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RESUMO: Os microrganismos endofitos, que podem ser bactérias, fungos ou
protozoarios, sdo pouco estudados. Estima-se que existam mais de 250.000 diferentes
espécies de plantas e um milhdo de endofiticos no mundo, o0 que caracteriza uma média
de quatro espécies associadas para cada espécie vegetal. Por estarem dentro da planta,
esses microrganismos podem ser uma rica fonte de biomoléculas de interesse industrial,
como é o caso da producédo de enzimas hemiceluloliticas. Neste contexto, este estudo foi
0 primeiro a estudar a espécie fungica endofitica Achaetomium lippiae URM 7547, tendo
por objetivo avaliar a producéo de celulases e xilanases em fermentacdo submersa (FSm)
utilizando como substrato a fibra da casca de coco verde pré-tratada por explosédo a vapor.
Inicialmente avaliou-se o potencial de A. lippiae URM 7547 em produzir hidrolases
(amilase, lipase, protease, celulase, xilanase e pectinase) em meios de cultivo sélido (72
h a 30 °C) com substratos indutores especificos. Como controle, para comparacao de
resultados, utilizou-se o crescimento do fungo Thricoderma reesei CCT 2768 sob mesmas
condigdes de inducdo. A. lippiae URM 7547 apresentou-se como um potencial produtor
de amilases, proteases e celulases, com um indice enzimético (IE) maior que 1,5, assim
como o T. reesei CCT 2768. Quantificou-se também o rendimento de conversdo de
substrato em biomassa celular (Yxs) de A. lippiae URM 7547 e sua velocidade maxima
de crescimento (Mmax) em meio liquido contendo glicose ou xilose em trés concentracfes
e meios nutrientes com fontes de minerais e nitrogénio variadas com o intuito de verificar
se 0 fungo é adepto a cultivos submersos e qual a melhor condicao para seu crescimento.
Os melhores resultados para 0 meio liquido contendo glicose foi em 96 h de cultivo no
meio contendo peptona e extrato de levedura, com Yy iguais a 0,062 + 0,04 g.g, 0,072
+ 0,04 g.g71, e 0,076 + 0,03 g.g°%, para as concentragdes iniciais de 5, 10 e 20 g.L ! de
acucar, respectivamente. Para o meio contendo xilose, o melhor resultado foi durante 144
h de cultivo, com valores de Y iguais a 0,52 + 0,08 g.g%, 0,59 + 0,09 g.g € 0,65 + 0,03
0.0 para 5, 10 e 20 g.L %, respectivamente, no mesmo meio contendo peptona e extrato
de levedura. Por fim, conduziu-se o pré-tratamento da biomassa de coco verde e a FSm
para producdo de celulases e xilanases. A caracterizacdo lignoceluldsica da fibra de coco
verde in natura e ap6s o pré-tratamento por explosdo a vapor indicou que houve uma
diminuigdo de 14% de extraiveis na fibra pré-tratada em relacdo a fibra in natura, visto
esses materiais serem de facil remocéo por solventes. Houve ainda um aumento em 8%
no teor de celulose e uma diminuicdo de 6% de hemicelulose, enquanto a lignina
permaneceu estatisticamente igual (p>0,05). Na FSm, as condigdes de 33 °C,
concentrago inicial de esporos de 10° mL™, e 30,0 g.L! de biomassa pré-tratada foram
as que levaram a um melhor rendimento com relacdo as quatro enzimas quantificadas,
com atividades enzimaticas (U.mL™) de 0,41 + 0,06, 5,94 + 0,31, 0,08 + 0,03 € 9,12 +
0,28 para FPase, CMCase, celobiase e xilanase, respectivamente. Por fim, A. lippiae
URM 7547 demonstrou ser um bom produtor de celulases e xilanases, além de outras
enzimas hidroliticas como é o caso de amilases e proteases, com um 6timo rendimento de
crescimento em meios submersos.

Palavras-chave: Fungo endofitico, fibra do coco verde, fermentagdo submersa,
celulases, xilanases, explosao a vapor.
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ABSTRACT: Endophytic microorganisms, which can be bacteria, fungi or protozoa, are
poorly studied. It is estimated that there are more than 250,000 different species of plants
and one million endophytes in the world, which characterizes an average of four
associated species for each plant species. Because they are inside the plant, these
microorganisms can be a rich source of biomolecules of industrial interest, such as the
production of hemicellulolytic enzymes. In this context, this study was the first to study
the endophytic fungal species Achaetomium lippiae URM 7547, with the objective of
evaluating the production of cellulases and xylanases in submerged fermentation (FSm)
using the fiber of pre-treated blast-treated green coconut husk as a substrate. Initially, the
potential of A. lippiae URM 7547 to produce hydrolases (amylase, lipase, protease,
cellulase, xylanase and pectinase) in solid culture media (72 h at 30 °C) with specific
inducing substrates was evaluated. As a control, for comparison of results, growth of the
fungus Thricoderma reesei CCT 2768 was used under the same induction conditions. A.
lippiae URM 7547 presented itself as a potential producer of amylases, proteases and
cellulases, with an enzyme index (IE) greater than 1.5, as well as T. reesei CCT 2768.
The yield of substrate conversion into cell biomass (Yxs) of A. lippiae URM 7547 and its
maximum growth rate (Mmax) in liquid medium containing glucose or xylose in three
concentrations and nutrient medium with mineral sources were also quantified. and
nitrogen in order to verify if the fungus is adept to submerged crops and what is the best
condition for its growth. The best results for the liquid medium containing glucose were
at 96 h of culture in the medium containing peptone and yeast extract, with Y equal to
0.062 +0.04 g.g%, 0.072 + 0.04 g.g’%, and 0.076 + 0.03 g.g™*, for the initial concentrations
of 5, 10 and 20 g.L™* of sugar, respectively. For the medium containing xylose, the best
result was during 144 h of cultivation, with Y values equal to 0.52 + 0.08 g.g™, 0.59 +
0.09 g.g* and 0.65 + 0.03 g.g* to 5, 10 and 20 g.L?, respectively, in the same medium
containing peptone and yeast extract. Finally, the pre-treatment of green coconut biomass
and FSm were carried out for the production of cellulases and xylanases. The
lignocellulosic characterization of green coconut fiber in natura and after pre-treatment
by steam explosion indicated that there was a 14% decrease in extractables in the pre-
treated fiber in relation to in natura fiber, since these materials are easily removed by
solvents. There was also an 8% increase in cellulose content and a 6% decrease in
hemicellulose, while lignin remained statistically the same (p>0.05). In FSm, the
conditions of 33 °C, initial concentration of 10° spores.mL™, and 30.0 g.L™ of pre-treated
biomass were the ones that led to a better yield in relation to the four quantified enzymes,
with enzymatic activities (U.mL™) of 0.41 + 0.06, 5.94 + 0.31, 0.08 + 0.03 and 9.12 +
0.28 for FPase, CMCase, cellobiase and xylanase, respectively. Finally, A. lippiae URM
7547 proved to be a good producer of cellulases and xylanases, in addition to other
hydrolytic enzymes such as amylases and proteases, with an excellent growth
performance in submerged media.

Keywords: Endophytic fungus, green coconut fiber, submerged fermentation, cellulases,
xylanases, steam explosion.
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Introdugdo

1 Introducéao

Neste capitulo sdo abordados os aspectos gerais relacionados a este trabalho,
introduzindo a importancia da teméatica proposta nesta dissertacéo, considerando um contexto

cientifico e tecnoldgico.

A producéo de enzimas a partir de microrganismos possui ampla aplicacdo industrial e
sua demanda aumenta a cada dia, pois essas biomoléculas sdo mais seletivas e eficientes do que
os catalisadores quimicos. Elas podem atuar como catalisadoras em processos bioguimicos, na
decomposicdo de moléculas complexas em unidades menores, na degradacdo de matéria
organica para origem de novos produtos, na deterioracdo de alimentos, na industria de farmacos,
dentre outros (RIGO et al., 2021; QUEIROZ et al., 2020).

O mercado global de enzimas industriais foi estimado em cerca de US$ 2 bilhGes em
2004, em 2010 o valor estimado subiu para US$ 3,3 bilhGes, enquanto em 2017 alcancou os
US$ 7 bilhGes, devendo chegar a 10,5 bilhGes ddlares em 2024, o que representa uma taxa de
crescimento anual de 5,7 % de 2018 a 2024 (CERQUEIRA, 2021; BCC Research, 2018). Em
2021, com o desaquecimento da economia devido a pandemia de coronavirus, a estimativa foi
de US$ 6,32 hilhdes, sendo liderado pelo segmento de alimentos com cerca de US$ 1,89
bilhdes, segundo a BCC Research — Market Forecasting (OLIVEIRA et al., 2021; BCC
Research, 2020).

Segundo Aradjo et al., (2021), as enzimas sdo preferidas como biocatalisadoras em
processos industriais devido ao seu alto grau de especificidade, seletividade e parametros
operacionais robustos. No entanto, s&0 compostos caros e isso estimula a bioprospecgédo por
novas espécies produtoras, bem como a investigacdo de estratégias de cultivo e producéo para
obter novas enzimas com especificidades diversas e que possam ser produzidas a um custo
menor. Destaca-se que as lignocelulésicas (celulases, xilanases e ligninases), lipases, pectinases
e proteases estdo entre as principais hidrolases com aplicacdo industrial (OLIVEIRA, 2019a).

O rapido crescimento dos microrganismos e da facilidade de manipulacdo genética
despertou, em segmentos industriais e comerciais, o desenvolvimento de pesquisas de producéo

enzimatica por vias microbianas. Dentre fungos e bactérias produtores de enzimas, destacam-
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Introdugdo

se os filamentosos de podriddo branca, com uma receita de producéo, na tltima década, de US$
8 bilhdes (FRAGA et al., 2021). Em 2017, estimou-se que cerca de 70% da participacdo no
mercado enzimético foi detida por microrganismos fangicos, com destaque, segundo Rigo et
al., (2021), para cepas mutantes de Trichoderma reesei, Aspergillus niger e Penicillium sp. O
aumento da demanda por enzimas se deve a sua ampla variedade de usos na inddstria de
alimentos, racdes, farmacéutica, téxtil e de biocombustiveis, na producéo, principalmente, de
etanol de segunda geracéo.

Provenientes das interacdes metabdlicas que ocorrem entre o fungo e a espécie vegetal,
por estarem presentes em seu interior, 0s fungos endofiticos filamentosos se destacam pela
quantidade de produtos naturais que fornecem propriedades bioativas e metabdlitos secundarios
(KUSARI et al., 2012). Assim, as espécies fungicas endofiticas apresentam-se com potencial
elevado para producdo de biocompostos, destacando-se a producdo de substancias com
potencial farmacoldgico, agricola e enzimatico (FELIX, 2019).

Segundo Salazar et al., (2019), os residuos agroindustriais se destacam como substratos
ideais para a fermentacdo microbiana, devido a sua riqueza organica, baixo custo e ampla
disponibilidade. Residuos agricolas vindos da producéo de arroz, trigo, agua de coco, sementes
oleaginosas e gréos estdo entre os mais abundantes subprodutos no mundo. Além disso, seu uso
apresenta um melhor balanco energético e um menor impacto ambiental do que substratos puros
(RIGO et al., 2021).

Dentre as aplicacBes das enzimas lignoceluloliticas destaca-se, pela relevancia, a
producéo de etanol de segunda geracdo. O etanol de primeira geragdo, produto de destaque no
mercado nacional sendo produzido ao se utilizar o caldo da cana-de-aclcar ou 0 melago, gera
como residuo a parte fibrosa da cana-de-agUcar constituida por polimeros como celulose e
hemicelulose. Este residuo, bem como outras partes da prépria cana-de-agucar como as folhas
e também outras biomassas lignocelulésicas, pode ser utilizado na producdo do etanol de
segunda geracdo (TAVARES, 2019). Nesse contexto, um dos residuos que o grupo de
Engenharia de Bioprocessos do Departamento de Engenharia Quimica (DEQ) da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) vem estudando para a producdo de celulases e de
etanol de segunda geracdo € a fibra de coco. Destaca-se ainda que o Brasil é o quarto maior
produtor de coco verde do mundo, produzindo mais de 2 bilhdes de unidades por ano (FAO,
2020). Embora importantes produtos sejam disponibilizados no mercado para a sociedade,
como a dgua-de-coco e o leite de coco, surge o problema da destinagéo final da casca, havendo

uma elevada producdo de residuos decorrente desta atividade. Assim, a utilizacdo desses
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materiais para a producdo de produtos com maior valor agregado, como enzimas, tem sua
importancia. Além disso, destaca-se que, para producédo de etanol de segunda geragcdo, um dos
fatores fundamentais para que o mesmo seja viavel comercialmente baseia-se na redugdo do
custo de producdo das enzimas lignoceluloliticas (NOGUEIRA, 2017; TAVARES, 2019;
SILVA et al., 2019).

Assim, diante da constante busca por novas solu¢Ges para produzir enzimas
lignoceluloliticas, o presente estudo avaliou o potencial do novo fungo endofitico Achaetomium
lippiae URM-7547 quanto a capacidade de crescimento em meio submerso e de produzir
celulases e xilanases usando como substrato a fibra da casca do coco verde pré-tratada por
explosdo a vapor.

A presente dissertacdo estd dividida em sete capitulos. O atual capitulo consiste na
introducdo, no qual apresenta a importancia do estudo e sua motivagdo. O capitulo 2 apresenta
0s objetivos geral e especificos da pesquisa. O Capitulo 3 refere-se a revisao bibliogréfica, na
qual abordam-se os aspectos teoricos relacionados ao tema proposto. O Capitulo 4 aborda a
metodologia experimental utilizada. No Capitulo 5, apresentam-se os resultados e a discussao
destes. No Capitulo 6, sdo apresentadas as principais conclusdes do estudo. Finalizando, no
Capitulo 7, sdo relacionadas todas as referéncias consultadas e citadas para elaboracdo dessa

dissertacéo.
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2 Objetivos

Neste capitulo séo abordados os objetivos gerais e especificos desta dissertacao.

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de producéo de celulases e xilanases por cultivo submerso de novo

fungo endofitico Achaetomium lippiae URM-7547 utilizando como substrato a fibra da casca

do coco verde pré-tratada por explosao a vapor.

2.2 Objetivos especificos

o Identificar o potencial de A. lippiae URM 7547 na producéo das enzimas hidroliticas

(amilase, lipase, protease, celulase, xilanase e pectinase) através da inducdo em meio

solido e comparar com a cepa j& conhecida Trichoderma reesei CCT 2768;

e Auvaliar a cinética de crescimento em meio liquido de A. lippiae URM 7547 em funcéo

do meio salino e da concentracdo de agucares (glicose e xilose) em termos da producédo

de biomassa, consumo de acUcar e variacao do pH;

e Investigar o efeito do pré-tratamento por exploséo a vapor sobre a fibra da casca do coco

verde através da quantificacdo dos teores de umidade, cinzas, extrativos, celulose,

hemicelulose e lignina;

e Auvaliar as melhores condig6es para producdo das enzimas lignoceluloliticas (celulases

totais (FPase), endoglucanase (CMCase), celobiase e xilanase) com o novo fungo

endofitico A. lippiae URM 7547, em cultivo submerso, usando a fibra de coco verde

pré-tratada por explosdo a vapor como substrato, variando-se a temperatura (°C),

concentracdo inicial de esporos (esporos/mL) e concentracdo fibra de coco pré-tratada

(g/L).
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3 Revisdo Bibliografica

Neste capitulo, sdo abordados os principais aspectos tedricos utilizados para o

desenvolvimento deste trabalho, baseando-se em diferentes fontes de pesquisa.

3.1 Microrganismos endofiticos: Origem e caracterizacao

O termo enddfito, originalmente descrito por De Bary em 1866, refere-se a qualquer
microrganismo, bactérias e ou fungos, que habita os tecidos internos de plantas sem causar
danos aos hospedeiros. Estes, por sua vez, distinguem-se dos epifiticos que vivem na superficie
(CHAPLA et al., 2018). A diferenca entre microrganismos endofiticos, epifiticos e
fitopatogenos (aqueles que causam doencas em plantas) é apenas didatica, havendo entre eles
um gradiente de interacdo que os separam. Os microrganismos endofiticos foram isolados pela
primeira vez em 1904 em Darnel, na Alemanha (BOAS, 2020), mas apenas no fim da década
de 1970 que comegaram a adquirir importancia cientifica. Por mais que tenham uma relacéo de
aparente neutralidade com a planta foi verificado que eles apresentam uma série de beneficios
e interacdes simbioticas com o hospedeiro, como a producdo de substancia que promovem o
crescimento da planta, as protege de ataque de insetos, defendem contra patdgenos, doengas e
herbivoros, além de induzir a producdo de substancias bioativas (TORRES et al., 2019). Além
da simbiose, os endofiticos podem agir com mutualismo, havendo beneficios para ele e seu
hospedeiro (HARDOIM et al., 2015).

Segundo Compant et al. (2021), os endofitos podem ser transmitidos logo na primeira
fase de desenvolvimento da planta, através das sementes durante a fecundacdo, sendo a
presenca da microbiota na raiz indispensavel para as primeiras coloniza¢@es (Figura 1). Nas
outras fases de desenvolvimento da planta, os endéfitos utilizam outras partes de entrada para
colonizar e penetrar os diferentes tecidos vegetais como, por exemplo, fissuras presentes no
sistema radicular, caules fragmentados ou quebrados, estdmatos e haustérios (SAIKKONEM
etal., 2004).
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Figura 1 - Formas de transmissdo da planta hospedeira pelo fungo endofitico.
Fonte: Hardoim et al., (2015).

Os enddfitos sdo fontes inesgotaveis de potencialidades para diferentes setores
industriais. Por se manterem durante todo o ciclo de vida da planta, muitos fungos endofiticos
jaforam isolados de diferentes espécies vegetais e, sua diversidade e frequéncia nos hospedeiros
pode variar com fatores como umidade, distribuicdo geogréfica, altura da planta, idade, dentre
outros (NAIR & PADMAVATHY, 2014). Esses microrganismos podem ser usados para
diversos fins, como na area farmacéutica e medicina na producdo de antibiéticos e novos
farmacos, na industria de enzimas, alimentos, etanol, agricultura e pecudria (citacao).

Fungos e bactérias podem ser encontrados dentro da classe de microrganismos
endofiticos. Porém, os fungos sdo os mais comumente isolados por produzirem metabolitos
secundarios em maiores quantidades (SOUZA, 2019). Segundo Souza (2019) fungos
endofiticos, em resposta a estimulos ambientais e das plantas, podem ter varios papéis
funcionais, além disso, formam rela¢6es simbidticas com seus hospedeiros que podem trazer
como vantagem para o fungo o fornecimento de nutrientes e compostos necessarios ao longo
do ciclo de vida. Exemplos de fungos endofiticos isolados de folhas, raizes, ramos e galhos sdo
Chaetomium globosum, Penicillium chrysogenum, Fusarium oxysporum e Cladosporium
cladosporioides isolados do arroz (Oryza sativa L), Trichoderma spp., Pestalotiopsis spp. e Fusarium

spp. isolados do cacau (Theobroma cacao L.) (MONTEIRO et al., 2017; FELIX, 2019) e Achateomium
lippiae isolado de Lippia gracilis (VIANA et al., 2017).
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3.1.1 Bioativos produzidos por fungos endofiticos

Um grupo de microrganismos que tem se destacado nas Gltimas décadas pela producgéo
de metabolitos bioativos € o dos enddfitos, especialmente os fungos filamentosos, que
representam uma importante fonte genética para a biotecnologia. Esses microrganismos tém
despertado o interesse da comunidade cientifica, devido & producdo de metabdlitos primarios e
secundarios com aplicacfes biotecnoldgicas na industria alimenticia, quimica e farmacéutica
(LOCIO et al., 2019). O Quadro 1 apresenta alguns exemplos de metabdlitos produzidos por
fungos isolados de diferentes hospedeiros.

Quadro 1 - Metabdlitos secundarios produzidos por fungos endofiticos e suas plantas
hospedeiras.

Fonte: adaptado de ZHAO et al., 2011.

Fungo Endofitico Planta Hospedeira Metabolito Secundario
Acremonium sp. Huperzia serrata Huperzina A
Alternaria sp. Catharanthus roseus Vinblastina

Alternaria tenuissima Vaccinium sp. Flavonoides
Aspergillus fumigatus Davidia involucrata Flavonoides
Aspergillus fumigatus Ginkgo biloba Flavonoides
Botryosphaeria parva Nothapodytes nimmoniana Camptotecina
Cephalosporium sp. Paris polyphylla var.yunnanensis Diosgenin
Chaetomium globosum Hypericum perforatum Hipericina, Emodina
Fusarium oxysporum Catharanthus roseus Vincristina
Metarhizium anisopliae Taxus chinensis Paclitaxel
Penicillium sp Diphylleia sinensis Podofilotoxina
Rhizopus oryzae Iris germanica Alfa-irone, Beta-irone

Tem sido demonstrado que novas moléculas produzidas por endofiticos e seus extratos
contendo atividades biologicas ocorrem em nimero consideravelmente mais elevadas do que
as produzidas por microrganismos do solo (51% e 80% maior, respectivamente) (YANG et al.,
2012; SOUZA, 2019). O primeiros caso de metabolito secundario produzido por um endofito
foi relatado com a descoberta do composto anticancerigeno paclitaxel (taxol), encontrado e
extraido somente da planta Taxus brevifolia (LEDWITCH et al., 2013), até que STIERLE et

al., (1993) isolaram este composto de um endofitico desta planta, o fungo Taxomyces
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andreanae. Em seguida 0 mesmo ocorreu com compostos anticancerigenos (podofilotoxina),
inseticidas (azadiractina) e antidepressivos (hiperina e emodina).

Diversos metabolitos secundarios de fungos vem sendo aplicados em alguns dos mais
importantes produtos da industria farmacéutica, a exemplo de agentes antibacterianos como 0s
das classes das penicilinas, cefalosporinas, tetraciclinas, agentes imunossupressores como a
ciclosporina e rapamicina a partir de Streptomyces sp., redutores de colesterol como a
mevastatina e lovastatina a partir de Penicillium sp. e anti-helminticos e antiparasitarios, como
ivermectinas a partir de Streptomyces sp. (FERNANDES et al., 2019; FELIX, 2019; BOAS et
al., 2020). Dentre os maiores produtores de bioativos e metabdlitos primarios/secundarios estdo
os fungos do género Penicillium, se destacando com uma producdo 73% maior quando
comparado com outros microrganismos. Dentre os compostos produzidos, encontram-se
antibidticos (D’ELIA et al., 2021), micotoxinas (PRESTES et al., 2019), antioxidantes (TELES
et al., 2020), anticancerigenos (GOES et al., 2021), inseticidas (MORAIS, 2019) e enzimas
(BRITO, 2018; OLIVEIRA JR et al., 2018.a; GOMES et al., 2020; SIMOES et al., 2021).
Outros exemplos de fungos endofiticos com importante destaque na agricultura e demais areas
séo os do género Aspergillus, Trichoderma e Chaetomium, os quais séo bastante estudados em
laboratorios, estufas e campos (AZEVEDO et al., 2017).

Considerando que os fungos endofiticos ainda sdo um nicho de microrganismos em
potencial, podem ser considerados fontes de atividades biocataliticas, da mesma forma que tem
sido para produtos naturais bioativos. (LISBOA, 2015). Na relacdo simbi6tica entre endofito e
planta hospedeira esta a produgdo de enzimas extracelulares, como proteases, lipases, celulases,
xilanases, amilases, dentre outras, que podem ser aplicadas em diferentes areas. Estas enzimas
apresentam grande importancia para industrias no processamento de alimentos (SILVA et al.,
2020), bebidas (SILVA, 2018), producédo de etanol de segunda geracdo (OLIVEIRA et al.,
2020; NOGUEIRA, 2017), formulagdo de medicamentos (FUGANHOLI, 2020) e industria
téxtil (MARROQUES et al., 2020). Alguns exemplos também estdo destacados no Quadro 2.
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Quadro 2 - Exemplos de enzimas produzidas por fungos endofiticos com aplicacdo industrial

Fonte: Por Autora

Fungo Endofitico Planta Hospedeira Enzima Referéncias
Alternaria sp. Eremophilia longifolia Quitanase SOBRINHO (2020)
Aspergillus fumigatus Davidia involucrata Celulases OLIVEIRA JR (2018.B)
Aspergillus sp. Acrostichum aureum Lipase FRANCA (2020)
Discosia sp. C. inophyllum Proteases DABA etal., (2018)
Chaetomium globosum Glinus lotoides Celulases OMORI (2018)
Fusarium verticillioides | Glycine max (L.) Merril Amilases ANTONIOLLI et al., (2018)
Xylaria sp. Coleus aromaticus Lacase CARVALHO (2021)
Penicillium sp. Centella asiatica Celulases SANTOS et al., (2021)
Trichoderma sp. Theobroma cacao L Proteases MENEZES et al., (2016)
Bjerkandera sp. Drimys winteri Fenoloxidase OSES et al., (2006)

Segundo Lisboa (2015) as enzimas sdo formadas por longas cadeias de aminoacidos
ligadas através de ligacGes peptidicas. Sdo proteinas especializadas em catalisar reacdes
bioldgicas, atuando de modo seletivo, rapido e em condicdes brandas de reacdo. A aplicacdo
das enzimas microbianas como catalisadoras em processos industriais mostra-se vantajosa, pois
sdo especificas, naturais e geralmente ndo apresentam toxicidade, sendo caracteristicas
importantes para a nova industria e seus aspectos de “quimica verde” com menos residuos
solidos gerados e efluentes liquidos lancados ao meio ambiente (OLIVEIRA, 2019.b).

Nesse aspecto, 0s ensaios enzimaticos com grandes colecBes de microrganismos
tornam-se indispensaveis para a descoberta de novos biocatalisadores mais eficientes com a
utilizacdo de enzimas microbianas (ISHIZAWA, 2018).

3.1.2 Géneros Chaetomium e Achaetomium

A familia Chaetomiaceae engloba os fungos do género Achaetomium por estes terem
grande semelhancas morfoldgicas ao género Chaetomium (RODRIGUEZ et al., 2004) e
possuirem poucas espécies descobertas, como: Achaetomium luteum, Achaetomium
strumarium, Achaetomium umbonatum, Achaetomium globosum e o recentemente isolado,

Achateomium lippiae (VIANA, 2017), conforme apresenta a Figura 2.
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100110011 | Achaetomium luteurn CBS 618.68
D1/98/0. '-'?‘,:r Achaetomium luteum CBS 544 83
61/69- | - ~ Achaetomium lipplae sp. nov. URM 7547
—— ‘ _100/100/1 {” Achaetomium macrosporum CBS 152.97
100700 Achaetomium macrosporum CBS 53294
 100/100'1 { Achaetomium globosum CBS 332.67

= Achaetomium strumarium CBS 333.67

Arcopilus turgidopilosus CBS 169.52

; 100/100/1 { Arcopilus aureus CBS 153.52
100/100/1 1] ~ Arcopilus aureus CBS 538.73
| 86840.99| b Arcopilus cupreus CBS 560.80
‘ [~ Arcopilus flavigenus CBS 337.67
- ‘Ou"‘/lrcop:lus fusiformis CBS 484 .85

Arcopilus fusiformis CBS 485.85

=~ Chaetomium globosum CBS 160.62

Figura 2 - Classificagdo do novo fungo endofitico Achaetomium lippiae.

Fonte: Viana et al. (2017).

Os representantes do género Achaetomium tém 6timo desenvolvimento em uma ampla
faixa de temperaturas (30-55 °C) e de pressdo osmética, sendo encontrados, principalmente,
nas regifes aridas e semiaridas. Eles estdo presentes no solo, no ar e até em substratos
lignocelul6sicos por serem, em sua maioria, saprofitos de vegetais e de matéria organica em
geral (WANG et al., 2016). Os géneros Achaetomium e Chaetomium apresentam diferentes
propriedades como efeito citotdxico, acdo enzimatica, anti-reumatdide e antitumoral,
destacando-se que algumas enzimas como xilanases, celulases, xantonases e outros compostos
como achaetomisinas e antraquinonas sao comumente produzidas por esse género (FATIMA et
al., 2016; VIANA, 2017).

O fungo Achaetomium lippiae recebe esse nome por causa da sua planta hospedeira
(Lippia gracilis Schauer), da qual foi isolado como endofito. Segundo Viana et al. (2017) as
caracteristicas morfoldgicas e filogenéticas do Achaetomium lippiae demonstram que ele € uma
linhagem monofilética da familia Chaetomiceae, Sordariales, Sordariomycetes, e esta
intimamente relacionado com o Achaetomium luteum. Suas coldnias apresentam uma cor creme
amarelada com flocose na parte superior da placa e na inferior, o fungo tem uma cor amarelada
com o centro marrom palido. A Figura 3 apresenta algumas imagens desse fungo ao
microscopio (VIANA et al., 2017).
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Figura 3 - Imagens microscdpicas do Achaetomium lippiae, do micélio ao esporo.
Fonte: Viana et al. (2017)
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3.2 Biomassa lignocelulosica

As matérias-primas lignocelulésicas sdo formadas, em sua maioria, pelos materiais
agroindustriais, pelos residuos agroindustriais, residuos urbanos e madeiras, sendo a biomassa
renovavel mais abundante encontrada na natureza (RODRIGUES, 2020). Elas sao
categorizadas em cinco classes principais: subprodutos e residuos agricolas (palhas, fibras e
bagacos); subprodutos florestais e residuos de madeira (ramos, raizes, cascas, cavacos de
madeira); residuos da industria de madeira (serragem, cavacos de madeira, residuos de
madeira); subprodutos da industria de papel e celulose e de sementes oleaginosas; e materiais
lignoceluldsicos a base de gramineas, folhas, plantas, flores, peles e cascas de frutas
(NAKAEMA, 2021).

Devido as suas caracteristicas morfoldgicas e quimicas, ha uma dificuldade de converter
a biomassa lignocelul6sica em insumos quimicos. Elas sdo constituidas de fibras de celulose
envolvidas em uma matriz amorfa de polioses e lignina. Essa matriz torna esses materiais
rigidos e pouco reativos, agindo como uma barreira natural ao ataque de microrganismos e/ou
enzimas (TEIXEIRA et al., 2018). A composicdo quimica da biomassa lignocelulésica
geralmente contém 35-50% de celulose, seguido de 20-35% de hemicelulose, 10-25% de
lignina e uma pequena quantidade de cinzas e extraiveis (ALVES, 2018). As proporcdes entre
esses componentes podem variar dependendo da espécie e da camada da parede em questéo,
pois em termos de ultraestrutura, a parede de uma célula vegetal pode ser dividida em diversas
camadas: parede primaria, parede secundaria externa, parede secundaria meédia e parede
secundaria interna (SILVA, 2019b; CARVALHO et al., 2009). Sua forma € apresentada em
uma estrutura cristalina, mostrada na Figura 4, altamente estavel que deve ser rompida mediante
pré-tratamentos para fornecer acucares fermentesciveis. A compreensdo da complexidade
estrutural desses materiais requer o conhecimento das caracteristicas e propriedades de cada um
dos seus componentes (NOGUEIRA, 2017).
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Figura 4 - Estrutura do material lignocelulésico.

Fonte: Adaptado de Nogueira (2021).

As fontes de energia renovaveis inserem-se nas formas de producéo energética em que
suas fontes sdo capazes de se manterem disponiveis durante um longo prazo com baixo custo,
contando com recursos que Sse regeneram ou se mantem ativos permanentemente (MOURA et
al., 2020). As biomassas lignocelulésicas desempenham um papel fundamental no contexto
energético, ambiental e socioecondmico, sendo vista como umas das possibilidades presentes e
futuras de geracdo de energia. A energia oriunda de residuos lignocelulésicos se insere
perfeitamente dentro da abordagem relacionada as consideracfes econdmicas, sendo muito
pesquisada especialmente na area de producdo de biocombustiveis, como o bioetanol de 22
geracdo, biogas, produtos quimicos e biofertilizantes (KARIMI et al., 2020; EICHLER et al.,
2015). A expectativa em produzir biocombustiveis decorrentes da maior fonte de carbono
existente no planeta (complexo lignocelulésico) instigou grandes investimentos nas inddstrias
emergentes de biocombustiveis (FIGUEIREDO et al., 2018).

No entanto, as caracteristicas inerentes a biomassa lignoceluldsica, tais como as
propriedades quimicas e estruturais, faz com ela se torne resistente a biodegradacédo
(recalcitrancia), fazendo com que a conversdo rentavel da biomassa lignoceluldsica em
biocombustiveis seja altamente desafiadora, instigando pesquisas na area de producgdo
enzimética lignoceluloliticas, responsaveis por separar esse material complexo, lignina,
celulose e hemicelulose, apresentados nos subcapitulos seguintes, em acucares fermentesciveis
de cadeias mais simples (CAVALCANTE et al., 2018).

Beatriz de Azevedo. Dissertagdo (Mestrado) — 2022. 26



Revisdo bibliogrdfica

3.2.1 Celulose

A celulose é um homopolissacarideo linear, composto por centenas de moléculas de
glicose (Figura 5) unidas por liga¢des B-1,4-D-glicosidicas que se encontram imersas em uma
matriz complexa, protegida pela rede de hemicelulose e lignina. E o constituinte estrutural das
células vegetais, representando 35 a 50% da massa seca das mesmas, sendo considerado o
polimero mais abundante na terra (CROCHE, 2018).

Destaca-se que duas unidades de D-glicose na celulose sdo chamadas de celobiose
(NOGUEIRA, 2017). Salienta-se, ainda, que as pontes de hidrogénio entre as camadas de
polissacarideos contribuem para a resisténcia da celulose a degradacéo por hidrdlise &cida,
alcalina e/ou enzimatica, o que confere a cristalinidade a celulose (OLIVEIRA, 2018c). A
natureza cristalina da celulose aumenta sua resisténcia a degradacdo biologica (KARIMI &
TAHERZADEH, 2020), entretanto, existem regides amorfas na celulose que facilitam o ataque
das enzimas (CROCHE, 2018). Assim, a hidrélise completa da celulose gera glicose, que € um
acucar de interesse industrial que pode ser utilizado em diversas areas, desde processos
quimicos, quanto bioquimicos, como producao de bioetanol, por exemplo.

Algumas enzimas podem atuar sobre os componentes da celulose de forma isolada.
Entre elas, podem ser mencionadas as celulases, que séo divididas em endo-1,4-B-glucanases
(hidrolisam ligagBes glicosidicas ao acaso, gerando oligdbmeros) e celobiohidrolases
(hidrolisam os oligbmeros gerados pelas endo-1,4-pB-glucanases, liberando moléculas de
celobiose). Um grupo finalizador da hidrolise € composto pelas 1,4-B-glicosidases que
hidrolisam a celobiose a glicose (OGEDA & PETRI, 2010).
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Figura 5 — Representagdo esquematica da molécula de celulose.
Fonte: Adaptado de Nogueira (2017)

3.2.2 Hemicelulose

A hemicelulose € um heteropolimero formado por cadeias ramificadas de agucares como

pentoses (arabinose e xilose), hexoses (glicose, manose e galactose) e acidos urdnicos
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(glucurénico, galacturénico) (OLIVEIRA JR, 2018), cujas formas estruturais estdo
apresentadas na Figura 6. Encontram-se intercaladas entre as microfibrilas da celulose,
proporcionando elasticidade e impedindo que as microfibrilas se toquem, estabilizando a parede
celular através de pontes de hidrogénio com a celulose e ligacGes covalentes com a lignina
(SUN et al., 2014).

Além das diferencas na composi¢do quimica, a hemicelulose também difere da estrutura
da celulose pelo tamanho da cadeia, que é muito menor, contendo de 50-300 unidades de
acucares, pela presenca de ramificacdes nas moléculas principais da cadeia, e possui uma menor
resisténcia a hidrolise quando comparada com a celulose por ser mais solivel (NAKAEMA,
2021).
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Figura 6 — Representacdo esquematica da hemicelulose.
Fonte: Adaptado de Rodrigues & Camargo (2008).

A xilana é um dos principais constituintes da hemicelulose. E um polimero linear de
unidades de B-D-xilopiranosil ligadas por ligagdes B-1,4-D-glicosidicas. Na natureza, a cadeia
principal desse polissacarideo pode ser adicionada de unidades de 4-O-metil-a-D-
glucuronopiranosil, grupos acetil, a-L-arabinofuranosil, e outros em proporc¢des varidveis
(ALVES, 2018).

Ao hidrolisar a hemicelulose, tem-se como produto uma mistura de agucares, sendo a
xilose 0 que ocorre em maior concentracdo. Na industria, esse acucar tem sido usado na
producéo de solventes utilizados na purificagao de 6leos animais, minerais e vegetais, producao
de &cido latico e xilitol (SILVA, 2019c).
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3.2.3 Lignina

A palavra lignina vem do latim lignum, que significa madeira, sendo a mesma
responsavel pela resisténcia mecénica, além de protecdo contra microrganismos nas plantas
vasculares. A lignina ndo apresenta uma estrutura definida, ou seja, sdo amorfas bem como séo
moléculas complexas cujo polimero é formado principalmente por unidades aromaticas de
fenilpropano que é considerada uma substancia incrustante (SOARES et al., 2019).

Segundo Nakaema (2021), a lignina ¢ uma complexa macromolécula tridimensional
constituida de unidades fenilpropandides que se liga a hemicelulose e envolve parcialmente 0s
polissacarideos e as microfibrilas de celulose na parede celular de plantas.

Sua distribuicdo constitui o fator responsavel pela recalcitrancia dos materiais
lignoceluldsicos a degradacéo enzimatica, limitando a acessibilidade da enzima, tornando-se
um dos principais problemas para 0 processo de conversdo da biomassa lignoceluloésica, uma
vez que, devido ao reduzido tamanho dos capilares da biomassa, limita os sitios de ataques
enzimaticos e impede a entrada de enzimas de maior massa molecular, restringindo o ataque a
superficie externa (CROCHE, 2018). A Figura 7 ilustra uma das formas que a lignina pode

apresentar.
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Figura 7 — Representacdo esquematica da lignina.
Fonte: Adaptado de Pérez et al,. (2002).
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3.3 Pre-tratamentos de biomassa lignoceluldsica

O pré-tratamento da biomassa vegetal lignoceluldsica representa a primeira etapa para
a producdo de enzimas e, posterior, a producédo de bioetanol de segunda geragéo. Ele representa
cerca de 20% dos custos de processo total para obtencdo deste biocombustivel e influencia
diretamente as etapas posteriores de sua producdo. Assim, o pré-tratamento esta diretamente
atrelado a etapa de preparacéo da biomassa lignocelulosica, a eficiéncia da etapa de hidrolise e
a necessidade de tratamento das fracdes liquidas devido a geracdo de inibidores que afetam as
etapas da fermentacéo alcoolica (RABELO, 2019).

Os principais objetivos de se realizar um pré-tratamento sdo: produzir sélidos digeriveis
que aumentardo os rendimentos de agucares durante a hidrolise enzimética (quando o objetivo
final for a producdo de biocombustiveis); minimizar a formacédo de inibidores para as etapas
subsequentes; recuperar a lignina para converté-la em moléculas que tenham valor agregado;
ser rentavel; minimizar a producdo de residuos toxicos e perigosos através da lavagem e
remocao de extraiveis; e, dependendo do pré-tratamento, ha uma remogéo parcial ou total da
lignina ou hemicelulose (FERREIRA, 2018; ROSATELLA & AFONSO, 2015; LEE et al.,
2014).

Ao se pré-tratar um material lignocelulosico, ocorre uma diminuicédo da recalcitrancia
presente na biomassa, 0 que facilita a hidrdlise enzimatica com o fracionamento do complexo
lignocelul6sico em celulose, hemicelulose e lignina e o aumento da area superficial e da
porosidade da celulose (Figura 8). Assim, o pré-tratamento desfaz a rigidez macroscépica da

biomassa e diminui as barreiras fisicas ao transporte de massa (FERREIRA, 2018).
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Figura 8 - Biomassa lignocelulésica sujeita ao pré-tratamento
Fonte: Adaptado de Sharma et al., (2019).
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Durante os processos de pré-tratamento sdo gerados diversos tipos de compostos que
podem atuar como inibidores das enzimas na hidrolise e de leveduras na fermentagéo alcoolica.
Os tipos e a concentracdo desses inibidores dependem da composi¢do da biomassa e das
condi¢Bes de operacdo de cada tipo de pre-tratamento. Dentre estes inibidores estdo os
compostos fenolicos, gerados a partir da degradacdo da lignina, e os furanos, produtos de
degradacéo dos acucares (RIBEIRO, 2020).

As propriedades fundamentais que devem ser consideradas para o desenvolvimento de
um processo de pré-tratamento sdo: caracteristica da biomassa utilizada; custos moderados da
operacéo; alto rendimento na recuperagéo de agucares provenientes da hemicelulose; abertura
da fibra lignocelulolitica, produzindo substratos com alto teor celuldsico e acessibilidade para
hidrolise enzimética alternando as variaveis de carga enzimatica, teor de solidos e baixo tempo
de reacdo; e biomassa seca com baixo teor de umidade para a reducdo da carga energética
empregada no processo (MOQOD et al., 2013).

Existem quatro tipos de pré-tratamento e sdo classificados em: pre-tratamentos fisicos
(moagem, microondas e extrusdo) com uso de altas temperaturas, altas pressdes e/ou rapida
despressurizacdo e os mecanicos; os quimicos (&cido, basico, organossolv), com uso de reacdes
quimicas que desorganizam as ligagdes e intera¢fes quimicas da matriz lignocelulésica; fisico-
quimicos, que combinam tratamentos fisicos e quimicos, tais como explosao a vapor, explosdo
da fibra com aménia (AFEX) e o hidrotérmico; e bioldgicos (via microbiana), com o uso de
microrganismos e/ou biomoléculas. (NOGUEIRA, 2021; RIBEIRO et al., 2019; MOOD et al.,
2013). O Quadro 3 relaciona os principais métodos de pré-tratamento e suas vantagens e
desvantagens.

Dentre eles, o pré-tratamento por explosdo a vapor, € um dos tipos mais rentaveis nos
processos de conversao da biomassa e esta sendo amplamente estudado (ZHUANG et al.,
2016). Este método utiliza vapor d’agua a alta pressdo e alta temperatura para causar o
rompimento da hemicelulose, tornando a celulose mais acessivel as enzimas durante a hidrélise.
Quando submetida a altas pressfes e temperaturas, a agua aumenta seu grau de ionizacdo e 0s
ions hidroxila gerados atuam como catalisadores da hidrélise da hemicelulose (GUILHERME,
2014; SOUZA, 2016).
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Quadro 3 - Vantagens e desvantagens dos principais métodos de pré-tratamento.

Fonte: Adaptado de Ferreira (2018).

Classificacdo Meétodo Vantagens Desvantagens
. Aumento da area superficial; Alto custo energético; nao
Fisico Moagem o o o
Diminuicédo da cristalinidade remove lignina
Corrosao; toxicidade dos
Solubilizacéo de reagentes; formacao de
Acid hemiceluloses a aumento da inibidores a fermentacao;
cido
acessibilidade da celulose; necessidade de um eficiente
Reduc¢do moderada de lignina sistema de recuperacao do
acido
Quimico Alguns tratamentos exigem
- o longos tempos de residéncia
Condigdes operacionais ] )
. (dias); necessidade de
) amenas; nao exige reatores o )
Alcalino o neutralizacdo da biomassa
complexos; solubilizagéo de )
o ) tratada; ndo gera compostos
lignina e grupos acetil . o
toxicos; ndo inibe a
fermentacéo
Aumento da area superficial
Eisi com solubilizacdo de Geracdo de componentes
isico-
Ouimi Explos&o a vapor hemicelulose; remocéo toxicos; alta inibigdo a
uimico
moderada de lignina e ndo fermentacéo
utiliza solventes toxicos.
) o Elevado tempo de processo;
Aumento da &rea superficial; )
3 S necessidade de grande
] ] reducdo da cristalinidade; alta
o Microbiano (por 5 o espago para 0 processo;
Biologico remocao de lignina; sem

fungos)

requerimento de reagentes e

necessidade de reciclagem

necessidade continua de
controle do crescimento dos

microrganismos

3.3.1 Pré-tratamento por explosdo a vapor

O pré-tratamento por explosao a vapor atua tanto quimicamente quanto fisicamente. A

reacdo ocorre a medida que o vapor saturado entra em contato direto e penetra 0 material
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lignocelul6sico e dentro dele se condensa em agua liquida. ApOs a reacdo, segue-se uma
descompressao explosiva, onde a agua € rapidamente evaporada, causando assim a destruicao
da estrutura da biomassa. O processo causa uma hidrélise parcial de hemiceluloses e lignina, e
o material é desfibrado com facilidade, diminuindo o tamanho das particulas e aumentando sua
area superficial de contato, reduzindo a resisténcia da parede celular a sacarificacdo, o que
resulta em maior acessibilidade das enzimas nessas estruturas, facilitando a hidrdlise e
fermentacdo subsequente (RIBEIRO et al., 2019; PITARELLO et al., 2013). Entre as variaveis
operacionais e o0s fatores que afetam este tipo de pré-tratamento estdo a temperatura, o tempo
de residéncia no reator e o teor de umidade na biomassa, sendo que este Gltimo afeta diretamente
o rendimento do processo (PITARELLO et al., 2013).

O método de exploséo a vapor se destaca em termos de viabilidade econémica pois se
utiliza apenas agua quente sob pressdo e ndo agrega, a essa metodologia, reagente quimicos
como &cidos ou bases, 0 que traz grande vantagem para a protecdo do meio ambiente
(OLIVEIRA, 2020); pode ser realizado com ou sem a presenca de catalisadores (KARP et al.,
2013); ndo necessita de reatores resistentes a corrosdo para 0 processo; e ocorre a hidrolise de
grande parte da hemicelulose presente no material (RIBEIRO, 2020). Além disso, a escolha da
condigéo utilizada justifica-se nas limitagdes de temperatura e pressdes do reator presente no
equipamento (BARBOSA et al., 2020). A desvantagem e principal desafio desse pré-tratamento
¢ a producéo de inibidores dos processos enzimaticos e fermentativos, porém se fazem presentes
em um percentual menor quando comparados a outros processos (MARTINS, 2018).

No pré-tratamento hidrotérmico, a hidrdlise das ligacdes mais termolébeis da lignina é
favorecida, o que leva a formacdo de novas ligacdes e a fragmentacdo de partes da lignina,
liberando os compostos fenolicos. Os compostos fendlicos consistem de um anel aromatico,
que possuem ligacdo com grupos do tipo hidroxila, carboxila, metoxila e outras estruturas
ciclicas ndo aromaticas (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000). O tipo de composto
fenolico e a concentracdo dos fendlicos totais podem variar com o tipo de biomassa e o tipo de
pré-tratamento, bem como da carga de sélidos utilizada no pré-tratamento e na hidrolise
enzimatica (RIBEIRO, 2020).

Tendo em vista que estes compostos inibidores alteram significativamente o
desempenho dos fungos nos processos fermentativos e das enzimas na hidrdlise, mesmo em
baixas concentracdes, se fazem necessarios métodos para a sua remocdo, sendo o primeiro
deles, a lavagem com agua corrente da biomassa pré-tratada até a estabilizacdo do pH, de modo
a aumentar o rendimento geral do processo de conversdo da biomassa vegetal em biorrefinarias
(RIBEIRO, 2020).
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3.4 Producéo de celulases e xilanases por via microbiana

Segundo Ramadan et al. (2014), a tecnologia enziméatica ¢ um dos campos mais
promissores dentro das novas tecnologias para sinteses de compostos de alto valor agregado
pois os biocatalisadores apresentam menor impacto ambiental e menor consumo energético
comparados com os catalisadores quimicos por serem biodegradaveis. Ademais, suas
propriedades, como alta especificidade e acdo rapida, permitem que 0s processos na industria
possam ser executados com melhores rendimentos, reducéo na geracdo de residuos e reacdes
mais suaves (ADRIO & DEMAIN, 2014). As caracteristicas, propriedades e desempenho das
enzimas dependem de sua estrutura tridimensional e das condi¢bes externas como pH,
temperatura e forca i6nica do meio (SILVA, 2013). O uso de microrganismo como fonte de
obtencéo de enzimas vem sendo cada vez mais utilizado em escala industrial (DENT]I, 2021).

Segundo Denti (2021), as enzimas sdo classificadas de acordo com suas propriedades
cataliticas e divididas em seis grandes classes: 1. Oxidorredutases; 2. Transferases; 3.
Hidrolases; 4. Liases; 5. Isomerases e 6. Ligases. Dentre as enzimas mais vendidas no mundo
estdo as hidrolases (classe 3), devido a suas aplicacGes em diversas industrias, que catalisam a
quebra do substrato na presencga de moléculas de &gua (HAMIN-NETO, 2012).

As hidrolases ndo s6 englobam diferentes enzimas, como carboidrases, lipases e
peptidases (HAMIN-NETO, 2012), mas também hé as responsaveis pela despolimerizacdo dos
materiais lignocelulésicos que sdo divididas em grandes grupos tais como exemplo: celulases
e hemicelulases (SANTOS et al., 2015).

Os microrganismos mais importantes utilizados pela industria de enzimas sao os fungos.
Desses, 0s principais produtores de celulases sdo: Trichoderma reesei, Trichoderma koningii,
Trichoderma lignorum, Sporotrichum pulverulentum, Penicillium funicolosum, Penicillium
iriensis, Aspergillus sp., Schizophyllumm sp., Chaetominum/Achaetomium sp. e Humicola sp.

Tais fungos excretam celulases de alta atividade no meio de cultura (SILVA, 2016).

3.4.1 Celulases

As celulases sdo as enzimas responsaveis pela hidrdlise da celulose, convertendo esse

material insolUvel em agucares menores. Estas enzimas atuam em sinergia para a liberagdo de
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acucares, dos quais a glicose é o que desperta maior interesse industrial (TEIXEIRA et al.,
2018). Contudo, sdo necessarias trés classes de celulases trabalhando sinergicamente para a
realizacdo da hidrolise da celulose, que sdo as endoglucanases (1,4-B-D-glucanohidrolase),
exoglucanases (1,4-p-D-glucano-celobiohidrolase) e celobiase (B-D-glucosidase) (DUDEK et
al., 2017) e a divisdo desses grupos corresponde ao mecanismo de acdo que elas realizam
(GERVASIO, 2017).

As endoglucanases sdo as responsaveis por iniciar o processo de hidrdlise, no qual
atacam regides de baixa cristalinidade das fibras de celulose, criando novas cadeias com
terminais livres (ROSA, 2014). Elas atuam na regido amorfa da cadeia de celulose rompendo-
a internamente e de forma aleatodria, agindo nas ligagdes B-1,4 presentes na regido central da
molécula, liberando oligossacarideos de diversos graus de polimerizagdo como produto
(GRACIOLI, 2018). A atividade catalitica pode ser medida através da diminui¢do da
viscosidade do meio decorrente da diminuicdo de massa molar média de celulose ou derivados
de celulose (OGEDA & PETRI, 2010).

As exoglucanases (ou também chamadas de celobiohidrolases) atuam nas extremidades
redutoras e ndo redutoras da molécula de celulose cristalina, produzindo uma reducéo lenta e
gradual do seu grau de polimerizacéo, liberando D-celobiose, que é posteriormente hidrolisado
em glicose por B-glucosidases (NASCIMENTO et al., 2018). Em alguns casos foi observado
que essas enzimas rompem o substrato, aumentando as regides intersticiais, 0 que
consequentemente aumenta a taxa de hidrélise (CASCIATORI, 2015). Essas enzimas nao
atuam sobre celulose soltvel por haver impedimento estereoquimico causado pelos grupos
substituintes, como o carboximetil da carboximetilcelulose (CMC) (NASCIMENTO et al.,
2018).

As celobiases catalisam a hidrolise da celobiose gerada pelas celobiohidrolases e
endoglucanases em glicose. Essas enzimas ndo sdo consideradas celulases auténticas pelo fato
de ndo atuarem diretamente na cadeia celuldsica, e sim no substrato solGvel. Porém, para que
haja eficiéncia da hidrolise enzimatica da celulose, elas sdo de extrema importancia haja vista
que atuam removendo a celobiose do meio reacional (PAZ-CEDENO, 2017).

A Figura 9 representa sistematicamente a acdo do grupo de enzimas pertencentes ao
sistema celulolitico, demonstrando a acdo de cada uma separadamente e a importancia que cada

uma tem na hidrolise.
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Figura 9 — Acdo das celulases sobre a molécula de celulose
Fonte: Adaptado de Nascimento et al. (2018)

As celulases tém uma grande importancia em aplicacGes industriais, como no
processamento de alimentos e sucos, na industria de papel de celulose, na biorremediagéo de
poluentes industriais, na indlstria de lavanderia e detergentes para limpeza de tecidos, na
industria farmacéutica, quando agem na extracdo de compostos produzidos pelas plantas, e na
producdo de bioetanol (SILVA, 2020). No ramo alimenticio, as celulases sdo usadas
principalmente na extracdo de componentes do cha verde, proteina de soja, 6leos essenciais,
aromatizantes e do amido da batata doce (OLIVEIRA, 2009).

Entretanto, o principal gargalo para a aplicagéo abrangente da celulase na producao de
etanol a partir de residuos lignocelul6sicos é o alto custo de produgdo da enzima. Para
solucionar este problema algumas estratégias podem ser usadas como 0 uso de microrganismos
com altas taxas de producao das enzimas e a utilizacdo de processos fermentativos com menor
custo, como os que usam substratos agroindustriais (ZANCHETTA, 2012).

Os estudos mais recentes da literatura estdo utilizando o género
Achaetomium/Chaetomium para producdo de enzimas termotolerantes por ser, na maioria dos
casos, termoestaveis (HUA et al., 2018).

A busca por baratear cada vez mais os custos da producao de bioetanol fez Hua et al.,
(2018) estudarem e clonarem um novo gene codificador de endoglucanase (cTendo7) a partir
do fungo termofilico Chaetomium thermophilum, que foi expresso de forma heteréloga em
Pichia pastoris. A enzima CTendo7 recombinante foi purificada por cromatografia utilizando
metal imobilizado Ni%" e posteriormente caracterizada. CTendo7 pertence a familia 7 de
glicosideo hidrolase, e exibiu atividade consideravel contra carboximetilcelulose sédica (CMC-
Na) e xilano de 1,91 Ul/mg e 3,05 Ul/mg na condi¢cdo 6tima de reacdo de 55 °C, pH 5,0,

respectivamente. A enzima purificada apresentou uma termoestabilidade relativamente boa. As
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atividades residuais de endoglucanase e xilanase foram de 74,3% e 66,2% apds uma pré-
incubacdo de 60 minutos a 70 °C. A geracdo de oligossacarideos sollveis a partir de
lignocelulose é uma etapa critica na producdo de bioetanol, e vale ressaltar que CTendo7
produziu celo-oligossacarideos e xilo-oligossacarideos a partir da sacarificacdo enzimatica
continua de CMC-Na e xilana, respectivamente.

A hidrolise enzimatica é considerada uma estratégia eficiente e ambientalmente
adequada para a degradacdo de residuos organicos. Comparadas as celulases mesofilicas, as
celulases termoestaveis com atividade consideravel sdo mais vantajosas na hidrolise de papel
usado, principalmente em termos de sua participacdo na acdo sinérgica. Li et al., (2018)
investigaram o efeito sinérgico de dois tipos diferentes de celulases termoestaveis, a
endoglucanase CTendo45, e a celobiohidrolase CtCel6, em cinco tipos comuns de residuos de
papel por meio do Chaetomium thermophilum. Este estudo fornece uma visao inicial sobre um
efeito sinérgico satisfatério de celulases termoestaveis de C. thermophilum para a hidrdlise de
diferentes materiais de papel, o que fornece uma combinacdo potencial de enzimas para
aplicacdes industriais, incluindo gerenciamento de residuos ambientalmente amigavel e
producéo de etanol celulésico.

Nesse contexto, no presente estudo, avalia-se o potencial de um fungo identificado
recentemente, 0 A. lippiae URM 7547, como potencial produtor de celulases e xilanases visando

sua aplicacdo na producéo de etanol de segunda geracao.

3.4.2 Hemicelulases

As hemicelulases atuam na hidrdlise da hemicelulose que, assim como a celulose, esta
entre os grupos de polissacarideos mais abundantes na natureza. Essas hidrolases sdo formadas
por Varios grupes, sendo os dois principais chamados de endo-p-1,4-xilanase e -xilosidade
(ZANCHETTA, 2012).

As endoxilanases atacam o esqueleto estrutural da molécula, reduzindo o grau de
polimerizacdo do substrato ao clivarem as ligacdes glicosidicas na cadeia principal da xilana,
transformando-a em pequenos fragmentos de xilotriose e xilobiose (TEIXEIRA et al., 2018).

A B-xilosidade hidrolisa a xilobiose e xilotriose, produtos das endoxilanases, em xilose
por remocdes sucessivas de D-xilose a partir da terminacdo ndo redutora. Ela faz parte da
maioria dos sistemas xilanoliticos microbianos e quando purificada mostra maior atividade em

direcdo a xilobiose, nenhuma atividade em relacdo a xilana e com relacdo ao
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xilooligossacarideos (XOS) geralmente sua atividade diminui com o aumento do comprimento

da cadeia (TORRE, 2017). A Figura 10 representa sistematicamente a acdo das hemicelulases.

axonilanases
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Figura 10-Representacdo sistematica da acdo das xilanases.
Fonte: Adaptado de Mingote (2015).

As enzimas xilanoliticas sdo produzidas por uma variedade de microrganismos, no
entanto, os fungos sdo os produtores principais. Atualmente, a producgéo de xilanase em escala
industrial é dominada por espécies de Trichoderma e Aspergillus (CARMO, 2011). A
importancia das xilanases esta relacionada com seu potencial de aplicacao na industria. Os seus
produtos, advindos da hidrélise enzimética, desempenham uma série de funcdes na inddstria
alimenticia e farmacéutica. Elas também sdo usadas na industria de panificacdo, cervejaria e na
producéo de bioetanol (LEONEL, 2021).

A producéo de xilanase pode ser utilizada para aplicagdes industriais e fins comerciais,
incluindo branqueamento, sem cloro, da polpa de madeira antes da fabricacéo de papel; aditivos
alimentares em aves e farinha de trigo para aumentar a qualidade dos produtos de panificagdo
e melhorar 0 manuseio da massa; para a extracdo de café, extracdo de amido e 6leos vegetais;
além da producdo de xilitol (Atalla et al., 2020). A Figura 11 apresenta um grafico de producéo
de xilanase por cultivo submerso (33 °C, pH 5,0) por Chaetomium globosum utilizando

diferentes residuos agricolas.
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Figura 11 - Efeito de diferentes residuos agricolas na producéo de xilanase por C.
globosum

Fonte: Adaptado de Atalla et al., (2020).

Atalla et al. (2020), em seu estudo de producao de xilanase por C. globosum, observaram
que a variavel pH tem forte influéncia sobre o género Chaetomium durante o processo de
producdo enzimatica. A Figura 12 apresenta o grafico de Atividade xilanolitica em (U/mL)
versus valores de pH.

Xilanase U/ml
£ 8 £ 8 8

g

36 4 46 5 56 6 66 1
Diferentes valores de PH
Figura 12 - Efeito de diferentes valores de pH na producéo da xilanase bruta (U/mL).

FONTE: Adaptado de Atalla et al., (2020).
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Segundo Yu et al., (2021), as xilanases tém ganhado cada vez mais atencao nos ultimos
anos devido a suas diversas aplicacdes em diferentes industrias, incluindo alimentos, racdes,
papel e celulose, biocombustivel e téxtil. Até o momento, um grande nimero de xilanases foram
identificadas e caracterizadas a partir de varios microrganismos. Considerando que,
relativamente menos xilanases foram relatadas de microrganismos termofilicos, Yu et al.,
(2021) resolveram produzi-las em uma cinética otimizada por meio de cddons a partir de cepas
de microrganismos termdfilos e apds isso, testar sua termoestabilidade. Os fungos utilizados no
estudo foram o Achaetomium sp. Xz-8, Geobacillus stearothermophilus, Malbranchea
cinnamomea, Streptomyces thermovulgaris, Penicillium pinophilum C1, e Thermotoga
naphhophila RKU-10. Notou-se que, o género Achaetomium € um bom produtor xilanolitico e,

para algumas cepas, ele apresenta-se como um fungo termofilico.

3.5 Estrutura, composicéo e relevancia econdmica do coco (Cocos nucifera

)

O coco, cujo nome cientifico é Cocos nucifera I. é original da india, mas sua planta ja
estd presente em mais de 90 paises, incluindo o Brasil. O coqueiro chegou ao Brasil, vindo de
Cabo Verde, em meados de 1553 chegando ao estado da Bahia e expandindo-se primeiramente
pelo litoral nordestino, onde se encontram os principais produtores atuais (CINTRA et al.,
2009).

No cenario mundial, o Brasil é o quarto maior produtor de coco, produzindo cerca de 3
milhGes de toneladas (5% da producao mundial). A América do Sul é responsavel por mais de
80% da producdo, sendo 82,28% da area total plantada e 69,25% do valor total do coco
produzido da regido Nordeste (NOGUEIRA, 2017; SILVA, 2016).

Rico em nutrientes, o coco tem um enorme apelo comercial, desde a sua agua até suas
fibras e bagacgo. Sendo a agua do coco verde a mais utilizada e explorada pelo setor industrial,
sua casca, que corresponde a 80-85% do peso bruto da fruta, acaba sendo descartada em grandes
quantidades diariamente, causando sérios problemas ambientais (GERVASIO, 2017).

A indlstria de coco verde pode ser desde a envasadora da agua de coco ou de
processamento deste produto para extracao da polpa. Essas industrias originam-se na producéo
agricola e terminam no mercado consumidor. Podem também atingir o mercado consumidor de
bares, restaurantes e quiosques, onde sua agua é comercializada in natura sendo distribuida em
garrafas ou outros recipientes (OLIVEIRA, 2016).
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O coco verde é formado pelo mesocarpo fibroso e endosperma, conforme apresentado
na Figura 13. Sua casca/mesocarpo representa em torno de 57% do fruto e na maioria das vezes
é descartada. As fibras do mesocarpo sdo constituidas basicamente por celulose, lignina,
hemicelulose, pectina e minerais. Suas caracteristicas sdo a facilidade de modificacdo por
agentes quimicos, baixa densidade, a boa flexibilidade no processamento, além de ser
biodegradavel (SILVA, 2016).

Mesocarpo

Endocarpo : : Embriio

Albumen
liquido

Albumen
solido

Tegumento

Figura 13 — llustracédo da estrutura do coco.
Fonte: Adaptado de Silva (2016).

Poucos estudos tém sido realizados visando a utilizacdo potencial da casca de coco na
agricultura de campo, a maioria sdo experimentos realizados em casas de vegetacdo. Uma
possivel explicacdo pode ser o fato de alguns pesquisadores acreditarem que esse subproduto
poderia inibir o crescimento de alguns vegetais, causando prejuizos. Porém, a casca possuli
varias aplicacBes como: substrato agricola, para artesanato, jardinagem e, por possuir grande
quantidade de material lignocelul6sico, atualmente esta sendo bastante estudada na area de
biotecnologia para produgédo de enzimas e obtengdo de bioetanol de 22 geracdo, por exemplo
(NASCIMENTO, 2018).

Nesse aspecto, a expressiva quantidade de residuos gerados no processamento do coco
tem motivado o desenvolvimento de alternativas e pesquisas que possibilitam o
reaproveitamento dos residuos sélidos com o objetivo de agregar valor a estes rejeitos, por meio
da fabricagdo de novos materiais (NOGUEIRA, 2017; MATTOS et al., 2021), minimizando
seu impacto no meio ambiente.

Varios sdo os estudos na literatura que utilizam a fibra da casca do coco verde para
obtencgdes de produtos biotecnoldgicos e de uso energético, como substratos em fermentacGes
semissélidas (SANTOS et al., 2018b) e submersas (GAETE et al., 2020) para produgdes de
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enzimas lignoceluloliticas, estudos sobre producdo de enzimas celuloliticas em residuos de
coco verde deslignificado e hidrdlises enzimaticas (BEZERRA et al., 2021; PUTRINO et al.,
2020; NOGUEIRA et al., 2021b), producéo de etanol de segunda geracdo (NOGUEIRA et al.,
2021b), utilizacdo na inddstria alimenticia e farmacéutica como na producdo de sorvetes
probidticos (HANAFI et al., 2022), na industria de construgdo civil com producéo de telhados
verdes (ALMEIDA et al., 2021), producdo de antioxidantes (ADELOYE et al., 2020) e na
producéo de etanol 2G e ramnolipideos (PADILHA et al., 2019).
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Material e Métodos

4 Material e Métodos

A seguir, sdo apresentadas as principais metodologias bem como o0s reagentes,
materiais e equipamentos utilizados na parte experimental desta pesquisa.

4.1  Microrganismo e manutencao

O microrganismo utilizado foi o novo fungo endofitico Achaetomium lippiae
identificado por Vianna et al., (2017) e depositado na micoteca da Universidade Federal de
Pernambuco sob o cédigo URM-7547. A. lippiae URM 7547 foi cultivado seguindo a
metodologia descrita por Viana et al. (2017) em placa de Petri contendo 0 meio Agar Batata
Dextrose (BDA) (Figura 14), sendo incubado em estufa tipo BOD (Biochemical Oxygen
Demand, TE-371, Tecnal®) por 7 dias a 30 °C. Antes da inoculacdo da placa, tanto a placa
quanto o meio foram esterilizados em autoclave, onde foram mantidos a 121 °C por 15 minutos.
Apos esse periodo, as placas contendo o fungo foram mantidas na geladeira por, no maximo,
90 dias, como forma de retardar o crescimento.

Também foi utilizado o fungo Trichoderma reesei CCT 2768 como controle e sua

manutencdo dele seguiu 0s mesmos protocolos utilizados para A. lippiae URM 7547.

Figura 14 — Aspecto macroscopico de A. lippiae URM 7547 ap06s cultivo em meio BDA a 30
°C.
Fonte: Autora
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4.1.1 Repique em sabugo de milho

O repique foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Guilherme et al.
(2008). O sabugo de milho utilizado foi seco a 65 °C por 24 horas em estufa com circulacdo de
ar (Marconi, MA-035), processado em moinho (Willye, TE-680, Tecnal®) e peneirado em
malha #20.

Para inoculacdo do microrganismo, trasferiu-se 10,0 mL de solucdo de Tween 80 a 0,5%
(v/v) para as Placas de Petri contendo os esporos e, com o auxilio de uma alga de platina, raspou-
se a superficie do meio. Transferiu-se 1,0 mL da solu¢do de Tween 80 com esporos para um
meio, estéril em Erlenmyers contendo 4,6 g de sabugo de milho umedecido com 6 mL de
solucdo nutritiva composta (0,19 mL de fosfato de potassio monobasico (KH2PO4), em uma
concentracdo de 200 g.L; 0,025 mL de uma mistura contendo 40 g.L* de sulfato de zinco
(ZnS04.7H,0) e 46 g.L* de sulfato de ferro (FeS0O4.7H,20); e 50 mL de solugdo peptonada, em
uma concentragdo de 56 g.L Y. Os esporos foram incubados por cinco dias em BOD (TE-371,

Tecnal®) a 30 °C, conforme a Figura 15.a.

Figura 15 - Incubacéo do A. lippiae URM 7547 em sabugo de milho a 30 °C. A) Primeiro dia
de incubacdo. B) Esporos crescidos apds cinco dias de incubacao.
Fonte: Autora

Apos o periodo de cultivo dos fungos microrganismo, os Erlenmeyers (Figura 15.b)
foram mantidos sob refrigeracdo por periodo méximo de até 3 meses e utilizados para obtencéo

dos indculos nos ensaios da fermentacédo submersa.
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4.2 Determinacdo do potencial do A. lippiae na produgdo de enzimas

hidroliticas

Avaliou-se o potencial do fungo A. lippiae URM 7547 para produzir enzimas
hidroliticas quando crescido em meio agar. A producdo das enzimas extracelulares amilase,
lipase, protease, celulase, xilanase e pectinase por A. lippiae URM 7547 foram avaliadas, de
acordo com Fernandes (2009), por formacéo de halo e comparadas com o fungo Trichoderma
reesei CCT-2768.

4.2.1 Meios para indugao enzimatica

As suspensdes de esporos do novo fungo endofitico filamentoso A. lippiae URM-7547
e de T. reesei CCT-2768 foram obtidas adicionando-se solucdo de Tween 80 0,5% (v/v) as
placas estoques contendo o respectivo fungo crescido em meio Agar Peptona Dextrose. Uma
gota de suspensdo foi transferida para o centro das novas placas contendo como fonte de
carbono o substrato (amido, carboximetilcelulose, xilana, pectina citrica, Tween 20 ou leite
desnatado) cuja expressdo da enzima associada pretendia-se avaliar. Para amilase, celulase,
xilanase e pectinase, o0 meio foi preparado em solucgéo salina (em g/L): NaNOs (2,0), KH2PO4
(1,0), MgS0..7H20 (0,5), KCI (0,5), FeSO4.7H20 (0,01), dissolvendo-se agar bacterioldgico
(18,0 g/L) e a fonte correspondente de carbono em (g/L): amido solavel (10,0),
carboximetilcelulose (10,0), xilana Beechwood (5,0), ou pectina citrica (10,0), respectivamente,
pH 5,0. Para lipase, o meio continha, (em g/L): peptona (10,0), NaCl (5,0), CaCl, (0,1) e agar
(20,0), pH 6,0. Apds esterilizacdo em autoclave (121 °C, 15 min), Tween 20, também
autoclavado, foi adicionado para atingir uma concentrac¢ao de 1,0% (v/v). O meio para inducgéo
de protease foi preparado em tampao citrato fosfato (100,0 mM, pH 5,0), contendo agar (18,0
g/L), gelatina (10,0 g/L) e leite desnatado em p6 (10,0 g/L). As placas foram preparadas em
triplicata. A inoculacdo ocorreu com a transferéncia cuidadosa de uma gota de suspenséo de
esporos para o centro da placa e os fungos foram mantidos a 30 °C, durante 72 h, em estufa
bacterioldgica.

Ao final desse periodo, as placas para determinacdo da amilase foram coradas com
solucéo de iodo 2,0%. As placas de celulase, xilanase e pectinase foram tingidas usando uma

solucéo 0,1% (m/v) de vermelho congo, mantendo-se em contato por 30 min e, posteriormente,
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lavadas com solucdo de NaOH (1,0 N). Para lipase e protease, 0 uso de solucdes reveladoras

ndo foi necessario.

4.2.2 Calculo do Indice Enzimatico (IE)

O IE foi calculado para verificar a capacidade do fungo em produzir as enzimas, sendo
esse a razdo entre o diametro médio do halo de degradacéo e o diametro médio da coldnia, de

acordo com as Equacdes (1) e (2), conforme Fernandes (2009):

Diametro do halo D

IE =
Didmetro da coldnia

)

_ Area da regido de degradagio
Area da colénia)

Maiores valores de IE indicam maior atividade enzimatica extracelular. O programa
ImageJ (versdo 1.52a, National Institute of Health, EUA) foi utilizado para obtencédo das areas
das regides de crescimento fungico e do halo de degradacéo, que se relacionam com o IE de
acordo coma Eq. (1). Os dados foram processados utilizando-se o programa Statistica® (versdo
7.0, StatSoft. Ink, Tulsa, OK, EUA).

4.3 Avaliacéo inicial do crescimento do A. lippiae URM-7547 em meio

liquido

Antes de se avaliar a producdo das enzimas em cultivos submersos, foram avaliados o
melhor meio salino (conforme ilustrado na Tabela 1) e a concentragdo de agucar (glicose ou
xilose, respectivamente) que proporcionassem, dentro das condi¢des avaliadas, 0 maximo fator
de conversdo de substrato em biomassa (Y x;s). Os experimentos (de A a I) foram realizados em
triplicata, totalizando 27 ensaios, conforme Tabela 2. Destaca-se que 0s experimentos com

glicose seréo identificados como Ag, Bg, etc. e 0s com xilose Ax, Bx, etc.
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Tabela 1 — Meios para incubacédo do A. lippiae URM-7547 a 30 °C usados nos experimentos.

Meio 1 (g/L) Meio 2 (g/L) Meio 3 (g/L)
KH2PO4 2,0 2,0 2,0
K2HPO4 - 2,0 2,0
(NH4)2S04 1,4 1,4 14
MgS0O,4.7H20 0,3 0,3 0,3
Ureia 0,3 0,3 0,3
FeS04.7H20 0,005 0,005 -
MnSO4.H20 0,0016 0,0016 -
ZnS04.H20 0,0014 0,0014 -
CoCl2.6H20 0,0037 0,0037 -
CaCl 0,3 0,3 0,3
Peptona - - 0,75
Extrato de levedura - - 0,25

Tabela 2 — Experimentos para definicdo do melhor meio de cultivo liquido para producéo
(biomassa) do fungo A. lippiae URM-7547.

Concentracéao

Experimentos* Meio Salino de acucar
(g/L)
5,0
10,0
20,0
5,0
10,0
20,0
5,0
10,0
20,0

T @ m m O O W >
W W W NN DN PR

Destaca-se que, para esse estudo cinético, acompanhou-se a evolugdo do cultivo durante
10 dias (240 h) a temperatura de 30 °C e 150 rpm em Erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL

de meio salino a uma determinada concentracdo de acUcar (pH inicial 5,0). Foi adicionado ao
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meio 1,0 mL de suspenséo de esporos com uma concentracéo de 107 esporos/mL. Ao longo do
cultivo, erlenmeyers foram retirados a cada 24 h para quantificar o pH, a concentracdo de
biomassa seca em papel de filtro e as concentragdes de aclcares em g/L, o que permitiu estimar
a maxima velocidade especifica de crescimento ([max) € 0 fator de conversdo de substrato em

células (Yxss).

4.3.1 Determinacdo da massa celular seca

A estimativa de crescimento do A. lippiae URM-7547 foi realizada pela quantificagdo
do peso seco da biomassa fungica durante o cultivo em meio liquido, ap6s secagem a 100 °C
até peso constante. A biomassa foi separada do meio através de filtracdo em papel de filtro
Whatman n°7, previamente tarado, e lavada com 50mL de agua destilada. O meio liquido
separado da biomassa foi guardado em tubos falcons estéreis para quantificacdo de agucares
por CLAE.

A biomassa flngica, em g/L, foi calculada conforme Equacao (3):
my— m 3
x(9/,) = . p 3)
S

Onde:

X = concentracdo de células, em g/L;

m¢ = Massa final da biomassa em gramas ap0ds secagem a 100°C em 24 h;
mp = Massa do papel de filtro seco em gramas;

Vs = Volume do sobrenadante (L).

4.3.2 Velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) e fator de conversao

de substrato em biomassa (Yx/s)

A velocidade especifica de crescimento (u) foi calculada, seguindo Schmidell Netto et

al. (2001), pelas Equacdes 4 e 5, e seu valor maximo (Umax) foi reportado.

Beatriz de Azevedo. Dissertagdo (Mestrado) — 2022. 49



Material e Métodos

@)

j}dX = fdt

_ In(X;/X;_1) (%)
(t; —ti—1)

Xi.1 e ti1 representam a concentragdo de biomassa e o0 tempo de cinética anteriores aos
de Xi e tj, respectivamente. O pmax foi reportado ap6s os calculos de cada p. O fator de conversao
de substrato (Yx/s) em biomassa foi definido por Schmidell Netto et al. (2001) e reportado por
Vaz (2008) pela Equacéo (6):

_ Xmax — Xo (6)

Xmax € Sxmax representam a concentracdo de biomassa maxima e a concentracdo de
substrato na qual essa concentracdo maxima de biomassa € obtida, respectivamente. Xo e So

representam a concentracéo inicial de biomassa e a concentracdo de substrato, respectivamente.

4.4 Obtencéo e Preparo da Matéria-Prima

O coco verde foi coletado como residuo da Aquacoco, empresa de agua de coco
localizada em Maxaranguape, Rio Grande do Norte, Brasil (Coordenadas geogréficas: -
5.5201119166154085, -35.257452458331095). As fibras das cascas do coco verde foram
selecionadas e levadas ao Laboratério de Engenharia Bioquimica da UFRN (LEB). No
laboratorio, as fibras foram lavadas com dgua da torneira para remog¢do de compostos residuais
e secas a 65 °C por 72 horas em estufa de circulacdo de ar (Marconi, MA-035), moidas em
moinho (Willye, TE-680, Tecnal®), peneiradas com malha #20 e armazenadas em recipientes

plasticos.

4.5 Pré-tratamento com exploséo a vapor

O pré-tratamento foi realizado utilizando um reator de explosdo (14 L, 219 x 280 x 8

mm, Up Control, Brasil). A metodologia e variaveis de operacdo (210 °C e 10 minutos de
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reacdo) utilizadas foram descritas por Ribeiro et al. (2019). A biomassa foi adicionada Umida
ao reator para um maior rendimento.

Apos a explosdo, a biomassa foi retirada, filtrada, lavada até o pH da dgua de lavagem
estabilizar em neutro e seca a 60 °C em estufa de circulagéo de ar (Marconi, MA-035) durante
24 horas. O substrato seco foi submetido a caracterizacao lignoceluldsica, para posteriormente

ser utilizado nos cultivos submersos.

4.6 Caracterizacao lignocelulosica

Os substratos in natura e pré-tratado via explosdo a vapor foram caracterizados
guimicamente em termos de teor de umidade, cinzas, extraiveis, celulose, hemicelulose e

lignina.

4.6.1 Umidade

De acordo com Sluiter et al. (2005), foram pesados 2,0 g de p6 da fibra da casca do coco
verde em cépsulas de porcelana previamente taradas. Em seguida, o material foi colocado em
estufa por 24 horas a 105 °C. Apds esse periodo, as amostras foram colocadas em dessecador
até atingirem temperatura ambiente e pesadas novamente.

A umidade foi determina em triplicata e calculada conforme a Equacéo (7):

MSeca

x 100

Umida

UMIDADE (%) =1 — 0

Onde:

Mseca (9) = massa seca do material constante obtida pela diferenca entre a massa do conjunto
depois da estufa e a massa da capsula;

Mumida (9) = massa Umida obtida pela diferenca entre a massa do conjunto antes de ser levado

para estufa e a massa da capsula.
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4.6.2 Cinzas

Foram pesados 2,0 g do pé da fibra da casca do coco verde em cadinho de porcelana. O
material foi gradativamente aquecido em mufla até 300 °C e, posteriormente, calcinado a 800
°C por duas horas (SLUITER et al., 2005).

Por diferenga de massa, o teor de cinzas totais foi determinado de acordo com a Equacao

(8):
CINZAS (%) — MCadinho+cinzas_ MCadinho %100 (8)
M,
Onde:

M _adinho (9) = massa do cadinho antes da calcinacdo da amostra;
M cadinho+cinzas (§) = massa do cadinho com as cinzas apos a calcinacao;

M, (g) = massa da amostra seca (base seca) antes da calcinacéo.

4.6.3 Extraiveis

Foram pesados 2,0 g de material e logo em seguida, foram submetidos a um tratamento
em um aparelho Soxhlet, utilizando os reagentes agua deionizada e alcool etilico 95% em
sequéncia a temperaturas de 120 e 80 °C, respectivamente, por 24 horas cada, utilizando um
volume de reagentes de 70,0 mL (SLUITER et al., 2005).

Ap0s 0 processo extrativo, o tubo contendo o material foi mantido em estufa a 105 °C
durante 24 horas e, em seguida, pesado. A porcentagem de extrativos foi calculada conforme a
Equacéo (9):

Mtubo+extraiveis - Mtubo

©)
x 100
Mseca

EXTRATIVOS (%) =

Onde:
Miubo+extraiveis (§) = massa do tubo Soxhlet com extraiveis apds a extracdo;
Mo (9) = massa do tubo Soxhlet antes da extracao;

Mseca (9) = massa da fibra inicial em base seca.
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4.6.4 Determinacdo de polissacarideos e lignina

A determinacdo dos teores de lignina, celulose e hemicelulose seguiu a metodologia
descrita por Sluiter et al., 2008. Foram pesados 0,3 g de material isento de extraiveis e
transferido para um Erlenmeyer de 125 mL em que foram adicionados 3,0 mL de H2SO4 (72%)
em banho-maria a 30 + 3 °C durante 1 h, usando um bastdo de vidro para agitar a mistura a
cada 10 min. A reacdo foi interrompida com adicéo de 84,0 g de 4gua deionizada, agitando-se
cuidadosamente a mistura. Em seguida, a solucéo foi autoclavada a 121 °C e 1,0 atm durante 1
h. Os ensaios foram realizados em triplicata. Apo6s o tratamento térmico, o material hidrolisado
foi filtrado utilizando-se papel filtro seco e previamente tarado. O hidrolisado foi armazenado
em microtubos e estocadosem geladeira, para a realizacdo das analises por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

A fracdo solida contida no papel filtro foi lavada com 100,0 mL de 4gua deionizada e
seca a 105 °C por 24 horas para uso na determinacao de lignina insoltvel presente no material
(SLUITER et al., 2008).

4.6.4.1 Lignina

Para determinar o teor de lignina insolivel do material retido no papel de filtro apés a
hidrolise &cida, foi transferido o residuo com o papel de filtro seco para um cadinho de
porcelana previamente tarado e foi calcinada a amostra. A temperatura de calcinagéo foi elevada
lentamente até 300 °C para evitar a expansdo do material no interior da mufla e, posteriormente,
mantida a 800 °C por mais duas horas. Apds esse periodo, o cadinho foi transferido
cuidadosamente para um dessecador, onde foi mantido até atingir a temperatura ambiente.
Entdo, foi quantificada a massa do cadinho juntamente com o material calcinado (SLUITER et
al., 2008).

O teor de lignina na amostra foi calculado de acordo com a Equacéo (10):

(MSélido+ppf_ Mppf) - Mcadinho+cinzas_ Mcadinho x 100 (10)

LIGNINA (%) =

Mmaterial_inicial

Onde;:
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Msslidos+ppf (§) = massa dos solidos com papel filtro (seca) apos lavagem;
Moppt (@) = massa do papel filtro tarado para filtragem;

Mecad+cinzas (§) = massa do cadinho com cinzas apdés a calcinacéo;

Mecad (@) = massa do cadinho tarado antes da calcinagéo;

Mmaterial inicial (9) = massa da fibra (seca) utilizada para fazer hidrdlise acida.

4.6.4.2 Determinagéo de concentragao de celulose e hemicelulose

A determinacdo dos teores de celulose e de hemicelulose depende das concentragdes
de carboidratos e de acidos organicos presentes no hidrolisado. Fatores de conversdo sao usados
para converter as massas destes compostos em massa de celulose e hemicelulose (Tabela 3).
Estes fatores se baseiam na estequiometria de conversdo dos referidos componentes em suas

moléculas precursoras: celulose e hemicelulose (SLUITER et al., 2008).

Tabela 3-Componentes precursores da celulose (C) e hemicelulose (H) e seus respectivos
valores de converséo.

Componente Fator de conversao
Celobiose (C) 0,95
Glicose (C) 0,90
Acido Férmico (C) 3,09
HMF (C) 1,29
Xilose (H) 0,88
Arabinose (H) 0,88
Acido Acético (H) 0,72
Furfural (H) 1,37

Para analise dos carboidratos por CLAE, a coluna utilizada foi uma Shim-pack SCR-
101H (300 x 7,8 mm), a fase mdvel é uma solugdo de &cido sulfarico 5,0 mM, temperatura de
65 °C, tempo de corrida de 60 min, sob fluxo de 0,6 mL/min.

Na determinacao dos &cidos organicos, como HMF e furfural, usou-se a coluna Shim-
Pack SCR-101H (300 x 7,8 mm), utilizando-se como fase movel acido acético (AA) 1,0% e
acetonitrila (ACN) a 25°C e fluxo de 0,6 mL/min em gradiente: AA 100% - ACN 30% (0-5
min); ACN 30% - 70% (5-10 min); ACN 70% - 100% (10-15 min); ACN 100% - AA 100%
(15-25 min).

A fim de determinar a concentracgao de celulose e hemicelulose, soma-se a quantidade de
acucares corrigidas com seus fatores de conversdo expressos na Tabela 3.
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As concentragdes de cada componente sdo obtidas através de curvas de calibragcdo que
correlacionam concentragdes dos padrbes preparados com as respectivas areas dos

cromatogramas.

4.7  Cultivos submersos para a producao de celulases e xilanases por A.
lippiae URM-7547 utilizando como substrato a fibra de coco pré-tratada

por exploséo a vapor

4.7.1 Preparo do in6culo

O preparo do inéculo para os cultivos submersos foi realizado adicionando-se 40,0 mL
de uma solugéo de Tween 80 a 0,5% (v/v) em Erlenmeyers contendo os esporos do A. lippiae
URM-7547 crescidos em sabugo de milho. Logo em seguida, a mistura foi agitada e os esporos
transferidos para um tubo Falcon estéril de 50 mL com auxilio de gaze e algodao estéril para a
contagem de esporos.

A quantificagdo dos esporos presente na suspensao foi realizada através da metodologia
descrita por Carvalho et al., (2008). Transferiu-se, com o auxilio de uma micropipeta, 0,1 pL
da suspenséo de esporos para a Camara de Neubauer espelhada para a leitura no microscopio

optico (Olympus, Modelo BX51), conforme Figura 16.

Figura 16 — Imagem microscopica do Achaetomium lippiae URM — 7547 na cAmara de Neubauer.
Fonte: A autora.
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A concentracdo de esporos na suspensdo foi encontrada a partir da Equacdo (11):
esporos
Cesporos ( p /mL) =Ex10*x Fp (11)

Onde:
E = Quantidade média de esporos contadas; Cesporos = Concentra¢éo de esporos na suspensao;
10* = transformago do volume de 0,1 uL para mL;

Fp = Fator de dilui¢do para contagem na Camara de Neubauer;

O volume de suspensao de esporos que foi adicionado ao meio de cultivo e foi ajustado
conforme a Equacdo (12):

Cimtcul 12
VSuspensao (mL) = Cmu# (12)

Esporos
sendo:

Cinsculo = Concentragdo de indculo desejada para o cultivo.

4.7.2 Avaliacdo da producéao de celulases e xilanase por A. lippiae URM-7547

utilizando como substrato a fibra de coco pré-tratada por exploséo a vapor

Os cultivos submersos para producdo das enzimas foram realizados usando o meio
salino que forneceu um melhor Yy indicado no item 4.4 deste estudo. Conforme ensaios de J
a Q (Tabela 5), avaliou-se a influéncia da temperatura do cultivo, da concentracdo do indculo e
da concentracdo de substrato pré-tratado por explosdo a vapor (210 °C, 10 minutos) nas
atividades de celulases (FPase, endo-B-1,4-glucanase (CMCase) e B-glicosidase (celobiase)) e

de endo-B-1,4-xilanase.
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Tabela 4 - Ensaios para a producdo de celulases e xilanase por A. lippiae URM-7547
utilizando como substrato a fibra de coco pré-tratada por exploséo a vapor

Substrato
Concentracdo (fibra de

. Temperatura - .
Ensaios C) doinoculo  coco pré-
(esporos/mL) tratada)
(g/L)
J 28,0 1,0x10° 10,0
K 28,0 1,0x10° 30,0
L 28,0 1,0x10° 10,0
M 28,0 1,0x10° 30,0
N 33,0 1,0x10° 10,0
O 33,0 1,0x10° 30,0
P 33,0 1,0x10° 10,0
Q 33,0 1,0x10° 30,0

Os meios de inoculos foram feitos em triplicata e compostos por solucdo salina e
substrato (fibra da casca de coco verde pré-tratado). Eles foram colocados em Erlenmeyers de
250 mL e autoclavados a 121 °C por 15 minutos.

O ensaio para a producdo enzimatica seguiu a metodologia descrita por Domingues et
al. (2000). Dessa forma, foram inoculados um volume de uma suspensdo de esporos em 100
mL do meio. A fermentacdo foi conduzida em triplicata por um periodo de 240 h e 150 rpm de
agitacdo. O extrato enzimatico foi obtido apds filtracdo em papel de filtro Whatman.

Foi realizado também, para controle de dados, um ensaio para producdo de FPase e
CMCase com as mesmas condig¢des do Ensaio Q, utilizando a fibra de coco verde in natura.

4.8 Determinacdo das Atividades Enzimaticas

O extrato enzimatico apos filtracdo, foi analisado com relagéo as atividades de celulases
totais (FPase), endoglucanase (CMCase), celobiase e xilanase para avaliar o potencial do A.

lippiae URM-7547 na producdo enzimatica.
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4.8.1 Celulases Totais (FPase)

A atividade de FPase foi analisada seguindo o procedimento descrito por Ghose (1987)
e dosagem dos acucares redutores pela metodologia de Miller (1959) modificada.

A mistura reacional contendo 0,5 mL de extrato enzimatico, 1,0 mL de solugdo tampé&o
citrato de sodio (50,0 mM, pH 4,8) e fita de papel de filtro Whatman n°® 1 medindo 1,0 x 6,0
cm foi incubada a 50 °C por 60 minutos. Ap6s o tempo de incubacdo e imersdao em banho de
gelo, 0,5 mL da mistura reacional foi transferida para tubos contendo 0,5 mL de solucéo de
acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS), levando-o em seguida a fervura em banho-maria por exatos
5 minutos. Logo apos, os tubos de ensaio foram resfriados em banho de gelo e 4,0 mL de a4gua
destilada foram adicionados a cada tubo. A leitura foi realizada em espectrofotémetro
(ThermoSpectronic — GENESYS 10uV) em comprimento de onda de 540 nm e a concentragao
foi convertida em concentragdo de glicose a partir da curva de calibragdo usando glicose como
padrdo com uma faixa de concentragdo de glicose de 0,89 a 22,30 umol.mL™. A atividade de
FPase foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1,0 umol de glicose por
minuto.

O tempo zero para determinacdo da concentracdo inicial de acUcares redutores no
sobrenadante foi preparado adicionando-se 0,5 mL da solu¢do enzimatica em tubos contendo
1,0 mL da solugédo de tampao citrato de sodio (50 mM, pH 4,8) e, ap0s agitacao, foi transferido
0,5 mL dessa solugéo obtida para tubos contendo 0,5 mL do reagente DNS, seguido de fervura
e leitura, realizadas semelhantemente a metodologia de Miller (1959). O branco, utilizado para
zerar o espectrofotdbmetro, consistiu na mistura de 0,5 mL de tampdo citrato (50 mM, pH 4,8)
e 0,5 mL de DNS.

A atividade enzimaética de celulases totais foi expressa em U/mL e calculada seguindo a
Equacéo (13).

Agr Fp V 10° (13)
MMGlicose t VS 103

Atividade Enzimética (U/mL) =

Onde:

Fp = fator de dilui¢do do extrato enzimatico;
108 = fator de converséo de L para mL;

108 = fator de conversdo de mol para pmol;

MM = massa molar da glicose (180 g/mol);
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t = tempo de reacdo em minutos;

V = volume total da mistura reacional (mL);

Vs = volume de sobrenadante (mL).

A4g =Variacao das leituras de agucares redutores nos tubos com substrato da amostra e do tempo

zero (g/L).

4.8.2 Endoglucanase (CMCase)

A atividade celulolitica de CMCase foi analisada seguindo o procedimento descrito em
Ghose (1987), que se baseia na capacidade do extrato enzimatico em liberar agUcares redutores
na presenca de carboximetilcelulose (CMC) devido a hidrdlise da celulose em glicose.

Para a andlise, foi colocado em um tubo de ensaio 0,5 mL do extrato enziméatico com
0,5 mL de uma solucdo de CMC a 4,0% (m/v), preparada em tampdo citrato de sédio (50,0 mM,
pH 4,8), a uma temperatura de 50 °C em banho-maria por exatos 10 minutos. Apo6s o tempo de
incubacéo e imersdo em banho de gelo, 0,5 mL da mistura reacional foi transferida para tubos
contendo 0,5 mL de solugdo de acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS), levando-os em seguida a
fervura em banho-maria por exatos 5 minutos. Logo apos, o0s tubos de ensaio foram resfriados
em banho de gelo e 4,0 mL de agua destilada foram adicionados a cada um. A leitura foi
realizada em espectrofotometro (ThermoSpectronic — GENESYS 10uV) em comprimento de
onda de 540 nm e a concentracdo foi convertida em concentragdo de glicose a partir da curva
de calibracdo usando glicose como padrdo com uma faixa de concentracdo de glicose de 0,89 a
22,30 pmol.mL™ . Uma unidade de atividade enziméatica (U) foi definida como a quantidade de
enzima capaz de liberar o equivalente a 1,0 umol de glicose, por minuto.

A atividade enzimatica de carboximetilcelulase foi expressa em U/mL e foi calculada

seguindo a Equacéo (13).

4.8.3 Celobiase

A atividade de celobiase foi analisada seguindo o procedimento descrito por Ghose
(1987) e dosagem dos agucares redutores pela metodologia de Miller (1959).
Para a anélise, foi colocado em um tubo de ensaio 1,0 mL do extrato enziméatico com

1,0 mL de uma solucdo de celobiose (15,0 mM), preparada em tampéo citrato de sddio (50,0
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mM, pH 4,8) a uma temperatura de 50 °C em banho-maria por exatos 30 minutos. A
determinacdo da concentracdo de glicose foi feita através do uso de um kit de analise de
concentracdo de glicose baseado na reacdo das enzimas glicose oxidase e peroxidase. Neste
processo, a glicose é transformada em glucdnico e peréxido de hidrogénio pela agdo da glicose
oxidase. O perdxido de hidrogénio formado, em combinacdo com 4-aminoantipirina e fenol, é
transformado, pela acdo da peroxidase, em quinonaimina, composto que apresenta coloracéo.
Ao final da reacdo, cada mol de glicose € transformado em um mol de quinonaimina. Para tal,
10,0 uL da mistura reacional foram pipetados em tubos de ensaio contendo 1,0 mL do reagente
de glicose oxidase e peroxidase (BioSystems®). Os tubos foram incubados durante 10 minutos
a temperatura ambiente (25 °C), tempo no qual ocorreu a reacdo enzimatica. A leitura foi
realizada em espectrofotdometro (ThermoSpectronic — GENESYS 10uV) em comprimento de
onda de 500 nm e a concentracdo foi convertida usando como referéncia a absorbancia de uma
solucdo padréo de glicose (1,0 gL). Uma unidade de atividade enzimética (U) foi definida como
a quantidade de enzima capaz de liberar o equivalente a 1,0 pmol de glicose, por minuto.

A atividade enzimatica de celobiase foi expressa em U/mL e foi calculada seguindo a

Equacéo (13).

4.8.4 Xilanase

A atividade enzimética de xilanase quantificada foi a de Endo-p-1,4-xilanase seguindo
o procedimento descrito por Ghose (1987) e dosagem dos aglcares redutores pela metodologia
de Miller (1959). Foram adicionados 100,0 uL do extrato enzimatico em 900,0 uL da solucéo
de atividade constituida de uma solucdo tampao citrato de sodio (50,0 mM, pH 4,8) contendo
1,0% (m/v) de xilana como substrato. A mistura foi incubada por 5 minutos a temperatura de
50 °C e a reacdo foi interrompida pela adicdo 1,0 mL do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). A
concentracdo dos agucares redutores foi quantificada de acordo com o método do DNS descrito
por Miller (1959). A leitura foi realizada em espectrofotbmetro (ThermoSpectronic —
GENESYS 10uV) a 540 nm e a concentragdo foi convertida em concentragéo de xilose a partir

da curva analitica.
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4.9 Andlise estatistica

A existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre as médias dos resultados
obtidos nos experimentos foi determinada no software Statistica v.10, através de Analise de
variancia (ANOVA) seguida de pos teste de Tukey, para comparacdo das médias obtidas nas

triplicatas. Os resultados sdo apresentados como média * desvio padréo.
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Resultados e discussdo

5 Resultados e discussao

5.1 Avaliacdo do potencial do Achaetomium lippiae URM-7547 na

producédo de enzimas hidroliticas

5.1.1 Producéo de enzimas hidroliticas em meio sélido

Objetivando-se observar o potencial de producdo enzimatica por Achaetomium lippiae
URM 7547 de celulases e xilanases, fez-se necessario um teste inicial com producéo de enzimas
hidroliticas (amilase, lipase, protease, celulase, xilanase e pectinase) em meio sélido utilizando
placas de Petri.

O crescimento de A. lippiae e a inducdo da producéo de enzimas foi realizada utilizando
diferente substratos. Para cada enzima tinha-se um indutor, sendo amido, carboximetilcelulose,
xilana, pectina citrica, Tween 20 e leite desnatado para a amilase, celulase, xilanase, pectinase,
lipase e protease, respectivamente. Para comparacdo de dados, utilizou-se também, pela mesma
metodologia, Trichoderma reesei CCT 2768.

O crescimento micelial e formacédo de halo foram observados por meio de adi¢do de
corantes indicadores as placas de Petri. Utilizou-se o iodo como indicador de amido e o
vermelho congo como indicador para as celulases, xilanases e pectinases. Para lipases e
proteases, ndo se fez o uso de corante, pois o0 halo apresentou-se de forma translucida.

As Figuras 17 e 18 apresentam as placas de Petri ao final do cultivo (72 h a 30 °C) em
meio sélido de A. lippiae URM-7547 e T. reesei CCT-2768, respectivamente.

Nas Figuras 17a e 18a é possivel observar que na regido onde a amilase produzida pelo
fungo degradou o amido formou-se um halo claro, e no restante da placa, uma coloragéo azul
intensa devido a interacdo do iodo com o amido presente. Para a lipase (Figura 17b e 18b), a
zona clara ao redor da col6nia, devido a formagdo dos sais de &cidos graxos pela acao
enzimatica, nao foi observada. Para a protease (Figura 17c e 18c), observou-se um halo
translUcido ao redor das colénias devido as alteragdes quimicas resultantes da agdo da enzima
produzida.

Nas placas das Figuras 17d, 18d, 17e, 18e, 17f e 18f, coloridas com vermelho congo, para

avaliacdo de celulase, xilanase e pectinase, observou-se a formacdo de um halo ao redor da

Beatriz de Azevedo. Dissertagdo (Mestrado) — 2022. 63



Resultados e discussdo

regido de crescimento micelial. Nos casos da xilanase e pectinase, 0 micélio apresentou
comportamento hidrofébico, ndo absorvendo o corante.

Observou-se, também, que o formato do crescimento micelial e a coloragdo para o A.
lippiae URM-7547 e para o T. reesei CCT-2768 sdo diferentes, isso se deve a diferenga nas
suas classificacdes e taxonomias dentro das familias fungicas, o que ndo impede que ambos

consigam um nivel satisfatério na producédo de enzimas hidroliticas.

Figura 17 — Cultivo do A. lippiae URM 7547 em placas de Petri para avaliagdo do indice enzimatico.
a) amilase, b) lipase, c) protease, d) celulase, e) xilanase e f) pectinase.
Fonte: A autora.

Figura 18 — Cultivo do T. reesei CCT-2768 em placas de Petri para avaliagdo do indice enzimético. a)
amilase, b) lipase, ¢) protease, d) celulase, €) xilanase e f) pectinase.
Fonte: A autora
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A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos de indice enzimatico (IE). A comparacéo de
resultados e avaliacdo das médias, com o teste de Tukey, se deu entre colunas, para uma mesma

enzima.

Tabela 5 - Producdo de enzimas hidroliticas avaliados pelo indice Enzimatico.
Fonte: A autora.

Fungo Amilase Lipase Protease Celulase Xilanase  Pectinase

A. lippiae 2,70 +£0,30* 1,00 +0,00° 2,59 + 0,26° 3,68 + 0,58° 1,21 + 0,049 1,30 + 0,02’
T.reesei 2,51+0,08 1,00+0,00° 1,43+0,13% 1,82 +0,11F 1,11 +0,01" 1,17 + 0,01

*As letras sobrescritas representam os resultados do Teste de Tukey. Resultados significativamente iguais possuem a mesma
letra (p > 0,05).
***Q comparativo de dados foi realizado para cada coluna entre mesma enzima.

Para a inducdo de amilase e lipase, houve uma semelhanca nos valores quantificados entre
os fungos. Na inducéo de celulase, protease, xilanase e pectinase o A. lippiae URM-7547 foi
significativamente superior, conforme o teste de Tukey, apresentando valores de IE de 3,68 +
0,58, 2,59 + 0,26, 1,21 + 0,04 e 1,30 * 0,02, respectivamente, contra 1,82 £ 0,11, 1,43 £ 0,13,
1,11+0,01e1,17 £0,01 do T. reesei CCT-2768, respectivamente.

Apesar dos fungos A. lippiae URM-7547 e T. reesei CCT-2768 terem apresentado
atividade para lipase, ndo houve formacédo de um halo, indicando que a secrecdo de lipases foi
suficiente apenas para suportar o crescimento flngico, resultando em um IE = 1,0.
Estatisticamente, o IE da amilase foi igual para ambos os fungos (p = 0,475).

Santos et al. (2018a) utilizaram a técnica de plagqueamento direto para isolamento dos
microrganismos de frutas em decomposicéo, obtendo 02 isolados, (identificados como Al e
A2) e avaliaram o potencial de produgédo de protease, amilase e celulase, e obtiveram valores
idénticos de IE, sendo eles de 9,2, 6,0, e 4,8, respectivamente. Coelho et al. (2018) estudaram
a producdo de enzimas amiloliticas por 36 fungos isolados da compostagem e obtiveram como
melhor resultado uma IE de 4,1.

Oliveira (2020) avaliou a o potencial de producdo de enzimas celuloliticas através de IE
de 6 espécies fungicas para, em seguida, utilizar os que obtiveram melhores resultados em
cultivo submerso. Os melhores resultados de IE para celulases foram de 2,32, 1,73 e 1,50, sendo
o primeiro resultado de uma linhagem controle (CMIB-064) do fungo endofitico Mucor sp.

Jesus et al. (2018) avaliaram o potencial enzimatico de 85 fungos endofiticos isolados de
folhas de Dipteryx alata, e obtiveram resultados positivos para produgédo de amilase e lipases
com os melhores resultados de atividades enzimaticas medidas pelo IE de 2,35 e 1,27,

respectivamente, com o Aspergillus sp. Dentre os fungos endofiticos estudados estavam cepas
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de Aspergillus sp., Penicillum sp. e Cladosporium sp. Ressalta-se o valor semelhante ao obtido
pelo A. lippiae URM-7547 para amilase e lipase de 2,70 + 0,30 e 1,00 + 0,00, respectivamente.

Analisando o perfil enzimatico de celulases, amilases e lipases de 42 cepas de rizébios
isolados do semiarido, Menezes et al. (2016) obtiveram os maiores resultados para IE de 2,615
para celulase (isolado L56), 5,197 de amilase (isolado L46) e 2,810 para lipase (isolado L74).
O melhor valor de celulase foi menor que o produzido pelo A.lippiae URM-7547.

Araujo et al. (2016) isolaram 25 fungos filamentosos com diferentes caracteristicas da
fermentagdo do cacau em Tucum&@/PA, mas somente 4 apresentaram um IE satisfatério para
producéo de celulases, sendo eles de 3,0; 3,7; 2,1 e 4,0 dos fungos FF04, FF11, FF13 e FF18,
respectivamente. O valor da producdo de celulase pelo A. lippiae URM-7547 de IE igual a 3,68
+ 0,58 foi semelhante ao reportado por Araujo et al. (2016).

Fernandes (2009) utilizou 31 fungos isolados de alimentos e obteve como melhores
resultados valores de IE de 4,25; 5,83 e 2,61 para amilase (Penicillium verrucosum), celulase
(Penicillium crustosum), e protease (Cladosporium cladosporiodes), respectivamente. Destaca-
se 0 valor do potencial para producdo de protease do A. lippiae URM-7547 de 2,59, bem
préximo ao obtido por Fernandes (2009). Ainda de acordo com esse autor, valores de IE > 2,0
indicam que o fungo é um produtor potencial da enzima em meio sélido. Portanto, o A. lippiae
pode ser considerado um bom produtor de amilase, protease e celulase e pode ser utilizado na

obtencdo de enzimas hemiceluloliticas que prop6e o objetivo geral deste trabalho.

5.2 Avaliacdo dos parametros cinéticos do A. lippiae URM-7547 em meio liquido

O fungo A. lippiae URM 7547 foi isolado, em um estudo anterior, por Viana (2017) com
a ajuda do grupo pertencente ao LEB-UFRN e, foi citado na literatura em um Unico artigo
(VIANA et al., 2017), no qual trata somente sobre seu isolamento, sem informagdes sobre
parametros cinéticos de crescimento. Dessa forma, fez-se necessario realizar um estudo prévio
para avaliar algumas variaveis cinéticas antes do cultivo submerso exposto no item 4.4.

As variaveis utilizadas foram a composicao do meio nutriente salino (1, 2 e 3), variando-
se a fonte de nitrogénio e concentracdo de glicose e xilose presentes, como fonte principal de
carbono. A cinética seguiu conforme metodologia apresentada no item 3.3.

As Figuras 19a e 19b apresentam o crescimento da biomassa celular em meio liquido

contendo glicose e xilose, respectivamente, apos 120 h de cultivo.
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Avaliou-se a quantidade méxima de biomassa produzida (Xmax), & concentragdo de
substrato presente ao longo do cultivo no tempo de Xmax (Sxmax), 0 fator de converséo de
substrato em biomassa (Yys), a velocidade méaxima de crescimento do A. lippiae URM-7547

durante a cinética (max), € 0 pH ao final do cultivo.

Figura 19 — Crescimento de biomassa celular em meio salino (tipo 3) a 30 °C contendo glicose (a) e
xilose (b) em 120 h de cinética.

Fonte: A autora.

As Figuras 20, 21 e 22 apresentam os perfis cinéticos de biomassa celular em g.L™ (X)
e substrato (S). Com base nas Figuras 20a, 21a e 22a, que correspondem ao cultivo que utilizou
como substrato principal a glicose, tem-se que Xmax foi alcangada na faixa de tempo de 96-120
h de cinética, diferentemente da Xmax obtida em um tempo de 144 h nos ensaios que utilizaram
como fonte de carbono a xilose (Figuras 20b, 21b e 22b).

Nota-se também que os melhores meios salinos foram os 2 e 3, ambos semelhantes no

perfil cinético e valores quantitativos X e S, tendo 0 meio 3 se sobressaido aos demais.
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Figura 20 - Concentragdes de substrato (S) e de biomassa celular (X) de A. lippiae URM-7547, em
fungdo do tempo de cultivo com meios salinos diferentes e aglcares na concentragdo inicial de 5g/L.
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Figura 21 - Concentragdes de substrato (S) e de biomassa celular (X) de A. lippiae URM-7547, em
funcédo do tempo de cultivo com meios salinos diferentes e aglicares na concentracao inicial de 10 g/L.
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Figura 22 - Concentracdes de substrato (S) e de biomassa celular (X) de A. lippiae URM-7547, em
fungdo do tempo de cultivo com meios salinos diferentes e aglcares na concentracado inicial de 20 g/L.
A) Glicose B) Xilose
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Segundo Schmidell Netto et al. (2001), ndo se pode afirmar que um estudo cinético do
processo tenha sido realizado somente com a apresentacédo de valores inicias e finais de X e S,
é necessario tracar um perfil grafico de crescimento celular e consumo de substrato e o
conhecimento de valores intermediarios, que permitam definir os perfis das curvas ou a forma
matematica destas, para uma anéalise adequada do fenémeno sob o ponto de vista cinético.

Assim, conforme Schmidell Netto et al. (2001), tais perfis representam o ponto de
partida para a descri¢do quantitativa de uma fermentacdo como, por exemplo, a identificacdo
da duracdo do processo, geralmente baseada no instante em que X € maximo (Xmax).

Avaliando-se as Figuras 20, 21 e 22, percebe-se as fases do crescimento flngico.
Schmidell Netto et al., (2001), explica que, geralmente ocorrem 6 fases de crescimento para
microrganismos filamentosos, como é o caso do A, lippiae URM 7547, sendo elas lag, transicéo,
linear, desaceleracdo, estacionario e declinio (lise); os diferenciando de bactérias que, além das
seis fases, apresentam uma fase logaritmica antes da linear.

Observa-se nas Figuras 20a, 21a e 22a, que corresponde ao cultivo utilizando glicose
como fonte de carbono, uma diferenca nos tempos de cada fase comparando-0s com o0s das
Figuras 20b, 21b e 22b, referentes ao cultivo com xilose.

Para as Figuras 20a, 21a e 22a, a fase lag ocorre até t = 24h, de transicdo em 24 h<t <
48 h, linear ocorre em 48 h <t < 96 h alcangando seu Xmax, & desacelera¢do ocorre proximo as
96h, a estacionaria em 120 h <t < 144 h e, ap06s 144 h, ocorre o declinio. J& para os perfis
apresentados nas Figuras 20b, 21b e 22b com cultivo com xilose, a fase lag ocorre em 0 <t <
24 h, de transigdo em 24 h <t < 48 h, linear ocorre em 48 h <t < 144 h alcangando seu Xmax
mais tardiamente que no cultivo com glicose, a desaceleracdo ocorre em 144 h <t< 168 h, a
estacionaria em 168 h <t < 192 h e ap6s 192 h ocorre o declinio.

Para um melhor comparativo de resultados, as Tabelas 6 e 7 apresentam uma analise
mais detalhada e as diferencas estatisticas significativas entre as médias dos resultados obtidos
nos experimentos, utilizando o teste de Tukey, para avaliacdo de parametros cinéticos do A.

lippiae URM 7547 em crescimento em meio liquido.
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Tabela 6 — Valores de Xmax, Sxmax, Umax € Yxss, Obtidos nos experimentos para avaliagdo do
meio de cultivo e concentragdo de glicose.

] ~ [Glicose]° .
Ensaio  Meio L) Xmax (@.L™Y)  Sxmax (g.L2) Y (9.9 Umax (™) pH final
Ac 1 5,0 0,61+0,13? 2,92+0,11 0,29+0,04° 0,032+0,003° 2,73+0,08%
Be 1 10,0 1,75+0,08° 4,95+0,15! 0,34+0,06P 0,035+0,002° 2,51+0,11%
Ce 1 20,0 2,77£0,07¢ 12,96+0,08k 0,39+0,03°P 0,039+0,003t 2,64+0,07%
Dc 2 50 2,65%0,09¢ 0,27+0,04' 0,56+0,034 0,055+0,002¢ 4,71+0,09Y
Ec 2 10,0 5,21+0,07¢ 2,91+0,05) 0,73%0,06" 0,060+0,003v 4,230,122
Fe 2 20,0 7,26+0,066  10,23+0,12™ 0,74+0,05" 0,065+0,002v 4,56+0,08Y
Ge 3 50 2,93+0,08f 0,31+0,09' 0,62+0,049 0,059+0,003! 4,85+0,06Y
He 3 10,0 5,88+0,119 1,92+0,07" 0,72+0,04" 0,066+0,003VW 4,74+0,08Y
le 3 20,0 9,11+0,07" 8,12+0,09° 0,76+0,03" 0,071+0,004%™ 4,69+0,07Y

*[Glicose]® - Concentragéo inicial de glicose.

**As letras sobrescritas representam os resultados do teste de Tukey. Resultados significativamente iguais (p > 0,05) possuem
a mesma letra.

***Q comparativo de dados foi realizado para cada coluna entre mesma variavel (Xmax, Sxmax, Yxis € Pmax).

Para a concentracdo inicial de 5,0 g/L de glicose, o percentual de consumo de acgucar foi
significativamente semelhante (p > 0,05) para 0os meios 2 e 3, sendo ele de aproximadamente
93%, e, para 0 meio 1, diferente (p < 0,05) e abaixo dos demais, com valor de 41,6% de substrato
consumido em relagdo a quantidade inicial. Nota-se ainda que, 0 meio 1 foi 0 que apresentou o
menor percentual de consumo de S nas trés concentracdes de agucar estudadas, tornando-o o
menos favoravel para o crescimento do A. lippiae URM 7547.

Conforme a Tabela 6, 0 meio 3 apresentou, nas concentra¢Ges de 10,0 e 20,0 g/L de
[glicose]®, um consumo de 80,8% e 59,4%, respectivamente, em relagdo a quantidade de
substrato (S) inicial, sendo superiores (p < 0,05) ao meio 1, que apresentou percentuais de
50,5% e 35,2%; e a0 meio 2 com percentuais de 70,9% e 48,8%, sob mesmas condicoes.

Os maiores percentuais de consumo de acucares (S) foram nos ensaios H e I; e
possibilitaram um maior crescimento na concentracdo de biomassa celular (Xmax). Logo,
admite-se que, para o A. lippiae URM 7547, ambas as variaveis (X e S) se equivalem em termos
de relevancia como variaveis cinéticas.

Com relacdo ao rendimento de consumo de substrato por crescimento celular (Y xs) tem-
se que os ensaios Eg, Fs, He e Is foram os melhores e apresentaram resultados
significativamente equivalentes (p>0,05) de 0,73 + 0,06, 0,74 + 0,05, 0,72 £ 0,04 ¢ 0,76 £ 0,03
0.9}, respectivamente; seguidos pelos ensaios Dg e Gg (p > 0,05) com resultados de 0,56 + 0,03
e 0,62 + 0,04 g.g. Os menores rendimentos foram para o meio 1, ensaios A, B e C, com valores
de 0,29 + 0,04, 0,34 + 0,06 e 0,39 + 0,03 g.g’, respectivamente.
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As melhores velocidades méximas de crescimento (Umax) do A. lippiae URM 7547 foram
adquiridas ao longo dos ensaios H e | (p > 0,05), com valores de 0,066 £+ 0,003 e 0,071 £+ 0,004
h, respectivamente; E e F (p > 0,05), com valores obtidos de pmax de 0,060 + 0,003 e 0,065 +
0,002 h', respectivamente, sendo o Ensaio F, também, significativamente igual ao ensaio H.

Os melhores resultados obtidos pelo meio 3 deve-se ao fato de 0 mesmo apresentar duas
fontes de nitrogénio, peptona e extrato de levedura, a mais que os meios 1 e 2.

Ressalta-se, ainda, que ao se observar os resultados, considerando mesmo meio salino,
tem-se que 0 Yxs € a [max aumentaram & medida que se aumentou a concentracdo de glicose,
assim o crescimento do A. lippiae URM 7547 esta limitada & concentracdo de substrato e fonte
de carbono presente, conforme modelo classico de Monod. Provavelmente, um fator também
limitante de crescimento do fungo A. lippiae URM 7547 seja 0 oxigénio presente, por ele ser
endofitico e viver sob condic6es de aeracdo amenas, contudo, ndo houve nenhuma variavel nos
ensaios que envolvesse tal constatacéo.

O meio 1, composto por apenas um fosfato (KH2PO.), apresentou uma baixa
tamponacdo, obtendo um pH final médio de 2,63 + 0,09 e, dentre os demais meios (2 e 3),
compostos com uma combinacdo de dois fosfatos de potéssio, foi 0 que o A. lippiae URM-7547
menos se adequou, proporcionando resultados menores de conversdo de substrato em células.

Abdel-Azeem et al. (2016) explicaram que por mais que espécies fungicas filamentosas
se adequem mais do que bactérias em diferentes condi¢Ges de meio, temperatura e pH, 0 género
Chaetomium/Achaetomium apresenta dificuldade para crescimento e multiplicacdo em meios
acidos (pH < 4,0). Além disso, conforme Schmidell Netto et al. (2001), um determinado valor
de pH é considerado melhor que um outro, ao se ter 0 Yys (fator de conversdo de substrato em
biomassa) maior no primeiro que no segundo caso. Logo, avaliando-se o valor de Yy nos trés
meios, conclui-se que o resultado insatisfatorio para 0 meio 1 esta associado diretamente a
reducdo do pH durante o cultivo.

Marchioro (2018), ao testar a influéncia de substrato e pH inicial sobre a producdo
microbiana do fungo endofitico Lasiodiplodia theobromae, em melaco de soja, encontrou
como melhor resultado de conversio de substrato em biomassa o valor de 0,50 g.g em
condicdes de 20 g.L ! de melaco de soja e pH 4,0, 96 horas e 30 °C. Valor semelhante aos
encontrados neste trabalho para o A. lippiae URM 7547. Reginatto et al. (2015) utilizaram o
fungo endofitico Aspergillus fumigatus para quantificar parametros cinéticos em um meio
contendo indculo vegetativo e obteve, em 120 h e 30 °C, um pmasx de 0,09 h e 0,76 g.g* de
fator de converséo de substrato em biomassa (Yxs). Benevides et al. (2015), ao avaliarem o

potencial da utilizagdo de frutas tipicas do semiarido potiguar como fonte de substrato na
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fermentacdo alcdolica, reportaram como parametros cinéticos para a levedura Saccharomyces
cerevisae Um Umax de 0,063 h para polpa de meldo, 0,044 h! para polpa + entrecasca e 0,055
h! para polpa + casca.

Bacchin et al. (2010) quantificaram indiretamente o crescimento do Aspergillus niger
em meio salino descrito por Mandels (1976) idéntico ao meio A deste estudo com 30,0 g/L de
glicose e obtiveram resultados de pmsx igual a 0,034 h™ e Yys de 0,29 g.g*, valores bem
semelhantes aos reportados na Tabela 6 para o meio 1.

Gern (2005) avaliou meios de cultivo para producdo de biomassa e polissacarideos por
Pleurotus ostreatus DSM-183,3, fungo de podriddo branca, em cultivos submersos e relatou
como melhores resultados um Yysigual de 0,63 + 0,06 9.9 e pmax igual a 0,042 + 0,003 h em
meio contendo extrato de trigo como substrato. A velocidade encontrada foi inferior para o
melhor meio do presente estudo e pode estar atrelada ao fato de que o substrato era uma
biomassa lignoceluldsica sem acUcares livres, dificultando a acdo do microrganismo,
diminuindo sua velocidade de crescimento, além de A. lippiae URM 7547 ser um fungo
fastidioso.

Cunha et al. (2003), ao realizarem um estudo experimental e modelagem do crescimento
de fungos filamentosos termorresistentes em sucos tropicais, quantificaram a velocidade de
crescimento dos fungos Neosartorya fischeri e Byssochlamys nivea em suco de abacaxi a 30 °C
e reportaram, valores de pmax iguais a 0,05 + 0,02 h't e 0,09 + 0,01 h* para os dois fungos,
respectivamente.

A Tabela 7 apresenta os resultados referentes ao cultivo utilizando a xilose. Fez-se
necessario o uso da xilose para entender os parametros cinéticos envolvidos em seu consumo e

a adaptacdo de A. lippiae URM-7547 na presenca de tal acUcar.
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Tabela 7 — Valores de Xmax, Sxmax, Hmax € Yxss, 0btidos nos experimentos para avaliagéo do
meio de cultivo e concentragdo de xilose.

_ ) [Xilose]® ]
Ensaio Meios @) Xmax (@.L 1) Sxmax (g.LY) Ys (9.9 Hmax (h™) pH final
Ax 1 5,0 0,56+ 0,032 2,46+ 0,111 0,22+ 0,03 0,018 £ 0,003° 2,31 0,06
Bx 1 10,0 1,34 +0,08° 5,23 + 0,15 0,28 +0,04° 0,021 £ 0,002% 2,42 +0,05%
Cx 1 20,0 2,30 £0,07°¢ 12,83 + 0,08 0,32 £ 0,04P 0,034 + 0,003t 2,23 +0,06*
Dx 2 5,0 2,16 +0,09°¢ 0,21 +0,06' 0,45 + 0,061 0,038 + 0,004t 4,47 £0,18Y
Ex 2 10,0 4,82 +0,07¢ 1,18 £ 0,05M 0,54 + 0,061 0,042 + 0,003t 4,69 £ 0,09Y
Fx 2 20,0 7,05+ 0,068 8,87 +0,12" 0,63+ 0,08" 0,046 £ 0,003 4,38 £0,14Y
Gx 3 5,0 2,51 £0,08° 0,35 +0,09' 0,52 £ 0,084 0,042 + 0,003t 4,76 £0,11Y
Hx 3 10,0 5,26 +0,11f 1,22 £0,07M 0,59 + 0,099 0,048+ 0,002 4,62 0,06
Ix 3 20,0 6,45 +0,07¢ 10,12 + 0,09° 0,65 +0,03" 0,059 £ 0,004 4,43 £ 0,05Y

*[Xilose]° — Concentragdo inicial de xilose.

**As letras sobrescritas representam os resultados do teste de Tukey. Resultados significativamente iguais (p > 0,05) possuem
a mesma letra.

***Q comparativo de dados foi realizado para cada coluna entre mesma variavel (Xmax, Sxmax, Yxis € Fméx)-

Em relacdo ao percentual de consumo de substrato (Tabela 7) ao longo da cinética, o
meio 3 apresentou percentuais de 93%, 87,8% e 48,9% em relacéo a [xilose]° de 5,0 g/L (Ensaio
Gx), 10,0 g/L (Ensaio Hx) e 20,0 g/L (Ensaio ly), respectivamente. Igualmente, a cinética
utilizando a glicose como fonte principal de carbono (Tabela 7), o Ensaio Gx apresentou um
percentual de consumo de substrato (S) significativamente igual (p > 0,05) ao Ensaio Dy, que
utiliza 0o meio 2, ambos com mesma concentracgéo inicial de xilose. Os ensaios Ex (meio 2) e Hy
(meio 3) também apresentaram o0 mesmo percentual em consumo de xilose.

Com base na Tabela 7, observou-se menores resultados de Yys € pmax €m comparagdo
aos descritos na Tabela 6. Os valores de Yys para o meio 3 foram de 0,52 + 0,08, 0,59 + 0,09 e
0,65 + 0,03 g.g* para 5, 10 e 20 g.L?, respectivamente, em um tempo de cultivo de 144 h
(Figuras 20b, 21b e 22b), superior ao tempo de cultivo utilizando glicose (Figuras 20a, 21a e
22a).

A velocidade especifica maxima (Umax) para o meio 3 foi de 0,042 + 0,003, 0,048+ 0,002
e 0,059 + 0,004 h para 5, 10 e 20 g.L %, respectivamente. Os valores inferiores referentes aos
da Tabela 7 mostram que o A. lippiae URM-7547 apresenta dificuldade em consumir a xilose
ao comparar com o consumo de glicose. Em geral, a metabolizagdo da xilose e xilulose é mais
lenta que a da glicose pois ocorre por meio de duas vias distintas: a via de um passo, catalisada
pela enzima xilose isomerase (XI), tipica de bactérias; e a via de dois passos, catalisada pelas
enzimas xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH), geralmente encontrada em fungos
filamentosos e/ou leveduras. Apds, a xilulose é fosforilada pela enzima xiluloquinase (XK) a
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xilulose-5-fosfato, a qual é catabolizada pela via das pentoses fosfato (PPP) e subsequentemente
pelas vias glicoliticas, no qual é realizado a conversdo a piruvato, responsavel por originar o
etanol por meio de duas reacdes sequenciais — descarboxilacdo e reducdo (HERRERA, 2021;
SILVA et al., 2019a).

Segundo Gern (2005), a peptona e o0 extrato de levedura representam aproximadamente
45% a mais no valor do meio de cultivo, encarecendo-o quando se objetiva a transferéncia de
tecnologia com menores custos para o setor industrial. Logo, por mais que o meio 3 tenha sido
superior ao meio 2 em algumas condi¢BGes operacionais e variaveis cinéticas, optou-se pelo
segundo meio para a producdo de celulases e xilanases por FSm j& que os seus resultados
também foram favoraveis e significativos.

Assim, conforme apresentado, o A. lippiae URM-7547 apresentou uma excelente
adaptacdo ao cultivo em meio liquido, o que permite sua avaliacdo em FSm para producdo de

enzimas.

5.3 Caracterizacédo lignocelulésica

No presente estudo, a fibra de coco verde foi utilizada ap6s ser pré-tratada por explosao
a vapor, para producdo de celulases e xilanase. Entretanto, inicialmente, efetuou-se a
caracterizagdo desse residuo. A Figura 23 apresenta imagens da fibra de coco verde in natura

e apos o pre-tratamento com exploséo a vapor.

Figura 23 - Fibra de coco verde in natura (a) e ap6s pré-tratamento com explosao a vapor (b).
Fonte: A autora
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A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos na caracterizacdo da fibra de coco in natura

e preé-tratada por exploséo a vapor.

Tabela 8 — Composicdo quimica da fibra da casca do coco verde in natura e pré-tratada por
explosédo a vapor (10 min a 210 °C). Valores em base seca, exceto a umidade.
Fonte: A autora.
Composicéo méssica (%)

Componentes i Pré-tratada por explosdo a
in natura
vapor

Umidade 6,39 £ 0,312 7,85+0,71°
Cinzas 3,46 £ 0,27° 3,68 +0,41°
Extraiveis 19,35 + 0,93¢ 5,77 £ 0,84°
Celulose 31,71+ 1,67f 39,62 + 1,239
Hemicelulose 16,45 + 1,12" 10,24 + 0,78
Lignina 36,05 + 1,96/ 34,54 + 1,55

*As letras sobrescritas representam os resultados do teste de Tukey. Resultados significativamente iguais (p >
0,05) possuem a mesma letra.

Ao observar os valores de composi¢cdo massica (%) obtidos, verifica-se que os teores de
celulose e hemicelulose ap6s o pré-tratamento sdo satisfatorios para a inducdo enzimatica de
celulases e hemicelulases bem como para fontes de acUcares fermentesciveis visando a
producéo de etanol de segunda geracdo. O baixo teor de cinzas para a amostra in natura e pre-
tratada é vantajoso pois, segundo Pitarello (2013), o alto teor de cinzas esta associado
diretamente & diminuicao do potencial energético da biomassa lignocelulésica.

Um dos maiores percentuais na composicdo massica da fibra in natura, além dos
polissacarideos estdo os extraiveis que compreendem uma grande variedade de substancias
quimicas, tais como: terpenos/terpendides, gorduras/ceras e varios compostos fenélicos. A
soma destes componentes varia em cada espécie de material lignoceluldsico e representa
aproximadamente 5-20% de todo o material (NOGUEIRA, 2017).

O preé-tratamento por explosdo a vapor atua principalmente removendo a hemicelulose,
como pode se observar nos valores apresentados na Tabela 8 e, consequentemente, ha um
aumento da celulose, ja que a fibra fica exposta, facilitando, posteriormente, 0 uso desse
material para fins que envolvam o uso desse carboidrato. Além disso, a lignina tem uma
pequena remocao, pois ela sofre um processo de rearranjo e se re-deposita. Assim, em processo
visando a producdo de etanol de segunda geracao, sua remocao se da combinando-se com pré-
tratamento alcalino.

Com base na Tabela 8, o pré-tratamento com explosédo a vapor removeu a hemicelulose
da fibra de coco verde em torno de 40% em relacdo a seu valor inicial (in natura), obtendo um

valor de composicdo massica final igual a 10,24%. Com relacéo a celulose, houve um aumento
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de 40% com relacdo ao valor da fibra in natura que estava com um teor inicial de 31,71%.
Ressalta-se, ainda, que a remocao dos demais componentes da biomassa pre-tratada ocasionou
uma diminuicdo no teor de extraiveis residuais em 70%, apresentando uma composi¢do massica
ao final do pré-tratamento de 5,77%, menor que a fibra in natura que demonstrou um teor de
19,35%. Ressalta-se que, devido a metodologia utilizada, a biomassa in natura utilizada na
determinacéo dos polimeros estava livre de extraiveis.

Teixeira et al. (2018), ao analisarem a eficiéncia do pré-tratamento por explosao a vapor
da fibra do mesocarpo do coco com diferentes tempos de reacdo e temperatura, encontraram
valores para composi¢ao massica (%) da fibra do coco in natura de 45,50; 13,16; 45,44; 0,78 e
2,44% para celulose, hemicelulose, lignina, cinzas e extraiveis, respectivamente. Os resultados
de extraiveis para a fibra in natura foi baixo pois o autor utilizou uma pré-lavagem na mesma
antes de submete-la ao pré-tratamento. Em condicdo semelhante a utilizada no presente estudo
(10 minutos a 205 °C), estes autores reportaram valores para composi¢do massica da fibra do
coco apds pré-tratamento 58,03; 1,55; 48,42; 0,42 e 0,0% para celulose, hemicelulose, lignina,
cinzas e extraiveis, respectivamente.

Nogueira (2017), em seu estudo sobre a avaliacdo do uso de tensoativos nos pre-
tratamentos &cido e alcalino diluidos da casca do coco verde, encontrou resultados para
composicdo massica da casca do coco verde in natura de 32,79; 15,97; 35,70; 3,63 e 16,47%
para celulose, hemicelulose, lignina, cinzas e extraiveis, respectivamente. Os valores
encontrados por Nogueira (2017) foram semelhantes aos encontrados neste estudo.

No pré-tratamento com explosdo a vapor ocorre a auto-hidrolise da biomassa através da
penetracdo do vapor condensado no interior da fibra e logo ap6s a descompressao promove a
ruptura da fibra da biomassa lignocelulésica (TEIXEIRA et al., 2018). A temperatura e o tempo
de reacdo neste tipo de pré-tratamento sdo de suma importancia, ja que, a0 mudar esses dois
parametros, ha uma mudanca na composi¢do massica, fisico-quimica e lignocelulolitica final
da biomassa. Ribeiro et al., (2019), em estudo com pré-tratamento de explosdo a vapor
utilizando casca de coco verde como biomassa, obtiveram diferentes resultados de celulose,
hemicelulose e lignina ao testar trés temperaturas (140, 175 e 210 °C) com 10 minutos de
reacdo, sendo eles de 29,73, 16,53 e 30,83%, respectivamente, para 140 °C; 30,55, 13,24 e
32,81%, respectivamente, para 175 °C; e como melhor resultado, 34,61, 11,29 e 31,69%,

respectivamente, para 210 °C.
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5.4 Avaliacédo da produgdo de celulases e xilanase da fermentagéo submersa (FSm)

Apds a definicdo do meio salino de cultivo que apresentou o melhor rendimento e
custo/beneficio (meio 2) e, com o intuito de determinar a condi¢cdo mais favoravel para a
producéo de celulases e xilanase pelo A. lippiae URM 7547 utilizando FSm, foram realizados
ensaios variando-se a temperatura (°C), a concentracdo do indculo (esporos/mL) e concentracdo
(g9/L) da fibra de coco verde pré-tratada em explosdo a vapor (210 °C, 10 minutos).

As Figuras 24, 25, 26 e 27 apresentam os perfis cinéticos de producdo de FPase,
CMCase, celobiase e xilanase, respectivamente. Nota-se que hd uma semelhanca entre os perfis
de FPase e CMCase e de celobiase e xilanase. Para FPase e CMCase, 0 tempo em que ocorreu
a atividade enziméatica m&xima foi entre 120-144 h (5-6 dias) de fermentacao, ja para celobiase

e xilanase, o tempo foi mais curto, em torno de 96-160 h (4-5 dias).
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Figura 24 — Perfis cinéticos de producéao de FPase pelo fungo A. lippiae URM-7547 em fermentacao
submersa utilizando como substrato fibra de coco verde pré-tratada em explosao a vapor.
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Figura 25 — Perfis cinéticos de producdo de CMCase pelo fungo A. lippiae URM-7547 em
fermentacdo submersa utilizando como substrato fibra de coco verde pré-tratada em exploséo a vapor.
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Figura 26 — Perfis cinéticos de producdo de celobiase pelo fungo A. lippiae URM-7547 em
fermentacdo submersa utilizando como substrato fibra de coco verde pré-tratada em exploséo a vapor.
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Figura 27 — Perfis cinéticos de producéo de xilanase pelo fungo A. lippiae URM-7547 em
fermentacdo submersa utilizando como substrato fibra de coco verde pré-tratada em explosdo a vapor.

Segundo Rigo et al., (2021), o tempo de produgdo maxima de celulases e xilanases esta
atrelado diretamente a rota que o fungo percorre no material lignocelulosico. Com a lignina
modificada pds pré-tratamento por explosédo a vapor, o fungo consegue atravessa-la com maior
facilidade, entrando em contato, primeiramente, com a hemicelulose presente em cadeias
complexas de acUcares, fazendo-se necessario a producdo de enzimas xilanoliticas antes da
producéo de enzimas celuloliticas, logo, obtendo um tempo menor de producdo para xilanase.

A Tabela 9 apresenta os resultados das atividades enziméaticas maximas (U/mL) para
FPase, CMCase, celobiase e xilanase.
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Tabela 9 — Atividade enziméatica maxima de FPase, CMCase, celobiase e xilanase produzida
por A. lippiae URM-7547 em cultivo submerso variando-se as condigdes iniciais de
temperatura (°C), concentracao de inoculo (esporos/mL) e concentracdo de substrato (g/L).

Ensaios (esporos  Substrato FPase CMCase Celobiase Xilanase
(°C) (9/L) (U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)
/mL)

J 28,0 1,0x10° 10,0 0,06+0,02¢ 123+0,11° 0,01+0,01 2,54+0,18
K 28,0 1,0x10° 30,0 0,09+0,04° 154+0,16° 0,01+0,01 291+0,24"™
L 28,0 1,0x10° 10,0 026+0,14°> 313+025" 0,03+0,01% 3,21+0,30™
M 28,0 1,0x10° 30,0 032+0,10° 3,65+0,22" 0,05+0,02 5,15+0,34"
N 330 1,0x10° 10,0 012+0,07° 151+0,26° 001+0,02 3,12+0,26™
o) 33,0 1,0x10° 30,0 0,21+0,08 216+0,34" 0,02+0,01 3,54+0,32"
P 330 1,0x10° 10,0 0,36+0,06% 546+048  0,07+0,03 7,62+0,66°
Q 33,0 1,0x10° 30,0 041+0,08% 594+031" 0,08+0,04% 9,12+0,28°

*As letras sobrescritas representam os resultados do teste de Tukey. Resultados significativamente iguais (p >
0,05) possuem a mesma letra.

Os melhores resultados para FPase e CMCase foram os apresentados nos Ensaios P e
Q, sendo ambos significativamente iguais (p > 0,05), com valores de 0,36 = 0,06, 0,41 = 0,08
U/mL para FPase, respectivamente; e 5,46 + 0,48 e 594 = 0,31 U/mL para CMCase,
respectivamente.

Para a celobiase, os melhores resultados foram dos ensaios L, M, P e Q, sendo eles
equivalentes (p > 0,05) com valores de 0,03 + 0,01, 0,05 £ 0,02, 0,07 = 0,03 e 0,08 + 0,04
U/mL, respectivamente. Ja para a xilanase, o Ensaio Q se sobressaiu com um valor obtido de
9,12 + 0,28 U/mL, estatisticamente diferente de todos os outros ensaios (p < 0,05). Ressalta-se
ainda que, o Ensaio Q foi realizado na condicdo de 33°C que € a temperatura mais proxima de
um interior vegetal onde estdo os endofiticos.

Reporta-se que foi realizado um cultivo submerso com a condi¢do do Ensaio Q,
utilizando como substrato a fibra de coco verde in natura, porém, ndo foi quantificada atividade
enzimatica (U/mL) para nenhuma das quatro enzimas estudadas. Esse resultado afirma a
importancia de um pré-tratamento antecedendo demais processos fermentativos para o A.
lippiae URM 7547.

A producédo de enzimas por fungos em cultivos submersos é influenciada por fatores
como tipo e concentracdo de substrato (fonte de carbono), de nitrogénio no meio, temperatura

e pH. Além disso, o tempo de fermentacdo para producdo de enzimas depende da facilidade
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que o fungo tem em degradar o substrato, residuo lignocelulésico, hidrolisando-os em agucares
fermentesciveis (SALOMAO, 2017). Por exemplo, Li et al. (2003) utilizaram o Chaetomium
thermophilum CT2, isolado na China, para producéo, caracterizacéo e purificagdo de CMCase
em FSm e obtiveram o melhor resultado em 216 horas, 60 °C e pH 4,0; com uma atividade
enzimatica de 2,77 U/mL em um meio contendo 2% de celulose, 1% de amido e 0,4% de extrato
de levedura. Salienta-se tal valor € um pouco mais baixo que o habitualmente encontrado na
literatura para CMCase, e pode estar relacionado as concentracdes que 0s autores usaram de
fontes de carbono e nitrogénio

As espécies do género Chaetomium/Achaetomium desempenham uma variedade de
funcbes bioldgicas e papeis biotecnoldgicos em areas como; a médica, taxonomia, estudos
moleculares (DARWISH et al., 2020; ABDEL-AZEEM et al. 2016) e de biotecnologia, na
producéo de enzimas termotolerantes por serem fungos que alcangam altas temperaturas de
operagdo (WANMOLEE et al., 2016; KATAPODIS et al., 2007; LI et al., 2003; RAMESH et
al., 1989). Segundo Abdel-Azeem et al. (2016), a habilidade do fungo em produzir enzimas
extracelulares os torna candidatos ideais para a industria de catalisadores e farmacéuticas.

Wanmolee et al. (2016) estudaram sobre a caracterizacdo bioquimica e sinergismo do
sistema enzimatico celulolitico do Chateomium globosum. As enzimas foram produzidas
através de FSm (30 °C, 200 rpm, pH 5,8) em um meio que utilizou 2% (p/v) de celulose
microcristalina (avicel), 1% (p/v) de cachos de frutas de palmeira vazios; 0,1% de lactose e 1%
de farelo de soja. Os resultados obtidos de FPase, CMCase, celobiase e xilanase em (U/mL)
foram de 0,40, 15,70, 1,50 e 28,20, respectivamente, superiores aos encontrados no presente,
porém destaca-se que o meio estava completamente otimizado e favoravel ao crescimento
enzimatico celulolitico.

Florencio et al. (2016) estudaram o efeito dos processos de fermentacdo submersa
(FSm) e sobre a producdo de enzimas utilizando como substrato o baga¢o de cana pré-tratado
por explosao a vapor (concentracdo de 1%) e glicose (10 g/L) e obtiveram atividades de xilanase
utilizando o Trichoderma reesei Rut C30 de 7,9 U.mL™, e usando o fungo Aspergillus niger
Al12, as maximas atividades de xilanase foram de 7,8 U.mL™. Valores para a FSm inferiores ao
encontrado, por exemplo, para o ensaio Q (Tabela 9) do presente estudo.

AL-Kharousi (2015) investigou a producdo de celulases com o fungo Chaetomium sp.
em uma FSm (30 °C, 150 rpm, 10'° esporos/mL) com duracdo de 10 dias (240 h). O meio
utilizado foi um caldo contendo 10 g/L de carboximetilcelulose (CMC) e meio salino comum

suplementado com 0,5 g/L de extrato de levedura. Por estar em um meio com CMC comercial,
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os resultados obtidos foram altos, chegando a aproximadamente 160 U/mL de CMCase em 144
h de fermentacéo.

Katapodis et al. (2007) utilizaram o Chaetomium thermophilum IMI-291753 para
producéo de xilanase em FSm (50 °C; 200 rpm; pH 5,0) usando-se um meio de cultura simples
com ingredientes baratos, a fim de reduzir os custos para a producdo das enzimas. O meio
utilizado continha 3,0 g/L de KH2POg4; 2,0 g/L de KoHPO4; 0,5 g/L de MgSO4-7H20; 0,1 g/L
de CaCl2-2H20; 0,005 g/L de FeSO4-7H20; 0,0016 g/L de MnSO4-4H.0O; 0,0014 g/L de
ZnS04-7H20 e 0,0002 g/L de CoCl3-6H20, semelhantemente ao escolhido no presente estudo,
e variaram as fontes de carbono (espigas de milho, farelo de trigo, palha de trigo e polpa de
beterraba) e nitrogénio (extrato de levedura, licor de maceracdo de milho, fosfato de aménio,
sulfato de amonio. nitrato de sodio e nitrato de aménio) em um planejamento experimental a
fim de otimizar os resultados. Os melhores resultados obtidos por eles para xilanase foi de 9,6
+ 1,3 U/mL utilizando palha de trigo como fonte de carbono e de 39,1 + 1,2 U/mL utilizando
nitrato de sddio como fonte de nitrogénio.

Com relagio a temperatura, desde que o ensaio Q (33 °C; 10° esporos/mL; 30 g/L de
substrato) foi realizado com a maior temperatura avaliada, Gomes et al. (2007) comentam que
uma das mais surpreendentes propriedades dos fungos filamentosos é sua habilidade em
adaptar-se a ambientes extremos, nos quais fatores como pH, temperatura, pressdo e
concentracdo de sal ultrapassam os valores considerados como padrdes para a maioria dos seres
vivos. A temperatura influencia a funcdo das biomoléculas e a manutencdo das estruturas
bioldgicas. Destacando-se que, embora o A. lippiae URM-7547 seja endofitico, o0 mesmo foi
isolado de planta cultivada em ambiente semiarido (VIANNA et al., 2017).

Por fim, conforme os resultados apresentados, a nova espécie fangica, A. lippiae URM

7547 mostra-se como potencial produtor de celulases e, principalmente, de xilanases.
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6 Conclusoes

Neste capitulo, sdo relacionadas as principais conclusGes obtidas através dos

resultados, analises e discussdes realizadas durante todo o desenvolvimento desse trabalho.

O A. lippiae URM-7547 apresentou-se com potencial produtor de enzimas hidroliticas
ao testd-lo em meios de cultivo s6lidos com substratos indutores para amilase, lipase, protease,
pectinase, celulase e xilanase. Seus resultados mostraram-se superiores (p < 0,05) aos da cepa
T. reesei CCT 2768 para protease, celulase, xilanase e pectinase.

O A. lippiae URM-7547 ao ser cultivado em trés meios nutrientes diferentes (1, 2 e 3)
se adaptou bem aos dois ultimos. No meio 1 o crescimento e rendimento de conversdo de
substrato em biomassa celular foi comprometido pelo reduzido valor de pH no meio, que
dificulta o crescimento de fungos do género Chaetomium/Achaetomium. Ressalta-se ainda que,
0 A. lippiae URM 7547 é um fungo fastidioso, sendo necessario uma alta concentracdo de
inoculo para ter uma producdo de biomassa vantajosa.

O pré-tratamento com explosao a vapor atuou na fibra de coco verde, principalmente na
remocdo de 40% da hemicelulose do total da inicial presente, deixando a fibra mais exposta,
facilitando o ataque flngico no cultivo submerso para a producdo enzimaética.

A. lippiae URM 7547 se destacou como um bom produtor de FPase, CMCase, celobiase
e xilanase, reportando como melhores resultados os valores obtidos no Ensaio Q, ao qual foram
de 0,41 £ 0,08, 5,94 + 0,31, 0,08 = 0,04 e 9,12 = 0,28 U/mL, para as quatro enzimas
respectivamente, semelhantes aos encontrados na literatura para os demais fungos como
Trichoderma e Aspergillus, considerados grandes produtores celuloliticos e xilanoliticos.

A. lippiae URM-7547, endofitico, se adequou bem até a maxima temperatura estudada (33
°C), que, coincidentemente, é a temperatura que mais se aproxima ao interior de uma planta.

Ao longo da dissertacdo notou-se que algumas lacunas sobre A. lippiae URM 7547 ndo
tinham sido preenchidas. Por ser endofitico e compreender a uma espécie flngica que se adapta
bem em regides aridas e semiaridas, e pelo género Chaetomium estar na literatura com algumas
cepas termotolerantes, viu-se a oportunidade e necessidade de mais estudos futuros sobre a
temperatura limitante méaxima que esta cepa pode suportar, ja que a maior temperatura testada

na dissertacdo foi 33°C e ndo houve perda de atividade nela.
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Por ser um endofitico e ter sido encontrado no interior da planta Lippia Gracilis, tem-se
também que, seu crescimento € inteiro em condicdes de oxigénio bem amenas, valendo-se de
estudos especificos que aprofundem o teor de aeracdo que 0 meio deve conter para o
crescimento de A. lippiae URM 7547, compreendendo que, talvez, grande quantidade de
oxigénio limite seu crescimento.

Por fim, esta dissertacdo € o inicio dos estudos sobre a espécie nova fungica A. lippiae
URM 7547, ao qual, diferentemente de demais espécies e cepas ja consolidadas, ndo se sabe
tantas informag@es sobre este endofitico, aumentando, nos pesquisadores e cientistas, a ansia e
estimulos por uma bioprospeccéo mais avangada que possibilite mais respostas e a produgéo de

maiores quantidades de bioativos e metabdlitos secundarios.
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