases, atividade, estabilidade, residuos do milho, P. echinulatum

4.6.2 Introducéo

O continuo aumento da industrializagdo mundial tem feito com que pesquisadores
encontrem formas econémicas de atender a crescente demanda energética e de quimicos
gerada por essas industrias, podendo citar entre elas a automobilistica, téxtil, detergentes,
papel e celulose, ragdo animal, processamento de alimentos, vinificacdo e gerenciamento de
residuos (Bhardwaj et al, 2021). Uma das alternativas para producdo de combustiveis é o
uso de biomassas lignocelulésicas e residuos agroindustriais. Biomassas lignocelulésicas
sdo produzidas anualmente em grandes quantidades, sendo o0 recurso organico mais
abundante e de baixo custo da natureza, além de serem renovaveis e o principal substrato de
baixo custo em processos fermentativos (Maleki et al, 2020; Vieira et al, 2021). As
biomassas lignoceluldsicas sdo formadas principalmente por trés biopolimeros: lignina,
celulose e hemicelulose. A celulose é o principal componente estrutural da lignocelulose,
sendo formada por unidades de glicose ligadas por ligagdes B-1,4-glicosidicas, enquanto
que a hemicelulose, composta principalmente por xilana, é o segundo principal componente
polimérico das paredes celulares das plantas, atuando como barreira para a hidrélise
enzimatica (Li et al. 2020; Maleki et al. 2020). J& a lignina € um polimero aromatico
altamente ramificado e composto basicamente por trés compostos fenolicos: cumaril, alcool
coniferilico e alcool sinapilico (Zabed et al., 2016). Entretanto, o principal desafio
relacionado a producdo de bioquimicos e biocombustiveis renovaveis € a conversao
econdmica desses materiais lignoceluldsicos em aclcares, com rendimento adequado
(Vieiraetal, 2021).

No contexto dessas biomassas, 0 potencial das enzimas celuloliticas tem sido
amplamente estudado e explorado para processos de bioconversdo e desempenha um papel
fundamental em diversas aplicagOes industriais (Bhardwaj et al, 2021). Essas enzimas séo
indispensaveis para a manutencdo do ciclo global do carbono, uma vez que catalisam a
degradacdo da celulose, e, portanto, desempenham um papel vital na resolucdo dos
problemas de gerenciamento de residuos e energia da humanidade (Verma et al, 2021). A
degradacéo eficiente dos polissacarideos encontrados na lignocelulose requer vérias
enzimas trabalhando em sinergia, sendo, portanto, necessario melhorar os coquetéis

enzimaticos para obter um bom desempenho a longo prazo, em temperaturas elevadas e
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amplas faixas de pH, bem como com boa capacidade de hidrélise (Maleki et al, 2020). A
variedade de enzimas produzidas varia de acordo com os diferentes materiais
lignocelulosicos utilizados para o crescimento fungico (Almeida et al., 2019). Trabalhos
relataram que os secretomas de P. echinulatum, Trichoderma harzianum e Neurospora
crassa variam de acordo com a fonte de carbono utilizada, sendo, portanto, hipoteticamente
possivel modular o coquetel enziméatico ajustando a composi¢do do meio (Costa et al.,
2016). Assim sendo, selecionar uma biomassa/substrato adequado é fundamental para
aumentar o potencial de sacarificacdo do coquetel enzimatico, levando a producdo de
enzimas que levam a uma melhor hidrolise da celulose (Bhardwaj et al, 2021). Como uma
espécie de residuo agricola abundante e renovavel, a palha de milho (Zea mays L.) podera
ser uma fonte sustentavel e de baixo custo de energia e produtos quimicos no futuro, sendo
que para ampliar sua utilizacdo como fonte de fibra, biocombustivel e produtos
bioguimicos, uma compreensdo mais abrangente de suas caracteristicas quimicas é
necessaria (Li et al, 2012).

A hidrolise enzimatica é considerada um processo ambientalmente benigno, uma
vez que a reacdo € realizada em condi¢cBes amenas e ndo gera compostos toxicos, e 0s
hidrolisados podem ser facilmente utilizados no processo de fermentacdo ou conversdo
quimica em combustiveis e produtos quimicos (Vieira et al, 2021). As etapas mais criticas
da bioconversdo de lignocelulose sdo diminuir as quantidades de carga requeridas de
enzimas, aumentar o rendimento da hidrélise e omitir ou diminuir o pré-tratamento (Maleki
et al, 2020). Celulases sdo enzimas chave para a biorrefinaria baseada em matéria-prima de
residuos lignocelulésicos, tendo demanda crescente em varios setores (Bhardwaj et al,
2021). Os custos e a eficiéncia de conversdo associados as preparacdes de celulases foram
identificados como fatores que impedem o desenvolvimento de tecnologias baseadas na
hidrélise da celulose, além de que a suplementacdo de enzimas para coquetéis flngicos tem
sido tambem praticada (Mule et al. 2022). As celulases comerciais disponiveis atualmente
apresentam baixos niveis de -glicosidases, enzimas responsaveis por hidrolisar a celobiose
em glicose (Ganesan et al, 2020). Celulases produzidas por fungos do género Penicillium
tem demonstrado eficiéncias maiores na sacarificacdo, quando comparadas as do género
Trichoderma, sendo necessarias menores concentracdes e diminuindo os custos, devido a
maior concentra¢ao de B-glicosidases (Vaishnav et al, 2018). As celulases produzidas por
P. echinulatum apresentam boa estabilidade térmica, sendo este um fator importante para a
sacarificacdo da celulose (Camassola et al., 2004). Diante do exposto, foram conduzidos no

presente trabalho estudos com extratos enzimaticos produzidos por este microrganismo
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(agora classificado como P. ucsense - Lenz et al., 2022) utilizando residuos da colheita de
milho para a sua produgdo, buscando avaliar as isoformas produzidas, sua atividade e
estabilidade em diferentes temperaturas e pH, e sua capacidade de hidrolise, informacdes
relevantes com o intuito de auxiliar no desenvolvimento de processos que possam Vvir a ser

aplicados na industria.

4.6.3 Materiais e métodos

4.6.3.1 Producao dos extratos enzimaticos

A producdo dos extratos enziméticos foi realizada através do microrganismo
Penicillium ucsense S1M29 obtido da linhagem mutante 9A02S1 (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen — DSM 18942) e pertencente a colecdo de
microrganismos do Laboratorio de Enzimas e Biomassas do Instituto de Biotecnologia da
Universidade de Caxias do Sul (Dillon et al., 2006; Dillon et al, 2011; Lenz et al., 2022).

A producéo das enzimas ocorreu em processo submerso em biorreator com agitacao
mecanica, em regime descontinuo e descontinuo alimentado, em meios contendo celulose
comercial e residuos da colheita de milho submetidos a pré-tratamento hidrotérmico
(biomassa sélida e/ou licor) como principais fontes de carbono e indutores (Capitulo 2;
Capitulo 5). Ap6s os cultivos, o micélio foi separado por filtracdo, e a fracdo liquida foi

utilizada para a caracterizagcdo do complexo enzimético produzido.

4.6.3.2 Determinacdo das atividades enzimaticas

Atividade total de celulases foi dosada através da analise de atividade sobre papel
filtro (FPA), segundo metodologia proposta por Ghose (1987), com adaptacdes Camassola
& Dillon (2012), utilizando tamp&o citrato de sodio 0,05 mol.L* pH 4,8. A mistura
reacional foi mantida a 50°C por 1 hora e uma curva padrdo foi construida a partir de
concentragdes conhecidas de glicose, com leitura de absorbancia em 545 nm. As unidades
de FPA foram definidas como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol.L de
acucar redutor por minuto.

Atividade de endoglicanases também foi determinada a partir do método de Ghose
(1987) com modificagdes de Camassola & Dillon (2012). O substrato utilizado foi
carboximetilcelulose 2% (m/v), e a mistura reacional foi mantida a 50°C por 30 minutos em
presenca de tamp&o citrato de sddio 0,05 mol.L™* pH 4,8. A leitura em espectrofotdmetro e
a determinacdo da atividade foram realizadas conforme descrito pra FPA, sendo que uma
unidade de atividade de endoglicanase foi definida como a quantidade de enzima capaz de
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liberar 1 umol.L ! de agticar redutor por minuto.

Atividade de B-glicosidases foi determinada através do substrato p-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo 4 mmol.L™? (pNPG) em tampdo citrato de sédio (0,05 mol.L™? pH 4,8),
atraves de metodologia adaptada de Daroit et al. (2008). A mistura reacional foi incubada a
50°C por 30 minutos. A leitura da absorbancia foi a 405 nm e para a determinacdo da
atividade foi construida curva de calibragio com solu¢des de p-nitrofenol com
concentragdes conhecidas. Uma unidade de atividade de B-glicosidase foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol.L de nitrofenol por minuto.

A determinagdo de atividade de exoglicanases foi realizada utilizando p-nitrofenil-
B-D-cellobiosideo (pNPC) em tampdo citrato de sodio 0,05 mol.Lt, em pH 4,8, como
substrato, através de metodologia adaptada de Deshpande et al. (1984). A mistura reacional
foi incubada a 50°C por 30 minutos e a leitura em espectrofotdmetro foi realizada em 405
nm. Foi construida uma curva padriao de pNPC, e uma unidade de atividade de
exoglicanase foi definida como a quantidade de enzima requerida para a hidrélise de 1
umol.Lt de p-nitrofenil por minuto.

A determinacdo da atividade de xilanases foi realizada de acordo com Bailey et al.
(1992), usando xilana 1% (m/v) em tamp&o citrato de sédio (0,05 mol.L* pH 4,8) como
substrato. A mistura reacional foi mantida a 50°C por 5 minutos, a absorbancia foi
mensurada a 545 nm e a concentracdo de xilanases determinada através de uma curva
padrdo com concentracdes conhecidas de xilose. Uma unidade de atividade de xilanase foi

definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol.L™ de xilose por minuto.

4.6.3.3 Caracterizacdo molecular das enzimas celuloliticas

Foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) no caldo
enzimatico produzido em biorreator, segundo metodologia descrita por Laemmli (1970).
Como padrao de massa molecular foi utilizado o marcador molecular Precision Plus Protein
Standards, Bio Rad®. Apds a corrida eletroforética, o gel foi revelado em solugédo
Coomassie Brilliant Blue 0,2%, seguida de solugdo de 50% etanol/10% acido acetico.

Também foram realizados zimogramas para determinar a massa molecular de
endoglicanases, S-glicosidases e xilanases produzidas por P. ucsense nas diferentes fontes
de carbono. Endoglicanases foram determinadas segundo metodologia proposta por Sun et
al. (2008) em um sistema semi-desnaturante (SDS-PAGE) e 0,15% de carboximetilcelulose
(CMC) como substrato. O gel foi entdo lavado utilizando solucdo de triton (2,5%) em

tampdo citrato de sddio pH 4,8 (30 min), apds foi incubado em tampao citrato de sédio (10
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min, 40°C), e corado em solucdo de Congo Red (0,1%) por 30 minutos, com posterior
lavagem em solucdo de NaCl 1 mol.L™ . Xilanases foram avaliadas de maneira semelhante,
porém com gel contendo xilana como substrato para acdo da enzima. A massa molecular de
B-glicosidases foi determinada em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), que ap0s a corrida
foi submerso em solucgéo de triton (2,5%) em tampdo citrato de sédio pH 4,8 (30 min) e
lavado com tampdo citrato de sédio, pH 4,8. Apos a lavagem o gel foi incubado por 40
minutos, em solucéo de 0,2% (m/v) de esculina em tampdo citrato de sddio 0,05 mol.L™,

pH 4,8 e, em seguida, revelado em solucédo de FeClz 1% (Kwon et al., 1994).

4.6.3.4 Temperatura 6tima de reacédo

A temperatura 6tima de reag@o para FPA, endoglicanases, -glicosidases e xilanases
foi avaliada variando-se a temperatura de 40 a 70°C (Camassola et al., 2004), sendo essas
temperaturas proximas a utilizada em processos de hidrolise (50°C). Os demais parametros
das anélises enzimaticas foram mantidos conforme protocolos anteriormente citados. Os

resultados foram apresentados como atividade relativa em relacdo a temperatura de 50°C.

4.6.3.5 pH 6timo de reacdo

O pH 6timo de reacdo para FPA e endoglicanases foi avaliado através da utilizacdo
de tampao citrato de sddio (0,05 mol.L™?) nos seguintes valores de pH: 4; 4,5; 4,8; 5; 5,5 e 6
(Camassola et al., 2004). Para B-glicosidases, exoglicanases e xilanases, 0s substratos
pNPG, pNPC e xilana foram diluidos nos diferentes tampdes, para posterior uso na analise
enzimatica. Todas as andlises foram realizadas a 50°C, conforme protocolos anteriormente

citados. Os resultados foram apresentados como atividade relativa em relacdo ao pH 4,8.

4.6.3.6 Estabilidade em diferentes pH

A estabilidade das enzimas produzidas em processo submerso foi avaliada em
valores de pH variando entre 4 e 6, bem como sem a adi¢do de tamp&o. As enzimas foram
mantidas a 50°C por até 72 horas, com coletas de amostras nos tempos 0, 1, 2, 24, 48 e 72
horas. As atividades enzimaticas foram entdo mensuradas conforme os protocolos padrédo
anteriormente citados e os resultados foram apresentados como atividade relativa em

relacdo a atividade inicial.

4.6.3.7 Termoestabilidade
A termoestabilidade foi avaliada por um periodo de 72h, em temperaturas variando
entre 40 e 70°C. Amostras foram coletadas nos tempos 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas, e as

analises de FPA, endoglicanases, B-glicosidases e xilanases foram conduzidas conforme
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protocolos padréo anteriormente citados. Os resultados foram apresentados como atividade

relativa em relacdo a atividade inicial.

4.6.3.8 Hidrolise enzimatica

A hidrolise enzimatica foi realizada a partir de adaptacdo do método proposto por
Adsul et al. (2005), em frascos Duran de 50 mL contendo 5% (m/v) de biomassa
lignocelulosica, extrato enziméatico em volume equivalente a 15 e/ou 10 FPU por grama de
biomassa, e tampao citrato de s6dio 50 mmol.L* (pH 4,8) para completar 50 mL de reagéo.
As misturas foram incubadas em banho agitado a 150 rpm e 50°C, condi¢do 6tima para a
atividade enzimaética de P. ucsense (Camassola et al., 2004), por 72 horas. Amostras foram
coletadas a cada 24 horas e 20 pL foram filtrados (membrana com poro de 22um) e
analisados em HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan) com detector RID-10A, coluna Aminex®
HPX-87H (30x7.8 mm, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), operando a 60 °C,
com fase movel contendo 5 mmol.L™ de H2SO4, com fluxo de 0.6 mL.min™,

4.6.3.9 Analise estatistica dos dados

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio da analise de variancia (one-
way ANOVA) e pds-teste de Tukey, com intervalo de confianca de 95% (p<0,05), com
auxilio do software GraphPad Prism 5.

4.6.4 Resultados e discussao

4.6.4.1 Caracterizacdo das enzimas celuloliticas

A fim de avaliar se os diferentes meios de cultivo (com presenca ou auséncia de
licor proveniente do pré-tratamento) e as diferentes condicdes de crescimento (RD e RDA)
influenciam nas isoformas das enzimas produzidas por P. ucsense, B-glicosidases,
endoglicanases e xilanases foram avaliadas quando a sua massa molecular, através de
zimogramas. Para tanto, nas corridas eletroforéticas, substratos especificos foram
utilizados, além de serem aplicadas amostras de padrGes para massa molecular. Também
foi produzido um gel SDS-Page para as proteinas totais presentes nos extratos. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Zimogramas para a atividade de PB-glicosidases (A), Endoglicanases (B) e
Xilanases (C), e eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de proteinas (D)
produzidas por P. ucsense em cultivos submersos utilizando residuos da colheita do milho,
conduzidos em biorreator com agitacdo mecénica, em regime descontinuo (RD), regime
descontinuo com adigdo de licor proveniente do pré-tratamento (RDL) e regime
descontinuo alimentado (RDA).

Através dos zimogramas é possivel observar que, para os cultivos realizados em
RDA, ha uma maior expressdo enzimatica em relacdo a RD, visto pela presenca de bandas
maiores e mais visiveis, devido a maior modificacdo dos substratos especificos pela
presenca da enzima. Também h& uma maior concentracdo de proteinas, o que € evidenciado
pela presenca de bandas mais largas no SDS-PAGE. Por outro lado, a presenca do licor no
meio de cultivo ndo resultou na produgédo de diferentes isoformas das enzimas avaliadas,
afetando somente sua atividade.

Admitindo que bandas de atividade enziméatica nos zimogramas representem as
bandas de proteinas no SDS-PAGE, é possivel fazer uma estimativa da massa molecular
das enzimas. Para [-glicosidases, apenas uma isoforma é produzida, com massa molecular
proxima a 150 kDa. Esse fato j& havia sido observado anteriormente para a producdo dessa
enzima por P. ucsense (Capitulo 2), onde a utilizacdo de variadas fontes de carbono néo
resultou em diferentes isoformas de B-glicosidases. Esse fato sugere que a linhagem S1M29
de P. ucsense pode ser produtora de uma Unica isoforma desta enzima, independentemente
da fonte de carbono ou tipo de processo utilizado.

Ja para endoglicanases, isoformas com massa molecular entre 50 e 150 kDa foram
observadas nas trés condicOes avaliadas, sem diferirem entre si em tamanho, apenas na
intensidade da banda formada. Este fato corrobora estudos anteriores com a mesma
linhagem (Capitulo 2), onde foi observado que diferentes isoformas da enzima sdo
produzidas, sendo que as mesmas variaram de acordo com o substrato e a forma de
conducéo do processo, tendo sido observadas isoformas entre 25 e 250 kDa em diferentes

biomassas lignocelulosicas e celulose comercial.
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Para xilanases, isoformas com massas molares variando entre 50 e 75 kD foram
produzidas em todas as condi¢des avaliadas, sendo estes dados também condizentes com 0s
estudos anteriores para a mesma linhagem (Capitulo 2), onde essa mesma variacdo de
massas molares foi observada em meios contendo bagaco de cana-de-acUcar, capim
elefante e celulose comercial. No gel de proteinas totais, foi possivel observar a presenca de
outras proteinas de diferentes massas molares produzidas por P. ucsense, podendo indicar
outras enzimas, como as exoglicanases, ou diferentes proteinas produzidas pelo

metabolismo do fungo durante seu crescimento.

4.6.4.2 Temperatura 6tima de reacéo

As condi¢bes Otimas de reacdo das enzimas produzidas utilizando residuos da
colheita do milho foram avaliadas. A Figura 2 apresenta os dados referentes a temperatura
6tima de atividade para FPA, endoglicanases, B-glicosidases e xilanases, utilizando enzimas
produzidas com celulose comercial e a enzima Celluclast® como padrdes de comparagao.
Os mesmos estdo expressos como atividades relativas a condicdo padrdo de avaliagdo
(50°C), a qual foi considerada 100%.

Para FPA, as enzimas produzidas em regime descontinuo, utilizando apenas 0s
residuos solidos da colheita do milho (RD), foram as que apresentaram atividade relativa
mais elevada em uma maior faixa de temperaturas, estando préximo aos 100% (temperatura
de 50°C) nas faixas de temperatura entre 40 e 65°C, apresentando queda na atividade
apenas em 70°C. Ja as condi¢cBes RDL (regime descontinuo com adicdo de licor) e RDA
(regime descontinuo alimentado) apresentaram atividades relativas superiores a 100% nas
temperaturas de 60 e 65°C, enquanto que as enzimas produzidas utilizando celulose
comercial e a enzima Celluclast® sdo mais ativas na temperatura de 55°C. Esses dados se
assemelham aos obtidos em estudos anteriores para a mesma linhagem de P. ucsense, onde
foi observado que enzimas produzidas utilizando diferentes biomassas lignocelulésicas sdo
mais ativas em temperaturas mais elevadas, entre 55 e 65°C, sendo as mais ativas as
produzidas em bagaco de cana-de-acucar (cerca de 150% de atividade relativa na
temperatura de 65°C) (Capitulo 4). Essa atividade relativa € superior a obtida para RD com
residuos de milho, que chegou a cerca de 125% na mesma temperatura. Esses resultados
também se assemelham aos obtidos por Camassola et. al. (2004), que observaram que a
atividade de FPA produzidas em biomassa lignoceluldsica em cultivo solido, por P.
echinulatum, aumentou em temperaturas acima de 60°C. Estes dados indicam que FPAses

produzidas utilizando biomassas lignoceluldsicas se mostram mais ativas em faixas mais
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amplas de temperatura, se comparadas as produzidas em celulose comercial.
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Figura 2. Atividades relativas de FPA (A), Endoglicanases (B), B-glicosidases (C),
exoglicanases (D) e Xilanases (E) observadas em diferentes temperaturas de reacéo.

Entretanto, para endoglicanases, as enzimas produzidas em RDL foram as que
apresentaram as melhores atividades relativas, seguidas de RDa e RD, o oposto do que
ocorreu para FPA. Entretanto, as diferencas nas atividades relativas foram pequenas, tanto
entre as trés condi¢des produzidas a partir de residuos do milho, quanto em relacdo aos

controles utilizados. O mesmo comportamento havia sido observado anteriormente, para

145



endoglicanases produzidas utilizando bagaco de cana-de-agUcar, capim elefante e polpa de
eucalipto e pinus e a mesma linhagem de P. ucsense (Capitulo 4), sugerindo que a
temperatura de reacdo ndo possui grande efeito sobre essas enzimas. Estes resultados se
assemelham aos obtidos para endoglicanases de Aspergillus niger (Zohri et al, 2022) e para
celulases purificadas do fungo extremdfilo Aspergillus flavus (Bano et al, 2019), que
apresentaram sua temperatura Otima de reacdo em 60°C. J& CMCases da bactéria
extremofila Bacillus aerius CMCPS1 apresentaram uma faixa de temperatura 6tima entre
50 e 90°c, com pico em 70°C (Ganesan et al, 2020). Estes dados novamente sugerem que
endoglicanases produzidas por P. ucsense apresentam certa tendéncia termofila, mesmo em
seu extrato bruto, diferindo de endoglicanases purificadas de Aspergillus niger, cuja
temperatura 6tima foi observada em 40°C com queda de 64% de atividade em variacGes de
5°C, acima ou abaixo (Sulyman et al, 2020).

B-glicosidases e exoglicanases produzidas por P. ucsense em residuos da colheita
do milho apresentaram maiores atividades em temperaturas variando entre 50 e 60°C, ndo
apresentando diferencas entre os meios e regime de producdo. Esses resultados diferem do
padrdo, produzido com celulose comercial, onde [B-glicosidases apresentaram maior
atividade em temperaturas entre 60 e 70 °C, e exoglicanases entre 40 e 60°C. Entretanto,
também demonstram que ambas as enzimas possuem atividades mais elevadas nas mesmas
faixas de temperatura quando produzidas na biomassa, 0 que € um ponto positivo em sua
utilizacdo em processos de hidrolise, onde sua atuacdo precisa ocorrer em sinergia
(Almeida et al, 2019). Os dados obtidos no presente estudo diferem dos observados para f3-
glicosidases produzidas por P. ucsense utilizando diferentes biomassas lignocelulésicas em
cultivo submerso (Capitulo 4), onde as mesmas se mostraram mais ativas em temperaturas
entre 60 ¢ 70°C, e em cultivo solido, onde a atividade de B-glicosidases foi incrementada
em temperaturas mais elevadas (Camassola et. al., 2004). Isto sugere que a fonte de
carbono utilizada tem forte influéncia no perfil de temperatura Otima das enzimas
produzidas, mesmo que ndo sejam produzidas diferentes isoformas de B-glicosidases pelo
microrganismo. Os dados para exoglicanases, no entanto, se assemelham aos observados
por Zohri et al (2022), que determinaram 60°C como sendo a temperatura 6tima das
enzimas produzidas por A. niger, demonstrando certa similaridade entre as enzimas destes
microrganismos. Por outro lado, endoglicanases e exoglicanases produzidas por um fungo
filamentoso BS1 isolado do intestino de Nausitora fusticula apresentaram maior atividade
em temperatura mais branda, de 40°C, enquanto que a atividade de suas B-glicosidases

foram semelhantes as produzidas por P. ucsense no presente estudo, atingindo picos de
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atividade em 60°C (Kronemberger et al, 2021).

Xilanases apresentaram boa atividade enzimatica em todas as temperaturas testadas,
para todas as condicdes avaliadas utilizando residuos da colheita do milho como fonte de
carbono, com picos de atividade em 65°C. As enzimas produzidas na biomassa
lignocelulosica apresentaram maior afinidade a altas temperaturas se comparadas a enzima
produzida em celulose e a enzima comercial, que perderam grande percentual de atividade
em 70°C. Estes resultados corroboram os obtidos anteriormente para xilanases produzidas
por P. ucsense em diferentes biomassas lignocelulosicas, onde a temperatura 6tima de
reacdo foi de 70°C (Capitulo 4). Novamente, esses resultados sugerem uma certa tendéncia
termdfila das enzimas produzidas por P. ucsense em biomassas lignocelulésicas, podendo
ser um indicativo que seu crescimento nestes substratos torna as ligacdes responsaveis pela
manutencdo da estrutura tridimensional das enzimas mais fortes. Isso dificultaria sua
desnaturacdo através da destruicdo de ligacOes fracas e pontes de hidrogénio, que ajudam a
manter a estrutura tridimensional (Sulyman et al, 2020).

4.6.4.3 pH 6timo de reacédo

Os dados relativos ao pH 6timo de atuacdo das mesmas enzimas estdo apresentados
na Figura 3. Assim como para temperatura, atividade de 100% foi considerada no pH
padrdo de avaliacdo (4,8). Para FPA, todos os extratos enzimaticos produzidos por P.
ucsense SIM29 apresentaram atividades préximas ou superiores a 100% na faixa de pH
variando entre 4 e 5,5, apresentando atividades inferiores em pH 6. Os resultados
demonstram que FPAses produzidas com residuos de milho apresentam atividade mais
estavel em pH mais préximo da neutralidade, se comparada as produzidas em bagaco de
cana-de-agucar, que ja apresentou queda na atividade em pH 5 (Capitulo 4). As enzimas de
P. ucsense também demonstraram ser mais tolerantes em relacdo a variagdo do pH em
relagdo ao complexo comercial Celluclast®, cujos picos de atividade foram em pH 4,8 e 5.
Os dados se assemelham aos obtidos por Camassola et al., (2004), onde as atividades em
FPA foram superiores em pH acidos, entretanto, os autores constataram que a atividade
6tima foi observada no pH 4,8, enquanto que no presente estudo a atividade 6tima foi em
pH 4 para RD e RDA e pH 4,5 para RDL.
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Figura 3. Atividades relativas de FPA (A), Endoglicanases (B), B-glicosidases (C),
exoglicanases (D) e Xilanases (E) observadas em diferentes valores de pH.

A variagdo do pH, assim como ocorreu com a temperatura, ndo apresentou grande
efeito nas atividades de endoglicanases produzidas em residuos da colheita de milho,
permanecendo sempre muito préximas a 100%. Os resultados diferem levemente dos
obtidos em estudos anteriores utilizando extratos produzidos em outras biomassas
lignocelulosicas, onde pH mais &cidos resultaram em atividades superiores, decaindo em

pH proximos a neutralidade (Capitulo 4). Diversos autores reportaram uma maior afinidade



das enzimas celuloliticas para pH mais &cidos: Kronemberger et al. (2021), relataram que o
pH Otimo de atividade de uma endoglicanase produzida pela cepa BS1 de um fungo
filamentoso foi 4, enquanto que para exoglicanase foi entre 4 e 5,4; Sulyman et al. (2020),
observaram que a atividade otima de endoglicanase purificada de A. niger foi em pH 4,
com quedas superiores a 50% em valores acima ou abaixo; ja Zhao et al. (2021) relatou que
0 gene isolado Cel1029 manteve 40% de sua atividade mesmo em pH 2. Qutros autores,
entretanto, relataram o oposto, com a celulase purificada do fungo extremdfilo A. flavus
apresentando pH 6timo em 10 (Bano et al, 2019), e os genes PersiCell e PersiCel2 em
valores de pH 8 e 6, respectivamente Maleki et al, (2020), demonstrando um certo
comportamento extremofilo dessas enzimas, algo ndo observado para P. ucsense.

Para p-glicosidases, atividades muito proximas ao padrdo (pH 4,8) foram
observadas em toda a faixa de pH avaliada, para os extratos produzidos em regime
descontinuo, seja 0 meio acrescido ou ndo de licor. Ja o extrato produzido em regime
descontinuo alimentado apresentou atividade 6tima de B-glicosidases em pH 5, seguido de
5,5, com quedas nos demais valores de pH. Esse fato difere de observacGes anteriores para
esta mesma linhagem, nos estudos de temperatura étima e em estudos anteriores (Capitulo
4) onde a composicdo do meio de cultivo apresentou maior influéncia na atividade e
estabilidade das enzimas em relacdo ao regime de cultivo utilizado. Isto demonstra a
complexidade das enzimas produzidas por um mesmo microrganismo, € como pequenas
mudan¢as na composicdo de meio e no processo de producdo podem acarretar em
mudancas em seu comportamento previamente ja conhecido, fazendo com que seus estudos
sejam de grande importancia para uma possivel aplicacdo comercial. Outra evidéncia sao
os dados obtidos por Camassola et al. (2004), onde queda de atividade de B-glicosidases
produzidas em estado sélido foram observadas com o aumento do pH a partir de seu pH
6timo (entre pH 4 e 4,5). Quanto a exoglicanases, as maiores atividades foram observadas
em pH 4, apresentando quedas acentuadas em pH superiores a 4,8, apresentando uma faixa
de atividade menor a observada por Kronemberger et al. (2021), de 4 a 5,4.

Para xilanases, os extratos produzidos em residuos da colheita de milho, de um
modo geral, apresentaram atividades muito superiores as observadas para 0 extrato
produzido em celulose e ao complexo comercial, sendo as maiores atividades observadas
em pH 4 e 4,5. Estes dados se opdem aos observados anteriormente para extratos
produzidos em outras biomassas lignocelulésicas, onde as atividades relativas foram baixas
em relacdo ao controle em todos os valores de pH avaliados. Novamente, os dados obtidos

demonstram as diferencas obtidas na producdo dos complexos enzimaticos de P. ucsense de
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acordo com o meio de cultivo utilizado e o processo de produgdo empregado,
demosntrando a importancia de mais estudos a fim de elucidar o processo ideal para
producdo de extratos enzimaticos mais estaveis e ativos em amplas faixas de temperatura e

pH, para assim abrir caminho para uma futura aplicacao industrial do mesmo.

4.6.4.4 Estabilidade em diferentes valores de pH

A estabilidade dos extratos enziméticos produzidos por P. ucsense utilizando
residuos da colheita de milho e celulose comercial como fonte de carbono e indutores foi
avaliada em diferentes valores de pH, utilizando a enzima Celluclast® como padrio, a uma
temperatura de 50°C. Os dados obtidos para FPA estdo apresentados na Figura 4. Os
extratos produzidos por P. ucsense apresentaram maior estabilidade na faixa de pH entre 4
e 5,5, mantendo 50% de sua atividade inicial ap6s 72h de incubacdo. Ja nas misturas sem
controle de pH e em pH 6, a queda da atividade foi mais acentuada apdés 24h. A
estabilidade foi maior que as enzimas comerciais, que apresentaram atividade relativa
superior a 50% apenas nos valores de pH 4,8 e 5. Entretanto, foi menor que a observada
para extratos enzimaticos crescidos em bagaco de cana-de-acUcar, onde, ap6s 72h de
incubacdo, as atividades relativas permaneceram superiores a 100% nos valores de pH de
4,5, 4,8 e 6 (Capitulo 4).
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Figura 4. Estabilidade de FPA ao longo do tempo em diferentes valores de pH observada
para quatro coquetéis enzimaticos produzidos por P. ucsense em diferentes condigdes —
regime descontinuo utilizando residuos da colheita de milho como substrato (A), regime
descontinuo utilizando residuos da colheita de milho e licor proveniente de seu pré-
tratamento como substratos (B), regime descontinuo alimentado utilizando residuos da
colheita de milho como substrato (C) e celulose (D) — e um controle com enzima comercial
Celluclast® (E), mantidos a 50°C. Os valores nas colunas sdo referentes a atividade nos

tempos de 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubagéo, sendo essas atividades apresentadas
como relativas ao tempo Oh (100%).
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Os dados da estabilidade de endoglicanases estdo apresentados na Figura 5.
Novamente, 0s extratos enzimaticos produzidos por P. echinulatum se mostraram mais
estaveis que o complexo comercial, mantendo atividades relativas superiores a 75% apds
72h de incubacdo, para todos os extratos enzimaticos avaliados. O extrato enzimatico
produzido em RDA apresentou atividade relativa superior a 100% em pH 4,5 e 5,5, ap0s
72h, enquanto que o extrato produzido com adicdo de licor apresentou atividades relativas
proximas a 150%, no mesmo periodo, em pH 55. Os dados assemelham-se aos
anteriormente observados, para enzimas produzidas em bagaco de cana-de-agucar e capim
elefante, onde as atividades relativas permanecem superiores ou proximas a 100% apos 72h
em todos os pHs avaliados (Capitulo 4). Entretanto, as enzimas se mostraram muita mais
estveis que as produzidas pela bactéria extremofila B. aerius CMCPSL1, cuja maior
atividade relativa foi observada em pH 7, com cerca de 80%, apds apenas 5h de incubacao
(Ganesan et al, 2020), demonstrando novamente a adaptabilidade das enzimas produzidas

por P. ucsense em biomassas lignocelulésicas.
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Figura 5. Estabilidade de endoglicanases ao longo do tempo em diferentes valores de pH
observada para quatro coquetéis enzimaticos produzidos por P. ucsense em diferentes
condig¢Bes — regime descontinuo utilizando residuos da colheita de milho como substrato
(A), regime descontinuo utilizando residuos da colheita de milho e licor proveniente de seu
pré-tratamento como substratos (B), regime descontinuo alimentado utilizando residuos da
colheita de milho como substrato (C) e celulose (D) — e um controle com enzima comercial
Celluclast® (E) mantidos a 50°C. Os valores nas colunas sao referentes a atividade nos
tempos de 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubacgdo, sendo essas atividades apresentadas

como relativas ao tempo Oh (100%).
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Os dados obtidos para B-glicosidases estdo apresentados na Figura 6, onde observa-
se que as enzimas produzidas em RD e RDL sdo mais estaveis em pH variando entre 4 e 5,
enquanto que as produzidas em RDA séo estaveis também no extrato sem controle de pH.
Entretanto, apesar da estabilidade préxima a 100% ap6s 72h de incubacdo apresentada
pelas enzimas produzidas na biomassa lignoceluldsica, as enzimas produzidas em celulose
apresentaram atividades relativas superiores a 100% nesse mesmo periodo, em pH variando
de 4 a 5, demonstrando uma ativacdo da atividade da enzima durante o periodo de
exposicdo a aquela condicdo. J& o complexo enzimatico comercial apresentou estabilidade
para todas as variagdes de pH avaliadas, permanecendo com sua atividade préxima a 100%.
A estabilidade das B-glicosidases produzidas em residuos da colheita do milho se mostrou
um pouco inferior a observada para o extrato produzido com capim elefante, que manteve
atividade relativa levemente superior a 100% em toda a faixa de pH avaliada (4,0 a 6,0),
bem como no padrdo sem controle de pH, enquanto que os extratos produzidos com bagaco
de cana-de-acucar apresentaram resultados semelhantes aos do presente estudo (Capitulo
4).

154



& 200 & 200

8 g ®
2 2

S 150+ © 150+

(@] (@]

@ II a T

3 100+ il 1% 2 100 - 7 H!I--I-ﬂ
E : g o i
8 50 B 50

2 i e

g g

g 0 g 0

2 SC 4 45 2 SC 4 45
Z Z

w [72]

& 200 2 200

(%]

S © § II (D)
2 2 |
S 150 2 150+

> >

o @

8 100 . 2 100 L

E 2

§ 504 g 50

= e

g 0 g oL

3 SC 4 45 2 SC 4 45
g g

200

®

150+

SC 4 45 48 5 55 6
pH

Atividade relativa de g-glicosidases (%)
=
o
o

Figura 6. Estabilidade de B-glicosidases ao longo do tempo em diferentes valores de pH
observada para quatro coquetéis enzimaticos produzidos por P. ucsense em diferentes
condigcBes — regime descontinuo utilizando residuos da colheita de milho como substrato
(A), regime descontinuo utilizando residuos da colheita de milho e licor proveniente de seu
pré-tratamento como substratos (B), regime descontinuo alimentado utilizando residuos da
colheita de milho como substrato (C) e celulose (D) — e um controle com enzima comercial
Celluclast® (E) mantidos a 50°C. Os valores nas colunas sdo referentes a atividade nos
tempos de 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubagéo, sendo essas atividades apresentadas
como relativas ao tempo 0h (100%).
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Jé& a avaliacdo da estabilidade de exoglicanases em diferentes pH demonstrou que as
enzimas produzidas em residuos da colheita do milho sdo mais estaveis na faixa entre 4 e 5,
de maneira muito semelhante as B-glicosidases. As maiores atividades relativas foram
observadas em pH 4,5 apds 48h de incubacao, para RD e em pH 4,5 e 5 para RDA, apés
72h de incubagdo. As enzimas produzidas em celulose mostraram um perfil mais
semelhante ao do complexo Celluclast®, onde as atividades permaneceram muito proximas
a 100% em todo o periodo avaliado, exceto para o pH 6, onde o extrato enzimético de P.
ucsense apresentou queda de cerca de 50% de sua atividade. Contudo, de um modo geral,
os resultados demonstram uma boa estabilidade da enzima exoglicanase no complexo
produzido por P. ucsense em meio contendo residuos de milho, sendo a mais estavel de
todas as enzimas avaliadas, o que pode favorecer sua utilizacdo em diferentes processos

industriais.
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Figure 7. Estabilidade de exoglicanases ao longo do tempo em diferentes valores de pH
observada para quatro coquetéis enzimaticos produzidos por P. ucsense em diferentes
condicbes — regime descontinuo utilizando residuos da colheita de milho como substrato
(A), regime descontinuo utilizando residuos da colheita de milho e licor proveniente de seu
pré-tratamento como substratos (B), regime descontinuo alimentado utilizando residuos da
colheita de milho como substrato (C) e celulose (D) — e um controle com enzima comercial
Celluclast® (E) mantidos a 50°C. Os valores nas colunas sdo referentes a atividade nos
tempos de 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubagéo, sendo essas atividades apresentadas
como relativas ao tempo Oh (100%).
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Se as exoglicanases foram as enzimas mais estaveis dentre as avaliadas, as xilanases
foram as que apresentaram as maiores perdas de atividade relativa, de um modo geral
(Figura 8). Nenhum dos extratos avaliados apresentou atividade relativa proxima a 100%
apos 72h de incubacdo, em nenhum pH avaliado. Dentre os extratos produzidos por P.
ucsense, 0 que apresentou as melhores atividades relativas, sendo estas superiores também
a enzima comercial, foi o produzido em RDL, demonstrando que a adigdo do licor no meio
de cultivo favoreceu de alguma forma a estabilidade dessas enzimas. Apds 72h de
incubalcdo, o extrato apresentava atividades proximas a 75% em pH variando entre 4 e 6.
Resultados semelhantes ja haviam sido observados quando a mesma linhagem de P.
ucsense foi crescida em diferentes biomassas lignoceluldsicas (Capitulo 4), demonstrando
que xilanases sdo as enzimas menos estaveis produzidas pelo microrganismo,
independentemente da fonte de carbono utilizada ou do pH avaliado. Problema similar foi
observado por Ezeilo et al (2020), cujos dados demonstraram um tempo de meia-vida de 2h
(pH 3,0), 4h (pH 4,0) e 9h (pH 5,0), aproximadamente, para xilanases de R. oryzae UC2,

sendo inferiores aos observados para as demais enzimas do mesmo microrganismo.
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Figura 8. Estabilidade de xilanases ao longo do tempo em diferentes valores de pH
observada para quatro coquetéis enzimaticos produzidos por P. ucsense em diferentes
condicbes — regime descontinuo utilizando residuos da colheita de milho como substrato
(A), regime descontinuo utilizando residuos da colheita de milho e licor proveniente de seu
pré-tratamento como substratos (B), regime descontinuo alimentado utilizando residuos da
colheita de milho como substrato (C) e celulose (D) — e um controle com enzima comercial
Celluclast® (E) mantidos a 50°C. Os valores nas colunas sdo referentes a atividade nos
tempos de 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubacdo, sendo essas atividades apresentadas
como relativas ao tempo Oh (100%).
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Os dados obtidos no presente estudo demonstram que ha divergéncias entre a
estabilidade das diferentes enzimas produzidas por P. ucsense, apresentando-se por vezes
mais estaveis ao serem produzidas em biomassa lignocelulésica (como para Xilanase e
FPA) e &s vezes se mostrando menos estaveis, ou com estabilidade semelhante as
produzidas em celulose comercial. Esse fato, entretanto, pode ser explicado pela expressao
enzimatica nos fungos, que é fortemente influenciada pela natureza, composi¢do quimica e
estado fisico da fonte de carbono, fazendo com que 0 mesmo microrganismo expresse uma
gama de diferentes isoenzimas (Ezeilo et al., 2019), resultando assim em enzimas com
diferentes niveis de estabilidade dependendo do substrato. Além disso, os dados também
mostraram que 0s extratos brutos produzidos a partir dos residuos da colheita de milho
apresentam estabilidade semelhante a preparacdo comercial, ja submetida a processos de
purificacdo e formulacdo, evidenciando mais uma vez a capacidade das enzimas produzidas

por P. ucsense, mesmo em seu estado bruto.

4.6.4.5 Termoestabilidade

A termoestabilidade, assim como a estabilidade em diferentes faixas de pH, é um
fator importante para a possivel aplicacdo de uma enzima em processos de biorrefinaria. As
atividades relativas de FPA (Figura 9) das enzimas produzidas por P. ucsense utilizando
residuos da colheita de milho, demonstraram uma maior estabilidade em 55°C para as trés
condicbes de crescimento do fungo. Entretanto, as enzimas produzidas em RDA
apresentaram valores mais proximos a 100% na faixa de temperatura de 40 a 55°C, sendo
mais estdvel que as demais, incluido o extrato produzido em celulose comercial. Os
extratos enziméticos produzidos por P. ucsense também se mostraram mais tolerantes a
temperaturas mais elevadas, quando comparados ao complexo Celluclast®, cuja
estabilidade se manteve somente nas temperaturas de 40 e 45°C, decaindo rapidamente em
temperaturas mais elevadas. Os dados para RDA sdo semelhantes aos obtidos em cultivo
com bagago de cana-de-agucar, que se manteve estdvel a 50°C, mas diferem dos
observados em cultivos com capim elefante, onde a estabilidade s6 foi mantida a 40°C
(Capitulo 4). Resultados similares foram obtidos por Camassola et al (2004) em cultivo
s6lido de P. echinulatum, onde queda na atividade foi observada na primeira hora para FPA
a 60°C, e por Ezeilo et al. (2020), para FPA de Risosporus oryzae UC2, que apresentou
tempos de meia-vida de 10h a 40°C e 50°C, e de 1,5h a 60°C. Os dados demonstram uma
baixa termoestabilidade de FPA em diferentes meios de cultivo e para diferentes

microrganismos, sendo este um gargalo para sua aplicagédo em processos industriais.
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Figura 9. Termoestabilidade de FPA ao longo do tempo observada para quatro coquetéis
enzimaticos produzidos por P. ucsense ucsense em diferentes condicbes — regime
descontinuo utilizando residuos da colheita de milho como substrato (A), regime
descontinuo utilizando residuos da colheita de milho e licor proveniente de seu pré-
tratamento como substratos (B), regime descontinuo alimentado utilizando residuos da
colheita de milho como substrato (C) e celulose (D) — e um controle com enzima comercial
Celluclast® (E) em pH 4,8. Os valores nas colunas sdo referentes a atividade nos tempos de
0,1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubacdo, sendo essas atividades apresentadas como relativas
ao tempo Oh (100%).
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Os dados para a termoestabilidade de endoglicanases estdo apresentados na Figura
10. As atividades relativas se mantiveram préximas a 100% para os extratos produzidos
utilizando as biomassas lignocelulésicas, apds 72h de incubacdo, para temperaturas até
55°C, enquanto que o extrato produzidos com celulose comercial chegou a atividades
relativas proximas a 150% nas temperaturas de 40 e 55°C. Entretanto, em temperaturas
superiores a 60°C, novamente foi constatada queda na atividade ja nas primeiras horas,
como havia ocorrido com FPA. As enzimas comercias apresentaram termoestabilidade um
pouco superior em 60°C, quando comparada aos extratos enzimaticos de P. ucsense,
mantendo cerca de 50% de sua atividade apds 72h nesta temperatura, porém, em
temperaturas superiores, 0 comportamento ndo foi observado. Os resultados corroboram os
obtidos anteriormente para outras biomassas lignocelul6sicas, onde, em temperaturas
superiores a 65°C, quedas drasticas de atividade foram observadas (Capitulo 4). Os
resultados foram semelhantes aos obtidos para CMCases produzidas pela bactéria
extremdfila B. aerius CMCPS1, cuja maior termoestabilidade foi alcangcada na temperatura
de 50°C, com cerca de 80% de sua atividade relativa apos 5h de incubacdo (Ganesan et al,
2020). Entretanto, vale ressaltar que esta é uma cepa extremdfila, e, portanto, adaptada a
altas temperaturas, o que ndo é o caso de P. ucsense S1IM29. Ja Zohri et al. (2022)
observaram que endoglicanases produzidas por A. niger sdo estaveis em temperaturas mais
altas, de 60°C, mantendo sua atividade por 90 minutos nestas condic¢des, sendo superior a

observada para as enzimas do presente estudo.
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Figura 10. Termoestabilidade de endoglicanases ao longo do tempo observada para quatro
coquetéis enzimaticos produzidos por P. ucsense em diferentes condigdes — regime
descontinuo utilizando residuos da colheita de milho como substrato (A), regime
descontinuo utilizando residuos da colheita de milho e licor proveniente de seu pré-
tratamento como substratos (B), regime descontinuo alimentado utilizando residuos da
colheita de milho como substrato (C) e celulose (D) — e um controle com enzima comercial
Celluclast® (E) em pH 4,8. Os valores nas colunas sdo referentes a atividade nos tempos
de 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubacdo, sendo essas atividades apresentadas como
relativas ao tempo Oh (100%).



Para B-glicosidases (Figura 11), foi observada diferenca na estabilidade dos
diferentes extratos produzidos por P. ucsense S1M29. O extrato produzido em RD
apresentou maior estabilidade e atividades relativas superiores a 100% apds 72h de
incubacdo, nas temperaturas de 40 e 45°C, enquanto que o extrato produzido em regime
descontinuo, porém com adi¢do de licor (RDL) apresentou atividades superiores a 100%
em 45 e 55°C. Nas demais temperaturas, seu comportamento foi similar, com atividades
superiores a 50% ap0Os 72h para temperaturas até 65°C. Ja o extrato produzido em RDA
apresentou atividades muito proximas, iguais ou superiores a 100% em toda a faixa de
temperatura avaliada entre 40 e¢ 65°C, sendo a mais termoestavel das B-glicosidases
avaliadas, uma vez que a mesma estabilidade né&o foi observada para o extrato produzido
com celulose, nas temperaturas de 55 e 65°C. J4 o complexo enzimatico Celluclast®
apresentou queda em sua atividade em temperatura igual ou superior a 60°C. Em 70°C,
todos os extratos apresentaram quedas abruptas na atividade enzimaética ja nas primeiras
horas de processo, sendo novamente o extrato RDA que manteve atividades relativas de até
50% por mais tempo. O extrato produzido em RDA se mostrou mais estavel que os extratos
produzidos em estudos anteriores, utilizando bagaco de cana-de-agucar e capim elefante,
cuja maior estabilidade foi observada em temperaturas mais amenas, até 50°C, com perfis
semelhantes aos observados para RD e RDL (Capitulo 4). Esses resultados diferem dos
obtidos por Camassola et al. (2004) que observaram atividade constante de B-glicosidases
de P. echinulatum em todo o experimento, bem como do relatado por Kronemberger et al.
(2021), onde P-glicosidases de um fungo filamentoso BS1, isolado do intestino de
Nausitora fusticula se mostraram as enzimas mais resistentes ao calor, com apenas
pequenos declinios de atividade em 70°C. Entretanto, Singh et al (2023) obtiveram
resultados semelhantes, onde B-glicosidases de Chaetomella sp. também se mostraram
instaveis a 70°C, com perda de 40% da atividade apds 30 minutos e 90% ap06s 240 minutos.
Esses dados sugerem que, embora temperaturas mais elevadas favorecam uma maior
atividade de B-glicosidases, dependendo do microrganismo empregado em sua producao,
quando mantidas por longos periodos de tempo, as mesmas podem desnaturar a enzima,

prejudicando sua agéo.
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Figura 11. Termoestabilidade de B-glicosidases ao longo do tempo observada para quatro
coquetéis enzimaticos produzidos por P. ucsense ucsense em diferentes condi¢Ges — regime
descontinuo utilizando residuos da colheita de milho como substrato (A), regime
descontinuo utilizando residuos da colheita de milho e licor proveniente de seu pré-
tratamento como substratos (B), regime descontinuo alimentado utilizando residuos da
colheita de milho como substrato (C) e celulose (D) — e um controle com enzima comercial
Celluclast® (E) em pH 4,8. Os valores nas colunas sdo referentes a atividade nos tempos
de 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubacdo, sendo essas atividades apresentadas como
relativas ao tempo Oh (100%).



Os resultados para exoglicanases se assemelharam aos obtidos para -glicosidases
para os extratos RD e RDL, com atividades relativas superiores nas temperaturas de 40 e
45°C, respectivamente, mantendo, entretanto, boa estabilidade em temperaturas até 55°C.
Ja o extrato RDA apresentou atividades relativas superiores a 100% mesmo em temperatura
de 55°C, decaindo com 0 aumento da temperatura. Para exoglicanases, o extrato enzimatico
produzido em celulose comercial se mostrou mais estavel, permanecendo em 100% até
60°c, e superior a 50% mesmo em 65°C, resultado superior ao observado para o coquetel
enzimatico comercial. Em temperatura de 70°C, nenhum dos extratos apresentou
estabilidade, perdendo suas atividades ja nas primeiras horas. Uma maior sensibilidade a
mudangas de temperatura, em comparagdo a B-glicosidases, também foi observada para a
cepa fungica BS1, isolada do intestino de Nausitora fusticula (Bivalvia: Teredinidae) que
apresentou grandes variagbes no percentual de atividade a 52°C ap6s 300 min de
incubacdo, chegando proximo a zero (Kronemberger et al, 2021). J& Zohri et al. (2022)
observaram que exoglicanases de A. niger apresentaram boa estabilidade em temperatura de
60°C por até 90 minutos, sendo esses resultados mais proximos aos observados no presente

estudo.

166



N
o
o

200

()]

[N

a1

o
1

1504 T

100_ e o P L P )

a1
o
L

504

40°C 45°C 50°C 55°C 60°C 65°C 70°C
T(°C)

0
40°C 45°C 50°C 55°C 60°C 65°C 70°C
T(°C)

Atividade relativa de Exoglicanases (%0)
S
o

Atividade relativa de Exoglicanases (%)

200

©

(©)

150+

0
40°C 45°C 50°C 55°C 60°C 65°C 70°C
T(°C)

40°C 45°C 50°C 55°C 60°C 65°C 70°C
T(°C)

Atividade relativa de Exoglicanases (%6)
Atividade relativa de Exoglicanases (%)

200

O]

150+

100

50

40°C 45°C 50°C 55°C 60°C 65°C 70°C
T(°C)

Atividade relativa de Exoglicanases (%6)

Figura 12. Termoestabilidade de exoglicanases ao longo do tempo observada para quatro
coquetéis enzimaticos produzidos por P. ucsense ucsense em diferentes condi¢fes — regime
descontinuo utilizando residuos da colheita de milho como substrato (A), regime
descontinuo utilizando residuos da colheita de milho e licor proveniente de seu pré-
tratamento como substratos (B), regime descontinuo alimentado utilizando residuos da
colheita de milho como substrato (C) e celulose (D) — e um controle com enzima comercial
Celluclast® (E) em pH 4,8. Os valores nas colunas séo referentes a atividade nos tempos
de 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubacdo, sendo essas atividades apresentadas como
relativas ao tempo Oh (100%).
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Assim como ocorreu para a estabilidade em diferentes pH, de um modo geral,
xilanases se mostratram menos estaveis que as demais enzimas avaliadas (Figura 13). Para
0s extratos enzimaticos produzidos em RD e RDA, apenas com o0s residuos solidos
provenientes da colheita do milho, atividades relativas superiores a 100% s6 foram
observadas em 40°C, ap6s 72h de incubacdo, sendo que a partir de 50°C, quedas de
atividade superiores a 50% ja foram observadas nas primeiras horas de incubacéo.
Comportamento semelhante foi observado para o extrato produzido utilizando celulose
como fonte de carbono e indutor. Ja o extrato produzido em meio com adicdo de licor
proveniente do pré-tratamento dos residuos lignocelulésicos, uma maior estabilidade foi
observada, indicando que o meio de cultivo pode ter interferido na estrutura da enzima
formada, tornando-a mais estavel a desnaturacdo. Para este extrato, atividades relativas
superiores a 70% foram mantidas em todas as temperaturas avaliadas, mesmo apds 72h de
incubacdo. OS resultados foram superiores aos observados para o coquetel comercial, que
foi capaz de manter cerca de 50% de sua atividade somente nas temperaturas de 40 e 45°C.
Os resultados obtidos para RDL diferem dos observados para extratos enzimaticos
produzidos em diferentes biomassas por P. ucsense, onde quedas de até 75% foram
observadas ja na primeira hora de incubacdo, em temperatura de 70°C (Capitulo 4). Por
outro lado, os resultados se assemelham aos observados para xilanases de R. oryzae, que
apresentaram tempos de meia vida de cerca de 27h e 9h, quando incubadas a 50°C e 60°C,
respectivamente (Ezeilo et al, 2020). Esses resultados sugerem que a adicdo do licor ao
meio de cultivo foi benéfica para a estabilidade das xilanases produzidas por P. ucsense,
sendo necessarios maiores estudos para entender quais mecanismos da enzima foram
modificados pela presenca do substrato, e como comportamentos semelhantes poderiam ser
induzidos nas demais enzimas avaliadas, permitindo assim ampliar sua gama de aplica¢ao

em processos biotecnoldgicos.
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Figura 13. Termoestabilidade de xilanases ao longo do tempo observada para quatro
coquetéis enzimaticos produzidos por P. ucsense ucsense em diferentes condi¢bes — regime
descontinuo utilizando residuos da colheita de milho como substrato (A), regime
descontinuo utilizando residuos da colheita de milho e licor proveniente de seu pré-
tratamento como substratos (B), regime descontinuo alimentado utilizando residuos da
colheita de milho como substrato (C) e celulose (D) — e um controle com enzima comercial
Celluclast® (E) em pH 4,8. Os valores nas colunas sdo referentes a atividade nos tempos
de 0, 1, 2, 24, 48 e 72 horas de incubacdo, sendo essas atividades apresentadas como
relativas ao tempo Oh (100%).

4.6.4.6 Hidrdlise
A fim de determinar a eficiéncia de hidrélise dos coquetéis enzimaticos produzidos

por P. ucsense utilizando os residuos da colheita do milho como fonte de carbono e indutor,
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em diferentes regimes de producéo, os mesmos foram aplicados na hidrdlise dos mesmos
residuos de milho submetidos a diferentes pré-tratamentos — hidrotérmico, NaOH 2% e
H>SO4 1% - e in natura, bem como as biomassas bagago de cana-de-aglUcar e capim
elefante pré-tratados por explosdo a vapor, e da polpa de eucalipto/pinus tratada em
processo com peroxido alcalino. Como controle, foram utilizadas uma enzima comercial -
Celluclast® - e um extrato enzimético produzido por P. ucsense em meio contendo
celulose. Os resultados obtidos para liberacdo de glicose no meio estdo apresentados na
Figura 14.

Os resultados obtidos demonstram que, quando aplicados na hidrélise de residuos
do milho, os extratos enzimaticos de P. ucsense se mostraram capazes de liberar
quantidades de glicose similares ao preparo comercial Celluclast®, no mesmo intervalo de
tempo, para trés condi¢cdes de biomassa: in natura, pré-tratada com H2SO4 1% e com pré-
tratamento hidrotérmico. Dentre os pré-tratamentos aplicados na biomassa, 0s pré-
tratamentos acido e hidrotérmico ndo ocasionaram mudancas fisicas visiveis na estrutura da
biomassa, quando comparada a biomassa in natura, enquanto que o pré-tratamento alcalino
transformou o material fibroso em filamentos aparentemente mais macios e quebradicos.
Considerando-se isso, percebe-se que as enzimas foram capazes de hidrolisar com maior
facilidade o material que se assemelhava ao de seu crescimento, mesmo que nenhum pré-
tratamento tenha sido aplicado, e ndo demonstraram aptiddo para hidrolisar o material pré-
tratado que apresentava a maior remocdo de lignina e maior percentual de celulose
(Capitulo 5).

Dois fatores podem ter influenciado neste resultado, o primeiro deles sendo
referente a padronizacdo realizada para uma atividade de 10 ou 15 FPU por grama de
substrato, dependendo do extrato enzimatico. Com isso, para chegar a esta atividade o
volume de solucdo enzimatica de P. ucsense foi grande e o adicionado para a enzima
comercial Celluclast® em comparacgio as demais enzimas foi muito menor, afetando assim
0 volume de tampdo adicionado, e consequentemente, o pH da reacdo, um fator muito
importante para o processo de hidrolise enzimatica. Uma vez que o pré-tratamento com
NaOH deixa a biomassa com pH mais basico, a presenga de menor volume de tamp&o nao
foi capaz de manter o pH &cido do processo, o que explicaria o fato que nenhum dos
extratos brutos foi capaz de hidrolisar a biomassa com sucesso. O outro fator que pode ser
considerado, é que as enzimas tenham maior afinidade com o substrato em que foram
produzidas e com substratos semelhantes, quando consideramos os resultados obtidos para

as demais biomassas avaliadas.
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Figura 14. Glicose liberada da hidrélise de residuos da colheita do milho (A) in natura, (B)
pré-tratado com NaOH 2%, (C) pré-tratado com H2SO4 1%, (D) pré-tratado hidrotérmico, e
das biomassas (E) bagaco de cana-de-acucar, (F) capim elefante e (G) polpa de
eucalipto/pinus, por diferentes solugdes enzimaticas obtidas de P. ucsense. As solugdes
enziméticas foram obtidas em meios de cultivo contendo residuos da colheita de milho
submetidos a pré-tratamento hidrotérmico em RDA, e/ou RD, acrescidos ou ndo de licor
proveniente de pré-tratamento (RDL). Utilizou-se volume de enzima para atividade total de
15 FPU.g* do substrato a ser hidrolisado (exceto RD+RDL — 10 FPU.g). Como controle
foi utilizado o complexo enzimatico comercial Celluclast® e enzimas produzidas por P.
ucsense em RD utilizando celulose comercial como fonte de carbono.
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Para bagaco de cana-de-agUcar e capim elefante, o preparo comercial foi muito mais
eficiente na liberacdo de agucares do que os extratos enzimaticos de P. ucsense crescidos
em residuos do milho. Esses dados sdo similares aos obtidos para a hidrdlise dessas
biomassas por enzimas produzidas em meios contendo as mesmas, embora nesse caso as
enzimas produzidas em bagaco de cana de agUcar alcancaram resultados muito proximos as
enzimas comerciais (Capitulo 2). J& para a polpa de eucalipto/pinus, os extratos crescidos
em residuos do milho alcancaram resultados similares ao preparo comercial. O bom
desempenho dos extratos enzimaticos de P. ucsense pode ser explicado pela presenca de
bons niveis de B-glicosidases (Capitulo 5), uma vez que a importancia do papel destas
enzimas para a degradacdo eficiente de materiais lignocelul6sicos é bastante conhecida,
uma vez que a celobiose, por ela hidrolisada, € um inibidor da atividade de endoglicanases
e exoglicanases (Almeida et al, 2019). Estes dados demonstram o grande potencial das
enzimas produzidas por P. ucsense, mesmo em seu estado bruto, e a importancia de
maiores investigacOes a respeito de seu processo de downstream ou de producdo in situ,

para sua aplicacdo em processo de biorrefinaria.

4.6.5 Concluséao

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que as enzimas produzidas
por P. ucsense utilizando residuos da colheita do milho, sdo, em sua maioria, estaveis em
uma ampla faixa de temperaturas e pH, mesmo em seu estado bruto e apresentam boa
atividade em temperaturas e pH que condizem aos utilizados para processos de
biorrefinaria. Essas caracteristicas se mostram relativamente importantes para viabilizar
processos em que essas enzimas possam ser produzidas e utilizadas in situ, ndo havendo,
portanto, a necessidade de purificacdo e formulagdo das mesmas, barateando assim o0s
custos de sua utilizagdo, um dos maiores gargalos enfrentados para o estabelecimento da

tecnologia enzimatica na industria.
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5 DISCUSSAO GERAL

O estudo da influéncia do tempo de crescimento do pré-indculo de P. ucsense
revelou que diferentes tempos de crescimento resultam em variagdo na concentracao
enzimatica no cultivo inoculado, sendo que tempos mais longos de cultivo de pré-inoculo
resultam em maiores atividades enzimaticas em periodos de tempo mais curtos. Para FPA e
xilanases, atividades superiores foram observadas em cultivos inoculados com pré-indculos
crescidos por 48 e 72 horas. Ja para exoglicanases e B-glicosidases, as maiores atividades
foram obtidas com pré-indculos de 72h, enquanto que para endoglicanases, as maiores
atividades enzimaticas foram obtidas para o pré-indculo de 96 horas.

Quanto as diferentes biomassas lignocelul6sicas utilizadas, capim elefante e bagaco
de cana-de-acucar foram avaliados para producgdo de celulases e xilanases em seu estado in
natura e pré-tratados por explosdo a vapor, em frascos agitados. Foi observado que, para
bagaco de cana-de-aclcar, o pré-tratamento por explosdo a vapor ndo influenciou
significativamente a producdo da maioria das enzimas, exceto para exoglicanases. Ja nos
cultivos com capim elefante, as atividades enziméticas foram superiores na biomassa pré-
tratada para a maioria das enzimas, exceto para S-glicosidases, onde ndo apresentou
influéncia significativa. Com isso, a biomassa pré-tratada foi mantida para a continuidade
do trabalho. Os dados obtidos diferem dos observados por Grigorevski-Lima et al. (2013),
gue observaram que o pré-tratamento por explosdo a vapor do bagaco de cana-de-aclcar
influenciou negativamente a produgao de xilanases, endoglicanases e -glicosidases por T.
atroviride 676.

Em relacdo aos residuos da colheita de milho, diferentes pré-tratamentos foram
aplicados a mesma, sendo eles hidrotérmico, acido, basico e com imidazol. A avaliacdo da
composicdo da biomassa in natura e ap0s ser submetida aos pré-tratamentos demonstrou
que houve incremento no percentual de celulose nos tratamentos &cido (devido a perda de
hemicelulose) e béasico (devido aperda de lignina), enquanto que para o tratamento
hidrotérmico houve redugdo. Quanto a lignina insolivel, maiores remocGes foram
observadas nos tratamentos com NaOH e imidazol, porém uma boa remogdo também
ocorreu no tratamento hidrotérmico. Ja as quantidades de acucares presentes nos licores
provenientes dos pré-tratamentos possibilitam sua utilizacdo na suplementacdo do meio de
cultivo para producgdo enzimatica, desde que os ajustes de nutrientes e pH necessarios sejam
feitos.

Quando avaliados na producdo enzimatica em frascos agitados, os resultados

demonstraram que para FPA, endoglicanases e xilanases, a biomassa submetida a pré-
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tratamento com NaOH e hidrotérmico, resultou em atividades superiores, a despeito do fato
de que o tratamento com &cido apresentou uma maior recuperagdo de celulose. Ja para B-
glicosidases e exoglicanases, o tratamento com imidazol também se mostrou eficiente.
Novamente, os dados observados diferem da literatura, onde Brijwani & Vadlani (2011)
reportaram reducdo na atividade enzimatica de A. oryzae e T. reesei quando crescidos em
casca de soja submetida a pré-tratamento alcalino, em relacdo ao seu crescimento na
biomassa pre-tratada em acido e vapor. Enquanto que os dados obtidos por Sarkar & Aikat
(2012) corroboram o do presente estudo, uma vez que a utilizacdo de pré-tratamento
alcalino em palha de arroz resultou em incremento na producdo de celulases e
endoglicanases por A. fumigatus. A comparacdo dos dados demonstra que diferentes
microrganismos podem reagir de forma diferenciada a presenca de biomassas in natura e a
seus diferentes pré-tratamentos, quanto a producdo de enzimas do complexo celulolitico.
Diante dos resultados, o pré-tratamento hidrotérmico foi mantido, uma vez que minimiza o
uso de quimicos e apresenta bons resultados em producdo enzimética quando comparado
aos demais pré-tratamentos.

O efeito dos aditivos sacarose, farelo de trigo e farelo de soja também foi avaliado,
quando utilizados em conjunto com as biomassas lignocelulésicas. Para bagaco de cana-de-
agucar, a combinagéo das concentragdes de 1 g.L™! de sacarose, 10 g.L* de farelo de trigo e
4 g.L"t de farelo de soja, apresentou aumento de 7,5 vezes na atividade de FPA e xilanases,
cerca de 6,5 vezes para endoglicanases, 1,5 vezes para B-glicosidases e 8 vezes para
exoglicanases, quando comparado ao meio padrdo proposto por Reis et al. (2013). Tal
aumento observado para exoglicanases é importante, uma vez que as mesmas S0
importantes enzimas na hidrdlise da celulase, encontradas em maior proporcdo em
preparados comercias e aparentemente, responsaveis pela maioria das clivagens de ligacGes
das regides cristalinas da celulose.

Para o capim elefante, as concentragOes de 2 g.L* de sacarose, 5 g.L ! de farelo de
trigo e 4 g.L™* de farelo de soja se mostrou a mais indicada, com incrementos significativos
em relacdo a condicdo padrdo (proposta por Reis et al. 2013) nas atividades de FPA,
xilanases e B-glicosidases, alcangando um aumento de 6,25 vezes para exoglicanases. Esses
dados corroboram os obtidos por Costa et al. (2016), que observaram que a presenca de
farinha de soja (até 5 g.L™*), com seu alto teor de proteina apresentaram efeito positivo na
producdo de celulases, atuando como fonte de nitrogénio orgéanico para o crescimento.

Para bagaco de cana de aglcar e capim elefante, a suplementacdo do meio com

celulose comercial e lactose também foi avaliada. A presenca de lactose no meio de cultivo
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interfere negativamente na atividade da maioria das enzimas avaliadas, o que é corroborado
por dados da literatura, que apontam que, embora a lactose seja um bom indutor para a
producdo de celulases por fungos do género Trichoderma, 0 mesmo ndo acontece com
Penicillium (Vaishnav et al, 2018 ). Ja a substituicdo parcial das biomassas por celulose
resultou em incrementos, porém apenas para FPA e endoglicanases, ndo havendo
diferencas significativas para B-glicosidases e exoglicanases, e apresentando queda na
atividade de xilanases. Um fato importante a ser destacado é que 0 meio contendo 100% de
celulose comercial ndo resultou em diferenca em relagdo aos meios compostos por 100% de
capim elefante ou 100% de bagaco de cana de agucar, na atividade de B-glicosidases,
sugerindo que meios compostos por biomassas lignoceluldsicas favorecem a producédo
dessa enzima.

Quanto aos residuos da colheita do milho, a otimizacdo do meio de cultivo, em
relacdo aos aditivos anteriormente citados, resultou nas seguintes concentragdes finais: 7,5
g.L? de farelo de soja, 0,5 g.L* de sacarose e 1 g.L?! de farelo de trigo. Com as
concentracdes de aditivos estabelecidas, a possibilidade da utilizacdo do licor proveniente
do pré-tratamento foi avaliada para esta biomassa. Para FPA, ndo foi observado incremento
na atividade enzimatica, enquanto que para endoglicanases, condi¢cbes com alta
concentragéo de licor no meio apresentaram diferenca significativa na atividade da enzima.
Para xilanases, a presenca de licor, em qualquer quantidade, apresentou queda significativa
na atividade enzimatica, sendo as atividades maiores obtidas de 24 U.mL™. Para B-
glicosidases e exoglicanases, a presenca de altas concentracdes de licor ndo interferiu ou,
pelo contrario, aumentou a atividade enzimatica.

Com as condigdes e concentragfes de biomassas e aditivos definidas em frascos
agitados, a proxima etapa do trabalho foi realizada em biorreator de agitagdo mecanica, em
regime descontinuo e descontinuo alimentado. Analisando-se os resultados obtidos para
bagaco de cana-de-agUcar, capim elefante e polpa de eucalipto/pinus em regime
descontinuo, o cultivo com bagaco de cana-de-agUcar destacou-se na atividade de FPA,
com 1 U.mL? pds 96h de cultivo, enquanto que para o controle com celulose comercial
ocorreu um pico de 0,62 U.mL™* em 72h. Para o capim-elefante, o pico de atividade foi de
0,3 U.mL? apés 96h, sendo que o cultivo com polpa de eucalipto/pinus alcangou somente
0,2 U.mL™ neste mesmo tempo. As atividades enzimaticas foram inferiores as observadas
por Reis et al. (2013) utilizando o0 mesmo microrganismo em concentrac6es de 20, 40 e 60
g.L de celulose comercial. A atividade menor observada no presente trabalho, mesmo para

o cultivo padrdo, pode ser explicada pela menor concentracao de celulose utilizada (10 g.L-
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1 no presente trabalho, que foi limitada pelo menor percentual de celulose presente nas
biomassas lignocelulosicas, que tornaria inviavel a realizacdo de um cultivo submerso em
concentragdes muito superiores, visto a insolubilidade das mesmas. Ainda de acordo com
Reis et al. (2013), a atividade enzimatica é proporcional ao aumento da fonte de carbono
indutora.

Para endoglicanases e exoglicanases, foi observado um comportamento semelhante
ao de FPA, com as maiores atividades obtidas para o bagaco de cana (6,2 U.mL™ e 1,5
U.mL? respectivamente), seguidas das atividades obtidas com celulose, capim elefante e
polpa de eucalipto/pinus. Porém, para B-glicosidases, foi observado que, apesar do bagaco
de cana-de-aglicar continuar apresentando a maior atividade (cerca de 0,7 U.mL™), a
segunda maior atividade foi observada para a polpa de eucalipto e pinus, com cerca de 0,5
U.mL™. Quanto a atividade de xilanases, os maiores picos de atividade foram observados
também para o bagaco de cana-de-acucar, seguido da celulose, da polpa de eucalipto/pinus,
e por ultimo, o capim elefante, com atividades de cerca de 60, 44, 36 e 24 U.mL™,
respectivamente.

Quanto aos cultivos em regime descontinuo alimentado para estas mesmas
biomassas, 0 mesmo mostrou incrementos na producdo enzimatica por P. ucsense para o
controle com celulose, bagaco de cana-de-agucar e capim elefante, porém o mesmo efeito
néo foi observado para a polpa de eucalipto/pinus. O cultivo realizado com PEP apresentou
problemas em sua reologia devido a caracteristicas da propria biomassa, ndo tendo sido
possivel realizar as alimentacdes regulares determinadas, resultando em queda nas
atividades enzimaticas em relacdo ao regime descontinuo. Diante desses resultados, a
utilizacdo da polpa de eucalipto/pinus para produgdo enzimatica em processos submersos
parece ndo ser indicada, ao contrario das demais biomassas utilizadas, que se mostraram
promissoras em RDA.

Para FPA, o aumento de atividade enzimética observado em RDA para capim
elefante foi de 237%, para bagaco de cana-de-acUcar foi de 121% e para o controle com
celulose de 106%, enquanto que para B-glicosidases, os aumentos foram de 783%, 362% e
79%, respectivamente. Ja para endoglicanases e exoglicanases, 0s aumentos foram menos
expressivos. Endoglicanases alcangaram 121%, 43% e 9,5%de incremento utilizando capim
elefante, celulose e bagaco de cana-de-agUcar, respectivamente. J& o0s incrementos de
exoglicanase foram de 104% em bagaco de cana-de-agucar, 83% em celulose e 76% em
capim elefante. Em xilanases, 0 maior aumento percentual na atividade enzimética foi

observado para o controle com celulose, com 292%, seguido de 124% em capim elefante e
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111% em bagagco de cana-de-agucar. Os incrementos observados nas atividades enzimaticas
em RDA podem ser explicados pelo fato de que a adicdo de celulose, ou seu equivalente,
em pequenas parcelas durante o cultivo, permite a utilizacdo de maiores concentragdes,
diminuindo, entretanto a repressdo catabolica que pode ocorrer em elevados niveis de
celulose, bem como os problemas com a dissolugéo de oxigénio do meio que ocorre quando
hé elevadas concentracfes de sélidos suspensos (Reis, 2017; Reis et al. (2013); Esterbauer
et al. (1991); Ganesh et al (2000).

O estudo dos aditivos em biorreator para 0 bagaco de cana de aclcar e capim
elefante ndo apresentou incrementos elevados nas atividades enziméticas. Para bagaco de
cana de agUcar, houve queda nas atividades de FPA e xilanases em todas as condicdes
testadas, enquanto que para as demais enzimas, aumento nas atividades foi observado na
condicdo com o aumento da concentracdo de aditivos no meio no inicio do cultivo, com
55% na atividade de endoglicanases, 54% na de exoglicanases e 74% na de [3-glicosidases,
sendo a condicdo com alimentacdo dos aditivos, juntamente com a biomassa
lignocelulosica, ndo favoravel. Ja a substituicdo de parte do bagaco por celulose, que havia
alcancado resultados significativos para FPA e endoglicanases em frascos, ndo apresentou o
mesmo padréo em biorreator.

Para capim elefante, também houve queda na atividade FPA em todas as condicdes
avaliadas. J& para endoglicanases, aumento de 39% na atividade foi observada quando as
novas concentracdes propostas de aditivos foram alimentadas juntamente com a biomassa
lignocelulosica, e de 13% quando 50% da biomassa lignoceluldsica foi substituida por
celulose comercial. Para (-glicosidases, houve queda de 22% na atividade quando 50% do
capim elefante foi substituido por celulose e incremento de 141% quando as novas
concentragdes de aditivos foram alimentadas juntamente com a biomassa. Exoglicanases
apresentaram comportamento semelhante a B-glicosidases, com aumento de 140% na
atividade nesta mesma condi¢do, enquanto que as demais condigdes apresentaram
resultados semelhantes entre si. Para xilanases, a condi¢cdo com substituicdo de parte da
biomassa apresentou incremento na atividade de 40%. Estes dados demonstram que, para o
capim elefante, o cultivo em biorreator apresentou menos impacto na repeticdo dos
resultados, em relacdo aos obtidos nos frascos agitados.

Os residuos da colheita do milho, ao serem avaliados em biorreator com agitacéo
mecanica, apresentaram resultados relevantes em relacdo as demais biomassas avaliadas.
Para FPA, endoglicanases e xilanases, em regime descontinuo, a condi¢cdo onde apenas a

parte solida da biomassa lignocelulésica foi utilizada, e o pré-inoculo foi crescido na
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mesma biomassa, apresentou as maiores atividades enzimaticas, chegando a 1,5 U.mL™,
10,2 U.mL? e 22 UmL? respectivamente. J4 para as enzimas p-glicosidases e
exoglicanases, as maiores atividades foram obtidas no cultivo onde 25% do volume liquido
foi composto por licor, com 7,8 UmL™ e 6,3 U.mL™, respectivamente. Estes resultados
foram superiores aos obtidos para as demais biomassas avaliadas no crescimento de P.
ucsense, sendo 1,5 vezes superior a maior atividade anteriormente alcancada para FPA,
cerca de 1,6 vezes para endoglicanases, 4,2 vezes para exoglicanases 11 vezes para (-
glicosidases. Entretanto, as atividades de FPA e endoglicanases alcancadas ainda sdo
inferiores as obtidas por Reis et al. (2013) utilizando a mesma linhagem e celulose
comercial como substrato, mas ¢é superior a atividade de B-glicosidases alcancada pelos
autores. Para xilanases, entretanto, os residuos de colheita do milho ndo se mostraram
eficientes indutores, uma vez que todas as demais biomassas anteriormente avaliadas
apresentaram atividades superiores a atual.

Em relacdo ao regime descontinuo alimentado, para os residuos da colheita do
milho, o ganho em atividade enzimatica ndo foi tdo elevado quanto o observado para as
demais biomassas, com a mudanca de processo. As atividades enzimaticas alcancadas
foram 11% superiores ao RD para FPA, 34% para endoglicanases, 9% para [3-glicosidases,
22% para exoglicanases, e 32% para Xilanases. Uma das causas que pode explicar esse
comportamento € que apenas 50% da concentracdo equivalente de celulose foi alimentada
no presente estudo, em relacdo aos estudos com as demais biomassas. 1sso ocorreu devido a
estrutura fibrosa da biomassa proveniente dos residuos do milho, que ndo permitiu a adicédo
de maiores volumes da mesma no cultivo liquido.

Através de zimogramas foi possivel observar que houve producdo de diferentes
isoformas de endoglicanases e xilanases, de acordo com a biomassa utilizada. As isoformas
de endoglicanases produzidas também foram afetadas pela forma de conducdo do processo
(RD e RDA), enquanto que apenas uma isoforma de B-glicosidases foi produzida por P.
ucsenseem todas as condi¢bes avaliadas. Os dados podem indicar que o aumento na
atividade enzimética em RDA possa se dar ndo somente devido a uma maior atividade
enzimética das isoformas produzidas em RD, mas também devido & produgdo de novas
isoformas de algumas das enzimas avaliadas. As enzimas produzidas também foram
caracterizadas por suas atividades otimas e estabilidade, além de sua eficiéncia de hidrolise.

Quanto a atividade 6tima, em relacdo a FPA, as enzimas produzidas utilizando as
biomassas lignoceluldsicas sdo mais ativas em temperaturas mais elevadas, entre 55 e

65°C, enquanto que as enzimas produzidas utilizando celulose e a enzima comercial séo
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mais ativas na temperatura de 55°C. Esses resultados corroboram os obtidos por Camassola
et. al. (2004), que observaram que a atividade de FPA produzidas em biomassa
lignoceluldsica por P. echinulatum, aumentou em temperaturas acima de 60°C. Para
endoglicanases, foi observado que a temperatura de reacdo nao possui grande efeito sobre
sua atividade, uma vez que foi semelhante em todas as condigdes avaliadas.

B-glicosidases e exoglicanases se mostraram mais ativas em temperaturas mais
elevadas, entre 50 e 70°C. Novamente, os resultados se mostram condizentes aos obtidos
para as enzimas produzidas em estado sélido por P. echinulatum, cuja atividade de B-
glicosidases foi incrementada em temperaturas mais elevadas (Camassola et. al., 2004).
Temperaturas tdo elevadas (65-70°C) s6 foram observadas como Gtimas para xilanases
produzidas utilizando biomassas lignocelulésica por P. ucsense, temperatura na qual as
enzimas produzidas com celulose e a comercial se mostraram menos ativas. As elevadas
temperaturas 6timas observadas para o complexo celulolitico de P. ucsense sugerem uma
certa tendéncia termdfila das enzimas produzidas em biomassas lignocelulésicas, podendo
ser um indicativo que seu crescimento nestes substratos torna as ligacdes responsaveis pela
manutencdo da estrutura tridimensional das enzimas mais fortes. Isso dificultaria sua
desnaturacdo através da destruicdo de ligacOes fracas e pontes de hidrogénio, que ajudam a
manter a estrutura tridimensional (Sulyman et al, 2020).

Quanto ao pH 6timo, para FPA, as enzimas produzidas por P. ucsense se mostraram
mais ativas em pH mais acidos, de 4 e 5,5. Novamente os dados corroboram os obtidos em
cultivo so6lido para P. echinulatum, onde as atividades em FPA também foram superiores
em valores de pH &acidos, porém a atividade 6tima foi observada no pH 4,8 (Camassola et
al., 2004). Para endoglicanases, novamente os valores de pH mais &cidos resultaram em
atividades superiores, exceto para os extratos produzidos em residuos da colheita de milho,
onde permaneceram proximas a 100% em toda a faixa de pH avaliada. Para [3-glicosidases,
apenas as enzimas comerciais e as produzidas em regime descontinuo em residuos da
colheita do milho mantiveram atividade proxima ao padrdo em todos os pH avaliados,
sendo que os demais extratos de P. ucsense demonstraram quedas mais acentuadas na
atividade conforme o aumento do pH, conforme havia sido observado por Camassola et al.
(2004), onde a maxima atividade enzimatica foi obtida entre pH 4 e 4,5. Xilanases
apresentaram, na maioria dos extratos avaliados, atividades relativas extremamente baixas
em relacdo ao controle, para todos os valores de pH, demonstrando que estas enzimas séo
as mais dependentes do pH para sua atuacdo. Entretanto, vale destacar os extratos

produzidos em residuos da colheita de milho, que apresentaram atividades muito superiores
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as observadas para o extrato produzido em celulose e ao complexo comercial, sendo as
maiores atividades observadas em pH 4 e 4,5, opondo-se aos dados obtidos para as demais
biomassas avaliadas. Novamente, os dados obtidos demonstram as diferencas obtidas na
producdo dos complexos enzimaticos de P. ucsense de acordo com o meio de cultivo
utilizado e o processo de producéo empregado.

A efetiva degradacdo do material lignoceluldsico para o uso em biorrefinarias €
dependente da utilizacdo de enzimas com elevada atividade e estabilidade em amplas faixas
de pH e temperatura (Maleki et al., 2020). Os extratos enzimaticos produzidos por P.
ucsense utilizando diferentes fontes de carbono apresentaram diferentes comportamentos
em relacdo a sua estabilidade na faixa de pH avaliada. Para FPA, o extrato produzido com
bagaco de cana-de-acucar foi mais estavel nos valores de pH 4,5, 4,8 e 6 apds 72h de
avaliacdo. Ja para enzimas produzidas com capim elefante, as atividades relativas
permaneceram superiores a 100% apenas nas primeiras 24h no pH 4,8. Os extratos
crescidos em residuos do milho apresentaram maior estabilidade entre 4 e 5,5, mantendo
50% de sua atividade inicial ap6s 72h de incubacdo. Estes resultados foram superiores aos
observados para as enzimas produzidas em celulose comercial e para Celluclast®, que
cairam abaixo de 100% j& em 24h, ficando proximas ou inferiores a 50% de atividade
relativa apds 72h, em todos os valores de pH avaliados.

Os dados obtidos para endoglicanases demonstram que, para as enzimas produzidas
com biomassas lignocelulésicas, as atividades relativas permanecem superiores ou muito
proximas a 100% apds 72h em todos os pHs avaliados, mostrando-se mais estaveis que o
complexo comercial. Entretanto, as enzimas produzidas com celulose apresentaram valores
proximos a 100% de atividade, apds 72h, apenas nos valores de pH de 4,8 ¢ 5. Ja B-
glicosidases se mostraram as enzimas mais estaveis produzidas nas diferentes biomassas
lignocelulosicas avaliadas, com atividades relativas proximas a 100% em toda a faixa de
pH avaliada, bem como no padrdo sem controle de pH, um comportamento muito
semelhante ao controle com Celluclast®. Por outro lado, B-glicosidases produzidas com
celulose comercial se mostraram menos estaveis. Este dado pode ser explicado pelo fato de
que a expressao enzimatica nos fungos é fortemente influenciada pela natureza, composi¢éo
quimica e estado fisico da fonte de carbono, o que faz com que o mesmo microrganismo
expresse uma gama de diferentes isoenzimas (Ezeilo et al., 2019), resultando assim em
enzimas com diferentes niveis de estabilidade dependendo do substrato.

A avaliacdo da estabilidade de exoglicanases em diferentes pH demonstrou que as

enzimas produzidas em residuos da colheita do milho sdo mais estaveis na faixa entre 4 e 5,
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de maneira muito semelhante as B-glicosidases, enquanto que as enzimas produzidas em
celulose mostraram um perfil mais semelhante ao do complexo Celluclast®, onde as
atividades permaneceram muito proximas a 100% em todo o periodo avaliado.  Se B-
glicosidases e exoglicanases se mostraram, de um modo geral, as enzimas mais estaveis
avaliadas para P. ucsense, xilanases foram o oposto. Nenhum dos extratos avaliados
apresentou atividade relativa proxima a 100% apds 72h de incubacdo, em nenhum pH
avaliado, demonstrando uma menor estabilidade desta enzima em relagéo as demais.

Assim como a estabilidade em diferentes faixas de pH, a termoestabilidade também
é um fator importante para a possivel aplicacdo de uma enzima em processos de
biorrefinaria. A atividade de FPA se manteve estavel na temperatura de 50°C quando
produzida em meio contendo bagaco de cana de acUcar, enquanto que em meio contendo
capim elefante, a estabilidade foi mantida na temperatura de 40°C. Utilizando residuos da
colheita de milho, FPA apresentou maior estabilidade em 55°C, enquanto que para o
extrato produzido com celulose comercial, a enzima ndo reteve 100% de sua atividade em
nenhuma das temperaturas avaliadas. A enzima comercial também apresentou quedas
drésticas em sua atividade relativa ja na primeira hora em temperaturas a partir de 60°C,
permanecendo estavel por 72h em 40 e 45°C. Resultados similares foram obtidos por
Camassola et al. (2004) em cultivo sélido de P. echinulatum, que sugerem que a queda na
atividade enzimatica possa ser devido a presenca de proteases no meio, que perderam sua
atividade nesta primeira hora.

Por outro lado, endoglicanases se mostraram relativamente mais estaveis em
temperaturas até 60°C, para todos os extratos avaliados. Entretanto, em temperaturas
superiores a 60°C, novamente foi constatada queda na atividade ja nas primeiras horas,
como havia ocorrido com FPA. Para B-glicosidases, maior estabilidade foi observada em
temperaturas mais amenas, até 55°C, para os extratos avaliados. Esses resultados diferem
dos obtidos por Camassola et al. (2004) que observaram atividade constante de -
glicosidases de P. echinulatum em todo o experimento. Esses dados sugerem que, embora
temperaturas mais elevadas favorecam uma maior atividade de B-glicosidases, quando
mantidas por longos periodos de tempo, as mesmas podem desnaturar a enzima,
prejudicando sua acdo. Exoglicanases produzidas em residuos do milho apresentaram boa
estabilidade em temperaturas até 55°C, enquanto que o extrato enzimatico produzido em
celulose comercial se mostrou mais estavel, permanecendo em 100% até 60°C, resultado
superior ao observado para o coquetel enzimatico comercial.

Enquanto que as demais enzimas de P. ucsense se demonstraram estaveis em faixa
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ampla de temperatura, 0 mesmo néo foi observado para xilanases, que apresentou quedas
acentuadas nas atividades relativas durante o periodo de avaliagdo. Apenas 0s extratos
produzidos em residuos da colheita do milho apresentaram atividades relativas superiores a
100% ap0s 72h de incubacao, em 40°C, sendo que o extrato produzido com adicao de licor
proveniente do pré-tratamento apresentou atividades relativas superiores a 70% em todas as
temperaturas avaliadas, apds 72h de incubacdo. Para as demais Xilanases de P. ucsense,
apos 24h, as atividades relativas se mostraram inferiores a 30%. Comportamento similar foi
observado no padrdo com enzima comercial. Esses resultados sugerem que a adicdo do
licor ao meio de cultivo foi benéfica para a estabilidade das xilanases produzidas por P.
ucsense, sendo necessarios maiores estudos para entender quais mecanismos da enzima
foram modificados pela presenca do substrato, e como comportamentos semelhantes
poderiam ser induzidos nas demais enzimas avaliadas.

A Ultima caracteristica avaliada para as enzimas produzidas por P. ucsense foi sua
eficiéncia de hidrdlise, que requer a acdo conjunta de diversas enzimas (Almeida et al,
2019). Os resultados obtidos demonstram que, para a hidrdlise de bagaco de cana de
acucar, capim elefante e polpa de eucalipto e pinus, as enzimas produzidas utilizando
bagaco resultaram em maior liberagcdo de glicose no meio quando comparadas as demais
enzimas de P. ucsense, embora ainda seja inferior ao preparo comercial Celluclast®. Ja em
relagdo aos residuos da colheita do milho, os resultados demonstram que 0s extratos
enzimaticos de P. ucsense produzidos na mesma biomassa se mostraram capazes de liberar
quantidades de glicose similares ao preparo comercial Celluclast®, no mesmo intervalo de
tempo, para trés condi¢bes de biomassa: in natura, pré-tratada com H>SO4 e com pré-
tratamento hidrotérmico. O desempenho dos extratos enzimaticos de P. ucsense em seu
estado bruto pode ser explicado pela presenca das [-glicosidases, uma vez que a
importadncia do papel destas enzimas para a degradacdo eficiente de materiais
lignocelulosicos é bastante conhecida, uma vez que a celobiose, por ela hidrolisada, € um
inibidor da atividade de endoglicanases e exoglicanases (Almeida et al, 2019).

Considerando os dados obtidos no presente estudo, observa-se que a produgéo de
celulases em diferentes biomassas, por P. ucsense, é bastante variada, sendo as biomassas
bagaco de cana-de-acucar e residuos da colheita de milho as mais indicadas para a obtencéo
de elevados titulos enzimaticos. Além disso, 0s extratos produzidos utilizando essas
biomassas se mostraram estaveis em amplas gamas de temperaturas, bem como faixas de

pH variadas, caracteristicas importantes para sua aplicacéo industrial.
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6 CONCLUSOES

- A producéo de celulases e xilanases em frascos agitados por P. ucsense SIM29 utilizando
as diferentes biomassas, em diferentes condi¢cGes de pré-tratamento, apresentou grande
variacdo para todas as enzimas avaliadas, demonstrando que o pré-tratamento utilizado
também tem grande importancia na producéo enzimatica, e nao somente a fonte de carbono

escolhida;

- As diferentes biomassas avaliadas apresentaram respostas variadas na producédo
enzimatica por P. ucsense, sendo que os residuos da colheita do milho e o bagaco de cana-
de-acucar resultaram nas maiores atividades enzimaticas, proximas e/ou superiores ao meio
contento celulose cristalina, quando em regime descontinuo e/ou descontinuo alimentado.
J& o capim elefante, apesar dos resultados um pouco inferiores, também se mostrou
propicio a producgdo enzimatica em regime descontinuo alimentado, enquanto que a polpa

de eucalipto/pinus apresentou dificuldades em sua utilizacdo em cultivo submerso;

- As enzimas produzidas em processo submerso, utilizando as diferentes biomassas
lignocelul6sicas, demonstraram atividades 6timas em amplas faixas de pH e temperatura,
bem como boa estabilidade térmica e em diferentes faixas de pH. Os resultados foram
semelhantes, ou superiores, as enzimas produzidas com celulose cristalina, bem como ao
coquetel enzimatico comercial, utilizados como controles, demonstrando que a utilizacdo

das biomassas lignocelul6sicas produz enzimas estaveis para possivel utilizacdo comercial;

- As enzimas produzidas sobre as diferentes biomassas se mostraram eficientes em
processos de hidrdlise, mesmo em seu estado bruto, quando comparadas ao coquetel

enzimatico comercial utilizado como controle.

- Visando uma aplicacdo industrial, a utilizacdo de bagaco de cana-de-agUcar e dos residuos
da colheita de milho se mostram o0s mais promissores, resultando em altos titulos e
estabilidade das enzimas produzidas. Além disso, essas duas 1biomassas sdo amplamente

produzidas no Brasil, o que facilita sua disponibilidade em diversas regides.
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7 PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

- Avaliar a utilizacdo de outras biomassas lignoceluldsicas na producdo de enzimas
celuloliticas por P. ucsense S1M29, buscando as biomassas mais indicadas para este
microrganismo, de acordo com a disponibilidade na regido de producgédo, a fim de

possibilitar sua producéo comercial in situ;

- Avaliar diferentes métodos de pré-tratamento para estas biomassas, buscando o melhor

cenario para sua utilizacdo pelo microrganismo P. ucsense SIM29;

- Avaliar o escalonamento do processo para biorreator piloto, ajustando os pardmetros

conforme as necessidades apresentadas pelo aumento nos volumes operacionais;

- Avaliar métodos de concentracdo e formulacdo do extrato enzimatico produzido
utilizando as biomassas lignoceluldsicas, possibilitando sua produgdo e comercializagéo,

em casos em que a producao in situ ndo é possivel.
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