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RESUMO

A biomassa lignocelulésica destaca-se como matéria-prima alternativa para a producdo de
combustiveis e outros produtos. Devido a alta complexidade desse material, € necessaria uma
hidrélise enzimatica eficiente com a utilizacdo de um pool enziméatico adequado. O objetivo
deste trabalho foi estudar o perfil de producdo de enzimas celuloliticas e xilanolitica por
Trichoderma reesei RUT C-30 em meios com diferentes capacidades de inducdo. A producéo
de enzimas foi realizada em biorreator de bancada (Bioflo 110) com 1,3 ou 3 L de volume de
trabalho, nas seguintes condic¢des: 500 rpm, 28° C, 2 vvm e pH 5,0. As fontes de carbono
investigadas foram: lactose, xilana, pectina, celulose microcristalina, melaco, biomassa de
palma forrageira e hidrolisado hemiceluldsico. O hidrolisado foi obtido por tratamento
hidrotérmico de bagaco de cana-de-aclcar em reator descontinuo de 20 L (Regmed AU/20),
com volume de trabalho de 10 L e carga de sélidos de 5% (m/v), a 185°C, por 16 minutos.
Em substratos sollveis, a determinacdo da concentracdo celular foi realizada por peso seco e
as concentragdes dos substratos foram obtidas por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Ao
final dos cultivos, foram isoladas proteinas extracelulares, que servirdo para futura analise do
secretoma de T. reesei RUT C-30. Em meio de lactose, os valores de atividades enzimaticas
obtidos com 54 horas de cultivo foram: FPase (1,43 Ul mL™), CMCase (15,67 Ul mL™),
xilanase (11,91 Ul mL™) e p-glicosidase (0,24 Ul mL™). A velocidade méxima especifica de
crescimento, Umax, € 0 coeficiente de rendimento de biomassa no substrato, Y, foram 0,06 h°
10,38 g g, respectivamente. Em meio de melaco, pmax € Yys foram 0,26 h™ e 0,52 g g,
respectivamente, e as atividades enzimaticas insignificantes. No hidrolisado, o crescimento do
micro-organismo foi inibido devido a presenca de compostos inibidores produzidos no
tratamento hidrotérmico. Os valores de atividades enzimaticas com 54 horas foram: FPase
(0,06 Ul mL™), CMCase (0,24 Ul mL™), xilanase (1,40 Ul mL™) e B-glicosidase nula. Em
meio com celulose, também foram obtidos baixos valores de atividades enzimaticas, porém, a
xilanase apresentou valor de 1,52 Ul mL™ com 50 horas de cultivo. A xilanase foi a enzima
mais evidente nos cultivos com xilana, atingindo valor maximo de 11,93 Ul mL™, ao final do
cultivo. Em meio com pectina: FPase, CMCase, xilanase e -glicosidase foram: 0,01 Ul
mL™, 1,25 Ul mL™, 2,83 Ul mL™ e 0,10 Ul mL™, respectivamente. Nos cultivos em meio &
base de palma, observaram-se os seguintes valores com 50 horas: FPase (0,29 Ul mL™),
CMCase (3,30 Ul mL™), xilanase (6,21 Ul mL™) e B-glicosidase (0,09 Ul mL™). Entre as
fontes investigadas, a lactose € o melhor substrato para a inducdo de todas as enzimas
estudadas, enquanto o melaco favorece o crescimento rapido do micro-organismo. O
hidrolisado hemicelulésico e a palma forrageira sdo potenciais meios para a producdo de
enzimas, em particular xilanases. Para a utilizacdo do hidrolisado, no entanto, sera necessaria
a sua detoxificagcdo ou, alternativamente, a obtencdo de linhagens resistentes aos inibidores
por engenharia metabodlica e/ou engenharia evolutiva.

Palavras-chave: Biorrefinaria; Celulases; Hemicelulases; Trichoderma reesei.



ABSTRACT

Lignocellulosic biomass stands out as an alternative raw material for the production of fuels
and other products. Due to the high complexity of this material, efficient enzymatic hydrolysis
is required with the use of a suitable enzyme pool. The aim of this work was to study the
production profile of cellulolytic and xylanolytic enzymes by Trichoderma reesei RUT C-30
in cultivation media with different capacities of induction. Enzyme production was performed
in a bench bioreactor (Bioflo 110) with 1.3 or 3 L working-volume under the following
conditions: 500 rpm, 28 °C, 2 vvm and pH 5.0. The carbon sources investigated were: lactose,
xylan, pectin, microcrystalline cellulose, molasses, paddle cactus biomass and hemicellulose
hydrolyzate. The hydrolyzate was obtained by hydrothermal treatment of sugarcane bagasse
in a 20 L batch reactor (Regmed AU/20), with working-volume of 10 L and solids loading of
5% (w/v), at 185°C for 16 minutes. For soluble substrates, cell concentration was determined
as dry-weight, and substrate concentration was obtained by high performance liquid
chromatography. At the end of the cultivations, extracellular proteins were isolated for future
analysis of the secretome of T. reesei RUT C-30. In lactose medium, enzymatic activities
obtained with 54 hours of cultivation were: FPase (1.43 IU mL™), CMCase (15.67 IU mL™),
xylanase (11.91 IU mL™?), and B-glucosidase (0.24 1U mL™). The maximum specific growth
rate, Hmax, and the biomass yield coefficient on the substrate, Y,s, were 0.06 h™* and 0.38 g g™,
respectively. In molasses medium, pmay and Yys were 0.26 h™ and 0.52 g g™, respectively, and
enzymatic activities negligible. In hemicellulosic hydrolyzate, the growth of the
microorganism was inhibited by the presence of inhibitory compounds produced during the
hydrothermal treatment. Values for enzyme activities at 54 hours were: FPase (0.06 U mL™),
CMCase (0.24 IU mL™), xylanase (1.40 1U mL™Y) and B-glucosidase null. In cellulose
medium, low levels of enzyme activities were obtained, but xylanase showed a value of 1.52
IU mL™ at 50 hours of cultivation. Xylanase activity was most evident in cultivation with
xylan, reaching a maximum value of 11.93 IU mL™ at the end of the cultivation. In medium
with pectin: FPase, CMCase, xylanase and B-glucosidase were 0.01 IU mL™?, 1.25 1U ml™,
2.83 IlU mL™, and 0.10 IU mL™, respectively. In medium based on paddle cactus biomass, the
following values were observed at 50 hours: FPase (0.29 U mL™), CMCase (3.30 IU mL™),
xylanase (6.21 1U mL™) and B-glucosidase (0.09 IU mL™). Among the investigated sources,
lactose is the best substrate for the induction of all enzymes studied and molasses favors a
rapid growth of the microorganism. Hemicellulose hydrolyzate and paddle cactus biomass are
potential media for producing enzymes, in particular xylanases. For using the hydrolyzate,
however, it will be necessary to detoxify the medium, or, alternatively, construct inhibitors
resistant strains by metabolic engineering and/or evolutionary engineering.

Key-words: Biorefinery; Cellulases; Hemicellulases; Trichoderma reesei.
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1 INTRODUCAO

A fim de reforcar a seguranca energeética e abrandar as mudancas climaticas, cresce o
interesse em se encontrar combustiveis renovaveis para substituir os baseados no petroleo. O
emprego da biomassa vegetal (lignoceluldsica), como fonte alternativa para produgdo de
produtos e combustiveis, tornou-se atraente, por se tratar de uma matéria-prima barata,
renovavel e que se encontra disponivel em abundancia na natureza (OCTAVE E THOMAS,
2009).

Os materiais lignocelulésicos sdo constituidos basicamente pelos polimeros celulose,
hemicelulose e lignina, além de varios materiais inorganicos, que estdo fortemente
interligados por ligacdes covalentes e pontes de hidrogénio, formando uma rede complexa e
resistente. Devido a resisténcia apresentada por esses materiais, € necessario um pré-
tratamento prévio dessa biomassa, para que as fibras celulésicas tornem-se acessiveis ao
ataque enzimatico, e assim possa ser utilizada em diversas aplicacGes industriais, como na
producdo de biocombustiveis de segunda geracdo, em especial o etanol (MENON E RAO,
2012).

As enzimas responsaveis pela hidrdlise das fibras celulésicas sdo as celulases, que
representam um grupo de enzimas com diversas especificidades, que atuam sinergicamente
para hidrolisar a celulose. Se classificam em trés grandes grupos: as endoglucanases, que
clivam ligac@es internas da fibra celuldsica, as exoglucanases, que atuam na regido externa da
celulose e as B-glicosidases, que hidrolisam a celobiose em glicose (SIPOS et al., 2010).
Além das celulases, também participam do processo de hidrélise das biomassas as
hemicelulases, sendo xilanases e mananases as principais desse grupo, e outras enzimas
coadjuvantes (GIRIO et al., 2010).

A conversdo da biomassa lignocelulésica para a producdo de etanol é hoje a aplicacdo
mais investigada destas enzimas. Um dos principais obstaculos para a viabilidade econdmica
do etanol lignocelul6sico é o alto custo das enzimas celuloliticas, devido a necessidade de
utilizacdo de cargas elevadas de enzimas para a hidrolise de biomassas. (MENON E RAO et
al., 2012).

H& uma grande diversidade de micro-organismos envolvidos na producéo de celulases e
hemicelulases, incluindo bactérias e fungos. A maior parte das celulases exploradas para
aplicacdes industriais séo produzidas a partir de fungos filamentosos, tais como Trichoderma,
Penicillium, Fusarium, Humicola. Trichoderma reesei destaca-se entre 0s mais potentes

produtores de celulases, sendo a linhagem RUT C-30 a mais utilizada industrialmente, porque



€ menos sensivel a repressdo pela glicose, o que Ihe confere vantagem em comparacdo a
outras linhagens (SINGHANIA et al., 2010; SIPOS et al., 2010).

Uma hidrolise eficiente de materiais lignocelul6sicos requer um “pool” enzimatico
adequado a cada biomassa, por isso o desenvolvimento de pesquisas na busca de substratos
indutores de enzimas, para o desenvolvimento de coquetéis enzimaticos diversificados, é
importante do ponto de vista econdmico. Diante disso, a protedmica torna-se uma excelente
ferramenta para explorar e identificar proteinas expressas em resposta a diferentes tipos de
biomassas. A analise do secretoma, com a utilizacdo de técnicas protebmicas, permite a
identificacdo e quantificacdo de enzimas potencialmente essenciais na degradacdo de
biomassas, além das celulases e hemicelulases (CHAO et. al., 2012).

Nesse contexto, o estudo da producdo de enzimas em diversos substratos e o isolamento
de enzimas secretadas, para estudo futuro do secretoma, sdo importantes para o

desenvolvimento de processos de converséo de biomassas nas futuras biorrefinarias.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a cinética e o perfil de producdo de enzimas celuloliticas por Trichoderma

reesei RUT C-30 em meios com diferentes capacidades de indugédo da producéo de enzimas.

2.2 Objetivos Especificos

e Investigar a cinética de crescimento em meio repressor a base de melago de cana-de-
acucar.

e Investigar a cinética de producdo de enzimas (celulase, B-glicosidase, hemicelulase e
xilanase) em meios indutores a base de lactose, celulose, xilana, pectina, palma
forrageira e hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agUcar.

e Isolar proteinas extracelulares produzidas em meios a base de indutores para futura
analise comparativa do perfil protéico diferencial no secretoma de T. reesei RUT C-30

nos diferentes meios estudados.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biorrefinarias

O constante crescimento populacional passou a exigir, cada vez mais, um elevado
consumo de energia e produtos, que, a principio, derivam, sobretudo do petréleo. Com o
aumento nos efeitos do aquecimento global, principalmente devido a elevada emissdo de
gases do efeito estufa, como o CO,, oriundos da queima de combustiveis derivados do
petréleo, somados ao aumento no preco desses combustiveis, torna-se uma realidade a busca
por fontes alternativas renovaveis.

Diante desse contexto global de dependéncia de energia fossil, é essencial promover a
utilizacdo de produtos de base bioldgica. O emprego da biomassa vegetal (lignoceluldsica),
como fonte alternativa na producdo de energia e produtos foi um passo importante e
desafiador para a economia industrial, visto que a transformacgéo desse material em produtos
exigiria o desenvolvimento de tecnologias especificas (OCTAVE E THOMAS, 2009).

A producdo e incremento de novos produtos, a partir da biomassa, baseiam-se no
conceito de biorrefinaria. Este termo refere-se a um grupo de instalagbes que integra os
processos de conversdo de biomassa para a producdo de combustiveis, produtos quimicos e
energia (FERNANDO et al., 2006). O objetivo do desenvolvimento e implantagdo dos
processos de uma biorrefinaria é criar uma economia sustentavel, incluindo o crescimento de
novos mercados baseados em recursos bioldgicos renovaveis, ambientalmente corretos, de
baixo custo e que estejam disponiveis de forma abundante (OCTAVE E THOMAS, 2009).

Para desenvolver tecnologicamente rotas sustentaveis na biorrefinaria, toda a cadeia de
producdo de biomassa, como cultivo, colheita, pré-tratamento e conversdo em produtos de
interesse, deve ser considerada (MENON E RAO, 2012). Alguns eventos como o teor
energético relativamente baixo, a sazonalidade e disponibilidade geografica das fontes de
biomassa, tém sido observados como barreiras para a producdo em larga escala de produtos e
combustiveis (SANDERS et al., 2007).

3.1.1 Biorrefinaria de material lignocelulésico

A producéo total de biomassa no planeta € de aproximadamente 100 bilhdes de

toneladas por ano de matéria organica seca e 50 milhdes de toneladas de biomassa aquética,



desse total apenas 1,25% € utilizada como matérias-primas industriais. A biomassa vegetal,
em sua maioria, ¢ formada de materiais lignocelulésicos que constitui os residuos das
industrias de papel e celulose, usinas de agucar e alcool (bagaco de cana), residuos florestais
(madeira, bambu, gramas) e residuos agricolas (palhas de cereais, de milho, de trigo). As
principais vantagens apresentadas é que representa um dos recursos biologicos mais
abundantes e baratos do planeta, aléem de ndo apresentar simultaneidade com as indudstrias
alimentares (NAIK et al., 2010).

A biomassa lignocelulésica € composta de macrofibrilas de celulose, envolvidas por
hemicelulose e lignina e, em menor proporcao, proteinas estruturais, lipideos e cinzas. Para a
utilizacdo desse material fibroso, o passo inicial é separar as trés fracOes principais
(hemicelulose, celulose e lignina) através de pré-tratamentos, que podem ser quimicos, fisicos
ou biologicos. Este passo € critico porque tem impacto direto sobre a obtencdo final de
produtos de alto valor agregado, tais como etanol, acido acético, acetona, butanol, e outros
produtos de fermentacdo (OCTAVE E THOMAS, 2009).

A producdo, inicialmente, de biocombustiveis de segunda geracdo baseada na
transformacéo de materiais lignocelulésicos provocou o desenvolvimento de biorrefinarias de
lignocelulose com base na obtencdo de produtos derivados desses materiais (OCTAVE E
THOMAS, 2009). Duas maneiras diferentes para o emprego da biomassa sdo observadas
nessa biorrefinaria, termoquimica e biologica. A termoquimica se baseia, numa escala global,
na utilizacdo dos residuos, sem separacdo, através de processos termoquimicos e de
gaseificacdo, realizados a altas temperaturas e pressdo, por exemplo, a producdo de
biocombustiveis sintéticos através do método de Fischer-Tropsch, onde se utiliza um gas de
sintese constituido por uma mistura dos gases CO e H, (TJIMENSEN et al., 2002).

A Dbiologica, também chamada bioquimica, é baseada em métodos suaves usando
enzimas e fermentacdo para transformar biomassa. As principais enzimas utilizadas séo as
celulases, principalmente endoglucanases e celobiohidrolases, que degradam a celulose, e
hemicelulases, como as xilanases e mananases, que digerem a hemicelulose, e podem ser
produzidas por bactérias (Cellulomonas) e por fungos (Trichoderma) (LYND et al., 2002).

A degradacdo enzimatica da celulose e hemicelulose levam a uma mistura de aglcares
como a glicose, xilose, arabinose, galactose, fucose, que podem ser utilizados em
bioprocessos para a obtengdo de produtos como o etanol. O desafio da biotecnologia é gerar
enzimas ou cepas microbianas capazes de degradar a lignocelulose, atraves de modificacGes

por técnicas de engenharia metabdlica, com o objetivo de desenvolver processos limpos por



via bioldgica, com linhagens capazes de metabolizar as hexoses e pentoses provenientes dos
materiais lignocelulésicos (OCTAVE E THOMAS, 2009).

3.2 Composicao da Lignocelulose

A biomassa lignocelulésica é a fonte renovavel mais abundantemente encontrada na
natureza, sendo incluidos neste grupo residuos vegetais (madeira de angiospermas e
gimnospermas), residuos agroindustriais (milho, bagaco e palha de cana-de-agucar, palha de
arroz e soja) e residuos urbanos (restos de alimentos, galhos e folhas de &rvores, embalagens,
vasilhames e entulho, ou seja, restos das atividades humanas, considerados indesejaveis).
Dentre esses, 0s materiais agroindustriais se destacam pelo carater de residuo, conferido por
sua obtencédo apds o processamento de matérias-primas (CASTRO E PEREIRA JR., 2010).

Os residuos de lignocelulose sdo os principais componentes da biomassa, sendo
constituidos de uma mistura de componentes individuais bem definidos tais como, celulose,
hemicelulose e lignina, além de conter proteinas, acidos organicos, minerais e acucares livres
CcOmo 0S seus componentes estruturais ou metabolicos, que estdo fortemente interligados por
forcas covalentes e ndo-covalentes (Figura 3.1) (MENON E RAO, 2012; SANDERS et al.,
2012). Essas fracOes sdo responsdveis por 97-99% de toda massa seca desses materiais
(CASTRO E PEREIRA JR., 2010). A celulose € o componente mais abundante nesses
residuos, representando aproximadamente 35 a 50% do peso seco da biomassa (LYND et al.,
2002).

{ Organizagio estrutural ] Distribuicio de celulose, hemicelulose
da parede celular e lignina na parede celular
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Figura 3.1 Organizacdo estrutural da parede celular vegetal (Adaptado de MENON E
RAO, 2012).



A celulose é um polimero linear, constituido por subunidades de glicose unidas por
ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4 formando o dimero celobiose (Figura 3.2). Apesar da
composicao quimica da celulose ser simples, sua estrutura fisica e morfoldgica € complexa e
heterogénea, apresentando regides altamente cristalinas (localizadas nas extremidades da
celulose) e outras menos organizadas, as regides amorfas (localizadas internamente).

Esse polimero é sintetizado na natureza como moléculas individuais, que sofrem
automontagem no local da biossintese. Cerca de 30 moléculas de celulose sdo organizadas em
unidades maiores conhecidas como protofibrilas, que sdo embaladas em grandes unidades
chamadas de microfibrilas, e estas se organizam em fibrilas maiores, as macrofibrilas,
formando as fibras de celulose que constituem a parede celular vegetal (Figura 3.3)
(ARANTES E SADDLER, 2011; LAVOINE et al., 2012).

Q G > Q >
CHyCH CHCH
S Celobiose |————!

Figura 3.2 Estrutura quimica da celulose destacando o dimero de celobiose.
(Adaptado de SANDERS et al., 2012).

As microfibrilas estdo organizadas de forma suficientemente firmes, com o objetivo de
impedir, ndo sO a penetracdo de enzimas, como também a de pequenas moléculas, como a de
agua. Em geral, a parede celular vegetal estd subdividida em priméaria e secundaria. A
distribuicdo de celulose, hemicelulose e lignina varia consideravelmente entre essas camada.
A parede secundaria é dividida em mais trés unidades, onde normalmente a segunda é mais
espessa, que as outras, e é constituida na sua maioria de celulose (MENON & RAO, 2012).

Devido a tal complexidade, a hidrolise enzimatica eficiente dos substratos celuldsicos
requer a presenca de um complexo de enzimas atuando de forma sinérgica na degradacéo
dessas substancias. Essas enzimas sdo conhecidas como celulases e hemicelulases (CASTRO
E PEREIRA JR., 2010).
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Figura 3.3 Organizacao das fibras celulésica (Adaptado de LAVOINE et al., 2012).

A hemicelulose ¢ um polissacarideo com menor peso molecular que a celulose. E
formada a partir de xilose, manose, galactose, glicose, arabinose, 4-O-metil-glicurdnico, D-
galacturénico e &cido D-glucurdnico (Figura 3.4). Os agucares, que constituem a hemicelulose
estdo ligados entre si por ligagoes glicosidicas, B-1,4 ¢ B-1,3. Em contraste com a celulose,
que € um composto cristalino e forte, a hemicelulose apresenta uma estrutura ramificada e
amorfa com pouca resisténcia a hidrolise, sendo mais facilmente hidrolisada por &cidos
(GIRIO et al., 2010).
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Figura 3.4 Esquema da estrutura basica de hemicelulose. A arabinose; FeA, acido
ferulico; G, galactose; Glc, acido glucurdnico; X, xilose. (GRAY et al., 2006).



A lignina é um heteropolimero amorfo, insolivel em &gua, consistindo de precursores
de unidades de fenilpropandides, os alcoois coniferilico, sinapilico e p-cumarilico (Figura
3.5). Ela esta presente na parede celular vegetal, ligada a hemicelulose e a celulose, formando
uma especie de barreira impenetravel, para dar suporte estrutural, impermeabilidade e
resisténcia contra ataque microbiano e estresse oxidativo. Quanto maior a propor¢do de

lignina, maior a resisténcia a degradagio quimica e enzimatica (SANCHEZ, 2009).
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Figura 3.5 Unidades fenilpropano precursoras da lignina (ROCHA, 2000).

3.3 Enzimas Celuloliticas

3.3.1 Celulases

A hidrolise completa da celulose exige a acdo de um complexo enziméatico composto
pelas celulases. Essas enzimas sao hidrolases que clivam ligagdes glicosidicas do tipo -1,4
entre os residuos de glicose (LYND et al., 2002). Todas as enzimas celuloliticas reconhecem
tais ligacbes, mostrando, entretanto, seletividade em relacdo a diferentes sitios do substrato.
Os componentes do sistema de enzimas celuloliticas, de uma forma geral, foram classificados
com base no modo de acdo catalitica e nas propriedades estruturais.

Trés tipos principais de atividades enzimaticas foram encontrados de acordo com o local
de atuacdo no substrato celulésico: endoglucanases (EnG), que clivam ligacOes internas da
fibra celulosica; exoglucanases (ExG), que atuam na regido externa da celulose; e f-
glicosidases (BG), que hidrolisam a celobiose em glicose (CASTRO E PEREIRA JR., 2010).

As endoglucanases, (1,4-B-D-glicano-4-glicanoidrolase, EC 3.2.1.4), também chamadas
de carboximetilcelulases (por causa do substrato artificial utilizado para a sua detecgdo) séo

responsaveis por iniciarem a hidrolise, atuando nas regides internas (estrutura amorfa) da fibra
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celulésica, liberando oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo com novos
terminais, sendo um redutor (a glicose possui uma hidroxila livre) e um ndo redutor (a
hidroxila da molécula da extremidade participa de ligacdo com a glicose adjacente) ( LYND
et al., 2002).

A EnG é a enzima celulolitica responsavel pela rapida solubilizacdo do polimero
celulésico, devido a sua fragmentacdo em oligossacarideos, 0s cinco maiores grupos Sao
EnGI/Cel7B, EnGlI/Cel5A, EnGlIl/Cel12A, EnGIV/Cel61A e EnGV/Cel45A (SALOHEIMO
et al, 1997; OLSSON et al, 2003; NOGAWA et al, 2001; SIPOS et al., 2010).

O grupo das exoglucanases (ExG) € constituido por celobiohidrolase (CBH) e
glucanohidrolase (GH). A GH (EC 3.2.1.74), cujo nome sisteméatico € 1,4-B-D-glucana-
glucano-hidrolase, hidrolisa a fibra celul6sica liberando glicose diretamente do polimero
(CASTRO E PEREIRA JR., 2010). A CBH (EC 3.2.1.91), que possui 0 home sistematico 1,4-
B-D-glucana-celobio-hidrolase, é responsavel pela hidrélise, apenas dos terminais redutores,
da fibra de celulose e de oligossacarideos a celobiose. Estudos relatam que os terminais ndo-
redutores também sdo atacados por essa enzima (SIPOS et al., 2010).

A CBH participa da hidrélise priméaria da fibra e é responsavel pela amorfogénese, que
aumenta as taxas de hidrdlise da celulose, pois as regides cristalinas do polimero tornam-se
amorfas, deixando-o mais exposto ao ataque das celulases. A CBH esta dividida em dois
tipos: CBHI/Cel7A, que hidrolisa terminais redutores, e a CBHII/Cel6A, que hidrolisa
terminais ndo redutores. Essas enzimas, geralmente, sofrem inibicdo pelo seu produto de
hidrolise (celobiose) (CASTRO E PEREIRA JR., 2010).

A B-glicosidase, ou B-glicosideo gluco-hidrolase (EC 3.2.1.21), que é seu nome
sistematico, tem a propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos soltveis em glicose.
Essa enzima, assim como a CBH, tem a caracteristica de sofrer inibicdo por seu produto de
hidrolise (glicose) (CASTRO E PEREIRA JR., 2010).

As enzimas do complexo celulolitico apresentam um rendimento muito melhor quando
atuam em conjunto, do que quando atuam isoladas (Figura 3.4). Tal efeito é conhecido como
sinergia. SIPOS et al., 2010 afirmam que trés formas de sinergia sdo conhecidas: sinergia
EnG-ExG, onde a endoglucanase atua nas regides amorfas disponibilizando os terminais
redutores e ndo redutores, onde irdo atuar as CBH 1 e Il, respectivamente, participando de
outro tipo de sinergia, a EXG-EXG. A celobio-hidrolase e a endoglucanase liberam celobiose e
oligossacarideos, respectivamente, que sdao os substratos utilizados pela [-glicosidase,

formando as sinergias ExG-BG e EnG-BG.
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Figura 3.6 Representacdo esquematica da atuacdo sinérgica das
enzimas celuloliticas nas regides amorfa e cristalina da celulose
(Adaptado de LYND et al., 2002).

3.3.2 Hemicelulases

Para uma hidrélise completa dos substratos lignocelulésicos, além da degradacdo da
celulose pelas celulases, enzimas especificas também atuam na quebra da hemicelulose, as
hemicelulases. No grupo das hemicelulases, incluem-se enzimas que quebram as molécula de
xilana (EC 3.2.1.8 xilanases), manana (mananases EC 3.2.1.78), as pB-xilosidases (EC
3.2.1.37) e pB-manosidases (EC 3.2.1.25) atuam nos residuos de xilose e manose,
respectivamente.

Diversas atividades séo realizadas por outras enzimas, como a desramificacao pelas a-
arabinosidases (EC 3.2.1.55), a-glucuronidases (EC 3.2.1.139), a-galactosidases (EC
3.2.1.22), esterases acido ferrulico (EC 3.1.1.73) e esterases acetil xilano (EC 3.1.1.72),
agindo nos pontos de ramificagdo da hemicelulose (SORENCEN et al., 2007).

A xilanase é responsavel pela hidrélise da xilana. Esta enzima é amplamente utilizada

no processamento de alimentos e nas industrias quimicas e de celulose (SEYIS E AKSOZ,
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2005). Nas industrias de papel e celulose, a utilizacdo da xilanase diminui o consumo de cloro
organico e a demanda de oxigénio, melhorando assim a qualidade das aguas residuais (KAR
et al., 2006).

3.4 Micro-organismos Produtores de Celulases

As enzimas celuloliticas sdo encontradas em secre¢des de micro-organismo, como
fungos e bactérias, e também estdo presentes no sistema digestivo de alguns vertebrados,
como 0s ruminantes. Esses micro-organismos sdo incapazes de transportar, para o interior de
suas células, materiais insoltveis como a celulose, por isso secretam suas enzimas para fora
dela, em seguida os acucares provenientes da degradacao da celulose séo transportados para o
interior da célula e metabolizado (WILSON, 2008).

Varias espécies de bactérias anaerdbicas que utilizam a celulose localizam suas
celulases complexadas diretamente na superficie da célula ou na matriz do glicocélice (LYND
et al, 2002). Micro-organismos aerdbicos sdo responsaveis pela degradacdo da celulose no
solo, no entanto varias espécies de bactérias anaerdbicas celuloliticas também sdo encontradas
no solo, como o Clostridium thermocellum, C. cellulovorans e Acetivibrio cellulosolvens
(DEMAIN et al, 2005). Os cupins e outros insetos também sdo importantes na degradacgdo da
celulose, muitos desses insetos possuem micro-organismos celuloliticos simbioticos em seu
interior, produtores de enzimas celuloliticas, capazes de digerir a celulose (OHKUMA, 2003).

Os micro-organismos simbidticos que habitam o trato gastrointestinal de ruminantes,
especialmente no ramen, sdo principalmente bactérias anaerdbicas, ja que o rumen é um
ambiente extremamente anaerobico, além delas participam igualmente fungos primitivos
como o Chytridomycetes, que também € anaerobico. Esses organismos sdo responsaveis pela
degradacéo da celulose, que provém da alimentacdo, a aglcares soltveis que serdo utilizados
como fonte de energia por esses animais (DESVAUX, 2006; LYND et al, 2002).

Outras espécies de micro-organismos celuloliticos se destacam como: as bactérias
celuloliticas Pseudomonas e Actinomicetos dos géneros Streptomyces e Thermomonospora
(aerdbias); Bacillus e Cellulomonas (aer6bias facultativas). Entre os fungos, 0s géneros mais
estudados sdo: Trichoderma, Penicillium, Aspergillus, Fusarium e Humicola, por
apresentarem a capacidade de produzir complexos celuloliticos em grandes quantidades
(LYND et al., 2002).

Entre os microrganismos produtores de xilanase, estdo as eubactérias e arqueobactérias,

no entanto, a quantidade de enzima produzida por estas bactérias € menor, comparando-se
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com os fungos (SINGH et al., 2003). Os fungos filamentosos do género Trichoderma
destacam-se como maiores produtores de xilanase do ponto de vista industrial, pelas seguintes
razdes: ndo sdo patogénicos, podem ser cultivados facilmente e sdo grandes produtores de

enzimas extracelulares (KAR et al., 2006).

3.4.1 Micro-organismos anaerobicos

Os animais herbivoros ndo secretam as enzimas digestivas necessarias para a
degradacdo dos polissacarideos estruturais que formam a parede celular das células vegetais,
por isso dependem da atividade de micro-organismos simbid6ticos para a obtencao de energia,
a partir desses materiais provenientes de sua dieta. A quebra desses polissacarideos estruturais
¢ mediada por comunidades de micro-organismos anaerdbicos eucariontes e procariontes,
compostas por bactérias, fungos e protozoarios, que se desenvolvem no intestino grosso, no
caso de cavalos e coelhos, enquanto que nos ruminantes o desenvolvimento ocorre no rumem
(FLINT et al, 2008).

Em ambos os casos, 0s produtos resultante da fermentacdo sdo absorvidos e utilizados
como fonte de energia por esses animais. Muitos dos micro-organismos que habitam o rumem
sdo considerados secundarios, porque dependem de outros organismos que atacam
primeiramente a estrutura recalcitrante das plantas (FLINT, 2004).

Trés espécies de bactérias presentes no rimem sdo estudadas em relacdo a atividade
celulolitica, Rumminococcus flavefaciens e Rumminococcus albus, representantes Gram-
positivos e Fibrobacter succinigenes, do grupo das bactérias Gram-negativas. E evidente, que
a maior parte das enzimas celuloliticas, produzidas por R. flavefaciens, esteja retida na
superficie celular dessas bactérias na forma de celulossomas, que representam um tipo de
complexo multienzimatico (WILSON, 2009).

A partir da andlise do proteoma de R. albus foram identificadas duas celulases
principais. Estas enzimas parecem ndo estar na forma de celulossoma, no entanto podem
ainda ser retidas na superficie celular dessa bactéria por outros mecanismos (XU et al, 2004).
Outras espécies de Gram-positivas também sdo conhecidas, como Eubacterium cellulosolvens
e Butyrivibrio fibrisolvens, que apresentam atividade celulolitica e hemicelulolitica,
respectivamente (TOYODA et al, 2003).

Na andlise genébmica da F. succinigenes foram identificados 113 genes relacionados
com a degradacdo da parede celular vegetal, incluindo 40 celulases e 29 xilanases. Essa

espécie apresenta uma caracteristica semelhante as bactérias Gram-positivas, que é a
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complexa organizagdo de suas enzimas, apresentando mdaltiplos dominios cataliticos e
maodulos de ligacdo ao substrato (MITSUMORI et al, 2002; QI et al, 2005).

Espécies de Prevotella e Bacterioides representam uma propor¢cdo muito significativa
(>30%) do total de bactérias ruminais. Nenhum dos isolados disponiveis é conhecido por
serem celuloliticos, mas as espécies Provetella bryantii e Provetella ruminicola possuem
carboximetilcelulases, hemicelulases e pectinases (AVGUSTIN et al, 1997). A maior parte da
xilanase encontrada em P. bryantii é liberada apenas apds a ruptura das células, o que sugere
que esta localizada no periplasma ou membranas (MIYAZAKI et al, 1997).

Algumas especies de fungos ruminais anaerdbicos foram identificados e estudados por
apresentarem sistemas de celulase altamente ativos, como Piromyces equi, Neocallimastix
frontalis e espécies do género Orpinomyces. Esses micro-organismos sdo utilizados como
fonte de enzimas recombinantes com altas atividades especificas, 0 que tém atraido o
interesse para uma variedade de aplicacGes biotecnoldgicas (EKINCI et al, 2002;
STEENBAKKERS et al, 2001).

Os protozoarios anaerdbicos representam até 50% da biomassa microbiana encontrada
no rumen. Certas espécies desempenham um papel significativo na degradacdo do material

vegetal, como o Polyplastron multivesiculatum (DEVILLARD et al, 2003).

3.4.2 Micro-organismos aerobicos

3.4.2.1 Bactérias

No grupo dos micro-organismos aerobicos celuloliticos estdo os fungos e as bacterias.
Entre as bactérias, duas espécies se destacam tendo suas celulases bem caracterizadas séo
Cellulomonas fimi e Thermobifida fusca. O conjunto de seis celulases produzidas por esses
micro-organismos apresentam atividade similar, porém diferentes seqiiéncias e ordens de
dominio, 0 que sugere que essas espécies ndo obtiveram os genes para as celulases de um
ancestral comum, mas sim do resultado de uma evolucdo convergente (LYKIDIS et al.,
2007).

Essas bactérias sdo actinomicetos, sendo encontrados no solo. A C. fimi é mesofilica
com temperatura Otima de crescimento perto de 30°C, enquanto que a T. fusca €
moderadamente termofilica com temperatura 6tima de crescimento de 50°C (LYKIDIS et al.,

2007; IRWIN et al., 2003). Estes micro-organismos nao estdo estritamente relacionados; a C.
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fimi pertence a subordem Micrococcineae, enquanto que a T. fusca a subordem
Streptosporangineae (WILSON, 2008).

Em adicdo as seis celulases produzidas, Thermobifida fusca secreta também outras
proteinas quando cultivada em celulose; entre elas estdo a xiloglucanase, xilanase, -1,3
endoglucanase e outras duas proteinas que aparentemente ndo apresentam atividade catalitica
(IRWIN et al., 2003; McGRATH E WILSON, 2006). O papel da xiloglucanase é degradar a
xiloglucana ligada a celulose, permitindo o acesso e a agéo catalitica das celulases (IRWIN et
al., 2003).

Outras espécies celuloliticas também sdo conhecidas como: Saccharophagus
degradans, um representante aerébico marinho que degrada a parede celular vegetal, cujo
genoma esta sequenciado apresentando genes que codificam endoglucanases (TAYLOR 11 et
al., 2006); e Cytophaga hutchinsonii, que apresenta em seu genoma uma série de genes que

codificam endoglucanases utilizadas em diferentes mecanismos de degradagéo da celulose.

3.4.2.2 Fungos

Os fungos sdo agentes bem conhecidos na decomposi¢do de compostos organicos, em
geral de substratos celuldsicos. Algumas espécies de fungos se destacam em relacdo a
producdo industrial de celulases, entre elas estdo Humicola insolens e o Trichoderma reesei,
por apresentarem a habilidade de produzirem grandes quantidades de celulases com alta
atividade especifica para a celulose (WILSON, 2008).

Outras espécies importantes de fungos celuloliticos sdo: Aspergillus aculeatus, que
produz nove celulases, destas trés foram sequenciadas (Cel7A, Cell2A e Cel5A);
Talaromyces emersonii, que produz duas exoglucanases (Cel7A e Cel6A) e varias
endoglucanases, destas a Cel5a ja foi seqlienciada; Chrysosporium lucknowense, que produz
celulases semelhantes as produzidas pelo T. reesei; além de algumas espécies de Aspergillus,
Fusarium e Penicillium (TAKADA et al., 2002; GRASSICK et al., 2004; BUKHTOJAROV
et al., 2004).

O género Trichoderma

O género Trichoderma compreende espécies de fungos ascomicetos filamentosos,
mesofilos e saprofitos, estando amplamente distribuidos por todo mundo. Por apresentar a

capacidade de crescerem em uma faixa ampla de diferentes condi¢cGes ambientais e substratos,
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este género pode ser utilizado em situacdes de interesse biotecnoldgico (GYALAI-KORPOS
et al., 2011). Dentre as espécies deste género, o T. reesei destaca-se devido ao seu grande
potencial de aplicacdo industrial e biotecnoldgica, sendo muito utilizado na producéo
comercial de varias enzimas, em especial celulases e hemicelulases (PETERSON E
NEVALAINEN, 2012).

No século XIX, foi criado um novo grupo taxonémico incluindo quatro espécies de
fungos do género Trichoderma, entre elas o T. viride, originalmente isolado das llhas
Salomao, descoberto durante a Segunda Guerra Mundial, apos ser identificado provocando a
degradacdo do tecido das barracas dos militares americanos, sendo posteriormente
denominado de T. viride QM6a, pois se destacava por sua habilidade de produzir celulases
(CHOY et al., 2011). Pesquisas posteriores reconheceram como sendo espécies distintas e
QMe6a se tratava de uma nova espécie, que foi denominada Trichoderma reesei (PETERSON
E NEVALAINEN, 2012).

Em relacdo a producdo de celulases, o T. reesei apresenta diversas vantagens para a
producdo em escala industrial, pois € um fungo facil de cultivar, e ndo apresenta riscos aos
seres humanos, porgque nao produz micotoxinas ou qualquer outra substancia que possa tornar
nociva sua utilizacdo no processo de produgdo de enzimas celuloliticas. Com a finalidade de
suprir a necessidade mundial de fontes alternativas de combustiveis, o desenvolvimento de
pesquisas utilizando técnicas de mutagénese aleatoria a partir do tipo selvagem do T. reesei, a
fim de isolar mutantes com elevada producdo de enzimas celuloliticas, tornou-se o objetivo
principal para desenvolver uma producdo economicamente viavel dessas enzimas para a
degradacdo da biomassa celulésica e producdo de bioetanol (GYALAI-KORPOS et al., 2011;
CHOY etal., 2011; PETERSON E NEVALAINEN, 2012).

Dentre essas, a linhagem RUT C-30 tem sido utilizada no desenvolvimento de
processos para a producdo de enzimas celuloliticas mais eficientes, ndo sendo afetadas pela
glicose com tanta intensidade como outras linhagens (JUHASZ et al., 2004; SINGHANIA et
al.,2007). A utilizacdo de engenharia genética tem sido utilizada para obtencdo de estirpes
hiperceluloliticos para a degradac&o mais eficiente da biomassa (LIMON et al., 2011).

O sistema celulolitico do T. reesei é composto por trés classes principais de enzimas,
sdo elas: endoglucanases, responsaveis pela quebra de ligagGes glicosidicas internas;
exoglucanases, com a fungdo de liberar residuos de celobiose, no qual irdo atuar as B-
glicosidases na etapa final de hidrolise, produzindo glicose. Entre as proteinas secretadas, a
celulase mais abundante produzida pelo T. reesei é a exoglucanase Cel7A, que representa

cerca de 70% das proteinas secretadas pelo fungo. Em seguida esta a Cel6A com um
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percentual de 10% dessas proteinas (MARKOV et al., 2005). Além destas, também sé&o
encontradas cinco endoglucanases, Cel5A, Cel12A, Cel61A, Cel45A e a Cel7B que é a mais
representativa (YUAN et al.,2001)

Atualmente, varios estudos séo realizados com o objetivo de encontrar o substrato mais
adequado ao processo de producdo de enzimas celuloliticas pelo T. reesei, visto que a
matéria-prima ideal deve ser disponivel em grandes quantidades, barata e processada
facilmente (JUHASZ et al., 2005). Diversos compostos foram testados, dentre eles, a celulose
foi considerada, em potencial, um dos melhores indutores para a formagdo do complexo de
celulases (AHAMED E VERMETTE, 2008). Outros compostos, tais como soforose, lactose,
celobiose e compostos sintéticos (tidis ou ésteres de dissacéridos) também apresentam a
capacidade indutora, bastante eficaz, para a producdo de enzimas nos processos
biotecnologicos (SIPOS et al., 2010).

Trichoderma reesei RUT C-30

O desenvolvimento de programas genéticos utilizando a técnica de mutagénese aleatoria
a partir do tipo selvagem T. reesei QM6a, tiveram como objetivo a obtencdo de mutantes com
elevada producgdo de enzimas celuloliticas. Inicialmente, utilizou-se irradiacdo de conidios
para aquisicdo de mutantes, e 0 mais bem sucedido foi QM9414, que apresentou uma
producdo extracelular de celulase de 2-4 vezes maior do que QM®6a. Posteriormente, na
Universidade de Rutgers, em Nova Jersey, foi desenvolvido um método de triagem mais
eficiente, que utilizava a mutagénese com luz UV e quimica, para gerar mutantes
hiperceluloliticos e baixa taxa de repressdo catab6lica (MONTENECOURT E EVELEIGH,
1977).

A linhagem RUT C-30 foi obtida através de um processo realizado em trés etapas: (1)
mutagénese por N-nitroguanidina; (2) mutagénese por luz UV; (3) triagem para verificar a
desrepressdo catabdlica por resisténcia ao antimetabdlito 2-desoxiglucose (2DG)
(MONTENECOURT E EVELEIGH, 1977; MONTENECOURT E EVELEIGH, 1979).
Quando cultivada em celulose, a linhagem RUT-C30 apresentou uma produgéo micelial com
um teor de proteina de 4-5 vezes maior do que a estirpe QM6a, com atividade de
endoglucanase 30 vezes maior e de B-glicosidase trés vezes maior (GHOSH et al, 1984 ;
GLENN et al, 1985).

Com o advento da cariotipagem eletroforética, os pesquisadores MANTYLA et al.
(1992) da Finlandia e CARTER et al. (1992), dos EUA utilizaram um campo elétrico
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homogéneo na eletroforese em gel para comparar os genomas de QM6a, RUT-C30 e de outras
linhagens de hiperceluloliticos. Foi observado para RUT C-30 um aumento de tamanho dos
cromossomos |-V e uma diminuicdo no cromossomo VII, em comparacdo com QM®6a,
resultando num aumento global de tamanho do genoma, que passou de 32,5 para 34,7 Mpb.
Através do mapeamento genético, foi evidenciada a ocorréncia de rearranjos cromossémicos,
com deslocalizacdo dos genes que codificam enzimas celuloliticas (CARTER et al., 1992).

A caracterizacdo da expressdo dos genes em T. reesei RUT C-30 por analise
transcricional ajudou a diferenciar a atividade enzimatica do mutante e detectar possiveis
causas genéticas que dificultam a secrecdo de proteinas heter6logas. O genoma de T. reesei
QMe6a foi totalmente sequienciado (MARTINEZ et al., 2008) e logo a seguir, foi realizado o
sequenciamento parcial do RUT C-30, como parte de uma investigagdo de um gene
aparentemente ausente (SEIDL et al., 2008).

InvestigacOes foram realizadas para se verificar um vinculo fenotipico com os genes
ausentes. Observou-se na estirpe RUT C-30 a auséncia de um fragmento genémico de 85 kb,
gue expressa enzimas relacionadas ao metabolismo primario (desidrogenases) e transporte
(permeases), enzimas extracelulares (imidases) e associadas a desintoxicacdo celular
(glutationa enxofre-transferase) (SEIDL et al., 2008).

Estudos mostraram que o crescimento de RUT C-30 em meio com o0s polissacarideos
maltose, amido e dextrina era prejudicado pela auséncia do gene que codifica a enzima
maltose-permease, responsavel pelo transporte da maltose através da membrana plasmatica.
Também foi observado um inchaco nos conidios, caracteristico de problemas com a
homeostase, resultante da auséncia do gene que expressa a enzima glicerol desidrogenase, que
tem como efeito uma fase de laténcia prolongada. Antes da formacdo dos micélios, alguns
desses conidios ndo sdo capazes de germinar e sofrem morte celular autofagica (SEIDL et al.,
2008).

Ferramentas protedmicas, tais como a eletroforese bidimensional e espectrometria de
massas, tém sido amplamente utilizadas para investigar o secretoma e/ou proteinas
intracelulares produzidas pelos fungos filamentosos (GONZALEZ-FERNANDEZ et al.,
2010). A andlise do secretoma do T. reesei RUT C-30, cultivado em lactose como Unica fonte
de carbono, apresentou uma alta propor¢do de CBHI (Celobiohidrolases 1), quando
comparado ao mutante T. reesei QM9414 CL847 que foi mais diversificada, apresentando
menos CBHI e niveis mais elevados de p-glucosidase, mananase e xilanase (HERPOEL-
GIMBERT et al., 2008).
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Também foi observado, com base na espectrometria de massas do secretoma do RUT C-
30, uma quantidade maior de CBHI quando cultivado em palha de milho (NAGENDRAN et
al., 2009). A producdo de proteinas heterélogas em T. reesei RUT C-30 foi moderadamente
bem sucedida, apresentando rendimentos consideravelmente mais baixos que aqueles obtidos
pelo T. reesei selvagem, que, de acordo com CHERRY E FIDANTSEF (2003), tem produz
cerca 100 g/L quando cultivado em fermentadores controlados.

3.5 Regulacéo da Expressdo de Celulases e Hemicelulases em Trichoderma reesei

Pesquisas sobre a regulacdo de genes de expressdo das celulases e hemicelulases podem
ser muito Uteis para aumentar a producao destas enzimas nos seus produtores nativos. Os
mecanismos de regulacdo dos genes que codificam as celulases e hemicelulases foram
estudados em fungos filamentosos, principalmente em Aspergillus (NOGUCHI et al., 2009) e
Trichoderma (STRICKER et al., 2008a), por serem 0s principais micro-organismos
produtores destas enzimas em escala industrial.

A producdo destas enzimas extracelulares € um processo, que requer um alto consumo
de energia por parte do micro-organismo, por isso as enzimas sdo produzidas apenas nas
condigdes em que o fungo necessita utilizar os polimeros, oriundos da planta, como fonte de
carbono e energia. Os mecanismos de inducdo da expressdo dos genes das celulases e
hemicelulases envolvem a ativacdo do gene pelos respectivos produtos da hidrélise da
celulose e da hemicelulose, ou por modificacdo subsequente desse produto, como a soforose,
para A. terreus e T. reesei (HRMOVA et al., 1991; MANDELS et al., 1962).

Em adicdo a inducdo por mono e oligossacarideos, genes que codificam enzimas
hidroliticas, envolvidas na desconstrucdo da parede celular vegetal em fungos filamentosos,
podem ser reprimidos durante o crescimento na presenca de fontes de carbono, que séo
facilmente metabolizados, tais como a glicose. Esse importante mecanismo é chamado de
repressdo catabolica (CCR-carbon catabolite repression) (RUIJTER E VISSER, 1997; ARO
et al., 2005; KUBICEK et al., 2009).

Devido & alta producéo, pelo T. reesei, de enzimas celuloliticas, esse micro-organismo
revelou-se um candidato em potencial para o avanco na producéo do etanol celulésico nos
bioprocessos (AMORE E FARACO, 2012). A incapacidade das células fdngicas de
incorporar compostos poliméricos insollveis, tais como celulose e xilana, despertou o

interesse em estudar como estes polimeros podem iniciar a producéo de enzimas hidroliticas.
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Vérios estudos investigando esse aspecto postularam a fungdo indutora de um
composto sollvel, derivado da celulose, de baixo peso molecular. Um dos mecanismos
propostos é que o fungo produz niveis basais de celulase (principalmente CEL7A e CEL6A) e
que a atividade destas enzimas extracelulares sobre a celulose produz um indutor solavel, que
pode entrar na célula e promover a indugdo (EL-GORARY et al., 1989; CARLE-URIOSTE et
al., 1997).

ILMEN et al (1997) investigaram caracteristicas basicas da regulacio da expressdo, em
T. reesei, das celobiohidrolases (cbhl e cbh2) e endoglucanases (egll, egl2 e egl5) a nivel de
MRNA, mostrando que esses genes sdo coordenadamente expressos. Observou-se que o nivel
mais elevado de indugdo era obtido na presenca de celulose e soforose, e que a expressao
moderada foi observada quando a celobiose ou a lactose foram usadas como fontes de
carbono.

Posteriormente, FOREMAN et al (2003) identificaram mais genes, cujo
comportamento regulatério é consistente com o seu papel na formagdo do indutor priméario
para a expressao das celulases. Entre eles, o cel5b foi moderadamente expresso durante o
crescimento em glicerol, glicose, soforose e lactose, e que apenas um pouco acima desse nivel
foi induzido por celulose. Verificou-se também que o glicerol e o sorbitol ndo promovem a
expressdo, mas , ao contrario da glicose, ndao inibem.

A utilizacdo da tecnologia de microarranjo, empregada no estudo da regulacdo da
expressao de genes que codificam celulases e hemicelulases em T. reesei, mostrou que a
maioria dos genes, que codificam essas enzimas de degradacdo da biomassa, é
transcricionalmente co-regulados (FOREMAN et al., 2003).

Esta co-regulacdo indica uma cooperacdo fortemente coordenada pelos fatores de
transcricao, dos quais cinco ja foram identificados: os reguladores positivos XYR1, ACE2 e 0
Complexo HAP2/3/5, o repressor ACEL e o CREL1, repressor mediado pela CCR (KUBICEK
et al., 2009). O principal regulador positivo da transcri¢do é representado por XYR1 (xilanase
regulador 1), sua atuacdo estd representada na Figura 3.7 (STRICKER et al., 2005;
STRICKER et al., 2008a).
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Figura 3.7 Representacdo esquematica do papel central do Xyrl no sistema enzimatico
hidrolitico de T. reesei durante a degradacdo da xilana e celulose (STRICKER et al., 2008a).
(Xyrl) Fator da transcricdo; (XYNI e XYNII) Endo-B-1,4-xilanase | e 1I; (CBHI e CBHII)
Celobiohidrolases I e II; (EGLI) Endoglucanase I; (BXLI) B-xilosidase I; (BGLI e BGLII) B-
glucosidase I e 1I; (X1) D-xilose; (X2) Xilobiose; (SO) Soforose.

O Xyrl atua como um fator da transcricdo, agindo diretamente na expressao das
xilanases XYNI e XYNII (endo-B-1,4-xilanase I e I1) e celulases (CBHI, CBHII, EGLI), bem
como sobre o indutor correspondente (D-xilose, X1). Esse fator também age na expressao da
enzima B-Xilosidase | (BXLI), no caso da utilizacdo da xilana, e no indutor correspondente
(soforose, SO) fornecendo enzima B-glucosidase I (BHLI), no caso da utilizacdo da celulose
(STRICKER et al., 2008a).

A exclusdo de xyrl elimina a inducdo dos genes de celulases na presenca de celulose e
soforose e prejudica a inducdo de genes de hemicelulases envolvidos na degradacéo de xilana
(AKEL et al., 2009), provando, assim, o seu papel essencial no processo de indugdo. A
transcricdo de xyrl parece ndo ser induzida durante o crescimento em celulose (MACH-
AIGNER et al., 2008).

A maioria dos ativadores da transcricdo eucariotica esta presente nas células apenas em
pequenas quantidades necessarias para iniciar a expressao dos genes (PTASHNE, 1998), e,
em muitos casos, eles sdo adicionalmente induzidos pelas condi¢cbes para as quais sd@o
necessarios e sdo degradados uma vez que nao sdo mais necessarios (TANSEY, 2001). A
expressao de xyrl é regulada unicamente por CRE1, CCR dependente, e pela repressao da
transcri¢do do fator ACEL, néo por inducdo (STRICKER et al., 2007; MACH-AIGNER et al.,
2008).
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A supressdo de ace2 baixa o nivel da transcrigdo e provoca uma diminuicdo da atividade
das celulases durante o crescimento em celulose, ao passo que ela ndo afeta a indugéo de
celulase por soforose. A fosforilacdo é um processo necessario para a ligacdo de ACE2 ao
promotor (ARO et al., 2001; STRICKER et al., 2008b). A supressdo de acel resultou em um
aumento na expressao de todos os genes principais das celulases e hemicelulases nas culturas
induzidas por soforose e celulose, confirmando que ACE1l atua como um repressor da
expressao das celulases e xilanases (ARO et al., 2003) e de xyrl durante o crescimento em D-
xilose (MACH-AIGNER et al., 2008).

O complexo HAP2/3/5 é considerado necessario para originar uma cromatina com
estrutura aberta necessaria a ativacao da transcricdo. O papel desse complexo pode ser de um
potencializador da transcricdo, aumentando a acessibilidade dos outros fatores ao promotor
das celulases (ZEILINGER et al., 2003). ZOU et al, (2012) demonstraram que a substituicdo
em T. reesei dos sitios de ligagdo do CRE1, dentro do promotor cbhl, pelos sitios de ligacdo
do ativador da transcricdo, levou a uma melhoria da eficiéncia do promotor.

A expressdo dos genes das celulases e hemicelulases, em T. reesei, ndo ocorrem na
presenca de glicose. Dois mecanismos sao responsaveis por este fendmeno: a exclusdo do
indutor e a repressdo por glicose (ILMEN et al., 1997; ZEILINGER et al., 2003). A repressio
pela glicose especifica uma regulacdo transcricional que controla o uso preferencial dos
substratos, tais como D-glicose ou outros monossacarideos, cujo catabolismo fornece um
elevado rendimento de ATP (ILMEN E PENTTILA, 1996; DOWZER E KELLY, 1991).

Apesar dos avancos, mais pesquisas sdo ainda necessdrias para se conhecer
completamente os mecanismos moleculares de regulacdo da expressao génica, das celulases e
hemicelulases, em T. reesei. Seu esclarecimento pode fornecer uma base para o
desenvolvimento racional de linhagens, e/ou processos que conduzam a uma eficiente

producdo de enzimas para aplicacdo em biorrefinarias.

3.6 Indugéo pela Lactose em Trichoderma reesei

O Trichoderma reesei é o principal fungo filamentoso utilizado industrialmente na
producdo de celulases e hemicelulases utilizando a lactose como indutor. Diversos estudos
sobre a fisiologia deste micro-organismo e do catabolismo da lactose e formacdo das enzimas
tém sido realizados, com o objetivo de conhecer as estratégias utilizadas por esse fungo para a
assimilacdo da lactose. Os fungos apresentam duas diferentes maneiras para iniciar a

utilizacdo da lactose, que consistem na: (i) hidrolise extracelular e subsequente absorcao dos
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mondmeros resultantes, e (ii) absorcdo do dissacarideo e subsequente hidrélise intracelular,

expostas na Figura 3.8 (SEIBOTH et al, 2007).

| Lactose |

p-Galactosidase bga1

| D-Glucose | |B-D-Ga|actose|

Glucose Galactose
permease permease

| D-Glucose | |B-D-Ga|actose|

Lactose

permease LACT2

p-Galactosidase
LAC4

i

I

| D-Glucose | |[3-D-Galactose|

Figura 3.8: Formas de assimilacdo da lactose (SEIBOTH et al, 2007).

A andlise do genoma dos fungos Aspergillus nidulans, Neurospora crassa e Fusarium

graminearum sugere gque esses micro-organismos ndo possuam a [-galactosidase (bgal)

extracelular, e por isso internalizem a lactose por meio de uma lactose permease (LAC12), e

hidrolisem a lactose intracelularmente utilizando a P-galactosidase intracelular (LAC4)

(FEKETE et al, 2002). Em contraste, a hidrélise da lactose em Trichoderma reesei ocorre no

meio extracelular com a atuac¢ao da [-galactosidase (bgal), sendo captados 0s mondmeros

resultantes D-glicose e D-galactose pela glicose permease e Galactose permease,

respectivamente (SEIBOTH et al, 2005).

Os mondmeros resultantes da hidrélise da lactose sdo metabolizados por vias distintas.

A D-glicose entra diretamente na via glicolitica, enquanto que a D-galactose pode seguir duas

vias diferentes: a via de Leloir ou uma via alternativa, apresentadas na Figura 3.9.
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VIA VIA DE
ALTERHATIVA LELOIR
n-Galactosa
Aldosal
p-xylose reductase ADPH ATP Galaclokinase
NADS A ‘
Galactitol o-Galactose UDP-
- 1-phosphate glucose
L-Arabinitol Gal-1-P
dehydrogenase uridylyl- UDP-galactose
ADH transferase |  d-epimerase
Lyl p-Glucose UDP-
3-hexulose 1-phosphate galactose
? ? Phospe-
glucomutase
l'sorbou 0-Glucose
6-phosphate
v-Sorbose DPH
reductase . \
p-Sorbitol
Xylitol K"“"
dehydrogenase
NADH ATP  ADR e /
Sy O-Fructose
o-Fructose { 6-phosphate
Hexokinase

Figura 3.9 Principais vias do catabolismo da D-galactose (Adaptado de FEKETE et al, 2007).

Na maioria dos eucariotos a D-galactose é convertida a D-glicose-1-fosfato pela via de
Leilor antes de entrar na via glicolitica (HOLDEN et al, 2003). A via de Leloir consiste de
(GALY),
uridililtransferase galactose-1-fosfato (GAL7) e UDP-galactose-4-epimerase (GAL10)

uma sequencia de etapas enzimaticas catalisadas por galactoquinase
(SEIBOTH et al, 2007). Uma caracteristica fisiologicamente importante da galactoquinase é a
especificidade para a o-D-galactose que é produzida pela Aldose-1-epimerase, através da
mutarrotagdo da 3-D-galactose.

Em leveduras, tais como S. cerevisiae e K. lactis os dominios para a epimerase sdo
encontrados no gene bifuncional gall0, enquanto que, em procariotos, tais como E. coli, a
aldose-1-epimerase é codificada por um gene separado (BHAT E MURTHY, 2001; RUBIO —
TEXEIRA, 2005). A auséncia ou baixa atividade desta enzima poderia ser uma razao para o
catabolismo lento da lactose por causa do tempo necessario para mutarrotacdo ndo enzimatica,
que em 30 ° C e pH 6,5-7,0 leva vérias horas, de acordo com estudos realizados por

PETTERSSON e PETTERSSON (2001).
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As leveduras S. cerevisiae e K. lactis utilizam a via de Leloir exclusivamente para o
catabolismo da D-galactose, portanto, todos os genes gal sdo essenciais para 0 crescimento
nesse substrato (SLEPAK et al, 2005). Algumas cepas de Trichoderma reesei sdo capazes de
crescer em meio com D-galactose, embora nenhuma atividade de galactoquinase fosse
encontrada (SEIBOTH et al, 2004). ROBERTS (1963, 1970) descreveu a utilizacdo de uma
via alternativa para a utilizagéo da D-galactose em Aspergillus nidulans, que se inicia com a
reducdo desse monémero para galactitol.

O percurso catabodlico, em T. reesei, se inicia com a atuacdo da enzima D-xilose
redutase (xyl1), que catalisa a reducéo da D-galactose a galactitol, utilizando o NADPH como
cofator. Esta enzima também participa da reducdo da D-xilose e L-arabinose. A etapa seguinte
¢ a oxidacdo do galactitol a L-xilo-3-hexulose, catalisada pela L-arabinitol desidrogenase
(ladl), dependente do NAD (SEIBOTH et al, 2007).

FEKETE et al (2004) mostraram que, em A. nidulans, a L-sorbose era acumulada
quando cultivada em D-galactose, e este acimulo foi eliminado desta linhagem com a perda
da atividade da L-arabinitol desidrogenase, o que sugere que a L-sorbose € outro metabolito
desta via. O metabolismo da L-sorbose prossegue com sua reducdo a D-sorbitol, catalisada
pela L-sorbose redutase, e subsequente oxidacdo a D-frutose, onde atua a xilitol
desidrogenase (xdhl). Em seguida, a enzima hexoquinase (hxk1) catalisa a fosforilagdo da D-
frutose a D-frutose-6-fosfato, que entra na via glicolitica.

Utilizando culturas de T. reesei em meios com D-galactose, galactitol e lactose como
fonte de carbono limitante, KARAFFA et al (2006) mostraram que os niveis de inducdo da f3-
galactosidase esta correlacionada com a taxa de crescimento e que as maiores atividades desta
enzima foram observadas nos meios com galactitol e D-galactose. Mostraram, também, que o
indutor da expressdo da B-galactosidase é formado na via alternativa do metabolismo da D-
galactose, consistindo no galactitol o verdadeiro indutor.

A expressdo de celulases em T. reesei durante seu crescimento em meio com lactose
revelou-se como um processo dependente da taxa de crescimento. KARAFFA et al (2006)
observaram que a maior expressao das enzimas celuloliticas foi encontrada em baixas taxas de
crescimento. Um baixo nivel de atividade da B-galactosidase extracelular é essencial para a
expressao de celulases, enquanto que niveis mais elevados dessa enzima reprimem a formacéo
das celulases (SEIBOTH et al, 2005).

A delecéo do primeiro gene da via de Leloir (gall) reduz drasticamente a expresséo dos
genes das celulases durante o crescimento em lactose, enquanto que uma delecdo da etapa

subsequente codificado por gal7 ndo apresentou efeito significativo sobre a inducdo de
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celulase, portanto a indugéo, por lactose, da transcri¢cdo dos genes que codificam as celulases
requer atividade da galactoquinase (SEIBOTH et al, 2004). A via alternativa do catabolismo
da D-galactose também é de grande importancia para o metabolismo da lactose, estudos
realisados por SEIBOTH et al (2007) mostraram que a inducdo dos genes das celulases

também é dependente de outra enzima a D-xilose redutase.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado nas fermentacgdes foi a linhagem Trichoderma reesei RUT
C-30, cedido pelo Laboratério de Tecnologia Enzimética da Universidade Federal do Rio de
Janeiro - UFRJ.

A propagacdo do micro-organismo e obtencdo dos esporos foi realizada a partir do
cultivo em placas de Petri (Figura 4.1), utilizando o meio de manutencdo PDA (Potato
Dextrose Agar), cuja composicao esta descrita na Tabela 4.1. Foram utilizados 0,1 mL da
suspensdo microbiana em placas contendo 10 mL do meio PDA, em seguida, com o auxilio
da alca Drigalski, a suspensdo foi uniformizada sob a superficie das placas, que
posteriormente foram postas em estufa a 30°C durante sete dias. Apds o0 crescimento, as

placas foram mantidas sob-refrigeracdo a 5°C.

Figura 4.1 Cultura de Trichoderma reesei RUT C.

Tabela 4.1 - Composi¢do do meio PDA (Potato Dextrose Agar).

Composicéo Concentragées (g L™)
Extrato de Batata 200
Glicose ou Dextrose 20

Agar 15
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4.2 Meios de Cultivo

A composicdo do meio de cultivo utilizado para o crescimento e producédo de enzimas,
descrito na Tabela 4.2, foi formulada a partir da composicdo elementar média, em base seca,
do micro-organismo (STANBURY et al., 1995), de forma que a fonte de carbono fosse o
substrato limitante. As fontes de carbono investigadas foram: lactose (Dinamica), xilana
(Sigma-Aldrich), pectina (Sigma-Aldrich), celulose microcristalina (Merck), melaco (residuo
da industria sucroalcooleira), hidrolisado hemicelulésico (fragdo liquida resultante do

tratamento hidrotérmico do bagacgo de cana-de-agucar) e palma forrageira.

Tabela 4.2 - Composicdo do meio de cultivo.

Reagentes (gL
Fonte de Carbono 5
(NH4)2S04 1,1
KH2PO, 0,59
CaCl, 0.12 Solucéo de sais
MgSO, 7H,0 015 Reagentes (L™
Peptona 0.75 FeSO4 7H,0 0,005
Extrato de levedura 0,25 CoClz. 6H,0 0,002

0,2 mL/L MnSO4. H,O 0,0016
ZnS0y4. H,0 0,0014

Tween 80

Solucdo estoque de sais 5mL/L

* A formulacdo do meio foi calculada de acordo com a composic¢ao quimica de fungos
(% por peso seco) STANBURY et al., 1995.

Os meios a base de lactose e melaco tiveram todos os componentes solubilizados em
agua destilada, j& 0 meio a base de hidrolisado teve seus componentes diluidos no proprio
hidrolisado, onde a fonte de carbono ja estava presente. Os meios, depois de prontos, foram

esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos.

4.3 Procedimento Experimental
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4.3.1 Obtencéao do Hidrolisado Hemiceluldsico

O bagaco de cana-de-acucar utilizado foi originado a partir do processo de moagem e
extracdo do caldo na Usina Central Olho D’agua, localizada no municipio de Camutanga no
Estado de Pernambuco. Esse material foi tratado hidrotermicamente, a temperatura de 185 °C,
por 16 minutos, em reator descontinuo com capacidade de 20 litros (REGMED AU/E-20),
com sistema de mistura por rotacdo completa (Figura 4.2). Para o tratamento, foram utilizados
500 gramas de bagaco de cana-de-agucar, em massa seca, e 10 litros de agua destilada.

Apos o tratamento, duas fraces foram obtidas (Figura 4.3): uma sélida (celulignina) e
uma liquida (hidrolisado hemicelulésico). O hidrolisado foi separado dos residuos sélidos,
com auxilio de filtro de pano, e posteriormente armazenado em garrafas ambar no congelador
até a sua utilizacdo, para evitar a degradacdo dos componentes fotossensiveis presentes. A
composi¢do do hidrolisado hemicelul6sico foi obtida através de andlise cromatografica,
descrita na Tabela 4.3.

Tratamento
Hidrotérmico
185 °C, 16 min.

}

1 e
EEFEN @ 3 Sl W

Figura 4.2 Reator descontinuo Figura 4.3 Fluxograma com as etapas do tratamento
(REGMED, AU/E-20) utilizado para  hidrotérmico do bagaco de cana-de-aclcar para
obtengéo do hidrolisado  obtencéo do hidrolisado hemicelulésico.
hemiceluldsico de bagaco de cana-

de-acucar.
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4.3.2 Produgéo de Enzimas

Os experimentos para acompanhamento da producdo de enzimas ocorreram em
biorreator de bancada instrumentado de 3L (New Brunswick Scientific, BioFlo 110) (Figura
4.4), no qual foram adicionados 2 litros do meio de cultivo, descrito na Tabela 4.2, variando-
se apenas as fontes de carbono: lactose, melaco e hidrolisado hemicelulésico.

Os cultivos ocorreram com 500 rpm de agitacdo, 2 vvm de aeracdo, 28 °C de
temperatura e pH 5,0, por um periodo de 72 horas. O controle do pH foi realizado por meio da
adicdo automatica de solucdo de &cido sulfurico 3 M e hidréxido de sddio 3 M, e, para 0
controle da espuma, utilizou-se o antiespumante polipropilenoglicol P 2000 (Fluka
Analytical) (SILVA, 2010).

Figura 4.4 Biorreator de bancada (New Brunswick
Scientific, BioFlo 110) utilizado na producdo de
enzimas.

Para o cultivo do indculo foi utilizada a lactose (producdo em lactose) e glicose
(producdo em melaco e hidrolisado) como fontes de carbono na concentragdo de 5 gL™. Os
frascos foram incubados em mesa agitadora rotativa (New Brunswick Scientific, modelo
C25KC), apresentada na Figura 4.5, com agitacdo de 250 rpm e temperatura de 30°C, por um
periodo de 36 horas. Apds esse periodo, 10% de indculo foram transferidos ao biorreator.
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O acompanhamento da cinética de producdo de enzimas e 0 crescimento microbiano do
processo foram observados, por meio de amostras coletadas ndo excedendo um total de 20%
do volume inicial. Em seguida, essas amostras foram filtradas para determinacdo da

concentracdo de biomassa, analise cromatogréafica e determinacéo de atividades enzimaticas.

Figura 4.5 Mesa agitadora rotativa (New Brunswick Scientific,
modelo C25KC) utilizada no cultivo dos indculos.

4.3.3 Secretoma

Um segundo grupo de experimentos foi realizado com algumas alteragdes nas condigdes
apresentadas acima, com o objetivo de isolar proteinas extracelulares para anélise
comparativa de secretomas. Para a realiza¢do dos cultivos foi utilizado um biorreator de 1,3L
do mesmo modelo do citado anteriormente.

Nele foram adicionados apenas 500 mL do meio de cultivo (Tabela 4.2) e as fontes de
carbono utilizadas foram: lactose, xilana, pectina, celulose microcristalina e a palma
forrageira (seca e moida). Todos 0s meios tiveram seus componentes diluidos em &gua
destilada e foram esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos.

As condicdes, nas quais ocorreram os cultivos foram: 500 rpm de agitacdo, 0,5 vvm de
aeracdo, 28°C de temperatura e pH 5,0, por um periodo de 50 horas. O controle do pH e da
formacdo de espuma também foram controlados da mesma maneira apresentada acima.

A preparacdo do indculo foi padronizada utilizando-se glicerol como fonte de carbono,
na concentragdo de 5 g L™. Os frascos foram incubados em mesa agitadora com rotacéo de
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250 rpm, a 30°C, por um periodo de 36 horas. ApoOs esse periodo, 10% de inéculo foi
transferido ao biorreator.

A cinética de producdo e crescimento foi acompanhada, igualmente, através da coleta de
amostras, e quantificadas pelos mesmos métodos analiticos citados abaixo. O contetdo obtido
ao final dos cultivos foi utilizado para o isolamento de proteinas extracelulares e realizagdo de

andlise protedmica.

4.4 Métodos Analiticos

4.4.1 Determinagédo da concentracgdo de biomassa

A biomassa fungica foi obtida pelo método de peso seco. Amostras de 10 mL foram
filtradas em membrana de 0,45 pum de diametro de poro, previamente pesadas em balanca
analitica, utilizando-se um sistema de filtracdo a vacuo (Millipore). Ap6s lavagem com agua
destilada, as membranas, contendo a biomassa, foram secas em estufa a 80°C por 24 horas.
Depois da secagem, as membranas foram postas em dissecador até atingirem a temperatura

ambiente, sendo, em seguida, pesadas novamente.

4.4.2 Determinacao das atividades enzimaticas

Os ensaios enzimaticos, detalhados a seguir, foram determinados de acordo com
metodologia padrao descritos pela IUPAC (GHOSE, 1987), com algumas modifica¢Ges. Tais
procedimentos sdo adequados para determinagdo de celulases de fungos. Todos 0s ensaios
foram realizados em duplicatas. Uma Unidade Internacional de atividade enzimatica é

definida pela producdo de um pmol de produto/minuto.

4.4.2.1 Atividade em papel de filtro

O método se baseia na dosagem da concentracdo de acucares redutores liberados durante a

degradacéo de uma fita de papel de filtro.
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Atividade FPU

Para o0 ensaio enzimatico, tiras do papel de filtro Whatman n°1, medindo 1,0 cm x 6,0
cm (aproximadamente 50 mg), enroladas em formas de espiral, foram colocadas em tubos de
ensaio, aos quais se adicionou 1,0 mL de tampdo citrato de sédio 50 mM. Os tubos foram
colocados em banho termostatico (TECNAL, TE-2005) (Figura 4.6) a 50 °C, por 1 minuto,
antes de se adicionar a enzima, para que ocorresse 0 equilibrio da temperatura. Apds 1
minuto, adicionou-se 0,5 mL de amostra, em cada tubo, agitando-se cuidadosamente.

No ensaio para controle da enzima, foi adicionado 1,0 mL de tampdo citrato de sodio 50
mM e 0,5 mL de enzima em tubos de ensaio, sem a adi¢do do substrato (papel de filtro). O
branco foi utilizado para zerar o espectrofotdmetro, utilizando-se 1,5 mL de tampao citrato de
sodio 50 mM.

As reacBes foram conduzidas a 50 °C, em banho termostatico, durante 60 minutos. Ao
final deste tempo, as reacdes foram interrompidas pela adicdo de 3,0 mL de DNSA (&cido 3,5-
dinitro salicilico). Todos os tubos foram submetidos a um banho em agua a 100 °C, durante 5
minutos, e, em seguida, resfriados até a temperatura ambiente. As amostras foram diluidas
com 20 mL de &gua destilada, procedendo-se, entdo, a leitura da absorbancia em
espectrofotometro (Hewlett-Packard, modelo 8453) (Figura 4.7), a 540 nm. A determinagéo
da concentracdo dos agUcares redutores em cada ensaio enzimatico foi realizada por meio da

utilizacdo de uma curva de calibracdo previamente preparada.

Figura 4.6 Banho termostatico Figura 4.7 Espectrofotmetro iIizado nos
utilizado nos ensaios de atividade ensaios de atividade enzimatica (Hewlett-
enzimatica (TECNAL, TE-2005) Packard, modelo 8453)
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A atividade FPU é a forma correta de se dosar a atividade em papel de filtro. Porém,
devido as baixas atividades obtidas durante os cultivos, a metodologia acima ndo pode ser
seguida, pois era necessario que fossem liberados 2 mg de glicose para que a FPU fosse

realizada. Diante disso, foi dosada a atividade FPase, descrita abaixo.

Atividade FPase

Para a realizacdo dos ensaios enzimaticos, tiras de papel de filtro Whatman n°l1,
medindo 1,0 cm x 6,0 cm (aproximadamente 50 mg), enroladas em forma de espiral, foram
colocadas em tubos de ensaio, aos quais foram adicionados 1,0 mL do tampao citrato de sodio
50 mM (pH 4,8). Os tubos foram colocados em banho termostatico a 50 °C, por 1 minuto,
antes de se adicionar a amostra, para que ocorresse o0 equilibrio da temperatura do substrato.
Apo6s 1 minuto, adicionou-se 0,5 mL da amostra, em cada tubo, agitando-se cuidadosamente.

Em paralelo, foi realizado o ensaio para controle da enzima o qual teve como objetivo a
determinacdo da concentracdo inicial de aclcares redutores presentes na amostra de enzima.
Neste caso, foram colocados nos tubos 1,0 mL de tampéo citrato de sodio 50 mM (pH 4,8) e
0,5 mL da amostra. O branco utilizado para zerar o espectrofotdmetro, era composto apenas
de 0,5 mL de tampao citrato de sodio.

Todas as reacBes ocorreram a 50° C, em banho termostatico (TECNAL, TE-2005),
durante 60 minutos. Ap0Os esse tempo, a reacdo foi interrompida pela retirada de 0,5 mL da
mistura reacional, que foi colocada imediatamente em tubos com 0,5 mL do reagente DNSA
(&cido 3,5-dinitro salicilico), utilizado para a quantificacdo dos agucares redutores de acordo
com MILLER (1959). O mesmo procedimento foi feito para os tubos que continham os
controles da enzima e o branco.

Para dosar os agucares redutores totais, os tubos foram colocados em banho a 100°C por
5 minutos, €, em seguida, resfriados até a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) em
banho de gelo. As amostras foram diluidas adicionando-se 6,5 mL de &gua destilada,
procedendo-se, entdo, a leitura da absorbancia em espectrofotémetro (Hewlett-Packard,
modelo 8453) a 540 nm. A determinagdo da concentracdo dos agucares redutores em cada
ensaio enzimatico foi realizada por meio da utilizacdo de uma curva de calibragédo

previamente preparada.
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4.4.2.2 Atividade em carboximetilcelulose (CMCase)

Este método se baseia na determinacdo de acUcares redutores liberados durante a
hidrolise da carboximetilcelulose (CMC).

Nesta atividade, meio reacional foi composto por 0,25 mL de uma solugdo de CMC 4%
(p/v) e 0,25 mL da amostra (diluida em tampao citrato de sédio 50 mM (pH 4,8), quando
necessario). Os tubos controles da enzima ndo continham o substrato, apenas 0,25 mL da
amostra e 0,25 mL do tampao citrato de sédio 50 mM (pH 4,8). O branco, utilizado para zerar
0 espectrofotdmetro, era composto por 0,25 mL da solugdo de CMC 4% e 0,25 mL de tampao
citrato de sodio.

Todos os tubos foram incubados a 50° C, em banho termostatico (TECNAL, TE-2005)
durante 10 minutos. Apés este tempo, reacdo enzimatica foi interrompida pela adicdo
imediata de 0,5 mL de DNSA (&cido 3,5-dinitro salicilico), que, além de interromper a reagdo
enzimatica, possibilitou a realizacdo da dosagem da concentracdo de acUcares redutores
produzidos pela acdo enzimatica.

Para determinar a dosagem dos agUcares redutores, os tubos foram colocados em banho
Maria a 100°C por 5 minutos. Em seguida, os tubos foram resfriados até atingir a temperatura
ambiente, em banho de gelo. As amostras foram diluidas com 6,5 mL de 4gua destilada e, em
seguida, procedeu-se a leitura da absorbancia em espectrofotbmetro (Hewlett-Packard,
modelo 8453), a 540 nm, sendo a determinacdo da concentracdo de glicose liberada em cada

ensaio enzimatico, realizada por meio da utilizagdo de uma curva de calibracdo de glicose.
4.4.2.3 Atividade de B-glicosidase

Para a determinagdo da atividade B-glicosidase utilizou-se uma solucéo de celobiose a
15 mM como substrato. A determinagdo da concentracdo de glicose liberada pela f-
glicosidase foi realizada através da utilizagdo de um kit de analise de glicose (Reagente GOD-
POD, BioSystems®), o qual se baseia na reagdo das enzimas glicose oxidase e peroxidase. A

glicose oxidase catalisa a oxidacao da glicose de acordo com a seguinte reacao:

GOD
Glicose + O, + H,0 —— Acido Glucénico + H,0,
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Por sua vez, o peroxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol,
sob a acdo da enzima peroxidase. O produto final dessa reacdo é a antipirilquinonimina de
coloracdo vermelha, cuja intensidade de cor é proporcional a concentracdo de glicose na

amostra. Tal reacdo esta representada a seguir.

POD
2H,0 + 4-aminoantipirina + fenol — antipirilquinonimia + 4H,0

Para os ensaios enzimaticos, foram utilizados tubos de ensaio contendo 0,5 mL da
solugdo de celobiose 15 mM e 0,5 mL da amostra. Aos tubos com os controles foram
adicionados 0,5 mL de tampé&o citrato de sédio 50 mM (pH 4,8) e 0,5 mL da amostra. O
branco foi formado de 1,0 mL do reagente GOD-POD, o qual foi utilizado para zerar o
espectrofotémetro.

Os tubos foram incubados a 50°C, em banho termostatico (TECNAL, TE-2005), durante
30 minutos. Ap0s este tempo a reacdo foi interrompida apds a imersdo dos tubos em banho a
100°C por 5 minutos. Em seguida, os tubos foram transferidos e resfriados em banho de gelo
até atingirem a temperatura ambiente.

Para a determinacdo da glicose produzida, foram adicionados 0,01 mL da mistura
reacional em tubos com 1,0 mL do reagente GOD-POD. Os tubos foram incubados a 37°C,
novamente em banho termostatico durante 15 minutos. Em seguida, as leituras das
absorbancias foram feitas em espectrofotdmetro (Hewlett-Packard, modelo 8453) a 505 nm. A
determinacdo da concentracdo de glicose liberada em cada reacdo enzimatica foi realizada

utilizando-se uma curva de calibracao de glicose.

4.4.2.4 Atividade xilanase

Esse método se baseia na determinacdo de acgucares redutores liberados durante a
hidrolise da xilana.

Para a determinacdo da atividade enzimatica da xilanase, foram colocados em tubos de
ensaio 1,0 mL de solugdo de xilana 1% e 0,5 mL da amostra. Aos tubos controles foram
adicionados 1,0 mL de tampdo acetato de s6dio 50 mM (pH 5,0) e 0,5 mL da amostra. O
branco, utilizado para zerar o espectrofotdmetro, foi composto apenas de 0,5 mL da solugdo

de xilana 1%.
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Todos os tubos, com a mistura reacional, foram incubados a 50°C, em banho
termostético (TECNAL, TE-2005), durante 5 minutos. Ao final deste tempo, 0,5 mL de cada
uma das misturas foi colocado imediatamente em outros tubos de ensaio contendo 0,5 mL de
reagente DNSA. Para dosar os acucares redutores totais, os tubos foram colocados em banho
Maria a 100°C por 5 minutos. Em seguida, os tubos foram resfriados até atingir a temperatura
ambiente, em banho de gelo. Antes de realizar a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro
(Hewlett-Packard, modelo 8453) a 540 nm, foram realizadas diluicGes das amostras com 6,5
mL de agua destilada. A determinacdo da concentracdo de xilose liberada em cada reacédo

enzimatica foi realizada, usando-se uma curva de calibracéo de xilose.

4.4.3 Determinacao da concentracdo de acucares

A quantificacdo de acUcares foi realizada através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, utilizando HPLC (Agilent Technologies, Série 1100), com deteccdo por indice de
refracdo, apresentado na Figura 4.8. Para esta analise, foi utilizada uma coluna Aminex®
HPX87H (BIO-RAD) com dimensdes de 300 mm x 7,8 mm, &cido sulfrico 5 mM como fase
movel, fluxo de 0,6 mL/min e temperatura de 60°C. A fase moével foi preparada com &gua
ultrapura e, posteriormente, filtrada em membrana microporosa de 0,2 um de didametro de
poro. Para a quantificacdo foi utilizado o método do padrdo externo, atraves de curvas de
calibracdo. Todas as amostras e os padrdes foram diluidos em fase movel, filtrados em

membrana 0,2 um e injetados automaticamente um volume de 5 pL.

Figura 4.8 HPLC para determinacdo das
concentragfes dos agucares presentes nos meios
de cultivo (Agilent Technologies, série 1100).
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4.4.4 1solamento de proteinas extracelulares

Para a anélise futura do secretoma, as amostras foram coletadas ao final dos cultivos,
na fase estacionaria de crescimento do micro-organismo. Inicialmente, as células foram
removidas por centrifugacdo, utilizando-se uma centrifuga refrigerada (Analitica, Rotina
420R Hettich Zentrifugan) (Figura 4.9), a 7000 x g por 5 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi
clarificado por filtracdo a vacuo através de membrana de 0,2 um de didmetro de poro,
utilizando um sistema de filtracdo a vacuo (Millipore). Em seguida, o filtrado resultante foi
submetido a diélise por 26 horas. Para a realizacdo desse processo, utilizou-se membrana de
celulose para diélise em tubo, Dialysis tubing cellulose membrane (Sigma-Aldrich). Apés a
dialise, as amostras foram concentradas por secagem com a utilizacdo da técnica de
liofilizacdo (ADAV et al., 2012).

Figura 4.9 Centrifuga refrigerada (Analitica,
Rotina 420R Hettich Zentrifugan,).

4.4.4.1 Quantificacdo das Proteinas

A concentracdo das proteinas presentes em cada amostra foi determinada com a
utilizacdo do kit BCA (Thermo Scientific Pierce® BCA Protein Assay), que se baseia na
deteccdo colorimétrica da reacdo do 4cido bicinconinico (BCA) com o cétion cuproso (Cu'"),
obtido pela reducdo de Cu?* por proteinas em meio alcalino, segundo a metodologia de
LOWRY (1951). A proteina albumina bovina sérica (BSA) foi utilizada para se construir uma
curva padréo.

Foram pesados 0,2 g das amostras liofilizadas em micro tubos e adicionados 600 uL

de agua ultrapura autoclavada. As amostras foram agitadas por 20 segundos a temperatura
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ambiente e diluidas 50 vezes. Para formacao do reagente AB, foi utilizada a proporcao de 50
partes do reagente A para 1 parte do reagente B, de acordo com o protocolo do fabricante. Em
uma microplaca de Elisa, foram adicionados 200 pL do reagente AB e 25 puL da amostra em
cada poco. Posteriormente, a microplaca foi colocada em estufa a 37 °C durante 30 minutos e
lidas em espectrofotdometro com absorbancia de 562 nm (BIORAD, xMark™ Microplate

Spectrophotometer). A guantificacdo das amostras foi realizada em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producéo de Celulases e Hemicelulases por Trichoderma reesei RUT C-30 em meios
industriais

O fungo filamentoso T. reesei é um atraente produtor de enzimas celuloliticas, que sdo
usadas para a despolimerizacdo de polissacarideos de biomassas. Estudos prévios, discutidos
no Item 3.6, indicaram que a producdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas de T.
reesei € regulada em nivel transcricional e, também, é dependente da fonte de carbono. Os
genes das principais celulases, endoglucanases (CMCase), exoglucanases (FPase) e
hemicelulases (xilanase) sdo induzidos, além da lactose, por outros dissacarideos como a
celobiose e a soforose e monossacarideos como a xilose.

Nos itens 5.1.1-5.1.3, estdo apresentados os resultados de producdo de enzimas por T.
reesei RUT C-30, obtidos neste trabalho, em diferentes meios industriais: lactose, melaco e

hidrolisado de hemiceluldsico.

5.1.1 Cultivo de T. reesei RUT C-30 em lactose

O crescimento celular, o consumo do substrato e a producéo de enzimas de T. reesei
RUT C-30 em lactose foram avaliados em cultivos conduzidos em biorreator de bancada nas
condigdes descritas no Item 4.3.2.

Na Figura 5.1, estdo apresentados os resultados de crescimento e consumo de
substrato. Apos 7 horas de cultivo, observa-se que 0 micro-organismo entra na fase
exponencial de crescimento. O meio apresenta aproximadamente 3,6 g L™ de lactose,
portanto, ainda existe uma quantidade consideravel de substrato para que o micro-organismo
utilize para o seu crescimento. Nesta fase, T. reesei apresentou uma velocidade méaxima de

crescimento, pmax, de 0,06 h™, observada na Figura 5.2.
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A partir de 14 horas, foi possivel detectar a presenca dos produtos da hidrélise da
lactose (D-glicose e D-galactose) no meio, observando-se maior acumulo na fase de
desaceleracdo do crescimento. Com 46 horas de cultivo, observou-se que 0 micro-organismo
atingiu uma concentracdo méaxima de biomassa de 2,08 g L™ e que todo o substrato tinha sido
consumido, resultando em um coeficiente de rendimento de biomassa em lactose, Yy, de 0,38
gg™.

O perfil de producdo de enzimas por Trichoderma reesei RUT C-30, em meio de
lactose, estd apresentado na Figura 5.3. Os valores maximos de atividades foram obtidos ao
final dos experimentos, com 70 horas de cultivo, atingindo valores de FPase de 1,54 Ul mL™,
CMCase de 17,94 Ul mL™?, de xilanase de 12,7 Ul mL™ e de p-glicosidase de 0,28 Ul mL™.
Esses valores foram obtidos utilizando-se uma concentracdo de aproximadamente 5 g L™ de

lactose.
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Figura 5.3 Perfil de producéo de enzimas durante o cultivo de T. reesei RUT C-30 em meio
de lactose.

DOMINGUES et al. (2001) obtiveram valores iguais de FPase utilizando uma
concentracdo de lactose trés vezes maior, 15 g L™, Estudos prévios de producdo de enzimas
celuloliticas por T. reesei RUT C-30, desenvolvidos por SILVA (2010) no Laboratério de

Processos Biotecnologicos da UFPE (LPB), apresentaram valor de atividade semelhante (1,4
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Ul mL™ de FPase), utilizando-se, também, uma concentracdo de 10 g L™ de lactose. O maior
rendimento de FPase em concentraces mais baixas de lactose, obtido neste trabalho,
corrobora, também, os resultados obtidos no LPB por Santos et al. (2009) com 30 g L e 10 g
L-l

Estudos realizados por JUN et al. (2013) mostraram valores de atividades CMCase e
xilanases de 6,58 e 4,91 Ul mL™, respectivamente, bem menores em relacéo aos resultados
obtidos por SILVA (2010) (CMCase de 43,81 Ul mL™ e xilanase de 17,92 Ul mL™), ambos
utilizando uma concentracéo de lactose de 10 gL™.

A lactose é a fonte de carbono convencional mais usada na industria, pois ndo so6
promove 0 bom crescimento, como também oferece uma boa inducdo para producdo de
enzimas celuloliticas por T. reesei (JUN et al, 2013). Estudos realizados por FEKETE et al.
(2007) mostraram que, provavelmente, um composto intermediario oriundo do metabolismo
da lactose seja o responsavel pela inducéo da producdo de celulases e hemicelulases, chamado
galactitol, como discutido no Item 3.6.

O metabolismo da lactose em T. reesei é iniciado pela enzima B-galactosidase que
catalisa a hidrdélise extracelular da lactose, liberando D-glicose, que entra diretamente na via
glicolitica, e D-galactose, que pode ser catabolizada através da via de Leloir ou reduzida por
D-xilose redutase a galactitol (FEKETE et al., 2007). Como a inducdo da producdo de
enzimas celuloliticas € mediada, provavelmente, pelo galactitol, isso sugeriu que a
assimilacdo de lactose por T. reesei pode depender menos da via de Leloir, ja que o galactitol

é formado numa via alternativa do metabolismo da D-galactose (JUN et al., 2013).

5.1.2 Cultivo de T. reesei RUT C-30 em melaco de cana-de-agucar

Amido de milho, glicose, sacarose e melagos sdo utilizados como substratos para o
crescimento, producdo de enzimas, antibioticos e outros metabolitos secundarios. No entanto,
a producdo é frequentemente limitada devido a um efeito negativo exercido pela fonte de
carbono. Este mecanismo de regulagdo € denominado repressdo catabdlica, estando
amplamente distribuida entre sistemas microbianos, principalmente para garantir uma forma
organizada e seqlencial de utilizagdo de fontes de carbono, quando mais do que uma estiver

presente no meio, como discutido no Item 3.5.
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O crescimento celular e consumo do substrato de T. reesei RUT C-30 também foram

avaliados em cultivos conduzidos em biorreator, utilizando-se, desta vez, o melago como

fonte de carbono (Figura 5.4).
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0,0

Sacarose, Glicose e Frutose(gL™)

O micro-organismo consumiu, preferencialmente, a glicose e depois a frutose, que se

acumulou com a hidrdlise da sacarose. O valor maximo de biomassa encontrado foi de 5,3 g

L™ com 30 horas de cultivo, correspondendo a um Y,y de 0,52 g g, evidenciando-se que o

meio de cultivo contendo melaco oferece uma melhor condicdo para o crescimento de T.

reesei. Como descrito na literatura e discutido no ltem Item 3.5, T. reesei cresce bem em

meios com acgucares simples.

Como esperado, observou-se um crescimento de T. reesei muito mais rapido, em

comparagio com o crescimento em lactose, com pmax de 0,26 h™ (Figura 5.5).
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Figura 5.5 Crescimento de Trichoderma reesei RUT C-30 durante a fase
exponencial em meio de melaco de cana-de-agUcar.

O perfil de producdo de enzimas por T. reesei RUT C-30, utilizando meio com melago
de cana-de-acucar como fonte de carbono, esta apresentado na Figura 5.6. Como era de se
esperar, foram obtidos valores muito baixos de atividades enzimaticas, quando comparados
aos valores de atividades obtidos no cultivo com lactose como fonte de carbono. Os valores
de atividade obtidos foram: FPase de 0,025 Ul mL™; CMCase de 0,22 Ul mL™; xilanase de
0,23 Ul mLe B-glicosidade de 0,03 Ul mL™.
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Figura 5.6 Perfil de producgéo de enzimas durante o cultivo de T. reesei RUT C-
30 em meio de melago de cana-de-agucar.
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Esses baixos valores de atividades enzimaticas, apresentados no cultivo em meio com
melago, devem-se ao efeito de repressdo catabdlica causado pela glicose (Item 3.5). Sob esta
condicdo, a célula cataboliza a melhor fonte de carbono (o que fornece mais rapidamente
energia para 0 crescimento) presentes no meio. Simultaneamente, a sintese de enzimas
utilizando outros substratos é reprimida até que o substrato primario esteja esgotado. Estudos
prévios realizados por SANCHEZ E DEMAIN (2002), com T. viride, mostraram que ndo s
glicose, mas também piruvato, succinato, malato, glutamato, glicerol, frutose, gluconato e
ATP reprimem a induc¢édo das enzimas celuloliticas.

NISIZAWA et al. (1972) observaram que a repressdao catabolica depende da
concentracéo da fonte de carbono no meio. Como observado na Figura 5.1, a concentracdo de
lactose (indutor) no meio foi bem maior que a concentracdo de glicose (repressor) resultante
da hidrdlise da lactose, por isso ndo se observou a repressdo catabdlica. Diferentemente,
ocorreu no meio com melago, pois as concentracdes de sacarose, glicose e frutose
(repressores) sdo altas, além de ndo apresentar compostos indutores da producao de celulases,

como é observado na Figura 5.4.

5.1.3 Cultivo de T. reesei RUT C-30 em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-

de-agucar

O hidrolisado hemicelulésico pode ser obtido por diversos métodos de pré-tratamento
do bagaco de cana-de-acUcar, como: a explosao a vapor, o pré-tratamento acido ou alcalino e
o hidrotérmico. O liquido resultante desses tratamentos pode ser utilizado para a produc¢éo de
enzimas, pois contém acUcares fermentaveis em sua composi¢do. Resultados obtidos com
hidrolisado de bagaco de cana-de-agUcar obtido por tratamento hidrotérmico, descrito no Item
4.3.1, estdo apresentados abaixo.

No cultivo utilizando o hidrolisado hemicelul6sico, ndo se observou praticamente a
formagdo de biomassa, provavelmente, devido a alta sensibilidade de T. reesei RUT C-30 aos
inibidores presentes no hidrolisado, como &cido acético, acido férmico, hidroximetilfurfural
(HMF) e furfural. As concentragdes de acUcares e inibidores determinadas no hidrolisado de
bagaco de cana-de-acgucar, obtido pelo tratamento hidrotérmico, estdo apresentadas na Tabela
5.1.



Tabela 5.1 - Composicdo do hidrolisado
hemicelulésico do bagaco de cana-de-agUcar.

Composicéo Concentracdes (g L ™)
Celobiose 0,10
Glicose 0,34
Xilose 3,86
Arabinose 0,09
Ac. Formico 0,16
Ac. Acético 1,51
HMF 0,22
Furfural 1,68
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A Figura 5.7 apresenta a curva de crescimento do T. reesei e 0 consumo do substrato em

meio com hidrolisado hemiceluldsico. Observa-se que o micro-organismo apresentou valor

méximo de biomassa de 0,3 g L™ e que n&o houve praticamente consumo do substrato.
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de hidrolisado hemicelulosico.



48

A utilizagdo de altas temperaturas, nos pré-tratamentos termoquimicos do bagaco de
cana-de-agucar, resulta na formacdo de inibidores originados da degradacdo dos agUcares,
como o furfural, formado a partir da desidratacdo das pentoses (xilose e arabinose); 5-
hidroximetilfurfural (HMF), formado como consequéncia da desidratagdo das hexoses
(glicose, manose e galactose); acido férmico, proveniente da degradacdo do HMF e &cido
acético, formado pela desacetilacdo da hemicelulose (ALPER E STEPHANOPOULOS, 2009;
YANG et al., 2010).

Trabalhos prévios realizados por SA (2012), no Laboratério de Processos
Biotecnoldgicos, investigaram os efeitos individuais e interativos dos inibidores
identificados no hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-aglcar (&cido férmico,
acido acético, furfural e hidroximetilfurfural) sobre linhagens industriais de
Saccharomyces cerevisiae e linhagens de Zymomonas mobilis, obtidas da Colecdo de
Micro-organismos do Departamento de Antibi6ticos da UFPE (UFPEDA). Nesses estudos,
observou-se que todas as linhagens sofreram severa inibic¢éo pelo hidrolisado.

ALMEIDA et al., (2009) também observaram que o crescimento da Saccharomyces
cerevisiae em hidrolisado hemiceluldsico era prejudicado, visto que esses inibidores podem
danificar a parede celular, reduzir a absorcdo de aminoacidos aromaticos do meio, inibir
enzimas (alcool desidrogenase, piruvato desidrogenase e aldeido desidrogenase), bem como
prolongar a fase lag de crescimento (MUSSATO et al.,2004; YANG et al., 2010).

O hidrolisado hemicelulésico foi utilizado para promover a inducdo das hemicelulases,
representada pela atividade xilanase, pelos xilo-oligossacarideos e xilose. Como observado na
Figura 5.8, o perfil de produgéo de enzimas exibiu valores muito baixos de FPase, CMCase e
B-glicosidase, porém a xilanase apresentou valor de 1,40 Ul mL™. Esse baixo valor foi obtido
porque as poucas células presente no meio conseguiram assimilar um pouco da Xxilose,

observado pela pequena variacdo da concentracdo da xilose (Figura 5.7).
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Figura 5.8 Perfil de producdo de enzimas em meio a base de hidrolisado
hemiceluldsico.

Os valores das atividades enzimaticas, com 0s respectivos desvios padrbes, e as
concentrag0es dos substratos e celular nos meios com lactose, melago e hidrolisado,

encontram-se apresentados no apéndice A.

5.2 Producdo de celulases e hemicelulases por Trichoderma reesei RUT C-30 em

polissacarideos constituintes de biomassas

Experimentos foram realizados com o objetivo de se isolar proteinas extracelulares
produzidas em meios com os polissacarideos celulose, xilana, pectina, e a palma forrageira,
para analise comparativa do perfil protéico diferencial no secretoma de T. reesei RUT C-30

frente a esses diferentes meios.

5.2.1 Meio a base de celulose microcristalina

A abundancia de celulose na natureza levou a evolugdo de diversos organismos
celuloliticos capazes de degradar a celulose (MATHEW et al., 2008). A maioria das bactérias

anaerdbias, tais como Clostridium thermocellum, utilizam grandes complexos
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multienzimaticos chamado celulossomas (WILSON, 2011; KUMAR E MURTHY, 2013). O
principal mecanismo de degradagdo da celulose muito utilizado pelos micro-organismos
aerobios, como o fungo filamentoso T. reesei, é a secrecdo extracelular de celulases livres.

O perfil de producéo de enzimas por T. reesei RUT C-30 em meio com celulose, obtido
neste trabalho, pode ser observado na Figura 5.9. Os baixos valores de FPase (0,036 Ul mL™),
CMCase (0,27 Ul mL™) e B-glicosidase (0,051 Ul mL™) podem ser explicados pelo fato da
celulose ser um substrato recalcitrante, 0 que pode causar problemas repercutindo de forma
negativa sobre o crescimento e producdo dessas enzimas. Pode ser também devido ao
consumo preferencial do fungo pela celulose amorfa, que pode ser facilmente hidrolisada, em
vez da celulose cristalina (HENDY et al., 1984; RITTER et al., 2013).
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Figura 5.9 Perfil de producéo de enzimas e crescimento do T. reesei RUT C-30 em meio
a base de celulose.

Estudos prévios desenvolvidos por SILVA, (2010), onde se utilizou celulignina, obtida
do pré-tratamento hidrotérmico da palha de cana-de-agtcar, como fonte carbono em cultivos
com T. reesei RUT C-30, também apresentaram baixos valores de atividades enzimaticas, que
foram: CMCase de 0,48 Ul mL™, FPase de 0,03 Ul mL™, xilanase de 2,34 Ul mL™ ¢ atividade -
glicosidase nula. Esses baixos valores sugerem que a celulose ndo seja um substrato em

potencial para a producao de enzimas celuloliticas.
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Observou-se, também, um valor de 2,31 Ul mL™ de atividade xilanase. Esse valor foi
baixo em comparagdo com dados obtidos com a lactose, porém, este resultado confirma que a
celulose pode induzir a producdo de xilanase, e que essa inducdo € atribuida ao fato de que o
regulador da transcricdo das celulases, ACEIIl, também afeta a regulacdo da producédo de
xilanase (ARO et al., 2001; RITTER et al., 2013).

5.2.2 Meio a base de xilana comercial

A xilana é um heteropolimero composto de residuos de D-xilose, unidos por liga¢oes B-
1,4, formando um suporte central com ramificacdes de arabinose, acido glicurdnico e manose.
A hidrélise completa de xilana a estes monémeros, normalmente, requer a acdo de endo-f3-
1,4- xilanase, B-xilosidase, a-L-arabinofuranosidase, a-glucuronidase (BEG et al., 2001,
COLLINS et al., 2005; PRAKASH et al., 2012). Entre essas enzimas, as endo-B-1,4-
xilanases sdo cruciais para a despolimerizacdo da xilana (SUBRAMANIYAN E PREMA,
2000).

O crescimento e producdo de celulases e hemicelulases foi avaliado na presenca de
xilana, apresentados na Figura 5.10. Os valores experimentais encontrados para FPase,
CMCase e B-glicosidase foram de 0,13 Ul mL™?, 4,0 Ul mL™e 0,08 Ul mL™, respectivamente,

ao final do cultivo.
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Figura 5.10 Perfil de produgdo de enzimas e crescimento do T. reesei RUT C-30 em meio a
base de xilana.
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A xilanase foi a enzima mais evidente, como era de se esperar, e atingiu valor maximo
de 11,83 UI mL™, em 50 horas de cultivo. O resultado obtido foi condizente com o esperado,
caracterizando a inducéo das xilanases pela D-xilose, mondmero este que resulta da hidrélise
da xilana, como descrito no Item 3.5. T. reesei produz essas enzimas em nivel basal e elas
iniciam a hidrolise da xilana, liberando os residuos de D-xilose para o meio, ativando o

processo de inducao.
5.2.3 Meio a base de pectina comercial

As fontes de biomassa sdo compostas por 40 a 50% de celulose, 25 a 35% de
hemicelulose, e 15 a 20% de lignina, de massa seca (GRAY et al., 2006). Em alguns tipos de
biomassa, como, por exemplo, a polpa de beterraba sacarina e casca de frutas citricas, a
pectina pode também incluir uma significativa parte da estrutura da parede celular
(GROHMANN E BALDWIN, 1992; GROHMANN et al., 1994; MICARD et al., 1996;
DORAN-PETERSON et al., 2008; EDWARDS et al., 2011).

Neste trabalho, a pectina foi utiliza para verificar sua capacidade de inducdo de
celulases e hemicelulases. A Figura 5.11 apresenta o crescimento do T. reesei e o perfil de

producéo de enzimas.
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Figura 5.11 Perfil de producéo de enzimas e crescimento do T. reesei RUT C-30 em meio
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Como podemos observar, os valores das atividades de FPase, CMCase, xilanase e [3-
glicosidase foram de 0,01 Ul mL™ 1,25 Ul mL*? 2,83 Ul mL* e 0,10 Ul mL™,
respectivamente, com 50 horas de cultivo, e o valor maximo de biomassa (1,57 g L™) foi

atingido com aproximadamente 15 horas.

5.2.4 Meio a base de palma forrageira

A palma forrageira € uma cactacea de origem mexicana, rustica, resistente e adaptada a
regides secas. No semidrido brasileiro, essa forrageira é aplicada nos diversos sistemas de
producdo pecuario, no entanto, € uma planta de enorme potencial produtivo. Devido a sua
composicdo, essa biomassa vegetal apresenta potencial biotecnoldgico para a producdo de
compostos de interesse industrial como enzimas (SANTOS et al., 2012).

Pelo fato de conter em sua composi¢ao os trés polissacarideos estudados acima, a palma
forrageira também foi estudada, neste trabalho, para verificar sua capacidade de inducdo de
enzimas. Os resultados de crescimento e producdo de enzimas estdo apresentados na Figura
5.12, onde podemos observar valores de FPase de 0,29 Ul mL™, CMCase 3,30 Ul mL™,
xilanase de 6,21 Ul mL™ e p-glicosidase de 0,087 Ul mL™.
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Figura 5.12 Perfil de produgdo de enzimas e crescimento do T. reesei RUT C-30 em meio a
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Os valores das atividades enzimaticas, com o0s respectivos desvios padrdes, e a
concentracdo celular nos meios com celulose, xilana, pectina e palma, encontram-se no
apéndice B.

Estudos com a utilizagdo da palma para a producdo de enzimas ainda s&o minimaos, visto
que o enfoque maior das pesquisas com essa biomassa é na area da pecuéria, voltada para
suplementacédo alimentar do gado, porém, de acordo com os resultados obtidos neste trabalho,
a palma pode ser um potencial substrato para producdo de enzimas celuloliticas e

xilanoliticas.
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5.3 Isolamento de proteinas extracelulares

A analise do perfil protéico no secretoma de T. reesei € indispensavel para identificar o
pool de enzimas hidroliticas extracelulares, que participam na degradacdo de material
lignocelul6sico e outros biopolimeros, em resposta a diferentes fontes de carbono.

O isolamento das proteinas extracelulares foi realizado para posterior andlise
comparativa do perfil protéico diferencial no secretoma de T. reesei RUT C-30 quando
cultivado em meios com lactose, celulose, pectina, xilana e palma forrageira.

A concentracdo das proteinas foi determinada ao final dos cultivos com a utilizacdo do
Kit BCA, descrito no item 4.4.4.1. Os valores obtidos estdo apresentados na tabela 5.2.

Tabela 5.2 Concentracao das proteinas extracelulares ao final dos cultivos.

Substratos
Lactose Pectina Celulose Xilana Palma
Leitura 1 0,499 0,437 0,740 0,392 0,853
Leitura 2 0,509 0,473 0,727 0,514 0,965
Leitura 3 0,537 0,464 0,729 0,433 0,918
Média das leituras 0,515 0,458 0,732 0,446 0,912
Média-Branco* 0,334 0,277 0,551 0,265 0,731
Quantificacao** 308,4 2514 525,4 239,7 705,4
Diluicao 50 50 1 50 50
pfo‘t’glcnzngrf]‘?sg /‘rjr‘fl_ 15420 12570 525,4 119867 35270
Volume em pL
para 100ug de 6,49 7,96 190,33 8,34 2,84
proteina

*Branco= 0,181
** Equagdo da reta referente a curva de calibragdo y=0,001x+0,025.
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6 CONCLUSOES

Dentre as fontes de carbono investigadas, a lactose € o substrato com maior capacidade
de promover a inducdo da producdo por T. reesei RUT C-30 de todas as atividades
enziméticas investigadas neste trabalho (FPase, carboximetilcelulase, B-glicosidase e
xilanase).

O melaco de cana-de-aglcar € um excelente substrato para o crescimento de T. reesei
RUT C-30, porém, devido a repressdo catabolica e auséncia de indutor, ndo € um meio
adequado para a producdo de enzimas celuloliticas ou xilanoliticas.

O hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana-de-aclcar é um potencial meio para
producdo de enzimas, em particular Xilanases. No entanto, para a sua utilizacdo, sera
necessaria a sua detoxificacdo, ja que T. reesei RUT C-30 apresenta alta sensibilidade aos
inibidores normalmente formados durante tratamentos termoquimicos de biomassas
lignoceluldsicas. A obtencdo de linhagens mais resistentes, por engenharia metabdlica ou
evolutiva, é outra alternativa para utilizacdo de hidrolisados hemicelulésicos na producéo de
enzimas.

Meio a base de palma forrageira é capaz de induzir a producdo das atividades
investigadas, sendo, também, um meio com potencial para utilizacdo na producdo de enzimas
celuloliticas e xilanoliticas.

O isolamento das proteinas extracelulares realizado neste trabalho servird para uma
andlise futura mais detalhada sobre as enzimas produzidas por T. reesei RUT C-30 durante o

cultivo nos diferentes substratos.
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7 PERSPECTIVAS

o Realizar o isolamento das proteinas extracelulares por eletroforese 2D, o corte dos spots

de interesse do gel e a digestdo com solucgéo de tripsina.

o Analisar os peptideos, resultantes da digestdo, no espectrémetro de massas obtendo-se

seus respectivos espectros, para posterior compara¢do em bancos de dados.

o Caracterizar as proteinas isoladas por sequenciamento de aminoacidos e identificar

proteinas especificas expressas frente as diferentes fontes de carbono.

o Realizar analise comparativa do perfil protéico diferencial no secretoma de

Trichoderma reesei RUT C-30 em meios indutores.
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APENDICE A- Producio de Celulases e Hemicelulases por Trichoderma reesei RUT C-30

em meios industriais.

Tabela A.1 Atividades enzimaticas e seus respectivos desvios padrbes
referentes a producdo em meio de lactose.

Tempo Atividades Enzimaticas (Ul/mL)
(h) FPase B-glicosidase CMCase Xilanase
0 0,022+0,03 0,016 0,00 1,448+0,09 1,037x0,10
7 0,048+0,03 0,020+0,00 1,647+0,05 1,250+0,00
14 0,096 +0,03 0,030+0,00 2,932+0,01 1,977+0,02
22 0,365+0,04 0,122+0,00 4,670+£0,06 6,017%0,10
30 0,737+£0,07 0,127+0,01 8,430+0,02 9,435%0,02
38 1,120+0,01 0,225+0,00 11,090+0,01 10,266 +£0,01
46 1,266 +0,03 0,231+0,03 12,731+0,05 11,487 +0,04
54 1,426 £0,07 0,244 +£0,00 15,673+0,07 11,908 £0,01
62 1538+0,01 0,271+0,00 17,347+0,02 12,058 +0,01
70 1,540 £0,00 0,286 +0,00 17,945+0,02 12,712 +0,02

Tabela A.2 Atividades enzimaticas e seus respectivos desvios padrdes

referentes a producdo em meio de melaco de cana-de-agucar.

Tempo Atividades Enzimaticas (Ul/mL)
(h) FPase B-glicosidase =~ CMCase Xilanase
0 0,020+0,00 0,026 £0,03 0,792+0,01 0,000,003
3 0,020+£0,01 0,014+0,010 0,682+0,00 0,00+0,00
7 0,021+£0,00 0,016+0,01 0,613+0,01 0,086 %0,02
14 0,023+0,00 0,010£0,00 0,531+0,03 0,190+0,02
22 0,025+0,01 0,00x0,00 0,511+0,02 0,531+0,02
30 0,008 £0,00 0,00 £0,00 0,151+£0,02 0,530+0,04
38 0,007 £0,00 0,00 £0,00 0,147 £0,03 0,525+0,01
46 0,004 +£0,00 0,00%0,00 0,141+0,01 0,363+0,03
54 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,141+0,00 0,342 +0,02
62 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,030 £0,00 0,053 0,00
70 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,013+£0,00 0,043 0,00




Tabela A.3 Atividades enzimaticas e seus respectivos desvios padrdes
referentes a producdo em meio de hidrolisado hemiceluldsico de bagago
de cana-de-agUcar

Tempo Atividades Enzimaéticas (Ul/mL)
(h) FPase B-glicosidase CMCase Xilanase
0 0,00+£0,00 0,065%0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
7 0,00+£0,00 0,030+0,00 0,00 £ 0,00 0,136 + 0,00
14 0,00+£0,00 0,043£0,00 0,00£0,00 0,294 +0,02
22 0,00+x0,00 0,016+0,00 0,150+£0,02 0,679%0,02
30 0,025+0,00 0,006+0,00 0,192+0,00 0,793+0,00
38 0,027 +0,00 0,006+0,00 0,207+0,00 1,019%+0,01
46 0,0562+0,00 0,011+£0,00 0,421£0,01 1,223%0,00
54 0,057 £0,00 0,00 £0,00 0,242 +£0,00 1,404 +0,02
62 0,043+0,00 0,000,00 0,00 £ 0,00 1,359 + 0,00
70 0,025+0,00 0,00 0,00 0,00 £ 0,00 1,291 + 0,00

Tabela A.4 Concentracdes de substrato e de células, determinadas
durante o processo de producdo de enzimas celuloliticas em meio com

lactose.
Tempo Concentragéo (g/L)
(h) Biomassa Lactose Galactose Glicose

0 0,46 4,32 0 0
7 0,56 3,58 0 0
14 0,88 3,43 0,08 0,06
22 1,28 1,95 0,09 0,08
30 1,84 1,35 0,27 0,21
38 2,02 0,49 0,22 0,17
46 2,08 0 0 0
54 1,98 0 0 0
62 1,82 0 0 0
70 1,84 0 0 0




Tabela A.5 Concentracdes de substrato e de células, determinadas
durante o processo de producdo de enzimas celuloliticas em meio com
melaco de cana-de-agucar.

Tempo Concentracéo (g/L)
(h) Biomassa Sacarose Frutose Glicose
0 0,45 3,77 2,69 2,83
3 1,27 3,06 4,09 2,00
7 3,56 1,69 4,74 1,63
14 4,55 0,48 2,52 0,02
22 5,39 0 0,01 0,16
30 5,54 0 0 0
38 5,26 0 0 0
46 5,29 0 0 0
54 4,92 0 0 0
62 4,82 0 0 0
70 4,70 0 0 0

Tabela A.6 ConcentracGes de substrato e de células, determinadas durante o processo de
producdo de enzimas celuloliticas em meio com hidrolisado hemicelulésico.

Tempo Concentracéo (g/L)

(h) Biomassa Celobiose Xilose Arabinose Glicose
0 0,04 0,13 3,11 0,14 0,51
7 0,22 0,13 3,11 0,14 0,51
14 0,22 0,13 3,10 0,14 0,51
22 0,22 0,12 3,10 0,14 0,51
30 0,22 0,12 3,10 0,14 0,50
38 0,24 0,12 3,09 0,14 0,50
46 0,24 0,12 3,07 0,13 0,48
54 0,24 0,11 3,05 0,13 0,48
62 0,26 0,11 2,98 0,13 0,48

70 0,30 0,10 2,98 0,13 0,48
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APENDICE B- Produgio de Celulases e Hemicelulases por Trichoderma reesei RUT C-30

em polissacarideos constituintes de biomassas

Tabela B.1 Atividades enzimaticas e seus respectivos desvios padrdes referentes a
producdo em meio com celulose microcristalina.

Tempo Atividades Enzimaticas (Ul/mL)
(h) FPase B-glicosidase CMCase Xilanase ~ Biomassa(g/L)
0 0,008 +0,01 0,00 0,00 0,078+ 0,02 0,021 +£0,02 0,66
7 0,016 £0,00 0,031+0,00 0,076+0,00 0,029 0,06 0,76
14 0,037+£0,01 0,041£0,00 0,102+£0,04 0,054+0,01 1,25
22 0,036 £0,00 0,042+0,00 0,209+£0,00 2,301%0,00 1,27
30 0,036+£0,00 0,0561+0,01 0,275+0,00 1,928+0,02 1,28
38 0,036 £+0,00 0,0562+0,00 0,2056+0,00 1,634+0,01 1,27
46 0,035+0,00 0,013+£0,00 0,191+£0,01 1,707 0,00 1,11
50 0,034+£0,00 0,006£0,00 0,013£0,00 1,516%0,01 1,09

Tabela B.2 Atividades enzimaticas e seus respectivos desvios padrdes referentes a

producdo em meio com xilana comercial.

Tempo Atividades Enzimaticas (Ul/mL)
(h) FPase B-glicosidase =~ CMCase Xilanase ~ Biomassa(g/L)
0 0,00+£0,00 0,002 +0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,27
7 0,0056+0,01 0,025+0,01 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,65
14 0,036 £0,00 0,030+£0,00 0,086+0,00 8,615+0,01 1,28
22 0,070+0,01 0,031+£000 2,749+0,00 10,789 0,00 1,85
30 0,095+0,00 0,037+0,01 2,967+0,00 11,561 +0,05 1,85
38 0,111+0,02 0,042+£0,02 3,479+0,00 11,880+0,01 1,95
46 0,127+0,01 0,082+0,00 3,7056+0,01 11,865+0,03 1,50
50 0,129+0,00 0,083+0,00 4,015+0,03 11,929+0,01 1,48
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Tabela B.3 Atividades enzimaticas e seus respectivos desvios padrdes referentes a

producdo em meio com pectina comercial.

Tempo Atividades Enzimaticas (Ul/mL)
(h) FPase B-glicosidase =~ CMCase Xilanase ~ Biomassa(g/L)
0 0,00+x0,00 0,004£0,00 0,182+£0,03 0,083%0,00 0,42
7 0,002+0,00 0,009+£0,00 0,368+0,00 0,221+0,02 1,13
14 0,002+0,01 0,011+0,02 0,338+0,02 0,221+0,01 1,56
22 0,002+0,00 0,015+0,00 0,712+0,00 0,821+0,00 1,57
30 0,003+£0,00 0,041+£0,010 0,890+£0,00 1,633%0,02 1,19
38 0,006+£0,01 0,069+£0,00 0,9490+£0,00 2,051%0,01 1,17
46 0,006+0,00 0,095+0,00 1,054+0,01 2,920+0,01 1,13
50 0,007 +0,00 0,005+0,01 1,254+0,04 2,831+0,01 1,11

Tabela B.4 Atividades enzimaticas e seus respectivos desvios padrdes referentes a

producdo em meio com palma forrageira.

Tempo Atividades Enzimaticas (Ul/mL)
(h) FPase B-glicosidase =~ CMCase Xilanase ~ Biomassa(g/L)
0 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,092 +0,00 0,132+0,02 0,96
7 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,139+£0,00 0,385+0,03 1,28
14 0,00+0,00 0,010£0,00 1,132+£0,04 2,063%0,01 2,06
22 0,135+0,00 0,046+0,02 2,856+0,00 4,961+0,00 2,68
30 0,229+ 0,01 0,046+0,01 2,957+0,03 5,921+0,00 2,75
38 0,241 +£0,00 0,050+0,00 3,150+0,00 5,978+0,00 2,78
46 0,245+0,03 0,083+£0,03 3,306+0,01 6,216+0,00 2,36
50 0,290+0,00 0,087+0,00 3,270+0,00 6,207 +0,01 2,00




