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RESUMO

SCARCELLA, ASA. Cultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei
RP698 em residuos agroindustriais: consorcio microbiano no desenvolvimento de um
coquetel enzimatico para sacarificacdo de cana-de-acuUcar [doutorado]. Ribeiréo

Preto: Universidade de Sao Paulo Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto; 2020.

O aumento da atividade agroindustrial levou ao acumulo de grandes quantidades de
biomassa lignoceluldsica. Este tipo de material € a fonte mais abundante de carbono
renovavel da natureza, representando um valioso substrato industrial com potencial
biotecnolégico. O custo da producédo de bioetanol a partir de residuos agroindustriais
depende, em grande parte, da biomassa recalcitrante e das enzimas envolvidas na
sacarificacdo da parede celular, sendo necesséaria a otimizacdo da producéo
enzimatica para minimizar este fator. Assim sendo, este trabalho teve por objetivo a
elaboracdo e otimizacdo de um coquetel enzimético obtido a partir dos fungos
Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 visando a sacarificacao de
bagaco de cana-de-acucar (SCB), cana-de-acucar SP80-3280 e Cana Energia (EC).
O cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 em palha de milho apresentou os
melhores resultados de sacarificagdo, liberando 40,40 + 2,81 umol.mL* de aculcar
redutor (AR) para SCB, 30,33 + 1,39 umol.mL? de AR para EC e 33,18 + 1,04
umol.mL* de AR para SP80-3280, sendo os principais agucares liberados glucose e
xilose. Além disso, foi realizada uma investigacdo, por analise protebmica, das
enzimas secretadas por estes microrganismos quando crescidos em cana-de-acucar
SP80-3280, Cana Energia e palha de milho como unica fonte de carbono. Como
resultado do secretoma do cultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 crescidos em
cana-de-acucar SP80-3280 e Cana Energia foram identificadas 56 proteinas
relacionadas a degradacdo da parede celular vegetal em todas as condicdes
analisadas, entre elas glicosil hidrolases, carboidratos esterases e proteinas de
atividades auxiliares. Ja no cocultivo dos microrganismos crescidos em palha de milho
durante 5 dias, foram identificadas 27 proteinas divididas entre celulases,
hemicelulases, pectinases e proteinas de atividades auxiliares. Foram identificadas
duas proteinas ndo descritas para estes fungos até o momento, sendo elas a acido
celobibnico fosforilase e a 4-O-metil glucurénico metil esterases. Ademais, estudou-

se o efeito de diferentes pré-tratamentos das biomassas, sendo que o pré-tratamento



alcalino possibilitou melhor sacarificacdo das biomassas, mostrando um aumento na
quantidade dos acUcares liberados e alcancando 215,01 + 11,02 umol.mL? de AR
para a hidrélise de SCB, 177,16 + 16,00 umol.mL! de AR para EC e 220,64 + 29,02
umol.mL! de AR para SP80-3280. Foram aplicados diferentes coquetéis na hidrélise
de cana-de-acucar comercial, Cana Energia tipo | e tipo Il proveniente da GranBio,
comprovando que os melhores resultados de liberacdo de AR foram gerados apos o
uso do coquetel obtido pelo cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 em palha
de milho. Todos os resultados demonstraram que existe uma forte correlacao entre a
enzimas a serem utilizadas e a composi¢do da biomassa. Foi observado ainda, 0s
beneficios do cocultivo de microrganismos para a obtencdo de um coquetel

diversificado com elevado potencial de aplicagcdo e de baixo custo.

Palavras-chaves: Mycothermus thermophilus. Trichoderma reesei RP698. Consorcio
enzimatico. Sacarificacdo de cana-de-acUcar. Sacarificacdo de Cana Energia.

Secretoma.



ABSTRACT

SCARCELLA, ASA. Cultivation of Mycothermus thermophilus and Trichoderma reesei
RP698 in agro-industrial residues: microbial consortium in the development of an
enzymatic cocktail for saccharification of sugarcane [thesis]. Ribeirdo Preto:

Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto; 2020.

The increase in agro-industrial activity led to the accumulation of large amounts of
lignocellulosic biomass. This kind of material is the most abundant source of renewable
carbon in nature, representing a valuable industrial substrate with biotechnological
potential. The cost of bioethanol producing from agro-industrial residues depends, in
large extend, on the recalcitrant biomass and the enzymes involved in the
saccharification of the cell wall, what makes the optimization of the enzymatic
production necessary in order to minimize this factor. Therefore, this work focused on
the elaboration and optimization of an enzymatic cocktail obtained from the fungi
Mycothermus thermophilus and Trichoderma reesei RP698 aiming at the
saccharification of sugarcane bagasse (SCB), sugarcane SP80-3280 and energy cane
(EC). The co-cultivation of M. thermophilus and T. reesei RP698 in corn straw showed
the best saccharification results , releasing 40.40 + 2.81 umol.mL"! of reducing sugar
(RS) for SCB, 30.33 + 1.39 umol.mL* of RS for EC and 33.18 + 1.04 umol.mL"! of RS
for SP80-3280, the main sugars released were glucose and xylose. Also, an
investigation by proteomic analysis of the enzymes secreted by these microorganisms,
grown in sugarcane SP80-3280, energy cane and corn straw as the only carbon
source, was carried out. As a result of the secretome of the cultivation of M.
thermophilus and T. reesei RP698 grown in sugarcane SP80-3280 and energy cane,
56 proteins related to the degradation of the plant cell wall, were identified in all
conditions analyzed, including glycosyl hydrolases, carbohydrates esterases and
auxiliary activity proteins. Twenty-seven proteins were identified in the cultivation of
microorganisms grown in corn straw for 5 days. These proteins are divided into
cellulases, hemicellulases, pectinases and proteins of auxiliary activities. Two proteins,
which were not described for these fungi so far, have also been identified. They were
named as cellobionic acid phosphorylase and 4-O-methyl glucuronic methyl esterases.
In addition, the effect of different biomass pretreatments was studied, and the alkaline

pretreatment enabled a better saccharification of the biomass, showing an increase in



the amount of sugars released, reaching 215.01 + 11.02 umol.mL* of RS for SCB
hydrolysis, 177.16 + 16.00 pmol.mL* of RS for EC and 220.64 + 29.02 pmol.mL* of
RS for SP80-3280. Different cocktails were applied in the hydrolysis of commercial
sugar cane, energy cane type | and type Il from GranBio, proving that the best results
of AR release were generated after the use of the cocktail obtained by the co-cultivation
of M. thermophilus and T reesei RP698 grown in corn straw. All the results showed
that there is a strong correlation between the enzymes to be used in the
saccharification process and the composition of the biomass. The benefits of
microorganism co-cultivation was also verified in obtaining a diversified cocktail with

high application potential at low cost.

Keywords: Mycothermus thermophilus. Trichoderma reesei RP698. Enzymatic

consortium. Sugarcane saccharification. Energy Cane saccharification. Secretome.
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A biodiversidade compreende a variabilidade de vida na Terra, porém, na
maioria das vezes, é discutida somente em termos de grandes organismos.
Entretanto, os microrganismos sao os mais abundantes e diversos, dentro deste
cenario convém salientar que foram as primeiras formas de vida celular e estavam
ativos ha mais de 3 bilhdes de anos antes mesmo do aparecimento de
macrorganismos (1,2).

Desta forma, grande é o interesse sobre o conhecimento da biodiversidade
microbiana que paralelamente contribui para a expansao do conhecimento bioldgico,
sendo os fungos de grande interesse, uma vez que sabe-se que os fungos
filamentosos sdo fontes promissoras de producéo de enzimas e outros compostos de
interesse industrial que podem vir a compor diferentes sistemas multi-enzimaticos.
Dentre os fungos utilizados em processos industriais, 0s mais estudados sdo os
pertencentes ao género Aspergillus (1), todavia os géneros Humicola, Thichoderma e
Mycothermus tem ganhado bastante visibilidade devido ao potencial de producao de
enzimas envolvidas no processo de obtencéo de bioenergia (3-5).

O termo bioenergia refere-se a energia obtida através de biomassa
lignocelulésica, como por exemplo o bioetanol, o qual pode contribuir para o
desenvolvimento econémico e para o meio ambiente. Além disso, 0s biocombustiveis
auxiliam na mitigacdo das mudancas climaticas, jA& que esses oferecem uma
alternativa de carbono neutra (6).

A crescente expansdo da atividade agroindustrial levou ao acimulo de uma
grande quantidade de residuos lignoceluldsicos de diferentes origens, como madeira
e diversos residuos agroindustriais em todo o mundo (7,8). No mundo, cerca de 146
bilhdes de toneladas de residuos sao produzidas anualmente (9). Sendo assim, a
producédo de etanol por meio da bioconversao de biomassa lignocelulésica representa
uma promissora fonte de bioenergia, visto que esta € em sua maioria um residuo
agroindustrial, sendo de facil obtencéo e grande abundéancia na natureza (8,10).

A vista disso, o interesse econémico em cana-de-aglicar (Saccharum sp.)
aumentou significativamente nos ultimos anos devido ao aumento da demanda
mundial para a producdo de energia de maneira sustentavel. A conversdo da
biomassa lignocelulésica em etanol e outros compostos quimicos pode ser realizada
utilizando um sistema multi-enzimatico agindo em sinergismo (11), sendo de
fundamental importancia o estudo de diferentes microrganismos e a compreensao da

secrecéo das enzimas de interesse que possam ser aplicadas nestes processos.
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No Brasil, as empresas GranBio e Raizen sdo exemplos reais e bem-sucedidos
da tecnologia de Etanol de Segunda Geracéo (2G), porém com processos diferentes.
A GranBio possui uma biorrefinaria, a Bioflex 1, que opera a primeira planta em escala
comercial de etanol 2G, do Hemisfério Sul. Nesta planta ha a conversao de residuos
de cana-de-acucar em etanol 2G e lignina (http://www.granbio.com.br/). A Raizen
utiliza como matéria-prima para o Etanol 2G, a palha e bagaco de cana-de-acucar que
s8o submetidos a um processo altamente tecnolégico de hidrolise e dupla
fermentacao, resultando em um produto com a mesma composi¢ao quimica do etanol

comum (https://www.raizen.com.br/).

1.1. Biodiversidade fangica

Os fungos séo microrganismos eucarioticos, com uma parede celular rigida e
quimiorganotréficos, isto €, nutrem-se através da secrecdo de enzimas que digerem
compostos mais complexos (12), como por exemplo polissacarideos da parede celular
vegetal.

Dentre os fatores que podem influenciar o crescimento dos microrganismos, a
temperatura possui grande destague, uma vez que eles podem ser divididos em
diferentes classes térmicas de organismos, ou seja, apresentam diferentes
temperaturas Otimas de crescimento. Entre 0s microrganismos estudados com
potencial de aplicacdo industrial destacam-se os mesofilos e os termoéfilos. Os
mesofilos sdo organismos que crescem melhor em temperaturas de 20 a 45 °C,
engquanto que os terméfilos sdo 0s microrganismos que possuem temperatura 6tima
de crescimento entre 45 e 80 °C (12).

O fungo mesofilico Trichoderma reesei € um dos principais microrganismos de
interesse industrial utilizado para a producéo de holocelulases (13). Seu genoma e a
maquinaria para a sintese de enzimas envolvidas na degradacdo da biomassa
lignocelulésica ja foram descritos (13,14) o que Ihe confere tamanho destaque.

Nos ultimos anos, os fungos termofilicos, como o Mycothermus thermophilus
(Scytalidium thermophilum), tém se destacado por sua capacidade de produzir
enzimas como amilases, xilanases e celulases (3,15).

Desta maneira, a analise do secretoma fangico tem ganhado grande

visibilidade, uma vez que através destes estudos € possivel conhecer as proteinas
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secretadas por diferentes microrganismos cultivados em condic¢des distintas (15-19).
Estas analises possibilitam uma melhor compreensao da maneira ideal de cultivo para
obtencdo das proteinas de interesse industrial, além de possibilitar a descoberta de
proteinas que ainda ndo foram descritas na literatura para 0os microrganismos
estudados.

Além do secretoma, outra estratégia que estd sendo estudada para a
elaboracdo de coquetéis enzimaticos de alta eficiéncia na hidrélise da biomassa, é o
cocultivo de microrganismos, ja que consiste na producao simultdnea de enzimas de
interesse entre dois ou mais organismos. Entretanto, devido as diferentes classes
térmicas de fungos (3,12), faz-se necessario analisar o crescimento dos mesmos em
distintas temperaturas. No ambito das producdo de bioenergia, essa abordagem
permite a obtencdo de um coquetel enzimatico diverso e eficiente (20), uma vez que
as enzimas podem atuar em maior sinergismo e minimizar o efeito dos inibidores

enzimaticos devido a sacarificacdo da parede celular das biomassas lignocelulésicas.

1.2. Biomassa lighocelul6sica

A biomassa lignoceluldsica é a fonte mais abundante de carbono renovavel da
natureza, representando um valioso substrato industrial com potencial para diversas
aplicacoes, tais como a producdo de bioenergia, papel e celulose, tecnologia de
alimentos, entre outras (21).

A biomassa vegetal € constituida por materiais poliméricos densamente
recalcitrantes como: proteinas, lignina, holocelulose (uma fracéo constituida de fibras
de celulose envolto em hemicelulose-pectina), cinzas, sais e minerais (22,23). A rede
de polissacarideos na parede celular de plantas € uma das estruturas mais
complexas, sendo que sua composicéao lignoceluldsica depende da sua origem, seja
derivado de madeira dura, madeira macia ou gramineas (8,24,25). Os polissacarideos
da parede celular armazenam energia, a qual uma vez acessada de maneira eficiente
pode ser utilizada para producéo de etanol de segunda geracgéo (26), sendo a cana-

de-agucar um dos maiores exemplos.



30

1.2.1. Cana-de-acucar

A cana-de-acucar (Saccharum sp.) € uma graminea pertencente ao grupo das
monocotiledéneas (27). Atualmente, o Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar do
mundo, com uma producéo de 391.767 mil toneladas na safra 2018/2019, na regiao
centro-sul do pais (28). O cultivo de cana-de-acucar tem como um dos propositos a
producdo de etanol de primeira geracdo, que é aquele obtido a partir da sacarose
presente no colmo. Além disso, é uma cultura que tem sido utilizada ha muito tempo
na producdo de aclcar, mas, recentemente, a bioeletricidade e o etanol tornaram-se
os mais famosos produtos de valor agregado gerados através de sua queima e
fermentacao respectivamente (29).

Os subprodutos gerados pelo setor sucro energético sdo a vinhaca, que
consiste em uma suspensao de solidos, substancias organicas e minerais, e o bagaco,
gue é um residuo lignocelulésico (30). Desta maneira, a cana-de-acucar € um recurso
interessante uma vez que é renovavel e barato, possuindo potencial de producéo e
geracao de produtos quimicos e bioenergia (31).

O bagaco de cana-de-acucar € uma matéria-prima muito promissora para a
producdo de etanol de segunda geracdo na perspectiva do processo em grande
escala. A cana-de-acUcar apresenta parede celular secundaria, com composi¢do em
torno de 22 % de lignina, 8% de pectina, 43 % de celulose e 26 % de hemicelulose,
porém o0s Ultimos dois componentes sdo mais predominantes (Figura 1)
(26,27,32,33).
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Figura 1. A unidade basica da arquitetura da parede celular da cana-de-acucar.

A arquitetura da parede celular de cana-de-aguicar

Macrofibrila Microfibrila

Lignina e
compostos fendlicos

Hemicelulose fortemente
ligada a celulose
XILANA e XILOGLUCANO

Arabinoxilana ramificada e B-glucano

Fonte: Adaptado de Buckeridge, Grandis e Tavares (27).

A producédo de Bioetanol a partir de bagaco de cana pode compartilhar a
infraestrutura em que o etanol convencional € produzido, tais como unidades de
fermentacdo e destilacdo, o que diminui 0os custos em equipamentos (34). Desta
forma, o sucesso do processo de producado de bioetanol a partir de bagagco depende
em grande parte da propria biomassa e do repertorio de enzimas envolvidas na
despolimerizacéo dos polissacarideos constituintes na parede celular (6).

Existem diferentes variedades comerciais de cana-de-aglcar no mundo, dentre
elas a SP80-3280 &€ muito estudada, principalmente quanto a estrutura e composi¢ao
de sua parede celular (26,27). Sendo assim, torna-se possivel aumentar a eficiéncia
da hidrélise, uma vez que esta variedade apresenta a estrutura da parede celular
definida (26). Estudos recentes com esta variedade identificaram as ligacOes
covalentes presentes nos polimeros da parede celular da cana-de-acucar, sendo elas,
glucosidicas e ésteres, que sao as ligacdes que precisam ser clivadas para que ocorra
a liberacdo dos monossacarideos que serdo posteriormente fermentados (26,27).
Além das ligacdes covalentes, h4 outras classes de ligacbes que séo caracterizadas
dentro da parede, como as ligagdes: (i) ibnicas, que ocorre entre pectinas e calcio na

lamela média; (ii) ndo covalentes especificas, como as ligacdes de hidrogénio que os
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xiloglucanos produzem a superficie da celulose; e (iii) ligacGes polissacaridicas néo
especificas (ligacdes de hidrogénio) relacionadas com as interacfes polissacarideo-
polissacarideo que ocorrem devido a proximidade dos polimeros na parede (27).
Com o conhecimento das ligagBes presentes nos polimeros da parede celular
dessa biomassa, Buckeridge e De Souza (35) propuseram o codigo glicbmico da
cana-de-acucar, que consiste na rede entrelacada de polimeros formando uma
estrutura altamente organizada (27). Com ele € possivel determinar as estratégias que
melhor funcionariam para a desmontagem da parede celular e a subsequente

liberacdo de acgUcares fermentesciveis.

1.2.2. Cana Energia

A geracdo de matéria-prima para a bioenergia depende de uma producéo
agricola estavel em termos de rendimentos de biomassa, que pode ser limitada por
estresses abioticos (36). Sendo assim, nos ultimos anos a Cana Energia ganhou
visibilidade, pois advém do melhoramento genético da cana-de-acucar S.
spontaneum, para aumentara eficiéncia energética e a adaptabilidade em diferentes
ambientes (36—39). Segundo Tew e Cobill (37), existem dois tipos de Cana Energia
(Figura 2):

e Cana Energia de tipo I: € uma cana selecionada e cultivada para
maximizar seus componentes de acucar e fibra. De modo geral,
apresenta em torno de 70% de agua, 13% de acucar e 17% de fibra.

e Cana Energia de tipo II: € a cana selecionada e cultivada principalmente
para maximizar o teor de fibra, que é em torno de 30%, ou seja, quase
duas vezes mais que a de tipo | e cana-de-acucar comercial. Este tipo
de cana apresenta baixo teor de acucar (5%) e somente 65% de agua.
Espera-se que ela suporte ambientes mais temperados que as

comerciais.
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Figura 2. Esquema comparativo da cana-de-acucar e Cana Energia tipo | e Il.
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Cana-de-acucar Cana Energia tipo | Cana Energia tipo Il

Agua 75% 70% 65%
Fibra 12% 17% 30%
Aclicar 13% 13% 5%

Fonte: Adaptado de Tew e Cobill (37).

Portanto, a Cana Energia apresenta uma maior capacidade de acumulo de

biomassa, devido aos altos valores de fibra distribuidos nas fragcbes de celulose,

hemicelulose e lignina (38), quando comparada as as canas-de-aglcar comerciais

(aproximadamente 12%). Por esta razdo, a Cana Energia pode apresentar potencial

como fonte de matéria-prima para a geracao de eletricidade e, principalmente, para a

producao de etanol celulésico.

1.3. Parede celular das plantas

1.3.1. Lignina e o complexo lignolitico

A lignina faz parte da constituicdo da parede celular, apresenta natureza
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polimérica e tridimensional, sendo extremamente complexa. E constituida de unidades
de fenilpropano unidas por ligacées C-O-C e C-C e com diferentes teores de grupos
alcéolicos e metoxilicos dependendo da madeira (23,40). O acoplamento das
unidades de fenilpropano ndo ocorre de forma regular e repetitiva, o que é atribuido
ao mecanismo de biossintese pela polimerizacdo de trés diferentes monémeros: o
alcool cumarico, alcool coniferilico e alcool sinapilico (41,42).

A deposicdo de lignina nas paredes celulares é considerada um marco da
transicdo entre as paredes primarias e secundarias, uma vez que esta restringe a
expansdo como consequéncia da diferenciacdo dos tecidos. Desta maneira, as
paredes celulares tornam-se recalcitrante e menos flexivel, devido a uma maior
proporcao de dominios estruturais finos que dificultam o ataque enzimatico (25,43).

A lignina é responsavel por proteger os polissacarideos da parede celular da
planta da degradacdo microbiana, conferindo assim resisténcia a deterioracdo. Além
disso, também é um dos fatores mais importantes em relacéo a limitacdo na conversao
de biomassa lignocelulésica a biocombustiveis, ja que a remocao da lignina é um
processo dispendioso (44).

O processo de biodegradacéo da lignina € um evento oxidativo que demanda
um complexo sistema enzimatico de baixa especificidade (42). As principais enzimas

envolvidas nesse processo estado representadas na Tabela 1.

Tabela 1. Enzimas responsaveis pela degradacao da lignina.

Enzimas Funcao EC Referéncia

Lignina Apresenta alto potencial redox capaz de

peroxidase | oxidar 0s compostos aromaticos nao

fendlicos; 1.11.1.14 (45)
Requer peréxido de hidrogénio (H202) para a

oxidacao do alcool a veratraldeido

Manganés | Heme proteina extracelular e glicosilada;

peroxidase | Assemelha-se a lignina peroxidase, 1.11.1.13 (45,46)
entretanto, além de H202, requerem ions Mn?*

Lacase Catalisa a oxidagéo de substratos fendlicos ou

aminas aromaticas para formar produtos  1.10.3.2 (47)

distintos através de diferentes vias
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1.3.2. Hemicelulose e o complexo hemicelulolitico

A hemicelulose é um heteropolissacarideo composto por diferentes proporcdes
de subunidades de monossacarideos de D-xilose, D-manose, D-galactose, L-
arabinose e acgucares acidos (48-51). A hemicelulose tem peso molecular menor que
a celulose, além da sua cadeia central, ela possui ramos de cadeias laterais que
consistem em diferentes acucares (52). A xilana, principal heteropolissacarideo das
hemiceluloses, é composta por residuos de B-D-xilanopiranosil, unidos por ligacbes
B-1,4 glucosidicas (53).

A hidrolise completa da hemicelulose requer a participacdo de enzimas
responsaveis pelas clivagens das cadeias principais e laterais (Figura 3). Para a
conversdo enzimatica da xilana a seus componentes poliméricos faz-se necessaria a

participacao sinérgica de varias enzimas (1,54).

Figura 3. Esquema da acéo das enzimas hemiceluloliticas.
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Fonte: Adaptado de POLIZELI (1).
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As principais enzimas xilanoliticas sdo a endo-3-1,4-xilanase (EC 3.2.1.8) e a
B-D-xilosidade (EC 3.2.1.37) (Tabela 2).

Tabela 2. Enzimas responsaveis pela degradacao da cadeia principal da xilana.

Enzimas Funcao CAZy Referéncia
Clivam ligacdes glucosidicas GH10; (1,53,54)
Endo-B-1,4-xilanases | internas da cadeia principal da GH11
xilana
o Clivam substratos sintéticos; GHS3; (23,55)
B-D-xilosidades . o _
Clivam a xilobiose em xilose GHA43

Além destas enzimas, existem outras que participam do processo de
degradacédo da xilana, como a: (i) a-glucuronidases (EC 3.2.1.139); (ii) acetilesterases
(EC 3.1.1.6); (iii) acetil xilana esterases (EC 3.1.1.72); (iv) a-arabinofuranosidases (EC
3.2.1.55); (v) arabinanases (EC 3.2.1.99); (vi) feruloil esterases (EC 3.1.1.73) e acido
p-cumarico esterases (EC 3.1.1). A funcdo destas enzimas e sua classificacdo pelo
CAZy estao descritas na Tabela 3.

A parede celular da cana-de-aclUcar consiste em trés componentes de
hemicelulose: glucuronoarabino xilana, B-glucano e xiloglucano (27). Os
arabinoxilanos podem ser ramificados (com arabinose, galactose, ésteres acetilicos e
raramente com acido glucurénico) ou ndo ramificados (27,56). A presenca de xiloses
unidas por ligagdes a-1,2-glucosidicas a L-galactose contribui para a recalcitrancia da
biomassa (56) (Tabela 3).

O pB-glucano é um grupo heterogéneo de polimeros de glucose,
compreendendo residuos B-D-glucosil unidos por ligagées B-glucosidicas, sendo que
podem ser divididos em quatro grupos: B-1,4-glucano (celulose), B-1,3-glucano
(laminarina) e B-1,3(4)—glucano, 3-1,3-1,4-glucano (liquenano), sendo que este ultimo
pode ser convertido em monossacarideos para producéo de etanol (57,58). Para
degradacédo do liquenano é importante a utilizacéo de liquenases (EC 3.2.1.73) (58)
(Tabela 3).



Tabela 3. Enzimas responsaveis pela degradacdo da hemicelulose.
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Enzimas Funcao CAZy  Referéncia
a-glucuronidases Hidrolisam as ligacbes a-1,2 entre GHET:
acido glucurénico e residuos de B
xilose na glucuronoxilana
Acetilesterases e | Removem os substituintes O-acetil a CEg1,;
acetil xilana esterases | partir da posicdo C-2 ou C-3 dos CE 3-5;
residuos de xilose na acetilxilana CET,
CE1l6
Q- Liberam mondmeros terminais de GHS3;
arabinofuranosidases | arabinose a partir de oligo- e GH51;
polissacarideos GH54; (1,23,59)
GH62
Arabinanases Hidrolisam cadeias L-
arabinofuranosil a  partir de GHA43;
arabinanas de forma randdmica, GH93
liberando arabino-oligossacarideos
Feruloil esterases Clivam ligacbes éster na xilana,
Acido p-cumarico | respectivamente, entre as cadeias
esterases laterais de arabinose e do &cido CE1
ferdlico, e entre arabinose e acido p-
cumarico
a-galactosidases Hidrolisam as ligacdes L- GH95; (56,60)
galactosideo em arabinoxilano GH97
Liguenases Clivam especificamente as ligacoes
B-D-1,4-glucosidicas adjacentes as
ligagdes B-1,3 em B-1,3-1,4- Y PR
glucanos.
Xiloglucanases Hidrolisam a cadeia principal de GH12; (23,62)
residuos de glucose substituidos GH74

O xiloglucano esté intercalado com as microfibrilas de celulose por meio da

ligacdo de hidrogénio, fornecendo assim a rede de suporte da parede celular,

protegendo-a de entrar em colapso devido ao estresse osmotico (63). Este polimero
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€ constituido por uma cadeia principal linear de ligagbes -1,4-glucano, mas distingue-
se por ter até 75% de glucose ligado de forma covalente a residuos de xilose na
posicdo de O-6. Além disso, dependendo da fonte de xiloglucano, alguns residuos de
xilose podem ser ligados a galactose, e alguns residuos de galactose podem ser
ligados com fucose (35). A hidrélise de xiloglucano é catalisada por xiloglucanases
especificas ou endoglucanases xiloglucano-especifico (EC 3.2.1.151) que
representam uma nova classe de enzimas degradantes de polissacarideos (Tabela
3).

1.3.3. Celulose e complexo celulolitico

A celulose, principal fonte de carbono renovavel na natureza, € um polimero
linear composto por subunidades de D-glucose unidos por ligacdes glucosidicas [3-
1,4, formando dimeros de celobiose. Estes dimeros de celobiose formam longas
cadeias ligadas entre si por pontes de hidrogénio e for¢as de van der Waals (7). Ela é
um polissacarideo estruturalmente simples, que é recalcitrante a degradacao
enzimatica devido a sua cristalinidade e interligacdo com o0s outros polimeros da
parede celular, tais como hemicelulose e lignina (23,64,65).

As cadeias de celulose sao orientadas em paralelo e formam dominios
cristalinos altamente organizados, intercalados por regidées mais desorganizadas, as

estruturas amorfas (Figura 4) (53).

Figura 4. Estrutura da celulose e acdo de enzimas na hidrélise da celulose.
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AA9 (em roxo) refere-se & monooxigenases; SWO (em rosa): Solenina; EG (em azul):
endoglucanase; CBH (em laranja): celobiohidrolase e BG (em amarelo): B-glucosidase.
Fonte: Adaptado de PASIN e colaboradores (9).
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As microfibrilas celulésicas séo cerca de 70% cristalinas, possuindo elevada
resisténcia, além de serem impermedaveis a agua, resistentes ao ataque quimico e
bioldgico, sendo tdo estaveis que sao muito dificeis de quebrar (23). Para melhorar
ainda mais a recalcitrancia da celulose, a repeticao de unidade de glucose tem seis
doadores de ligacdo de hidrogénio e nove receptores de hidrogénio, oferecendo
inlmeras maneiras de estabilizar as ligacdes de hidrogénio inter e intramoleculares
(23).

O complexo celulolitico € composto por trés tipos de enzimas e envolve a agdo
sinergética das mesmas: (i) as endoglucanases (EC 3.2.1.4); (ii) as exoglucanases ou
celobiohidrolases (E.C. 3.2.1.176; EC 3.2.1.91) e (iii) as B-glucosidases (EC 3.2.1.21).
A degradacdo da celulose ocorre por intermédio deste complexo, que promove a
hidrolise desse polimero até glucose (Figura 4). A endoglucanase (EG) representada
em azul na regido amorfa, com um madulo de ligacdo ao carboidrato (“Carbohydrate
Binding Module” — CBM) ligado a regido cristalina, libera pequenas cadeias de
celulose; celobiohidrolase (CBH) em laranja liga-se a terminacéo cristalina liberando
celobiose; B-glicosidase (BG) em amarelo cliva a celobiose em glucose; AA9 em roxo
atua na regido cristalina deixando uma ruptura na cadeia de celulose; Swolenina em
rosa atuando entre as cadeias de celulose, resultando em uma estrutura menos
cristalina (9). A funcéo destas enzimas e sua classificacdo pelo CAZy estédo descritas

na Tabela 4.



Tabela 4. Enzimas necessarias para hidrolise da celulose.

Enzimas

Funcao

CAZy
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Referéncia

Endo-B-1,4-

glucanases

Exoglucanases

B-D-glucosidades

Litica
polissacarideo
monooxigenase

cobre dependente

Celobiose

desidrogenase

Clivam ligacoes B-1,4-
glucosidicas intramoleculares, e
sua atividade é frequentemente
determinada sob uma cadeia de
celulose com alto grau de
polimerizacao

Celobiohidrolase I (CBHI),
hidrolise das ligagbes [3-1,4-
glucosidicas em celobiose e
celotetraose a partir da
extremidade n&o redutora da
celulose;

Celobiohidrolase Il (CBHII) cliva a
ligacao B-1,4-glucosidicas a partir
da extremidade redutora da
celulose, liberando celobiose
Hidrolisam celobiose e outras
celodextrinas, com grau de
polimerizacdo de até 6, liberando
glucose

Cliva a cadeia de celulose por
meio de um processo oxidativo de
C-1,C-4eC-6

Oxida a celobiose a
celobiolactona na presenca de um

receptor de elétrons

GH5a9; GH
12; GH 44-
45; GH 48,;
GH 51; GH

61l e GH 124

GHG6;

GH7

GH1; GH3

AA9

CDH

(1,23,66)

(9,23)

Além do dominio catalitico, muitas glicosil hidrolases incluem um CBM adicional

(Figura 4), capaz de auxiliar o reconhecimento e a ligacdo do polissacarideo,

aumentando a especificidade da enzima pelo substrato e, assim, melhoram a taxa de
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hidrdlise (67).

Recentemente, alguns estudos propuseram a degradacéo oxidativa da celulose
através da acdo da acido celobidnico fosforilase (GH94), que podem ser utilizada
como alternativa para B-glucosidase (68—-70). Neste modelo, o acido celobidnico, a
forma de &cido aldbnico da celobiose, € um produto primario do sistema de
degradacéao da celulose oxidativa (70).

Nihira e colaboradores (69) propuseram um possivel mecanismo do
metabolismo oxidativo da celulose, em que, inicialmente, a celulose é degradada por
endoglucanases e celobiohidrolases. A celobiose resultante como componente
principal € oxidada pela celobiose desidrogenase para produzir celobiono-1,5-lactona,
que reage espontaneamente com a agua para formar o acido celobidnico. Este &cido
é liberado da celulose pela agdo combinada de LPMO e celobiohidrolases.

O acido celobibnico é transportado para o citoplasma, seguido de uma
fosfordlise pela acido celobidnico fosforilase para produzir a glucose-1-fosfato e o
acido D-glucbnico. Glucose-1-fosfato liberada é convertida em D-glicose-6-fosfato por
a-fosfoglucomutase (EC 2.7.5.1) para entrar na glicélise. O acido D-glucénico liberado
é convertido em 5-fosfato de ribulose via 6-fosfogluconato pela reacdo sequencial de
gluconocinase (EC 2.7.1.12) e 6-fosfogluconato desidrogenase (EC 1.1.1.44) para
entrar na via da pentose fosfato (69). A Figura 5 apresenta um diagrama da via do

consumo do acido aldonico.
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Figura 5. Diagrama esquematico da utilizacdo do acido aldénico em Neurospora
crassa e Saccharomyces cerevisiae.
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As enzimas séo abreviadas da seguinte forma: LPMOs: polissacarideo litico monooxigenases,
CDHs: celobiose desidrogenases, BGs: B-glucosidases, CBT-1: transportador celobidnico,
HXTs: transportadores hexéxicos, CAP: acido celobidnico fosforilase, GnK: gluconocinase.
Fonte: Adaptado de Li et al. (71).

1.3.4. Pectina e seu sistema de degradacdo enzimético

As pectinas sdo polissacarideos heterogéneos, que formam a lamela média,
sendo o maior componente dentro dela. Estes polissacarideos sdo materiais adesivos
na porcao extracelular, encontrados nas células vegetais superiores e localizadas nas
paredes primarias (9). A estrutura consiste em ligacdes axiais com unidades acidas
de a-1,4-D-galacturdnico e contém moléculas de galactose, arabinose, xilose e L-
ramnose como cadeias laterais (72).

Os principais polissacarideos da pectina detectados nas paredes celular da
cana-de-agucar sdo homogalacturonano e ramnogalacturonano | (27). O
homogalacturonano € uma cadeia homopolimérica ndo ramificada de por¢des ligadas
a a-1,4 de &cido D-galacturdnico, j& o ramnogalacturonano | exibe um alto grau de
diversidade entre o tipo de célula e o nimero de agucares, e € composto por unidades

repetidas de um dissacarideo constituido por L-ramnose e acido D-galacturdnico,



unidos por ligagdes a-1,4-glucosidicas (73).
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Para que ocorra total degradacao da pectina na parede celular vegetal € preciso

um conjunto de enzimas complexas, as pectinases (EC 3.2.1.15), que estao descritas

na Tabela 5.

Tabela 5. Enzimas envolvidas na degradacado da pectina.

Enzimas

Funcao

EC

Referéncia

Endopoligalacturonase

Exopoligalacturonase

Pectina esterase

Endopectina liase

Endopectato liase

Exopectato liase

B-galactosidase

Ataca aleatoriamente as ligacdes
a-1,4-glucosidicas  da  cadeia
polissacaridica, liberando
oligbmeros de acido galacturénico.
Tipo I: hidrolisa o acido D-
galacturdnico na extremidade néo
redutora;

Tipo IlI: libera o di-galacturonato da
extremidade n&o redutora do &acido
poligalacturénico

Catalisa 0 grupo metoxil da pectina
formando &cido péctico

Realiza a reacdo de trans-
eliminacdo da pectina.

Cliva a regido interna acido a-1,4-
poligalacturénico por meio da
reacao de B-eliminacdo, formando
molécula com dupla ligacao

Cliva a extremidade nédo redutora
do acido a-1,4-poligalacturénico
por meio da reagcdo de [ -
eliminagdo, formando molécula
com dupla ligagao

Hidrolisa residuos de [-1,4-
galactosil ligados a L-ramnose do

ramnogalacturonano de tipo |

3.2.1.15

3.2.1.67

3.2.1.82

3.1.1.11

4.2.2.10

4.2.2.2

4.2.2.9

(9)

(9,74)

(75)

(76)

(77)
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1.4. Degradacao da biomassa para producédo de etanol 2G

A converséo de biomassa lignocelulésica em combustiveis renovaveis pode ser
considerada uma promissora tecnologia para substituir os combustiveis fosseis, além
de atender a necessidade global por combustiveis com menor teor de carbono, pois
minimiza a producéo liquida de gases do efeito estufa, mantendo a sustentabilidade
ambiental e estimulando a economia global (8,24,32,78-81). A producédo de etanol a
partir da biomassa lignocelulésica consiste em algumas etapas como: pré-tratamento;

hidrolise e fermentacao (Figura 6).

Figura 6. Esquema da bioconversdo da biomassa lignocelulésica em etanol de
segunda geracéo.
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Fonte: Adaptado de Pasin e colaboradores (9).
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Segundo Buckeridge e colaboradores (82), quatro rotas podem ser estudadas
para a producéo de etanol celuldsico: hidrélise quimica, que consiste em um acido ou
base que possibilita a producdo de acucares fermentesciveis livres e oligbmeros;
enzimatica, associada com algum pré-tratamento quimico ou mecéanico; autohidrolise
e fermentacéo de pentoses.

O pré-tratamento da biomassa lignocelulésica € crucial para assegurar a
conversdo dos polissacarideos em acUcares fermentesciveis para a producdo de
bioetanol, jA& que alterard a composicdo quimica e estrutura fisica dos substratos
(83,84). A lignina é considerada um dos principais obstaculos para a sacarificacao
enzimatica eficiente da biomassa lignocelulésica (85). Sendo assim, 0 processo de
pré-tratamento tem por objetivo separar os carboidratos da matriz, da lignina,
beneficiando o acesso enzimatico aos polissacarideos, visto que a presenca de lignina
acarreta na ligacdo inespecifica e inativacdo das celulases, impossibilitando o alto
rendimento de etanol (86,87). Além disso, o pré-tratamento possibilita a remocéo da
hemicelulose que impede o acesso das celulases a celulose, além da reducédo da
cristalinidade e do grau de polimerizagédo da celulose; e aumento da porosidade do
material (22,88). Segundo Buckeridge e colaboradores (27), essa etapa permite
guebrar algumas ligacdes covalentes entre a lignina e a celulose ou a hemicelulose,
tornando a biomassa lignocelulésica mais acessivel ao atague enzimatico.

Segundo Pasin e colaboradores (9), existem uma grande gama de pré-
tratamentos disponiveis, sejam eles quimicos, fisicos ou biolégicos. Os tipos de pré-
tratamentos dependem do material utilizado e da finalidade do uso das fracdes
lignocelulésicas. Desta maneira, o pré-tratamento utilizado deve ser energeticamente
eficiente, sendo que vérios critérios devem ser considerados, como: (i) evitar a
reducdo do tamanho das particulas de biomassa; (i) preservar a fracdo de
hemicelulose, impedindo a degradacdo ou perda de carboidratos; (iii) reduzir a
formacao de compostos inibidores do crescimento de microrganismos durante a
fermentacdo, minimizando os custos de producao (1).

O pré-tratamento acido consiste na utilizacdo de &cidos concentrados ou
diluidos, associados a temperaturas acima de 120 °C, para diminuir a dureza da
biomassa lignoceluldsica, aumentando a acessibilidade a celulose. Neste tipo de pré-
tratamento, a lignina e a hemicelulose séo removidas e os agucares da hemicelulose
séo dissolvidos (9,89).

Assim como o pré-tratamento 4cido, o alcalino utiliza temperatura no processo,
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além de uma base diluida. Entretanto, esse processo emprega temperaturas e
pressfes mais baixas em comparacdo com outras tecnologias de pré-tratamento, e
pode ser realizado em condi¢cdes ambientais (89). Ele é usado para deslignificar a
biomassa, portanto, ha menos danos aos acucares presentes (90). O pré-tratamento
alcalino com hidréxido de sodio pode efetivamente diminuir o contetdo de lignina na
maioria das biomassas lignoceluldsicas e resultar em menor degradacao de agUcar e
formacao de inibidores comparados aos os pré-tratamentos acidos (88).

O pré-tratamento térmico, também conhecido como autohidrélise, € um
processo considerado amigavel ambientalmente, uma vez que nao requer a adicéao e
recuperacdo de produtos quimicos diferentes da agua (9,90). Nesse método, a
biomassa lignocelésica é tratada com agua em altas temperaturas e pressao para
quebrar a estrutura lignocelulésica (89,91). Desta maneira, este processo baseia-se
na despolimerizacdo seletiva da hemicelulose, que € catalisada por ions hidrénio
gerados in situ pela autoionizacdo da agua e pelo acido acético dos grupos acetil (90).

O pré-tratamento baseado na explosao a vapor é um método fisico-quimico que
utiliza vapor de alta presséo para romper a ligacdo entre os componentes poliméricos,
e a descompressao, responsavel pela quebra da estrutura da lignocelulose (27,92). A
descompressao explosiva e a alta temperatura causam degradacédo da hemicelulose,
gue € extraida como fracéo solavel em agua (92).

Além desses pré-tratamentos, existem processos que utilizam solventes
organicos aquosos, conhecidos como organosolv, que consistem na deslignificacdo
da biomassa lignocelulésica com solubilizacdo simultanea da hemicelulose (89).
Durante o processo de organosolv, a estrutura da lignina € hidrolisada em fragmentos
de menor peso molecular que se dissolvem no solvente aquoso (89,90).

Durante o pré-tratamento dos residuos celulésicos, compostos inibidores
podem ser formados, como furfural, hidroximetilfurfural (HMF), compostos fendlicos e
acidos organicos, que poderiam ter um impacto na acdo das enzimas hidroliticas,
assim como nos microrganismos envolvidos no processo de fermentacdo dos
agucares em etanol (22,87).

Com a obtencdo de um coquetel enzimatico de elevada eficiéncia hidrolitica,
algumas andlises podem ser empregadas para caracterizacdo da biomassa
lignoceluldsica antes e apos a aplicacado do consorcio enziméatico. Dentre as opcdes
disponiveis, duas sao utilizadas amplamente, a analise termogravimétrica (TGA) e a

microscopia eletronica de varredura (MEV) (20,91,93). A TGA é uma técnica analitica
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gue consiste em investigar as propriedades fundamentais da estrutura da
lignocelulose (93). Ja a MEV, que permite a andlise de microestruturas, propicia uma
andlise das caracteristicas morfolégicas do material lignocelulésico, podendo
comparar as disposicao das fibras antes e depois da aplicacdo do coquetel enzimatico
(20,93).

1.5. Bioprocesso - fermentacao para a producao de etanol 2G

Segundo Shen e Agblevor (94), existem dois modos de operacdo para a
producdo de bioetanol de biomassa lignocelul6sica: hidrélise e fermentagéo
separadas ou simultaneas.

Os esforcos na integracdo de processos ainda séo limitados por obstaculos,
tais como a temperatura de hidrélise e fermentacao que séo diferentes, a necessidade
de microrganismos industriais capazes de fermentar pentoses e hexoses de maneira
eficiente, o controle na formacéo e eliminacdo de compostos inibitorios correntes ao
longo processo, além da padronizacdo das condi¢cdes ideais para a integracao de dois
ou mais processos a serem efetuados simultaneamente em um anico biorreator (95).

A fermentacéo alcodlica consiste na transformacéo dos acucares do mosto ou
do hidrolisado em etanol, gas carbbnico e energia, devido a acdo catalitica das
leveduras ou bactérias. As pentoses sdo fermentadas por leveduras do género
Candida, kkomagataella e Meyerozyma enquanto que as hexoses sao assimiladas
por leveduras como Saccharomyces cerevisiae (96). Outro importante produtor de
bioetanol, a bactéria Zymomonas mobilis se mostrou um promissor organismo
etanologénico para a producdo em grande escala de bioetanol, visto que apresenta

maior rendimento em relacédo as leveduras (97).

1.6. Consorcios enzimaticos: solugéo versus problematica

Para a producéo de etanol de segunda geragéo, em que a hidrélise enzimatica

da biomassa lignoceluldsica é necessaria, a fim de produzir agucares fermentesciveis,

a chave para o aumento da eficiéncia da hidrolise pode ser a compreensédo da
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estrutura da parede celular das plantas (26).

Segundo Buckeridge e colaboradores (35), as paredes das plantas apresentam
regides de polimeros que interagem com outras cadeias poliméricas, por exemplo,
xiloglucano e celulose, de tal modo que endoglucanases ndo possam atacar as
ligacdes glucosidicas. Sendo assim, ha a necessidade de formulacdo de coquetéis
enzimaticos eficientes, visto que a sinergia entre enzimas hidroliticas leva em
consideracdo que a estrutura dos polissacarideos da parede celular pode
desempenhar um papel importante nas propriedades cinéticas da reacao de hidrélise
(6,35,98).

Os coquetéis enzimaticos comerciais disponiveis para a despolimerizacao de
materiais lignoceluldésicos sdo vagamente definidos pelos fabricantes como uma
mistura complexa que contém cerca de 80 a 200 proteinas, incluindo hemicelulases,
celulases e enzimas acessorias (6,84). A busca por coquetéis enzimaticos com melhor
desempenho foi realizada com diversos anos de estudos de bioprospeccao,
otimizagdo de cepas através de engenharia genética e desenvolvimento de
estratégias de pré-tratamento afim de abrandar os efeitos inibitorios (9,51).

O conhecimento adquirido recentemente através do codigo glicémico da parede
da cana-de-acucar possibilitou a compreensdo das enzimas necessarias a sua
degradacédo, sugerindo que o processo de sacarificacdo se inicie com a acao de

liqguenases e pectinases, seguidas de hemicelulases e celulases (Figura 7) (18,26,27).
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Figura 7. Esquema hipotético para degradacédo da parede celular da cana-de-agucar.
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Fonte: Adaptado de De Souza et al. (26).

As enzimas atuam de uma maneira sinérgica para degradacdo do substrato,
isto significa que quando as enzimas trabalham em conjunto apresentam atividade
mais elevada do que quando adicionadas individualmente (22,99). Desta maneira,
muitos estudos de sinergismo estao sendo realizados para elucidar o mecanismo de
acdo das enzimas isoladas, assim como da interacao entre elas (22,51,100).

A sacarificacao enzimatica é vantajosa quando comparada aos outros métodos
quimicos uma vez que €, por natureza, um processo mais especifico e ecoldgico.
Desta maneira, por apresentar condi¢cdes de operacdo mais suaves, ha a reducao da
formacao de compostos biologicos inibitérios (101). Durante a hidrélise enzimatica,
oligossacarideos, dissacarideos e monémeros sado formados o que pode causar uma
inibicdo por feedback das enzimas envolvidas, e quando estes atingem concentragdes
elevadas, podem ter um impacto na eficiéncia da hidrolise da biomassa lignocelulésica
(22).

Todas as enzimas exercem um papel crucial na hidrélise enzimética, mas -
glucosidases séo as enzimas chaves para a hidrolise de lignocelulose e producéo de
biocombustiveis, uma vez que sdo as responsaveis pela liberacdo de glucose,

principal agucar fermentescivel. Assim, torna-se necessario que estas enzimas sejam
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ativas em um amplo intervalo de pH, estaveis a temperaturas elevadas, possuam uma
elevada eficiéncia catalitica, além de serem tolerantes aos inibidores e a glucose
(102).

Fica claro portanto que a alta complexidade e associacdo do complexo de
carboidratos-lignina na biomassa vegetal, € o principal obstaculo na bioconversao.
Neste contexto, muito tem sido investido em tecnologia para tornar este processo
economicamente viavel, como o desenvolvimento de uma etapa de pré-tratamento
eficiente e otimizacdo de coquetéis enziméticos para a desconstrucdo da parede
celular (103), uma vez que a producdo de enzimas hidroliticas deve ser levada em
consideracdo para minimizar os custos financeiros e tornar o processo industrial do
etanol de segunda geracdo comercialmente viavel (1). Desta maneira, 0
desenvolvimento de coquetéis enziméticos para obter aclUcares fermentaveis é
crucial, e envolve a escolha de microrganismos eficientes na producdo dessas
enzimas, principalmente fungos, como os do género Aspergillus e Trichoderma
(1,104).

Sendo assim, para que ocorra a conversao de biomassa lignocelulésica em
acucares fermentesciveis de maneira viavel € necessario ndo somente a redu¢cao no
custo de producao de enzimas, como também a melhoraria da eficiéncia das mesmas
presentes nos coquetéis de hidrolise (11). No que diz respeito ao primeiro aspecto,
uma ferramenta alternativa e eficaz para combater a crise enfrentada devido ao alto
custo das enzimas hidroliticas, seria a imobilizacdo das enzimas, ja que a mesma
possibilita a recuperacdo e reuso das mesmas, e portanto, resultaria em uma
economia no processo de producdo de biocombustiveis (43,105,106). Ja para o
segundo aspecto, os surfactantes vém se destacando, um vez que sao um dos
aditivos mais comuns para evitar adsor¢do ndo produtiva (inespecifica) de enzimas
ao seu substrato e, assim, levando a melhora da hidrolise. Os agentes tenso-ativos
sdo utilizados de trés maneiras na bioconversao: durante o pré-tratamento, durante a

hidrolise enzimética e para a reciclagem de enzimas apos hidrolise (22,107).
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2.1. Objetivo geral

Desenvolver um coquetel enzimético contendo uma gama de hemicelulases,
celulases e enzimas acessoérias, a partir do cocultivo de Trichoderma reesei RP698 e
Mycothermus thermophilus, visando a degradacéo da parede celular de bagaco de
cana-de-acucar, colmo de Cana Energia e colmo de cana-de-aclUcar da variedade

SP80-3280 com potencial para producédo de etanol de segunda geragéao.

2.2. Objetivos especificos

1. Screening de holocelulases produzidas por fungos filamentosos;

2. Obtencdo de coquetel enzimatico produzido pelos fungos Trichoderma
reesei RP698 e Mycothermus thermophilus, a partir de bagaco de cana-de-
acucar, colmo de Cana Energia e de cana-de-acUcar da variedade SP80-
3280;

3. Obtencédo de coquetel enzimatico produzido pelos fungos Trichoderma
reesei RP698 e Mycothermus thermophilus crescidos em diferentes residuos
agroindustriais;

4. Otimizacao das condi¢des de sacarificacdo do coquetel enzimético;

5. Teste do coquetel otimizado em canas submetidas a diferentes pré-
tratamentos;

6. Aplicacdo do coquetel enzimatico em outras canas-de-agucar comerciais e
canas energia da GranBio;

7. Andlise do secretoma obtido pelo cocultivo de Trichoderma reesei RP698 e
Mycothermus thermophilus cultivado em palha de milho

8. Andlise comparativa do secretoma de Trichoderma reesei RP698 e
Mycothermus thermophilus crescidos em Cana Energia e cana-de-agucar
variedade SP80-3280
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3.1. Microrganismos e manutencao das cepas

As espécies fungicas utilizadas neste trabalho foram: Aspergillus awamori,
Aspergillus brasiliensis, Aspergillus clavatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niveus,
Aspergillus terreus, Humicola grisea, Humicola insolens, Mycothermus thermophilus e
Trichoderma reesei RP698 (mutante obtido no laboratério pelo Prof. Dr. Jodo Atilio
Jorge (4)). Os fungos mesofilicos e termofilicos sdo mantidos na Micoteca do
Laboratorio de Microbiologia e Biologia Celular, do Departamento de Biologia, da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, da Universidade de S&o
Paulo. A manutencéo das cepas foi realizada em tubos de cultivo contendo meio de
cultura Batata Dextrose Agar (BDA) (Himedia®) ou meio de aveia (108). Foram
realizados repiques periodicos cultivando as cepas em estufa a 30 °C, para os

mesofilicos, e a 40 °C, para os termofilicos, durante 5 dias.

3.2. Temperatura 6tima de crescimento microbiano e ensaio de duplo-confronto

Para testar a taxa de crescimento micelial em diferentes temperaturas (mm?
dias?), os fungos selecionados T. reesei RP698 e M. thermophilus foram inoculadas
em placas de Petri contendo meio de Batata Dextrose Agar (BDA) e incubadas a 30,
35 e 40 °C, por 7 dias em incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO). O
teste foi realizado em triplicatas e o crescimento radial (mm) das col6nias foi medido
diariamente.

Para avaliar o potencial antagbnico das cepas, foi realizado um ensaio de
confronto. Cada cepa foi inoculada em lados opostos das placas de BDA, a
aproximadamente 1,5 cm das bordas, e incubada a 30, 35 e 40 °C, por até 15 dias.

Apos esse periodo, as placas foram verificadas quanto a presenca de antagonismo.

3.3. Material vegetal

Os substratos lignoceluldsicos utilizados para sacarificagdo enzimatica estdo

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Variedades e partes das canas-de-acucar estudadas para producédo de
etanol de segunda geragao.

Variedade Amostra Local
SCB Mix Bagaco Usina da Pedra
SP80- Ridesa —
3280 SP80-3280 Colmo UESCar
1A RB92579 Palha GranBio
[%) 1B RB92579 Colmo desfibrado GranBio
3 1C RB92579 Colmo desfibrado e prensado GranBio
aEJ 1D RB92579 Colmo desfllbrado, prensado e GranBio
S avado
© 2A RB867515 Palha GranBio
2B RB867515 Colmo desfibrado GranBio
2C RB867515 Colmo desfibrado e prensado GranBio
oD RB867515 Colmo desfibrado, prensado e GranBio
lavado
Cana Centro de
EC Energia Colmo Cana — IAC
n 3A Vertix 3 Palha GranBio
= % 3B Vertix 3 Colmo desfibrado GranBio
_8. 8 3C Vertix 3 Colmo desfibrado e prensado GranBio
-+~ Q" .
_g S 3D Vertix 3 Colmo desfibrado, prensado e GranBio
> lavado
2 = 4A Vertix 4 Palha GranBio
“o 4B Vertix 4 Colmo desfibrado GranBio
S5 4C Vertix 4 Colmo desfibrado e prensado GranBio
2 :
O g 4D Vertix 4 Colmo desflgrjl;iocl)é prensado e GranBio
g 5E Vertix 2 Cana integral desfibrada GranBio
= 5F Vertix 2  Cana integral desfibrada e prensada GranBio
5 ; :
S 5G Vertix 2 Cana integral desfibrada, prensada GranBio
£ e lavada
=9 6E Vertix 7 Cana integral desfibrada GranBio
_8_ S 6F Vertix 7  Cana integral desfibrada e prensada GranBio
T o 6G Vertix 7 Cana integral desfibrada, prensada GranBio
o7 e lavada
Q 7E Vertix 9 Cana integral desfibrada GranBio
% 7F Vertix 9  Cana integral desfibrada e prensada GranBio
= 7G Vertix 9 Cana integral desfibrada, prensada GranBio
@) e lavada

Fonte: Dados da autora.

As amostras de cana-de-acucar foram lavadas por imersdo em etanol 92 °GL
por uma hora e depois com agua da torneira até os acucares no material fossem

completamente removidos. A determinagéo de agucares redutores (AR) foi realizada
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pelo método de Miller (109). Todas as amostras foram secas em estufa a 50 °C
durante 3 dias e trituradas em um moinho de facas com peneira de malha de 25 mesh
(SL-32 - SOLAB). As andlises de composi¢éo foram determinadas como descrito por
Van Soest (110).

Além das biomassas lignoceluldsicas obtidas para hidrolise foram utilizadas os
seguintes materiais como fonte de carbono para a producédo enzimatica: bagaco de
cevada (BC) fornecido pela industria cervejeira “Cervejaria Invicta” (Ribeirdo Preto -
SP); palha de feijao (PF) da industria de alimentos “Broto Legal” (Campinas - SP);
casca de café (CC) do “Café Vicentini” (Altindpolis - SP); sabugo de milho (SM) da
“Dow Agrosciences” (Jardinépolis - SP); palha de milho (PM) da “Dow Agrosciences”
(Jardindpolis - SP); casca de eucalipto (CE) da International Paper (Luis Antdnio - SP);
palha de arroz (PA) da Broto Legal (Porto Ferreira - SP); bagaco de cana (SCB) (mix
de variedades: CTC4, CTC 7, CTC20, IAC SP95500, RB 867515, RB 966928), da
Pedra Agroindustrial (Serrana - SP); cana-de-energia (EC) do Centro de Cana do
Instituto Agronémico de Campinas (Ribeirdo Preto - SP); e colmo da cana SP80-3280
da Ridesa (Centro de Ciéncias Agréarias da UFSCar, Araras - SP).

3.4. Analise de monossacarideos neutros

A andlise dos monossacarideos neutros de SCB, EC e SP80-3280 in natura e
pré-tratadas foi realizada no Laboratério de Fisiologia Ecoldgica de Plantas (Instituto
de Biociéncias (IB) — USP, Sédo Paulo — SP), do Prof. Dr. Marcos Buckeridge, pela
Dra. Adriana Grandis. A¢Ucares soluveis (glucose, frutose, sacarose e rafinose) foram
extraidos quatro vezes a partir de 20 mg de massa seca das biomassas
lignocelulésicas utilizando 1,5 mL de etanol 80% a 80 °C por 20 minutos. Foram
hidrolisadas 2 mg de fragGes de residuos insoltvel em alcool (AIR - Alcohol Insoluble
Residue) com &cido trifluoroacético (TFA) 2 M a 100 °C por uma hora. A solucdo de
monossacarideos foi seca a vacuo, ressuspendida em um mL de agua deionizada,
filtrada em membrana de 0,22 um (Merk Millipore ®) e analisada por HPAEC-PAD em
uma coluna CarboPac SA10 (Sistema ICS 5.000, Dionex-Thermo®). A solucao foi
eluida com 99,2 % de agua e 0,8% (v/ v) de hidréxido de sédio (1 mL.mint). Os
monossacarideos foram detectados usando uma adicdo poés-coluna de 500 mM de

hidroxido de sédio (0,5 mL.mint). Arabinose, fucose, galactose, glucose, manose,
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ramnose e xilose foram utilizados como padrbées a 200 mM para calibrar o

equipamento (111).

3.5. Producéo do coquetel enziméatico

3.5.1. Producéo enzimatica a partir de diferentes canas-de-acucar

A producgéo enzimatica foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL com 50
mL de meio minimo (112) suplementado com biomassa lignocelulésica 1%. As
biomassas utilizadas para producédo foram o bagaco de cana-de-acucar (SCB) e a
Cana Energia (EC). Os meios foram inoculados com 1 mL de uma solu¢do com 10’
esporos de A. awamori, A. brasiliensis, A, clavatus, A. flavus, A. niveus, A. terreus, H.
grisea, H. insolens, M. thermophilus e T. reesei RP698. Em seguida, foram incubados
a 30 °C (para os Aspergillus e T. reesei RP698) e 40 °C (M. thermophilus, H. grisea e
H. insolens), 120 rpm por 120 horas. ApGs este periodo, os meios foram filtrados a

vacuo para obtencdo do extrato enzimético.

3.5.2. Producédo enziméatica a partir de residuos agroindustriais

A producdo enzimética foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL de meio minimo (112) suplementado com 1% de biomassa
lignoceluldsica. As biomassas utilizadas foram: bagaco de cevada (BC); casca de café
(CC); casca de eucalipto (CE); palha de arroz (PA); palha de feijao (PF); palha de
milho (PM); sabugo de milho (SM). Os meios foram inoculados com 1 mL de uma
solucéo contendo 107 esporos de T. reesei RP698 ou M. thermophilus e mantidos a
30 °C (para T. reesei RP698) e 40 °C (para M. thermophilus), sob agitacéo de 120 rpm
por 120 horas. Em seguida, os meios foram filtrados a vacuo para obtencao do extrato

bruto enzimatico.

3.5.3. Producédo enzimatica a partir do cocultivo de T. reesei RP698 e M.
thermophilus
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O cocultivo dos fungos para a producdo enzimatica foi realizado em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio minimo (112) suplementado com 1
% de palha de milho e sabugo de milho. Foram inoculados com 1 mL de uma solucéo
contendo 107 esporos de T. reesei RP698 e M. thermophilus. As produgées foram
avaliadas a 35 e 40 °C, 120 rpm por 120 horas. Em seguida, obteve-se o extrato

enzimatico por filtracdo a vacuo.

3.5.4. Cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em

biorreator

Para o cultivo em biorreator (BioFlo 310 Benchtop BioReactor), primeiramente
foi preparado um pré-indculo do fungo T. reesei RP698 em frasco Erlenmeyer com
250 mL de meio minimo (112). Em seguida, foram inoculados 10 mL de uma solucao
de 107 esporos, sendo o mesmo incubado a 35 °C, 120 rpm por 48 horas. Foi
preparado um outro frasco contendo 250 mL de meio minimo para M. thermophilus
nas mesmas condicfes que o fungo T. reesei RP698, sendo o crescimento realizado
durante 24 horas, tempo necessario para que ambos os fungos apresentassem a
mesma massa para inéculo no biorreator, que foi previamente determinado pela
massa seca dos microrganismos.

O cocultivo foi realizado em biorreator do tipo tanque agitado contendo 4,5 L de
MM suplementado com PM 1%, a 35 °C, pH inicial de 6,5, agitacdo de 275 rpm, vazao
de ar 2 v.v.m. (volume de ar por volume de meio por minuto), durante 120 horas. A
cada 24 horas foram retiradas amostras de 50 mL para andlise de proteinas e

sacarificacdo enzimatica.

3.6. Determinacgéo das atividades enzimaticas

As atividades de endoglucanase (EG), xilanase (XYN), arabinanase (ARA),
xiloglucanase (XEG), mananase (MAN) e poligalacturonase (PGase) foram
mensuradas pela formacéo de acucares redutores de acordo com o método de Miller
(109). O branco foi realizado com a incubagédo do substrato e do tamp&o, sendo a

enzima adicionada somente na fase de fervura do DNS.
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Para a endoglucanase, a mistura reacional foi constituida de 0,025 mL de
carboximetilcelulose a 1 % (p/v) (Sigma-Aldrich®), 0,010 mL de acetato de sodio 50
mM, pH 5,0 e 0,015 mL de solucdo enzimatica. Em seguida, a mistura foi incubada a
50 °C, por 20 minutos.

Para xilanase, a mistura reacional foi constituida de 0,025 mL de xilana
beechwood a 1 % (p/v) (Sigma -Aldrich®), 0,010 mL de acetato de sédio 50 mM, pH
5,0 e 0,015 mL de solugcédo enzimética. Em seguida, a mistura foi incubada a 50 °C,
por 5 minutos.

Para arabinanase, a mistura reacional foi constituida de 0,025 mL de arabinana
desramificada a 1 % (p/v) (Megazyme®), 0,010 mL de acetato de sédio 50 mM, pH
5,0 e 0,015 mL de solucédo enzimética. Em seguida, a mistura foi incubada a 50 °C,
por 20 minutos.

Para xiloglucanase, a mistura reacional foi constituida de 0,025 mL de
xiloglucano de tamarindo a 1 % (p/v) (Megazyme®), 0,010 mL de acetato de sédio 50
mM, pH 5,0 e 0,015 mL de solucdo enzimatica. Em seguida, a mistura foi incubada a
50 °C, por 10 minutos.

Para mananase, a mistura reacional foi constituida de 0,025 mL de locust bean
0,5 % (p/v) (Sigma-Aldrich®), 0,010 mL de acetato de sédio 50 mM, pH 5,0 e 0,015
mL de solucdo enzimatica. Em seguida, a mistura foi incubada a 50 °C, por 5 minutos.

Para poligalacturonase, a mistura reacional foi constituida de 0,025 mL de acido
poligalacturénico sal sédicol% (p/v) (Sigma-Aldrich®), 0,010 mL de acetato de sddio
50 mM, pH 5,0 e 0,015 mL de solucéo enzimatica. Em seguida, a mistura foi incubada
a 50 °C, por 20 minutos.

Os ensaios foram interrompidos pela adicdo de 0,05 mL de DNS, e em seguida,
fervidos por 5 minutos. A quantificacdo de acucares redutores liberados foi estimada
pela absorbancia a 540 nm, utilizando-se para o calculo uma curva padrdao de
celobiose, glucose, xilose, arabinose, manose e acido galacturbnico (1 mg/mL),
correspondente aos substratos de cada atividade enzimatica. Uma unidade (U) foi
definida como a quantidade de enzima que produz 1 pmol.min! de aclcares redutores
(AR), nas condicbes do ensaio.

As atividades da celobiohidrolase (CBH), B-glucosidase (BGL), B-xilosidase
(BXI), arabinofuranosidase (ARF), acetil xilano esterase (AXE) e B-galactosidase
(BGAL) foram determinadas por clivagem de p-nitrofenil-celobiosideo (Sigma-
Aldrich®), p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo  (Sigma-Aldrich®), p-nitrofenil-B-D-
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xilanopiranosideo (Sigma-Aldrich®), p-nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo (Sigma-
Aldrich®), p-nitrofenilacetato (Sigma-Aldrich®) e p-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo
(Sigma-Aldrich®) respectivamente, seguida de revelacdo da reacdo por meio da
adicdo de carbonato de calcio 200 mM, como descrito a seguir. O branco foi obtido
pela incubacédo do substrato e do tampé&o, sendo a enzima adicionada somente apds
a adicdo do carbonato de sddio. A mistura reacional (0,025 mL de substrato (2 mM),
0,010 mL de acetato de sddio a 100 mM, pH 5,0 e 0,015 mL de solugédo de enzima)
foi incubada a 50 °C, durante 5 (BXI, ARF e AXE) ou 10 minutos (CBH, BGL e BGAL).
Os ensaios foram interrompidos pela adicdo de 0,05 mL de carbonato de sédio 200
mM. A quantificagdo do p-nitrofenol liberado foi estimada por absorbancia a 410 nm.
Uma unidade (V) foi definida como a quantidade de enzima que produz 1 pmol.mint
de p-nitrofenol, nas condi¢des do ensaio.

A atividade de feruloil esterase (FAE) foi determinada utilizando arabinoxilano
de trigo insoluvel (Megazyme®), como substrato. O ensaio foi composto de 0,1 mL de
substrato 1% (p/v), 0,04 mL de tampé&o acetato de sédio 50 mM, pH 5,0 e 0,06 mL do
extrato enzimético. A mistura foi incubada a 50 °C, sob agitacdo de 300 rpm, por 30
minutos. Em seguida a mistura foi centrifugada e o sobrenadante utilizado para as
leituras. Para cada reacao enzimatica foi realizado um branco, em que a enzima foi
previamente fervida. Além deste, foi feito um segundo branco somente com o
substrato e tampéo. As leituras espectrofotométricas foram realizadas a 310 nm,
utilizando-se uma curva padrdo de acido feralico (1 mg/mL). A unidade de atividade
enzimatica foi definida como sendo a quantidade de enzima capaz de liberar 1ug de

produto por minuto, nas condi¢cdes de ensaio.

3.7. Quantificacao de proteinas

A andlise de proteinas foi feita utilizando o reagente de Bradford (BioRad®),
conforme as especificagdes do fabricante. Assim, um volume de 160 pL do extrato
enzimatico foi incubado a temperatura ambiente com 40 pL do reagente por 5 minutos.
A absorbancia foi lida em leitor de microplacas em comprimento de onda de 595 nm,

utilizando-se uma curva padréo de albumina de soro bovino (1 mg/mL).
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3.8. Sacarificagdo enzimatica das canas-de-agucar

Os extratos enzimaticos contendo celulases e hemicelulases foram aplicados
em ensaios com volume final de 1 mL contendo: 3% de bagaco (p/v), 0,1 mL de
tampao acetato de sodio 50 mM, pH 5,0 e 0,9 mL de extrato. Os experimentos foram
conduzidos a 50 °C, sob agitacdo de 200 rpm, por 24 horas. Apés este periodo, 0
material foi centrifugado (4800 rpm) a 4 °C e realizadas as analises de liberacdo de

acucar redutor pelo método de Miller (109).

3.9. Caracterizacdo bioquimica do coquetel enzimético

A caracterizagdo bioquimica do coquetel enzimatico foi realizada a partir do
extrato obtido pelo cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 em palha de milho
(PM) (item 3.5.4.). As condicdes de aplicacdo do mesmo foram caracterizadas para
as seguintes biomassas lignocelulésicas: bagaco de cana-de-agucar (SCB), Cana
Energia (EC) e cana-de-acUcar variedade SP80-3280 (SP80). A quantificacdo dos

acucares redutores, em pumol/mL, ocorreu de acordo com o método de Miller (109).

3.9.1. Efeito da temperatura

As hidrolises enzimaticas de SCB, EC e SP80 foram realizadas conforme
descrito anteriormente (item 3.8). O experimento foi conduzido em tamp&o acetato de
sédio 50 mM, pH 5,0, com carga de 1% de proteina no coquetel. As temperaturas

testadas para a performance do coquetel variaram de 45 a 70 °C.

3.9.2. Efeito do pH

Apbs a selecdo da temperatura do coquetel (50 °C), foi testado o efeito do pH
na sacarificacdo enzimatica com a mesma carga de proteina do item anterior. Para
estas analises foram utilizados: tampao acetato de sédio, 50 mM na faixa de pH de

4,0 a 5,5 e tampao fosfato de sédio, 50 mM na faixa de pH de 6,0 a 7,0.
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3.9.3. Concentragao de proteina

Apo6s determinada as condi¢cfes 6timas de temperatura (50 °C) e pH (4,0 para
SCB e SP80-3280 e 4,5 para EC) do coquetel enzimatico para as diferentes canas-
de-acucar, foram testadas também diferentes concentracdes de proteinas. Os ensaios
foram realizados da seguinte forma: bagacgo 3% (p/V), 0,1 mL de tampéo acetato de
sédio 50 mM, sendo pH 4,0 (para SCB e SP80) e pH 4,5 (para EC) e as diferentes
concentracfes de proteinas. O volume final de hidrdlise foi mantido em 1 mL. Os
experimentos foram conduzidos com as seguintes concentracbes do coquetel: 1%,
3%, 6%, 9%, 12% e 15% (mg de proteinas do coquetel / 100 mg de biomassa). Os

experimentos foram conduzidos a 50 °C, sob agitacdo de 200 rpm, por 24 horas.

3.9.4. Tempo de hidrélise

Com as condicdes de temperatura (50 °C), pH (4,0 para SCB e SP80-3280 e
4,5 para EC) e concentracdo de proteinas otimizados, foram analisados diferentes
tempos de hidrolise. Os experimentos foram conduzidos de acordo o item 3.9.3., com
0,12 mg de proteinas/mg de biomassa, sendo que as amostras foram retiradas a cada

24 horas, durante 5 dias.

3.9.5. Efeito da carga de sélidos

Apbs selecionadas as melhores condicdes de hidrélise em relacdo a
temperatura, pH, concentracéo de proteinas e tempo de 24, 48 e 96 horas (SCB, EC
e SP80-3280, respectivamente), foi estudado o efeito da quantidade de biomassa em

relacdo a sacarificacdo enzimatica. A concentracdo de biomassa variou de 0,5 a 4 %.

3.9.6. Influéncia de surfactantes

Foram testados a influéncia dos seguintes surfactantes (0,15 g de surfactante/
g de biomassa): Tween —20, Tween —80 e Triton X-100 na liberacdo de acgUcares

redutores (107), nas condi¢cdes otimas de aplicagdo do coquetel enzimatico para
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degradacéo de cada biomassa.

3.10. Aplicacéo do coquetel caracterizado na sacarificagdo enzimética de canas

comerciais e energia

O coquetel obtido em biorreator a partir do cocultivo de M. thermophilus e T.
reesei RP698 em PM foi aplicado na hidrélise das canas SCB, EC e SP80-3280, apds
a otimizacao do coquetel para cada biomassa (item 3.9). O ensaio de sacarificacao foi
realizado, com volume final de reacdo de 1 mL, da seguinte maneira:

1. Para SCB: 4% de biomassa, 0,12 mg de proteina por mg de biomassa, 0,1
mL de tampéo acetato de sédio 50 mM, pH 4,0 e, se necessario, agua destilada para
completar o volume da reacdo. O ensaio foi incubado a 50 °C, sob agitacdo de 200
rpm, durante 24 horas;

2. Para EC: 3% de biomassa, 0,12 mg de proteina por mg de biomassa, 0,1 mL
de tampao acetato de sodio 50 mM, pH 4,5 e, se necessario, agua destilada para
completar o volume da reacdo. O ensaio foi incubado a 50 °C, sob agitacdo de 200
rpm, durante 48 horas;

3. Para SP80-3280: 3% de biomassa, 0,12 mg de proteina por mg de biomassa,
0,1 mL de tampdao acetato de sédio 50 mM, pH 4,0 e, se necessario, dgua destilada
para completar o volume da reacéo. O ensaio foi incubado a 50 °C, sob agitacdo de
200 rpm, durante 96 horas;

4. Foram realizadas as hidrolises do material da Granbio (Tabela 6), nas
seguintes condi¢des: para as canas comerciais, seguiu-se a aplicacdo conforme o
otimizado para a cana SP80-3280; paras as canas energia, a aplicacao deu-se igual
para EC.

Aposs o tempo de agdo do coquetel enziméatico, o material foi centrifugado 4800
rpm (Centrifuga refrigerada Eppendorf 5810R), a 4 °C e realizadas as andlises de
liberacdo de acgucar redutor de acordo com o método de Miller (109).

3.11. Pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica

3.11.1. Pré-tratamento enzimatico
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As canas SCB, EC e SP80-3280 foram tratadas com extrato bruto rico em
lacase de Lentinus sajor caju. O pré-tratamento foi conduzido com a aplicacao de 50
U.g* de biomassa do extrato enzimatico (113,114), cedido pela doutoranda Emanuelle
Neiverth de Freitas do nosso laboratorio, com carga de soélidos fixada em 5 %, tampé&o
acetato de sodio na concentracao final de 50 mM, pH 5,0, totalizando um volume final
de 5 mL. Este foi incubado a 50 °C durante 24 horas. Apds o tratamento, as amostras
foram filtradas e lavadas com 500 mL de agua destilada. O material foi seco em estufa
a 50 °C.

3.11.2. Autohidrélise

O pré-tratamento foi realizado em um reator cilindrico de aco inoxidavel (5,0 cm
de diametro interno e 12,8 cm de altura interna) com volume de trabalho de 50 mL. As
canas SCB, EC e SP80-3280 foram pré-tratadas a 190 °C, durante 20 minutos,
enquanto a carga de sélidos foi fixada a 10 % (p/v), conforme descrito por Michelin e
Teixeira (91). O reator foi imerso em um banho de 6leo, com um circulador de
aguecimento aberto com controle de temperatura. Apds, o reator foi imediatamente
resfriado em um banho de gelo para extinguir a reacdo. O material resultante foi
armazenado até o uso a 20 °C.

3.11.3. Organosolv com etanol

O pré-tratamento organosolv foi realizado no mesmo reator descrito no item
3.11.2., com volume de trabalho de 50 mL. As canas SCB, EC e SP80-3280 foram
pré-tratadas a 170 °C, durante 60 minutos com uma solugdo de etanol 50 % (v/v),
utilizando carga de sélidos de 10 % (p/v) (115). ApOs este tempo, esperou-se o reator
atingir 60 °C. Em seguida, o material foi filtrado a vacuo e a fracdo liquida recolhida e
congelada. A fragédo solida foi lavada com a mesma solugéo de etanol 50 %, seguida
por lavagem abundante com agua destilada. O material resultante foi seco a 50 °C até

peso constante.

3.11.4. Organosolv com etanol e 4cido sulfarico
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O pré-tratamento organosolv com etanol e acido sulfarico (H2SO4) foi realizado
no mesmo reator do item 3.11.2., com volume de trabalho de 50 mL. As canas SCB,
EC e SP80-3280 foram tratadas a 170 °C, durante 10 minutos com uma solucao de
etanol a 50 % (v/v) contendo 1 % (p/v) de acido sulfurico (116), sendo carga de solidos
fixada em 10 % (p/v). O reator foi aquecido até a temperatura desejada. Apos a reacao
estar completa, o reator foi resfriado a 60 °C usando um recipiente de gelo e a
biomassa tratada foi separada da fracdo liquida. A fracdo sdlida foi lavada
abundantemente com agua destilada e o material resultante foi seco a 50 °C.

3.11.5. Alcalino com Peré6xido de Hidrogénio

O pré-tratamento alcalino com peréxido de hidrogénio foi modificado de Rico e
colaboradores (114). O tratamento das biomassas foi conduzido em frascos
Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de uma solucéo de 2 % (p/v) de perdxido de
hidrogénio (H202) e 1 % (p/v) de NaOH com 6 % de carga de soélidos. Os materiais
vegetais foram submetidos a extracdo de peroxido alcalino a 50 °C durante 1 hora.
Em seguida, o material foi lavado abundantemente com agua destilada, e a biomassa

resultante foi seca a 50 °C.

3.11.6. Alcalino

O pré-tratamento alcalino foi conduzido em frascos Erlenmeyers de 125 mL
contendo 50 mL de uma solucdo de 4 % (1M) de hidroxido de sédio (NaOH) e 10 %
de carga de sdlidos. Os frascos foram cobertos com papel aluminio e autoclavados a
121 °C, 1 atm durante 60 minutos. Em seguida, os materiais resultantes deste
processo foram filtrados e a fragc&o liquida foi recolhida para analises posteriores. Os
sélidos resultantes foram lavados com &gua destilada a 60 °C para remoc¢do da
hemicelulose e lignina presentes nas fibras (117). A biomassa foi seca a 50 °C.

ApoOs o resultado da sacarificagédo enzimatica das biomassas, foram estudados
o efeito de diferentes tempos de autoclavagem e concentracdes de NaOH nas canas
SCB, EC e SP80-3280. Inicialmente, os pré-tratamentos foram conduzidos com 25 mL
de uma solucdo de 4% de NaOH e 10 % de carga de solidos. Os frascos foram

cobertos com papel aluminio e autoclavados a 121 °C, 1 atm durante 15, 30, 45 e 75
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minutos. Com o tempo de pré-tratamento fixado em 60 minutos, foram entdo testadas

as seguintes concentracfes de NaOH: 1%, 2%, 8% e 16%.

3.12. Analises das canas-de-agucar

3.12.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As canas SCB, EC e SP80-3280 foram analisadas, antes e apds a
sacarificacao, por meio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). As amostras
foram fixadas em suporte de amostra de aluminio através de adesivos de carbono
condutivo (Electron Microscopy Sciences - EMS). Sequencialmente, as amostras
foram inseridas em um sistema Bal-Tec (SCD-050 Sputter Coater) para sobreposicoes
de carbono e ouro (sputtering catodico / tempo de 120 segundos) sob uma pressao
de 0,1 mbar. A caracterizacdo morfoldgica das amostras foi realizada em microscoépio
eletrdnico de varredura Carl Zeiss (EVO 50) sob vacuo de 10 Torr e tensdo de
aceleracdo de 20 kV. Micrografias foram gravadas no modo de contraste SE (elétron
secundario). As anadlises foram realizadas no Departamento de Quimica, da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, da Universidade de S&o

Paulo.

3.12.2. Analises termogravimétricas

Analises termogravimétricas (TGA) foram realizadas em SCB, EC e SP80-
3280, antes e ap6s a sacarificacdo, utilizando o Analisador Térmico Simultaneo - DSC
| TGA (Discovery SDT Q600). Em um cadinho de aluminio, 10 mg de amostra foram
pesados e depois aquecidos a 800 °C a uma taxa de aguecimento de 10 °C.mint. Os
experimentos foram conduzidos sob atmosfera de ar com vazéo de 100 mL.min"t (20).
As analises foram realizadas no laboratorio do Prof. Dr. José Mauricio Cauit, do
Departamento de Quimica, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeiréo

Preto, da Universidade de Sao Paulo.
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3.13. Determinacdo dos acucares por Cromatografia de Camada Delgada

Os produtos formados pela hidrélise enzimética de SCB, EC e SP80-3280 in
natura e pré-tratados foram analisados em cromatografia de camada delgada (TLC
(Thin Layer Chromatography) —Merck 25 folhas de aluminio 20x20 cm silica gel 60).
Foram aplicados 5 yL de cada hidrolisado e 10 pyL de padréo contendo: glucose e
celobiose, e xilose e xilobiose (0,1 % m/v). A placa foi colocada em uma cuba de vidro
contendo solucdo n-butanol, etanol e agua destilada, na proporgéo de 5:3:2. A corrida
foi realizada duas vezes e a revelacado da placa foi realizada borrifando uma solucéo
com 18 mL de metanol, 2 mL de acido sulfurico (H2SO4) e 0,04 g de orcinol, e revelada

em estufa a 100°C por aproximadamente 5 minutos até o aparecimento das bandas.

3.14. Cultivo de Trichoderma reesei RP698 e Mycothermus thermophilus
crescidos em Cana Energia e Cana-de-acucar SP80-3280

3.14.1. Obtencao do extrato para analise da secrecdo de enzimas pelos fungos

filamentosos

Inicialmente, foi testada a producéo de proteinas pelos fungos T. reesei RP698
e M. thermophilus crescidos em meio minimo liquido (112), suplementado com Cana
Energia (1 % p/v) e cana-de-agucar SP80-3280 (1 % p/v) conforme padronizado (item
3.5.1) como unica fonte de carbono, durante 10 dias. Além do cultivo individual dos
fungos nessas biomassas, foi realizado o cocultivo dos mesmos a 35 °C. Também
foram realizados os crescimentos dos fungos em glicerol, frutose e glucose, como
controle do experimento. A cada 24 horas foram retiradas amostras de cada um destes
cultivos para dosagem de proteinas (item 3.7).

Apés quantificacdo das proteinas, o cultivo dos fungos foi conduzido em
Elernmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio minimo liquido (112),
suplementados com 1 % de fonte de carbono, sob agitacéo de 120 rpm, nas condi¢des
descritas na Tabela 7. Todo o experimento foi realizado em triplicata, totalizando 135
amostras. Os cultivos foram filtrados em malha de nylon, para evitar a perda de

proteinas durante o processo de filtracdo, especialmente as celulases. A biomassa
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resultante foi guardada para a desorcdo enzimatica das mesmas. Foram dosadas as
atividades de endoglucanase, celobiohidrolase, B-glucosidase e xilanase dos extratos

obtidos conforme descrito no item 3.6.

Tabela 7. Desenho experimental para analise do secretoma de Trichoderma reesei
RP698 e Mycothermus thermophilus.

. Tempo de
Fungo / T° de cultivo Fonte de carbono _ .
cultivo (dias)

T. reesei RP698 (30 °C) Glucose (controle)
Cana Energia (EC)
Cana SP80-3280

M. thermophilus (40 °C) Glucose (controle)
Cana Energia (EC)
Cana SP80-3280

T. reesei RP698 + M. thermophilus (35 °C) Glucose (controle)
Cana Energia (EC)
Cana SP80-3280
Palha de milho (PM)

o N o N

(62}

Fonte: Dados da autora.

Para a andlise do secretoma dos fungos, o extrato do 1° e 2° dias de cada
condicao foram associados. O tempo de cultivo de 5 dias foi utilizado individualmente,
engquanto os experimentos de 7 e 8 dias também foram reunidos. Além disso, todas
as triplicatas de cada condicdo também foram somadas. Desta forma, ao final foram
obtidas 27 amostras, divididas da seguinte maneira para cada fungo e para o cocultivo:

1. Controle, tempo inicial (1° + 2° dias de cultivo) e suas triplicatas;

2. Controle com 5 dias de cultivo e suas triplicatas;

3. Controle, tempo final (7° + 8° dias de cultivo) e suas triplicatas;

4. Cultivo em Cana Energia, tempo inicial (1° + 2° dias de cultivo) e suas
triplicatas;

5. Cultivo em Cana Energia com 5 dias de cultivo e suas triplicatas;

6. Cultivo em Cana Energia, final (7° + 8° dias de cultivo) e suas triplicatas;

7. Cultivo em cana-de-agucar variedade SP80, tempo inicial (1° + 2° dias de
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cultivo) e suas triplicatas;

8. Cultivo em cana-de-acucar variedade SP80 com 5 dias de cultivo e suas
triplicatas;

9. Cultivo em cana-de-acucar variedade SP80, tempo final (7° + 8° dias de
cultivo) e suas triplicatas;

Além da analise do secretoma dos fungos crescidos em cana-de-ag¢ucar SP80-
3280 e Cana Energia, foi analisado também o secretoma do cocultivo de M.
thermophilus e T. reesei RP696 crescido em palha de milho durante 5 dias em

biorreator (ver item 3.5.4).

3.14.2. Precipitacdo de proteinas com Acido Tricloro Acético

ApoOs a concentracdo de proteinas das amostras ser determinada (item 3.6), foi
realizada a precipitacdo das mesmas. Para a sequéncia dos procedimentos foi
utilizado aproximadamente 250 pg de proteinas totais. Em seguida, foi adicionado o
acido tricloro acético (TCA) 20% gelado e misturado gentilmente, na proporgao de 1:1
(Vextrato:VTca). Esta mistura foi incubada a —20 °C durante 72 horas. Apos este periodo,
os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm (Centrifuga refrigerada Eppendorf 5810R,)
durante 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet recuperado.

3.14.3. Desnaturacdao, reducéo e digestéo proteica: FASP

O pellet recuperado na etapa de precipitacdo de proteinas com TCA (item
3.14.2) foi ressuspendido em 250 L de uma solucéo A (ureia 8 M, Ditiotreitol (DTT)
7,5 mM e bicarbonato de amdnio 100 mM). A mistura foi incubada em banho seco a
37 °C por 1 hora. Em seguida, foi adicionado, na propor¢ao V:V, uma solucéo B (ureia
8 M, lodoacetamida 50 mM e bicarbonato de aménio 100 mM). A mistura foi incubada
em temperatura ambiente ao abrigo da luz durante 30 minutos. Em seguida, foram
adicionados 50 pL de DTT 50 mM. ApOs esta etapa, foi realizada uma nova
precipitacdo com TCA 20% (V:V) a —20 °C durante 30 minutos. Posteriormente, 0s
tubos contendo as amostras foram centrifugados a 15.000 rpm (Centrifuga refrigerada
Eppendorf 5810R) por 30 minutos e o sobrenadante descartado. O pellet foi lavado

com 500 pL de acetona gelada e centrifugado a 15.000 rpm por 10 minutos, sendo o
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sobrenadante descartado. Esta etapa foi realizada duas vezes. Apds a lavagem do
pellet, o mesmo foi ressuspendido com 250 pL no tampéo bicarbonato de aménio 10
mM. Foi adicionado tripsina na proporc¢ao de 1:50 (ug de tripsina para g de proteina)
e a mistura foi incubada a 37 °C, por 16 horas. Para interromper a atividade da tripsina,

foi adicionado 1 pL de acido férmico em cada tudo (118).

3.14.4. Preparo das amostras em coluna C18 para espectrometria de massas

Em principio as amostras foram acidificadas para a concentracéo de 0.1% com
acido trifluoroacético (TFA). Em seguida as colunas C18 (Waters®) foram lavadas
com 2 mL de metanol 100 %, seguido por 2 mL de acetonitrila 100 %. Para o equilibrio
das colunas foi utilizado primeiramente 5 mL do Tampéao A (TFA 0,1% em agua). Em
seguida foram adicionadas as amostras na coluna C18 e coletado o flowtrough em
tubos Eppendorf limpos. Depois desta etapa a coluna foi lavada com 3 mL do tampé&o
A, seguida da lavagem com 5 mL do tampéao B (0.1 % de TFA em 10% de acetonitrila
e 90 % de agua). Por fim, as amostras foram eluidas com 1,5 mL do tampéo C (0.1 %
de TFA em 70 % de acetonitrila e 30 % de agua) e armazenadas em tubos Eppendorfs
limpos.

Para a conservacao das amostras proteicas, as mesmas foram liofilizadas e

armazenadas em freezer -80 °C.

3.14.5. Identificacdo das proteinas

As analises para identificacdo das proteinas foram realizadas na facility
Biomass — Mass Spectrometry e Proteome Research do Centro de Facilidades para a
Pesquisa (CEFAP) da Universidade de S&ao Paulo (Sao Paulo — SP). As anélises foram
realizadas no LTQ-Orbitrap Velos ETD (Thermo Scientific®) acoplado ao Easy
nanoLC Il (Thermo). Os peptideos foram separados em uma coluna C18RP em um
gradiente de 115 min. As condic¢des instrumentais foram verificadas usando 100 fmol
de uma digestao triptica de BSA como padréao. Para a identificacdo de proteinas foi
realizada a busca em bancos de dados de proteinas (NCBInr -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ e Uniprot — http://www.uniprot.org/) através do

software Proteome Discovery versao 1.4 (Thermo Scientific) utilizando a ferramenta
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de busca SEQUEST (http://fields.scripps.edu/sequest/), que correlaciona os espectros
de MS2 de peptideos composto por sequéncia de aminoacidos com as sequéncias

depositadas nos respectivos bancos.

3.14.6. Anotagcao de CAZymes

As sequéncias das proteinas identificadas (item 3.14.5) nos experimentos
foram baixadas do banco de dados do Uniprot (119). Dominios conservados de
CAZymes foram identificados usando os perfis HMM (Hidden Markov Model, ou
Modelo Oculto de Markov) disponiveis no banco de dados dbCAN2 (120) v. 2019-08-
08, no programa hmmscan da suite HMMER v. 3.2.1 (121). Apés identificacdo, os
resultados foram filtrados usando o script hmmscan-parser.sh, disponibilizado no
dbCAN2 (21/07/2015), e-value < le-17 e cobertura > 0,45, de acordo com as
especificacdes do dbCAN2 para a analise dos dominios em fungos. As anotacfes de
CAZymes foram adicionadas nos resultados com um script 'in house' na linguagem
Perl, usando as descri¢cdes de familias no dbCAN2 (2019-09-06, com modificacdes

pela autora).

3.15. Andlises estatisticas

Todos os testes foram realizados em triplicatas, sendo analisados as médias e
desvio padrdao. Os dados foram verificados quanto a normalidade e homogeneidade
das variancias usando os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. As
diferencas no crescimento e na liberacdo de acucares redutores foram analisadas
usando ANOVA unidirecional seguido por um teste t pareado. As analises foram

realizadas em Pastv. 2.17c (122).



72

sOdvliinsdd v




73

PARTE § PRODUCAO DE
HOLOCELULASES POR FUNGOS
FILAMENTOSOS E POTENCIAL DE
HIDROLISE DE CANA-DE-ACUCAR E
CANA ENERGIA



74

4.1. Producdo de holocelulases em cana-de-acucar e Cana Energia por

diferentes fungos filamentosos

Os fungos estudados para a producdo de enzimas do complexo celulolitico e
hemicelulolitico foram: A. awamori, Aspergillus brasiliensis, A. clavatus, A. flavus, A.
niveus, A. terreus, Humicola grisea, H. insolens, Mycothermus thermophilus e
Trichoderma reesei RP698; cultivados em bagaco cana-de-acucar (SCB) e Cana
Energia (EC) durante 5 dias.

A Tabela 8 apresenta a producédo de holocelulases por microrganismos
cultivados em SCB. M. thermophilus foi o Unico fungo capaz de produzir todas as
enzimas testadas; este microrganismo apresentou os melhores niveis de CBH (0,16
U/mL), BGL (0,39 U/mL), XYN (21,12 U/mL), BXI (0,02 U/mL) e MAN (0,50 U/mL). O
segundo melhor produtor de enzimas, o fungo T. reesei RP698, destacou-se
principalmente na producgéo de EG (0,20 U/mL), XEG (0,41 U/mL) e AXE (0,05 U/mL),
sendo ARF a Unica enzima que nao foi produzida. Em seguida, A. niveus nao foi capaz
de produzir BXl e AXE. No entanto, esse fungo apresentou a melhor atividade de ARA
(0,15 U/mL) e o segundo melhor nivel de XEG (0,37 U/mL). A. brasiliensis, A. terreus,
A. flavus e H. insolens apresentaram uma série de atividades enzimaticas, mas sem
nivel de destaque quando comparados aos demais fungos. A. clavatus, A. awamori e
H. grisea tiveram a pior producdo, uma vez que o0s dois primeiros tiveram apenas
producdo de EG e XYN, e o ultimo, além de EG e XYN, também produziu um baixo
nivel enzimatico de MAN. Apesar da baixa gama de enzimas produzidas por A.

clavatus, esse fungo apresentou o segundo melhor nivel de XYN (19,53 U/mL).



Tabela 8. Producéo de holocelulases pelos fungos filamentosos cultivados em bagaco de cana-de-agucar (SCB).

Enzimas (U/mL)
Microrganismos

EG CBH BGL XYN BXI  ARA  ARF XEG MAN AXE

A. clavatus 0,02 nd”™ nd. 1953 nd. nd nd. nd nd nd
A. awamori 0,01 n.d. n.d. 0,83 n.d. n.d. n.d. n.d. nd. n.d.
A. niveus 0,05 0,01 0,09 324 nd. 015 0,01 037 0,07 n.d.

A. brasiliensis 0,04 n.d. 003 031 001 004 nd 007 0,02 n.d.
A. terreus 0,07 0,06 0,03 946 nd. 003 nd. 021 0,01 0,01

A. flavus 0,02 0,03 002 0,25 nd. 001 nd. 003 nd 0,01

M. thermophilus 0,18 0,16 039 21,12 0,02 013 0,02 0,22 0,50 0,01
T. reesei RP698 020 001 004 1148 001 003 nd. 041 0,03 0,05
H. insolens 0,0 0,010 0,02 9,83 nd. 006 nd. 020 0,02 0,01
H. grisea 0,07 n.d. n.d. 0,12 n.d. n.d. n.d. n.d. 001 n.d.

"EG: endoglucanase; CBH: celobiohidrolase; BGL: B-glucosidase; XYN: xilanase; BXI: B-xilosidase; ARA: arabinanase;
ARF: arabinofuranosidase; XEG: xiloglucanase; MAN: mananase; AXE: acetil xilano esterase. “n.d.: ndo detectada.
Fungos cultivados em meio minimo suplementado com SCB1%, a 30 °C, 37 °C ou 40 °C, por 120 horas.

Fonte: Dados da autora.
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A Tabela 9 apresenta a producdo enzimatica de fungos cultivados em EC.
Assim como o cultivo em SCB, M. thermophilus foi o Unico microrganismo que
produziu todas as enzimas quando cultivadas em EC. Além disso, este fungo
apresentou o melhor nivel de EG (0,21 U/mL), CBH (0,14 U/mL), BGL (0,40 U/mL),
XYN (27,67 U/mL), BXI (0,03 U/mL), ARA (0,09 U/mL), ARF (0,17 U/mL), MAN (0,57
U/mL) e AXE (0,08 U/mL).

Embora H. insolens também tenha produzido todas as enzimas, seus niveis
foram muito baixos, exceto para XYN, que resultou na segunda melhor atividade
enzimatica com 12,67 U/mL.

Em segundo lugar, os fungos A. brasiliensis e A. flavus produziram todas as
holocelulases, exceto MAN e BXI, respectivamente. No entanto, os niveis de atividade
foram baixos quando comparados a M. thermophilus e T. reesei RP698.

O fungo T. reesei RP698 apresentou o melhor nivel de XEG (0,34 U/mL) e a
terceira melhor atividade de XYN (7,02 U/mL). A. awamori, A. clavatus, A. flavus, A.
terreus e H. grisea foram os piores produtores de acordo com a gama das atividades

enzimaticas obtidas.
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Tabela 9. Producéo de holocelulases pelos fungos filamentosos cultivados em Cana Energia (EC).

Enzimas (U/mL)
Microrganismos

EG CBH BGL XYN BXlI ARA ARF XEG MAN AXE

A. clavatus 0,03 n.d. 0,01 2,72 nd. 0,02 nd. 0,04 0,05 0,01
A. awamori 0,05 0,02 0,06 2,14 0,01 0,05 nd. 008 nd. 0,01
A. niveus 0,07 0,01 0,04 281 nd. 0,09 nd. 016 nd. 0,01
A. brasiliensis 005 001 003 1,86 0,01 0,05 0,01 015 nd. 0,01
A. terreus 0,0 0,02 0,02 082 nd. nd. 0,01 012 nd. 0,01
A. flavus 0,02 0,02 0,03 293 nd. 003 0,01 005 0,11 0,01
M. thermophilus 0,21 0,14 0,40 27,67 0,03 0,09 0,17 0,18 0,57 0,08
T. reesei RP698 0,15 n.d. 0,01 7,02 nd. 0,04 nd. 034 nd. 0,02
H. insolens 0,11 0,01 0,04 12,67 0,01 0,07 0,01 0,23 0,03 0,01
H. grisea nd. n.d. nd. 055 nd. 001 nd. 0,01 0,01 n.d.

‘EG: endoglucanase; CBH: celobiohidrolase; BGL: B-glucosidase; XYN: xilanase; BXI: pB-xilosidase; ARA: arabinanase; ARF:
arabinofuranosidase; XEG: xiloglucanase; MAN: mananase; AXE: acetil xilano esterase. " n.d.: ndo detectada.

Fungos cultivados em meio minimo suplementado com SCB 1%, a 30 °C, 37 °C ou 40 °C, por 120 horas.

Fonte: Dados da autora.
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4.2. Potencial de aplicacdo do extrato de enzimas fungicas no bagaco de cana-
de-aclUcar e na Cana Energia

Apoés a producédo de holocelulases, foi analisada a capacidade dos extratos
enzimaticos de hidrolisar SCB e EC in natura, ou seja, sem nenhum pré-tratamento
para disponibilizar melhor acesso aos componentes da parede celular pelas enzimas.
Optou-se por ndo realizar nenhum pré-tratamento, uma vez que este processo
acarreta um aumento do custo do produto.

Para tal, tornou-se necessario conhecer a composicdo das biomassas
lignocelulésicas utilizadas. Na Tabela 10 € possivel observar a composicao de lignina,
celulose e hemicelulose de SCB e EC, comparada com a variedade da cana comercial
SP80-3280. SCB e EC apresentaram baixo teor de lignina (6,5 e 8,0 %,
respectivamente) e altas quantidades de celulose (36,6 % para SCB e 39,4 % para

EC) e hemicelulose (39,2 % e 38,3 %, respectivamente).

Tabela 10. Composicéo do bagaco de cana-de-acucar (SCB), colmo de Cana Energia
(EC) e cana-de-acucar SP80-3280.

Composicéao (%)
Biomassa _ : Referéncia
Lignina Celulose Hemicelulose

Este
Bagaco de cana-de-acucar (SCB) 6,5 36,6 39,2
trabalho
_ Este
Cana Energia (EC) 8,0 39,4 38,3
trabalho
Cana-de-acucar SP80-3280 21,8 40,7 29,9 (123)

Fonte: Dados da autora.

Os experimentos de hidrélise foram conduzidos nas mesmas condi¢cfes das
dosagens das atividades enzimaticas; tampao acetato de sédio 50 mM, pH 5,0 e a
hidrélise foi incubada a 50 °C por 24 horas. Durante o experimento, foi realizado um
controle demonstrando que as biomassas nao apresentavam acucares redutores
(AR), resultando em 0,01 pmol.mL™* para SCB e 0,04 pumol.mL* para EC. Os dados

de liberacdo AR, apés aplicacdo dos extratos enzimaticos, estdo apresentados na
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Figura 8.

Foi observado que na hidrélise de SCB utilizando o extrato de M. thermophilus
produzido com EC, a liberacéo de AR foi 1,23 vezes maior (4,02 + 0,30 umol.mL?) do
que a liberada pelo extrato produzido com SCB (Figura 8A). Em contrapartida, os
extratos de T. reesei RP698 produzidos com SCB e EC apresentaram resultados de
hidrolise com menor liberacdo de AR. Mesmo assim, o extrato deste fungo crescido
em EC liberou 1,28 vezes mais AR (1,88 + 0,13 pmol.mL?) do que quando o
microrganismo foi cultivado em SCB (1,48 + 0,15 pmol.mL™?) (Figura 8A).

Quando o coquetel de M. thermophilus foi aplicado a sacarificacdo EC (Figura
88B) a liberacdo de AR foi quase a mesma (4,81 + 0,25 pmol.mL* para SCB e 4,55 +
0,61 umol.mL* EC), independentemente da fonte de carbono utilizada para obter o
coquetel enzimatico. Por outro lado, o extrato de T. reesei RP698 cultivado em EC
liberou 1,52 vezes mais AR (2,08 + 0,08 pmol.mL?) do que quando o fungo foi
cultivado em SCB (1,37 + 0,04 umol.mL™).

A liberacdo de AR pelas espécies de Aspergillus e Humicola foi quase
inexistente ou muito baixa (<1 pmol.mLt) (Figura 8), provavelmente devido ao fato de
as culturas desses fungos na SCB e EC nao favorecerem a producao de holocelulases
(Tabela 8 e Tabela 9).
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Figura 8. Aplicacdo de extratos enzimaticos produzidos por fungos filamentosos
crescidos em bagaco de cana-de-agucar (SCB) e Cana Energia (EC) na hidrélise de:

(A) SCB e: (B) EC.

A

Acucares redutores (umol/mL)
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Fonte: Dados da autora.
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4.3. Perfil da produgédo de enzimas pelos fungos filamentosos Mycothermus
thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em diferentes canas-de-agucar

Posteriormente ao teste de producdo de holocelulases, os fungos M.
thermophilus e T. reesei RP698 foram selecionados como os melhores fungos
produtores de holocelulases. Dessa forma, foi estudado o perfil de producgéo de: EG,
CBH, BGL, XYN, BXI, ARN, ARF, XEG, MAN e AXE ao longo de 5 dias de cultivo nas
mesmas condicdes anteriormente estudadas para a selecéo desses fungos e também
cultivados na variedade de cana-de-acucar SP80-3280, a qual € o alvo do projeto do
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia (INCT) do Bioetanol, com o qual este
trabalho foi vinculado.

A Figura 9 apresenta o perfil de holocelulases de M. thermophilus crescidas
em SCB, EC e SP80-3280. Em SCB (Figura 9A), as enzimas comecaram a ser
produzidas apés 24 horas de cultivo, exceto a AXE, que levou 48 horas para ser
produzida. Em geral, as enzimas apresentaram o mesmo padrdo de producdo ao
longo do tempo de cultivo, atingindo seu pico de atividade em 120 horas. No entanto,
o BXI atingiu o nivel mais alto de atividade em 48 horas (0,05 U/mL), com uma reducao
em sua atividade nas proximas 72 horas, atingindo o nivel mais baixo em 120 horas
(0,02 U/mL).

Em EC (Figura 9B), o perfil de producdo das holocelulases foi muito
semelhante, pois também iniciaram suas atividades com 24 horas, exceto a AXE, que
demorou 48 horas para ser produzida, assim como em SCB. A maioria das enzimas
atingiu seu pico de atividade em 120 horas, com excecao da BXI e da ARA, que foram
detectadas com 96 horas de cultivo. Em SP80-3280 (Figura 9C), o padrdo de
producédo foi 0 mesmo em relacdo ao inicio das atividades, ou seja, 48 horas para a
AXE e 24 horas para as outras enzimas.
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Figura 9. Heatmap do padrdo de producdo de holocelulases por Mycothermus
thermophilus cultivado em (A) SCB; (B) EC; (C) SP80-3280 por 5 dias.

Tempo (h)

A 24 48 72 96 120 Min Max
Endoglucanase 0.12 0.18
Celobiohidrolase 0.05 0.16
B-glucosidase 0.14 0.39
Xiloglucanase 0.05 0.22
Xilanase 1492 2112
B-xilosidase 0.02 0.05
Arabinofuranosidase 0.01 0.02
Arabinanase 0.05 0.13
Acetil xilano esterase 0 0.01
Mananase 0.14 0.50

5 Endoglucanase 0.13 0.21
Celobiohidrolase 0.01 0.14
B-glucosidase 0.12 040
Xiloglucanase 0.02 0.18
Xilanase 11.77  27.67
B-xilosidase 0.01 0.05
Arabinofuranosidase 0.01 0.17
Arabinanase 0.06 0.13
Acetil xilano esterase 0 0.08
Mananase 0.15 0.57

¢ Endoglucanase 0.17 0.26
Celobiohidrolase 0.03 0.10
B-glucosidase 0.13 0.25
Xiloglucanase 0.02 0.20
Xilanase 9.55 15.83
B-xilosidase 0.03 0.07
Arabinofuranosidase 0 0.01
Arabinanase 0.04 0.08
Acetil xilano esterase 0 0.08
Mananase 0.08 0.30

A escala de gradiente de cores representa os valores mais baixos (preto) e mais altos
(vermelho). Os valores minimos (Min) e maximos (Max) referem-se as atividades enziméaticas
em U/mL.

Fonte: Dados da autora.
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Dessa forma, BGL (0,40 U/mL), XYN (27,67 U/mL), ARF (0,17 U/mL), MAN
(0,57 U/mL) apresentaram maior atividade quando EC foi utilizada como fonte de
carbono com 120 horas de cultivo. Os melhores niveis de CBH (0,16 U/mL), XEG (0,22
U/mL) foram no cultivo com SCB, enquanto EG (0,26 U/mL) foi com SP80-3280,
também em 120 horas. O pico de atividade do BXI (0,05 U/mL) foi obtido em SCB (48
horas), EC (96 horas) e SP80-3280 (48 horas), enquanto o da ARA (0,13 U/mL) foi
obtido em SCB (120 horas) e EC (96 horas). Finalmente, a melhor atividade de AXE
(0,08 U/mL) foi obtida na SP80-3280 (72-96 horas) e na EC (120 horas).

A producéo de holocelulases de T. reesei RP698 ao longo de 5 dias de cultivo
em SCB, EC e SP80-3280 (Figura 10) mostrou resultados semelhantes ao obtido por
M. thermophilus, pois foi possivel observar os niveis enziméticos de todas as
holocelulases estudadas. No entanto, o padréo de producéo foi um pouco diferente.
Em SCB (Figura 10A), o inicio das atividades de EG, XEG, XYN, BXI, ARF, ARA,
AXE e MAN ocorreram em 24 horas, mas BGL e CBH apareceram com 72 horas de
cultivo. Com excecao da ARF (0,03 U/mL) que atingiu o pico de sua atividade em 24
horas, as demais holocelulases apresentaram o nivel mais alto em 120 horas. Apenas
EG (0,20 U/mL), XEG (0,41 U/mL) e XYN (11,48 U/mL) apresentaram atividades
significativas. Em EC (Figura 10B), a producéo enzimatica foi muito similar a quando
o microrganismo foi cultivado em SCB, em que apenas a ARF e o CBH néo
apresentaram atividade detectada (< 0,01 U/mL). Assim como em SCB, a EC mostrou
atividade significativa apenas de EG (0,15 U/mL), XEG (0,34 U/mL) e XYN (7,02 U/mL)
com 120 horas de cultivo. Em SP80-3280 (Figura 10C), as atividades de CBH, ARF
e AXE detectadas foram menores que 0,01 U/mL durante as 120 horas. BGL e BXI
apresentaram os niveis mais baixos de enzima de 0,01 U / mL. Assim como para SCB,
o cultivo de T. reesei RP698 com SP80-3280 apresentou apenas atividades
satisfatorias de EG (0,19 U/mL), XEG (0,46 U/mL) e XYN (8,93 U/mL).
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Figura 10. Heatmap do padréo de producéo de holocelulases por Trichoderma reesei

RP698 cultivado em (A) SCB; (B) EC; (C) SP80-3280 por 5 dias.

Tempo (h)

A 24 48 72 96 120 Min
Endoglucanase 0.01
Celobiohidrolase 0
B-glucosidase 0
Xiloglucanase 0.02
Xilanase 0.24
B-xilosidase 0
Arabinofuranosidase 0
Arabinanase 0.01
Acetil xilano esterase 0.01
Mananase 0.02

B
Endoglucanase 0.01
Celobiohidrolase 0
B-glucosidase 0
Xiloglucanase 0.01
Xilanase 0.26
B-xilosidase 0
Arabinofuranosidase 0
Arabinanase 0.01
Acetil xilano esterase 0.01
Mananase 0

C
Endoglucanase 0.01
Celobiohidrolase 0
B-glucosidase 0
Xiloglucanase 0.07
Xilanase 0.33
B-xilosidase 0
Arabinofuranosidase 0
Arabinanase 0.01
Acetil xilano esterase 0
Mananase 0

Max
0.20
0.01
0.04
0.41
11.48
0.01
0.01
0.03
0.05
0.06

0.15
0.001
0.01
0.34
7.02
0.01
0.003
0.04
0.05
0.18

0.19
0.005
0.01
0.46
8.93
0.01
0.003
0.04
0
0.07

A escala de gradiente de cores representa os valores mais baixos (preto) e mais altos
(vermelho). Os valores minimos (Min) e maximos (Max) referem-se as atividades enziméaticas

em U/mL.
Fonte: Dados da autora.
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4.4. Efeito da aplicacdo enzimética de coquetel de Mycothermus thermophilus e
Trichoderma reesei RP698 produzido em SP80-3280 na hidrdlise do bagaco da
cana, Cana Energia e cana SP80-3280

Apoés estudar a producdo de holocelulases por M. thermophilus e T. reesei
RP698 cultivados em SCB, EC e SP80-3280, os extratos com 120 horas de cultivo
foram avaliados quanto a capacidade de hidrolisar essas biomassas lignoceluldsicas.
Os resultados da liberagdo de AR, em pmol.mL%, podem ser vistos na Tabela 11.

O extrato de M. thermophilus cultivado em SP80-3280 apresentou um aumento
de 1,22 vezes na hidrélise de SCB (4,91 + 0,39 umol.mL! de AR) em relacédo ao
extrato EC (4,02 £ 0,30 umol.mL* de AR). Para a hidrélise SP80-3280, o melhor
extrato de M. thermophilus foi aquele em que o fungo cresceu em SP80-3280,
liberando 6,10 + 0,44 umol.mL! de AR. Assim, M. thermophilus cultivado em SP80-
3280 apresentou potencial para sacarificacdo de biomassa lignoceluldsica, uma vez
que os melhores resultados de hidrolise de SCB e SP80-3280 foram obtidos pela
aplicacao do coquetel enzimatico obtido nessas condi¢cdes. No entanto, vale ressaltar
gue a maior liberacdo de AR da EC ocorreu com o extrato cultivado em SCB (4,81 +
0,25 pmol.mL1).

Os resultados da sacarificacdo das diferentes canas-de-acucar foram bastante
satisfatorios; com extratos de T. reesei RP698 produzido em SP80-3280, a liberacdo
de AR foi de 2,20 + 0,14 pmol.mL™? (SCB) e 4,61 + 0,14 umol.mL™* (EC), 3,17 + 0,14
umol.mL! (SP80-3280). Entretanto, a maior liberacdo de AR da cana-de-aglcar
SP80-3280 foi com o extrato crescido em SCB (4,73 + 0,18 umol.mL™1).
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Tabela 11. Hidrolise do bagaco de cana-de-acucar (SCB), Cana Energia (EC) e cana
de acucar SP80-3280 com extratos obtidos por Mycothermus thermophilus e

Trichoderma reesei RP698 cultivados em SP80-3280.

Fonte de Liberacéo de aclcares redutores (umol.mL™?)

Microrganismo
carbono SCB EC SP80-3280*
M. thermophilus SCB 3,27 £ 0,62 4,81 +0,25 4,34 + 0,33
EC 4,02 +0,30 4,55+ 0,61 3,05+0,29
SP80-3280* 4,91+ 0,39 4,40 + 0,06 6,10 £ 0,44
T. reesei RP698 SCB 1,48 £ 0,15 1,37 £ 0,04 4,73+0,18
EC 1,88 +0,13 2,08 £ 0,08 1,56 £ 0,09
SP80-3280* 2,20+ 0,14 4,61+0,14 3,17+0,14

*Os demais resultados ja foram apresentados (Figura 8) e encontram-se na Tabela para fins

de comparacgéo
Fonte: Dados da autora.

Neste capitulo, nenhum pré-tratamento foi escolhido, uma vez que esse
processo implica em um valor agregado no produto e o objetivo foi avaliar a eficiéncia

de coquetéis enzimaticos em biomassa in natura.
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PARTE Il: SACARIFICACAO DE
DIFERENTES VARIEDADES DE CANA-
DE-ACUCAR POR COQUETEIS
ENZIMATICOS PRODUZIDOS POR
CULTURAS DE Mycothermus thermophilus
E Trichoderma reeseli RP698
SUPLEMENTADAS COM RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS: VALORIZACAO DE
COCULTIVO DE FUNGOS PARA
MELHORAR OS NIVEIS ENZIMATICOS
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4.5. Sacarificacdo de cana-de-acUcar a partir de extratos produzidos em

diferentes residuos

Para M. thermophilus (Tabela 12), a maior liberacdo de AR ocorreu com o
extrato produzido pelo cultivo do microrganismo em PM (6,73 + 0,64 umol.mL? de AR
para SCB; 6,93 + 0,75 ymol.mL* de AR para EC e 5,43 + 0,27 ymol.mL* de AR para
SP80-3280), seguido de SM (4,68 + 0,36 ymol.mL* de AR para SCB; 5,37 + 0,17
umol.mL de AR para EC e 5,21 + 0,16 ymol.mL"! para SP80-3280). Somente para a
hidrolise da cana-de-acucar SP80-3280 que nao houve diferenca significativa (P>
0,01) entre os dois extratos (PM e SM) utilizados. Estes resultados sdo melhores que
0os obtidos apds aplicacdo do extrato produzido pelo fungo cultivado em SCB,
melhorando a hidrélise em 2,06 vezes para SCB, 1,44 vezes para EC e 1,25 vezes
para SP80-3280. Nao houve liberacdo de AR apds aplicacdo do extrato produzido
com CC. Para a hidrolise de SCB, néo houve diferenca significativa (P >0,01) entre a
aplicacao de PA, BC, CE e PF, que apresentaram menores liberacédo de AR. Os piores
resultados para hidrélise de EC e SP80-3280 foram com PA (0,39 + 0,12 ymol.mL* e
0,63 + 0,14 ymol.mL* de AR, respectivamente).

Assim como M. thermophilus, para T. reesei RP698 (Tabela 12), o melhor
extrato foi o de PM para todas as canas testadas (4,69 + 0,44 pmol.mL* AR para SCB,
2,32 + 0,25 umol.mL* para EC e 4,93+0,33 umol.mL"! para SP80-3280), seguido pelo
extrato produzido a partir do crescimento em SM para as canas SCB e EC (3,77 =
0,31 ymol.mL* AR e 3,77 £+ 0,14 ymol.mL? de AR, respectivamente) e PF para a
variedade SP80-3280 (3,38 + 0,20 umol.mL* de AR). Os melhores resultados foram
3,17 vezes (SCB) e 2,75 vezes (EC) maiores que quando aplicado o extrato obtido
pelo cultivo em SCB. O pior resultado foi com o extrato de PA (0,40 + 0,10 pymol.mL*?
de AR). Os resultados da aplicacdo do coquetel de T. reesei RP698 cultivado com CC,

CE e BC foram significativamente menores (P <0,01) que PM e SM.
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Tabela 12. Sacarificacdo de SCB, EC e SP80-3280 pelos extratos enzimaticos de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei
RP698 produzidos em meio suplementado com diferentes residuos.

Acucar redutor (umol.mL™?)

Residuo Mycothermus thermophilus Trichoderma reesei RP698
SCB EC SP80-3280 SCB EC SP80-3280
Palha de arroz 0,38x0,19a* 0,39+0,12a 0,63x0,14a 0,39+0,09a 0,40x0,10a 0,36%0,02a
Casca de café 0 0 0 2,18+0,15b 1,55+0,25b 1,48+0,25b
Bagaco de cevada 0,52+0,25a  0,85+0,06ab 2,22+0,25b 0,69+0,16ac 1,10+0,28b 1,50+0,14b
Casca de eucalipto 0,73+0,17a  0,89+0,15ab 1,19+40,29a 1,24+0,27cf 1,28+0,28b 1,76x0,24b
Palha de feijao 0,73%0,23a 1,33+0,12b 3,22+0,55¢c 2,52+0,31b 2,46+0,22c 3,38%0,20c
Palha de milho 6,73%0,64b 6,9310,75c 5,43+0,27d 4,69+0,44d 2,32+0,25c 4,93+0,33d
Sabugo de milho 4,68+0,36¢C 5,37+0,17d 5,21+0,16d 3,77+0,31e 3,77+0,14d 1,57+0,21b
Bagaco de cana-de-acucar** 3,27+0,62d 4,81+0,25e 4,34+0,33e 1,48+0,15f 1,37+0,04b 4,73+0,18d

"Letras semelhantes na coluna néo indicam diferencas significativas (P>0,01).

** Estes resultados ja foram apresentados (Figura 8) e encontram-se na Tabela para fins de comparagéo.

Fonte: Dados da autora.
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Como observado na Tabela 12, as melhores hidrolises das paredes celulares
das canas estudadas ocorreram com o0s extratos produzidos em PM e SM. Com os
residuos selecionados foi estudada a producdo de EG, CBH, BGL, XYN, BXI, ARA,
ARF, XEG e AXE a partir do crescimento de M. thermophilus e T. reesei RP698.

Os coquetéis de fungos obtidos de PM e SM mostraram uma grande
guantidade dessas enzimas presentes (Tabela 13). As maiores atividades de EG
(0,37 £ 0,10 U/mL), XYN (40,14 £ 2,23 U/mL) e XEG (2,20 = 0,21 U/mL) foram obtidas
pelo cultivo de T. reesei RP698 em PM. Ja o cultivo de M. thermophilus em PM
apresentou melhores niveis enzimaticos de CBH (0,15 + 0,01 U/mL), BGL (0,23 £ 0,02
U/mL) e AXE (0,06 £ 0,02 U/mL). O nivel de ARA mais alto foi obtido pelo crescimento
de M. thermophilus em SM (0,18 + 0,03 U/mL). M. thermophilus e T. reesei RP698
crescidos em PM e SM néo foram capazes de produzir BXlI e ARF. Na Tabela 13 é
possivel observar que as enzimas apresentaram melhores niveis enzimaticos quando

os fungos foram crescidos em PM.
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Tabela 13. Producédo enzimatica pelos fungos Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em palha de milho (PM) e

sabugo de milho (SM).

Enzimas (U/mL)

Extrato
EG* CBH BGL XYN BXI XEG ARF ARA AXE

Trichoderma reesei RP 98

PM 0,37+0,20 0,08+0,01 0,12+0,02 40,14+2,23 0,01+ 0,00 2,20+0,21 0,09+0,01 0

SM 0,21+0,03 0,01+0,00 0,01+0,00 22,73 +2,37 0 1,04+0,08 0,11 + 0,04 0
Mycothermus thermophilus

PM 0,18+0,03 0,15+0,01 0,23+0,02 4,17+0,37 0,01+ 0,00 0,22 +0,05 0 0,05+0,02 0,06+0,02

SM 0,10+0,01 0,05+0,01 0,18+0,02 6,28+0,51 0,01+ 0,00 0,40+0,10 0 0,18 +0,03 0,06 +0,00

*EG = endoglucanase; CBH = celobiohidrolase; BGL = B-glucosidase; XYN = xilanase; BXI = B-xilosidase; XEG = xiloglucanase; ARF =

arabinofuranosidase; ARA = arabinanase; AXE = acetil xilano esterase.
Fonte: Dados da autora.
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4.6. Temperatura de crescimento e ensaios de atividade inibitdria

Para escolher a temperatura de crescimento mais adequada para ambas as
espécies no cocultivo foram consideradas as caracteristicas fisiolégicas dos fungos T.
reesei RP698 (mesofilico) e M. thermophilus (termofilico), em culturas concomitantes,
sendo estes cultivados a 30, 35 e 40 °C.

M. thermophilus apresentou a menor taxa de crescimento em todas as
temperaturas testadas em comparacdo com T. reesei RP698 (Tabela 14). Nao houve
diferenca significativa (P> 0,05) para a taxa de crescimento de T. reesei RP698 a 30
e 35 °C, mas foi mais lenta a 40 °C. Para M. thermophilus, o crescimento a 30 °C foi
significativamente mais lento (P< 0,05) do que a 35 °C e 40 °C. Nao foi testada
temperatura superior a 40 °C, devido a diminuicdo da taxa de crescimento do fungo
mesofilico T. reesei RP698, que poderia acarretar dificuldade para o cocultivo dos

microrganismos estudados.

Tabela 14. Relacédo de crescimento de Trichoderma reesei RP698 e Mycothermus
thermophilus em diferentes temperaturas (mm?2d-2).

Temperatura
30 °C 35°C 40 °C
Trichoderma reesei RP698 6,92 + 0,52a* 6,25 + 0,25a 4,92 +£0,72b
Mycothermus thermophilus 0,33 +£0,29a 1,79 £ 0,26b 2,33+ 0,38b

* Letras semelhantes na linha indicam que n&o ha diferenca significativa (P< 0,05).
Fonte: Dados da autora.

Espécies

A Figura 11 apresenta o ensaio de confronto dos microrganismos nas
diferentes temperaturas testadas. Devido ao pouco crescimento de M. thermophilus a
30 °C, foram testadas as temperaturas de 35 e 40 °C para o cocultivo dos
microrganismos. Em relagdo ao ensaio de duplo-confronto, ndo foi observada
atividade inibitéria nas temperaturas testadas, embora tenha havido uma dominancia

de T. reesei RP698 a 30 °C, devido ao seu crescimento mais rapido.
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Figura 11. Ensaio de confronto com Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei
RP698 a: 30 °C (A), 35 °C (B) e 40 °C (C).

T. reesei g T. reesei

Fungos crescido em meio BDA, por 7 dias.
Fonte: Dados da autora.

4.7. Cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 para

hidrélise de cana-de-acucar

Avaliou-se o cocultivo entre M. thermophilus (fungo termofilico) e T. reesei
RP698 (fungo mesofilico) em PM e SM, os quais como demonstrado anteriormente
foram os extratos que apresentaram melhores resultados individuais de hidrélise das
canas SCB, EC e SP80-3280. As producbes enziméaticas foram testadas a partir do
cocultivo nas temperaturas de 35 e 40 °C, pois sob essas condi¢cfes ha crescimento
de ambos os fungos, como discutido anteriormente. Em seguida, realizou-se a
sacarificacdo de SCB, EC e SP80-3280 com extratos enzimaticos produzidos a partir
dos referidos cultivos (Tabela 15).

Para SCB, a melhor hidrélise foi com o cocultivo de M. thermophilus e T. reesei
RP698 em SM a 40 °C (7,87 + 0,10 ymol.mL* de AR), melhorando 1,68 vezes a
hidrolise em relacdo a M. thermophilus e 2,09 vezes melhor que T. reesei RP698
guando esses fungos foram cultivados em SM individualmente (Tabela 12). Embora
0 cocultivo em SM a 40 °C tenha apresentado o melhor resultado, ndo houve diferenca
significativa (P >0,01) entre este cocultivo e a hidrélise enzimatica apos aplicacao do
extrato obtido pelo cocultivo em PM e SM a 35 °C (7,27 + 0,33 pymol.mL* de AR e 6,52

+ 0,50 umol.mL™? de AR, respectivamente). O resultado menos expressivo foi com PM
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(4,23 £ 0,69 ymol.mL? de AR) a 40 °C, pois houve diminuicdo na liberacdo de RS
guando comparado a hidrdlise individual de fungos (Tabela 12).

Para EC, a maior liberacdo de AR ocorreu apos aplicacao do extrato obtido do
cocultivo em PM a 35 °C (Tabela 15), sendo que houve uma melhora de 1,75 vezes
na quantidade de AR liberada (12,11 £ 0,46 ymol.mL"!) quando comparado aos extrato
de M. thermophilus (6,93 + 0,75 pymol.mL) nesse mesmo residuo e 5,22 vezes maior
que o extrato de T. reesei RP698 em PM (2,32 + 0,25 uymol.mL?) (Tabela 12). As
coculturas no SM a 35 e 40 °C (7,30 + 0,67 pmol.mL? e 6,07 + 0,14 umol.mL* de AR)
também apresentaram maiores niveis de AR liberados quando comparadas as
hidrélises com os extratos individuais de M. thermophilus (5,37 + 0,17 ymol.mL 1) e T.
reesei RP698 (3,77 £ 0,14 ymol.mL™1).

Para SP80-3280 (Tabela 15), assim como para EC, o melhor resultado foi a
hidrélise do cocultivo em PM a 35 °C (9,27 + 0,49 ymol.mL? de AR) que melhorou
1,71 vezes quando comparado com o cultivo individual de M. thermophilus no mesmo
residuo e 1,88 vezes para T. reesei RP698 (Tabela 12). Nao houve diferenca
significativa (P> 0,01) entre o cocultivo em PM e SM a 40 °C (7,13 £ 0,08 pmol.mL'e
7,20 + 0,24 ymol.mL* de AR, respectivamente) e o cocultivo em SM a 35 °C (6,25 +
0,67 umol.mL! de AR).

Tabela 15. Hidrolise enziméatica da cana-de-acUcar a partir do cocultivo de
Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em palha de milho (PM) e
sabugo de milho (SM).

Acucares redutores (umol/mL)
Residuo  Temperatura (°C)

SCB EC SP80-3280
PM 35 7,27 + 0,33a* 12,11 +0,46a 9,27 +0,49a
PM 40 4,23 + 0,69b 4,09 +0,91b 7,13 £ 0,08b
SM 35 6,52 + 0,50a 7,30+ 0,67c 6,25+ 0,67b
SM 40 7,87 £ 0,10a 6,07 = 0,14bc 7,20 £ 0,24b

* Letras semelhantes na coluna n&o indicam diferencas significativas (P> 0,01).
Fonte: Dados da autora.

Na Tabela 16 é possivel observar a producdo enzimatica dos residuos que
apresentaram os melhores resultados de hidrolise da cana-de-agucar. Ao comparar a
producéo individual com as coculturas (Tabela 13), foi possivel analisar a produgéo

de enzimas que nao foram previamente produzidas, como BXI, ARF e AXE para T.
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reesei RP698 tanto para PM, quanto para SM, nas duas temperaturas testadas do
cocultivo.

Jé para o M. thermophilus, apenas a ARF aparece como novidade em todas as
condicdes testadas para o cocultivo nos diferentes residuos. Além disso, foi possivel
concluir que EG teve sua atividade reduzida tanto para PM quanto SM. CBH houve
um aumento de atividade a partir do cocultivo em SM, assim como BGL. XYN se

manteve constante em SM, porém houve uma reducéo de atividade em PM.
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Tabela 16. Extratos enzimaticos do cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 produzidos em meio
suplementado com PM e SM a 35 e 40 °C.

Enzimas (U/mL)
EG CBH BGL XYN BXI XEG ARF ARA AXE
PM (35°C) 0,22 +0,01 0,09 +0,00 0,21 +0,01 13,60+ 1,33 0,09+0,02 2,29 +0,08 0,02 +0,00 0,02 +0,00 0,04 0,00
SM (35°C) 0,12 +0,02 0,06 £0,01 0,17 £0,01 22,95+0,61 0,02+0,00 0,23+0,14 0,02+0,01 0,23 +0,04 0,01+0,00
PM (40 °C) 0,26 £ 0,01 0,06 +0,00 0,18 +0,01 2,98+0,67 0,06+0,01 0,44+0,10 0,01+0,00 0,09+0,01 0,02 0,00
SM (40 °C) 0,19+0,02 0,19+0,01 0,26 +0,05 10,84 +0,60 0,06 +£ 0,01 0,22 +0,00 0,01 +0,00 0,09 +0,02 0,01 +0,00

*EG = endoglucanase; CBH = celobiohidrolase; BGL = B-glucosidase; XYN = xilanase; BXI| = B-xilosidase; XEG = xiloglucanase; ARF =
arabinofuranosidase; ARA = arabinanase; AXE = acetil xilano esterase.
Fonte: Dados da autora.

Extrato
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4.8. Mudancas morfolégicas e estruturais no bagaco de cana-de-agucar, Cana
Energia e cana-de-acUcar SP80-3280 apds aplicagcdo do coquetel produzido por
cocultivo em palha de milho

Considerando que os melhores resultados de sacarificacdo foram obtidos a
partir da aplicagao do extrato bruto produzido pelo cocultivo de M. thermophilus e T.
reesei RP698 (35 °C), em meio liquido minimo contendo palha de milho, foi realizada
uma microscopia eletrénica de varredura (MEV) do material vegetal antes e apos a
acao do coquetel enziméatico para avaliacdo da degradacédo da parede celular de SCB,
EC e SP80-3280 (Figura 12).

As micrografias das canas in natura antes da aplicacdo do coquetel mostraram
estruturas das biomassas lignocelulésicas: SCB (Figura 12A), EC (Figura 12C) e
cana-de-acucar SP80-3280 (Figura 12E) compactas, ordenadas, uniformes e lisas.

As fibras sdo constituidas por faixas paralelas cobertas por particulas
superficialmente que podem ser extrativos, como ceras, por exemplo. Devido a acéo
do coquetel de enzimas, é possivel observar maior desfibrilacdo das canas em estudo
(Figura 12B, D e F), uma vez que a area superficial das fibras foi modificada,
adquirindo um aspecto mais aspero quando comparada com as fibras do material in
natura. O rompimento das fibras, mostrou a desorganizacdo e o0 aumento da
porosidade da estrutura da lignocelul6sica. No entanto, parte da estrutura fibrilar foi

mantida, revelando a necessidade de otimizacao das condi¢cfes de hidrdlise.
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Figura 12. Microscopia eletrénica de varredura da cana-de-acgucar antes (A, Ce E) e
apos (B, D e F) tratamento enzimético. (A e B) bagaco de cana (SCB); (C e D) Cana
Energia (EC); (E e F) cana-de-agucar SP80-3280.

EHT= 2000kV  Mag= 500KX Detector = SE1

B

>

EHT=2000kV Mag=- 500KX  Detector = SE1 ‘ =2 Mag= 500KX  Detector = SEf

BBV Mag= 500KX  Detector = SE1

Aumento de 5000X.
Fonte: Dados da autora.
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4.9. Analises termogravimétricas do bagaco da cana-de-acucar, Cana Energia e
cana SP80-3280 hidrolisadas por coquetel obtido a partir do cocultivo de

Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em palha de milho

As mesmas amostras analisadas por MEV foram submetidas a analise
termogravimétrica (TGA) (Figura 13). Todas as amostras, in natura e apoés a hidrolise,
apresentaram perfis de TGA semelhantes aos trés passos da decomposicao. A perda
de massa inicial ocorreu abaixo de 100 °C, o que esté relacionado a liberagéo de agua.
A segunda etapa de decomposicao, entre 200 e 350 °C, corresponde a perda de
massa relacionada a decomposicdo de hemicelulose, celulose e lignina. O dltimo
passo, entre 320 e 350 °C, corresponde a degradacao final da lignina. O teor de cinzas
é o residuo final.

As amostras de SCB, EC e SP80-3280 in natura apresentaram maiores teores
de massa na segunda etapa de decomposicao (3,022 mg, 3,587 mg e 3,162 mg,
respectivamente, indicado pelas setas vermelhas (Figura 13A, C e E).

A hidrélise enzimética causou alteragbes no material lignocelulésico, que
corroboram com os resultados prévios apresentados. Provavelmente, isso se deve a
um menor teor de celulose e hemicelulose apds a hidrélise, o que pode ser
evidenciado por uma menor porcentagem de perda de massa correspondente a essa
fracdo do material no TGA (2,546 mg para SCB, 3,374 mg para EC e 2,010 mg para
SP80-3280) (Figura 13B, D e F).
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Figura 13. Analise termogravimétrica da cana-de-acgucar antes (A, C e E) e apos (B,
D e F) tratamento enziméatico. (A e B) bagaco de cana (SCB); (C e D) Cana Energia
(EC); (E e F) cana-de-acucar SP80-3280.
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Trés eventos de perda de massa sdo claramente distintos: liberacdo de umidade (seta preta),
decomposicdo da hemicelulose, celulose e lignina (seta vermelha) e degradacédo final da

lignina (seta cinza).
Fonte: Dados da autora.
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PARTE 1 CARACTERIZACAO
BIOQUIMICA DO COQUETEL OBTIDO
PELO COCULTIVO DE Mycothermus
thermophilus E Trichoderma reesei RP698
EM PALHA DE MILHO
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4.10. Producao do coquetel enzimatico em Biorreator BioFlo 310

A producéo do coquetel enzimético a partir do cocultivo de M. thermophilus e
T. reesei RP698 em PM em biorreator foi realizada com o intuito de se obter maior
guantidade das enzimas responsaveis pela degradacdo da parede celular das
diferentes canas estudadas (SCB, EC e SP80-3280). O cultivo foi realizado durante 5
dias e a producgdo enzimética ao longo destes dias e o perfil enzimético pode ser visto
na Figura 14.

Figura 14. Analise das enzimas obtidas a partir da producdo do coquetel em
biorreator.

Tempo (h)

24 48 72 96 120 Min Max
Endoglucanase 0.29
Celobiohidrolase 0.15
B-glucosidase 0 0.32
Xiloglucanase 0.02 0.39
Xilanase 0 43.66
B-xilosidase 0 0.39
Arabinofuranosidase 0 0.13
Arabinanase 0.03 0.35
Acetil xilano esterase 0 0.07
B-galactosidase 0 0.02
Poligalacturonase 0.04 0.07
Feruloil esterase 0.14 10.21

A escala de gradiente de cores representa 0s valores mais baixos (preto) e mais altos
(vermelho). Os valores minimos (Min) e maximos (Méx) referem-se as atividades enzimaticas
em U/mL.

Fonte: Dados da autora.

Nas primeiras 24 horas de cultivo houve a producéo de xiloglucanase (XEG),
arabinanase (ARA), poligalacturonase (PGase) e feruloil esterase (FAE). Com 48
horas de cultivo, houve a secre¢do de endoglucanase (EG), B-glucosidase (BGL),

xilanase (XYN), B-xilosidase (BXI) e arabinofuranosidade (ARF). Com 72 horas, houve
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a producao de acetil xilano esterase (AXE) e p-galactosidase (BGAL). Sendo assim,
ao final das 120 horas de cultivo, foi possivel obter uma gama de celulases e
hemicelulases, com atividades bastante satisfatorias. Comparando os resultados da
producdo em biorreator com a producao em frascos (Parte Il, Tabela 16), houve uma
melhora na atividade de todas as enzimas, com excec¢ao da XEG, em que 0s niveis
enzimaticos diminuiram de 2,29 U/mL para 0,39 U/mL.

Além da producdo enzimatica, o coquetel foi avaliado em relagdo a sua
producéo de proteinas (Figura 15). Em 24 horas de cultivo, a producéo de proteinas
foi baixa, mas ao longo dos dias houve um aumento da concentracdo proteica,

alcancando o seu pico com 120 horas com 330 ug de proteinas/mL.

Figura 15. Secrecdo proteica obtida a partir do cocultivo de Mycothermus
thermophilus e Trichoderma reesei RP698 crescidos em palha de milho em biorreator
do tipo tanque agitado.
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Fonte: Dados da autora.

A andlise de sacarificacdo das canas em relagcdo ao tempo de cultivo em
biorreator do coquetel enzimatico (Figura 16) mostrou que em 24 horas ndo ha
liberacdo de acucares redutores (AR), 0 que pode ser explicado pela baixa atividade
enzimatica encontrada no coquetel (Figura 14). Para SCB (Figura 16), foi possivel

observar que apds a aplicacdo do coquetel enzimético a liberacdo de AR € quase nula
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ao longo das primeiras 72 horas de cultivo; com o extrato de 96 horas ha o inicio da
sacarificacdo enzimatica da cana, mas somente com o cultivo 120 horas houve
méaxima liberacdo de AR. Este resultado € 1,5 vezes maior que a quantidade de AR
obtida a partir do coquetel produzido em frascos (Parte Il, Tabela 15).

Para EC e SP80-3280 (Figura 16), o padrdo de sacarificacdo € bem parecido.
Com o extrato de 48 horas ja ha uma liberacdo de AR, que foi aumentando
progressivamente com o tempo. Para EC, os extratos de 96 horas e 120 horas
apresentam a mesma capacidade de sacarificacdo, liberando 11,10 pmol.mL de AR.
Este valor de AR é 10% menor (12,11 + 0,46 pmol.mL?) que o coquetel obtido em
frasco (120 horas) (Parte Il, Tabela 15). Para SP80-3280, com o extrato de 120 horas
houve um aumento de 1,43 vezes da quantidade de AR disponivel, quando
comparado com o cultivo em frascos Erlenmeyers nas mesmas condigoes,
alcancando um pico de liberacédo de 13,26 + 0,70 pmol.mL* AR. Desta maneira, optou-
se por otimizar o coquetel obtido a partir do Biorreator BioFlo 310 com 5 dias de cultivo,
uma vez que testes com tempos de cultivo acima dos testados demandariam um

aumento de gastos na producéo final do coquetel.

Figura 16. Sacarificacdo enzimatica das canas SCB, EC e SP80-3280 pela aplicacéo
do coquetel obtido a partir do cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 crescidos
em palha de milho em biorreator do tipo tanque agitado.
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Fonte: Dados da autora.
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4.11. Caracterizacao das condi¢cdes do coquetel enzimético na sacarificacao de
bagaco de cana-de-acucar, Cana Energia e cana SP80-3280

Com o intuito de aumentar a degradacdo da parede celular, o coquetel
enzimatico proposto foi otimizado em relagcdo a temperatura, pH de hidrolise e
porcentagem de proteina (mg de proteina/100 mg de biomassa) para cada uma das
trés canas estudadas. Ja para o estudo das diferentes concentracdes de proteinas, o
coquetel foi concentrado para diminuir o volume de trabalho e aumentar a quantidade
de proteina do mesmo. ApGs essas andlises, com a melhor concentracao proteica do
coquetel, foi averiguado o melhor tempo de hidrolise, diferentes porcentagens
biomassa e o efeito dos surfactantes: Tween —20; Tween —80; e Triton X-100, na
sacarificacdo enzimatica.

Para a determinacdo das melhores condi¢fes de hidrolise das diferentes canas,
o coquetel foi incubado em diferentes condic¢des: (i) temperaturas que variaram de 45
a 70 °C, com variacdo de 5 °C; (ii) pH, na faixa de 4,0 a 7,0 e (iii) carga proteica do
coquetel de 1 a 15 mg a cada 100 mg de biomassa (Figura 17).

A Figura 17A apresenta os dados de liberacdo de AR ap6s a aplicacdo do
consércio enzimatico nas canas em diferentes temperaturas. Neste experimento, o
coquetel foi aplicado com a concentracdo de 1 mg de proteina por 100 mg de
biomassa, 3 % de biomassa, tampao acetato de sédio 50 mM, pH 5,0, durante 24
horas. Os melhores resultados de hidrélise ocorreram a 50 °C, temperatura em que
houve a maior quantidade de acUcares liberados. Para EC e SP80-3280 houve
liberacdo de 12,05 + 0,66 umol.mL* de AR e 12,81 + 0,83 umol.mL™, respectivamente.
Enquanto que para SCB, a liberacao foi 1,40 vezes menor que para as demais canas
(8,70 £ 0,56 umol.mL* de AR). Com o aumento da temperatura de hidrélise, houve
uma diminuicdo da sacarificacdo enzimatica, 2,05 + 0,43 a 7,09 + 0,32 umol.mL™ de
AR para SCB, de 4,90 + 0,39 a 8,05 + 0,97 umol.mL? de AR para EC e 4,37 £+ 0,64 a
10,43 + 0,59 umol.mL* de AR para SP80-3280.

A Figura 17B ilustra o efeito do pH na liberacdo de AR. Apds fixada a
temperada de 50 °C, que apresentou os melhores resultados de hidrdlise, foi realizado
0 experimento com a mesma carga proteica, porém em diferentes pH. O coquetel
enzimatico obtido do cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 apresentou

melhor hidrélise das canas em pH mais acidos, sendo que para as canas comerciais
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SCB e SP80-3280 o melhor pH foi 4,0, enquanto para EC foi 4,5. Nao houve diferenca
significativa (P >0,01) entre as hidrolises conduzidas em pH 4,5 e 6,0 para EC, sendo
os melhores resultados de liberacdo de acucares, 14,57 + 0,64 e 14,38 + 1,14
umol.mL! de AR, respectivamente. Assim como para EC, a sacarificacdo de SP80-
3280 apresentou elevados niveis de agucares liberados (14,31 + 0,64 umol.mL de
AR). Entretanto, tal resultado foi obtido com a aplicacdo do coquetel em pH 4,0. O
segundo melhor resultado de hidrdlise, foi com a SCB em pH 4,0, liberando 12,30 +
0,85 pumol.mL* de AR.

Determinadas as condi¢cGes de aplicacdo do coquetel a 50 °C e pH 4,0 para
SCB e SP80-3280 e pH 4,5 para EC, foi testado o efeito de diferentes cargas proteicas
do coquetel na hidrélise das canas estudadas. A Figura 17C ilustra o efeito da carga
proteica, em mg de proteina por 100 mg de biomassa lignoceluldsica, na sacarificacéo
enzimatica das canas SCB, EC e SP80-3280. O melhor resultado de sacarificacao foi
para EC, com liberacéo de 26,30 + 0,47 pmol.mL* de AR com uma carga de 12 % de
proteina do coquetel.

Para SCB e SP80-3280, ndo houve diferenca significativa (P> 0,01) entre a
aplicacdo do coquetel com carga de 12 e 15 % de proteinas na liberacdo de AR.
Entretanto, para SCB houve uma maior hidrolise quando aplicado 12 mg de proteina
por 100 mg de biomassa (24,82 + 1,58 umol.mL! de AR), enquanto que para SP80-
3280 o melhor resultado foi com 15 % de carga proteica do coquetel (23,45 + 1,12
umol.mL! de AR). Uma vez que ndo houve diferenca entre as concentracdes de
proteinas aplicadas na hidrolise de SCB, EC e SP80-3280, optou-se por dar

continuidade nos experimentos de otimizacdo com a menor a carga proteica (12 mg).
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Figura 17. Caracterizacdo do coquetel enzimatico em relacéo a: (A) temperatura; (B)
pH e (C) carga de proteinas na sacarificacdo das canas SCB, EC e SP80-3280.
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Fonte: Dados da autora.
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A Figura 18 apresenta o efeito do coquetel enzimatico em diferentes tempos
de hidrélises, porcentagem de biomassa e influéncia de surfactantes na liberacéo de
AR na sacarificagdo de SCB, EC e SP80-3280. Para determinagdo desses
parametros, os experimentos foram conduzidos nas condi¢des ja padronizadas e
estabelecidas. Sendo assim, as hidrélises ocorreram a 50 °C, com 0,12 mg de proteina
por mg de biomassa, em pH 4,0, para SCB e SP80, e pH 4,5 para EC. Inicialmente, a
quantidade de biomassa utilizada foi de 3 % de biomassa, uma vez que a hidrélise
teve o volume fixado em 1 mL.

Para SCB, a melhor liberacdo de AR ocorreu com 24 horas de hidrélise (24,82
+ 1,58 umol.mL™?) (Figura 18A), sendo este tempo utilizado nos demais experimentos.
Em relacdo a diferentes concentracdes de biomassa, foi observado que com o
aumento da quantidade de SCB houve maior liberagdo de AR. Desta maneira, a
melhor sacarificagdo aconteceu com 4 % de biomassa, liberando 40,40 + 2,82
umol.mL* de AR (Figura 18B). Nao foram testadas maiores quantidades de biomassa
devido a necessidade de alta carga proteica do coquetel para aplicagdo. Portanto, a
qguantidade de biomassa fixada para a continuidade dos experimentos com SCB foi
de 4 %. Para esta mesma biomassa, ndo houve diferenca significativa (P> 0,01) entre
a aplicacédo do coquetel sem adicéo de surfactantes e com Triton X-100 (Figura 18C).
Entretanto, a maior liberacdo de AR ocorreu na auséncia deste aditivo. A adicdo de
Tween -80 e Tween -20 gerou um efeito inibitorio da agdo enzimética, reduzindo de
13 a 19 % a quantidade AR liberados, respectivamente.

Para EC, ndo houve diferenca significativa (P> 0,01) entre os tempos de 2 a 5
dias de hidrélise (Figura 18A), entretanto a melhor liberacdo de AR foi obtida com 48
horas de hidrélise (30,33 + 1,39 pmol.mLt), tempo utilizado na continuidade dos
experimentos. Da mesma forma, o aumento da quantidade de biomassa favoreceu a
sacarificacdo da biomassa (Figura 18B), sendo que os melhores resultados foram
obtidos com uma carga entre 3 e 4 % de biomassa (30,33 + 1,39 e 31,40 + 2,63
umol.mL! de AR, respectivamente). Como ndo houve diferenca significativa (P> 0,01)
entre as duas quantidades de biomassa utilizada, optou-se por trabalhar com a menor
biomassa possivel. Assim como para SCB, a adi¢do de surfactantes ndo-ionicos teve
uma influéncia negativa na liberacdo de AR na hidrélise enzimatica da parede celular
de EC (Figura 18C). O efeito inibitério do coquetel reduziu de 9 a 51 % a liberagdo de
AR apos o acréscimo de Tween -80 e Triton X-100, respectivamente.
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Figura 18. Caracterizacdo do coquetel enzimatico em relacdo a: (A) tempo de
hidrélise; (B) porcentagem de biomassa e (C) influéncia de surfactantes na liberacéo
de acucares redutores das canas SCB, EC e SP80-3280.
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Para SP80-3280, os piores resultados de liberacdo de AR foram periodos
menores de hidrélise, ndo havendo diferenca significativa entre 24 e 48 horas (P>
0,01), da mesma forma nao houve diferenca entre 4 e 5 dias (Figura 18A). Entretanto,
o tempo de 98 horas de hidrélise mostrou a melhor sacarificacdo da biomassa,
liberando 33,18 + 1,04 umol.mL! de AR, sendo este tempo fixado para a continuidade
dos experimentos. Assim como para SCB e EC, o aumento da carga desta cana teve
um efeito positivo na eficiéncia do coquetel enzimatico (Figura 18B), mostrando que
€ possivel hidrolisar maiores quantidades de biomassa utilizando a mesma carga
proteica. O melhor resultado de hidrélise de SP80-3280 foi com 3 % de biomassa
(33,18 + 1,04 umol.mL* de AR). Todavia nédo houve diferenca significativa (P> 0,01)
quando comparado com maior quantidade de biomassa para hidrélise (4%), porém a
liberacdo de AR foi 4 % menor (31,83 + 2,65 pmol.mL?) do que quando utilizado 3 %
de SP80-3280. Como observado para as demais canas, a adicdo de Tween-80,
Tween-20 e Triton X-100 apresentou um efeito negativo na liberacdo de agucares,
uma vez que houve uma drastica reducéo da quantidade de AR liberados, de 33,18 +
1,04 pmol.mL* para 19,07 + 0,22 pmol.mL! (Figura 18C).

Como foi observado na Figura 17 e Figura 18, cada biomassa possui uma
condicdo especial de aplicacdo do coquetel. Para todas as canas, a temperatura de
hidrolise foi de 50 °C, com carga de 12 mg de proteinas por 100 mg de biomassa.
Para SCB, foi determinada melhor condigdo com 4 % de biomassa, pH 4,0, e 24 horas
de hidrdlise. Para EC, os melhores resultados indicam que deve ser utilizado 3% de
biomassa, pH 4,5 e 48 horas de hidrolise. J& para a cana-de-acucar SP80-3280,

recomenda-se trabalhar com 3 % de biomassa, pH 4,0 e 96 horas de hidrolise.

4.12. Andlise dos acucares liberados apés a hidrolise das diferentes canas-de-

acucar por Cromatografia de camada delgada (TLC)

A Figura 19 apresenta os perfis de concentracdes de acucares liberados
durante a hidrélise enzimatica de SCB, EC e SP80-3280 apds a otimizacdo das
condicbes de aplicagdo do coquetel obtido do cocultivo dos fungos estudados
crescidos em PM. Foram determinadas as seguintes condi¢cbes de aplicacdo do
coquetel para uma maior eficiéncia de hidrolise: 50 °C, pH 4,0 a 4,5, concentracéo de

0,12 mg de proteinas por mg de biomassa seca, carga de sélidos totais entre 3 e 4 %,
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durante 24 horas para SCB, 48 horas para EC e 96 horas para SP80-3280. Foram
calculadas as quantidades de cada enzima aplicada durante a hidrolise, isto ocorreu
com base no volume de coquetel utilizado devido a carga de proteina presente no
mesmo. Desta maneira, nas condi¢des determinadas foram aplicadas: 217 U de EG;
120 U de CBH; 191 U de BGL; 5730 U de XYN; 105 U de BXI; 275 U de XEG; 12 U
de AXE; 83 U de ARF; 50 U de ARA; 25 U de BGAL; 1 U de PGase e 1065 U de FAE
por g de biomassa seca.

Figura 19. Cromatografia de camada delgada da liberacdo de acucares apos: 96
horas (SP80-3280); 24 horas (SCB) e 48 horas (EC) de hidrélise enzimatica.

Xilose

Glucose
Xilobiose

Celobiose

SP80 S!B EC

Biomassa

Foram utilizadas canas in natura para hidrdlise.
Fonte: Dados da autora.

A sacarificacdo de SP80-3280 e EC mostraram o mesmo perfil de liberacéo de
xilose e glucose, com uma quantidade de AR gerados de 5,46 + 0,25 mg.mL* e 5,98
+ 0,19 mg.mL* de hidrolisado, respectivamente. Assim como esperado, para SCB
houve uma maior quantidade de glucose e xilose, indicado pelas bandas de tamanhos
maiores na Figura 19, devido a maior quantidade de AR liberados (7,28 £ 0,51 mg.mL"
1). Além desses monossacarideos, a hidrélise de SCB pelo coquetel otimizado
mostrou pequenas quantias de outros acucares ndo identificados por esta

metodologia.
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PARTE IV: ANALISE DO SECRETOMA
DO COCULTIVO DE Mycothermus
thermophilus E Trichoderma reesei RP698
EM PALHA DE MILHO
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4.13. Secrecado de proteinas e analise das atividades de celulases e xilanases
obtidas a partir do cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma
reesei RP698

Apés ser mostrado o potencial do coquetel obtido pelo cocultivo de M.
thermophilus e T. reesei RP698 cultivados em palha de milho (PM) em biorreator, foi
realizada a andlise de secrecao de proteinas de interesse na degradacdo da parede
celular vegetal. Para tal, inicialmente, foi caracterizado o coquetel produzido (Parte II)
e a partir das condicdes padronizadas foi obtido o extrato de duas producdes, com 5
dias de cultivo, em biorreator. O controle do experimento foi realizado pelo cocultivo
dos microrganismos com glucose.

A quantidade de proteina secretada, assim como as atividades de EG, CBH,
BGL e XYN podem ser vistas na Tabela 17. Foram analisadas estas enzimas, uma
vez que as mesmas sdo as que possuem maior atuacao na degradacdo da parede
celular vegetal. Como pode ser observado, o controle do experimento apresentou
menor quantidade de proteinas secretadas (42,44 + 3,98 ug/mL). Além disso, como
esperado, ndo apresentou atividade de EG, CBH, BGL, porém uma pequena atividade
de XYN foi detectada (0,23 £ 0,08 U/mL). Para o cocultivo em PM, foram detectadas
as atividades de EG, CBH, BGL e XYN.

Tabela 17. Secrecdo de proteinas pelo cocultivo de Mycothermus thermophilus e
Trichoderma reesei RP698 em glucose e palha de milho (PM).

Fonte de Proteinas Atividade (U/mL)
carbono (ng/mL) EG* CBH BGL XYN
Glucose 42,44+3,98 n.d n.d. n.d. 0,23+0,08

PM 5536,97+ 65,59 10,05+0,56 5,55+0,25 8,80+0,65 264,47+10,81

*EG = endoglucanase; CBH = celobiohidrolase; BGL = B-glucosidase; XYN = xillanase; n.d. =
nao detectado.
Fonte: Dados da autora.

4.14. Secretoma do cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma
reesei RP698 crescidos em palha de milho

Na andlise do secretoma total foram identificados 355 diferentes tipos de
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proteinas, distribuidas de maneira diferenciada entre o cocultivo crescido em PM e
glucose. A Tabela 18 apresenta as proteinas secretadas que possuem acdo na
degradacéo da parede celular vegetal.

Do total de proteinas secretadas, 34 foram classificadas entre: glicosil hidrolase
(GH), carboidrato esterases (CE) e enzimas auxiliares (AA) (Tabela 18).

Dentre as GH identificadas nos experimentos (Tabela 18), foram identificadas
12 distintas familias (GH1, GH3, GH5, GH6, GH7, GH10, GH11, GH30, GH35, GH45,
GH54 e uma nao identificada), e somente uma GH11 foi secretada quando os fungos
foram crescidos nas duas fontes de carbono, glucose e PM, sendo que 21 proteinas
séo exclusivas do cultivo com PM.

Além das GH, foram identificadas duas carboidrato esterases pertencentes a
duas familias distintas (CE5 e CE15), destas somente uma foi exclusiva do cultivo em
PM (CE15) (Tabela 18). Foram identificadas 5 diferentes proteinas de atividade
auxiliares (AA), sendo as AAl encontrada somente no cultivo controle, ou seja, com
glucose como unica fonte de carbono. Outras duas proteinas AA9 foram secretadas
na presenca de PM como fonte de carbono. Também foi secretada uma lacase, que
nao foi possivel relacionar com nenhuma familia CAZY.

As 34 enzimas secretadas foram distribuidas entre 18 classes de familias
CAZy. A Tabela 19 mostra o numero de enzimas secretadas pertencentes a cada uma
delas. Foram secretadas 3 proteinas com potencial de a¢édo na lignina (AAl, AA2 e
uma familia ndo identificada); 2 proteinas com acéo na degradacédo de pectina (GH30
e GH35); 14 proteinas que atuam na xilana ou arabinoxilana (GH10, GH11, GH54,
CES5 e CE15); uma proteina com acado no xiloglucano (familia ndo identificada); e 17
proteinas que sao responsaveis pela hidrolise da celulose (GH1, GH3, GH5, GHS6,
GH7, GH45, AA9).



Tabela 18. CAZymes detectadas no secretoma do cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698.

Familia Descricao Numero de acesso Fonte de carbono Possivel Polissacarideo /
CAZY Substrato

GH1 Beta-glucosidase 1B Q25BW4 PM Celulose

GH3 Provavel beta-glucosidase L A1DCV5 PM Celulose

GH3 Beta-glucosidase cel3A G4N7Z0 Glucose Celulose

GH5 Endoglucanase EG-II P07982 PM Celulose

GH5 Endoglucanase 3 Q12624 PM Celulose

GH6 Exoglucanase-62 Q9C1S9 PM Celulose

GH6 Exoglucanase-6B Q7SIG5 PM Celulose

GH6 Exoglucanase 2 P07987 PM Celulose

GH7 Exoglucanase 1 P15828 PM Celulose

GH7 Exoglucanase 1 P19355 PM Celulose

GH7 Exoglucanase 1 P38676 PM Celulose

GH7 Exoglucanase 1 P62694 PM Celulose

GH7 Endoglucanase EG-1 Q12622 PM Celulose

GH7 Endoglucanase EG-1 Q12714 PM Celulose

GH10 Endo-1,4-beta-xilanase A B3A0S5 PM Xilana/Arabinoxilana
GH10 Endo-1,4-beta-xilanase 3 GORA32 Glucose Xilana/Arabinoxilana
GH1o Putativa endoglucanase type F P46239 PM -

GH10 Endo-1,4-beta-xilanase C Q00177 PM Xilana/Arabinoxilana
GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 4 G4NA54 Glucose Xilana/Arabinoxilana
GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 2 P36217 Glucose; PM Xilana/Arabinoxilana
GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 1 P55334 PM Xilana/Arabinoxilana
GH11 Endo-1,4-beta-xilanase G QOZHI9 Glucose Xilana/Arabinoxilana
GH30 Endo-beta-1,6-galactanase Q76FP5 PM Pectina

Continua...
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... continuacédo Tabela 18.

Familia Descricao Numero de acesso Fonte de carbono Possivel Polissacarideo /
CAZY Substrato

GH35 Provavel beta-galactosidase A B8QGZ3 PM Pectina

GH45 Endoglucanase-5 P43316 PM Celulose

GH54  Arabinofuranosidase/B-xilosidase P48792 Glucose Xilana/Arabinoxilana
- Xiloglucanase Q7Z9M8 PM Xiloglucano

CE5 Acetil xilana esterase Q99034 Glucose; PM Xilana/Arabinoxilana
CE15 4-O-metil-glucurdnico metilesterase GORV93 PM Xilana/Arabinoxilana
AAl Lacase 1 Q70KY3 Glucose Lignina

AA2 Peroxidase 22 P24102 PM Lignina

AA9 Endoglucanase-4 014405 PM Celulose

AA9 Endoglucanase-7 Q729M7 PM Celulose

- Lacase 1 AOAOB4F110 Glucose Lignina

Fonte: Dados da autora.
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Tabela 19. Numero de enzimas de cada familia CAZy secretadas pelo cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei
RP698 em glucose e palha de milho apés 5 dias de cultivo.

Familia CAZy Cocultivo Ocorréncia
Glucose PM
Lignina
AAl Lacase-1 (68,9 kDa) 1 0 Glucose
AA2 Peroxidase 22 (38,1 kDa) 0 1 PM
- Lacase 1 (68,9 kDa) 1 0 Glucose
Pectina
GH30 Endo-beta-1,6-galactanase (52,7 kDa) 0 1 PM
GH35 Provavel beta-galactosidase A (110,3 kDa) 0 1 PM
Xilana / Arabinoxilana
Putativa endoglucanase tipo F (41,2 kDa) / Endo-1,4-beta-xilanase A ou C (35,8 - 36,2 kDa) .
GH10 / Endo-1,4-beta-xilanase 3 (38,1 kDa) 1 4 Glucose; PM
GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 1 ou 2 ou 4 (24,2 - 25,6 kDa) / Endo-1,4-beta-xilanase G (27,4 kDa) 3 2 Glucose; PM
GH54 Arabinofuranosidase/B-xilosidase (51,1 kDa) 1 0 Glucose
CE5 Acetil xilana esterase (30,7 kDa) 1 1 Glucose; PM
CE15 4-O-metil-glucurénico metilesterase (48,3 kDa) 0 1 PM
Xiloglucano
- Xiloglucanase (87,1 kDa) 0 1 PM
Celulose
GH1 Beta-glucosidase 1B (60,6 kDa) 0 1 PM
GH3 Beta-glucosidase cel3A (82,8 kDa) / Provavel beta-glucosidase L (78,7 kDa) 1 1 Glucose; PM
GH5 Endoglucanase EG-II (44,2 kDa) / Endoglucanase 3 (42,5 kDa) 0 2 PM
GH6 Exoglucanase-6A (51,2 kDa) / Exoglucanase 2 (49,6 kDa) / Endoglucanase-6B (37,7 kDa) 0 3 PM
GH7 Exoglucanase 1 (54 - 55,7 kDa)/ Endoglucanase EG-1 (47,9 - 48,3 kDa) 0 6 PM
GH45 Endoglucanase-5 (22,8 kDa) 0 1 PM
AA9 Endoglucanase-4 ou 7 (26,8 - 35,5 kDa) 0 2 PM

Fonte: Dados da autora.
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Dentre as proteinas secretadas, 11 classes de CAZymes foram exclusivas do
cocultivo em PM (AA2, GH30, GH35, CE15, nédo identificadas, GH1, GH5, GH6, GH7,
GH45 e AA9), 3 classes de CAZymes foram exclusivas da glucose (AAl, né&o
identificada e GH54) (Figura 20). Desta maneira, é possivel concluir que dentre as 34
proteinas secretadas pertencentes a 18 distintas familias CAZy, apenas quatro foram

detectadas em glucose e PM (Figura 20 e Tabela 19).

Figura 20. Representacéo das CAZymes detectadas no secretoma de Mycothermus
thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em palha de milho (PM) e glucose (Glu).

Fonte: Dados da autora.

Desta maneira, os dados apresentados mostraram que o coquetel obtido pelo
cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 em PM possui potencial de aplicacéo
na hidrolise de biomassa lignocelulésica, uma vez que apresentou uma variedade de
enzimas que atuam na degradacdo da parede celular vegetal (Tabela 18 e Tabela
19).
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PARTE V: ANALISE COMPARATIVA DO
SECRETOMA DE Mycothermus
thermophilus e Trichoderma reesei RP698
EM CULTIVOS UNICOS OU COCULTIVO
EM CANA-DE-ACUCAR SP80-3280 E
CANA ENERGIA
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4.15. Producédo de proteinas pelos fungos em funcéo do tempo de cultivo e da
fonte de carbono

Apoés selecionados os fungos M. thermophilus e T. reesei RP698 para a
producdo de um coquetel enzimatico com capacidade de hidrolisar a parede celular
de diferentes canas-de-acUcar, optou-se por estudar as proteinas secretadas pelos
mesmos quando crescido em EC e SP80-3280. A escolha por essas fontes de carbono
deu-se pelo fato deste estudo estar vinculado ao INCT do Bioetanol, sob coordenacao
do Prof. Dr. Marcos Buckeridge, que possui grande interesse no estudo destas canas.
Além disso, ao longo deste trabalho foi possivel verificar que o cocultivo dos dois
microrganismos em PM possibilitou melhor sacarificagdo das canas, sendo esta
condicdo adicionada ao estudo do secretoma, porém com EC e SP80-3280 como
fonte de carbono.

Com as condi¢des de estudo determinadas, inicialmente, fez-se a andlise da
quantidade de proteina secretada pelos fungos quando crescidos em EC e SP80-3280
durante 10 dias de cultivos. Também foram quantificadas as proteinas secretadas
pelos fungos crescidos em glicerol, glucose e frutose, sendo estas fontes de carbono
consideradas controles do experimento.

As Tabela 20, Tabela 21 e Tabela 22 apresentam os dados de quantificagéo
das proteinas ao longo dos 10 dias do cultivo individual e também do cocultivo de M.
thermophilus e T. reesei RP698 em cada condicdo a ser estudada. De modo geral, 0
cultivo em glicerol apresentou o pior perfil de secrecado de proteinas pelos fungos em
cultivos Unicos. Desta maneira, esta fonte de carbono foi descartada como controle
do experimento, uma vez que para as andlises de secretoma faz-se necessario uma
guantidade em torno de 200 a 250 pg de proteinas totais. A secre¢do de proteinas
pelos fungos cultivados em glucose e frutose foi bastante similar, exceto para M.
thermophilus que apresentou menor produg¢ao quando cultivado em frutose. Por este
motivo, optou-se por prosseguir os experimentos com glucose como fonte de carbono
para controle experimental.

Com base na quantificagdo de proteinas secretadas pelo cultivo individual e o
cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698, foram selecionados 5 dias para
analises: 1 e 2 dias; 5 dias (tempo de cultivo dos coquetéis elaborados neste trabalho,
Parte I, Il e lll); e 7 e 8 dias. Apds 8 dias de cultivo ndo houve aumento da quantidade

de proteinas secretadas.



Tabela 20. Producéo de proteinas por Mycothermus thermophilus em funcéo do tempo de cultivo e da fonte de carbono.

Fonte de
Carbono

Glucose

Frutose

Glicerol

SP80-3280

Cana Energia

Proteina (ug/mL)

121

24h

1,18
+0,19

14,05
+0,54
10,76
+0,39

Fonte: Dados da autora.

48h

1,21
+1,31
1,53
+0,39

62,42
+2,28
51,41
+4,68

72h

4,02
+1,71
1,65
0,14

81,82
+3,31
71,78
15,32

96h

6,05
+0,07
2,15
+0,52

0,21
+0,09

121,17
2,71
102,59
15,64

120h
10,61
0,14
2,06
+0,36

0,25
0,11

132,56
+3,98
129,58
3,25

144h
12,53
+0,06
3,14
10,54

0,12
+0,09

187,07
19,86
168,32
18,80

168h
16,57
+0,47
4,46
+0,94

0,34
+0,09

223,35
+11,71
205,17
+18,13

192h
10,22
+0,43
4,85
+0,93

0,39
+0,13

223,51
+5,83
200,64
+8,91

216h
9,95

+0,19
4,70

0,14

0,29
+0,10

223,75
+17,36
213,25
+12,98

240h
8,28
+0,61
4,70
+0,11

0

245,49
+23,77
211,96
+17,09
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Tabela 21. Producéo de proteinas por Trichoderma reesei RP698 em funcéo do tempo de cultivo e da fonte de carbono.

Fonte de Proteina (ug.mL™1)

Carbono 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 192h 216h 240h

Glucose 0,03 6,11 10,08 104,85 100,28 84,08 91,55 92,28 71,35 70,54
0,04 12,01 +1,52 +4,86 124,34 +21,20 12,63 +1,26 126,74 +31,77

Frutose 0,13 6,38 9,11 14,88 32,80 60,88 80,35 97,70 107,04 113,83

+0,03 +0,80 +1,14 +1,67 +2,98 +2,20 +1,50 +2,10 +2,79 16,55

Glicerol 0 0 0,13 0,30 0,67 1,24 1,58 3,17 5,83 9,85
+0,01 +0,12 +0,06 +0,09 +0,17 +1,27 +1,29 +0,00

SP80-3280 10,82 17,11 25,37 34,18 42,59 44,04 47,27 25,93 49,62 38,50
+0,63 +0,73 +1,67 2,73 +1,38 10,62 13,68 +0,99 10,25 12,96

Cana Energia 8,11 12,79 17,66 24,44 28,56 38,14 44,73 51,80 50,91 40,00
+0,19 +1,49 +3,15 +1,96 +1,45 +1,36 +4,53 16,41 15,52 14,74

Fonte: Dados da autora.
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Tabela 22. Producéo de proteinas pelo cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em funcéo do tempo
de cultivo e da fonte de carbono.

Fonte de
Carbono

Glucose

Frutose

Glicerol

SP80-3280

Cana Energia

Proteina (ug/mL)

24h

2,01+
0,30

0,62
0,12

13,96 +
0,48
10,17
10,21

Fonte: Dados da autora.

48h
6,32 +
2,05
5,83 +
1,63

52,99 +
1,57
40,44
15,45

72h
15,92 +
0,77
16,07
0,59

0

68,00 +
2,23
63,01 +
3,97

96h
37,80 +
11,09
56,67 +
3,24

1,62 +
0,23

90,38 +
4,12
91,43
+4,52

120h
42,44 +
3,98
68,53 *
3,32

4,35+
0,20

102,30 +
3,58
102,50
3,15

144h
48,67 *
12,00
81,62 +
5,11

11,40 £
0,46

125,01 +
6,88
126,06 +
9,35

168h
30,01 +
6,35
96,97 +
4,43

17,16 +
1,06

139,23 +
9,17
141,25 +
16,74

192h
24,01
1,78
113,45+
7,83

29,11 +
5,38

160,73
+6,79
168,57
17,50

216h

21,12 +
3,95

123,39 +
1,13

54,38 +
5,98

178,83 +
13,40
182,38 +
4,74

240h

28,13 +
4,08

125,09
12,54

66,71 +
8,88

174,38 +
7,90
149,90 +
4,42
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Conforme foi observado nas Tabela 20, Tabela 21 e Tabela 22 houve uma
tendéncia de aumento da quantidade de proteinas até o sétimo ou oitavo dia,
provavelmente devido ao aumento de secrecdo de proteinas do metabolismo
secundério do fungo. A diminuicdo de proteinas nos ultimos dias de cultivo deve ter
ocorrido pela acédo de proteases, por esta razdo optou-se por ndo estudar tempos

maiores de cultivo.

4.16. Atividade de xilanases, endoglucanases, celobiohidrolases e -
glucosidases pelos fungos nas condi¢cdes selecionadas e capacidade hidrolitica

de seus extratos enzimaticos

ApoOs a andlise da producédo de proteinas durante os 10 dias de crescimento
dos fungos nas condi¢des estudadas, verificou-se a atividade de xilanases (XYN),
endoglucanases (EG), celobiohidrolases (CBH) e B-glucosidases (BGL) pelos fungos
M. thermophilus e T. reesei RP698 em cultivos Unicos e cocultivo em glucose, cana-
de-acucar SP80-3280 e Cana Energia (EC) durante 1, 2, 5, 7 e 8 dias. Optou-se por
estudar essas enzimas, uma vez que Sd0 as principais enzimas envolvidas na
conversdo da celulose e hemicelulose em acucares fermentesciveis, que foi o objeto
de estudo deste trabalho.

A Tabela 23 apresenta os resultados das atividades enzimaticas nas diferentes
condicdes estudadas. E possivel verificar que ndo houve producdo das quatro
enzimas analisadas ou a atividade foi relativamente baixa quando os microrganismos
foram crescidos em glucose (controle). Nos primeiros dias de cultivos, os
microrganismos ainda ndo tinham consumido toda a glucose, o que pode ter reprimido
a a sintese das enzimas EG, CBH, BGL e XYN.

De maneira geral, EG, CBH, BGL e XYN n&o apresentaram niveis de atividade
enzimatica significativos durante os dois primeiros dias de cultivo, com excecado para
a xilanase, quando o fungo M. thermophilus jA apresentava aproximadamente 10
U/mL de atividade no segundo dia. A partir do quinto dia, foi possivel averiguar a
atividade de celulases. Durante os 8 dias de cultivo do fungo T. reesei RP698 a
producao de B-glucosidase foi muito inferior a das demais enzimas, uma vez que 0
maior nivel foi de 0,01 U/mL (Tabela 23).
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Tabela 23. Producéo enzimatica pelos fungos Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP689 em cultivos Unicos e cocultivo
crescidos em glucose, cana-de-aglcar SP80-3280 e Cana Energia durante diferentes tempos.

Cultivo Tempo (dias)
Microrganismo Fonte de Carbono 1 2 5 7 8
Xilanase (U/mL)
M. thermophilus Glucose n.d.* n.d. 0,26 £ 0,08 0,16 £ 0,08 0,20 + 0,00
M. thermophilus SP80-3280 3,72+ 0,70 9,83+1,10 14,29+ 1,54 17,91 + 3,76 14,72 + 1,58
M. thermophilus Cana Energia 1,80+0,81 10,58 + 0,87 22,50 + 1,38 19,88 + 2,00 20,75+1,42
T. reesei RP698 Glucose 0,23 £ 0,07 n.d. n.d. 0,38 + 0,09 n.d.
T. reesei RP699 SP80-3280 0,15+ 0,04 2,09+0,31 4,55+ 0,74 9,09+1,54 16,79 + 1,52
T. reesei RP698 Cana Energia 0,11 £ 0,05 1,48 + 0,22 6,53 + 0,52 15,90 + 2,53 19,62 + 2,23
Cocultivo Glucose 0,23 +0,03 0,15+ 0,02 0,23 +£0,08 0,11 £ 0,06 0,70 £ 0,03
Cocultivo SP80-3280 0,36 £ 0,09 2,51 +0,23 10,43 £ 1,26 20,01 +1,36 26,52 + 3,88
Cocultivo Cana Energia 0,16 £ 0,09 1,96 + 0,25 10,11 +1,26 10,54 + 2,05 20,88 + 3,08
Endoglucanase (U/mL)
M. thermophilus Glucose n.d. n.d. 0,01 +0,00 0,01 + 0,00 n.d.
M. thermophilus SP80-3280 0,05+ 0,02 0,13+0,01 0,17 £ 0,02 0,17 £ 0,03 0,16 £ 0,03
M. thermophilus Cana Energia n.d. 0,08 £ 0,01 0,13+0,02 0,17 £ 0,03 0,16 £ 0,02
T. reesei RP698 Glucose 0,01 + 0,00 n.d. n.d. n.d. n.d.

T. reesei RP699 SP80-3280 n.d. n.d. 0,28 + 0,04 0,12 £ 0,04 0,12 £ 0,02
T. reesei RP698 Cana Energia n.d. 0,05+0,01 0,14 £ 0,04 0,18 £ 0,02 0,20 £ 0,03
Cocultivo Glucose n.d. n.d. 0,01 +0,00 0,01 + 0,00 n.d.
Cocultivo SP80-3280 n.d. 0,14 £ 0,03 0,15+ 0,03 0,19 £ 0,02 0,20 £ 0,02
Cocultivo Cana Energia n.d. 0,08 £ 0,04 0,13+0,01 0,15+ 0,03 0,15+ 0,02

Continua...



... continuacdo Tabela 23.
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Cultivo Tempo (dias)
Microrganismo Fonte de Carbono 1 2 5 7 8
Celobiohidrolase (U/mL)
M. thermophilus Glucose n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
M. thermophilus SP80-3280 n.d. 0,02 + 0,00 0,04 £ 0,01 0,06 + 0,01 0,07+0,1
M. thermophilus Cana Energia n.d. 0,01 + 0,00 0,04 + 0,01 0,07 £ 0,01 0,07 +£0,01
T. reesei RP698 Glucose n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

T. reesei RP699 SP80-3280 n.d. n.d. 0,01 +0,00 0,02 +0,01 0,02 + 0,00
T. reesei RP698 Cana Energia n.d. n.d. 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00
Cocultivo Glucose n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Cocultivo SP80-3280 n.d. 0,01 +0,00 0,01 +0,00 0,03+0,01 0,03+ 0,00
Cocultivo Cana Energia n.d. n.d. 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,03+0,01
B-glucosidase (U/mL)
M. thermophilus Glucose n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
M. thermophilus SP80-3280 0,02 +0,01 0,09 +0,01 0,14 + 0,01 0,16 £ 0,01 0,19+£0,02
M. thermophilus Cana Energia n.d. 0,06 + 0,01 0,13 +0,02 0,17 + 0,03 0,19+£0,02
T. reesei RP698 Glucose n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

T. reesei RP699 SP80-3280 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,01 +0,00
T. reesei RP698 Cana Energia n.d. n.d. n.d. 0,01 +£0,00 0,01 +£0,00
Cocultivo Glucose n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Cocultivo SP80-3280 n.d. n.d. 0,08 + 0,03 0,11 + 0,02 0,11 +£0,02
Cocultivo Cana Energia n.d. n.d. 0,05+ 0,01 0,07 + 0,02 0,11 + 0,02

* n.d. = ndo detectado.
Fonte: Dados da autora.
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Apés analisadas as atividades de xilanases, endoglucanases,
celobiohidrolases e B-glucosidases a partir do cultivo individual de M. thermophilus e
T. reesei RP698 e o cocultivo destes fungos crescidos em cana-de-acgucar SP80-3280
e EC, optou-se por analisar a acdo enzimatica dos extratos obtidos no quinto dia de
cultivo nas biomassas estudadas. A Figura 21 apresenta os dados de hidrolise
enzimatica das cana-de-acucar SP80-3280 e EC em funcédo dos diferentes extratos
produzidos. A sacarificagdo de EC apresentou boa liberagdo de AR (= 4,5 ymol.mL?)
com quase todos os extratos estudados, exceto com o coquetel produzido pelo T.
reesei RP698 crescido em EC, em que a quantidade de AR foi de 2 umol.mL™,
mostrando que houve um tendéncia dos extratos produzidos em cultivos Unicos em
EC hidrolisarem melhor esta biomassa. Os melhores resultados de hidrolise da cana-
de-acucar SP80-3280 foram obtidos com os coquetéis obtidos a partir do cultivo de
M. thermophilus cultivado em SP80-3280 e do cocultivo dos dois fungos estudados
crescido em EC, com liberacédo de 6,10 + 0,44 e 6,50 + 0,61 pmol.mL?* de AR,

respectivamente.

Figura 21. Hidrolise enzimatica da cana-de-acucar SP80-3280 e da Cana Energia
(EC) por extratos de Trichoderma reesei RP698, Mycothermus thermophilus e o
cocultivo destes microrganismos crescidos em SP80 e EC durante 5 dias.
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—
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*Estes resultados j& foram apresentados (Tabela 11) e encontram-se na Figura para fins de
comparacéo.
Fonte: Dados da autora.
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4.17. Perfil de CAZymes dos secretomas de Mycothermus thermophilus e

Trichoderma reesei RP698 em cultivos Unicos e cocultivo nas diferentes canas

Na andlise do secretoma total foram identificados 709 diferentes tipos de
proteinas, distribuidas de maneira diferenciada entre as diferentes canas e o controle
do experimento, sendo que deste total, 50 foram classificadas como enzimas
extracelulares relacionadas a degradacdo da biomassa. As enzimas foram
identificadas para cada classe de enzimas (foi usada a classificagdo CAZymes) em
cada familia de GH, CE e AA diretamente relacionada a degradacao da biomassa.

A partir da Tabela 24 é possivel observar que M. thermophilus secretou amplo
namero de proteinas envolvidas na degradacao da parede celular vegetal em todos
0s pontos de tempo e fonte de carbono analisados. Foram identificadas 28 diferentes
CAZymes para M. thermophilus, dentre elas estédo as principais CAZymes envolvidas
na degradacdo da biomassa lignocelulésica, que atuam nos mais diversos
componentes da parede celular, como por exemplo, pectina, xilana, arabinoxilana,
xiloglucano e celulose. As CAZymes identificadas pertencem as seguintes familias:
GHS3, GH5, GH6, GH7, GH10, GH11, GH43, GH45, GH53, GH94, CE5, CE15, AA9,
PL4 e uma nao identificada. Destas CAZymes, 3 ndo foram exclusivas dos cultivos
em SP80-3280 e/ou EC (GH6 (Q9C1S9), GH7 (P15828) e GH11(P48793)), mostrando
gue estas podem ser constitutivas do microrganismo, ou seja, ndo sao induzidas
diferentemente pela fonte de carbono (Tabela 24). Além disso, as enzimas
pertencentes as familias GH3 e GH94, que sdo enzimas envolvidas na liberacao de
glucose da celulose, foram exclusivas da condi¢éo controle como pode ser observado
na Tabela 24. As enzimas pertencentes as familias GH94 e CE15 n&o haviam sido

identificadas em nenhum outro secretoma.
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Tabela 24. CAZymes detectadas no secretoma de Mycothermus thermophilus.

Familia . Numero .POSSIV,eI
CAZY Descricao de acesso Substrato / tempo Polissacarideo /
Substrato
GH3 Beta-glucosidase cel3A G4NI45 G5d Celulose
GH5 Endoglucanase 3 Q12624  SP1+2d; SP5d; SP7,+8d; EC1+2d; EC5d Celulose
GH6 1,4-beta-D-glucano B2AEO4  SP1+2d; SP5d; SP7,+8d; EC1+2d; EC5d Celulose
celobiohidrolase CEL6C
GH6 Exoglucanase-6B Q7SIG5  SP1+2d; SP5d; SP7,+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Celulose
GH6 Exoglucanase-62 Q9C1S9 Gb5d; G7+8d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d Celulose
GH7 Exoglucanase 1 P15828 G5d; G7+8d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; Celulose
EC5d; EC7+8d
GH7 Exoglucanase 1 P38676 G5d; EC1+2d; EC5d Celulose
GH7 Endoglucanase 1 P56680 EC7+8d Celulose
GH7 Exoglucanase 1 P62694 EC1+2d; EC5d; EC7+8d Celulose
GH7 Exoglucanase 1 Q00548  SP1+2d Celulose
GH7 Endoglucanase EG-1 Q12622  SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d Celulose
GH10 Endo-1,4-beta-xilanase A B3A0S5 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d Xilana/Arabinoxilana
GH10 Putativa endoglucanase tipo F P46239 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d -
GH10 Endo-1,4-beta-xilanase 1 P79046 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana
GH10 Endo-1,4-beta-xilanase 6 Q8NJ73 EC7+8d Xilana/Arabinoxilana
GH11 Endo-1,4-beta-xilanase B I1RII8 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d Xilana/Arabinoxilana
GH11 Endo-1,4-beta-xilanase P48793 G7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana
GH11l Endo-1,4-beta-xilanase 1 P55334 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana
GH43  Alfa-L-arabinofuranosidase B  G4AMMH2 SP7+8d Xilana/Arabinoxilana
GH45 Endoglucanase-5 P43316 SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Celulose

Continua...
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Familia . Numero _Possw,el
Descrigcéo Substrato / tempo Polissacarideo /
CAZY de acesso
Substrato

GH53 Arabinogalactano endo-beta- P83691 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d Pectina
1,4-galactanase

GH94  Acido celobiénico fosforilase  Q7S0S2  G5d Celulose

- Xiloglucanase Q7Z9M8 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d Xiloglucano

CE5 Acetil xilana esterase P30272 SP1+2d Xilana/Arabinoxilana

CE15  4-O-metil-glucurénico B2ABS0 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana
metilesterase

CE15  4-O-metil-glucurdnico Q7S1X0  SP5d; EC1+2d; EC5d Xilana/Arabinoxilana
metilesterase

AA9 Polissacarideo G2Q9T3 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC7+8d Celulose
monooxigenase Cel6la

PL4 Putativa ramnogalacturonase P78710 SP5d Pectina

Fonte: Dados da autora.
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A Tabela 25 apresenta as CAZymes detectadas, mostrando que T. reesei
RP698, assim como M. thermophilus, secretou ampla nimero de proteinas envolvidas
na conversao da parede celular vegetal em todos os tempos e fonte de carbono
analisados. Foram identificadas 24 diferentes CAZymes para M. thermophilus.
Também foram detectadas as principais CAZymes envolvidas na degradacdo da
biomassa lignocelulésica. Entretanto, o secretoma de T. reesei RP698 apresentou
proteinas envolvidas no processo de degradagédo da lignina, manana e 3-glucano, que
nao foram identificadas para M. thermophilus (Tabela 24). As CAZymes identificadas
pertencem as seguintes familias: GH5, GH6, GH7, GH10, GH11, GH30, GH45, GH54,
GH55, GH67, GH94, CE5, CE15, CE16, AA1, AA9, PL4 e duas nao identificadas.
Destas CAZymes, 6 ndo foram exclusivas dos cultivos em SP80-3280 e/ou EC (GH6
(P0O7987), GH7 (P19355), GH10 (GORA32), GH11(P36217), GH54 (P48792) e
AOAOB4F110) (Tabela 25). Diferente do secretoma de M. thermophilus (Tabela 24),
no secretoma de T. reesei RP698 (Tabela 25) foi detectado a proteina GH94, em dois
tempos de cultivo, tanto para SP80 quanto EC.

Neste estudo, foram identificadas 38 GH e 11 outras proteinas nos cultivos
individuais de M. thermophilus (Tabela 24) e T. reesei RP698 (Tabela 25) que
desempenham um papel importante na degradacdo da biomassa. As diferencas
encontradas entre a secrecao destes dois microrganismos podem ser devidas a fonte
de carbono, as condi¢cdes de cultura ou ao projeto experimental. No entanto, para
ambos os fungos foram encontradas as proteinas hidroliticas mais importantes como
celobiohidrolases e endoglucanases. Também foram detectadas hemicelulases
envolvidas na clivagem da cadeia principal de xilana (ou arabinoxilana), xiloglucano
(xilanase e xiloglucanase), manana (endo-1,4-beta-manosidase) e B-glucano (endo-
1,3-beta-glucosidase) e a cadeia lateral de hemiceluloses, incluindo a-

arabinofuranosidase e acetil xilana esterase.
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Familia . Numero de _Possw/el
CAZY Descricdo 2CESSO Substrato / tempo Polissacarideo /
Substrato
GH5 Endoglucanase EG-II AOA024SH20 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; Celulose
EC7+8d
GH5 Manana endo-1,4-beta-manosidase B2B3CO SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d,; Manana
A EC7+8d
GH5 Manana endo-1,4-beta-manosidase Q99036 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; Manana
A EC7+8d
GH6 Exoglucanase 2 P07987 Gb5d; G7+8d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; Celulose
EC1+2d; EC5d; EC7+8d
GH7 Exoglucanase 1 P15828 SP7+8d Celulose
GH7 Exoglucanase 1 P19355 G5d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; Celulose
EC5d; EC7+8d
GH7 Endoglucanase tipo C P46237 SP1+2d Celulose
GH7 Endoglucanase EG-1 Q12714 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d,; Celulose
EC7+8d
GH10 Endo-1,4-beta-xilanase 3 GORA32 Gb5d; G7+8d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; Xilana/Arabinoxilana
EC1+2d; EC5d; EC7+8d
GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 4 G4NA54 Gbd Xilana/Arabinoxilana
GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 2 P36217 G5d; G7+8d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; Xilana/Arabinoxilana
EC1+2d; EC5d; EC7+8d
GH11 Endo-1,4-beta-xilanase G QOZHI9 G5d Xilana/Arabinoxilana
GH30 Endo-beta-1,6-galactanase Q76FP5 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; Pectina
EC7+8d
GH54 Arabinofuranosidase/p-xilosidase P48792 G5d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; Xilana/Arabinoxilana

Continua...

EC5d; EC7+8d
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Familia . Numero de _Possivgl
Descricdo Substrato / tempo Polissacarideo /
CAZY acesso
Substrato
GH55 Glucano endo-1,3-beta-glucosidase P53626 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC7+8d B-glucano
GH67  Alfa-glucuronidase Q99024 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d, Xilana/Arabinoxilana
EC7+8d
GH94 Acido celobidnico fosforilase Q7S0S2 SP1+2d; SP5d; EC5d; EC7+8d Celulose
- Xiloglucanase Q7Z9M8 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d,; Xiloglucano
EC7+8d
CE5 Acetil xilana esterase Q99034 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; Xilana/Arabinoxilana
EC7+8d
CE15 4-O-metil-glucurdnico metilesterase GORV93 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; Xilana/Arabinoxilana
EC7+8d
CE16 Acetil esterase A7J2C6 SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana
AAl Lacase 1 Q70KY3 G5d; G7+8d Lignina
AA9 Endoglucanase-7 Q7Z29M7 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d,; Celulose
EC7+8d
- Lacase 1 AOAOB4F110 Gb5d; G7+8d; SP5d Lignina

Fonte: Dados da autora.
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Apoés analisados as CAZymes secretadas pelos microrganismos em cultivos
individuais nas fontes de carbono de interesse, foi realizado o estudo de CAZymes
secretadas pelo cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 em glucose (controle),
SP80-3280 e EC. A Tabela 26 apresenta as CAZymes detectadas, sendo possivel
observar que o cocultivo secretou amplo namero de proteinas envolvidas na
conversdo da parede celular vegetal em todos os tempos e fontes de carbono
analisados. Foram identificadas 43 diferentes CAZymes no cocultivo. Assim como
para os cultivos individuais dos microrganismos (Tabela 24 e Tabela 25), também
foram detectadas as principais CAZymes envolvidas na degradacdo da biomassa
lignoceluldsica. As CAZymes identificadas pertencem as seguintes familias: GH3,
GH5, GH6, GH7, GH10, GH11, GH30, GH43, GH45, GH53, GH54, GH55, GH67,
GH94, CE5, CE15, CE16, AAL, AA9, PL4 e duas néo identificadas. Destas CAZymes,
3 ndo foram exclusivas dos cultivos em SP80-3280 e/ou EC (GH10 (GORA32), GH54
(P48792) e CE5 (Q99034)) (Tabela 26).

Como pode ser observado, o cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698
apresentou enzimas de ambos o0os microrganismos, que foram identificadas nos
cultivos individuais. Desta maneira, o coquetel obtido a partir do cocultivo apresentou
uma maior variedade de enzimas envolvidas na degradacdo da parede celular das

diferentes variedades de cana.
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Tabela 26. CAZymes detectadas no secretoma do cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698.

Familia . Numero de ‘Possw'el
Descricao Substrato / tempo Polissacarideo /
CAZY acesso
Substrato
GH3 Beta-glucosidase cel3A G4N7Z0 G5d Celulose
GH5 Endoglucanase EG-II AOA024SH20 SP5d; SP7+8; EC1+2d; EC5d; EC7+8d  Celulose
GH5 Endoglucanase 3 Q12624 SP5d; SP7+8; EC5d; EC7+8d Celulose
GH5 Manana endo-1,4-beta-manosidase A B2B3CO EC1+2d; EC5d Manana
GH5 Manana endo-1,4-beta-manosidase A Q99036 SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Manana
GH6 1,4-beta-D-glucano celobiohidrolase = B2AE04 SP5d; SP7+8d; EC5d; EC7+8d Celulose
CEL6C

GH6 Exoglucanase 2 P07987 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d Celulose
GH6 Exoglucanase-6B Q7SIG5 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; Celulose

EC7+8d
GH6 Exoglucanase-6A Q9C1S9 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; Celulose

EC7+8d
GH7 Exoglucanase 1 P15828 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; Celulose

EC7+8d
GH7 Exoglucanase 2 P19355 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; Celulose

EC7+8d
GH7 Exoglucanase 1 P38676 SP5d; EC7+8d Celulose
GH7 Endoglucanase 1 P56680 SP1+2d Celulose
GH7 Exoglucanase 1 P62694 EC7+8d Celulose
GH7 Endoglucanase EG-1 Q12622 SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Celulose
GH7 Endoglucanase EG-1 Q12714 SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Celulose
GH10 Endo-1,4-beta-xilanase A B3A0S5 SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana
GH10 Endo-1,4-beta-xilanase 3 GORA32 Gbd; G7+8d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; Xilana/Arabinoxilana

EC1+2d; EC5d; EC7+8d

Continua...
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...continuacao Tabela 26.

Familia . Numero de _Possivgl
Descricdo Substrato / tempo Polissacarideo /
CAZY acesso
Substrato
GH10 Putativa endoglucanase tipo F P46239 SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana
GH10 Endo-1,4-beta-xilanase 1 P79046 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; Xilana/Arabinoxilana
EC7+8d
GH10 Endo-1,4-beta-xilanase 6 Q8NJ73 SP1+2d Xilana/Arabinoxilana
GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 4 G4NA54 G5d; G7+8d Xilana/Arabinoxilana
GH11 Endo-1,4-beta-xilanase B I1RII8 SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana
GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 2 P36217 G5d; G7+8d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; Xilana/Arabinoxilana
EC1+2d; EC5d; EC7+8d
GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 1 P55334 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; Xilana/Arabinoxilana
EC7+8d
GH11 Endo-1,4-beta-xilanase G QOZHI9 Gbd; G7+8d Xilana/Arabinoxilana
GH30 Endo-beta-1,6-galactanase Q76FP5 SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Pectina
GH43  Alfa-L-arabinofuranosidase B G4AMMH2 EC7+8d Xilana/Arabinoxilana
GH45 Endoglucanase-5 P43316 SP5d; SP7+8d Celulose
GH53 Arabinogalactano endo-beta-1,4- P83691 SP5d; SP7+8d; EC5d; EC7+8d Pectina
galactanase
GH54  Arabinofuranosidase/B-xilosidase P48792 Gb5d; G7+8d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; Xilana/Arabinoxilana
EC5d; EC7+8d
GH67  Alfa-glucuronidase Q99024 EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana
GH94  Acido celobiénico fosforilase Q7S0S2 SP1+2d; EC1+2d Celulose
- Xiloglucanase Q7Z9M8 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; Xiloglucano
EC7+8d
CE5 Acetil xilana esterase Q99034 G5d; G7+8d; SP1+2d; SP5d; EC1+2d; Xilana/Arabinoxilana

EC5d; EC7+8d
Continua...
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Familia . Numero de _Possivgl
Descricdo Substrato / tempo Polissacarideo /

CAZY acesso

Substrato
CE15 4-O-metil-glucurénico metilesterase B2ABSO EC5d Xilana/Arabinoxilana
CE15  4-O-metil-glucurdnico metilesterase GORV93 SP1+2d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana
CE16  Acetil esterase A7J2C6 EC1+2d Xilana/Arabinoxilana
AAl Lacase 1 Q70KY3 G5d Lignina
AA9 Polissacarideo monooxigenase G2Q9T3 EC1+2d; EC5d; EC7+8d Celulose

Cel6la
AA9 Endoglucanase-7 Q7Z29M7 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; Celulose
EC7+8d

- Lacase 1 AOAOB4F110 Gbd Lignina
PL4 Putativa ramnogalacturonase P78710 SP5d; EC5d Pectina

Fonte: Dados da autora.



138

4.18. Diferencas na secrecdo de proteinas por Mycothermus thermophilus e
Trichoderma reesei RP698 em cultivos Unicos e cocultivo em diferentes fontes
de carbono

Um objetivo adicional do estudo do secretoma de M. thermophilus e T. reesei
RP698 foi realizar uma andlise comparativa entre as trés condi¢des de cultivo, mas
avaliando todas as enzimas produzidas ao longo dos tempos de cultivos. A Figura 22
apresenta um Heatmap representando o niumero de enzimas identificadas para cada
classe de enzimas (foi usada a classificagdo CAZymes) em cada familia de GH, CE e
AA diretamente relacionada a degradacdo da biomassa (Tabela 24, Tabela 25 e
Tabela 26) em M. thermophilus e T. reesei RP698 em cultivos Unicos e cocultivo apés
le2 5e7e8dias de crescimento em glucose, colmo de cana-de-agucar SP80-
3280 e colmo de Cana Energia (EC) ndo tratados. O secretoma em glucose foi
considerado o controle do experimento, com o intuito de ver quais enzimas poderiam
ser constitutivas dos microrganismos. Como esperado, o cultivo em glucose
apresentou menor numero de CAZymes quando comparadas com o cultivo em SP80-
3280 e EC (Tabela 24, Tabela 25, Tabela 26 e Figura 22).

O padrédo de producédo de enzimas observado para M. thermophilus foi
semelhante para SP80-3820 e EC (Figura 22). O padrdo de secrecao de proteinas
pelo microrganismo cultivado em SP80-3280 foi bastante similar ao padrao obtido pelo
cultivo em EC. Inicialmente, foram secretas endo-B-1,4-galactanase (GH53),
endoxilanases (GH10 e GH11), acetil xilana esterase (CE5) e 4-O-metil-glucurénico
metilesterase (CE15), endoglucanase (GH5), exoglucanase (GH6 e GH7), acido
celobibnico fosforilase (GH94) e monooxigenase (AA9). Com 5 dias de cultivo, houve
a secrecao de uma ramnogalacturonase (PL4) e o desaparecimento da acetil xilana
esterase (CE5) quando cultivado em SP80-3280 e o desaparecimento da
monooxigenase (AA9) em EC. Nos dias 7 e 8 de cultivo, houve a secre¢céo de uma a-
arabinofuranosidase (GH43) e uma monooxigenase (AA9) e o desaparecimento de
uma endoglucanase (GH5) e da acido celobibnico fosforilase (GH94) em EC. Ja para
SP80-3280, houve somente o aparecimento de uma endoglucanase (GH45).

Dentre as enzimas que atuam na pectina, foi observado somente uma classe
de enzima (PL4) secretada exclusivamente no cultivo de M. thermophilus em SP80-
3280, porém houve uma classe (GH53) produzida quando o microrganismo foi

cultivado em ambas as fontes de carbono (Figura 22 e Tabela 24). Foram
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identificadas 5 classes de enzimas (GH10, GH11, GH43, CE5 e CE15) relacionadas
com a degradacao de xilana / arabinoxilana, sendo que destas, uma Unica classe de
familia (CE5) foi exclusiva do cultivo em SP80-3280 e outra classe de enzima (GH43)
foi exclusiva do cultivo em EC (Figura 22 e Tabela 24). Foram identificadas 6 classes
(GH5, GH6, GH7, GH45, GH94 e AA9) de enzimas relacionadas com a degradacao
da celulose, porém somente a GH45 foi exclusiva do cultivo em SP80-3280, as demais
foram identificadas em ambas as fontes de carbono (Figura 22 e Tabela 24). No
cultivo de M. thermophilus foram detectadas 9 classes de enzimas que apareceram
tanto no cultivo em SP80-3280 e EC (Figura 22). Dentro das classes de enzimas
detectadas houve diferencas no numero de proteinas identificadas (Tabela 24).

O padréo de secrecédo de enzimas observado para T. reesei RP698 foi idéntico
para SP80-3280 e EC (Figura 22). Inicialmente, foram secretas endo-§-1,6-
galactanase (GH30), glucano endo-B-1,3-glucosidase (GH55), endoxilanases (GH10
e GH11), a-glucuronidase (GH67), arabinofuranosidase/B-xilosidase (GH54), acetil
xilana esterase (CE5), 4-O-metil-glucurdonico metilesterase (CE15), acetil esterase
(CE16), xiloglucanase, endoglucanase (GH5), exoglucanase (GH6 e GH7), acido
celobiénico fosforilase (GH94), monooxigenase (AA9) e endo-B-1,4-manosidase
(GH5). Com 5 dias de cultivo, houve a secrecdo de duas lacases (AAl e uma nao
identificada). Em EC, houve o desaparecimento de GH55. Nos dias 7 e 8 de cultivo,
houve o desaparecimento de um lacase em EC e da xiloglucanase em SP80-3280.

Foram detectadas 18 classes de enzimas compartilhadas nos dois cultivos
(Figura 22 e Tabela 25). Dentre as enzimas envolvidas na degradacao da lignina, foi
identificada uma classe de enzimas (AA1l) e uma que nao foi identificada (Figura 22
e Tabela 25). Foram observadas 7 classes de enzimas (GH10, GH11, GH54, GH67
CE5, CE15 e CEL16) relacionadas com a degradacéo de xilana / arabinoxilana (Figura
22 e Tabela 25). Para a hidrolise de B-glucano foi identificada uma classe de enzima
(GH55), uma xiloglucanase que atua na degradacao do xiloglucano e uma classe de
enzima (GH5) relacionada com a hidrélise de manana. Foram identificadas 6 classes
de enzimas (GH5, GH6, GH7, GH45, GH94 e AA9) relacionadas com a degradacao
da celulose, porém somente a GH45 foi exclusiva do cultivo em SP80-3280, as demais
foram identificadas em ambas as fontes de carbono (Figura 22 e Tabela 25). Assim
como para M. thermophilus, para T. reesei RP698 também foram detectadas
diferencas na quantidade de proteinas identificadas dentro da mesma classe de

enzima, porém a diferenca foi menor do que para M. thermophilus (Tabela 25).
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O cocultivo apresentou um padrao semelhante de secrecéo de enzimas quando
comparado com os cultivos unicos de M. thermophilus e T. reesei RP698, porém com
algumas modificacdes em SP80-3280 e EC (Figura 22). Em SP80-3280, com 1 e 2
dias de cultivo houve o aparecimento de endoxilanases (GH10 e GH11), acetil xilana
esterase (CE5), 4-O-metil-glucurdnico metilesterase (CE15), xiloglucanase,
exoglucanases (GH6 e GH7), acido celobibnico fosforilase (GH94) e monooxigenase
(AA9). Com 5 dias, houve o surgimento de uma ramnogalacturonase (PL4), uma endo-
B-1,4-galactanase  (GH53), wuma endo-B-1,6-galactanase (GH30), uma
arabinofuranosidase/B-xilosidase (GH54), duas endoglucanases (GH5 e GH45) e uma
endo-B-1,4-manosidase (GH5). Entretanto, houve o desaparecimento de 4-O-metil-
glucurdnico metilesterase (CE15) e xiloglucanase. O padrao de secre¢do em EC nos
primeiros dias de cultivo foi bastante similar ao obtido pelo cultivo em SP80-3280, com
diferenca do surgimento de uma endo-B-1,6-galactanase (GH30), uma a-
glucuronidase (GH67), arabinofuranosidase/B-xilosidase (GH54), acetil esterase
(CE16) e endo-B-1,4-manosidase (GH5). Com 5 dias de cultivo, o surgimento de
algumas CAZymes foi idéntico ao cultivo em SP80-3280, mantendo o padrdo de
surgimento e desaparecimento de enzimas. Com 7 e 8 dias, houve o aparecimento de
um a-arabinofuranosidase (GH43), que ainda ndo tinha sido detectada no cocultivo.

Dentre as pectinases, foram observadas trés classes de enzimas (PL4, GH30
e GH53) secretadas em ambas as fontes de carbono (Figura 22 e Tabela 26). Foram
identificadas 8 classes de enzimas (GH10, GH11, GH43, GH54, GH67, CE5, CE15 e
CE16) relacionadas com a degradacéo de xilana / arabinoxilana, sendo que destas 3
classes de enzimas (GH43, GH67 e CE16) foram exclusivas do cultivo em EC (Figura
22 e Tabela 26). Para a hidrdlise de xiloglucano, uma classe néo foi identificada dentre
as CAZymes. Foram identificadas 6 classes (GH5, GH6, GH7, GH45, GH94 e AA9)
de enzimas relacionadas com a degradacao da celulose, porém somente a GH45 foi
exclusiva do cultivo em SP80-3280, as demais foram identificadas em ambas as
fontes de carbono (Figura 22 e Tabela 26). No cocultivo foram detectadas 15 classes
de enzimas que apareceram tanto no cultivo em SP80-3280 quanto no cultivo em EC
(Figura 22). Foi detectada uma variedade de classes de enzimas, porém o nidmero

de CAZymes variou de acordo com a fonte de carbono (Tabela 26).
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Figura 22. Heatmap do namero de enzimas de cada familia CAZY secretadas por
Mycothermus thermophilus e T. reesei RP698 em cultivos Unicos e cocultivo apés 1 e
2,5 e 7 e 8dias (d) de crescimento em SP80-3280 e EC.

m M. thermophilus T. reesei Cocultivo
Glucose SP80 EC Glucose SP80 EC Glucose SP80 EC

Min Max

Familia CAZy
AA1

PL4
GH53

GH30
GH55
GH10
GH11
GH43
GH67
GH54
CES
CE15
CE16
GH3
GH5
GH6
GH7
GH45
GH9%4
AA9
GH5

Este mapa inclui apenas enzimas / proteinas relacionadas a degradacéo da biomassa (Tabela
24, Tabela 25 e Tabela 26). A escala de gradiente de cores representa menor (vermelho) e
maior (verde) numero de CAZymes.

Fonte: Dados da autora.

Apesar da variedade de enzimas secretadas por ambos os fungos, uma analise
comparativa do namero total de classe de enzimas (Figura 22) e CAZymes (Tabela
24, Tabela 25 e Tabela 26) sugeriu que no cocultivo houve maior secrecdo de
proteinas e, neste quesito, a melhor fonte de carbono foi a cana-de-acucar SP8032-
80. Entretanto, para o cultivo individual ndo houve uma diferenca significativa entre o

namero de proteinas secretadas nas duas fontes de carbono, independentemente do
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tempo de cultivo.

4.19. Comparacao entre os secretomas de Mycothermus thermophilus e

Trichoderma reesei RP698 em cultivos Unicos e cocultivo

Os perfis dos secretomas desses dois fungos quando comparados indicam que
eles diferiram consideravelmente (Tabela 24, Tabela 25, Tabela 26 e Figura 22). Foi
realizada uma analise comparativa da deteccdo de familias de CAZymes. A Figura
23 e a Figura 24 representam a deteccdo das CAZymes secretadas por M.
thermophilus (Mt), T. reesei RP698 (Tr) em cultivos Unicos e cocultivo (Co) em
glucose, SP80-3280 e EC levando em conta todos os dias de cultivo. Todas as
CAZymes detectadas podem ser observadas na Tabela 28.

A Figura 23A apresenta a comparacéo das CAZymes secretadas pelos fungos
em cultivos Unicos e cocultivo em glucose. Foram detectadas 9 CAZymes
pertencentes as distintas familias CAZy. Destas, uma CAZyme foi exclusiva do M.
thermophilus; 2 CAZymes foram compartilhadas entre os dois cultivos Unicos; 4
CAZymes entre o T. reesei e o0 cocultivo; 1 CAZyme entre M. thermophilus e o
cocultivo e uma unica CAZyme presente nas 3 condi¢cdes estudadas. A Figura 23B
apresenta a comparacao das CAZymes secretadas pelos fungos em cultivos Unicos e
cocultivo na cana-de-aclUcar SP80-3280. Foram identificadas 21 CAZymes nos
cultivos em SP80-3280. Dentre as CAZymes detectadas, 5 foram exclusivas de T.
reesei RP698 (AAL, ndo identificada, GH55, GH67 e CE16); 4 foram compartilhadas
entre T. reesei RP698 e o cocultivo (GH30, GH54, nao identificada e GH5); 3 entre M.
thermophilus e o cocultivo (PL4, GH53 e GH45); e 9 presentes nos trés cultivos
analisados (GH10, GH11, CE5, CE15, GH5, GH6, GH7, GH94 e AA9) (Tabela 27).

A Figura 23C apresenta a comparacao das CAZymes secretadas pelos fungos
em cultivos Unicos e cocultivo na EC. Foram identificadas 21 CAZymes, sendo que 3
foram exclusivas de T. reesei RP698 (AAl, uma néo identificada e GH55); uma
exclusiva do cocultivo (PL4); 7 foram compartilhadas entre T. reesei RP698 e o
cocultivo (GH30, GH54, GH67, CE5, CE16, uma nao identificada e GH5); 2 entre M.
thermophilus e o cocultivo (GH43 e GH53); e 8 presentes nos trés cultivos analisados
(GH10, GH11, CE15, GH5, GH6, GH7, GH94 e AA9) (Tabela 27).
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Figura 23. Representacdo comparativa da deteccdo de CAZymes dos fungos
Mycothermus thermophilus (Mt) e Trichoderma reesei RP698 (Tr) em cultivos Unicos
e cocultivo em: (A): glucose; (B) cana-de-acucar SP80-3280 e (C) EC.

A B c

Fonte: Dados da autora.

A Figura 24A apresenta as CAZymes secretadas por M. thermophilus nas trés
fontes de carbono estudadas. Foram detectadas 15 distintas familia CAZy, sendo que:
2 CAZymes foram exclusivas do cultivo em glucose (néo identificada e GH3); 3 foram
exclusivas para SP80-3280 (PL4, CE5 e GH45); uma unica em EC (GH43); 6 foram
compartilhadas pelo cultivo em EC e SP80-3280 (GH53, GH10, CE15, GH5, GH94 e
AA9) e 3 foram detectadas nas trés condic¢des e fontes de carbono estudadas (GH11,
GH6, GH7) (Tabela 27). A Figura 24B apresenta as CAZymes secretadas por T.
reesei RP698 nas trés fontes de carbono estudadas. Foram detectadas 18 familias
CAZy com o cultivo de T. reesei RP698 nas diferentes fontes carbono, sendo 11
compartilhadas pelo cultivo em SP80-3280 e EC (GH30, GH55, GH67, CE5, CE15,
CE16, nédo identificada, GH5, GH94, AA9 e GH5) e 7 CAZymes compartilhadas pelas
trés fontes de carbono estudas (AA1, ndo identificada, GH10, GH11, GH54, GH6 e
GH7) (Tabela 27). A Figura 24C apresenta as CAZymes secretadas pelo cocultivo de
M. thermophillus e T. reesei RP698 em glucose, SP80-3280 e EC. Foram identificadas
22 familias CAZy, sendo 3 exclusivas do cultivo em glucose (AA1l, nédo identificada e
GH3); uma exclusiva do cultivo em SP80-3280 (GH45); e 3 exclusivas do cultivo em
EC (GH43, GH67 e CE16). Além disso, 11 CAZymes foram compartilhadas pelo
cultivo nas canas SP80-3280 e EC (PL4, GH53, GH30, CE15, néo identificada, GH5,
GH6, GH7, GH94, AA9 e GH5) e 4 CAZymes foram compartilhadas nas trés fontes de
carbono (GH10, GH11, GH54 e CE5) (Tabela 27).
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Figura 24. Representacdo comparativa da deteccdo de CAZymes em glucose, cana-
de-acucar SP80-3280 e EC por: (A) Mycothermus thermophilus; (B) Trichoderma
reesei RP698 e (C) cocultivo.

A B

Fonte: Dados da autora.

Assim, conclui-se que o cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698
secretou maior numero de proteinas envolvidas na hidrélise dos componentes da
parede celular (Tabela 26 e Figura 24), além de ter sido o secretoma com 0 maior
namero de CAZymes detectadas, dados que corroboraram com os resultados

previamente obtidos.
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Tabela 27. CAZymes detectadas pelos cultivos Unicos e cocultivo Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em
glucose, cana-de-agucar SP80-3280 e Cana Energia (EC) em diferentes tempos de cultivo.

M. thermophilus T. reesei RP698 Cocultivo Ocorréncia
Glu SP80 EC Glu SP80 EC Glu SP80 EC "
=23 8
< 0 g ©
Familia CAZy © T T T © T © T © T © T © T © T © '08'0:5 8
NUooc\onoc\onoc\lt,ooc\lt,ooNt,oowt,oom-coomuooE'aa K]
TWESTW T ETO T TS T SO TSI DT D O >
— ~ o ~ o ~ o ~ o ~ o ~ o ~ o ~ o ~ < 00 c
s - »
Lignina
ap1  Lacase-l (689 4 5 5 g g NSS TR
kDa)
Lacase 1 (689 o ¢ g ¢ NSS TR
kDa)
Pectina
Putativa
PL4  ramnogalacturona 0 0 0 0 1 S NS MT
se (58,0 kDa)
Arabinogalactano
GHsz ~ Sndobetald- 5 g 5y SNS MT
galactanase (35,5
kDa)
Endo-beta-1,6-
GH30 galactanase (52,7 0 0 0 0 O NSS TR

kDa)

Continua...
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Familia CAZy

M. thermoph

ilus

T. reesei RP698

Cocultivo

@)
(@]
@)
-
=
(o}
>
o
Q

Glu SP80

EC

Glu SP80

EC

Glu SP80

EC

1d;2d
5d
7d;8d
1d;2d
5d
7d;8d
1d;2d

5d
7d;8d

1d;2d

5d
7d;8d

5d
7d;:8d

1d;2d

1d;2d
5d
7d;:8d

1d;2d
5d
7d;8d
1d;2d
5d
7d;8d

1d;2d
5d
7d;8d

M. thermophilus
T. reesei RP698
Cocultivo
Singularidade

B-glucano

Glucano endo-1,3-
GH55 beta-glucosidase
(81,2 kDa)

0 00O0OO

000111

0 00O0OO

Xilana/ Arabinoxilana

Putativa
endoglucanase
tipo F (41,2 kDa) /
Endo-1,4-beta-
GH10 xilanase Aou C
(35,8 - 36,2 kDa) /
Endo-1,4-beta-
xilanase 3 (38,1
kDa)

0003 3 3

Endo-1,4-beta-
xilanase 1 ou 2 ou
4 (24,2 - 25,6 kDa)

/ Endo-1,4-beta-
xilanase G (27,4
kDa)

GH11

Continua...

0012 2 2

011111

031111

0113 414

0 33233

S S S Ambos

S S S Ambos
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M. thermophilus T. reesei RP698 Cocultivo Ocorréncia
Glu SP80 0 © o
=290 o B
Familia CAZy © T T T © T © T © T © T © T © T © '08'055 8
N 5 O N5 0ON-Z7JON-ZGOWOWNZgONZgON7ZONZONZ o0 E D S ©
WY BT Y TR TN ST BB Y BB WS o8 0o =
— ~ o ~ o ~ o ~ o ~ o ~ o ~ o ~ o ~ < 00 c
= @
Alfa-L-
GH43 arabinofuranosida 0 0 0 O S N S Ambos
se B (52,4 kDa)
Alfa-glucuronidase
GH67 (93,4 kDa) 0 00O NSS TR
Arabinofuranosida
GH54 se/B-xilosidase 0 0 0 O NSS TR
(51,1 kDa)
Acetil xilana
CE5 esterase (30,7 O 0 0 1 S S S Ambos
kDa)
4-O-metil-
CE15 glucuronico 5 (4 S S S Ambos
metilesterase
(48,3 kDa)
Acetil esterase
CE16 (39,1 kDa) 0 00O NSS TR
Xiloglucano
i Xiloglucanase 0100 S S Ambos

Continua...

(87,1 kDa)
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... continuacéo Tabela 27.

@)
(@]
@)
-
=
(o}
>
o
Q

M. thermophilus T. reesei RP698 Cocultivo
Glu SP80 EC Glu SP80 EC Glu SP80 EC

Familia CAZy

5d
7d;8d

5d
7d;8d
1d;2d

5d
7d;8d
1d;2d

5d
7d;8d
1d;2d

M. thermophilus

5d
7d;8d

1d;2d
5d
7d;8d
1d;2d
5d
7d;8d
1d;2d
5d
7d;8d
1d;2d
1d;2d
5d
7d;8d
1d;2d
T. reesei RP698
Cocultivo
Singularidade

Celulose

Beta-glucosidase
cel3A (82,8 kDa) /
GH3 Provavelbeta- 0 1 0 0 O
glucosidase L
(78,7 kDa)

00 0O0O0OO 01 00O00O0

Endoglucanase
EG-1l (44,2 kDa) /
Endoglucanase 3

GH5 00011 000111 00002 2 S S S Ambos

(42,5 kDa)
Exoglucanase-6A
(51,2 kDa) /
Exoglucanase 2
(49,6 kDa) /
GH6 Endoglucanase-6B 0 1 1 3 3
(37,7 kDa) / 1,4-
beta-D-glucano
celobiohidrolase
CEL6C (42,5 kDa)

011111 0 003 4 3 S S S Ambos

Continua...
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.. continuacéo Tabela 27.

M. thermophilus T. reesei RP698 Cocultivo Ocorréncia
Glu SP80 EC Glu SP80 EC Glu SP80 EC 0 © o
=290 o B
Familia CAZy © T T T © T © T © T © T © T © T © 'O%O:E 8
N 5 O N5 0ON-Z7JON-ZGOWOWNZgONZgON7ZONZONZ o0 E D S ©
W T TW YT T BTY ST TOTTW BB S 3G O =
— ~ o ~ o ~ o ~ o ~ o ~ o ~ o ~ o ~ < 00 c
— »
Exoglucanase 1
(48,3 - 55,7 kDa)/
Endoglucanase
GH7 EG-1 (47,9 kDa) / 0 213 2 1 0 3 2 S S S Ambos
Endoglucanase
type C (46,4 kDa)
Endoglucanase-5
GHA45 (22,8 kDa) 0 00O00O 0 00O S NS MT
Acido celobibnico
GH94  fosforilase (89,5 0 0 0 1 1 0011 S S S Ambos
kDa)
Endoglucanase-4
ou 7 (26,8 - 35,5
AA9 kDa) /[ 00011 0011 S S S Ambos
Polissacarideo
monooxigenase
Cel6la (34,9 kDa)
Manana

Manana endo-1,4-
GH5 beta-manosidase 0 O 0 0O O O 0 00 2 2
A (47,0 kDa)

Fonte: Dados da autora.
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Foi realizada ainda uma analise comparativa da deteccdo de CAZymes
secretadas pelo cocultivo em PM (Parte IV, Tabela 18), glucose, SP80-3280 e EC
(Tabela 26). A Figura 25 apresenta a representacdo comparativa entre estes dados.
Todas as CAZymes detectadas podem ser observadas na Tabela 28, nela as enzimas
estdo separadas de acordo com os componentes da parede celular com as quais cada
uma é responsavel por sua degradacéo. Foram identificadas 23 CAZymes, sendo 2
exclusivas do cultivo em glucose (AAl e nao identificada); uma CAZyme em EC
(GH67); 4 CAZymes em PM (AA2, GH35, néo identificada e GH1) e nenhum CAZymes
foi exclusiva do cultivo em SP80-3280. Ademais, dentre as CAZymes detectadas, uma
foi compartilhada no cultivo em glucose e PM (GH3); uma foi compartilhada entre PM
e SP80-3280 (GHA45); uma foi detectada tanto em PM quanto em EC (CE15); e 4
CAZymes foram compartilhadas entre SP80-3280 e EC (PL4, GH53, GH94 e GH5).
Além disso, foram detectadas 5 CAZymes compatrtilhadas entre PM, SP80-3280 e EC
(GH30, GH5, GH6, GH7 e AA9); 3 CAZymes em todas as fontes de carbono
estudadas e uma compartilhada entre glucose, SP80-3280 e EC (GH10, GH11 e
CED5).

Figura 25. Representacdo da deteccdo de CAZymes a partir do cocultivo durante 5
dias em glucose, cana-de-acucar SP80-3280, EC e PM.

Fonte: Dados da autora.

Desta maneira, conclui-se que o melhor coquetel foi obtido pelo cocultivo de M.
thermophilus e T. reesei RP698 em PM, uma vez que houve maior nimero de
proteinas secretadas pertencentes as distintas classes de enzimas estudadas (Figura
25 e Tabela 28).
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Tabela 28. CAZymes detectadas no quinto dia de cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em diferentes

fontes de carbono.

- Cocultivo a
Familia CAZy Glucose SP80-3280 EC_PM Ocorréncia
Lignina

AAl Lacase-1 (68,9 kDa) 1 0 0 0 Glucose
AA2 Peroxidase 22 (38,1 kDa) 0 0 0 1 PM

- Lacase 1 (68,9 kDa) 1 0 0 0 Glucose

Pectina
PL4 Putativa ramnogalacturonase (58,0 kDa) 0 1 1 0 SP80-3280 e EC
GH53 Arabinogalactano endol-(t[))e;;;l-l,4-ga|actanase (35,5 0 1 1 0 SP80-3280 e EC
GH30 Endo-beta-1,6-galactanase (52,7 kDa) 0 1 1 1 SP80-3280; EC e PM
GH35 Provavel beta-galactosidase A (110,3 kDa) 0 0 0 1 PM
Xilana / Arabinoxilana
Putativa endoglucanase type F (41,2 kDa) / Endo-
GH10 1,4-beta-xilanase A ou C (35,8 - 36,2 kDa) / Endo- 1 4 4 4 Todos
1,4-beta-xilanase 3 (38,1 kDa)
Endo-1,4-beta-xylanase 1 ou 2 ou 4 (24,2 - 25,6 kDa)
GH11 / Endo-1,4-beta-xilanase G (27,4 kDa) 3 3 3 2 Todos
GH67 Alfa-glucuronidase (93,4 kDa) 0 0 1 0 EC
GH54 Arabinofuranosidase/B-xilosidase (51,1 kDa) 1 1 1 0  Glucose; SP80-3280 e EC
CE5 Acetil xilana esterase (30,7 kDa) 1 1 1 1 Todos
CE15 4-O-metil-glucurénico metilesterase (48,3 kDa) 0 0 2 1 EC e PM
Xiloglucano
- Xiloglucanase (87,1 kDa) 0 0 0 1 PM

Continua...
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...continuacao Tabela 28.

. Cocultivo A
Familia CAZy Glucose SP80-3280 EC _ PM Ocorréncia
Celulose
GH1 Beta-glucosidase 1B (60,6 kDa) 0 0 0 1 PM
GH3 Beta-glucosidase cel3A (82,8 kDa) / Provavel beta- 1 Glucose e PM
glucosidase L (78,7 kDa)
GH5 Endoglucanase EG-II (44,2 kDa) / Endoglucanase 3 0 2 5 5 SP80-3280: EC e PM
(42,5 kDa)
GH6 Exoglucanase-6A (51,2 kDa) / Exoglucanase 2 (49,6
kDa) / Endoglucanase-6B (37,7 kDa) / 1,4-beta-D- 0 4 4 3 SP80-3280; EC e PM
glucano celobiohidrolase CEL6C (42,5 kDa)
GH7 Exoglucanase 1 (54 - 55,7 kDa)/ Endoglucanase EG- .
1(47.9 - 48,3 kDa) 0 5 4 6 SP80-3280; EC e PM
GH45 Endoglucanase-5 (22,8 kDa) 0 1 0 1 SP80-3280 e PM
GH94 Acido celobiénico fosforilase (89,5 kDa) 0 1 1 0 SP80-3280 e EC
AA9 Endoglucanase-4 ou 7 (26,8 - 35,5 kDa) / .
Polissacarideo monooxigenase Cel6la (34,9 kDa) 0 1 2 3 SP80-3280; EC e PM
Manana
GH5 Manana endo-1,4-beta-manosidase A (47,0 kDa) 0 1 2 0 SP80-3280 e EC

Fonte: Dados da autora.
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PARTE VI: EFEITO DE PRE-
TRATAMENTOS NAS VARIEDADES DE
CANA-DE-ACUCAR E SEUS IMPACTOS
NA HIDROLISE ENZIMATICA
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4.20. Analise composicional dos carboidratos do bagaco de cana-de-agUcar,
Cana Energia e cana-de-acUcar SP80-3280 in natura e pré-tratados

Apo6s a otimizacdo do coquetel enzimatico para aplicacdo em cana-de-acucar
in natura, ou seja, sem prévia exposicdo a algum pré-tratamento, foram estudados
diferentes pré-tratamentos, sendo eles: hidrotérmico, organosolv, acido e alcalino. A
aplicacéo do coquetel em cada material pré-tratado foi realizada de acordo com as
condicbes determinadas (item 4.11). A Tabela 29 apresenta os resultados da
composicdo dos carboidratos de SCB, EC e SP80-3280 in natura e pré-tratadas. A
analise dos monossacarideos neutros corresponde apenas a composicdo das
hemiceluloses presentes nas biomassas lignocelulésicas. Em nenhuma das
biomassas analisadas houve a presenca do monossacarideo de ramnose.

Esta analise dos componentes da parede celular das diferentes canas mostrou
um padrao similar dos monossacarideos, mesmo que em quantidades diferentes para
cada cana estudada (SCB, EC e SP80-3280). Para as trés canas sem tratamento
houve maior quantidade de xilose (159,44 + 41,44 35 ug.mg*de SCB; 149,25 + 19,21
ug.mgtde EC e 151,36 + 21,35 ug.mg* de SP80-3280), seguida por arabinose (24,80
+ 10,19 pg.mg*de SCB; 24,89 + 2,18 ug.mg*de EC e 22,10 + 6,13 ug.mg* de SP80-
3280) e glucose (14,08 + 7,04 upg.mg*de SCB; 8,34 + 1,10 pg.mgde EC e 14,04 +
4,76 ng.mg* de SP80-3280).

A analise dos componentes da parede celular de SCB in natura e pré-tratadas
revelou as seguintes tendéncias ap0s a exposicdo das biomassa a diferentes pré-
tratamentos: (i) os monossacarideos fucose, galactose , xilose e manose diminuiram
apos os pré-tratamentos de autohidrdlise, organosolv (Organ), organosolv e acido
sulfarico (Organ:H2S0a4), alcalino (NaOH) e alcalino com peroxido de hidrogénio
(NaOH:H202); (ii) houve um aumento do monossacarideo arabinose de 24,80 + 10,19
para 27,39 + 3,50 pg.mg* de AIR) apés SCB ser exposto ao pré-tratamento alcalino,
e de glucose (de 14,08 + 7,04 para 15,37 + 1,93 ug.mg* de AIR) com o pré-tratamento
alcalino com peréxido de hidrogénio.

Assim como para SCB, a andlise da composicdo dos agucares da parede de
EC apresentou algumas tendéncias ap0s a biomassa ser exposta aos pre-
tratamentos: (i) os monossacarideos fucose, galactose e manose diminuiram nos
diferentes pré-tratamentos estudados; (ii) arabinose mostrou um aumento de 1,36

vezes apos aplicacdo do pré-tratamento alcalino; (iii) glucose foi 1,10 e 1,25 vezes
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maior para as biomassas pré-tratadas com NaOH e NaOH:H202, respectivamente; (iv)
nao houve alteracdo em relacdo a xilose apdés EC passar pelo pré-tratamento de
autohidrolise e alcalino.

A andlise dos componentes da parede celular de SP80-3280 apresentou um
padrdao bastante similar ao de SCB, principalmente apds a exposicdo da biomassa
aos diferentes pré-tratamentos. De modo geral, houve uma tendéncia de diminuicéo
dos monossacarideos das amostras analisadas ap0s 0s seguintes pré-tratamentos:
autohidrélise; organosolv; e organosolv e acido sulfurico. Entretanto, o pré-tratamento
de autohidrdlise para SP80-3280 possibilitou um aumento dos monossacarideos de
glucose e manose, enquanto o pré-tratamento alcalino, assim como para as demais
biomassas estudadas, mostrou um aumento da quantidade de arabinose em sua

composicao.
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Tabela 29. Composicéo dos aclcares (ug.mg* de biomassa seca) do bagaco de cana-de-aclcar (SCB), Cana Energia (EC) e cana-

de-acucar SP80-3280 in natura e apos diferentes pré-tratamentos.

Biomassa Fucose Arabinose Galactose Ramnose Glucose Xilose Manose
ng/mg AIR ng/mg AIR ng/mg AIR  pg/mg AIR ng/mg AIR ng/mg AIR ng/mg AIR
SCB
in natura 0,62 +0,17 24,80 £ 10,19 6,20 £ 2,76 n.d.* 14,08 £ 7,04 159,44 + 41,44 1,60 + 0,81
Autohidrélise 0,59 +0,10 20,19+ 4,76 4,60+1,13 n.d. 12,24 + 3,90 158,27 + 21,39 1,22 £+ 0,36
Organ 0,15+0,13 7,18 £ 0,05 1,34 £0,16 n.d. 11,97 £ 1,14 102,32 £ 2,09 0,51 +0,05
Organ:H2S04 0,47 + 0,06 11,82 £ 0,56 2,60 £ 0,15 n.d. 12,45 £ 0,81 124,22 £ 9,27 0,93+0,03
NaOH 0,54 £ 0,20 27,39 £ 3,50 4,62 + 0,49 n.d. 14,93 + 1,48 132,59 + 18,97 0,55+0,28
NaOH:H20> n.d. 18,13+ 1,95 2,07 £0,31 n.d. 15,37 £ 1,93 72,90 + 7,00 0,31+ 0,04
EC
in natura 0,66 = 0,26 24,89 +2,18 4,39 £ 0,50 n.d. 8,34+ 1,10 149,25 + 19,21 0,96 + 0,16
Autohidrdlise 0,70 £ 0,02 18,09 £ 0,78 3,31+0,12 n.d. 8,09 +1,52 145,59 + 9,59 0,92 + 0,37
Organ 0,38 £ 0,05 8,52+0,77 1,18 £ 0,15 n.d. 8,14+ 1,64 105,42 + 7,04 0,55+ 0,07
Organ:H2S04 0,51+0,24 11,02 £ 2,57 1,51+£0,39 n.d. 6,66 + 1,05 114,44 + 27,28 0,69 + 0,20
NaOH 0,81+0,41 33,79+ 3,31 4,26 £ 0,32 n.d. 9,16 + 2,49 152,53 + 31,06 0,71+0,11
NaOH:H»0> 0,09 +£0,15 17,95 +1,73 1,49 +0,22 n.d. 10,46 £ 1,91 70,03 + 8,25 0,24 + 0,04
SP80-3280
in natura 0,65+0,16 22,10 £6,13 5,38+ 1,52 n.d. 14,04 + 4,76 151,36 + 21,35 2,04 £0,83
Autohidrdlise 0,77 £ 0,20 19,94 + 2,58 5,90+1,31 n.d. 22,09 + 6,33 149,12 £+ 1,53 3,03+0,87
Organ 0,17 +£0,14 6,39 + 0,40 1,44 +0,34 n.d. 11,57 + 2,66 97,04 +9,28 0,62+0,12
Organ:H2S04 0,65+0,11 12,96 + 2,00 3,00+0,29 n.d. 6,64 + 0,87 134,22 + 20,53 0,72 +0,10
NaOH 0,62 + 0,27 25,93 +1,25 4,65+ 0,16 n.d. 10,54 + 2,68 133,78 £ 11,80 0,59 + 0,07
NaOH:H»0> 0,31+0,01 16,81 £ 0,93 1,85+ 0,02 n.d. 10,35 £ 0,94 75,25 + 3,88 0,23 +0,02

* n.d. = ndo detectado.
Fonte: Dados da autora.
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4.21. Efeito dos diferentes pré-tratamentos na hidrélise das biomassas

lignoceluldsicas

Apoés a otimizacdo do coquetel obtido pelo cocultivo de M. thermophilus e T.
reesei RP698 crescidos em PM, o consorcio enzimatico otimizado foi aplicado para
averiguar o efeito da liberacdo de AR nos diferentes pré-tratamentos das canas SCB,
EC e SP80-3280. As condi¢bes de aplicagdo do coquetel se mantiveram as mesmas
padronizadas para as canas in natura. Para todas as canas, a temperatura de hidrélise
foi de 50 °C e a aplicacdo do coquetel foi realizada com 0,12 mg de proteina por mg
de biomassa, sendo 4% para SCB e 3% para EC e SP80-3280. Para SCB foi utilizado
o tamp&o acetato de s6dio 50 mM, pH 4,0 e a hidrdlise foi realizada durante 24 horas;
para EC, a hidrolise foi conduzida em pH 4,5 durante 48 horas; e para SP80-3280, em
pH 4,0 durante 96 horas de hidrolise.

A Figura 26 ilustra o efeito da aplicacdo do coquetel caracterizado e otimizado
nas canas in natura e ap0s pré-tratamentos: (i) alcalino (NaOH); (i) alcalino com
peroxido de hidrogénio (NaOH:H202); (iii) organosolv (Organ); (iv) organosolv com

acido sulfurico (Organ:H2S04) e (v) autohidrdlise.

Figura 26. Liberacdo de acUcares redutores, em pmol.mL, apés aplicacdo do
coquetel obtido pelo cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei
RP698 em palha de milho em (A) bagaco de cana-de-acucar (SCB); (B) Cana Energia
(EC); (C) cana-de-acucar variedade SP80-3280.
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* Letras semelhantes indicam que n&o hé diferengas significativas (P> 0,001).
Fonte: Dados da autora.
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Para SCB (Figura 26A), o pré-tratamento com NaOH foi o que apresentou o
melhor resultado de hidrdlise, liberando 215,01 + 11,02 pmol.mL* de AR, um aumento
de 7,42 vezes quando comparado com SCB in natura (28,99 + 2,95 umol.mL* de AR).
O segundo melhor pré-tratamento foi com NaOH:H202, que apresentou uma liberacao
45 % menor que o pré-tratamento com NaOH, mesmo assim, a sacarificacéo foi 4,10
vezes maior que SCB ndo tratada. Os demais pré-tratamentos, apesar de
apresentarem melhor liberagdo de AR do que SCB in natura nao foram tao
promissores quanto os pré-tratamentos alcalinos, sendo que os pré-tratamentos
Organ:H2S04 e autohidrodlise ndo apresentaram diferencas significativas entre si (P>
0,001).

Para EC (Figura 26), a maior liberagdo de AR ocorreu com a biomassa pré-
tratada com NaOH (177,16 + 16,00 pumol.mL™?), representando um aumento de 8,51
vezes quando comparada com a biomassa in natura, ou seja, sem nenhum pré-
tratamento. O segundo melhor resultado de hidrélise foi apés a exposicdo de EC ao
pré-tratamento alcalino com peréxido de hidrogénio (NaOH:H202), liberando 4,18
vezes mais AR que a biomassa in natura. Ndo houve diferenca significativa entre a
liberacdo de AR dos pré-tratamentos organosolv (Organ) e organosolv com acido
sulfarico (Organ:H2S0a4) (P> 0,001). O pior pré-tratamento para este tipo de biomassa
foi a autohidrélise (28,41 + 2,37 umol.mL* de AR), que ndo apresentou diferenca
significativa na quantidade de AR liberada quando comparada com EC in natura
(20,81 + 3,01 pmol.mL).

Para SP80-3280 (Figura 26C), assim como para SCB e EC, o melhor pré-
tratamento foi com NaOH que apresentou a maior liberagéo de AR (220,64 + 29,02
umol.mL1), um resultado 8,61 vezes melhor que a hidrélise de SP80-3280 in natura.
N&o houve diferenca significativa (P> 0,001) entre o pré-tratamento alcalino com
peréxido de hidrogénio (NaOH:H20z2) (105,06 + 11,23 pmol.mL* de AR) e organosolv
(Organ) (96,54 + 10,10 pmol.mL* de AR). O terceiro melhor resultado de sacarificacdo
ocorreu com a biomassa pré-tratada por autohidroélise, que liberou 2,61 vezes maior
quantidade de AR que SP80-3280 in natura. A pior liberacdo de AR da biomassa pré-
tratada foi com Organ:H2S04 (22,09 + 4,40 umol.mL?) que néo apresentou diferenca
significativa (P> 0,001) quando comparado com SP80-3280 in natura.

A Figura 27 apresenta os agucares presentes nos hidrolisados de SCB, EC e

SP80-3280 apds os cinco pré-tratamentos estudados. Os hidrolisados aplicados
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apresentavam os acuUcares liberados durante a hidrolise da biomassa somados aos
acucares ja presentes da propria biomassa e do coquetel enzimatico. De modo geral,
foi possivel observar que o pré-tratamento com NaOH foi o que mostrou maior
liberacdo de xilose e glucose, pelo tamanho das bandas apresentadas. Além desses
monossacarideos, houve a liberacdo de celobiose e outros sacarideos, em menor
quantidade, que nao foram identificadas pelos padrdes utilizados na Cromatografia de
Camada Delgada. Os demais perfis de liberacao de acucares foram bem semelhantes
ao perfil das biomassas pré-tratadas com NaOH, mas diferem quando comparados
com os perfis de acucares de SCB, EC e SP80-3280 in natura (Figura 19).

Figura 27. Cromatografia de camada delgada dos hidrolisados de SCB; SP80-3280 e
EC apds pré-tratamento: alcalino (NaOH); alcalino com peréxido de hidrogénio
(NaOH:H202); organossolv (Organ); organosolv com &cido sulftrico (Organ:H2S04) e
Autohidrdlise.
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Fonte: Dados da autora.

Além destes pré-tratamentos, foi estudado um pré-tratamento enzimético com
a lacase de Lentinus sajor caju. Entretanto, a hidrolise desse material apresentou o
pior resultado de sacarificacdo, sendo a liberacdo de 11,55 + 0,77 umol.mL? de AR
para SCB, 21,54 + 2,32 ymol.mL* de AR para EC e 10,66 + 2,04 pmol.mL* de AR
para SP80-3280. A Figura 28 apresenta os acucares liberados apos a aplicacao do
coquetel em SCB, SP80-3280 e EC pré-tratados com a lacase, apresentando somente

glucose e xilose liberados.
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Figura 28. Cromatografia de camada delgada dos hidrolisados de SCB; SP80-3280 e
EC apos pré-tratamento com lacase.
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Fonte: Dados da autora.

Como observado na Figura 26 foi unanime que o melhor pré-tratamento para
as trés biomassas estudadas foi o alcalino com NaOH 4 % durante 60 minutos, sendo
assim, optou-se por estudar duas variaveis importantes para este pré-tratamento:
tempo de exposicao e concentracdo de NaOH.

Os dados de hidrélise de SCB, EC e SP80-3280 apds o pré-tratamento com
NaOH 4 % e diferentes tempos de exposicao estdo apresentados na Tabela 30. Para
SCB, os melhores resultados de liberacdo de AR foram com 60 e 75 minutos de pré-
tratamento da biomassa com NaOH (215,01 + 11,02 umol.mL? de AR e 218,73 +
19,20 pmol.mL? de AR, respectivamente), sendo que ndo houve diferenca
significativa (P> 0,001). Tempos inferiores a 60 minutos apresentaram uma reducao
na quantidade de AR liberados. Para EC, a maior liberagédo de AR (177,16 + 16,00
umol.mLt) ocorreu com o material pré-tratado durante 60 minutos. Assim como para

SCB, houve uma drastica reducédo da quantidade de AR liberada com os demais
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tempos de pré-tratamento. Para SP80-3280, trés tempos de pré-tratamentos
apresentaram melhores resultados, sendo eles: 15 minutos (220,49 + 18,43 pmol.mL"
! de AR); 45 minutos (221,21 + 16,18 umol.mL* de AR) e 60 minutos (220,64 + 29,02
umol.mL* de AR). Ndo houve diferenca significativa entre eles (P> 0,001).

Tabela 30. Liberacéo de acucares redutores, em pmol/mL, apds aplicacéo do coquetel
enzimatico otimizado nas biomassas pré-tratadas com Hidroxido de Sédio (NaOH) 4%
durante diferentes tempos de exposicao.

AR (umol/mL)

NaOH
SCB EC SP80-3280
15 184,71 +18,27a* 110,06 +11,24a 220,49 + 18,43a
30' 173,82 £15,83a,b 106,21 +15,71a 189,92 + 9,53b
45' 160,72 £19,72b 155,16 + 15,07b,c 221,21 + 16,18a
60’ 215,01 £11,02c 177,16 £16,00b 220,64 + 29,02a
75' 218,73 £19,20c 150,70 +19,26c 214,51 + 16,53a,b

*Letras semelhantes na coluna indicam que n&o hé diferengas significativas (P> 0,001).
Fonte: Dados da autora.

A Figura 29 ilustra os dados obtidos a partir da Cromatografia de Camada
Delgada dos hidrolisados de SCB, SP80-3280 e EC pré-tratados em diferentes
tempos com NaOH 4 %. A aplicacdo do coquetel otimizado a partir do cocultivo de M.
thermophilus e T. reesei RP698 em PM mostrou que ndo houve diferenca dos

acucares liberados entre os pré-tratamentos.
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Figura 29. Cromatografia de camada delgada dos hidrolisados de SCB; SP80-3280 e
EC apds pré-tratamento com Hidroxido de Sodio 4% e diferentes tempos de
exposicao.
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Fonte: Dados da autora.

A Tabela 31 apresenta os dados de sacarificacdo enzimatica de SCB, EC e
SP80-3280 pré-tratadas com diferentes concentracdes de NaOH durante 60 minutos,
melhor tempo de tratamento conforme determinado anteriormente (Tabela 30). Para
SCB, o melhor resultado de hidrélise ocorreu com a biomassa pré-tratada com 4 % de
NaOH (215,01 + 11,02 umol.mL"* de AR). Tanto com a reducéo quanto com o aumento
da concentracdo de NaOH houve uma diminuicdo da quantidade de AR liberada, esta
gueda corresponde de aproximadamente 7 a 23 % de reducdo da quantidade de AR
disponiveis.

Assim como para SCB, a sacarificacdo de EC apresentou 0 mesmo padréo de
sacarificacdo, ou seja, a biomassa pré-tratada com NaOH 4 % (177,16 + 16,00
umol.mL?t de AR) mostrou melhor liberacdo de AR apds aplicacdo do coquetel
otimizado, enquanto que com nas demais concentracdes houve uma reducéo
acentuada de hidrolise da biomassa. Para SP80-3280, o melhor resultado também
ocorreu com a biomassa pré-tratada com NaOH 4 % (220,64 + 29,02 umol.mL? de
AR), entretanto nao houve diferenca significativa (P> 0,001) entre a quantidade de AR
liberada a partir de SP80-3280 pré-tratada com 8 e 16 % de NaOH, 216,00 + 12,11
umol.mL* e 198,93 + 12,62 umol.mL* de AR, respectivamente.
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Tabela 31. Liberacéo de acucares redutores, em pmol/mL, apés aplicacéo do coquetel
enzimatico otimizado nas biomassas pré-tratadas com diferentes concentracfes de
Hidréxido de Sodio (NaOH) durante 60 minutos.

NaOH AR (umol/mL)
(%) SCB EC SP80-3280
1 165,63 + 16,0la,e* 117,26 +9,23% 132,77 £ 11,47a
2 198,79 + 16,90b,e 137,41 + 16,36a,c 143,28 £ 12,59
4 215,01 £11,02c 177,16 £16,00b,c 220,64 £ 29,02b
8 199,36 + 14,94d,e 152,81 +14,29c 216,00 £ 12,11b
16 180,95+ 16,50e 141,53 + 18,85a,c 198,93 + 12,62b

*Letras semelhantes na coluna indicam que n&o hé diferengas significativas (P> 0,001).
Fonte: Dados da autora.

A Figura 30 ilustra os resultados da Cromatografia de Camada Delgada dos
hidrolisados de SCB, SP80-3280 e EC pré-tratados com diferentes concentra¢cdes de
NaOH durante 60 minutos. Assim como, para 0os demais pré-tratamentos, os acucares
predominantes da sacarificacdo enzimatica das biomassas foram os
monossacarideos de glucose e xilose, seguido do dissacarideo de celobiose e outros

sacarideos que nédo foram identificados pelos padrdes utilizados na corrida.

Figura 30. Cromatografia de camada delgada dos hidrolisados de SCB; SP80-3280 e
EC apos pré-tratamento com NaOH em diferentes concentracdes.
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Fonte: Dados da autora.

Os resultados obtidos mostraram que o coquetel, obtido pelo cocultivo de M.
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thermophilus e T. reesei RP698 em PM no biorreator BioFlo310, possui elevado
potencial hidrolitico, quando associado com pré-tratamentos das biomassas
lignocelulésicas (Figura 26). Dentre os pré-tratamentos estudados, foi observado que
o com hidréxido de sédio (NaOH) 4 %, durante 60 minutos de autoclavagem, foi o que
possibilitou os melhores resultados de hidrolise para as trés canas estudadas. Sendo
assim, a cana-de-acucar SP80-3280 e SCB (220,64 + 29,02 e 215,01 + 11,02
umol.mL! de AR, respectivamente) apresentaram melhores resultados de
sacarificacdo, seguida pela hidrélise de EC (177,16 + 16,00 pmol.mL™* de AR).
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PARTE VII: POTENCIAL DE APLICACAO
DOS COQUETEIS ENZIMATICOS NA
HIDROLISE DE CANAS-DE-ACUCAR DE
INDUSTRIA SUCROALCOOLEIRA
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4.22. Potencial de aplicacdo dos coquetéis de Mycothermus thermophilus e
Trichoderma reesei RP698 cultivados em bagaco de cana-de-aclucar, Cana

Energia e cana-de-agucar SP80-3280

Por fim, com o intuito de analisar a aplicacdo de coquetéis enzimaticos em
diferentes residuos gerados a partir da producéo de cana-de-acucar foi realizada uma
parceria com a empresa GranBio (S&o Miguel dos Campos — AL). Para os testes de
hidrolise foram utilizadas 25 amostras (Material e Métodos, Tabela 6).

Como descrito anteriormente, os melhores extratos enzimaticos foram os
obtidos a partir do cultivo de M. thermophilus (Mt) e T. reesei RP698 (Tr). Desta
maneira, foram testados 6 diferentes coquetéis destes microrganismos crescidos em
SCB, EC e SP80-3280, canas estudadas neste trabalho. As condi¢des de hidrolise
foram padronizadas com a aplicacdo de 0,9 mL do consércio enziméatico, 0,1 de
tampéao de acetato de sodio, 50 mM, pH 5,0 em 30 mg de biomassa, a 50 °C, durante
24 horas. Os resultados foram divididos pelo tipo de biomassa a serem hidrolisadas.

A Tabela 32 apresenta os dados de hidrélise dos residuos gerados a partir de
duas variedades comerciais de cana-de-aclucar submetidas a diferentes processos
industriais. Para cada variedade foram obtidas 4 amostras divididas da seguinte
maneira: amostra A corresponde a palha; amostra B ao colmo desfibrado; amostra C
ao colmo desfibrado e prensado e amostra D ao colmo desfibrado, prensado e lavado.

De modo geral, as melhores hidrolises enziméticas foram obtidas apos a
aplicacao dos coquetéis de M. thermophilus crescidos em EC ou SP80-3280. A maior
liberacdo de AR ocorreu com a aplicacao dos extratos de MtEC e MtSP80 na hidrélise
da variedade RB92579 (1B-1D). Para essa variedade, a aplicagcdo dos extratos
TrSCB, TrEC e TrSP80 apresentaram bons resultados, exceto para a palha da cana
(1A), cuja liberacdo de acucar foi mais baixa que para os extratos de M. thermophilus.
Ja para a variedade RB867515 (2A-2D), o extrato de MtSP80 foi 0 que apresentou
melhor resultado de liberacdo de AR, independente da amostra utilizada (palha ou
colmo da cana-de-acucar). A melhora dos extratos de M. thermophilus na
sacarificacdo das canas-de-acucar deve-se ao fato da gama de celulases e
hemicelulases encontradas nestes coquetéis (Figura 9). Sendo assim, pode-se
concluir que para as canas comerciais estudadas a maior quantidade de AR foi obtida
com os extratos MtEC (10,64 + 0,64 umol.mLt) e MtSP80 (10,32 + 1,53 pmol.mL1)
sobre a cana RB92579 (1B e 1D, respectivamente) (Tabela 32).
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Tabela 32. Sacarificacdo enzimatica das canas comerciais utilizadas pela GranBio apds aplicacdo de diferentes coquetéis produzidos

por Mycothermus thermophilus (Mt) e Trichoderma reesei RP698 (Tr) em SCB, EC e SP80.

Coquetel enzimatico (liberacdo de AR em pumol/mL)

Variedade
MtSCB MtEC MtSP80 TrSCB TreC TrSP80
12 RB92579 154+0,04 4,46+0,35 3,02+047 066+0,15 0,82+0,11 2,04+0,14
1B RB92579 783+089 7,43+060 10,32+153 2,05+0,08 6,03+0,39 8,08+0,14
1C RB92579 6,40+0,21 7,11+0,28 726+0,78 2,11+0,12 4,90+0,13 6,00+£0,14
1D RB92579 9,10+0,57 10,64+0,64 980+051 9,69+131 443+0,16 9,81+1,14
22 RB867515 461+0,06 551+£0,52 597+0,36 1,99+0,13 1,19+0,08 1,25+0,14
2B RB867515 4,43+0,29 3,60+0,23 6,54+0,79 1,44+0,07 291+0,21 2,78+0,14
2C RB867515 2,24+0,06 2,38+0,26 6,46+026 2,24+0,05 1,48+0,13 3,41+0,14
2D RB867515 1,97+0,02 3,63+0,68 507+047 089+0,03 163+0,07 248+0,14

Fonte: Dados da autora.
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A Tabela 33 apresenta os dados de hidrélise das canas energia de tipo I, que
apresenta maior teor de agucar, pelos extratos de M. thermophilus e T. reesei RP698.
Foram estudadas duas variedades de Cana Energia, que passaram pelos mesmos
processos das cana-de-acucar comerciais. Desta maneira, foram utilizadas quatro
amostras para Cana Energia.

No entanto, assim como para as comerciais, 0s coquetéis produzidos por M.
thermophilus apresentaram melhor capacidade hidrolitica destas canas. Para a
variedade Vertix 3 (3A-3D), o extrato de MtSP80 liberou de 3,56 + 0,05 a 7,30 £ 0,30
umol.mL* de AR, sendo que houve uma reducéo de até 65 % para 0 mesmo tipo de
amostra, ou seja, colmo desfibrado (1B e 3B). Entretanto, para a variedade Vertix 4
(4A-4C), a aplicacdo de MtSCB possibilitou maior quantidade de AR disponiveis de
(4,01 + 0,20 a 6,56 + 0,44 pumol.mL), exceto para a amostra 4D que o melhor
resultado foi com MtSP80 (4,56 + 0,15 umol.mL™1). Com isto, foi possivel concluir que
para a Cana Energia tipo | a maior quantidade de AR foram obtidos com os
hidrolisados sobre o colmo desfibrado, prensado e lavado da Vertix 3 (7,30 + 0,30
umol.mL1).

De modo geral, os melhores resultados de sacarificacdo, apés aplicacao dos
coquetéis em estudo, foram obtidos com as amostras de colmo (B-D). Este fato
ocorreu tanto para as canas comerciais, quanto para as canas energia de tipo |. Foi
observado que a aplicacdo de MtSCB e MtEC na cana-de-acUcar RB867515 e Vertix
4 apresentou melhor resultado na amostra de palha, tornando-se um excecéo aos

demais resultados.
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Tabela 33. Sacarificagdo enzimatica das canas energia tipo | utilizadas pela GranBio apos aplicacdo de diferentes coquetéis
produzidos por Mycothermus thermophilus (Mt) e Trichoderma reesei RP698 (Tr) em SCB, EC e SP80.

Coquetel enzimatico (liberacdo de AR em umol/mL)

Variedade
MtSCB MtEC MtSP80 TrSCB TrEC TrSP80
3A Vertix3 354+021 3,71+061 493+0,30 0,81+0,13 1,12+0,08 2,42+0,14
3B Vertix3 2,03+0,11 265+0,08 356+0,05 0,39+0,05 1,00+£0,06 2,44+0,14
3C Vertix3 1,81+0,08 296+0,48 4,07+0,08 058+0,07 0,47+0,06 1,90+0,14
3D Vertix3 4,14+0,10 241+0,05 7,30+0,30 0,62+0,05 154+0,13 2,31+0,14
4A Vertix4 6,56+0,44 6,14+0,19 257+0,29 104+024 1,11+0,03 2,93+0,14
4B Vertix4 4,01+0,20 3,33+0,40 3,41+0,30 1,12+0,12 150+0,08 2,62+0,14
4C Vertix4 4,63+0,35 2,69+0,39 5,07+052 165+0,04 1,12+0,11 3,09+0,14
4D Vertix4 1,76 +£0,09 4,01+0,25 456+0,15 163+0,16 2,78+0,23 2,16 0,02

Fonte: Dados da autora.
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A Tabela 34 apresenta os resultados da liberacdo de AR das trés canas
energias de tipo Il apds a aplicacéo dos coquetéis. Desta maneira, 0 material utilizado
para a hidrdlise foi a cana integral, ndo havendo separacgéo entre sua palha e colmo.
As canas energia (Vertix 2, Vertix 7 e Vertix 9) passaram por diferentes processo
industriais, possibilitando que para cada uma fosse obtida trés distintas amostras,
sendo elas: amostra E corresponde a cana integral desfibrada; amostra F, cana
integral desfibrada e prensada; e amostra G, cana integral desfibrada, prensada e
lavada.

Para a Vertix 2 (5E-5G), os melhores resultados foram com MtEC e MtSP80,
assim como para a Vertix 7 (6E-6G). J& para a Vertix 9 (7E-7G), houve melhor
liberacdo de AR a partir de TrSP80 (7E e 7G), mesmo com a menor quantidade de
enzimas produzidas (Parte I, Figura 10), enquanto que para 7F foi o extrato de MtEC.
Apesar dos bons resultados obtidos com as canas energias de tipo Il, foi possivel ver
gue os coquetéis testados nao foram tao eficientes quanto para as canas-de-acucar
comerciais. Desta maneira, fez-se necessarios testes com outros coquetéis estudados
para aprimorar a hidrélise da parede celular destas canas. Sendo assim, entre trés
variedades de Cana Energia (Vertix 2, Vertix 7 e Vertix 9) os maiores niveis de AR
foram obtidos com a Vertix 9 com a cana integral desfibrada, prensada e lavada (7G)
com ambos o0s coquetéis enzimaticos produzidos a partir do cultivo em cana-de-
aclcar SP80-3280 (6,81 + 0,75 e 6,67 + 0,27 umol.mL* de AR), mas estes niveis ndo
foram significativamente diferentes daqueles observados para a cana integral
desfibrada (7E) hidrolisada com MtSCB e TrSP80 (6,16 + 0,48 € 6,75 £ 0,74 pmol.mL"
1 de AR) (Tabela 34).

Comparando a hidrélise das vérias variedades de cana utilizadas pela GranBio
foi possivel concluir que os maiores niveis foram para a cana comercial RB92579,
colmo desfibrado e prensado com o coquetel MtSP80 (10,32 + 1,53 pmol.mL* de AR)
ou esta mesma cana apos lavagem com o coquetel MtEC (10,64 + 0,64 umol.mL™ de
AR) (Tabela 32).
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Tabela 34. Sacarificacdo enziméatica das canas energia do tipo Il utilizadas pela GranBio apds aplicacdo de diferentes coquetéis
produzidos por Mycothermus thermophilus (Mt) e Trichoderma reesei RP698 (Tr) em SCB, EC e SP80.

Coquetel enzimatico (liberacdo de AR em umol/mL)

Variedade
MtSCB MtEC MtSP80 TrSCB TrEC TrSP80
5E Vertix2 1,60+0,23 247+0,11 193+0,06 1,07+0,07 1,22+0,05 1,40+0,18
5F Vertix2 2,76+0,33 4,27+0,16 4,32+0,27 186+0,21 1,60+0,03 1,34+0,14
5G Vertix2 2,82+0,08 451+007 4,31+0,26 051+0,09 1,11+0,10 2,38+0,10
6E Vertix7 1,51+0,06 357+0,08 238+0,25 2,34+0,13 0,66+0,12 1,07+0,03
6F Vertix7 2,78+0,11 4,43+0,17 484+0,27 1,80+0,20 4,48+0,17 4,49+0,33
6G Vertix7 2,34+0,15 5,03+0,31 5,41+0,12 4,44+0,09 3,39+0,09 5,05+0,26
7E Vertix9 6,16+0,48 4,69+0,12 6,22+0,37 2,45+0,23 456+052 6,75+0,74
7F Vertix9 447+0,11 561+0,12 512+0,26 2,84+0,10 2,47+0,06 4,29+0,19
7G Vertix9 568+041 5,78+046 6,81+0,75 259+0,15 4,12+0,01 6,67 +0,27

Fonte: Dados da autora.



172

4.23. Aplicacdo do consorcio enziméatico obtido do cocultivo de Mycothermus

thermophilus e Trichoderma reesei RP698

Os resultados iniciais de aplicacdo de coquetéis obtidos por M. thermophilus e
T. reesei RP698 cultivados nas canas (SCB, EC e SP80-3280) utilizadas neste
trabalho comprovaram que os microrganismos selecionados para a elaboracédo do
consorcio enzimatico apresentaram elevada capacidade hidrolitica, principalmente
para material lignocelulésico ndo tratado previamente. Sendo assim, a proxima etapa
foi analisar o potencial de aplicacdo do coquetel obtido pelo cocultivo dos dois
microrganismos crescidos em PM nas diferentes canas fornecidas pela GranBio.
Desta maneira, foram testados o coquetel de duas maneiras: (i) antes do processo de
caracterizacao bioquimica do coquetel (Parte Il); e (ii) apos otimizacao das condi¢cdes
de aplicacdo (Parte III).

A Tabela 35 apresenta os dados da liberacdo de AR apds a aplicacdo dos
coquetéis nas condi¢cfes descritas acima. Para as canas comerciais, as condi¢cdes de
hidrélise com o coquetel otimizado foram as mesmas determinadas para a cana-de-
acucar SP80-3280. A amostra de palha de cana-de-aclcar das canas-de-agucar
comerciais que apresentou o melhor resultado foi a 1A, que aumentou 5,9 vezes
aliberacdo de acgucares redutores (26,38 + 2,46 umol.mL* de AR) quando comparado
com o coquetel MtEC (Tabela 32). J& para a hidrélise de colmo, a melhor sacarificacao
ocorreu com a amostra de colmo desfibrado, prensado e lavado 1D, em que a
liberacdo de AR alcancou o maximo de 36,16 + 1,20 umol.mL* de aclcares, um
aumento de 3,4 vezes quando comparado pela hidrolise de MtEC (Tabela 32).

Para as canas energias (tipo | e Il), as condi¢Bes de hidrélise com o coquetel
otimizado foram as mesmas determinadas para EC (Parte lll). Os melhores
resultados de hidrélise das canas energias de tipo | foram a partir do uso de sua palha
apos aplicacdo do coquetel otimizado. Para as amostras obtidas a partir de colmo (B
— D), houve uma variagcdo em relagcdo a maior liberagao de AR, seja para o coquetel
otimizado ou n&o. Entretanto, ainda assim o0s coquetéis produzidos a partir de PM
apresentaram melhor sacarificacdo do material quando comparado com 0s coquetéis
obtidos a partir do cultivo individual dos fungos em SCB, EC e SP80-3280.

Para as canas energias de tipo Il, as amostras de cana integral desfibradas (E)
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nao apresentaram resultados satisfatérios com a aplicacéo do coquetel ndo otimizado,
com excecdo da Vertix 9 (7E) que liberou 8,54 + 0,69 umol.mL? de AR, ou seja um
aumento de 1,27 vezes na quantidade liberada de agucares quando comparado com
o coquetel TrSP80. Entretanto, apds aplicacdo do coquetel otimizado, foi possivel
averiguar maior quantidade de AR disponivel, alcancando um valor 2,46 vezes maior
gue o coquetel ndo otimizado. Sendo assim, o melhor resultado de sacarificacéo para
este tipo de biomassa ocorreu com a hidrélise da Vertix 9, apos desfibrilacéo, lavagem
e prensagem da cana integral.

Com estes resultados, foi possivel concluir que a melhor hidrolise ocorreu com
a amostra do colmo desfibrado, prensado e lavado da cana comercial RB92579 (1D)
(36,13 = 1,20 pmol.mL? de AR) apdés o coquetel obtido pelo cocultivo de M.
thermophilus e T. reesei RP698 em PM ser aplicado nas condi¢cbes padronizadas
anteriormente.

Desta maneira, foi comprovado a eficiéncia deste coquetel nas mais distintas
variedades de canas estudadas, mostrando o elevado potencial hidrolitico do mesmo.
Além disso, os resultados destas canas utilizadas nas industrias sucroalcooleiras
podem ser aprimorados apds pré-tratamento da biomassa, como ja foi observado

anteriormente (Parte VI).
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Tabela 35. Sacarificacdo enzimatica das canas com maior teor de acucares utilizadas
pela GranBio apds aplicacdo do coquetel obtido pelo cocultivo de Mycothermus

thermophilus (Mt) e Trichoderma reesei RP698 (Tr) em palha de milho (PM).

Liberacéo de AR

Biomassa (umol/mL)

lignocelulésica

MtTrPM MtTrPMoriwm.
12 RB92579 8,11+0,46 26,38 +2,46
1B RB92579 14,06 +0,65 21,52 +2,41
1C RB92579 16,33+0,30 18,65+1,20
1D RB92579 12,73+0,54 36,13 +1,20
23 RB867515 8,64 +0,67 20,96 +1,21
2B RB867515 7,95+0,39 14,24 +0,85
2C RB867515 7,16 £0,68 4,78+0,51
2D RB867515 4,76 +0,30 11,88 +0,93
32 Vertix 3 4,27 +£0,10 14,56 +0,22
3B Vertix 3 575051 13,01+0,55
3C Vertix 3 3,52+0,21 5,65%0,37
3D Vertix 3 9,82+0,65 12,57 +0,55
42 Vertix 4 9,98+ 0,35 14,99+1,75
4B Vertix 4 497 +0,24 8,95%0,60
4C Vertix 4 484+0,11 11,01 +0,78
4D Vertix 4 6,61+£0,31 11,43+£0,47
5E Vertix 2 1,50+£0,01 8,46+1,49
5F Vertix 2 6,61+0,22 13,81+0,58
5G Vertix 2 6,47 +£0,40 10,38 £0,37
6E Vertix 7 2,08+0,19 7,62+1,00
6F Vertix 7 8,42+0,15 14,70 0,69
6G Vertix 7 7,24+£0,04 12,35%0,90
7E Vertix 9 8,54+0,69 21,03x0,78
7F Vertix 9 10,37 £ 0,02 15,58 £ 0,42
7G Vertix 9 6,42+ 0,65 27,78 1,62

Fonte: Dados da autora.
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A demanda global por alternativas aos combustiveis fosseis vem aumentando,
uma vez que ha varios acordos mundiais para combater as mudancas climaticas,
principalmente na reducdo da emissédo de gases de efeito estufa, nesse sentido o
bioetanol é considerado uma alternativa promissora para minimizar tais efeitos
(124,125). Dessa forma, por ser um recurso abundante e renovavel a biomassa
lignoceluldsica possui potencial de baixo custo para a producdo de combustiveis, ja
que esta consiste em biopolimeros com alto valor energético (126). Entretanto, &
necessaria a conversao destes polimeros em agucares, sendo a tecnologia enzimatica
considerada como a mais sustentavel para a bioconversdo da biomassa
lignocelulésica em monossacarideos fermentesciveis (98).

Os fungos dos géneros Aspergillus, Humicola, Mycothermus (ou Scytalidium) e
Trichoderma sao conhecidos por sua capacidade de produzir enzimas responsaveis
pela degradacéo da parede celular das plantas (1,14,15,18,23,104,127-129). Por esta
razao, neste estudo foi realizada uma triagem de fungos pertencentes aos géneros
citados para a escolha dos melhores produtores de holocelulases envolvidas na
degradacdo da parede celular de diferentes canas-de-acUcar. Para tal, os
microrganismos foram cultivados em diferentes biomassas lignocelulésicas, sendo
elas: bagaco de cana-de-acucar (SCB), colmo de cana-de-acucar da variedade SP80-
3280 e colmo de Cana Energia (EC).

A primeira foi escolhida devido & abundancia encontrada nas usinas
sucroalcooleiras, uma vez que este residuo é gerado durante o processo de producao
de acucar e etanol de primeira geracdo, podendo ser uma mistura de variedades de
canas-de-acucar, como foi o caso de SCB usado neste trabalho.

J& a escolha da cana-de-acucar SP80-3280 deve-se aos estudos envolvendo
sua parede celular e do potencial em se melhorar a compreensao das enzimas
necessarias para degradacdo mesma, como demonstrado por Buckeridge e
colaboradores (26,27,35).

Outro ponto relevante foi a escolha da Cana Energia como fonte de estudo.
Tew e Cobil (2008) (37) relataram que esta biomassa € conhecida por apresentar
capacidade de acumulo de biomassa, ou seja, foi aprimorada para maximizar o teor
de fibras com sua distribuicdo nas fragbes de celulose, hemicelulose e lignina,
potencializando a producdo de acgUcares passiveis de serem fermentados, com
consequente aumento da producao do etanol 2G. Ademais, este foi 0 primeiro estudo

da sacarificacdo enzimatica utilizando esse tipo de biomassa, o0 que é bastante



177

promissor para a producao de etanol de segunda geracéao.

Dessa forma, entre 0s microrganismos estudados para producdo de
holocelulases, os fungos mesofilico, T. reesei RP698, e termofilico, M. thermophilus,
cultivados em SCB e EC, apresentaram os melhores perfis de producéo enzimética e,
guando comparados com a literatura, produziram elevados niveis de xilanases (XYN)
(21,12 a 27,67 U/mL) (129-131); e niveis médios de xiloglucanase (XEG) (0,34 a 0,41
U/mL) (132), endoglucanase (EG) (0,20 a 0,21 U/mL) e celobiohidrolase (CBH) (0,14
a 0,16 U/mL) (133). Devido a variedade de enzimas produzidas por esses
microrganismos, os resultados de sacarificacdo de SCB e de EC apresentaram maior
liberacdo de acuUcares redutores (AR) quando comparados aos extratos produzidos
pelas espécies de Aspergillus e Humicola, provavelmente pelo fato de as culturas
desses fungos em SCB e EC nao favoreceram a producao de holocelulases, como
pode ser constatado nas Tabela 8 e Tabela 9.

Tendo em vista o potencial de uso dos extratos brutos de M. thermophilus e T.
reesei RP698 para a hidrélise enzimatica de biomassa lignocelulésica, foi verificado
que os melhores resultados de hidrélise de SCB e EC foram obtidos apds aplicacédo
do coquetel obtido com o fungo M. thermophilus cultivado em SCB, e também em EC
(Figura 8). Assim, este microrganismo foi selecionado por seu grande potencial de
produzir um consércio enzimatico capaz de hidrolisar de maneira eficiente as
biomassas em estudo (Figura 9), como ja tinha sido previamente descrito por Basotra
et al. (2016) (15). Assim sendo, estes resultados obtidos podem ser explicados,
principalmente, pela composicao polissacaridica de SCB e EC, uma vez que elas
apresentam baixo teor de lignina e altas quantidades de hemicelulose e celulose
(Tabela 10), o que pode ter favorecido a producdo das holocelulases para a
degradacéo da parede celular vegetal. Franco et al. (2013) (123) mostraram que a
composicao das canas estudadas assemelham-se com a cana-de-acucar SP80-3280,
principalmente pelo teor de celulose e hemicelulose.

Apesar da hidrolise de EC e SCB ter sido de 2 a 3,5 vezes menor quando
aplicados os coquetéis de T. reesei RP698 cultivado em SCB e EC (Figura 8), os
extratos produzidos por este fungo foi o segundo melhor na liberagéo de AR, uma vez
gue o fungo é conhecido como bom produtor de celulases, como foi relatado por Li e
colaboradores (2017) (14). Aléem disso, Silva e colaboradores (2020) também
relataram o potencial de producao de celulases pelo mutante T. reesei RP698 (4). Por

esta razdo optou-se também por trabalhar com este microrganismo.
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Tendo selecionados os microrganismos M. thermophilus e T. reesei RP698
como melhores produtores de holocelulases (Tabela 8 e Tabela 9), optou-se por
também estudar seus cultivos na cana-de-acucar SP80-3280 e aplicar os diferentes
coquetéis obtidos na sacarificacdo de SCB, EC e SP80-3280. Os resultados da
hidrolise enzimatica das diferentes canas-de-acucar foram interessantes; com o
extrato bruto de M. thermophilus cultivado em SP80-3280, foi liberado um maximo de:
4,81 + 0,25 pmol.mL* de AR (SCB) e 6,10 + 0,44 pmol.mL! de AR (SP80-3280),
porém para a hidrélise de EC o melhor extrato foi obtido a partir do cultivo deste
microrganismo em SCB, liberando 4,91 + 0,39 pmol.mL* de AR (Tabela 11). A
aplicacao do extrato bruto de T. reesei RP698 apresentou um padrdo bem parecido
ao de M. thermophilus, ou seja, SP80-3280 e SCB foram as melhores fontes de
carbono para cultivo do microrganismo. A liberagéo de AR foi de 4,73 £ 0,18 pumol.mL"
1 (SCB), 2,20 + 0,14 pmol.mL* (EC) com o extrato de T. reesei RP698 cultivado em
SP80-3280 e 4,61 + 0,14 umol.mL* (SP80-3280) com o coquetel produzido em SCB
(Tabela 11). Desta maneira, 0os resultados iniciais foram bastante promissores,
gquando comparado com a literatura, uma vez que foi obtido maior liberagdo de AR
que Goldbeck et al. (2014) (84), que obteve 1,543 pmol.mL* de agucar liberado e
Lima et al. (2016) (20) com 20 umol de AR/mL/g de biomassa .

A melhor liberacdo de AR, ap0s aplicacao dos coquetéis estudados, pode ser
explicada pela gama de holocelulases produzidas por estes fungos (Figura 9 e Figura
10), uma vez que para hidrdlise total da holocelulose é necessaria a agdo de enzimas
do complexo celulolitico e hemicelulolitico trabalhando sinergicamente (1,23) e os
coquetéis obtidos através do cultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 diferem
dos encontrados na literatura (20,84,107), uma vez que muitos ndo apresentam a
variedade de enzimas produzidas pelos microrganismo em estudo, como
demonstrado ao longo do trabalho. Além da melhor liberacdo de acglcares (cerca de
1,5 umol.mL? de AR) relatada por Goldbeck e colaboradores (84), a biomassa
utilizada pelos autores foi exposta a um pré-tratamento acido, enquanto que as
biomassa usadas até este momento neste estudo ndo foram expostas a nenhum pre-
tratamento. Mesmo sabendo que esta estratégia poderia proporcionar melhor acesso
aos componentes da parede celular por enzimas, como relatado por Van Dyk e
Pletschke (2012) (22), Srinorakutara et al. (2013) (87) e Buckeridge, Grandis e
Tavares (2019) (27). Desta maneira, optou-se por ndao a utilizar até concluir a

elaboracao e otimizacdo de um coquetel enzimatico eficiente.
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Apos verificar a eficiéncia dos coquetéis obtidos por M. thermophilus e T. reesei
RP698, fez-se um estudo para avaliar o perfil de hidrolise com extratos produzidos em
diferentes residuos agroindustriais. Paes e colaboradores (2019) (19) relataram que
0s coquetéis obtidos pelo cultivo de fungos filamentosos em residuos agroindustriais
apresentam uma grande diversidade de holocelulases em sua composicao,
mostrando que essa seria uma importante alternativa para producao de enzimas de
interesse industrial, ja que, muitas vezes, estes residuos sdo gerados em grandes
quantidades (9) e ndo séo totalmente utilizados nas industrias como relatado por
Ayres et al. (2014) (134).

Desta maneira, apds a obtencéo dos coquetéis pelo cultivo de M. thermophilus
e T. reesei RP698 nos diferentes residuos estudados, sendo eles: bagaco de cevada
(BC); casca de café (CC); casca de eucalipto (CE); palha de arroz (PA); palha de feijao
(PF); palha de milho (PM); sabugo de milho (SM), foi realizada a hidrdlise enzimatica
de SCB, EC e SP80-3280. A escolha destes residuos, ocorreu devido ao fato serem
considerados como promissoras fontes de carbono para producdo de holocelulases
por fungos filamentosos de diferentes espécies, como foi relatado por Scarcella et al.
(135,136) e Pasin et al. (137,138). Para os dois microrganismos estudados, 0s
extratos que conferiram os melhores resultados de hidrélise foram aqueles cultivados
em PM e SM (Tabela 12).

Assim sendo, os extratos que obtiveram os melhores resultados de hidrélise
mostraram 3,5 a 4,9 vezes para M. thermophilus, e 2,4 a 3,2 vezes para T. reesei
RP698 maior liberacdo de AR do que quando comparados aos extratos obtidos a partir
microrganismos recombinantes estudados por Goldbeck e colaboradores (2014) (84).
Ademais, ao calcular a quantidade de AR liberada pela quantidade de biomassa
utilizada, foi possivel observar que a maior sacarificagao foi de 203 ymol de AR/mL/g
de EC ap0s aplicacéo do extrato bruto de M. thermophilus cultivado com PM, seguida
de 164,33 pmol de AR/mL/g de SP80-3280 com o coquetel obtido pelo cultivo de T.
reesei RP698 em PM, apresentando 10,15 e 8,22 mais AR liberado (20 ymol de
AR/mL/g de biomassa) do que aqueles demonstrados a partir de um coquetel obtido
expressado heteréloga de enzimas fangicas descrito por Lima e colaboradores (2016)
(20). Desta maneira, os resultados mostram a eficiéncia da degradacdo da parede
celular da cana-de-acucar pelos extratos enzimaticos brutos de ambos os fungos
selvagens mesmo com as biomassas in natura, uma vez que as biomassas ainda n&do

tinham sido submetidas a nenhum pré-tratamento, como € comumente visto. Além
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disto, estes resultados sé&o provenientes de um coquetel enzimatico obtido a partir dos
cultivo de fungos selvagens em residuos agroindustriais, enquanto que 0s coquetéis
utilizados para comparagdo foram obtidos a partir da expressdo heter6loga de
enzimas fungicas (20,84). Esta expressao muitas vezes esta associada ao aumento
de custo de producdo das mesmas, devido a necessidade de fontes indutoras
especificas, normalmente de alto custo, o que leva a um maior gasto para a obtencao
de etanol 2G, tornando o processo em si menos rentavel.

Como as melhores hidrélises enzimaticas das diferentes canas-de-aglcar e
Cana Energia ocorreram com o0s extratos de M. thermophilus e T. reesei RP698
produzidos em palha de milho (PM) e sabugo de milho (SM), foi realizado um estudo
do perfil enzimético desses coquetéis, os quais mostraram uma grande quantidade de
enzimas presentes (Tabela 13). Estes extratos podem ser considerados verdadeiros
coquetéis enzimaticos, ja que os fungos que crescem nessas diferentes fontes de
carbono sintetizam um arsenal de enzimas distintas, uma vez que possuem uma
resposta de expressao génica compativel com o substrato de cultivo. Desta forma, a
composicdo do consorcio enzimatico depende da composicédo de cada substrato e
das maquinarias de sintese proteica dos mesmos, ainda que Borin et al. (2015)
relatem ndo saber como os microrganismos assimilam essas diferencas entre 0s
substratos utilizados como fonte de carbono (18).

A sintese de proteinas e enzimas responsaveis pela degradacdo da parede
celular da biomassa lignoceluldsica ja é conhecida para celulases de Trichoderma
reesei (14,18,104,139-141). Entretanto, para o M. thermophilus, os estudos ainda nao
estdo tdo avancados quanto para fungos do género Aspergillus ou Trichoderma,
porém jA € conhecido o potencial desses microrganismos para a producdo de
holocelulases para bioconversdo de biomassa lignocelulésica em etanol e outros
subprodutos (15). Assim, € sugestivo que para a hidrélise da cana-de-acuUcar e,
consequentemente, a formagédo de agucares fermentesciveis, a juncdo de extratos
enzimaticos garante a melhora deste efeito.

Os maiores niveis enzimaticos foram obtidos para o coquetel de T. reesei
RP698 cultivado no meio suplementado com PM (Tabela 13), EG (0,37 U/mL), XYN
(40,14 U/mL) e XEG (2,20 U/mL). O coquetel obtido a partir do cultivo deste fungo em
PM consistiu em altas atividades de XYN e XEG (130-132); niveis médios de EG e
CBH (18,133). Entretanto, as atividades de ARF, BXI, AXE, ARA e BGL né&o foram

detectadas, ou os niveis encontrados foram muito baixos. Com isso, foi possivel
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verificar através dos resultados de hidrolises das diferentes biomassas que as
atividades da ARA, ARF, AXE e BXI ndo sdo as mais importantes para a degradacao
da parede celular vegetal, apesar de possuirem certo potencial na sacarificacdo da
cana-de-agucar como foi reportado por de Souza et al. (2013) (26) e Buckeridge,
Grandis e Tavares (2019) (27). Ao analisar as atividades enzimaticas do extrato bruto
de M. thermophilus crescido em PM como unica fonte de carbono, verificou-se que 0s
niveis foram inferiores ao de T. reesei RP698, exceto para CBH, BGL, ARA e AXE
(Tabela 13). Embora os niveis enzimaticos tenham sido menores, houve uma melhor
acado das enzimas para a degradacdo da parede celular da cana, provavelmente,
devido ao maior sinergismo entre elas.

Coquetéis produzidos a partir do cultivo de fungos em residuo agroindustrial
podem induzir a producao de diversas celulases e hemicelulases requeridas para uma
hidrolise efetiva da biomassa lignocelulésica. Dessa forma, a utilizacdo dos extratos
brutos resultam em uma hidrélise mais eficiente da cana-de-acucar (2,4 a 4,5 vezes
maior) do que quando comparados aos coquetéis compostos por algumas enzimas,
como relatado anteriormente por Giese et al. (2013) (107) que testaram a hidrélise
somente com celulases ou como descrito por Goldbeck et al. (2014) (84), que
utilizaram coquetel enzimatico contendo apenas xilanases, -xilosidases e
arabinofuranosidases expressas em E. coli ou A. nidulans. Sendo que este ultimo,
acrescentou uma etapa de purificacdo das proteinas de interesse, que pode
influenciar no valor do produto final.

Apesar do coquetel obtido por T. reesei RP698 crescido em SP80-3280
apresentar dados de hidrélise bem proximos a capacidade dos demais coquetéis
produzidos a partir dos outros residuos estudados, observou-se que o consércio
enzimatico de M. thermophilus produzido em PM e SM (Tabela 12) resultou em uma
eficiéncia maior na hidrdlise das biomassas testadas do que os coquetéis produzidos
a partir de alguma cana (Tabela 11). Por esta razao, foram escolhidas PM e SM como
fontes de carbono para o cocultivo, uma vez que apresentaram os melhores
resultados de liberacdo de AR (Tabela 12). Esta diferenca de hidrélise das canas a
partir dos extratos obtidos a partir do cultivo nos diferentes residuos, pode ter ocorrido
pela maior produgdo de enzimas, tanto em variedade quanto em nivel de atividade
enzimatica. Ademais, Pointner et al. (2014) mostraram que a analise composicional
do sabugo de milho consiste em 38,8% de celulose e 44,4% de hemicelulose (142),

ao passo que Song e colaboradores (2014) relataram que a palha de milho apresenta
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em sua composicdo maior quantidade de celulose (49,3%) quando comparado com
as canas estudadas (Tabela 10), porém a quantidade de hemicelulose € menor
(28,8%) (143). Estas pequenas diferengas na composicdo podem afetar
negativamente a inducdo das enzimas de interesse. Devido a essas divergéncias na
composicdo e ao fato do cultivo em PM e SM terem apresentado os melhores
resultados, foi descartado o cocultivo com SP80-3280 como unica fonte de carbono
para dar continuidade ao trabalho de elaboracéo do consoércio enzimatico.

Sendo assim, foi realizado o cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698
em PM e SM para averiguar os resultados da sacarificacdo da cana-de-agUcar e da
Cana Energia a partir do consorcio enzimatico obtido. A estratégia de cocultivo
possibilita a producdo de enzimas de interesse por dois ou mais fungos cultivados
juntos, podendo ser obtido um coquetel com maior quantidade de enzimas alvo. Nao
ha muitos estudos abordando esta estratégia, porém Kumar et al. (2016) (144) e
Metreveli et al. (2017) (145) mostraram que o cocultivo pode ser eficiente para
obtencao de xilanases e celulases. Dentre as barreiras para que a metodologia seja
executada com éxito, uma que merece bastante destaque € a otimizacdo do cultivo
de microrganismos com temperatura Otima de crescimento distintas, como 0s
selecionados neste trabalho (M. thermophilus, termofilico e T. reesei RP698,
mesofilico). Para tal, fez-se necessario um estudo para averiguar a taxa de
crescimento em diferentes temperaturas (Tabela 14). Outro aspecto que merece ser
pontuado € a necessidade de ensaios de confronto entre os microrganismos, ja que
para o sucesso dessa estratégia os fungos nao podem produzir compostos que inibam
o crescimento conjunto, como foi observado na Figura 11, em que foi possivel ver que
0S microrganismos podem crescer concomitantemente, uma vez que nao houve
inibicdo entre eles.

Em geral, o coquetel obtido do cocultivo apresentou uma liberacdo de AR
significativamente maior quando comparada as culturas individuais (P <0,01) (Tabela
15). A melhor sacarificagao foi obtida com o extrato produzido pelo cocultivo em PM a
35 °C. Houve melhora de 1,75 vezes na liberacdo de AR com este extrato para a
hidrélise da EC (12,11 + 0,46 umol mL') quando comparado ao extrato de M.
thermophilus (6,93 £ 0,75 ymol mL?) produzido a partir do meio suplementado com o
mesmo residuo (PM) e 5,22 vezes maior que o de T. reesei RP698 com PM (2,32 £
0,25 umol mL?) (Tabela 12). Este resultado mostrou-se bastante promissor, uma vez

gue quando calculada a liberacdo AR pela quantidade de biomassa utilizada, houve
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uma liberacdo de 403,67 uymol de AR/mL/g de EC. Esses dados séao 20,18 vezes
maiores (20 ymol de AR/mL/g de bagago) que os obtidos por Lima e colaboradores
(2016) (20) a partir do cocultivo de linhagens recombinantes de A. nidulans com
potencial de producéo de arabinanase, arabinofuranosidase, xilanase e xiloglucanase.

O segundo melhor resultado de liberacdo de AR foi da cana-de-acucar SP80-
3280, em que foram obtidos 9,27 + 0,49 umol mL* de AR liberados (Tabela 15),
melhorando 1,71 vezes para M. thermophilus e 5,90 vezes para T. reesei RP698,
quando comparados com os cultivos individuais nos mesmos residuos. Para SCB, a
maior quantidade AR foi obtida quando aplicado o extrato produzido pelo cocultivo em
SM a 40 °C (7,87 + 0,10 pmol mL* AR) (Tabela 15), aumentado 1,68 vezes a hidrélise
em relagdo a M. thermophilus em SM e 2,09 vezes melhor que T. reesei RP698 no
mesmo residuo. Embora o extrato de SM a 40 °C tenha apresentado o melhor
resultado para SCB, ndo houve diferenca significativa (P >0,01) entre a hidrdlise
enzimatica com o coquetel deste cocultivo e com o cocultivo em PM a 35 °C. O pior
resultado foi com PM a 40 °C para SCB e EC, sendo que para SCB houve menor
liberacdo de AR quando comparado a hidrélise individual de fungos (Tabela 12).

A producédo enzimatica a partir do cocultivo dos microrganismos em PM e SM
apresentaram os melhores resultados de hidrolise da cana. Além disso, enzimas que
nao foram produzidas anteriormente nos cultivos individuais, como BXI, ARF e AXE,
foram observadas no cocultivo. Além disso , as atividades de XYN, XEG e EG foram
superiores as encontradas na literatura (18,131,132). O melhoramento da
sacarificacdo de cana-de-acucar (em PM a 35 °C) a partir do cocultivo entre M.
thermophilus e T. reesei RP698 pode ser explicado por uma possivel melhora de
sinergismo entre as enzimas, uma vez que houve uma melhora na atividade de
holocelulases, mesmo que 0s niveis enzimaticos, em sua maioria, ndo sejam mais
altos quando comparados aos cultivos individuais.

Apos ter selecionado o coquetel obtido pelo cocultivo de M. thermophilus e T.
reesei RP698 em PM como o melhor para a sacarificagcdo das diferentes canas
estudadas, foi realizada a microscopia eletrénica de varredura (MEV) (Figura 12) e as
analises termogravimétricas (TGA) (Figura 13) dos materiais in natura e hidrolisados.
Optou-se por realizar estas analises com objetivo de averiguar e confirmar o efeito do
coquetel na degradacdo das biomassas lignocelulosicas. A MEV e TGA, apos
aplicagéo do coquetel enzimatico, comprovaram o efeito na desconstrugéo da parede

celular, tornando as fibras mais desorganizadas.
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Michelin e Teixeira (2016) (91) mostraram que a MEV é uma importante técnica
de anadlise, uma vez que por meio desta € possivel analisar as caracteristicas
morfolégicas do material lignoceluldésico, como também foi observado por Saha e
colaboradores (2018) (93). Michelin e Teixeira (2016) utilizaram a TGA para investigar
as propriedades fundamentais da lignocelulose e obtiveram resultados bastante
satisfatorios para diferentes biomassas estudadas (91), assim como Lima e
colaboradores (2016) (20), que também analisaram o material da cana-de-agucar
parcialmente hidrolisado pelo coquetel recombinante estudado. As analises realizadas
neste trabalho mostraram o efeito do coquetel nas fibras, uma vez que pela MEV foi
possivel observar um efeito de desfibrilacdo das canas, assim como reducdo dos
componentes da parede analisados pela TGA. Estes resultados estdo de acordo com
0s obtidos e apresentados por Lima e colaboradores (2016) (20), Michelin e Teixeira
(2016) e Saha e colaboradores (2018) (93).

Além dos estudos de diferentes pré-tratamentos das biomassas, a otimizacao
da sacarificacdo enzimética deve ser estudada com o intuito de aumentar a eficiéncia
do coquetel. Embora ja existam producdes em escala comercial de etanol de segunda
geracédo (2G), como € o caso das empresas GranBio (Sao Miguel dos Campos — AL)
e Raizen (Piracicaba - SP), é preciso concentrar esfor¢cos na otimiza¢ao de processos
como foi demonstrado por Arias et al. (2016) (146), Pratto et al. (2016) (147), Jung et
al. (2017) (148) e Tasselli et al. (2019) (149). Com isso, apés selecdo das melhores
condi¢bes de obtencao do coquetel a partir do cocultivo de M. thermophilus e T. reesei
RP698 em PM a 35 °C, foi realizado o escalonamento para biorreator BioFlo 310 com
capacidade de trabalho de 5 L. O coquetel obtido foi aplicado nos trés tipos de canas
estudadas e foram testadas diferentes variaveis: temperatura, pH, concentracdo
proteica do coquetel, tempo de hidrélise, carga de sélidos e o efeito de surfactantes.

Para todas as canas (SCB, EC e SP80-3280), a temperatura para hidrélise foi
de 50 °C, sendo o melhor resultado obtido a partir da sacarificagdo de SP80-3280
(12,81 + 0,83 umol.mL* de AR), seguida por EC (12,05 + 0,66 pmol.mL* de AR) e
SCB (8,70 + 0,56 pmol.mL* de AR) (Figura 17). Estes dados correspondem a um
aumento de 1,38 vezes de AR liberados para SP80-3280 e 1,20 vezes mais para SCB
guando comparadas com a aplicacao do coquetel obtido a partir do cultivo em frascos
Erlenmeyers de 250 mL (Tabela 15). A temperatura de 50 °C determinada nos
experimentos esta de acordo a descrita para a maioria dos coquetéis e enzimas

associados a hidrélise de biomassa lignocelulésica como foi mostrado nos
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experimentos realizados por Goldbeck et al. (2016) (51), Arias et al. (2016) (146) e
Tasselli et al. (2019) (149). Apesar da melhor temperatura de acdo do coquetel ter
sido 50 °C, é possivel trabalhar na faixa de 40 a 55 °C, uma vez que o coquetel
apresentou bons resultados de sacarificagéo na faixa citada.

Com a temperatura de aplicacdo do coquetel determinada (50 °C), foi testado
o efeito de diferentes pH na liberacédo de AR. Para SCB e SP80-3280 foi determinado
que o melhor pH de hidrélise € 4,0, enquanto que para EC € 4,5, mostrando um
aumento significativo de AR liberados quando comparado com o pH 5,0, que foi o pH
inicial escolhido para estudo da sacarificacdo (Figura 17). Martini e colaboradores
(2016) (96) relataram que pH mais baixos (acidos) prejudicam o crescimento das
leveduras responséaveis pela fermentacdo dos acucares em etanol, principal alvo
guando se pensa no processo em escala industrial. Perna, Bastos e Ceccatto-Antonini
(2018) corroboraram com esta afirmacéo, uma vez que houve inibigcdo do crescimento
da levedura Meyerozyma guilliermondi em pH 3,5 (150). Sendo assim, ndo foram
testados pH de hidrolise menores que 4,0. Além disso, 0s coquetéis comerciais
disponiveis no mercado, normalmente, apresentam melhores resultados em pH 5,0
(91,149). O mesmo ocorre para muitas das enzimas ndo comerciais utilizadas na
hidrolise de biomassa lignoceluldsica (20,51,84). Apesar do pH de hidrélise para cada
biomassa lignocelulésica apresentar diferenca, € importante mostrar que este
coquetel pode ser aplicado em uma faixa de pH entre 4,0 e 5,0, ja que apresentou
uma boa sacarificagdo das canas estudadas nestas condi¢des.

Decorridas as analises de hidrélise de SCB, EC e SP80-3280 em funcéo de
diferentes temperaturas e pH, e estabelecidas as condicdes de trabalho, avaliou-se o
aumento da carga proteica do coquetel para os ensaios. Para tanto, o coquetel foi
concentrado 30 vezes. Optou-se por trabalhar com carga proteica e, ndo pela
aplicacdo de FPases, como foi padronizado nos experimentos realizados por
Hernandez-Beltran et al. (2018) (151), Tasselli et al. (2019) (149) e Xu et al. (2019)
(152), devido ao fato do coquetel também apresentar hemicelulases, sendo assim, foi
possivel manter um padrdo para aplicacdo de proteinas e ndo em relacdo a uma
enzima especifica.

Inicialmente, foi aplicado 1 mg de proteina presente no coquetel, por mg de
biomassa a ser hidrolisada. Os ensaios realizados mostraram a necessidade do
aumento dessa concentracdo para uma maior eficiéncia. Para tal, houve a

necessidade de aplicar 12 a 15 vezes mais proteinas, sendo que ndo houve diferenca
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significativa (P >0,01) entre essas concentracfes. Sendo assim, optou-se por
trabalhar com uma menor concentracao de proteinas, ou seja, 12 mg de proteina por
mg de biomassa, que liberou 24,82 + 1,58 umol.mL* de AR (SCB), 26,30 + 0,47
umol.mL? de AR (EC) e 22,89 +0,46 umol.mL* de AR (SP80-3280) (Figura 17). Esses
resultados eram esperados, uma vez que Valadares et al. (2016) relataram que
experimentos com diferentes cargas enzimaticas mostraram que a eficiéncia da
hidrélise depende do nivel de atividade da enzima (153) e com o aumento da carga
proteica, consequentemente, h4 0 aumento das atividades enzimaticas.

ApoOs determinadas as condicBes de temperatura, pH e concentracdo proteica
do coquetel, foi analisada o tempo de aplicacdo do coquetel, mostrando que para a
hidrélise de cada cana estudada, foi preciso um diferente tempo de aplicacdo do
coquetel, variando de 24 a 96 horas (Figura 18). Com os tempos de aplicacdo
determinados, foi estudada a carga de sélidos, em que foi observado o aumento da
sacarificagcdo com o aumento da quantidade de biomassa, fato ja esperado e, assim,
comprovado pelos dados obtidos e de acordo com os dados na literatura
(148,151,152,154). Para EC (30,33 + 1,39 umol.mL* de AR) e SP80-3280 (33,18 *
1,04 umol.mL de AR), o ideal é trabalhar com uma carga de 3% de sdélidos, enquanto
que para SCB seria 4% (40,40 + 2,39 umol.mL™* de AR) (Figura 18).

Ramos et al. (2015) relataram que o aumento da carga de sélidos possibilita
uma melhora de hidrélise das biomassas lignocelulésicas (95), fato que foi confirmado
por Hernandez-Beltrdn et al. (2018) (151) e corroborando com os resultados
demonstrados neste trabalho. Devido a elevada carga proteica necessaria para
hidrolise do material, ndo foi possivel analisar maiores taxas de SCB, uma vez que 0
volume necessario do coquetel ultrapassaria o volume final da reacao fixado em 1 mL,
j& que o consércio enzimatico apresentou 5,54 mg de proteina.mL, quantidade
bastante inferior a de coquetéis comerciais, como o Cellic Ctec2 da Novozymes,
utilizado nos experimentos de hidrélise de Baral e colaboradores (2019) (155). Desta
maneira, para analisar maior porcentagem desta biomassa, seria necessario estudo
de escalonamento de producédo do coquetel em processo industrial, ou seja, em
tangques de maiores volumes.

Com todas as principais variaveis para aplicagdo do coquetel determinadas, foi
estudado o efeito de surfactantes nas liberagdo de AR, uma vez que Van Dyk e
Pletschke (2012) (22) e Wang e colaboradores (2018) (156) relataram que o uso de

surfactantes durante a hidrélise enzimatica de biomassa lignocelulésica pode prevenir
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a adsorcao produtiva de enzimas ao seu substrato. Para as trés canas estudadas, foi
observado o mesmo efeito negativo apds adicdo de surfactantes n&o-ibnicos na
sacarificacdo enzimatica das mesmas, sendo esses dados bastante interessantes.

Menon, Prakash e Rao (201) (62) mostraram que a utilizacdo de surfactantes
esta relacionada ao aumento da eficiéncia do coquetel enzimatico na hidrélise do
material vegetal, sendo esta afirmacdo comprovada pelos experimentos realizados
por Giese (2013) (107), efeito contrario ao observado nos experimentos de hidrélise
das canas SCB, EC e SP80-3280 (Figura 18). Isto ocorreu, provavelmente, devido a
algum efeito inibitério das enzimas presentes no coquetel pelo uso dos surfactantes
testados. Para afirmar esta teoria, seria necessario estudar a acdo dos surfactantes
nas enzimas purificadas. Entretanto, tal processo acarretaria maior custo de producao
das proteinas de interesse. Além disso, muitas vezes as enzimas purificadas podem
atuar de maneira diferentes quando presentes em extratos brutos. Assim sendo, a
utilizacao destes com o coquetel otimizado ndo é recomendada por causa da reducao
da sacarificacdo das canas estudadas, mesmo com muitos estudos afirmando a
importancia dos surfactantes na eficiéncia dos coquetéis enziméticos (22,62,156,157).

Deste modo, foi possivel concluir que apesar das biomassas lignocelulésicas
estudadas para hidrélise pertencerem a mesma classe de gramineas
(Monocotiledbnea), foi possivel observar que as diferencas composicionais das
mesmas (Tabela 10) influenciaram no efeito do coquetel durante a caracterizagéo
bioguimica do mesmo (Figura 17 e Figura 18). A diferenca entre as canas foi
comprovada pela andlise da composi¢do dos monossacarideos da parede celular, que
pertencem fracdo da hemicelulose, visto que apesar de possuirem 0S mesmos
monossacarideos em sua composi¢ao, ha divergéncias na quantidade entre as canas
estudadas (Tabela 29), o que pode influenciar na recalcitrancia da biomassa, uma vez
gue o complexo lignina-carboidrato é composto por ligacdes que interligam lignina,
celulose e hemicelulose, como foi descrito por Buckeridge, Grandis e Tavares (2019)
(27).

Ha maior diferenca entre as canas SCB (mistura de variedades) e SP80-3280
com a EC, provavelmente pelo fato de as duas primeiras serem canas comerciais
utilizadas na industria sucroalcooleira para a producéo de agucar e etanol de primeira
geracéo (1G), enquanto que a EC € uma cana com potencial de acimulo de biomassa,
em que toda composigéo polissacaridica e lignina sao alteradas, o que pode resultar

em diferenca na recalcitrancia da mesma.
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A eficiéncia da sacarificacdo das biomassas estudadas ocorreu pela alta
variedade de enzimas presentes no coquetel (Figura 14), ja que Segato et al. (2014)
(23) e Pasin et al. (2020) (9) relataram ser de suma importancia a presenca de
diferentes celulases e hemicelulases para a completa degradacéo de parede celular
vegetal. A secrecdo de proteinas envolvidas na degradacdo da parede celular pode
estar relacionada a uma expressdo génica diferencial em funcdo da composicdo da
parede celular de PM pelo cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 neste
residuo.

ApoOs a caracterizacdo das condi¢cdes de aplicacdo do coquetel elaborado,
foram analisados os hidrolisados de SCB, EC e SP80-3280 por Cromatografia em
Camada Delgada. Esta andlise permitiu avaliar qualitativamente os acuUcares
presentes nos hidrolisados (glucose e xilose, Figura 19) e, se 0s mesmos poderiam
ser assimilados por leveduras para a producéo de etanol. Reis e colaboradores (2018)
mostraram que a glucose pode ser utilizada pela levedura Saccharomyces cerevisiae
PE-2 (158), enquanto que Perna, Basto e Ceccato-Antonini (2018) demonstraram o
uso de pentoses pela levedura Meyerozyma guilliermondii para a producao de etanol
(150). Através destes resultados foi possivel observar que as condicdes de hidrélise
para SCB ainda poderiam ser aprimoradas, uma vez que houve o aparecimento de
bandas que ndo correspondem aos padrdes de glucose, xilose, celobiose e xilobiose
usados. Provavelmente, isto ocorreu para essa biomassa devido ao fato de SCB ser
uma mistura de diferentes variedades cultivadas na Usina da Pedra (Serrana — SP)
(Tabela 6), além de uma possivel hidrélise incompleta dos polissacarideos pelas
enzimas.

Para melhor compreensdao do padrdo de hidrélise de cada biomassa, foi
realizada uma andlise do secretoma de M. thermophilus e T. reesei RP698 cultivado
em diferentes biomassas. Este tipo de analise tem sido uma estratégia bastante
utilizada (16-19), pois através dela é possivel decifrar e compreender quais as
proteinas podem estar envolvidas no processo de degradacdo da biomassa
lignoceluldsica.

O secretoma foi obtido pelo cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 em
PM, no biorreator BioFlo 310, nas condi¢des padronizadas para aplicagéo do coquetel,
durante 5 dias de cultivo. Este coquetel apresentou a maioria das enzimas requeridas
para a degradacdo da parede celular da cana-de-acucar (1,9,23,26,27), incluindo

varias glicosil hidrolases (GH) e carboidrato esterases (CE), como era esperado
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devido a complexidade da biomassa utilizada (Tabela 18). Além dessas proteinas,
foram secretadas monooxigenases (LPMOs) (Tabela 18) que sao responsaveis pela
degradacgéo oxidativa da celulose (159,160). Nao foram identificadas lacases, o que
era esperado, uma vez que estes microrganismos nao sédo conhecidos como classicos
produtores de ligninases e, sim, os basidiomicetos (113,161). Nesta condicéo, foram
identificadas 27 proteinas associadas a degradacdo da biomassa lignocelulésica,
sendo duas B-glucosidases (GH1 e GH3); doze celulases (GH5, GH6, GH7 e GH45);
cinco xilanases (GH10 e GH11); uma endo-B-1,6-galactanase (GH30); uma [-
galactosidase (GH35); uma xiloglucanase (familia ndo identificada); uma acetil xilana
esterase (CE5); uma 4-O-metil glucurdnico metil esterase (CE15) e duas LPMOs
(AA9) (Tabela 19).

Prosseguindo as andlises, fez-se uma divisdo didatica, em que todas as
enzimas foram analisadas individualmente dentro dos seus respectivos grupos:
celulases, hemicelulases e pectinases.

O consdércio enzimético apresentou duas celulases pertencente a GH5, que é
0 maior e mais funcional grupo, sendo que as enzimas relacionadas com a subfamilia
GH5 5 apresentam atividade de endo-B-1,4-glucanase (162). Trés celulases da
familia GH6 e sete celulases GH7, sendo que estas podem ser divididas em
celobiohidrolases (CBHs) e endoglucanases (EGs), com base no modo de acdo na
celulose (23,133,163,164). Uma endoglucanase GH45, que assim como as demais
celulases clivam as ligacfes internas da molécula de celulose, produzindo celobiose
(23). Dentre as B-glucosidases, foram identificadas duas pertencentes a familia GH1
e GH3. As B-glucosidases sao conhecidas por desempenharem um papel de catélise
da hidrélise da celobiose e das celodextrinas em glucose (5,23), sendo as enzimas
pertencentes a familia GH1 as mais conhecidas pela tolerancia a altas concentracdes
de glucose (5,165), enquanto que muitas GH3 s&do conhecidas por sua bi-
funcionalidade, ou seja podem atuar como B-glucosidases e [(-xilosidases (166).
Ademais, foram identificadas também trés monooxigenases, que sao conhecidas por
clivar a cadeia de celulose por meio de um processo oxidativo de C-1, C-4 e C-6
(23,159).

Dentre as xilanases secretadas, foram identificadas trés pertencentes a familia
GH10 e duas GH11. A familia GH10 consiste em endo-1,4-3-xilanases e endo--1,3-
xilanases, entretanto estudos sobre as especificidades do substrato revelaram que

elas podem néo ser altamente especificas para a xilana e também podem ter atividade
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em substratos de celulose de baixo peso molecular (54). Ja a familia GH11,
apresentou apenas endo-B-1,4-xilanases que séo consideradas como verdadeiras
xilanases, uma vez que sdo exclusivamente ativas em substratos contendo xilose
(54,129).

Neste secretoma foram identificadas duas proteinas pertencentes as
carboidrato esterases, sendo uma acetil xilana esterase (CE5) e uma 4-O-metil
glucurdnico metil esterase (CE15). As acetil xilana esterases (CE5) removem os
substituintes O-acetil a partir da posi¢do C-2 dos residuos de xilose na acetilxilana e
xilooligossacarideos (167). A 4-O-metil glucurénico metil esterase (CE15), € uma
proteina que deve ter um destaque, pois até 0 momento néo tinha sido descrita para
0S microrganismos estudados.

O complexo lignina-carboidrato possui ligacbes covalentes entre lignina e
hemicelulose nas paredes celulares das plantas, sendo este responsavel, em parte,
pela recalcitrancia de residuos lignocelulésicos (27,168). Estas ligacGes impedem a
separacdo de lignina, hemicelulose e celulose dificultando o uso destes para
aplicacoes industriais, como a produc¢éo de bioetanol. Monrad e colaboradores (2018)
relataram a importancia das glucuronoil esterases, uma vez que estas promovem a
separacao de lignina, hemicelulose e celulose, fator crucial para a utilizacdo eficiente
da biomassa (168). Isto pode ocorrer, devido ao fato destas enzimas serem capazes
de direcionar as ligacGes éster entre as por¢cdes de lignina e os grupos laterais de
acido glucurbnico da xilana (168,169), possibilitando maior acessibilidade das
enzimas hidroliticas ao substrato e, consequentemente, maior liberacdo de acucares.

Além dessas enzimas relatadas, foi identificada uma xiloglucanase, entretanto
nao foi identificada a familia a qual esta enzima pertence. Estas enzimas apresentam
elevada importdncia para o aumento da eficiéncia hidrolitica, uma que as
xiloglucanases sdo as enzimas responsaveis pela clivagem do xiloglucano em
polimeros de glucose nao ramificados, embora apresentem mecanismos distintos
entre as diferentes familias de glicosil hidrolases (23,132).

Dentre as enzimas envolvidas na degradacéo da pectina, foi identificada uma
endo-B-1,6-galactanase pertencente a familia GH30, que reconhece especificamente
B-1,6-galactano de arabinogalactano e libera galactose e galactooligbmeros ligados a
B-1,6 com um grau de polimerizacéo de dois a cinco (170,171). Além disso, uma -
galactosidase da familia GH35 foi identificada. As enzimas pertencentes a esta familia

hidrolisam residuos de -1,4-galactosil ligados a L-ramnose do ramnogalacturonano
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de tipo I, além de sintéticos como p-nitrofenil-p-D-galactopiranose e oligossacarideos
que possuem residuos de B-D-galactosil nas extremidades ndo redutoras, como a
lactose (77).

Os dados do secretoma do cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 em
PM (Tabela 18) somado aos dados das atividades enzimaticas (Figura 14), mostram
gue o coquetel obtido apresenta as enzimas necessarias para a degradacao de cana-
de-acucar, como fora proposto por de Souza et al. (2013) (26) e Buckeridge, Grandis
e Tavares (2019) (27), além do aparecimento de trés enzimas que nao tinham sido
identificadas para esses fungos, a endo-beta-1,6-galactanase (GH30), a 4-O-metil
glucurénico metil esterase (CE15) e a monooxigenase (AA9) (Tabela 18). Estes
resultados reforcam a importancia do estudo individual de cada holocelulase e do
sinergismo entre elas, ja que a compreensédo da acdo de enzimas como AA9 e CE15
ainda se faz necessario. Contudo, os dados gerados neste trabalho possibilitam um
avanco no entendimento do papel de cada holocelulase na degradacdo da biomassa.

Portanto, a andlise sistémica dos secretomas, junto aos ensaios de
sacarificacdo das biomassas lignoceluldsicas, € um estudo fundamental que permite
o reconhecimento de proteinas pouco conhecidas, como a 4-O-metil glucurénico metil
esterase, além de permitir uma visdo geral do papel de diferentes enzimas no
processo de degradacéo da parede celular vegetal.

Com todas essas informacfes em maos e com o0 objetivo de elaborar um
modelo de degradacao da parede celular da cana-de-aclUcar e da Cana Energia a
partir dos dados gerados neste trabalho, também foram analisadas as proteinas
secretadas por M. thermophilus e T. reesei RP698 em cultivos Unicos e cocultivo dos
mesmos. Para tal, os microrganismos foram cultivados em diferentes fontes de
carbono, sendo elas: glucose (controle), EC e cana-de-acucar SP80-3280, visto que
essas informacdes também sdo de suma importancia para o projeto subsidiado pelo
INCT ao qual este trabalho esté vinculado. Apos analise dos perfis de secrecédo de
proteinas nas condices estudadas, foi possivel compreender melhor a acdo dos
coquetéis na hidrolise de SCB, EC e SP80-3280. Neste estudo optou-se, inicialmente,
pela utilizagdo dos coquetéis obtidos no quinto dia de cultivo.

O coquetel de M. thermophilus crescido em SP80-3280 apresentou seis
celulases, divididas entre as familias GH5, GH6 e GH7; cinco xilanase (GH10 e
GH11); uma xiloglucanase (sem familia identificada); duas enzimas relacionadas com

a degradacédo de pectina (GH53 e PL4); duas 4-O-metil glucurdnico metil esterases
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(CE15) e uma monooxigenase (AA9), apresentando uma parte das enzimas
necessarias para a degradacdo desta biomassa, como proposto por de Souza et al.
(2013) (26) e Buckeridge, Grandis e Tavares (2019) (27). Nao foram identificadas f3-
glucosidases (BGL) e B-xilosidases (BXI) neste extrato, entretanto BGL teve sua
atividade detectada pelo método de dosagem utilizado. Além disso, foi identificada
uma acido celobibnico fosforilase (GH94) que foi descrita como uma enzima que atua
na degradacao oxidativa de celulose por Nihira et al. (69), o que pode justificar os bons
resultados de hidrélise obtidos. A ndo identificagdo das BGL e BXI pode ter ocorrido
pela presenca de proteases secretadas (dados ndo mostrados).

Em contrapartida, o coquetel obtido pelo cultivo de T. reesei em SP80-3280
apresentou mais enzimas em sua composicao, sendo elas: quatro celulases (GH5,
GH6 e GH7); uma glucano endo-3-1,3-glucosidase (GH55); duas xilanases (GH10 e
GH11); uma arabinofuranosidase/B-xilosidase (GH54); uma a-glucuronidase (GH67);
uma acido celobibnico fosforilase (GH94); uma xiloglucanase (familia néo
identificada); uma endo-B-1,6-glucanase (GH30); uma manana endo-1,4-beta-
manosidase (GH5); uma acetil xilana esterase (CE5); uma 4-O-metil glucurénico metil
esterase (CE15); uma acetil esterase (CE16); duas lacases (AA1l e familia néo
identificada) e uma monooxigenase (AA9). Este ultimo coquetel € mais préximo ao
proposto por Souza et al. (26) e Buckeridge e colaboradores (27).

O extrato de M. thermophilus em EC consistiu em oito celulases (GH5, GH6,
GH7 e GHA45); seis xilanases (GH10 e GH11); uma endo-B-1,4-galactanase (GH53);
uma acido celobibnico fosforilase (GH94); uma xiloglucanase (familia néo
identificada); e uma 4-O-metil glucurénico esterase (CE15). O coquetel obtido a partir
de SP80-3280 é muito similar ao de EC, diferenciando-se somente pela identificacdo
de uma monooxigenase (AA9) e um ramnogalacturonase (PL4).

J& o coquetel obtido a partir do cocultivo em EC apresentou dez celulases
(GH5, GH6 e GH7); sete xilanases (GH10 e GH11); uma xiloglucanase (sem familia
identificada); duas  endo-B-1,4-galactanases (GH30 e GH53); wuma
arabinofuranosidase/f-xilosidase (GH54); uma a-glucuronidase (GH67); uma acetil
xilana esterase (CE5); duas 4-O-metil glucurdnico metil esterases (CE15) e duas
monooxigenases (AA9); e uma ramnogalacturonano liase (PL4). Nao foram
identificadas B-glucosidases no coquetel, porém foi detectada uma baixa atividade no
extrato (Tabela 23). A auséncia destas enzimas ou a baixa atividade das mesmas

pode prejudicar a eficiéncia do consoércio enzimatico, uma vez que ja é bastante



193

conhecida sua importancia no processo de degradacdo da celulose
(5,23,165,172,173). Ademais, duas enzimas (acido celobidnico fosforilase e 4-O-metil
glucurdnico metil esterases) que nao tinham tido sua importancia relatadas por de
Souza et al. (2013) (26) e Buckeridge, Grandis e Tavares (2019) (27) foram
detectadas no coquetel, as mesmas obtidas pelo cocultivo de T. reesei RP698 e M.
thermophilus em PM (CE15 e AA9). O perfil das proteinas secretadas pelo cocultivo
em SP80-3280 difere um pouco do ja descrito para EC, pela auséncia da a-
glucuronidase (GH67); 4-O-metil glucurdnico esterase (CE15) e a presenca de outra
endoglucanase pertencente a familia GH45, reforcando a importancia de acao de
algumas enzimas que se mantiveram nos dois extratos (Figura 22).

Os perfis de proteinas secretadas pelos fungos estudados nestas condi¢des
foram bastante semelhantes aos encontrados na literatura com o A. niger , T. reesei,
e outros fungos cultivados em diferentes biomassas lignocelulésicas (16-19).
Entretanto, neste trabalho foram identificadas proteinas que ndo tinham sido
identificadas em tais estudos, como por exemplo, a &cido celobibnico fosforilase
(GH94), a 4-O-metil glucurdnico metil esterase (CE15), ramnogalacturonase (PL4) e
as ligninases (AA1l). O secretoma de M. thermophilus cultivado em celulose, farelo de
trigo e palha de arroz (proporcdo 3:1:1), assim como para T. reesei ndo apresenta
relatos de GH94 e PL4 identificadas, entretanto foi identificada a 4-O-metil glucurénico
metil esterase (CE15) (15), mostrando que ela pode ter alguma importancia durante o
processo de degradacédo da parede celular de diferentes biomassas como foi relatado
por Monrad et al. (2018) (168).

Comparado com estudos prévios, foram identificadas uma quantidade
satisfatéria de CAZymes no cultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 nas
diferentes condicbes estudadas (PM, EC e SP80-3280). Adav et al. (2010)
identificaram 30 enzimas a partir do cultivo de A. niger em biorreator com glucose
como fonte de carbono (174). Borin et al. (2015) relataram a detecgéo de 45 CAZymes
secretadas por T. reesei cultivado em bagaco ou colmo de cana-de-aclcar (18).
Basotra et al. (2016) detectaram 62 CAZymes a partir do cultivo de M. thermophilus
em celulose em po, farelo de trigo e palha de arroz, na proporcéo 3:1:1 (15).

Foram observadas diferencas para os microrganismos cultivados em outras
fontes de carbono, desde o nimero de CAZymes até classes de enzimas identificadas
envolvidas na degradacéo de parede celular vegetal. Essas diferencas podem ocorrer

devido a fonte de carbono, condi¢cBes de cultivo ou desenho experimental, uma vez
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gue em relacdo ao primeiro fator, essas divergéncias podem estar relacionadas as
diferencas na recalcitrancia dos substratos utilizados, o que reflete os diferentes niveis
de complexidade das paredes celulares, como foi discutido na Tabela 29. Entretanto,
como os fungos percebem essas diferencas permanece incerto.

No entanto as proteinas mais importantes encontradas neste estudo também
estavam presentes nos trabalhos de Borin et al. (2015) (18), Basostra et al. (2016)
(15), Florencio et al. (2016) (17), da Silva et al. (2019) (16) como celobiohidrolases,
endoglucanases e B-glucosidases. Também foram identificadas enzimas envolvidas
na degradacéo da pectina, além de hemicelulases envolvidas na clivagem da cadeia
principal de xilana e arabinoxilana, xiloglucano, B-glucano e a cadeia lateral de
hemiceluloses.

Dentre as proteinas que ndo tinham sido identificadas em outros secretomas
descritos na literatura, a acido celobibénico fosforilase (GH94) merece destaque, uma
vez que apresenta acdo na degradacéo da celulose e ha poucos estudos da acdo
desta enzima (69-71). Li et al. (2015) relataram que a &cido celobibénico fosforilase
desempenha um papel crucial no catabolismo do &cido celobidnico, permitindo que
seja uma alternativa a p-glucosidase (71). Desta maneira, pode-se concluir que T.
reesei RP698 desenvolveu uma via alternativa para a completa degradacdo da
celulose, este fato pode ser comprovado pelo fato desta enzima ter sido encontrada
somente no cultivo individual de T. reesei RP698, tanto em EC quanto SP80-3280, e
apresentar bons resultados de hidrélise.

Os dados obtidos a partir dos secretomas de M. thermophilus e T. reesei RP698
em cultivos Unicos e cocultivos em diferentes fontes de carbonos corroboraram com a
literatura que afirma a importancia de distintas enzimas para hidrolise completa da
parede celular, como foi descrito por de Souza et al. (2013) (26) e Buckeridge, Grandis
e Tavares (2019) (27), uma vez que além das secrecdo das principais enzimas
envolvidas na hidrolise de celulose e hemicelulose, foram identificadas enzimas
acessorias que tiveram sua importancia relatada por Segato et al. (2014) (23), Polizeli
et al. (2016) (1) e Pasin et al. (2020) (9), que afirmaram gque estas Sd0 responsaveis
por auxiliar na completa degradacao dos componentes da parede celular.

Com todas essas informa¢des em maos, além dos diferentes tempos de analise
dos secretomas (EC, SP80-3280 e PM) (Tabela 18, Tabela 24, Tabela 25 eTabela
26) e as dosagens das atividades das diferentes enzimas nos coquetéis (Figura 9,

Figura 10 e Figura 14), foi possivel propor um modelo da degradacdo da parede
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celular de cana-de-acucar e Cana Energia. Algumas enzimas apesar de nao terem
sido identificadas nos secretomas analisados, foram detectadas pelas metodologias
de dosagem de atividade enzimatica utilizadas. Isto pode ter ocorrido devido a
presenca de alguma protease presente no meio.

Optou-se por unir todas as informacdes obtidas para a constru¢cdo do modelo
de degradacdo. Sendo assim, neste modelo, inicialmente teriamos a acédo de seis
enzimas: endo-f-1,6-galactanases, ramnogalacturonases, -galactosidases, endo-f3-
1,3-glucanase, 4-O-metil glucurbnico metil esterases e arabinofuranosidases. Em
seguida, a acetil xilana esterase, acetil esterases e a-glucuronidases teriam um papel
na degradacado, para a posterior acdo de arabinofuranosidades, feruloil esterases,
xilanases e xiloglucanases. Novamente as arabinofuranosidases teriam suas ac¢oes
associadas com [-xilosidases, completando o processo de degradacdo da
hemicelulose. A partir de entédo, as endoglucanases e celobiohidrolases comecam agir
e, tornam-se possivel duas vias para a liberacdo de glucose a partir da degradacéo
da celulose: (i) a partir da agédo de B-glucosidases e (ii) via oxidativa de degradacgéo a
partir da acdo combinada de monooxigenases e acido celobidnico fosforilases.

Neste modelo proposto ndo foram incluidas as liquenases, como proposto por
de Souza e colaboradores (26), uma vez que ndo foram identificadas essas enzimas
nos secretomas estudados. Entretanto, foi adicionada uma endo-B-1,3-glucanase que
€ responsavel pela clivagem da ligagao -1,3-glucosidica do 3-glucano. Além disso, o
modelo se assemelha bastante ao citado, com pequenas modificagcdes no inicio do
processo, pela inclusdo de 4-O-metil glucurénico metil esterases e a-glucuronidases
e o final do processo em que propde a via de degradacédo oxidativa da celulose, com
acdo de AA9 e acido celobibnico fosforilases. Entretanto, a AA9 aparece nos
secretomas, mesmo quando néo foram identificadas a acido celobidnico fosforilases,
mostrando que ela tem importancia na sacarificacdo das biomassas, podendo agir
também junto as celulases, uma vez que induzem quebras oxidativas na cadeia da

celulose. Este modelo hipotético pode ser visto na figura abaixo (Figura 31).
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Figura 31. Modelo hipotético da degradacdo dos componentes da parede celular de
cana-de-agucar.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Com a composicao enzimatica/proteica do coquetel obtido a partir do cocultivo
de M. thermophilus e T. reesei RP698 produzido em biorreator e com PM como fonte
de carbono, determinada pela analise do secretoma, foi demonstrada a necessidade
de aprimorar ainda mais os estudos de hidrélise de SCB, EC e SP80-3280.

A lignina é considerada um dos principais obstaculos para a sacarificacao
enzimatica eficiente da biomassa lignocelulésica (85) dificultando o acesso das
enzimas a celulose, que € o carboidrato mais abundante no material lignoceluldsico
(152). Por conseguinte, muitos métodos de pré-tratamentos foram desenvolvidos para
melhorar a digestibilidade da biomassa lignocelulésica e, conseguentemente,
aumentar a eficiéncia geral da bioconversdo em aguUcares fermentesciveis (175).
Assim foram estudados diferentes pré-tratamentos das biomassas, que tem por
objetivo interferir na estrutura e/ou quantidade de lignina nas mesmas e melhorar a
acessibilidade do coquetel, focando no aumento da eficiéncia hidrolitica do coquetel.

A etapa de pré-tratamento no processo de bioconversdo da biomassa

lignoceluldsica apresenta eficacia na degradacdo das paredes celulares. Segundo
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Buckeridge, Grandis e Tavares (2019) (27), isto ocorre devido a hidratacdo das
paredes que possibilita a quebra de algumas ligacdes covalentes e, assim, torna a
biomassa lignocelulésica mais acessivel as enzimas responsaveis pela hidrolise do
material. Dentre os pré-tratamentos disponiveis, 0s mais conhecidos s&o: alcalino
(85,147,152,154,176); éacido (107,177); organosolv (88,116,175) e autohidrélise
(27,91,178), que foram objeto de estudo deste trabalho. Buckeridge, Grandis e
Tavares (2019) relataram que esses distintos pré-tratamentos possuem mecanismos
de acéo diferentes, como por exemplo, o alcalino que libera a lignina e disponibiliza
celulose e hemicelulose para hidrolise, enquanto que a autohidrélise € responsavel
pela remocédo da hemicelulose (27). A eficacia destes pré-tratamento na degradacao
da parede celular pode ser comprovada pela diferenca na composi¢cao da porcéo de
hemicelulose da parede celular das biomassas (Tabela 29) principal polissacarideo
afetado pelos pré-tratamentos (147,179).

Comparando os resultados de hidrélise de SCB, EC e SP80-3280 expostas aos
diferentes pré-tratamentos (Figura 26) com a composicdo dos acucares presentes
nas mesmas (Tabela 29), foi possivel observar SCB e SP80-3280 apresentaram
maior quantidade de acucares nas biomassas apos pré-tratamento de autohidrélise,
porém os resultados de hidrolise foram bem menores que 0s expostos a outros pré-
tratamentos, que disponibilizaram maior acessibilidade das enzimas aos
componentes da parede celular. Isto pode ocorrer devido ao fato da autohidrélise
liberar furfural e HMF, como foi descrito por Michelin e colaboradores (2012) (180),
que sédo inibidores da atividade das enzimas hidroliticas. Para EC, os melhores
resultados, em relacéo a composicao de acucares na biomassa, correspondem ao do
pré-tratamento alcalino. A Cana Energia apresenta uma particularidade, como foi
descrito por Tew e Cobil (2008) (37) e da Silva et al. (2017) (36), esta biomassa
apresenta maior teor de fibra, o que pode explicar a diferenca de composicédo desta
em relacéo as canas comerciais (Tabela 29), e esta diferenca no teor de fibra pode
afetar o complexo lignina-carboidrato, tornando a biomassa mais ou menos
recalcitrante, por isso a diferenca na composicdo de acuUcares ap0s 0s pre-
tratamentos em relagdo as demais canas estudadas.

Os resultados obtidos da sacarificacdo destas biomassas mostraram que 0s
melhores efeitos foram gerados pelo pré-tratamento alcalino (NaOH 4%, 121 °C, 1,0
atm, 60 minutos), uma vez que houve maior aumento da hidrélise da parede celular

destes materiais. A liberacdo de AR foi aproximadamente 215,01 + 11,02 pmol.mL™*
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(= 38,74 mg/mL) para a hidrolise de SCB, 177,16 + 16,00 umol.mL™ (= 31,92 mg/mL)
para EC e 220,64 + 29,02 umol.mL? (= 39,75 mg/mL) para a cana-de-agucar SP80-
3280 (Tabela 31). A liberacdo de AR foi maior para todas as canas pré-tratadas,
atingindo um aumento de até 7,42 vezes para SCB, 8,51 vezes para EC e 8,61 vezes
para SP80-3280 quando comparado com o0s resultados da sacarificacdo das
biomassas in natura (Figura 26). Estes dados séo bastantes superiores aos relatados
na literatura (20,51,84,181), provavelmente devido a diminuigdo da recalcitrancia das
biomassa, seja pela quebra de ligacbes covalentes do complexo lignina-carboidrato,
remocado ou disponibilizacdo de algum componente da parede celular apdés a
exposicao da biomassa a este tipo de pré-tratamento (27,182,183).

Desta maneira, ha um maior acesso enzimatico aos polissacarideos, como
descrito por Gray, Zhao e Emptage (2006) e Srinorakutara et al. (2013), que relataram
gue a presenca de lignina acarreta na ligacao inespecifica e inativacdo das celulases
(86,87), além do aumento da porosidade da biomassa como descrito por Van Dyk e
Pletschke (2012) (22) e Zhang et al. (2018) (88), que possibilitou melhor acesso do
coquetel e, consequentemente, maior sacarificacdo das biomassas lignocelulésicas.

Sendo assim, avaliou-se diferentes concentracbes de NaOH e tempo de
exposicdo do mesmo, porém foi observado que ambos os fatores influenciam na
hidrolise das biomassas, uma vez que houve alteracdo no padrdo de acUcares
liberados (Tabela 30 e Tabela 31). De modo geral, tempos menores de exposicao,
provavelmente, afetam menos as biomassas, ou seja, hA menor exposicdo das fibras
para o ataque enzimatico. Isto explicaria a menor liberacdo de AR. Em relacdo as
distintas concentracbes foram observadas que com NaOH 1 e 2% houve menor
liberagdo de AR, ou seja, as fibras devem ter sido menos afetadas. Entretanto,
concentracbes acima de 8% de NaOH propiciaram menor sacarificacdo das
biomassas. Provavelmente, a elevada concentracdo de NaOH gerou maior
qguantidade de componentes que inibem a a¢ao de alguma enzima do coquetel. Desta
maneira, foi possivel concluir que para as canas estudas (SCB, EC e SP80-3280) o
melhor pré-tratamento foi com NaOH 4%, durante 60 minutos de exposicdo desta
solugéo.

Ademais, Lamounier e colaboradores (2020) relataram uma liberacao de 43,25
g/L (=43,28 mg/mL) de AR totais apds aplicacdo do coquetel comercial da Novozymes
Cellic Ctec3 em bagaco de cana-de-acucar pré-tratado com NaOH a 2%, no

experimento foi utilizado 3% de biomassa e a hidrélise ocorreu com 24 horas (184).
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Sendo assim, foi possivel concluir que os dados de hidrélise obtidos neste trabalho
sdo bastante promissores, uma vez que se aproximam dos obtidos com o uso de
coquetel comercial Cellic Ctec3. Cintra e colaboradores testaram o coquetel comercial
da Dupont Accellerase 1500 na hidrélise de bagaco de cana-de-agucar explodido a
vapor e obtiveram 5,1 g/L de glucose liberados (185), valor bem inferior ao obtido apds
aplicacao do coquetel estudado nas canas expostas ao pré-tratamento alcalino.

Apés aplicado o coquetel nas biomassas expostas a diferentes pré-
tratamentos, foi analisado o perfil de aclUcares presentes nos hidrolisados por TLC,
para verificar se houve mudanca no padrdo de hidrélise entre os pré-tratamentos e o
material in natura. Em todos os pré-tratamentos, foi observado uma elevada
quantidade de acucares, sendo glucose e xilose predominantes. Estes acucares
presentes nos hidrolisados podem ser convertidos em bioetanol como descrito
anteriormente na literatura (9,27,65,186).

Com a composicdo de alguns coquetéis determinada, foi estudada suas
aplicac6es em diferentes canas utilizadas pela industria sucroalcooleira na producéo
de producéo de etanol 2G (Tabela 32, Tabela 33, Tabela 34 e Tabela 35). E provavel
gue alguma fracdo tenha sido afetada ou perdida durante a moagem da cana-de-
acucar, o que pode ter afetado a hidrélise das mesmas. Como observado ao longo do
trabalho, o coquetel obtido pelo cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 em
PM também foi o que resultou em melhores quantidades de AR liberados para estas
canas utilizadas pela empresa GranBio. Desta maneira, para resultados mais
confiaveis para o uso deste coquetel pela industria sucroalcooleira, propfe-se realizar
mais experimentos com as biomassas expostas ao pré-tratamento padréao utilizado
pela GranBio.

Nesse sentido, M. thermophilus e T. reesei RP698 mostraram ser
microrganismos com grande potencial de aplicacdo biotecnoldgica, mas com muitas
informagbes a serem decifradas. Ademais, foi demonstrado com sucesso a
possibilidade de usar dois fungos de interesse industrial na obtencdo de um coquetel
enzimatico com alta eficiéncia na hidrolise de diferentes canas, como SCB, EC e
SP80-3280 e canas ja utilizadas para a producao de etanol 2G (GranBio).

Foi mostrada a importancia de estudar diferentes fontes de carbono para
producdo de holocelulases, uma vez que para a sacarificacdo de cana-de-acucar e
Cana Energia os melhores resultados foram obtidos a partir do cultivo dos

microrganismos em outros residuos que néo a propria cana.
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Por fim, os resultados obtidos reforcam a importancia de estudos para melhor
compreensao da acdo da monooxigenase, para confirmar quando esta enzima
comeca agir no processo de degradacdo da parede vegetal, uma vez que esta foi
identificada nos primeiros dias de cultivo e seguiu durante todo o cultivo.

Além disso, seria interessante aprofundar os conhecimentos a respeito da 4-O-
metil glucurdénico metil esterase e da acido celobiénico fosforilase. As informacdes
obtidas possibilitariam um avanco no entendimento do papel individual de cada uma

destas enzimas na degradacéo da biomassa.
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Com os resultados obtidos pode-se concluir que o fungo termofilico
Mycothermus thermophilus e o mesofilico Trichoderma reesei RP698 sdo promissores
produtores de holocelulases, apresentando grande potencial para serem adicionados
em coquetéis enziméticos com o objetivo de degradar a parede celular de diferentes
biomassas lignoceluldsicas, uma vez que produzem uma gama de celulases e
hemicelulases.

Ademais, o uso de residuos agroindustriais mostrou-se uma importante
alternativa para a obtencdo de enzimas, por se tratar de biomassas lignocelulésicas
disponiveis em grandes quantidades e facil obtencdo, além de serem excelentes
indutores de holocelulases. Desta maneira, torna-se possivel reduzir o custo de
producao de enzimas alvo, uma das maiores barreiras para tornar o etanol de segunda
geracao e outros sub-produtos economicamente viaveis.

O cocultivo de microrganismos foi bastante eficiente, aumentando
consideravelmente a sacarificacdo de SCB, EC e SP80-3280, provavelmente devido
ao maior sinergismo entre as enzimas presentes no coquetel, uma vez que 0s
resultados obtidos de hidrélise de SCB, EC e SP80-3280 foram muito satisfatorios.

O uso de diferentes tecnologias de pré-tratamentos possibilitou melhor
acessibilidade do coquetel, proporcionando uma maior digestibilidade das paredes
celulares de SCB, EC e SP80-3280, sendo o tratamento alcalino o que apresentou 0s
melhores resultados de sacarificacao.

Os secretomas de M. thermophilus e T. reesei RP698 crescidos nas mais
diversas condicdes levaram a identificacdo de um arsenal de enzimas envolvidas na
degradacdo da parede celular vegetal, possibilitando melhor compreensdo do
processo de sacarificacdo da biomassa lignocelulosica. Além disso, também foram
identificadas enzimas que nao tinham sido antes relatadas em outros secretomas,
como a acido celobidnico fosforilase, envolvida na degradacédo oxidativa da celulose,
e a 4-O-metil glucurénico metil esterase que € responsavel pela separagéo da lignina,
celulose e hemicelulose.

Por fim, o coquetel obtido do cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698
em palha de milho, apos otimizado para aplicagdo em SCB, EC e SP80-3280,

apresentou resultados bastante promissores, aproximado de resultados encontrados
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na literatura com a utilizacdo de coquetéis comerciais. O coquetel otimizado
apresentou valores de liberacdo de AR de 74 a 92 % similares aos relatados com o
uso do coquetel comercial Cellic Ctec3.

Assim, a utilizacdo de bagaco de cana-de-acglcar, da cana-de acgucar SP80-
3280 e da Cana Energia agregou valores econdmicos e de sustentabilidade neste
trabalho, além de ser o primeiro estudo completo do uso potencial de Cana Energia
para producdo de enzimas, analise da composi¢cdo dos monossacarideos da parede

celular e hidrdlise da biomassa com foco na producéo de etanol 2G.
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MEIOS DE CULTIVO

Meio Batata Dextrose Agar (BDA) (Himedia)

BDA

Agua deionizada g.sp.

Autoclavar a 121° C por 20 minutos.

Meio de Aveia

Farelo de aveia
Glucose

Agar

Agua deionizada q.s.p.

Autoclavar a 121° C por 20 minutos.

Meio minimo
Sais de nitrato (20x)

Elementos tragco (1000x)
Glucose
Agua destilada g.s.p

Ajustar pH para 6,5.

Autoclavar a 121° C por 15 minutos.

390
100 mL

4,09
109
209
100 mL

5mL
0,1 mL
10g

100 mL
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SOLUCOES

Solugdes utilizadas nos meios de cultura

Sais de nitrato 20x

NaNOs 1209
KCI 1049
MgSOs4 10,4 g
KH2PO4 30,49
Agua destilada g.s.p 1L

Adicionar algumas gotas de cloroférmio

Solugéo de elementos trago 1000x

ZnS0Oq4 2,29
H3BOs3 10g
MnCl2.4H20 0,59
FeS04.7H20 0,59
CoCl2.5H20 0,16 g
CuS04.5H20 0,16 g
NazMo00O4.4H20 0,11¢g
NazEDTA 5009
Agua destilada g.s.p 100 mL

Ajustar pH para 6,5.

Adicionou-se algumas gotas de cloroférmio
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Chapter 9

Enzyme System from Aspergillus in
Current Industrial Uses and Future
Applications in the Production of
Second-Generation Ethanol

MLT 8L Palizeli, 8.C. Vid, A.5.A. Scarcella, M. Cereia and MG, Pereira

Unrrermiadod d S8 Pouln, Rifwirdo Prein, S Brenl

INTRODLCTION

Currently, featumes soch ax climale chonge, scarcity of
petraleum reserves, and increase in the costs of fuels have
stimulated an unprecedenied ressarch into the productian of
aliemative fuels, preferably from renswable enegy souroes.
Beyond these reasons, il is necessary 0 be aware of envi-
ronmental pressrvation, what justifies new viable technolo-
gies for the production of fuels.

The replacement of petroleum-derived fuels by biofu-
els could contribule 1o reduce environmental impacts and
lignocellulasic biomass from sugarcane has been identifisd
2= an excellent allernative among the potential sources of
hicfuel production.

Fthanol production from sucrse comesponds 1o one-
third of sugarcane biomass. The other two-thinds conm-
spond 1o bagasse and straw. Cwrently, bagasse is wed as o
fmed, being bumed in boilers to Fulfill the demands of indos-
trial energy. buol statistics show that thees is still a surplus of
3% of this productl. Strow is usually bumed befors harvest
iin order 1o facilitate this procesx, or it is lefl in the field o
bz msed as o fertilizer sod pest contmd (Leal et al, 2003;
Perzire et al., 10151

There is a techoological challenge o be overcome so
that struw does not undergo decomposition in the feld {Dies
et al, 2005, Gransouncw ef al., 20015k One soluticn is to
take advaniage of the suger contained in the bagasse and
s o produce second-generation ethanol—named this
way in reference i the oldest form of production. made
firom sugarcane juice. Second-genemition ethanol is consid-
ered the hiafosl with the grestest polential to replooe fossil
foels and may olzo increase productivity without changing
the plantsd area (Santos et al, 200 1; Pereirn &t al., 2015).

Brayil, folbowed by Indin, Chino, snd Thailond are the
largest sugarcans prixlucers in the world. A lorgs extension
of ils lemilery is destined o the cultivation of sugarcans.
The crop of 2004715 was estimated in 613 million lons of
sugarcane to be processed by Brazilian sugar-alcohol mills,
resulting in an ethanol production of approvimaiely 28 hil-
licn liters and mn outpan of sugar of ohout 36 million 1oas. In
the production of find-penemiion sthancl each ton of pro-
ceszed sugmrcane bagasse generates 140kg of hagesse and
140kg of tresh. oo a dry base (db) ((liveim et al., 2003
Pereira ef ol , 200151

Bagasse and straw from sugarcans are constiuisd by
lignocellubmic components (cellulose, hemicsllolos:, and
ligmin) connacisd in 2 complex manner in the cell wall
Hemicallulose is mainly composed by xylose {five-carbon
sugarl, and few industries use this Lignin has o high calo-
rific potential fo prodece energy thet can be used in indus-
trinl processes, sich as ethanol prodoction. This inlricats
architecture and the recalcitant nature of the biomass result
in o echoological barier for second-generation sthanol
production.

In arder i obtain the complets degradation of cellulose
and hemicelluloss up o, especially, glooose, it is supgesisd
i suhject sugarcane hagasss 1o phyxical and chemical pre-
treatments. For example, sieam expliosion, acid and alkali
treatments, followsd by the use of eficient enxymatic sys-
ft=ms. [aing =0 would increase super yizlds that could be
used by yeasts in the fermentalion process, which is the
final phase of binsthancl production (Ofiveira etal., 20050

This chapier will focus on the components and the
functional properties of the cellulolytic and hemicellubo-
lytic sysiems produced by Aspergilli, which are important
Mlamentoas fungi related 1o the produoction of eneymes that
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degrade plant cell wall components, completing the enor-
maoas spectrum of posshilities whers enryme sysiems can
b= msed in current indusirial applications.

BIODIVERSITY AND BIOPROSPECTING
Biodiversity comprises the varishility of life on Farth,
including genetic variability in populations and species: the
variability of flom and fanna species, macroscopic fungi and
microorganisme, the variashility of ecolagical funclions per-
farmed by organizms in the scosystems and, the variability
af commmunities, habitats, and sonsysiems formed by organ-
isms (hitpoifasw sohiokogio com bricontendosSemsvivos’
Clenciashiodiversidade php)l. The network of living organ-
isms, through a combination of hiochemical activities of iks
plants, animals, and microorganisms, wnifles physical and
chemical simasphers, peosphere, and hydmosphens in an
envimmnmenial sysiem including millions of species.

All the benefits produced by this network can be used 1o
avercome the energy problems the world faces today, pen-
erating sobutions and profils. On the other hand, local and
glohal enviropmenial changes can generale indimect effects
an hindiversity influencing the int=nsity and magnitude of
existing stmssors, soch ax invasive speciss, rainfall. fire
regime, strocturs, fanctions and processss of eoosysiems,
lzading 1o bindiversity loss, ax well ox penetic varisty loss
and species extinction, especially in vuolnerable and frop-
mented eoosysiems.

It is estimaled that onky 109 (2.0 million) of the species
existing in the world are known. Brazilion bindiversity is
estimatsd w he between 15 and 254 (200,000 species) of
glohal hindiversity (most of these are large oxa) Hiowever,
there is & big pap of knowledge to he memedisd and these
data justify the prospection of new species.

Therefone, the need for new strtegies a5 hinprospect-
ing, aiming i improve and expand the stodies on the biota
that can collect, isolate, and maks available existing infor-
matian is evident for the conservation ond implementation
of manzgemenl practices tha could increase the medlience
af ecosystems, reducing environmental impact changes and
ather stressors.

The Genus Aspergillus

In the context of microorpanism biodiversity, fungi fom
Asperpillier genus are frequently found on the sdl. This
penus contriboles with the expansion of hiological knowl-
edipe, bocause they can be used s biochemical and molecu-
lar incds and they can be easily isolated and studied.
Asperpillis genus was initially described in 1729 by
FPier Antonio Micheli, marking the starting point of mycal-
ogy as scienoe in his “Mew Genem Plantarum™ (Mickelz,
17250, The genus name is doe to the maonphological similar-
ity of the conidial head o a sprinkler. Later, the t=rm was

validaled by Link in 18049, It belongs io Ewmtioles onder,
and Trichacomacear family. About one-third of Asperpillas
species have been described &5 having 2 well-known sewoal
type (Geiser ot ol 3008).

Asperpilliy comprises a diverse growp of species hased
an morphological, physiclogical. and phylogenetic charar-
ters which significantly affect biotechnology as in food pro-
ducticn, indour envirmamenis, and humen health.

Asperpillis was traditionally essocialed with nine iele-
omorphic genmes, bul the phylogenelic dabs sugpesl that
alang with Pofypaecilam, Phialorimpler, Dichoiomowmeeer,
and Cristaspem genres, ifluy form 2 monophyletic
clade close bo Pemicillium (Samsan ef al.. 2004). The num-
ber of recognized species of Asperpillir has been chang-
ing due o the construction of phylogeny by hiochemical
and modecular inals, and the application of the phylogenetic
species concepl. Cuorrently the genus Aspergiller com-
prises 339 species, which wene collected and identifisd by
ITS, calmodulin, f-tubufin, and RPE2? sequences {Samson
ef al, M14)L

Asperpillus species are used in the fermentation indos-
try. hut are also responsible For variows plant dissass, which
may lead ity 2 possible accomulation of myocoloning. The
aflatowin produced by Aspergillivs Lo and Asperpillas
pareriticas, and the ochraiowinogenic species, Aspempillae
miger. Arperpilluy ochracesy, and Aspengiliue corbonarias
are ofien found in ogricultural prodocts. Sdiss on the
hiodiversity of Aspergililur species that produce tovins ans
us=ful to clarify molecolar, hicchemical, and ecological
charncteristics of the different species in relation 0 sdap-
ing to different eevironmental and grogmphical conditions,
and their pot=ntial ioxigenicity (Perrone et al_, 2007)

Aspergillies mpidly muliiply in storsd or decaying plant
malerial (gmines, fruits, seeds, etc ). They use a wids ranps
of empemmture and homidity, and are serobic, infecting
many substroies (Penone of 2l., 20070

Section Nigri
Species of Asperpillier nigrd, included in Nigh section have
been widely studied for the past 70 years, especially osing
morphalogical criteria. Despits being imsnsively studisd
thrugh hicchemical and molecular criteda for classifica-
tion purposes, it remains very conbroversial,

Abarca et ol. (2004) conduoctsd o broad review on
Nigri section describing the tmxonomic problems and the
imiponance of diffsrent species describad op i that paint
In the same year, Samson ef al. (2004) described foor new
species, foming 15 nxn A acaleatms, A, Boosilices,
A carbowaries, A. costedcacesis, A ellipticar, A. japown-
cies, M. foetidier, A, heferomorphay, A homomerpier,
A lacticoffeatos, A miger, A piperis, A sclerofioniper
A hufimpensiy, and A, vadevis. The authors based their
study on the differentinlion between cight differsnl kinds
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of profiles, some secondary metabolites and morphological
charucteristics. New species proposals, such as A ibericus
(Serra et al, 2006), A. evarum (Pemose et al., 2008),
A. sclerotiicarbonarias, and A. aculeatings (Noonim et al |
2008) were subsegoently addad (o this new classification.

ENZYME SYSTEM FROM ASPERGILLUS
APPLIED IN CURRENT INDUSTRIAL USES
AND SECOND-GENERATION ETHANOL

Many Aspergilli species, mainly the black Aspergillus
strains, are used in the bictechnology and food indus-
tries due 0 their capacity to secrete high amounts of
enzymes and organic acids. Among industrial spplica-
tions of Asperpillus sp. metabolites, some are noteworthy
such ax citric acid, chymosin, ambinanase, asparaginase,
f-galactosidase, glucoamilase, lipase, phytase, proleass,
hemicellulase, and cellulase produced by A. nipers kojic
acid, o-amylase, asparaginase, [palactosidase, pectin
esterase, plucose avidase, lipase, phytase, protcase, and
nuse from Asperpillus orygae; and iacocic acid and lov-
asutin produced by Asperpillies terrens (Olempska-Heer
et al., 2006: Meyer. 2008; Fiodler et al., 2013). Citric acid
and kojic acid are used in the food industry while iaconic
acid is used in the polymer industry, and lovastatin in the
pharmaceutical industry. Regarding the Aspergilli enzymes,

a-amylase and glucoamylase an applied in starch pro-
cessing: f-galactosidase and phytase are used in the food
industry: lipase and profease are employed in the food and
detergent industries: and cellulases and hemicellulases are
applied in textile, pulp, and paper industries (Meyes, 2008)
Green methods of biomass transformation use fungal
enzymes, as for example, in the conversion of lignocello-
losic biomass, abundant in several agroindustrinl residoes.
Fungi secrete maltiple enzymes shle to hydrolyze complex
polysacchanides releasing monomenic fermentable sugars,
espacially glucose and xylose, which can be converted into
second-gensmtion ethanol (Fig. 9.1
obtained from Trickoderma reesei for biomass production,
however, Aspergilli represent an inleresting aliemative with
enormous polential to oblain these enzymes (Haker et 2l
2008; Hennett, 201()

Lignocellulosic Biomasses ization
for Second-Generation Ethanol Production

Approximalely 90% of plant cell wall consists of poly-
saccharides and these are divided into three main groups
cellulose, hemicellulose, and pectin (McNeil et al., 1984)
Pectin is o complex carbohydrate polymer nbundant in
fruits. Small pectin amounts are peesent in biomass usad

FICURE 9.1 Second-peserstion etbancl prodecti
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far =thancl] production (Sspato et al., 2014} Callulose and
hemicellulose quantitics are wvarighle in plants, for exam-
ple, sigarcans bagosss has ahowt 35% cellolose and 24%
hemicellulos: whersas pine wood hos 18- 36% celluboss
and 10-16% hemicellulase (Carrasco = al.. 1994; Rezends
ei al, 011L MNewsrheless, cellufose and hemicellulose
amounis may vary according o the plant variety viilized.

Hemicellulose mnd lignin (an sromatic polymer) intemct
with cellubosz fAbrils, by covalend crosslinks, producing a
rigid structure in the plant czll wall (De Yres and Visser,
2000} The economic sucoess of second-generation =thanol
production depends oo the optimization of the depolymen-
ration of lignoc=lkalosic biomass. However, as the lignoos]-
lubase is o recalcitrant malerial it is necessary o perform a
pretreaiment siep thol breaks the plant cell wall mnd frac-
ticnalss ils constitoenls or makes them more accessible o
enymatic hydmlysis.

Pretreatment can be physical (eg. extrusion), chemical
(g, alkali, ocid, snd organcsolv) or 2 combination of both
processes (eg. S()y—steam explasion, microwave, and (),
explosion). Each pretreatment has o specific effect on differ-
ent lignocellubosic fractions and should be chos=n accord-
ing ta the next steps i be performed for matsrial hydrolysis
{Alvimn et al, 20000

Callulases, hemicellulases, and accessory enzymes are
requined for biomass hydmlysis and these enzymes acl in
coaperation or synergismc therefors, they shoald compose
emymatic cockiails for hiomass saccharification. Synergism
has been reporisd for many Asperpillior encymes, including
many xylanases and enzymes imvalved in xylan
degradation (e ¥rics and Visser, 2001 These enxymes
are glyoosyl hydrolyres included in CASy families.

As most pal ymers of plant cell wall are inssluble or con-
nected 1o oellulose matrix, many cellulases and hemicella-
lases are madular proteins. In addition o catalytic domain
(CIN, these sncymes include other Functional modules such
ax carbobnydrate hinding moduales (CHMs). CHMs focilitss
interaction between the enryme and insoloble polyssccha-
rides increasing eneyme concentration on subsimbe suface,
impraving the hydrolysis rate (Guillén =t al., 2010; Fenado
et al., 20151

Strocture and Degradation of Callulose

Celluloss consists on a linear polymer made by hundreds 1o
thousands of p-glucnse units connected by - 14-glycosids
linknges. Thirty-six parallel glocan chains compase the cellu-
lose 10bnm diameier micmfibrils in 2 pamorysialline, lnear,
and hexngonal armngement (Himmel et al., 2007 Celluloss
choins are formed by sucoessive glocose residues motatsd
150 degrees forming o cellobiose repetition (o plucose disac-
charide)l. The crystalline strocmme of cellulose is maintsinsd
by intrs- and intermalscular bydmopen bonds and van der
Wiaals foroes, becanss glooose chair conformation in cellu-
lose foroes the: hydroxyl groups into mdial oreniation and the
aliphatic hydrogen moms inlo oxial positions (Himme] =12l
2007 Sorek et al, 2014). Apart from this orysialline stc-
ture, celluiose presenis amorphous regions and the relative
amaunix of crystialline and amorphous celluloss vary depend-
ing on the origin (Lin etal., 1987; De Vrizs and Visser, 20010

Cellulose can be hydrolyzed into cellobiose and glucose
through the action of several smeymes including cellobio-
hydrolases, endoglucanasss, f-glucosidases, and aocessory
enoymes (Fig. 220

- -
-
| Crystalline region Amorphous ragion Pdhsing ‘md
M g &l

FIGURED? (oo hydrolysa by craymatiz acin.
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Twn CAXYy glycosy] hydmlase familiss (GH) compose
the cellzhintydrelases group. (GHS (BC 3.2.1.91) and GHT
(BEC 3210760 hydmlyze f |4-glycoside bonds in ozl
lubosic monreducing and reducing ends, respectively, and
release cellobiose. Many Aspergilli strains secrele oellobio-
hydrlases such os Aspergillies Scaw, which secretes twa
GHE cellohiohydrolases (CHH] and CHHID (Hayashida
et al, 1988). Twe GHT cellobichydmloses, ChhA and
Cbhl, wen isolsied from A miper (Gielkens ef ol 1999)
In addition. some Aspergilli stmins are hosts for other fungi
cellobiohydrolases, such as Asperpiller niveny Chh-1 and
Cell}, expressed as client proieins in Aspergillus aiduloes
(Sepuio et sl 201X

Endoplucanarer (EC 3.2.1.4) hydralyze -1 4-glycoside
bonds intmmolecular in amorphous  cellulose. Thess
eneymes are part of 13 CAFy families, however, only
four of these ore present in Aspergillic GHS, GHT. GHIZ,
and GH4S (Yennamalli et al, 20135; Sspmo et al, 2014)
Asperpiller endoglucansses have comstantly been imvesti-
gaied, such ox in Asperpillis faeipatuy (Parmy el all, 1983,
A niper (Hasper et al. 203 Cuay et al, 2011}, and &. fer-
reies (Elshafei et 2l , 2009 Marma et 2l , 20048

f-Clucosidarey (EC 3.2.1.21) are emrymes that bydro-
lyze cellobinse and cellodexirins releasing monomeric glu-
cose. They ore incloded in GHI and (GH3 CAYy families
B-Clucosidoses o key catalysts in lignocellubosic binmass
degradation, becanse they release plucose, which is casily
converled into ethanc] by Soccharoemeees cenmvisioe fer-
are A miper fglocosidoses (Wataonahe e al., 1997; Peshin
znd Maother, 1599; Vaithanomsal et al.. 2011; Gong et al.,
2004}, However, there are some warks with other Aspergilli
B-glucosidases including Arperpillay kewockii (leashila
el oal, 19990, Asperpifluy aculestuy (Kowagochi ed al,
1996}, A tereeay (Gimbdo =t ol 2014), ond A. fiepafoc
{IDas et al., 2015).

In addition o those cellulases, there am aocessory
emrymes o the cellololytic sysiem. Copper-dependenr ftic

ide moncorygenarer (LPMO) are inclodsd
in GHEl CAFy family snd Aaxilisry Activity Family 9
(AATL These enzymes enhance the cellulolytic activity
becavse they cleave cellulase by C-1, C-4, and C-6 carban
oxidation in lignocellubnsic hydrlysis (W =t 2l, 20130
Segalo o al. [2014) describsd some Aspergilli thal possess
LPMUO genes. such o Aspergifias cloetay, A, fivn pafus,
A_ niger, and &, derress.

Celinbiore defepdrogenese (COH) (BC 1.199.18) i
another acoessory enzyme class. One to three CDH genes
are presend in Aspergiller sp. A miger has one, whereas
A midulreys have twn, and A. oryzae have three (T genes
(Sepmin st al., 20141 In the presence of an electron ooceptor
(g, femicyanide and cytochmme ), CIDH oxidizes cello-
bioae 1o cellobiolactone. I may increase cellulose deg-
radation by coupling the cellobiose oxidation o redoctive
LM ootivation (Phillips et al., 20110

Structure and Degradation of Hemicallwlose

In contrust to cellulose, hemicsllulnse i a het=ropolymer
formed by linear and branched chains. This polysaccha-
rids is compased by some monosaccharides wnils soch o
o-xylose, p-mannose, p-glucoss, L-arohinoss, n-galac-
s, r-glucumonic acid, and »-palocturmnic acid (Polieli
et al, 2005} Thus, the hydrolysis of the hemicellolose o
sugar mimomers anly coours throwgh the action of several
emymes thal work in coopemtion or synergism (g 53]
Xylan. o polymers primarily composed of o-xyloss, is the
main hemicellulosz class. Mevertheless, hemicelluloses
further include mannans, glocomannans, xyloglucans, ara-
hinans, and galacians.

The most important xylan-degroding snrymes aes
endo-f- | 4-oylanese (EC 3.2 1.E) and f-n-xylosidave (EC
321371 Ende-f-1.4-xylanases cleave inlemal glyoasidic
linkages of xylan backbone decreasing the polymerization
substrate degmee, releasing xylose, and mainly vylooligo-
saccharides. Aspergilli enalo-fi-1,4-xylanose are groupesd in
C:H10 and GHI1 families, though a few bacienial xylanases
and onz T reevei are included in GHS family (Gallarda
ei al., J010; Seguie et al., 2004}

Xylangses are produced by many Arperpillur species,
such as A, fumipatus, A movewr, A. niper, and A ockm-
cews (Betini = al., 2009; Peizolo-Nogosi = al , 2009)
Both xylanase familiss (GHIO and GHI11) ane present in
Asperpiller genomes, Ffor exampls, GH10 and GHI11 xyla-
nme genes fom Asperpillus verricoler (Teyn e al., 2009
and GHIT A sivewr xylanase (UAN) expressed in A, nidu-
Lover {Diamniisio et ol , 20110

A-o-rploridarer, bzlonging to (GH3 and (GHA43 fomilies,
hydrolyae b 1,4-p-xylans, xylocligosaccharides, and xylo-
hiose fram the nonreducing end releasing xylose. According
i the analysis of Arperpiliuy xylosidase sequences, most
of these snxymes belong 1o the GHI family, while GH43
xylosidases are less common (e Vres and Visser, 2000
Segaio et ol 20140 fpaylosidases were isolated, for
exomple, from A. versicolor (Andrade = al . 2004; Somem
et al., 7004, A oryzae (Kirikyali et ol., 2004), ond A rer-
rews [Sharma ef al., 2014) among athers.

Severnl studies demonstrats Asperpillies sp. seorets both
encdofi-1 4-nylanases and f-n-xylosidases in the same cul-
turs, such s Asperpillir phoenicis (Rizxmti et al., 2004),
Asperpillier terricofa (Michelin et al., 20011}, A ackmceses
{Michelin et al.. 200 2c), and A miper (Michelin et al.. 2013}

L-fAmbinoses conlpined in heteropaolysacchanides ars
hydrolyeed by arabitanarer (0 3.2.1.99) and amfiinn-
frmaosidarey (EC  3.2.1.55). Arabinanases hydralyze
@1 S-arshinofumnosidic bonds releasing smbinose or arab.-
ino oligamers (Carapito = al., 2008). Ambinofuranosidases
hydmlyee @-1,2-, a-1,3-, and o 1,5-L-ambinofuranasidic
bonds in the subsirele as arabincxylan and L-smbinsn
from nonmedocing end residues (Sgha, 2000). Aspergilli
arshinanases belong o (GH43 and GHY3 (amilies and
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FICURES3  Hermicellskoue hydrolyai by eneymasic action.

a L-anbinofuranosidase into GHS1, GHS, and GHE2
groups (Segalo et al, 2014). Arshinanase and arshinofum-
nosduse were isoluted from A mivens and expressed in
A nidudars (Damésio =t al., 2012ab).

Glucuronic acid is another existing residue in hamicelu-
lose. It compases glocuronans—farmed by glucuronic acid
only—and glucuronoglycan—formed by glucuronic acid
and other sugars as side chains (Ovodoy, 1975). Glocuronic
acid is hydrolyzned by f-placaronidases (FC 3.2.1.31) and
xylan a-1,2-glucuronidases (BC 3.2.1.131). Aspergilii
§-glucuronidases are included in GH2 2nd GH79, whereas
xylan o 1 2-glucuronidases we found in GHET and GHI15
families (Segato et al., 2014). Despite a few rocent studies
about these enzymes in Asperpillies sp., one can find soch
stdies about [ pluceromidase from A miger (Hague ot 2l
2005) and A. terrens (Harooa et al., 2012).

Xylogiucan  endo-f-1.4-glocanases  (BC  3.2.1.151)
hydrolyze xyloglucan backbone. Xyloglocan is formed by a
backbone chain of §-1.4-glucan linked to xylosyl side chains
at 0.6 pasition of glycosyl residues (De Vries and Visser

2001; Dick-Pérez ot al., 2011). This saccharide is associ-
ated with cellulose microfibril. Xyloglocanases are inclodad
in GHS, GH12, GH16, 2nd GHT4 familics. An example of
GHI2 xyloglucanases is one isolated from A. niveny and
expressed in Excherichia coli (Furtado et 2l 2015).
Another hemicellulose is manman, a lincar palysac-
charide composed by n-mannose or glucose and man-
nose combination with palactosyl side groups. Mannan is
deconstrucied by the action of endo-J 4, I
(#C 3.2.1.78) and fmannosidases (EC 3.2.1.25). Endo-
1.4-f manncsidase, included in GH26 CAZy family, run-
domly hydrolyzes linkages in the hackbone of mannans,
glecomannans, and galactomannans. P Mannosidases
(GH2 and GHS) hydrolyze mannan from the noareduc-
ing end. Emdo-§-mannanases we reparted, for example., in
A. flavus, A. miger, A. ockraceis (Alsarrani, 2011), A. nidu-
lans (Rosengren et al., 2014), and A. siger (Do et al., 2009)
In addiion to the enzxymes previously described,
accessory engymes am necessary o hydrolyze funclional
groups attached o p-xylopyranaside backbone. Accessary
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enzymes are included in CAXy carbohydrate esierase family
{CE) and one of these enzymes is the acetyl nplan exerase
{BC 3.1.1.72). This biocatalyst remaoves (ocety] substity-
ents from the C-2 andfor C-3 position of xylose residoes in
acelyl xylan (Hiely et al., J011).

Feruloy] exterases or ferulic acid esierases (BC 3.1.1.73)
cleave esier link ages betwreen the arahinose side chains and
ferulic ocid present in hemicellulose (Crepin et ol 20040
Ferulate eder groups form orosslinks betwesn hemicellu-
lose and lignin (Abokitse et al, 20100

In Aspergilli, scety] xylan esterass is incloded in CEL
CES, CES, and CElG families and feruloy] esisrase into
CEl (Segato et al., 7014). Aceiyl xylan esizrase is studied in
Aspergillser forawm (Park, 2011) and A. miper (Kootoniemi
ef ol 20013). On the other hand, fzroloy] esirrose has been
studizd in severl Arpergiillier stroins, including Aspengills
awamori [(Gottschalk et ol 20013}, A. clovates (Damdisio
et al.. 2003a), A flovay (Fhang ot al, 2013), and A ecamii
{(zong et al., 2013; Yin et al., 20151

Although Aspergilli are generally excellent czll factories
fiar the production of several eneymes in large scale, some
species may prodoce toxins. Moreover, many of these fungi
require complex and expensive means of onops and gener-
aie eneymatic eximcts with many conlaminating proleins,
which make purification difficull. Thes: faciors make clon-
ing penes encoding enzymes of some Aspergilli in expess-
siom systems using organisms considersd GRAS ((Genemlly
Eecognived as Safe) prefemble. Expression sysiems may
use less expensive ooltore media and allow betler control
in the preduction of client proteins through the use of spe-
cific inducers (depending on the vecior ussd). Furthsrmars,
through penstic engineering, il is possible o pmduce, For
example, =nzymes fused o o poly-His ail, which facilitates
the purification of this prolein, and also produce two or
maoee fused enxymes known as chimeras.

Tahle 9. | summarizes some intrinsic and Einetic proper-
ties aof Aspergilli ensymes able o degrade Hgnocellulosic
malerials for the production of sscond-generation =thanol
in @ biorefinery. The studied strains were isplated during
SISHIOTA BRAYIL project, coardinole by Dr. Maria de
Lourdes T. ML Polizeli, one of the suthors of this chopier This
project was based on the sindy of filamentous fungi isclatsd
frem mail, decompoesing malerials, humus, 2nd plants, from
biomes af all regions in Brazil, such & Amazon {Morthem
Kegion}; Fantanal; Cermado of Mato (irosso do Sal, Mato
(arosso and from Federnl District (Central West Kegion);
regions of Sergipe and Bohia (Norheast Region); fomests
and parks foom 530 Papbo and Bio d= Jonsim (Southeast
Regicn], and forests nnd parks from Parans (South Begion).

Many fungi studied in this project ore movel imo-
lsies with Eitlz awmilable liemiere concerming B-1.
d-xylanase; fr-xylosidads; endo-a- 1,5-L-aabinanase; - -
ambinofuranosidase; tyloglucaness; sede-f 1 4-glucanass;
exo-glucanase; and f-glucosidase, as A. afveus, A phoeicis,

A ochraceas, A carespidomys, #ic. As described in Table 5.1,
all wild types of isolaisd fungi synthesized the xylanalytic
sysiem, exoepl 4. vericaler, another Aspergilli produced
endo-fi-1 4-xylanase with molecular masses varying from
17.7 1 32kDa and oplima of emperatone and pH in the
mange of 30-70°C and 3 5-R 0, pspectively. fn-xylosidases
were siudied from A niger, A sobraceny, A phoenicis,
A terricela, snd A verzicolor, presenting molecular mases
af 55-137ki}a and optima of lempemiore and pH in the
mange of 40-90°C and 1560, respectively. Cellulalytic
enyymes from Asperpillir joponicis have been studisd
and prese=nied optima of =mperaure and pH of 50-55°C
and 4.0, respectively. On the other hand, f-glucosidose of
thiz fungus had o malecular mass of 114kDa, iempertomes
betwesn S0°C o 65 ond pH 4.0

Fibrolytic emrymes of severnl Aspergilli, bol mainky
A afvenr, wers expressad in A migdslawer 2x refzrenced in
Table 9.1. Among hetzrologous enrymes, xylanases, ara-
binofuwranosidases, arabinanese, and  oellobiohydralass
may be cited However, the gene of 2 xyloglucansss was
expressed in E cofi, forming o chimera, which consisisd
afl the fusion of xyloglucan-specific CEBM44 with xyloglu-
canase (GH12 from A. miwexy. This smeyme showed moleco-
lor mass of 56kDa and oplima of lempemive and pH as
G0FC and 5.5, respectively.

PERSPECTIVES AND CONCLUDMMG
REMARKS

There are many difer=nl routes 1o improve processss far
the production of cellulosic hiofuels. Asperpillar sp. have
severnl enrymes thal deconstruct lignocellulosic biomass,
nevertheless, the achizvement of the comgplele hydrolysis of
this material mquires the octicn of severl factors. Primarily,
the sugarcane family is made up of approximalely 30 differ-
end varieties and hybrids which are sensitive 1o the sail type,
climale, imigation, ferilizers, dissase control, insecis, and
harvest period

The difficully in the effective uws= of Hpnocellulosic
malerials in microbinlogical processes is hampered by twa
major obstacles: the crystalline stroctune of celluloss, highly
resistant o hydrolysis, and lignin-cellulose combination,
which forms a physical barrier io enzymatic or microbio-
logical access bo the sybsirale (De Soura ef all, 20030

De i cellulose being resistanl o enrymatic atinck
while prolecied by o matrix of Egnin and hemicelluloss,
lignocellubosic malerial must be pretrealed, The pretreat-
ment consisis of subjecting the Fgnocellulogic matsrial
i o =t of opeations in onder o promole the breakdoown
af the bonds linking the macrostruciures. Soch opertions
are responsible for the sdequecy of rmw malerials sach as
bagasse from mpamans, to the processing conditions by
the microorganismes (Masda =1 al.. 2013). Thers ane vanous
types of pretreaiments of sugarcane st and bagasse (for

232



TABRLE 5.1 Eneymes of the Xylanobytic, Cellulobytsc, and Pectimohytic Complex Produoed by Wild and Recombimant Asporgidi Strains

Migoorgankm | Enryme kia Suhsirabe Tomperalure | pH Vo IL'ME | b dmgy e ferenoe
] protaing ml)

Wild Type

A casspivus Xynasc 7 Sircieocd wyian 50-55 b5-T.0 1679 15 S an 3 al. (2N
Xyanas L Sinciweood Kyian 50-55 55-b5 113 19

EN Xyanas M.R. Sinciweood Kyian &0 50 M.H. iulmardes o al. {300 Fa

A fumniganes Xyanasc MR Sincireocd wyian 0 50-55 MR ‘ohomn-Hoge i o al. (2009

A aponious Celuslzse M.R. -l luinss 50-55 L0 M.H. Jccind o al. @0171)
Xyfanase HR Sincivenod xyian &0 m M.E.
pGlnoeida s T4 pHlroph ey ip- iy e sce B-E5 45 M 1.4 Siha o al (2014

var, RS Yylanase MR Eylan 55 500 M.E. Suimardes o al. {30 Fh

A migar Xylanase HR S xyian &0 50 H.E. ulmardcs o al. {3013
Xyanasc MR Oae-apelL xylan a5 55-a0 MR zatinl o al. 2003
Xyfanase HR Sincivenod xyian &0 55 M. Michalin @ al. (2013
P Xyphmitase HR pIrEh ey Doy lopyTanceide 70 Lo W
P Kyleidase 100 pHirophenyip- r-ay fryrancs ke 75 55 MR (L Benassl o al (2013

A mivors Xymnas: MR Sircteocd wyian B-B5 45-510 MR Poinmn-Mopecin o al (3009
Xyaras MR Ooe-apedL Kyian 55-B5 5055 H.R. Bainl @ al. 200
Peoin kas: MR Forin 55 B35 MR Waller = al (2002
Polygalacuronass 102.6 Sodium POty 50 {0-b5 0 &7 Maller o al (2003
Polygalcumronase MR Folyraianumnic acid sodium 55 045 H.R. Maller o= al (2001

A poivares Nylanase N Cae-spedL wylan i5 50 MR i @ al. 200S
Xyanas M.R. Sinciweood Kyian &0 B M.H. Michelin o al. (20123)
P Xyphmitase HR pIrEh ey Doy lopyTanceide 70 45 W
Xymnas s Sircieood Kyian &0 B IS5 H 7 Michedin o al (2014
Xyanas IS &0 B 1073 14
Xyaras 13 &0 F5-B0 73 T
P Xyhmddase 137 pHirophenyip- r-ay fryrancs ke i 3555 9 .66 Michadim o al (20120
Xyanas M.R. Sircieood wyian b5 50 M.H. Michelin @ al. (2000

233



A ploericts Kylanas: H.R. Sircencd wyian 50 4.0 MR Rlrrasl o 3l (200E
p Xykmidase H.R. P roph onyip- p-xy lopsTance ke A5-30 35 55 MR Rizrasl o 3l (2004
Kylanas: H.R. Sircencd wyian 50-55 3555
p Xykmidase 132 P roph onyip- p-xy lopsTance ke 75 {045 .75 2136 Rlrrasl o a3l (2001
A amicoda Xylanas: M.R. Sircmwencd wyian 506D b5 M.R Michelin @ al. (2010
Xylanase H.R. Sirctrwencd wyian &l b5 MR Michelin o= al. (2011
p Ny ase MR P Irnph oy -y opyTancs e 70 L MR
A versicokr p Nyksitase 125 67 60 | psirophonylp-oaylopyrancskic a0 6.0 BI5 031 Somen o al. (2009
p Ny ase 95 77 59 | pMirophonytg- ooy lopyranceide a5 53 1060 016
p Xyhkeidas: Bl P roph eyl o-xy ko Tancs ke 40 b0 o2 oIy Andrace o al. (2004
p Ny ase 100 P Irnph oy -y opyTancs e a5 53 1346 LR K
Recombisand A midwlans
A o Ambnofuaneidass | BSb P roph onyior arabinoyrancs i 0 |4.l:l 50 | 55.5F M Damasio o al 201230
Nylanase = Whes arbinmeyian MR [Xamdsio 1 al 201301
Ambnofuaneidass | B5.S ‘W¥hea anbinmyian
Xylanase ¥i.3 Sinctvencd wyian a5 50 HLE Damasio e al 2010
Xyiopiucanss 3.5 Kylogluzan from iamarind &l &0 435 D=5 Damasio @ al. 2012k
Cefichiohydolse P irnph ooy D lobiside 2610 i Sogaw @ al. 2013)
Arabinange: H Dehranchod ambinan 0 4.0-7.0 163 E 45 Damasio o al 2012c)
Laibrancmea Kylanas: 15 Eincimwenod wyian 80 50-55 Az & RIoin o al. 2074
o
Recombisamd F. oo
A mhves | xycgueanass 5 | xpiogiucan &0 55 10.58 13 Funado & al. 2015
HLE, Feok reporded,
“mA

i Fmwera: i of the pppiean-spocific CAMEY with cyfoplocsee S0 2 o A niv
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revizion, s Michelin et al.. 20120 b, 2014) thot make the
cellulosichemicel lulosic materials availshle for subsequent
enymatic hydrolysis and obisinment of reducing sogars,
ax glooass, xylose, and armhinoss, which can be fermentsd
by yeast up i ethanol. Thas, o achiewe i
ethanol, it is necessary not caly to hove yessis capable of
lermenting §lucose, bul also -5 sugars.

The types of pretresiment depend on the material wsed
and the purposs of wing lignoosllulosic factions. The
pretreatment ussd should be chemical and enerpetically
efficient, and several crilerin must be considered, soch s
avoiding the size reduction of hiomass particles, presery-
ing the hemicelluloss fraction, preventing degradation or
loms of carbohydruies, ax well os the formation of Enhibi-
tory compounds io the growth of microrganisms during
fermentation and so, minimizing production cosis.

Acids and s=am employment may be used o preteat-
ments of sugarcane. Acid hydmdysis of cellulesz has the
dizadvaniage of requiring the use of high iempemives and
pressurz, leading to carbohydrole losses and, in oddition,
producing toxic malecules for Bzrmentation by micrcgan-
isms (Maeda et 2, 20131 Problems melaisd 1o comosion of
equipment are related to this bioprocess.

Currently. the methods that have proven bo e most suit-
able pre the physical treatmenis, for instance, for sugacans

untrealed and treated with Tow-thrmugh-liguid hot
waler [LHW) (1 70-207C ond 204-250mlmin) in o fixed-
bad reactor were strocturally anolyzed in field emiskion gon
scanming electron microscapy (FEG-SEM) and transmis-
sion eleciron microscopy (TEM). Kesulis were hassd on
the Epnin changes obtained, and showed an increase in the
jplant czll wall porasity and lignin migration across the plant
cell wall (Beddy et ol , 2005k

In nddition 1o the pretreatment of sugarcane by prducts,
in order 1o perfom the industrial process of the sscond-
penzrmtion sthonol, the fibralytic eneyme produoction should
bz taken into consideration to minkmize the financial costs
af the enzymatic prduction is the actual bottlensck of
second-penzration ethanal becanse the complzie hydmdysis
af hiomass depends on the synerpistic action of mulipls
distinct enzymes, especially callulesss and hemicellulases.
The development of enzymatic cockiails in order 1o ohiain
fermentahle sogars is crocial. This process imolves choos-
ing microorpanizms efficiznl in emcyme production, mainky
fangi, such as those from Aspergillir pems.

The large hiodiversity of the world combined with con-
ventional prospecting lechniques or, new appoaches @
metagenomics, allows screening of wild types of microor-
panisms piming o identify the best producers of enzymatic
sysizms. Brazil, India. and tropical countries hove great
glohal diversity and a large stock of microorganism genes
capahle of producing enxymes that otack the czll wall
Flamentous fungl, in conlrast b bacleria and yeost, have

inter=sting properties conceming the enrymalic secretion Lo
the liguid medium (Polizzli, 2009). Filamenlous fungi, such
as Aspergilli, have become one of the most desirable micro-
arganisms in ressarch aiming m the emoymatic hydmdysis of
cellulose on an industrial scale. However, various altema-
tives of genetic manipulation, such os sile-direcisd moi-
tions, and homologeas and hetermlogous  recombination
inwolving fungus—fungus. fngus—hacteria, or fungus—yeas
are being described, leading 1o the development of hyper-
producer microbial strains constituting innovative processes
in the achisvement of hyperenrymes for use in indusirial
jpurpises, with an emphasis on biorefinery (Damdsio =1 al,
201 I; Ribeire et al., 2004; Segato et al., 2014)

Furthermore, the addition of thermatolerant enxymes
from thermophilic Fungi in enzymatic cockimls is mlems-
ing due o the wide mnge of lempemiores osed in indus-
trial processes. In addition, these enzymes must be highly
resisiant 1o a large pH mnge. This implies versalility of the
hydrolysis process, and henoe more significant resulis, at
lower costs, are reached. Toking into account oll commer-
cially awnilable cockinils, mainly the ones with oplimum
temperniures ranging between 50°C and 55°C, and pH
aroand 6.0 can make the hydralysis process limited to the
aplimum conditions of the enzymes.

In order to improve the yield of bicsthancl, the use of
& reacior for enzyme production is important as well os the
type used. Michelin e ol (2011} rmached higher levels of
xylanose and fxylosidase produced by A. terricola in bio-
reactors of the stimed tank and aidift. Howewver, thers is a
controversy conceming the use of stimed tank (STR (stirmed
tank reactos]), due 1o myceliol domage comssd by shear
forces with decrease in emyme production
{Kimetol. 1997). Fenice of ol {3M03) reporied thai the pro-
duction of Inocase and Mn-peroxidase wers lightly affectsd
by impeller speed STE. Siedenberg =1 al. {1997) observed
thot the xylonass levels decrensed with increasing stirring
spead Then, enzyme production by filamenious fongi can
be affecied by shear siress, which is misisd o the mie of
stirring. The high viscosity and the Newtonian behovior of
filamentous fungal broths often mquire the use of high agi-
tation mies o provide adequate mizing and oxygen tansfer.
Mycelinl demaps limits the possible mnge of stiming spesd
values and, conseguently, the volumetric biomass and pro-
dudtivity of the enzyme in cultwre (Chipeia et al., 200E)

Currently, two second-generation ethanol  produc-
ticn plants ore operating in Brzxil, the Bicflex 1 from
Caranllin with a capacity of production around B2 mil-
licn liters of ethanol per year and RALZEN Growp
lmnched o new plant in Ociober 2004, 1 is expecisd o
produce sround 40 milkon liters mome of cellulogic stha-
mol (2G) than i slrady prodeces (hitpofraizen.comd
energia-do-futura-iecnologis-em-energia-renovavel/
etnnl-de-segundo-gemeno Tutm_sowrce=Linkedin&utm_
mediem=Post&utm_campaign=2% 07_2015. In tom,
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the major iniermational ployers in cellubosic ethanol e
Movorymes, INEOS Bio, KiOR, Peoobris, Dupont,
Abe=npgoa, and FUEIT.

Alhouph bicethanol production offers mamy benefiks,
it still nesds more invesiment and research, teking into
acoound the aspecis of prepamtion of rmw malerials, more
profilable fermentation, and mone schnologies for the pro-
cessing of supercans waste. All this, combined and opti-
mized, can lead to mone sconomical and vishle production
af hicethanal.
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Abstract

Bioenergy is the term used for energy prodeced from lignocellulosic biomass.
Most of the residues produced from agricultural and industrial activities present
high levels of lignocellulose. They are mostly formed by rigid strectures mainly
containing hemicellulose and cellulose intermixed by lignin. These macromaole-
cules are linked by covalent and hydrogen bonds, thus forming a complex anchi-
tecture, which give a great resistance to their hydrolbysis. This hampers ithe
subsequent production of fermentable sugars and their fermentation to produce
second-generation bioethanol. The technologies to obtain second-generation
bioethanol, independent of the plant source, involve the hydrolysis of polyvsac-
chiarides from the bismass in order to generate sugars that can be fermented by
yeasts. This chapter addresses the importance of biomass for the production of
green fuels. In this chapter, the potential of different lipnocellulosic biomasses.
especially the apriculivral crop residoes. is described. The composition of the
main malecules forming the cell wall of different plamts is provided. The emrymes
that are involved in the deconstruction of plant cell walls as well as the rebease of
fermentable sugars are discussed. The pretreatment and fermentation of biomass
for the second-geperation ethanol production by yeasis are described. Some
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challenges conceming the technologies are considered, but, on the other hand,
somie alternatives are also podnted oat.

Keywords
Agro-industrial residees - Second-generation bioethanol - Biorefinery - Green
fuwels - Enrymes - Saccharification

2.1  Introduction

Biomass refers to any matter of plant orgin. which can be processed to provide
more elaborate bioenergetic and chemdcal forms suitable for end use. Around the
world, more than 146 billion tons of residoes are anoually available, but only & por-
tion {up to 100 million) of it is being wsed for energy and biofoel production | Ayras
2014). The rest of these residoes is wsually bomt or lefi behind, which may lead to
the worsening of the greenhouse effect. A few of the most biomass-producing coun-
tries im the world are Brazil, China, Indonesin, Russia. and the USA (Table 2.1).

Food, fiber, or wood production generates biomass, which could be useful for
energy production using mature technologies. Cuarrently. the final biomass energy
produced is 50 El totaling 14% of the final energy usad in the world, bat it has a
potential to be increased up to 150 EJ by 2035, A total supply of 38—45% is esti-
mated to be originated from waste and residues from agriculiure and the remaining
supply would be shared by the energy crops., forestry, and residual products (TREMA
20140 According to the World Bioenerpy Association (WEA 2014), the estimated
potential of residwes from agriculture in order to produce energy varies between 17
and 128 El. There is a high potential of using residues from agriculiure, especially
in Asia and the Americas becanse of the different crops highly produced in these
regions. There is an enormous potential for exploiting the use of biomass in order to
prodsce larger quantities of products with high value.

Table 2.1 Comparative production of crops in different countrizs

Crap Country FProduction (million tonsfyear) | Keferences

Harley Hussia 4 Worldstlas & Graphic Maps (2017)
Caffes TErazil 1% FAS (201 8a)

Calicn China 59 FAS (20 8k

Maize USA IT0.5 FAD (2017

(%l palm | Indonesia | 405 Iskandar =t al. (2018)

Folalo China G5.0 FAD (2015

Hice China 210.] Muthayya =t al. (2014}

Soybean | USA 119.5 FEAD (2017

Sugarcane | Hrazil 1585 FAD (2007

Wheat China 15344 Worldatlas & (iraphic Maps (20149)
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D to the varions possible sources of lignocellulosic biomass, this chapier is
focused on describing the structwre and characteristics of its major components,
sich as cellulose, hemicellulose, pectin, and lignin present in the primany and sec-
ondary cell walls. The resins, fatty acids, phenols, tannins, nitrogenous compownds,
and mineral salis, e.g.. calcium, potassinm, and magnesium on a smaller scale. can
also be found, which depends on the plant species (Mewreiter et al. 20020
Subsequently, the chapter presents a description of different biomass sources that
can be wsed for the production of bicenerzy, followed by the major enxymatic sys-
tems that can degrade plant cell walls and their mechanism of action on biomass,
especially in sugarcane, for the production of second-genemtion bioethanol.

2.2  Compaosition of Lignocellulosic Blomass

Cellolese (23-50 wi% of the dry matter of lignocellulosic biomass)y is a linear
homopolymer containing wp to 15,000 units of f-o-glocose boand by p-14-
ghycosidic linkages (Nanda et al. 2015). It has reducing and nonreducing ends, and
it is extremely resistant to degradation (Michelin ef al. 2003 The strength of cel-
lulose is due to many hydroxy] groups on the glucose structure that contribute to the
formatien of massive intramolecular bounds (linkages among glucose units of the
spme molecule) and intermolecular hydrogen bounds (among glocose units of adja-
cent molecules), which are responsible for stiffness. The intramolecular boads are
responsible for the formation of fibrils. which are highly ordered stmoctures.
According to the degree of organization of the bonds between the cellulose chains,
the structure can be crystalline (highly ordered) or amorphous {less ordered). The
amorphous regions can absorb water more easily and are more susceptible to enxy-
matic action.

Hemicellolose is a heteropolysaccharide (1545 wi% of dry lignocellulosic
meaterial} with branched chains of monosaccharides. mainly incleding aldopentoses
(xylose and arabinose) and aldohexoses {glucose, mannose, and galactose). This
macromolecule also contains deoxybexoses and acids. such as f-o-galactueronic
acid. p-d-¢-methylglocaronic acid, and f-o-glucaronic acid (Polizeli et al. 2005).
The variety of bonds and branching, as well as the presence of different monomeric
umits, contribates to the complexity of the hemicellulosic strocture and its different
conformations. Unlike cellulose, hemicellulose has low molecular mass ¢ 00-200
ghycosidic units) and does not contain coystalline regions, which makes it easier to
hwdrolyze in non-drastic conditions (Polizeli et al. 2005).

There are different types of hemicellulose, such as arabinoxylan, acetylglucaro-
noxylan, arabinam, arabimogalactan, xylan, galactomannan, xyloglecan, galacto-
glucomannan, and glucomannan. Hemicellulose is classified according to its sugar
chain composition. Thus, the term hemicellulose does not denote a defined chemid-
cal compound, rather, a set of polymeric components present in fibrows plants
where each component has different properties. The major hemicellulose constitu-
et is the xylan, which is a xylose f-1.4-polymer with several branched residues
(Polizeli et al. 2005). The fermentation of pentoses is not yet as developed as the
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processes involving glucose. Mannan is the second most abundant component of
the hemicellulosic fraction being widely found in woods (gymnosperms), tubers,
seedds. and prains in different compositions stroctore and complexity. The main
chain of mannan consists of mannose residees bound by f-1 4-linkages or a com-
bination of mannose and glooose residoes associated by a same type linkage. In
addition, the major choin of mannan may have side chains attached (o @-1.6-
galactose residues (De Marco et al. 20150

Pectins are heterogeneous polysaccharides, which form the middle lamella
being the largest component inside it. These polysaccharides are adhesive materi-
als in the extracellular porticn found in the kigher plant cells located in the: primary
wills. The structure consists of axial bonds with acid onits of - 1.4-p-galacturonic
and contains molacules of galactose, arabinose, xylose, and L-rhamnose as the side
chains (Polizeli et al. 20013)

The biochemical structure of lignin (10-20 wi% of dry lignocellulosic mate-
rial} cannot be related to sugar molecules, and it is not suitable for biccomersion
or fermentative routes. However, this fraction plays a key role in the socoess of
hwdrolysis technolopy, since it blocks the access to cellulose. The strecture of
lignin has a three-dimensional polymeric structure formed by p-propylphenol
umits with methoxy substituent on the aromatic ring joined by ether bonds that
crosslink each other. This macromolecule is originated through sinapyl, coumaric,
and coniferyl alcohols.

2.3  Commonly Avallable Agricultural Crop Residues
In the World

2.3.1 Barley and Coffee Resldues

Barey (Horleam vilpans) is one of the main cereal soarces produced in the world
for humans and livesiock consumption. Every wvear, an area of amund 50 million
heciares is harvested, being the fowrth major cereal produced in the world. The most
abundant staple crops cultivated in the world are wheat {200 million hectares), rice
(170 million hectaresy, and maize (145 million hectares). Russia, Australin
Ukraine. and Canada are the major barley-producing countries (WAP 2019}, Barley
and beer residoes are similar to other lignocellolosic matenials being composed of
cellulose, hemicellulose, and lignin. It is reported that the percentage of celluboss
and bemicellulose in such materials is high (Table 2 2}, which can be hydmolyzed
and fermented aiming the production of bicfeels and Mochemicals.

The coffes tree is a plant of permanent colture that belongs o the Ruobiaceas
family and to the genns Coffes such as Coffen arabica and Coffea cansphora.
Aroand 8.9 million tons of coffee are produced over an area of approximately 1006
million bectares (FAD 2018 The major coffee prodocers in the world are Brazil,
Vietnam, and Colombia { Al-Abdulkader et al. 2008). One ton of bark is generated
per each ton of beans of coffee that are processed {Sasnger ef al. 2001 ). The coffes
pulp is the main residue originaied in the wet processing of the mature coffee,
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Table 1.2 Celluboss, hemicellulose, and lignin composition of some of the most widely found
lignooellulosic feadstocks in the workd

Celluloss Hemicelluloss Lignin

R esidues W) (wifch Iwiic) Helerences

HBarley bagaeee | 250 7 4.4 Tamemini and Hauly
(200:4)

Coffep husks paly) 147 124 Sours et al [2001)

Cotion straw 40.7 105 154 Silanikove of al {19ER)

Corncob 3 347 3 Tamznini and Hauly
(2004}

(6l palm fiber (419 ] 0 Sudiyani =t al. [2013)

Poiein pesls 552 1.7 142 Lenihan et al {20110

Rice straw E0 ] A Senins ot al. {30125

Soyhean 160 230 =0 Heck =1 &l (2007)

fibrous

Sugarcans 430 2.0 no Focha et al {2011}

hagasse

Whizal straw 50 4.0 50 o = &l (2005)

representing approximately 40 wit of the dry weight of the coffes bean, which is
rich in cellulose and hemicellulose (Table 2.2}, proteins, minerals, and sppreciable
amounts of tannins, caffeine, and potassium. Currently all these raw materials
could b used in developad processes to generate value-added and bulk chemicals
products such as active secondary metabolites. unicellular proteins, enzymes, and
organic acids (Pandey et al. 2000}, Another alternative is the use of these wastes for
bivenergy production.

2.3.2 5ugarcane, Malze, Rice, and Wheat Resldues

Sugarcane, maive, rice, and wheat residues generate most of the lignocellulosic resi-
dues in the world (Saini et al. 200 5). One of the most famous plant being used nowa-
days is the sugarcane {Sacchanmm ssp.). It is 8 C4 crop that has been wsed for a long
time in the sugar production, but currently bicethanol and electricity have becoms
the most famous value-added energy products penerated through bioconversion and
burning. respectively (Cotrim et al. 201 &) The total harvested area for sugarcane in
the world is estimated to be aroond 26.7 million hectares and the major producers
are Brazil, India. and China. Afier the processing of the sugarcane, large quantities
of bagasse are generated what presents good amounts of cellolose and hemicellu-
lose. These factors make it an interesting, renewahble, and cheap resource (o produce
biochemicals and biofuels (Bhatia and Paliwal 200117

There are several varieties of commercial sugarcane in the world. In Brazil, the
SPE0-3280 variety is one of the most studied. The composition of the cell wall of
SPEN-3280 variety sugarcane is reporied having fundamental importance for under-
standing the enxymes necessary for its saccharification (e Souza et al. 2013). In
receqt years, the search for sugarcane with high levels of sugars for first-generation
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bioethanoel and the accumulation of Momass for second-generation bioethanol pro-
duction have increased. This sugarcane is known as energy cane, which presents the
particularity of having a higher fiber content, being distributed in the fractions of
lignin, cellulose, and hemicellulose. The ensrgy care comes from genetic improve-
meenis of the sugarcane (Saccharim sponfaream) to increase the energy availability
and adaptation to different caltivation environments {Tew and Cobill 2008).

Maize (fea mays) is a well-known cereal being considered the main input in
animal protein production. in human nutntion, and also in the Mofoe]l production.
The total area harvested each year in the world is estimated o be around 145 million
hectares and the major maize producers in the world are the USA. Ching. and Brazil
(FACY 2018} From Table 2.2 it can be inferred that the maize residues have small
amounds of lignin, which makes it interesting for the use in the bioenergy and in the
production of chemicals.

Rice consists of two main species such as Ghyza plaberrima and Qryga saliva.
It is a plant of the grass family and is among the products intended for human
consgmption, being second in importance, only behind wheat. In some paris of
the world, especially in Asia, rice is staple food crop (CONAB 201E). It is har-
vested from over 163 million heciares in more than 100 countries (Laborte of al.
2017y The major rice producers are Ching, India, and Indonesia (FAO Z018).
Daring the moe coltivation, huge amounts of rice straw are generated along with
Leaf blades, stems. leaf sheaths, and husks as the leftovers. These residues are one
of the larpest lignocellulosic wastes in the world. Among the most rice straw pro-
ducers is Asia which alone generates 5676 million tons of nce straw that consists
of 91.3% of the global rice production (Saini et al. 2015). This residoe is also an
important source with similar contents of hemicellulose, lignin, and cellulose
when compared with other organic residues. which could be betier used for the
production of Mofuels and biochemicals.

Wheat is considered a staple food and cereal in all over the world (Shewry
2009 Balkovic et al. 2014). The common wheat, Triticam gestivam, is the most
widely grown in the world, over an arable land abowt 220 .4 million hectares (FAD
2018} Duning the wheat harvesting process, straw is geperated at a rate of 2.5-7.5
tons/hectare annwally eunder rigorous farming conditions. Cellulose, hemicello-
loses, and lignin make op the most part of the agricultural residees in a similar
rate. Howewver, wheat straw presents pectin and proteins, whereas nce straw has
silica within its tissues (Sarkar et al. 2012).

2.3.3 Cotton

Cotton is a staple fiber found across the world. [E belongs to the genus Gossypinm
within the Malvaceae family. Cellulose is the main component of the cotton bolls.
It is estimated that 25 millicn tons of cotton are anneally produced in the world
over &n area that estimates about 2.5% of the total arable land at a global scale. The
cotten cultivation area in the world is accounted arcond 33,6 million hectares per
vear and the major cotton producers are China, India, and the USA {Daisy et al.
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201E). After harvesting the cotton, huge amouents of residues are left in the field,
such as side branches, stalks, bolls. seeds with adhering cofton lint, leawes, etc.
(Huzng et al. 2012} The total amount of residoes (e.g. cotton strawy, cotbon sticks,
cotton wood) generated from the cotton harvesting can range from 5 to 7 tons/
hectare. The quality of these materials that are generated from the cotton harvest-
ing presents a high vanability as commonly observed in crop wastes. However,
these residues are also imporiant sources of lignin, cellolose, and hemicellolose as
shown in Table 2.2.

2.3.4 Oll Palm Residues

il palm is a vegetable il extracted from the mesocarp of Haeis guireensis. Palm
oil is a common cooking ingredient in Brazil, Africa, and Asia (il palm trees pres-
ent a highly efficient land use with a large yield when compared with other crops
used for oil extraction. It is estimated that a total harvested area of about 17 million
hectares of mature oil palm plantation produces a total of 62.6 million tons of oil
palm per year. The major oil palm producers are Indonesia, Malaysia, and Nigeria
(EPOA 2018 Ewrope is the major imporier of ol palm for wsing it as a precursor
for bindiesal production (Scefdastmadja and Leoag 2018). In addition to its massive
potentials for biodieszl production, all the oil palm residees generated afier the oil
extraction could also be wsed to produce the bicethanol since it is composed of cel-
lulose, hemicellulose, and lignin {Table 2.2}

2.3.5 Potato Residues

Potato (Solanwm feferosem) is a staple food crop cultivated in most countries across
the world. Potatoes are considered the fifth largest crop for human consompiion
afier wheat, rice. maize, and barley. In 2016, the total world potato production and
harvested area were estimated at 376 million tons and 19 million hectares, respac-
tively (FAO 2018 The three largest potato producers in the world are China, India,
and Eussia. Poitsto processing indusiry generates massive amounis of oqganic
wastes. [t is estimated that one quanier of the total weight of potato is obtained as
wistes from the food processing plants. These wastes can be used, for example, as
a carbon source for yeast during alcohod fermentation to produce bioethanal. The
potate peel waste contains adequate amownt of starch, hemicellulose, cellulose. lig-
nin {Table 2.2, and residual carbohydrates. which make peiato peel a suitable feed-
stock for ethanol production (Ojewumi et al. 2008).

2.3.6 5Soybean Resldues

The soybean (Glvcine max) is known to be widely cultivated because of its
comestible bean thot presents several differemt wses. The worldwide sovbean
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producticn was estimated around 337 million tons in 2007-2018 (WASDE 201 8).
The major producers of soybean in the world are the USA  Brazil, and Argentina.
Based on the global production, it is possible to affirm that these three countries
are responsible by approximately 85% of the total soybean production (FAC
2015). During the recovery of the protein from the soybean seeds, large amounts
of residues are generated. The residues generated are composed of 16 wi'll cel-
lulose and 23 wits hemicellubose (Table 2.2). Previous studies have estimated
that approximately 10,0060 tons per vear of these by-products are generated and
only & small portion is wsed for animal feeding, while the rest is mainly disposed
in the envirenment (Heck et al. 2002 )

2.4  Enzymatic Saccharification of Lignocellulosic Residues
2.4.1 Cellulases

Ceallulases are glycosyl hydrolases that act in the cleavage of cellulose and can be
classified into endoglecanases (EQ), excplucanases (CEH), and f-glecosidases
(B0 (Payne et al. 2015; Wei and Mcdonald 2016). Some cellolases are orzanized
in complexes called cellulosomes. These stractures are produced by anaerobic bac-
berin {Artri et al. 301 Ty and fungi (Haitjema et al. 20017) as a strategy to improve the
hvdrolysis efficiency. They are composed of a complex scaffolding as structural
subunit and various envymatic subunits. Many cellulases and hemdcellulases are
attachid to stractures called carbohydrate binding module (CBM). Thess structures
have the property to atiach the enzyme to the substraie. CEMs are nod necessary to
the hydrolytic function and there is no evidence that they improve the action of cel-
lulzses (Wirnai et al. 2004).

Crystalline {u_‘&_"m} Amerphous
""' CBH_
e S TR

Fig- 2.1 Cellules= action on cellulose orysialline and orysial stuciure. Endoglocanase (ECG) in
bl o1 the amaonphous region with o CHM abtsched 1o the crystalfins region meldeasing smaller c=l-
lubose chains, Cellobichydrolase (CIEH) in cmnge is ageched io the crystalline ierminal releasing
ceflobiose. feGlncosidese (Br) in yellow cleaves the cellobicer in glocose. Aoxilisry sctivity 9
enryme (AAS) in porple pots on the crysilline egion leaving o rupiore in the celluboss chain.
Swallenin (W) in pink sctx betweesn the cellulos: chains resuolting in o less crysiolline
shmucimne
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Endio-f-1 4-glucanases (EC 3.2.1.4) hyvdrolyze the glveosidic bonds mainly at
the amorphous regions of cellulose (Fig. 2.1). They are distributed along 16 out of
134 glycoside hydrolase (GH) families and are characterized by shorter loops.
Thus, this feature enables the active site fissures to reach accessible sites of cel-
lulose chain. The endoglucanases act in the interior of cellulose, resulting in long-
chain olipemers. When compared with other cellulases. they have a faster
dissociation rate and show the best cellulose liquefaction results, thus decreasing
the chain length and consequently the viscosity (Badievan et al. 2012; Bovee and
Walsh 201 5; Jurem and W 200140

Exoglucanases or cellobiohydrolases act in the end of crystalline cellolose chains
e release cellobiose (Fig. 2.1). They act efficiently in cellulose hydrodysis and are
divided into EC 3.2.1.91 {acting in the nonreducing ends) and EC 32.1.176 (acting
in the redecing ends). These enzymes have long keops wsually forming tonnels
arownd the catalytic residues; thus the substrate is directed along these tunnels to
encounter the active site ((beng et al. 2007, Wilson and Kostylev 2012).

PGlucoesidases (Rs, EC 3.2.1.21) break down cellobicse to gluecose (Fig. 2.1
Several p-glucosidases are also able to catalyze the reverse reaction by transglyco-
sylation in which glecose molecules are transferred to another glucose molacule or
cellobiose to yield different oligosaccharides. f-Glucosidases are susceptible to
product inhibition, especially at high-biomass conditions. Thus, it is one of the big-
gest bottlenecks for the total cellulose conversion to glocose. The addition of large
amounds of f-glucosidases in enzymatic cocktails has the extra goal to reduce the
product inhibition exhibited by cellobiose on cellobichydrolases and endoglsca-
nases (Andrc et al. 2010 Singhania et al. 2013

The most reported cawse to product inhibition on fungal f-glocosidases is via
competitive inhibition, bat it is also described as one of the noncompetitive and
mixed mechanizms. The majority of f-glocosidases belong to the | and 3 GH
families, but they are also found in famdlies 5, 9, and 30. The enzymes belonging
to family GH1 are 10 to 1000-fold more tolerant to glocose when compared to
GH3 p-glecosidases. The structural analvsis shows that glucose tolerance is
strongly correlated with active site accessibility {Andric et al. 20010, De Giuseppe
et al. 2014; Singhania et al. 2013).

2.4.2 Auxiliary Activity 9 Enzyme and Swollenin Proteln

Auxiliary activity 9 (AAT) enzyme is a fungal lytic polysacchande mopooxy genase
(LPMO), 8 cooper-dependent eneymse that is added to the most commercial cock-
tails. AAY boost the action of cellolases in lignocellulosic material hydrolysis. It
promades the oxidative cleavage of glyosidic bounds of Cl or C4, thus disturbing
cellulose crystallinity amd giving access to camonical cellulases, consequently
improving the overall ydrolysis yield {Fig. 2.1 1. The oxidation promoted by LPMO
is dependent on an electron donor, e.g., ascorbic acid, cellobiose dehydrogenase,
and lignin or photocatalytic systems. The oxidation occurs only in the presence of
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0, or H,O, as the co-substrate (Bertini et al. 2018: Mollers et al. 2017 Maller et al.
2018: Walton and Davies 2016).

Swollenins (SWOs) are nonenzymatic proteins with high homology to plant
expansins. This class of proteins has the property to cause deagglomeration of
crystalline cellulose. SWOs act in the breakage of hydrogen bonds between
the cellulose chains. thus loosening the structure, increasing the accessibility
of canonical cellulases and enzymatic hydrolysis (Fig. 2.1). SWOs can also
disrupt hemicellulose, promoting a better solubilization and acting synergisti-
cally with hemicellulases (Cosgrove 2000; Gourlay et al. 2013; Kang et al.
2013; Kim et al. 2014 Santos et al. 201 7).

2.43 Hemicellulases

Hemicellulases are classified as the class of enzymes responsible for depoly-
merizing the hemicellulose. In order to achieve the complete degradation of
hemicelluloses, the action of several enzymes belonging to GH families is
important. The most significant enzymes of these complex are discussed as fol-
fows (Polizeli et al. 2005: Saha 2003).

Xylan, a xylose B-1.4-polymer, is a major constituent of hemicellulose. For
the degradation of xylan, two main enzymes are necessary, namely, endo-p-
I.4-xylanase and f-1.4-xylosidase (Fig. 2.2). Endo--I.4-xylanases (EC
3.2.18) or endoxylanases catalyze the hydrolysis of xylan to xylooligosaccha-
rides. This enzyme acts in the internal backbone of xylan promoting the

Fig. 22 Simplified structures of hemicelluloses with mmifications and the enzymes that act in
their hydrolysis. Acetyl substitutions cleaved by acetyl xylan esterase are shown in pink. Arabénan
removed from xylan chain by arabinofurancsidase is shown in yellow. Ferufic acid detached to
amabinan by feruloyl esierase is shown in green. 4-0-Mathyl-p-glucuronic acid removed by
a-glocuromidase is shown in bloe. The noareductive end of an oligosacchande cleaved by
f-xylanase to cbizin xylase monomers is shown in purple. The xylan backbone cleaved in the
interior regions by endoxylanase releasing xylooligosaccharides is shown by the non-highlightad
region
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hydrolysis of f-1.4-glycosidic linkages. Exo-p-1,4-xylosidase (EC 3.2.1.3Th or
B-1.4-xylosidase acts in the nonreducing ends of xylan structure or xylooligo-
saccharides including xylobiose, thus releasing p-xylose monomers (Burlacu
et al. 2016; Heinen et al. 2018; Polizeli et al. 2005).

The remawval of the ramifications attached to xylan chain is promoted by a com-
plex of enrymes. The most important enzymes are a-L-arabinoforanosidase,
m-glecuronidase, acetyl xvlan esterase, and fermoloyl esterase (Fig. 2.7). @-1-
Arabinofuranosidase (EC 3.2.1 55) or arabinofuranosidase cleaves the nonreductive
end of the arabinan in the positions (-2 or -3 releasing oligomers (Juturu and W
2013). o-Ghocurenidase (EC 3.2 1139 hydrolyses the 1-2-glycosidic bound
between xylan and the side chain of 4-0-methyl-n-glecuronic acid, thus releasing
glucuronic acid (Shallem and Shoham 2003). Acetyl xylan esterase (EC3.1.1.72)
removes the acety] substitutions attached on xylose releasing acetic acid {Tenkanen
etal. 1997). Feruloy] esterase (EC3.1.1.73) or feruloy] xylan esterase hydrolyseas the
ester bond between ferulic acid and ambinose (Dilokpimol et al. 20160

The mannan-degrmding enzymes are f-mannosidase (EC 3.2.1_25), f-mannanases
(EC 3.2.1.78), and p-glecosidase (3.2.1.21). There are also additional enzymes such
s a-galactosidase (EC 3.2.1.22) and acetyl mannan asterase (EC 3_1.1.6) required
e remove side-chain substituents, thus creating more sites for encymatic hydrolysis
(Fig. 2.3a-f) (Moreira and Filhe 2008). According the Carbohydrate-Active
Enzymes Database (CAZy), the mannanases are classified inte GH families 5. 26,
and 113 {Caniarel et al. 200 Cruz 3013k These GH families have double-
displacement mechanism holding anomeric confipuration {De Marco et al. 2015).

The complete hydrolysis of the mannan chain demands the synergy of exo-acting
and endo-acting hydmolases together with accessory enzymes to reach complete
hydrolysis. The heterosvnergy is the synergistic action between main-chain and
side-chain enzymes (f-mannanase and a-galactosidase) and homosynergy betwesn
twio main-chain enzymes (f-mannosidase and f-mannanase) or bebween two side-
chain enzymes (acetyl mannan esterase and a-galactosidase) reported in the degr-
dation of mannan {(Moreira and Fillo 2008

It is possible to visnalize the presence and the size of the -mannanase follow-
ing the molecular markers uwsing the techmigue of sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide pel elecirophoresis (SDE-PAGE) and zymography. Multiple bands
stained for f-mannanase activity (Fig. 2.3z, h} can be detecied wsing these tech-
nigues, which migrate ai molecular masses ranging from 20060 50 kDa. The variety
of forms is uswally described for hemicellulases from bacteria and fungi as the
result of postiranslational modifications and differential messenger RMA (mBEMNA)
processing. These mannanases can be iscerymes, allozymes, and products of differ-
ent alleles in the same gene or same molscules with different posttranscriptional
medifications {De Marco et al. 2015).
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Fig. 23 Structures of mannans and pectins. Zymography of mannanase activity. (a) Mannan, (b)
glscomannan, (e) galactomannan, and () galactoglacomannan. The manman is hydrolyzad by
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2.4.4 Pectin-Degrading Enzyme System

Pectinases (EC 3.2.1.15) are a set of complex enzymes that degrade pectin in
plant cell wall (Fig. 2.3i-k). Pectin-degrading enzymes are capable of degrading
pectic substances per de-esterification (esterases) or depolymenzation {lyases
and hivdrolases) reactions (Tarig and Latif 2012) and include polygalacturonases
(PGs). pectinesterases (PEs), pectate lyases (PGLs), and pectin lyases (PLs)
(Ahlawat et al. 2009 Polizeli et al. 2003} Polygalacturonases (PMGs) are hydro-
lases, which cleave a-1,4-glycosidic linkage in homopolygalacturen backbone.
They are classified into GH family 28 according to the Carbohydrate-Active
Enzymes Database (CAZy) classification.

Endopolygalacturonases (EC 3.2.1.15) modomly attack the a-1.4-glycosidic
bonds of the polysaccharnde chain, thus releasing galacturonic acid oligomers. On
the other hand, exopodygalacturonase type [ (EC 3.2.1.67) acts in the nonreducing
end and the o-galacturonic acid is hydrolyzed. [h-galacturonate is released as a
result of the action of exopelygalactoronase type [ {EC 3.2.1.82) in the nonredoc-
ing end of polygalacturonic scid (Khan et al. 2013). Pectinesterases (EC 3.1.1.11)
are esierases that catalyvze the methoxyl group of pectin fonming pectic acid (Amin
et al. 201 7). Endopectin yases (EC 4.2.2 100 accomplish trans-elimination reaction
of pectin. Endopectate lvases (EC 4.2.2.3) and exopectate lyases (EC 4.2.2.9) cleave
intermal and nonreducing end of a-1.4-polygalachwromic acid, respectively, wia
felimination reaction {Yang et al. 2018

2.4.5 Delignifying Enzymes

Delignifying enzymes are used for biomass pretreatment to remaove lignin prior
to bioconversion of biomass. As the lignin is removed or ruptured, the hemdicel-
lulose and cellulese fibrils become exposed. Thas, the glycoside hydrolases can
have a betier access to the sobstrate. In addition, the delignifying enzymes can
remave some inhibitors {mainly phenolics), which interfere in the fermentation
process (Kudanga and Roes-Hill 201 4).

The most imponiant delignifying enzymes are the laccases (EC1.1003.2). They
are mualt-copper enzymes crocial to lignin degradation and the removal of pheno-
lics. They can ke divided into different enryme families according to Sinm et al.

=

Fig. 2.3 (continued) f-mannonsse, while o-galacinsidase releases galacinse snd acetyl manman
esiemse relesses aoeiyl groops. The mannobioss and glucomannobinse are hydrolyeed by (e}
f-mannosidese and {db f-glocosidase, o penemie the monosacchandes mannose snd glooose.
SIDE-PAGE (129%) and xymogrephy of mannanzss activity in crode extract, stained with Coomassic
Brilliant Blne G-250 {gh and 0L1% Congo red (b Molecular weight (MW crude extract (CE) af
sobean husk, crodes extract concentrated () ienfold 30000 NMWC in the conceniration sysiem
ChuiixStand Eenchiop ((zE Healthcars), crode extract ultrafiliered (L) obtained by the same system
& abaove. (i) K = H (P and CHS (PMG]; () PE and (k) B = H (PGL) 2nd CH3 (FL). The scissons
indficate the pectinases scting on the pectic substmies. Polygabotwmonase (PG, polymethylgalac-
wronase (PAM3), peciinesisrase (i), pecioie [yose (FGL), and pectin hyess (L)
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2.4.4 Pectin-Degrading Enzyme System

Pectinases (EC 3.2.1.15) are a set of complex enzymes that degrade pectin in
plant cell wall (Fig. 2.3i-k). Pectin-degrading enzymes are capable of degrading
pectic substances per de-esterification (esterases) or depolymerization {lvases
and hydrolases) reactions (Tarng and Latif 20012 and include polygalaciuronases
(PGs), pectinesterases (PEs), pectate lyases (PGLs). and pectin lyases (PLs)
(Ahlawat et al. 2009 Polizeli et al. 2003). Polyealacturonases (PGs) are hyvdro-
lases, which cleave a-1,4-glycosidic linkage in homopolygalacturon backbone.
They are classified inte GH famdly 28 according to the Carbohydrate- Active
Enzymes Database (CAEy) classification.

Endopolygalacturonases (EC 3.2.1.15) mndomly aftack the a-1.4-glycosidic
bonds of the polysaccharide chain, thus releasing galacturonic acid oligomers. On
the other hand, exopolygalacturonase type [ {(EC 3.2.1.67) acts in the nonreducing
end and the p-galacturonic acid is hydrolyzed. Di-galacturonate is released as a
result of the action of exopolygalacturonase type I {EC 3.2.1_82) in the nonredoc-
ing end of polygalacturonsc acid (Khan et al. 2013). Pectinesterases (EC 3.1.1.11)
are esterases that catalyze the methoxyl group of pectin forming pectic acid (Amin
et al. 201 7). Endopectin byases (EC 4.2.2 1) accomplish trans-elimination reaction
of pectin. Endopectate lvases (EC 4.2.2.2) and exopectate lyases (EC 4.2 2.9) cleave
intermal and nonreducing end of a1 4-polvgalactiwronic acid, respectively, wia
f-elimimation reaction {Yang et al. 2018

2.4.5 Delignifying Enzymes

Delignifying enxymas are used for biomass pretreatment to remave lignin prior
to bioconversion of biomass. As the lignin is removed or ruptured, the hemicel-

lulose and cellulyse fibrils become exposed. Thus., the glycoside hydrolases can
have a better access to the substrate. In addition, the delignifying enzymes can
remove some inhibitors {mainly phenolics), which interfere in the fermentation
process (Kudanga and Roes-Hill 2004

The most important delignifying enzymes are the laccases (EC110.3.2). They
are multi-copper enzymes crucial to lignin degradation and the removal of pheno-
lics. They can be divided imto different enryme families according to Sirim et al.

=

Fig- 2.3 (continued] f-mannansss, while a-galacinsidase releases palacinee and aostyl manmn
esierase relesmes ooety]l growps. The mannobioss and glucomannobinse are hydrolyeed by ()
f-mannosidese and (db B-glucosidase, o generate the monosacchandes mannoss end glocose.
SIDE-PAGE (12%) ond xymography of mannansss activity in crode exiract, stained with Coomassis
Birilliant Bloe G-250 {g) and 0.1% Congo red (hi. Molecular weight (MW, crude extract {CE) of
soybean husk, crode extract concentrated {C) wenfold 30000 NMWC in the concentration system
iz Smnd Benchiop (ZE Healthcars), crode extract ultrafliered (L) obained by the seme system
&5 absove. (i) R = H (PGE and CHS (PMG); (3 PE and (k) B = H (PGL) end CH3 (PLL The scissors
indiicabe the pectinesss acting on the pectic substraies. Polyg slactsronase (PCF, polymethylzalac-
turonase (FMC3), pectinesierase (FE), pectale lyase (PGL), and pectin hyese (L)
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Table 2.2 (Classificatbon of |accas: families, sequences, and stnuctones

Superfamiky Homologous families Proleins Stnuctomes
A (Hasidiomyosis) 4 ) | 13

B {Ascomyceiz) b 421 i

C {Insect) B 1568 1]

(i (Planth 3 333 i

Ref=rence: Sirim et al. (2011F

(201 1) as shown in Table 2.3, Laccases act by promoting the oxidation of one elec-
trom in & wide variety of substrates, notably the lignin phenylpropanoids (M&Mate and
Alcalde 2007 Other important eneymes are the heme-peroxidases. They catal yee
hwdrogen peroxide-dependent oxidative degradation of lignin of phenolic {as man-
ganese peroxidase-ECT.11.1.13) and in the non-phenolics {as lignin peroxidase-
ECI1.11.1.14) substrates (Plicido and Capareda 30150

2.5 Bloconversion of Blomass to Second-Ganeration
Bloethanol

Among several altemnative biomasses described in this chapter, the production of
bigethane] from sugarcane (Saccharwm spp.) is very advantageous. Sugarcane is
rich in sucrose and allows the fermentation of this sugar by microorganisms resuali-
ing in first-genermtion (16 bicethanel. On the other hand, the resulting lignocellu-
losic biomass (bagasse) can be used to prodece second-generation (206 bioathanol .
To improve each step of the 20 gthano] production, it is necessary o know the
comppsition of lgnocellalosic residues.

Althowgh the main targets for 20 ethanol production are sugarcane in Brazil
(Polizeli et al. 2011, 2006, 2007) and corn in the USA (Li et al. 2018), there are
studies reporting other biomasses, which were previously described in this chapter
such as barley {Yang et al. 2015) and coffee (Nguyen et al. 201 7). The key elements
in the production of 206 bioethano] from sugarcane bagasse are shown in Fig. 2.4
and discussed below.

2.6 Pretreatment of Lignocellulosic Blomass

Pretreatment of biomass may contribute to enhance the cell wall hydrolysis. [t alters
the chemical composition and physical strecture of the substrates. since it aims to
separate the carbohydrates from the lignin matnx. This process of separation bene-
fits the enzymatic access to the cellulose and hemicellulose. The presence of lignin
allows the unproductive binding and inactivation of the cellulases. thus making the
high 20 ethanol yield practically impossible { Srinorakwtara et al. 20130

Some effects of the pretreatments are (a) breakage of the lignin structure and s con-
nection with cellulose and hemicellulose, (b improvement in the access of cellulases o
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cellolose due to the removal of hemicellulose and lignin, end () decrease in the depree
of poehymerization of cellulose and its crystallinity (van Dvk and Pletschke 2012; Nanda
et al. 2014). According to Buckeridpe et al. (2019), this step makes it possible i break
down several covalent bonds between lignin and cellulose or hemscellulose, thos mak-
ing the lignocellulosic biomass more accessible i the enzymatic attack.

There are broad ranges of pretreatments available, such as acidic, basic, or ther-
mal. The acid pretreatment consists of the wse of concentrated or diluied acids,
pssociated with temperatures above 120 °C to decrease the rigidity of lignocellu-
losic biomass and increase the accessibility to the cellalose. In this type of pretreat-
meent, hemicellulose is removed. The alkaline pretreatment removes lignin from the
bigmass and cawses less damage to the sugars. Thermal pretreatment, also known as
autchydrolysis. uses water, high temperature, and high pressure (o break the ligno-
cellubosic matrix {Michelin et al. 200 4; Polizeli et al. 2015).

Each of these pretreatments has a different peculiarity, causing different chemi-
cal modifications as mentioned above. Duning pretreatment of the cellulosic resi-
dues, inhibitory compounds may be fonmed. such as furfaral, hydroxy methylfurfural
(HMF}, phenolic compounds, and crpanic acids. These compounds have an impact
on the action of hydrolytic enzymes, as well as on the microorganisms involved in
the fermentative process (Srinomakwiars et al. 2003 ; van Dyk and Pletschke 201 2).

The surfactants are wsed as additives in order to avodid the adsorption of
enzymes o their substrate in an unproductive way and to enhance the hydro-
Ivsis. The surface active agenis are used in the bioconversion in the follow-
ing ways: (&) during preireatment, (b} during enzymatic saccharification,
and (c)h for the recycling of enzymes afier plant cell wall degradation (Giese
et al. 200 2; van Dyk and Pletschke 201 Z).

2.7  Obtalning an Enzymatic Consortium

In order to achieve a sustainable 20 bioethanol prodociion, the key to increase the
efficiency of the saccharification is the thoroagh understanding of the plant cell wall
stmucture since enzymatic degmdation of lignocellulosic bismass is required to vield
meost of the fermentable sugars. According to Buckernidge and de Souwza (2004),
plant cell walls show regions of polymers that relate with other polymer chains,
such as xyloglucan and cellulose. The interaction among the macromalecules of cell
wills of bicmass makes its total hydrolysis impossible for endoglucanases o attack
glycosidic bonds of cellulose. Moreover, there is a need for the formulation of effi-
cient enzymatic cockiails with enzymes with endovexo characters as well as branch-
ing and debranching featere. The synergism between the enzymes responsible for
cell wall hydrolysis considers that the stractore of the polysaccharides present in the
lignocellulosic binmass may play an imporiant rode in the kinetic hydrolysis proper-
ties (Mohanram et al. 2003; De Sooza et al. 20013; Buckeridpge and de Souza 2014}
De Souza et al. (3013} proposed a theoretical scheme composed of the enzymes
necessary for the sacchanfication of the cell wall of sugarcane, which included hemi-
cellulases, cellulases, J-galactosidases, lichenases, and other accessory enzymes.
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Commercial enzymatic cocktails available for the depolymenzation of lignocellu-
losic materials are loosaly defined as a complex mixfere containing abowt B0-200
probeins, incloding hemicellulases, cellulases, and aocessory enzymes (Mohanram
et al. 2013} To improve the performance of enzyme cocktails, it took years of bio-
prospecting studies, optimézation of strins through penetic engineering for the pro-
duction of enzymes, and development of pretreatment strategies since these are the
majof technical challenges in an efficient 20 ethanol production process.

The enzymes act in synergy for substrate degradation for ethanol production.
van Dvk and Pletschke (2012) as well as Li et al. {2014) have demonstrated that
the understanding of synergism is of fundamental importance to clanfy the
mechanism of the action of the enzymes alone and the interaction between them.
The enzymatic saccharification is beneficial when compared to other methods
because it is & more specific and cleaner process besides the reduction of the
formation of inhibitory compounds. Daring the enrymatic hydrolysis of ligno-
cellulosic biemass, oligosaccharides, disaccharides. and monomers are formed.
They cause the inhibition of f-glucosidase and f-xylosidase associated with the
spccharification as previously menticned in this chapter. High concentrations of
these sugars may have an impact on the hydrolytic efficiency of the lignocellu-
losic residee (van Dyk and Pletschke 200 2).

For the bicconversien of lignocellulosic residee to fermentable sugars, it is
necessary to decrease the cost of enzymes, in addition to studies aiming to
enhance the efficiency of the enzymes used in the cell wall hydrolysis. In this
way, an effective tool to reduce the cost of the various hydrolytic enzymes
wiould be their immobilization. This process leads o an economy in the process
of producing biofuels besides allowing the recovery and reuse of the enzymes
{Borges et al. 20014; Maitan-Alfenas ot al. 2005).

2.8 Fermentation for the Production of Second-Generation
Bloathanol

Alcoholic fermentation consists of the transformation of the sugars from the hydro-
Iysate into ethanol, OOk, and energy due to the catalytic action of the yeast or
bacteria. There are two modes of operations for bicethanol production of lignocel-
lulosic biomass, namely, separate hydrolysis and fermentation (SHF) and simulta-
neous saccharfication and fermentation (S5F) (Fig. 2.4b). Efforts at process
integration are still constrained by obstacles. There is 8 need of industrial microor-
ganisms capable 10 assimilate pentoszs and hexoses as well as the control in the
formation and elimination of inhibitory compownds resulting from the whole pro-
cess. Another factor that must be studied is the standardization of the ideal condi-
tiens for the integration of two of more processas (o0 be simultaneously performed
in a single bicreactor (Ramos et al. 201 5).

The pentoses are fermented by veasts of the genos Cardida, Komagafaslia, and
Meveropyma, but studies with these veasts are still limited. The hexosas are assimi-
lated by yeasts Saccharomyces cereviziae, which have high fermentative efficiency.
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This efficiency is due to the rapid growth of yeasts as well as the ability to metabo-
lize sugars. In addition, they have the ability to produce and consume ethanol and
are toderant o high concentrations of this compound and resistant to low levels of
oxygen. Another bacterial prodecer of bioethanol, Zymomoras mobiliz, has shown
promising results for the large-scale produection of bicethanol.

2.9 Conclusions

The dependence on nonrenewable and highly polloting energy sources has led
to seek alternative fuel sources. Clean energy has the advantage o lower OOy
emissions, providing energy capable of reducing the production of greenhowse
gases, maintaining envirenmental sustainability, mitigating climate change, and
stimulating the global economy. Thus, the growing demand for biofuels has
motivated the wuse of biological materials, specifically photosynthetic o rgan-
isms, as the raw materials.

[t is known that billions of tons of plant-based residues are obiained across the
world. However, only a small fraction of this organic waste is used for bioenergy
and kioproduocts. Lignocellulosic biomass is mainly constituted by a polvsaccharide-
lignin complex with varied composition depending on the plant varsety. The decon-
struction of this intricate complex is one of the main bottlenecks in the conversion
of bipmass to biofuels. The development of novel technologies is necessary to
make the hydrolysis and saccharification economically viable. Genetic modifica-
tions of plants resulting in a vegetal with increased content of bicdegradable and
fermentable saccharides are some of the perspectives. Another focus in plants is to
increase the fiber content, as the enerpy cane. considering 20 ethanol production
from sugarcane.

Another problem confronted with 20 ethanol production is the biochemical
structure of the lignin becanse it blocks the access to cellulose. Various pretreat-
ments of bicmass alter the chemicalfphysical strecture of the plant cell walls, thus
separating the polysaccharides from lignin and allowing betier enzymatic access to
cellubose, hemdicellulose, and pectin. One of the problems of such pretreatments is
the formation of inhibitory compounds as furfural, hydroxymethylferfural, phenolic
compounds, and organic acids, which inhibdt enzymatic acticn and microbial activ-
ity during bisconversion. Hydrothermal pretreatment and steam explosion are alter-
native sirategies to acid, alkaline. and other pretreatments. Delignifying enzymes
may contnibeie as a biemass pretreatment for boethanol production since the
removal of lignin exposes hemicellulose and cellulose fbnls. and consequently,
glycoside hydrolase can have betier access to the substrabes.

[n all cases. it is important to have an in-depth and detailed knowledge of
the structure of the biomass cell constituents and how they interact aiming at
the production of fermentable sugars. Immunofluorescence technigues wsing
antibodies against the macromolecules of the biomass cell wall have given
excellent know-how, and a glycolic code of sugarcane walls has also been
reported in the literature.
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Enzymatic sacchanfication of raw or pretreated biomass for the liberation of fer-
menizble sugars by yeast is advantageous when compared to the chemical methods
because of being a selective. cleaner, and less energ y-intensive process, which pro-
duwces less amounts of inhibitory biokegical compounds. For this purpose, commer-
cial enryme cockiails obiained from recombinant microorganisms, such as baciena
and fAlamentows fungi, are used. Enrymatic hydrolysis process is largely successful
in many cases. but problems, such as the viability of the strain, mycotoxins, confami-
nation, genetic instability, reproducibility, inhibition of the enzyme by end products.
and other molecular complications, have been reported. Some proposed aliernatives
include bioprospecting studies of mesophilic and thermophilic strains and optimiza-
tion of strains through genetic engineering for the production and thermostabiliza-
tiom of enzy mes.

Efficient enzymatic cocktails include the cellulases. hemicellulases, pectinases,
ligninases, and, accessory enzymes and proteins, such as auxilisry activity 9 and
swiollenin. Synergism is expecied between the hydrolitic enzymes, aoxiliary activity
enrymes, and swollenins because they can act ogether favoning the oxidative cleav-
age of ghycosidic bonds and deagglomeration of crystalline cellulose, thus giving
access fo cellulases and facilitafing enzymatic hydrolysis. Besides, the debranching
of hemicellulose is favored by the use of enzymatic cocktail. The addition of ligni-
nolytic enzymes in the cocktadl helps in removing some phenclic compounds that
may interfere in the final fermentation process. Usually, the combinatory action of
enrymes reverts (o higher levels of fermentable sugars. Thus, the undersianding of
the symergic mechanisms between the hydrolytic enzymes is fundamental to
improve the saccharification process.

A pertarbing factor for large-scale bioconversion studies, which stll needs
pttention, is the high cost of commercial hydrolytic enzymes. An alternative could
be the immobilization or co-immobilization of the enzymes. This process some-
times resalts in enzymatic hyperactivation and allows various reuses of the bio-
catalysts (enzyme and support). Furthermore, as may be concleded. vanous
studies must be developed aiming to achieve the total success of the lignocellu-
losic biomass conversion in fermentable sugars. Besides, it is a clean process with
many advantages that need recognition.
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