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Resumo

Biorrefinarias lignoceluldsicas sdo conceitos industriais sustentaveis que utilizam residuos
agricolas como matéria-prima para producao de produtos de maior valor agregado como
biocombustiveis e quimicos de base. Um dos custos das biorrefinarias sdo as enzimas
necessarias para desconstruir a parede celular vegetal em agucares fermentesciveis. Essas
enzimas sao obtidas de fontes microbianas como fungos filamentosos. O padrao atual da
industria de coquetéis enzimaticos ¢ o monocultivo fungico. Essa técnica produz coquetéis
limitados, pois, nenhum organismo ¢ capaz de secretar todas as enzimas necessarias em
quantidades suficientes. Uma alternativa a ser explorada ¢ simular a degradacdo de matéria
orgdnica que ocorre na natureza ¢ utilizar mais de um fungo filamentoso na producao
enzimatica na pratica denominada de co-cultivo. Neste trabalho, foi realizada a caracterizagao
enzimatica de Aspergillus brasiliensis e avaliado seu co-cultivo com o fungo Trichoderma
reesei RUT-C30 utilizando bagaco de cana-de-agticar como fonte de carbono. Os coquetéis
enzimaticos resultantes foram caracterizados quanto ao efeito do tempo de inoculagao das
cepas e os efeitos de pH e temperatura nas atividades enzimaticas. Os resultados mostram que
o perfil de cada extrato enzimatico & altamente dependente do tipo de cultivo e da ordem com
que os fungos participantes foram inoculados. Alguns dos co-cultivos, dentro de certas
condi¢des, atingiram maiores atividades que seus respectivos monocultivos para enzimas como

CMCase, pectinase, B-glicosidase e B-xilosidase.

Palavras-chave: co-cultivos, enzimas fungicas, biorrefinarias;
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Abstract

Lignocellulosic biorefineries are sustainable industrial facilities that use agricultural waste as
raw material to produce higher value-added products such as biofuels and chemical “building-
blocks”. One of the major costs of biorefineries is the enzymes needed to break down the plant
cell wall into fermentable sugars. These enzymes are obtained from microbial sources such as
filamentous fungi. The current industry standard for enzyme production are fungal
monocultures. This technique produces limited cocktails, as no organism is capable of secreting
all the necessary enzymes in sufficient quantities. An alternative to be explored is to simulate
the degradation of organic matter that occurs in nature and to use more than one filamentous
fungus in the enzymatic production, a practice called co-cultivation. In this work, the enzymatic
characterization of Aspergillus brasiliensis was performed and its co-cultivation with the
fungus Trichoderma reesei RUT-C30 was evaluated using sugarcane bagasse as carbon source.
The resulting enzymatic cocktails were characterized regarding the effect of strain inoculation
time and the effects of pH and temperature on enzymatic activities. The results show that the
profile of each enzymatic extract is highly dependent on the type of culture and the order in
which the participating fungi were inoculated. Some of the co-cultures, under certain
conditions, reached higher activities than their respective monocultures for enzymes such as

CMCase, pectinase, B-glucosidase and B-xylosidase.

Keywords: co-cultures, fungal enzymes, biorefineries;
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INTRODUCAO

Biorrefinarias lignocelulodsicas sao conceitos de plantas industriais capazes de produzir
diversos bens de consumo como biocombustiveis e quimicos de base, utilizando residuos
agroindustriais de baixo valor agregado como matéria prima (KAMM; KAMM, 2004). As
biorrefinarias sdo, portanto, uma das grandes apostas cientificas no esfor¢co de alavancar uma
bioeconomia sustentavel (bio-based economy) e que reduza ou elimine a dependéncia de
combustiveis fosseis ndo renovaveis e altamente poluentes.

Os residuos agroindustriais, compostos por lignocelulose, precisam primeiramente ter seus
polissacarideos constituintes hidrolisados em agucares fermentesciveis para viabilizar os
processos subsequentes. Um dos maiores gargalos dessa industria € o alto custo das enzimas
necessdrias para realizar a hidrdlise supracitada (KUBICEK; KUBICEK, 2016).

A lignocelulose que compde a parede celular vegetal pode ser dividida em 2 porgdes
principais. Na por¢ao holoceluldsica tem-se os seguintes carboidratos: 1) fibras de celulose,
um polimero rigido de glicose organizado linearmente 2) hemicelulose, uma estrutura
complexa e heterogénea, que contém diversos polissacarideos que podem ou ndo ser
ramificados e que possuem grande variagdo de acordo com a espécie vegetal, e por fim 3) a
pectina, composta por mondmeros de acido galacturdnico (SIQUEIRA; FILHO, 2010). Além
dos polissacarideos supracitados a lignina também se faz presente. A lignina ¢ uma rede de
compostos fenolicos interligada as por¢des sacaridicas. Devido a sua estrutura ndo repetitiva e
irregular, € um composto altamente resistente a desconstru¢do enzimatica, sendo responsavel
por parte consideravel da recalcitrancia da parede celular vegetal (HIGUCHI, 2004). Essa
composicdo complexa, mantida por um arranjo variado de ligagdes e com varios componentes
interligados faz da parede celular vegetal um alvo desafiador para as enzimas microbioldgicas.

As enzimas hidroliticas empregadas em biorefinarias geralmente sdo oriundas de fontes
microbianas, sendo os fungos filamentosos os seus principais produtores industriais. O fungo
filamentoso Trichoderma reesei RUT-C30 ¢ a cepa industrial mais utilizada produgdo de
enzimas hidroliticas comerciais. No entanto, o espectro de enzimas necessarias para a hidrolise
completa dos residuos lignoceluldsicos ¢ demasiadamente diverso para ser secretado por um
unico organismo. Mesmo a cepa RUT-C30 nao secreta um coquetel enzimatico completo,
possuindo uma baixa produ¢do de B-glicosidases (OKEKE, 2014), quando comparado a sua
capacidade de produzir outras hidrolases.

O reino Fungi agrega uma grande diversidade de organismos, possuindo atualmente cerca

de 5.1 milhdes de espécies estimadas (O’BRIEN et al., 2005). No entanto, um nimero muito
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inferior ¢ atualmente conhecido ¢ menos ainda sdo aqueles cultivaveis e com aplicagdes
industriais solidas.

A decomposi¢do da recalcitrante matéria vegetal morta ¢ realizada em ambientes naturais
por uma diversa comunidade de microrganismos, dos quais os fungos filamentosos sdo os
principais atores (VAN DER WAL et al., 2013). Nao existe evidéncia da existéncia de um
organismo capaz de degradar eficientemente a todas as porcdes lignoceluldticas sozinho. No
entanto, nos processos industriais para a produ¢do de enzimas lignoceluloliticas, 0 monocultivo
¢ a técnica padrdo, devido a este processo ja estar bem estabelecido e ser mais simples de
controlar. Por essa limitagdo de fontes enzimaticas, os coquetéis atuais necessitam ser
enriquecidos com enzimas de outros fungos para atingirem niveis satisfatorios de hidrdlise.
Isso culmina em um dispendioso processo downstream que eleva consideravelmente os custos
do produto.

Uma alternativa para obtencdo de coquetéis enzimaticos mais diversos e completos sem
necessidade de mesclar enzimas no processamento downstream ¢ a utilizagcao de co-cultivos
fingicos. Nesse sistema, dois ou mais fungos sdo crescidos simultaneamente, dividindo o
mesmo aparato fermentativo. A cooperagdo, ou mais frequentemente o antagonismo, entre
esses fungos faz com que certas atividades enziméaticas sejam aumentadas em relacdo aos seus
monocultivos. Diversos estudos nesse sentido ja foram publicados e compilados em uma
publicacdo anterior (SPERANDIO; FILHO, 2019). No entanto, o campo de co-cultivos
fingicos para producao de enzimas lignoceluloliticas ainda ¢ uma area largamente inexplorada
dentro da microbiologia industrial.

O presente trabalho propde a andlise de co-cultivos fungicos utilizando a cepa 7. reesei
RUT-C30 e Aspergillus brasiliensis, com o objetivo ndo s6 de produzir novas combinagdo de
coquetéis enzimaticos, mas também caracterizar esses coquetéis. A caracterizacao de coquetéis
enzimaticos resultantes dos co-cultivos € extremamente escassa na literatura cientifica

internacional e esse trabalho objetiva-se a contribuir com novas informagdes nesse cendrio.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

As Biorrefinarias e a Bioeconomia Circular

Os combustiveis fosseis sdo atualmente a base de toda a cadeia produtiva mundial. No
entanto, seu uso esta atrelado a diversas consequéncias negativas por ser uma fonte energética
nao renovavel e sua producao e uso causarem severos danos climaticos e poluentes (QIAO;
QIAO, 2013). Pode-se definir este modelo econdmico como sendo “linear” e o mesmo se
mostra insustentavel a longo prazo em sua atual conjuntura (LIGUORI; FARACO, 2016).

Uma alternativa possivel a este modelo econdmico ¢ ado¢ao de medidas que fomentem
uma economia circular. Em uma economia circular, objetiva-se a execugao dos 3 Rs: reduzir,
reusar e reciclar (LIGUORI; FARACO, 2016). Nesta contraproposta de modelo econdomico
objetiva-se diminuir a polui¢do ambiental, escassez de recursos e diversos outros conflitos
associados ao modelo linear (QIAO; QIAO, 2013). Dentro do contexto da economia circular,
as biorrefinarias podem ser vistas como fundamentais no avanco deste modelo econdmico.

O termo “biorrefinaria” comporta diferentes defini¢des que podem ser ainda
subdivididas a depender do tipo de biorrefinaria citada. Uma das defini¢des mais abrangentes
¢ fornecida pelo Departamento de Energia dos EUA (1997), que coloca a biorrefinaria como
“uma unidade de processamento onde a biomassa pode ser convertida e extraida em um
espectro de produtos de valor, baseando-se na refinaria petroquimica”.

Com o avango das possibilidades produtivas das biorrefinarias, novas, e mais
especificas, defini¢des surgiram. Para a EMBRAPA Agroenergia (2011), uma biorrefinaria ¢
“uma instalagdo que integra processos de conversao de biomassa em biocombustiveis, insumos
quimicos, materiais, alimentos, ragdes e energia. O objetivo de uma biorrefinaria é otimizar o
uso de recursos € minimizar os efluentes, maximizando os beneficios e o lucro”.

As biorrefinarias podem ainda ser classificadas em 3 diferentes estagios, que variam
com seu estagio de desenvolvimento e flexibilidade de insumos e produtos (KAMM; KAMM,
2004). Em seu primeiro estagio, biorrefinarias geralmente usam graos como matéria-prima e
tem pouca ou nenhuma flexibilidade em seus processos, gerando sempre os mesmos produtos.
No segundo estagio as biorrefinarias ainda possuem matérias-primas fixas, mas sua capacidade
processual ¢ expandida, podendo alterar seus produtos finais a depender das demandas do
mercado. Em seu terceiro e ultimo estagio, ocorre a flexibilizacdo das matérias-primas que
podem ser utilizadas. Além disso, a diversidade processual dessas instalagdes permite a

fabricacdo de uma maior variedade de produtos (Figura 1).
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Figura 1 - Diferentes estagios de biorrefinarias e suas respectivas caracteristicas. Defini¢des extraidas de KAMM; KAMM

(2004), imagem de autoria propria.

Neste trabalho, ¢ destacada a importancia de um dos tipos de refinaria de terceiro
estagio: as biorrefinarias lignocelulosicas. Estas instalagdes utilizam matérias lignoceluldsicos
como matéria-prima para a produg¢do de moléculas quimicas de base (os chamados “building
blocks”), biocombustiveis e energia. Uma vantagem operacional das biorrefinarias
lignoceluldsicas ¢ o baixo custo relativo de sua matéria-prima e a compatibilidade de seus
produtos finais com a ja estabelecida economia linear baseada em combustiveis fosseis
(KAMM; KAMM, 2004).

Outro atrativo referente as biorrefinarias lignocelulosicas se deve ao fato que sua
principal matéria-prima € composta de residuos. Estes residuos lignoceluldsicos agroindustriais
possuem pouco ou nenhum valor comercial e podem ser reaproveitados nas biorrefinarias. O
uso de residuos também implica que ndo ¢ necessario o aumento de areas de plantio,
diminuindo desgastes ambientais, sociais e politicos relacionados ao uso de terras agricolas
(HATTI-KAUL, 2010).

As biorrefinarias lignoceluldsicas podem funcionar utilizando uma grande variedade de
insumos como matéria-prima. Residuos agroindustriais como palha e farelo de trigo, sabugo e
palha de milho, cascas de frutas (maga, banana, laranja), cascas de batata e cebola, restos da
industria cervejeira, bagaco de cana-de-agucar e casca de soja, sao todos exemplos de insumos
capazes de alimentar uma biorrefinaria lignocelulosica (CORREA DO LAGO et al., 2012;
FERREIRA et al., 2016; SILVA; VAZ; FILHO, 2017).

Uma série de etapas e processos € necessaria para transformar residuos agroindustriais

em produtos de maior valor agregado (Figura 2). Primeiramente, os insumos devem ser
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transportados a biorrefinaria. Ao chegar nas instalagdes, estes residuos precisam passar por
uma etapa chamada pré-tratamento. Os pré-tratamentos podem ser fisicos, quimicos, fisico-
quimicos ou bioldgicos. O objetivo desta etapa ¢ alterar as propriedades fisico-quimicas da
lignocelulose, facilitando seu processamento por microrganismos e sua degradagdo enzimatica.
Essa facilitagdo pode ocorrer por diversos fatores como (1) a diminui¢do do tamanho do
material (aumentando superficie de contato), (2) uma maior exposicdo dos componentes da
parede celular vegetal que facilita o contato e subsequente hidrélise pelas enzimas, (3)
afrouxamento das porgdes cristalinas (mais recalcitrantes) de celulose e (4) reducdo das

ligacdes entre a hemicelulose e a lignina (ADITIY A et al., 2016; MOOD et al., 2013).

Etanol Celuldsico

1

Destilagdo

1

Residuos
. , . Hidrdlise # Fermentacdo
Lignocelulésicos ¢

4

Processamento
Downstream

Crescimento de
fungos filamentosos

Quimicos de
Base

Produgdo de enzimas
lignoceluloliticas

Figura 2 - Fluxograma simplificado do processo de biorrefino, incluindo a opcdo de producdo local de enzimas

lignoceluloliticas por fungos filamentosos que podem ser usadas na etapa de hidrolise. Fonte: autoria propria.

O pré-tratamento da biomassa também ¢ vantajoso para a produ¢ao in situ de enzimas
lignoceluloliticas. Ja foi verificado que fungos filamentosos crescidos em fontes de carbono
pré-tratadas possuem uma maior producao destas enzimas de interesse biotecnoldgico (SILVA;
FILHO, 2017). Isso oferece uma importante op¢do comercial para as biorrefinarias, pois,
permite economia na compra de enzimas de fornecedores externos, evita gastos com transporte

e ainda possibilita a comercializacdo das enzimas para outras industrias (ELLILA et al., 2017).
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ApoOs o pré-tratamento a biomassa ¢ hidrolisada utilizando-se um coquetel de enzimas
lignoceluloliticas e acessorios (enzimas que nao desconstroem diretamente a parede celular
vegetal, mas auxiliam neste processo). O objetivo desta etapa ¢ desconstruir a parede celular
vegetal ao seus mondmeros constituintes, entre os quais destacam-se o0s agucares
fermentesciveis, que podem ser fermentados por microrganismos produzindo etanol ou
quimicos de base, por exemplo. As enzimas utilizadas, sua classificagdo, modo de agdo e
importancia industrial serdo discutidas em uma se¢ao futura deste trabalho.

Em posse dos actcares fermentesciveis, diferentes abordagens podem ser empregadas.
Entre elas esta a conversao dos agucares a etanol de segunda geragdo ou a outros quimicos de
interesse industrial. Em ambos os casos, fungos da divisdo Ascomycota sao amplamente
utilizados, seja pelo uso da levedura Saccharomyces cerevisiae na produgao de etanol ou de
ascomicetos filamentosos como A. niger ¢ A. terreus na produgdo de acido citrico e itaconico
respectivamente (FERREIRA et al., 2016).

Considerando a producdo de etanol celuldsico, as biorefinarias ja provaram sua
efetividade em escalas laboratorial e em plantas piloto (PAVLENKO, 2018; SILVA; VAZ,
FILHO, 2017). No entanto, sua real viabilidade comercial ainda ¢ fragil. Na ultima década,
diversas plantas comerciais de etanol celuldsico foram implantadas, mas falharam em atingir
suas projegoes de producdo e muitas encerraram suas atividades (PAVLENKO, 2018). Este
cenario mostra a necessidade de mais pesquisas sobre este nicho tecnoldgico, visando o
melhoramento de todas as suas etapas.

Quanto ao cendrio nacional, o Brasil possui duas instalacdes que realizam a producao
de etanol celuldsico, sendo elas as biorrefinarias da GranBio e Raizen/logen, localizadas em
Alagoas e Sao Paulo, respectivamente. A planta da GranBio, langada em 2014, foi a primeira
biorrefinaria do tipo no Brasil. Ambas as plantas utilizam bagaco e palha da cana-de-acucar
como matéria prima para a produ¢do do etanol 2G (SILVA; VAZ; FILHO, 2017). De acordo
com o relatorio anual da Raizen, a empresa produziu 16,5 milhdes de litros de etanol celuldsico

no ano-safra de 2018/2019 (RAIZEN, 2019).
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A Cana-de-acucar

A cana-de-agucar ¢ cultivada em diversos paises devido aos seus caules ricos em
sacarose, que pode ser extraida e utilizada para a produgdo de agticar ou fermentada para fins
energéticos (etanol combustivel) ou para producdo de bebidas alcoolicas. Quanto a produgdo
de acucar, cerca de 70% da producao ¢ oriunda do cultivo de cana-de-a¢icar (LAKSHMANAN
et al., 2005).

O termo “cana-de-agucar” ¢ utilizado para se referir a espécies selvagens e
domesticadas pertencentes ao género Saccharum (Poacea). Estudos moleculares apontam a
Nova Guiné como centro de origem de diversificagdo da planta, onde surgiu o cultivar S.
officinarum L., que ao ser hibridizado e extensivamente selecionado com S. spontaneum
produziu muitos dos hibridos hoje utilizados na agricultura (GRIVET et al., 2004;
LAKSHMANAN et al., 2005).

O Brasil tem extensa tradi¢do no uso de tecnologias sucroalcooleiras derivadas do
cultivo e processamento da cana-de-agucar. Em 1975, visando diminuir a dependéncia nacional
de combustiveis fosseis externos, foi langado o programa Prodlcool (HOFSETZ; SILVA,
2012). Desde entdo, o Brasil vem desenvolvendo diversas tecnologias de cultivo de cana-de-
acucar e da utilizacdo de seus produtos como o melago para produgdo de agtcar ou alcool
etilico para fins energéticos (SILVA et al., 2016).

A producao brasileira de cana-de-actcar ¢ a maior do mundo, com quase o dobro da
producdo anual da India, o segundo maior produtor (Figura 3). De acordo com os dados mais
recentes disponiveis pela Food and Agriculture Organization of the United Nations, o Brasil
produziu cerca de 757 milhdes de toneladas de cana-de-agticar em 2020, o correspondente a
40% da producao mundial (FAO, 2020). Alguns autores divergem ao tratar da quantidade da
producdo de cana-de agucar que acaba se tornando bagago de cana. CORREA DO LAGO ¢
colaboradores (2012), estimam que 14% da producdo de cana-de-agucar torna-se bagaco. Ja
HOFSETZ e SILVA (2012) calculam que este valor pode chegar a até 28%.

Quanto a sua composi¢do, o bagaco de cana-de-agucar ¢ composto por cerca de 42% de
celulose, 25% de hemicelulose e 23% de lignina (ALVES et al., 2010). Logo, a cana-de-agucar
e seus produtos residuais como o bagaco de cana, sdo matérias primas abundantes e possuem
grande potencial para serem exploradas no Brasil como insumos de biorrefinarias

lignocelulosicas.
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Figura 3 - Producdo mundial de cana-de-agucar em toneladas. Dados da Food and Agriculture Organization of the United

Nations para 2019.

Considerando a produgdo de etanol, o Brasil produziu mais de 33 bilhdes de litros na
safra 2018/2019, distribuidos por mais de 410 usinas sucroalcooleiras (NOVACANA, 2020;
UNICA, 2019). Portanto, o cenario mais aceito para a inser¢do de biorrefinarias
lignoceluldsicas em territorio nacional € que elas sejam acopladas as refinarias sucroalcooleiras
jé existentes. Muita da estrutura dessas usinas pode ser reaproveitada e as novas instalagdes
podem ser apenas anexadas a planta original. DIAS et al. (2012) conceberam uma simulagdo
que demonstrou a superioridade econdmica da implantagdo da infraestrutura para produzir
etanol 2G nas j4 existentes plantas 1G em comparagio a criar instalagdes 2G isoladas.

O destino mais comum do bagago de cana-de-aguicar produzido nas usinas ¢ a queima
para a producao de vapor e energia elétrica (bioeletricidade), que € usada na propria usina. A
colheita da cana-de-agucar coincide com os periodos de seca, onde a produtividade hidrelétrica
¢ baixa e os pregos da eletricidade aumentam. Logo, existe grande incentivo para que o bagaco
de cana seja queimado e transformado em bioeletricidade neste periodo. O baixo e instavel
preco pago pela energia desestimula o investimento na produgdo de bioeletricidade para
fornecimento externo por parte do setor sucro-alcooleiro, apesar de algumas usinas venderem
seu excedente para a rede elétrica (CARPIO; DE SOUZA, 2017; HOFSETZ; SILVA, 2012;
UNIAO DA INDUSTRIA DE CANA-DE-ACUCAR - UNICA, 2016).
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Percebe-se entdo um conflito entre a utilizagdo do bagaco de cana-de-aglcar para a
geragdo de bioeletricidade ou para usos diversos dentro de uma biorrefinaria de terceira
geracdo. Ao considerar, por exemplo, a producdo de etanol celuldsico, dois fatores sdo
determinantes na escolha dessa destinagdo: (1) o baixo preco de revenda da eletricidade gerada
pela queima do bagaco e/ou (2) a diminui¢ao dos custos de produgdo de etanol 2G, elevando
sua competitividade (HOFSETZ; SILVA, 2012). Sendo assim, modelos devem ser elaborados
calculando como melhor administrar o bagaco de cana disponivel.

CORREA DO LAGO et al. (2012) elaborou um modelo que comporta o uso de parte
do bagago na producdo de bioenergia (diminuindo o custo final dos produtos gerados na
biorrefinaria lignocelul6sica) e parte para a produgao de etanol 2G e quimicos de base em uma
propor¢do que permitiria considerdvel eficiéncia e lucro para a planta. Outro modelo,
desenhado por CARPIO e de SOUZA (2017), vislumbra a produgdo mista entre bioeletricidade
e producdo de etanol 2G, estimando 84% de alocacdo de bagaco para produgdo do ultimo.
CARPIO e de SOUZA (2017) justificam o maior investimento na produ¢do de etanol celuldsico
dadas as projecdes de grande demanda pelo combustivel devido a disseminagdo dos veiculos

ex-fuel no pais e a atual mistura brasileira de 27% de etanol na gasolina.
p g

A Parede Celular Vegetal (PCV)

Uma das caracteristicas mais marcantes do reino Plantae ¢ a parede celular vegetal
(PCV). A PCV compde cerca de 50% do peso total da planta e tem suma importancia para a
classificacdo botanica, biologia, evolugdo e inclusive para as aplicagdes biotecnoldgicas da
matéria vegetal (DOBLIN; PETTOLINO; BACIC, 2010).

Diversos setores comerciais dependem diretamente das propriedades e composi¢ao das
PCVs para seus processos, podendo ser aqui destacadas as industrias téxtil, madeireiras, do
papel e, mais recentemente, as biorrefinarias lignoceluldsicas (DOBLIN; PETTOLINO;
BACIC, 2010).

A composicao da PCV ¢ fortemente marcada pela presenca de carboidratos e compostos
fendlicos, sendo que ambas as moléculas compdem 90% da PCV enquanto as proteinas
compdem os 10% restantes (HOFTE; VOXEUR, 2017). Essa caracteristica é evolutivamente
coerente com a abundante disponibilidade de carbono disponivel as plantas (por serem
organismos fotossintéticos) e pela relativa baixa presenca de nitrogénio e enxofre (ambos
cruciais para a sintese proteica) adquiridos no solo em relagio ao carbono (HOFTE; VOXEUR,

2017; SARKAR; BOSNEAGA; AUER, 2009).
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A PCV pode ser encontrada em duas composi¢des distintas, sendo elas a parede
primaria e a parede secundaria. Tais organiza¢des variam sua presenca de acordo com a fase
de desenvolvimento do tecido observado e com o tipo de célula em questdo. A parede primaria
¢ encontrada nos tecidos em crescimento. Sua composicao mais flexivel permite a expansado do
protoplasma interno enquanto sustenta a pressao exercida por tal crescimento e por choques
mecanicos externos (JOHNSON et al., 2017). A flexibilidade da parede primaria permite que
diferentes tecidos vegetais possuam células com formas e tamanhos variados. A parede celular
secundaria ¢ mais grossa, com camadas depostas internamente a parede primaria e com um alto
teor de lignina, tornando-as células mais inflexiveis e também impermeaveis (JOHNSON et
al., 2017).

Apesar de possuirem diferencas marcantes, tanto a parede celular primaria como a
secundaria obedecem a uma mesma estrutura basica conservada, apresentada na Figura 4. Essa
estrutura bésica ¢ composta por microfibrilas de celulose orientadas, imersas em um gel
dissipativo (chamado hemicelulose) composto por uma matriz de carboidratos nao celuldsicos

(HOFTE; VOXEUR, 2017).
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Figura 4 - Organizagao geral da parede celular vegetal. Extraido ¢ modificado de SIQUEIRA e FILHO (2010).

Celulose

A celulose ¢ um polimero linear constituido de mondmeros de glicose, unidos entre si
por ligacdes do tipo B-(1->4). Essas cadeias lineares sdo sintetizadas em paralelo por um
complexo enzimatico denominado celulose sintase, imerso na membrana plasmatica da célula
vegetal (COSGROVE, 2014). As cadeias de celulose produzidas sdo organizadas em
microfibrilas (Figura 5) cujo comprimento ¢ altamente variado e ainda incerto (COSGROVE,

2014).
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Figura 5 - Estrutura da celulose e sua organizagdo em microfibrilas. Extraido e modificado de SARKAR, BOSNEAGA e
AUER (2009).

Atualmente, o modelo mais aceito estima que cerca de 18 cadeias de celulose,
organizadas em formato hexagonal, componham uma microfibrila (COSGROVE, 2014;
HOFTE; VOXEUR, 2017). Esta estrutura hexagonal basica com 18 cadeias de celulose é
denominada microfibrila fundamental e sua espessura ¢ estimada em aproximadamente 3 nm
(HOFTE; VOXEUR, 2017). Os mondmeros de glicose envolvidos na formagdo das fibras
celulosicas se organizam de forma a criar duas superficies distintas. Uma superficie hidrofilica
na porg¢ao superior ¢ inferior do hexdgono e uma superficie hidrofébica nas laterais, onde ocorre
interagdo entre as cadeias apolares dos carboidratos. Esta configuragdo anfifilica parece ter
relagdes importantes com a arquitetura da PCV (HOFTE; VOXEUR, 2017).

A celulose apresenta ainda duas configuracdes conformacionais de grande relevancia
para a recalcitrancia da fibra: as por¢des amorfas e cristalinas. As por¢des amorfas sdo pouco
organizadas e direcionais, o que resulta em maior facilidade a desconstrucao e, portanto, menos
recalcitrancia. Em oposigdo, a por¢ado cristalina ¢ altamente direcional e organizada, criando
uma estrutura resistente e altamente recalcitrante (KULASINSKI et al., 2014). A Figura 6
abaixo exibe uma simulacdo computacional duas fases e de sua fase de transi¢do, a celulose

paracristalina.

Figura 6 - Representagdes computacionais das fases cristalina (a), paracristalina (b) e amorfa (c) da celulose. Extraido de

KULASINSKI et al. (2014).

A
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Hemicelulose

A hemicelulose nao ¢ um unico polimero, mas sim, uma cole¢do variada de diferentes
cadeias polissacaridicas ndo celuldsicas, que formam uma matriz com caracteristicas
gelatinosas que interage diretamente com as microfibrilas de celulose (SAHA, 2003). A
hemicelulose ¢ a segunda maior por¢ao polissacaridica da PCV (sendo a celulose a mais
abundante). Este conjunto de polissacarideos compde entre 20 a 35% da PCV (SAHA, 2003),
sendo as xilanas os polissacarideos hemicelulosicos mais abundantes em geral.

Xilanas s3o polissacarideos compostos por uma cadeia principal de D-xilose unida por
ligagdes B-(1->4). Essa cadeia principal pode, ou nao, ser ramificada com residuos de acido D-
glicurénico (formando a glicuronoxilana), com residuos de L-arabinose (formando a
arabinoxilana) ou com ambos (formando a glicuronoarabinoxilana).

Outra hemicelulose relevante ¢ a manana, constituida de residuos de D-manose também
unidos por ligagdo B-(1->4). A manana também pode ser adornada com residuos de outros
carboidratos como a D-galactose (formando as galactomananas). Outro polissacarideo
relacionado as mananas sdo as galactoglicomananas que sdo compostas por uma cadeia linear
que alterna entre residuos de manose e glicose e que podem, ou ndo, ser ramificadas com
residuos de galactose (SCHELLER; ULVSKOV, 2010). A Figura 7 ilustra as estruturas das
principais cadeias hemiceluldsicas.

Uma diferenga marcante entre a celulose e a hemicelulose ¢ que enquanto a primeira ¢
relativamente conservada em todos os vegetais, a ultima ¢ altamente variavel entre espécies. A
hemicelulose ¢ tdo distinta entre os grupos que a mesma ¢ um critério de classificacdo para
diferenciar paredes primarias dos Tipos I e II. Paredes do Tipo I sdo encontradas em
gimnospermas, dicotiledoneas e monocotiledoneas ndo comelinideas, sua principal
caracteristica ¢ a abundancia dos xiloglicanos (XyG) e pectinas em sua por¢ao hemiceluldsica.
As paredes Tipo II, que sd@o encontradas nas monocotiledoneas comelinideas (onde se encontra
a ordem Poales, na qual estdo inseridas as gramineas), tem sua hemicelulose composta
majoritariamente por glicuronoarabinoxilanas (GAXs) e (1,3;1,4)-B-D-glucanos, além de
serem pobres em pectinas e XyG (DOBLIN; PETTOLINO; BACIC, 2010; SCHELLER;
ULVSKOV, 2010). A Tabela 1 e a Figura 7 abaixo mostram respectivamente a quantidade de
componentes hemiceluldsicos encontrados em diferentes plantas e as representagdes

esquematicas dos mesmos.
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Tabela 1 - Composi¢do percentual das hemiceluloses mais comuns em dicotiledoneas, gramineas e coniferas. Extraido e
modificado de SCHELLER e ULVSKOV (2010).

Dicotiledonias Gramineas Coniferas

Polissacarideo

Primaria Secundaria Primaria Secundaria Primaria Secundéria
Xiloglicanos 20-25 Minimo 2-5 Minimo 10 b
Glicuronoxilana - 20-30 - - - -
Glicuronoarabinoxilana 5 - 20-40 40-50 2 5-15
(Glico)manana 3-5 2-5 2 0-5 - -
Galactoglicomanana - 0-3 - - +° 10-30
B-(1,3),(1,4)-glucanos Ausente Ausente 2-15 Minimo Ausente Ausente

Valores sdo médias calculadas pelos autores a partir de diversas fontes. -, ausente ou insignificante; +°, presente porem sem dados

quantitativos. Quantidade de polissacarideos na parede (% m/m).

D-Glicose Glcp

D-Galactose Galp

D-Manose Manp

o) 4@

[a]
o]
o
I

Xiloglucano [B-D-Glep-(1->4)],com cadeias ramificadas, como visto em ervilhas e arabdopsis
Ac D-glicurénico GlcAp

L-Arabinose Araf ’q

D-Xilose Xylp

L-Fucose Fucp

P-glucanos de ligagtes mistas [B-D-Glep-(1,4)],-B-D-Glep-(1-=2 3){B-D-Glep-(1->4)],,, onde
m e n s&o 3 ou 4; tipico de Poales

Ceeo

L-Ramnose Rhap

Me
Glicuronoarabinoxilanas, GAX, tipico de monocotiledoneas comelinideas

BN B :

OMe
Glicuronoxilana, tipico de dicotileddneas

Galactomanana, tipico de sementes de Fabaceae

Galactoglicomanana, tipico de coniferas

Figura 7 - Polissacarideos hemiceluldsicos mais comuns. “Fer” representa esterificagdes com acido ferulico. Extraido e

adaptado de SCHELLER e ULVSKOV (2010).
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Pectinas

As pectinas sdo polissacarideos ricos em acido D-galacturonico unidos na cadeia
principal por ligagdes a-(1,4) e compde um por¢ao importante da PCV primadria, chegando por
vezes a 35% da mesma dependendo do grupo botanico considerado (HOCQ; PELLOUX;
LEFEBVRE, 2017). A pectina também atua como um dos componentes majoritarios da lamela
média, uma camada gelatinosa que se encontra entre as paredes primarias de duas células
vegetais adjacentes, evitando a friccdo e contato direto entre células vizinhas (ZAMIL;
GEITMANN, 2017).

A pectina tem uma classificacao diferenciada, sendo classificada em “dominios”. Os
dominios da pectina sao regides ao longo da cadeia principal que podem ser diferenciadas com
base em sua composicdo quimica. Os 4 dominios macromoleculares principais sdo as
homogalacturonanas, as ramnogalacturonanas I, as ramnogalacturonanas II e as

xilogalacturonanas (HOCQ; PELLOUX; LEFEBVRE, 2017, Figura 8).
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monossacarideos constituintes. Extraido e modificado de HOFTE e VOXEUR (2017).
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As homogalacturonanas cumprem papel fundamental na adesdo entre as células
vegetais e, portanto, tem influéncias na industria dos biocombustiveis 2G por afetar o processo
de hidrélise da biomassa (LATARULLO et al., 2016). Além disso, indicativos que associagdes
entre pectinas e a lignina podem contribuir para aumento da recalcitrancia durante a hidrolise

da PCV de Miscanthus sinensis ja foram encontrados (DE SOUZA et al., 2015).

Lignina

A lignina ¢ um composto extremamente abundante, representando cerca de 30% do
carbono presente na biosfera. Ela ¢ a segunda molécula mais abundante na natureza, logo atras
da celulose (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003). E importante nio confundir tal
colocacdo com a hemicelulose, que ¢ o segundo polissacarideo mais abundante, mas ndo a
segunda molécula (/ato sensu) mais abundante.

E provavel que a lignina seja o composto mais importante na histéria evolutiva da
colonizagdo terrestre pelas plantas. Seu aparecimento influenciou enormemente nao s6 as
plantas como os organismos que com elas interagem, a disponibilidade de recursos energéticos
como o carvao mineral, e até mesmo a composi¢do da atmosfera terrestre (FLOUDAS et al.,
2012; ROBINSON, 1990; WENG et al., 2010).

A lignina ¢ composta por hidroxicinamoil 4lcoois (também chamados monoligndis ou
fenilpropanoides) aromaticos derivados do aminoacido fenilalanina. Os principais monoligndis
envolvidos na formagao da lignina sdo os alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (Figura
9), que quando incorporados via combinagao oxidativa formam os residuos p-hidroxifenil (H),

guaiacil (G) e siringil (S), respectivamente (VANHOLME et al., 2010).
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Figura 9 - Estrutura geral da lignina incluindo seus monoligndis percursores. Extraido e modificado de WENG e CHAPPLE
(2010).

Pode-se afirmar que um dos principais contribuintes para a recalcitrancia da PCV, em
relagdo a degradacdo microbiana, ¢ a presenga de lignina e de complexos lignina-carboidratos.
Pelo menos 5 razdes principais fazem da lignina (e seus complexos) uma molécula resistente a
degradacao microbiana: (1) a lignina ¢ insoluvel, (2) grande demais para atravessar a parede
celular dos microrganismos, (3) ¢ heterogénea demais para ser degradada de forma especifica
por enzimas, (4) seus produtos de degradagdo sdo toxicos e também recalcitrantes, (5) a taxa
C:N na lignina ¢ tdo alta que pouquissimos organismos conseguem subsistir unicamente da

mesma (KIRK, 1987; ROBINSON, 1990).

PCYV da cana-de-acucar
A cana-de-agucar pertence a ordem Poales e a familia das Poaceae (gramineas), o que
a classifica como uma monocotiledonea comelinidea. Como ja citado anteriormente, tais

plantas possuem parede primadria classificada como Tipo IL
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Um dos modelos mais atuais € completos para a organizagao da porcao celuldsica da
PCV da cana-de-actcar foi proposto por BUCKERIDGE et al. (2015). Neste modelo, as
microfibrilas de celulose estdo unidas, formando uma “macrofibrila”. Esta macrofibrila seria
formada por aproximadamente 7 microfibrilas, de cerca de 3 nm cada, e seu didmetro foi
estimado em 12 nm. As microfibrilas ndo estariam em contato direto umas com as outras, mas
sim intercaladas e firmemente associadas com arabinoxilanas e xiloglicanos, ambos
componentes da hemicelulose. Todo o exterior dessa estrutura estaria recoberto por outra
por¢do hemiceluldsica, mais frouxamente aderida, composta de arabinoxilanas ramificadas e
B-glucanos de cadeias mistas. Toda essa estrutura de macrofibrilas e polissacarideos adjacentes
estariam inseridos em uma matriz gelatinosa composta por pectinas e B-glucanos de cadeias
mistas. Este modelo ¢ baseado em dados experimentais de DE SOUZA et al. (2013) e DING e
HIMMEL (2006), mas apesar de ser um dos modelos mais completos novos experimentos
devem ser feitos para sua total confirmagao.

No que tange a hemicelulose, a PCV da cana-de-agucar possui 60% de arabinoxilana,
10% de xiloglicanos, 10% de B-glucanos de cadeias mistas e apenas tracos de mananas (DE
SOUZA etal., 2013). BUCKERIDGE et al. (2015) ressaltam ainda que fatores como interacdes
polimero-polimero, ramificagdes com residuos de acetil ésteres e acido fertlico e ligagdes
cruzadas da hemicelulose com a lignina, contribuem significativamente para a recalcitrancia
desta PCV.

As pectinas estdo pouco presentes na PCV da cana-de-agucar (assim como em todas as
gramineas, mas as mesmas ainda podem ser encontradas na lamela média (homogalacturonana)
e inseridas nas paredes celulares de virtualmente todos os oOrgdos da planta
(ramnogalacturonanas I, arabinanas e galactanas) (LEITE, 2013). LEITE (2013) também
verificou que os vértices entre células adjacentes sao relativamente mais ricos com compostos
pécticos como a homogalacturonana. Apensar de sua quantidade relativamente baixa nas
gramineas, a pectina tem papel importante na recalcitrancia da PCV, pois controlam o nivel de
porosidade da célula, modulando assim a o contato de enzimas com as estruturas mais internas
(BUCKERIDGE et al., 2015).

Em relagdo as ligninas, estudos com microscopia confocal e eletronica realizados por
SANT’ANNA et al. (2013) evidenciaram a presenca das mesmas em virtualmente todas as
células da PCV da cana, com destaque para as células do xilema (como esperado). Também foi
percebida a presenga de ligninas (ou compostos semelhantes) na lamela média entre as células

(SANT’ANNA et al., 2013). Uma concentracao elevada de compostos fenolicos associados a
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polissacarideos na PCV da cana-de-agucar, que nao estdo na forma de lignina, j& foi constatado

(DA SILVA, 2005).

Holocelulases

Celulases

Celulases sao glicosideo hidrolases (GH) capazes de hidrolisar as ligagdes B-(1,4) do
polimero de celulose. Por serem enzimas de extrema importancia industrial, compde um dos
grupos enzimaticos mais estudados entre as GHs. As informagdes detalhadas sobre diferentes
familias de GHs e de outras enzimas ativas em carboidratos podem ser encontradas no banco
de dados CAZy (Carbohydrate Active Enzymes database, http://www.cazy.org/).

As celulases podem primeiramente ser divididas em trés grupos, dependendo de sua
regido de atuacdo no polimero celuldsico. Sdo elas as endoglicanases (EC 3.2.1.4);
exoglicanases, também conhecidas como celobiohidrolases (EC 3.2.1.91), e as B-glicosidases
(EC 3.2.1.21). Uma esquematizacdo de suas atividades ¢ apresentada na Figura 10. As trés
enzimas atuam de forma conjunta com o objetivo de despolimerizar a celulose aos seus

monomeros constituintes.

Exoglicanases

(celobiohidrolases)
Celobiose

»

Endoglicanases

Celulose f f f f f f f X X A‘ X X 3

i q - - .
Glicose

B-glicosidase

Figura 10 - Principais tipos de celulases e sua forma de atuag@o na cadeia celuldsica. Extraido e modificado de SINGHANIA

etal. (2017).

As endoglicanases atuam hidrolisando aleatoriamente as porgdes internas da cadeia
celuldsica, cirando novas extremidades redutoras e ndo redutoras onde as exoglicanases
(celobiohidrolases) podem atuar. As exoglicanases por sua vez atuam nas extremidades do

polimero. Existem exoglicanases especializadas em atuar sobre as extremidades redutoras e
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ndo redutoras, sendo assim denominadas celobiohidrolases I (CBH I) ou II (CBH II),
respectivamente. Independentemente de sua porcdo preferencial de hidrolise, ambas as
exoglicanases liberam celobiose (dimero de glicose) e outros celooligomeros como produto
(ANNAMALAI; RAJESWARI; SIVAKUMAR, 2016).

As moléculas de celobiose (e alguns celooligomeros) podem entdo ser hidrolisadas pela
ultima classe de celulases, as p-glicosidases. Essas enzimas finalizam o processo de
desconstrugdo da celulose, hidrolisando a ligagdo B-(1,4) da celobiose para liberar duas
moléculas de glicose ao fim de sua atuacdo. Como as B-glicosidases sdo as enzimas que
disponibilizam a glicose assimilavel pelos microrganismos, a mesma ¢ considerada como um
ponto limitante no processo de hidrdlise (SINGHANIA et al., 2013).

Um conceito chave ao se tratar da interdependéncia entre as diferentes atividades das
celulases ¢ o sinergismo enzimatico. Sinergismo ¢ o fendmeno onde grupos enzimaticos
atuando em conjunto possuem uma maior atividade/eficiéncia do que a soma aritmética de suas
partes atuando isoladamente. Um exemplo da importancia do sinergismo ocorre na degradacao
da celulose pelo conjunto celulolitico de 7. reesei.

T. reesei ¢ suas cepas derivadas sdo os maiores produtores de celulases comerciais. No
entanto, ¢ conhecido a décadas que este fungo possui uma relativa deficiéncia de B-glicosidases
em comparagdo com as outras atividades (DUFF; COOPER; FULLER, 1985; OKEKE, 2014).
Como resultado, tem-se um gargalo, onde a auséncia de B-glicosidases suficientes gera um
acamulo de celobiose. A celobiose ¢ uma molécula inibidora da atividade exoglicanases e,
portanto, seu acumulo prejudica todo o processo hidrolitico (SINGHANIA et al., 2013).

Celulases fungicas podem ser encontradas como enzimas unimodulares (possuem
apenas seu modulo catalitico) ou multimodulares. As celulases que apresentam mais de um
modulo geralmente possuem um moédulo de ligagdo a carboidratos (CBMs). CBMs sdo
modulos auxiliares, ndo cataliticos, cuja fungdo ¢ fixar a enzima em seu substrato celuldsico.
Por exemplo, em 7. reesei a maioria das endo e exoglicanases sdao bimodulares e possuem
CBMs (KARLSSON et al., 2002).

Apesar da presenga de CBMs parecer uma clara vantagem por manter a enzima proxima
de seu substrato alvo, sua presenca também pode causar inconveniéncias no processo
hidrolitico. A presenga de CMBs ja foi identificada como uma caracteristica que aumenta a
frequéncia de ligacdes nao produtivas das celulases com a lignina (RAHIKAINEN et al., 2013),
reduzindo a eficiéncia hidrolitica. Logo, a presenga de CBMs nao ¢ uma garantia de melhores

resultados hidroliticos e se possivel deve ser avaliada separadamente para cada aplicacao.
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As celulases classicamente possuem um papel de protagonismo na degradacao
enzimatica da celulose, mas elas ndo sdao as unicas enzimas a atuarem na desconstru¢ao do
polimero. As monooxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs), anteriormente classificadas
na familia GH61 e recentemente reclassificadas na familia de enzimas acessorios AA9, também
contribuem para a desconstru¢ao da celulose. No caso das LPMOs fungicas, a principal
contribuicao dessas enzimas parece estar relacionada com degradacao das porgdes cristalinas
da celulose, mas pouco ainda é conhecido sobre o papel das mesmas.

Apesar de sua importancia, por ndo serem o foco deste trabalho, o papel e mecanismo
dessas enzimas nao sera aqui aprofundado. Revisdes sobre a historia, bioquimica e modo de
acdo destas enzimas podem ser encontrados nos trabalhos de MORGENSTERN,
POWLOWSKI e TSANG (2014) e MONCLARO ¢ FILHO (2017).

Outra classe de enzimas auxiliares com atividade ndo hidrolitica sdo as swoleninas. As
swoleninas fingicas foram primeiramente identificadas em 7. reesei (SALOHEIMO et al.,
2002). Seu papel na degradagdo celuldsica ¢ reduzir as ligagdes de hidrogénio entre os
carboidratos, facilitando o acesso das enzimas hidroliticas as fibras celulosicas (SALOHEIMO
et al., 2002). Existe evidéncia de que a swolenina também atue na amorfogénese da por¢ao
hemiceluldsica da PCV. GOURLAY et al. (2013) encontrou um aumento de 300% na libera¢ao
de xilose quando swolenina foi adicionada juntamente com enzimas xilanoliticas. Além da
swolenina, para certos autores, xilanases também podem ser consideradas como enzimas
acessorias na degradacao de celulose (HU et al., 2013) e esse grupo de enzimas serd discutido

a seguir.

Xilanases

O termo “xilanase” pode, tecnicamente, ser empregado para qualquer enzima que atue
sobre a cadeia de xilana ¢ suas ramificagdes. No entanto, o termo ¢ mais comumente utilizado
para descrever a enzima Endo-1,4-B-xilanase (E.C 3.2.1.8). Essas enzimas sao GHs que
catalisam a quebra da ligacao B-(1,4) que une as xiloses na cadeia principal de xilana. Nos
estagios iniciais de hidrdlise sdo liberados xilooligdmeros de tamanhos variados, mas em
estagios mais avancados de hidrélise as endoxilanases eventualmente liberam tri, di € mono
xilosacarideos (POLIZELI et al., 2005).

As xilanases sdo classificadas em diversas familias como as GH 5, 7, &, 10, 11 e 43

(COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005). Diferentemente das celulases, ainda ndo foi
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encontrada uma enzima especifica com uma atividade “exoxilanase” que atue de forma andloga
as exoglicanases. Esse papel € entdo realizado pela Endo-1,4--xilanase mencionada acima.
As B-xilosidases (E.C. 3.2.1.37), sdo responsaveis por catalisar a hidrolise da ligacao
B-(1,4) de moléculas de xilobiose (ou xilotriose), liberando assim os monossacarideos de
xilose. Em realidade, as B-xilosidases possuem a capacidade de liberar monossacarideos de
xilose a partir de xilooligbmeros ligeiramente maiores, mas sua afinidade pelo substrato
decresce a medida que o grau de polimerizagdo da cadeia aumenta (POLIZELI et al., 2005).
Como mencionado na se¢do sobre a composicdo da PCV, a xilana ¢ um substrato
diverso e heterogéneo, podendo conter diversas ramificagdes, chamadas por alguns autores de
“decoracdes” (BIELY; SINGH; PUCHART, 2016; BORIN et al., 2015; BUCKERIDGE et al.,
2015). Dentre essas ramificagdes uma das mais comuns, principalmente nas paredes de
gramineas, sdo os residuos de L-arabinose, muito presentes na arabinoxilana. A remocao destas
ramificagdes ¢ feita pela enzima exo-a-L-arabinofuranosidase (E.C. 3.2.1.55) (LAGAERT et

al., 2014). Uma esquematizacao dessas atividades ¢ ilustrada na Figura 11 abaixo.
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Figura 11 - Esquematizac¢do de uma porg¢do da cadeia de xilana e de algumas enzimas xilanoliticas que atuam sobre a mesma.

Extraido e modificado de POLIZELI et al. (2005).
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Existem ainda outras enzimas que atuam sobre as ramificagdes presentes na cadeia de
xilana, como as a-glicuronidases (EC 3.2.1.139), acetilxilana esterases (EC 3.1.1.6), feruloil
esterases (EC 3.1.1.73) e 4cido p-cumarico esterases (EC 3.1.1.-) (MOREIRA e FILHO, 2016).
Tais atividades enzimaticas nao foram aqui investigadas, mas revisdes informativas sobre seu
funcionamento e sobre o modo de acdo das outras xilanases ja citadas podem ser encontrado
nos trabalhos de ADESIOYE et al. (2016, COLLINS, GERDAY e FELLER (2005) e
POLIZELI et al. (2005).

Pectinases

As pectinases catalisam a quebra das ligacdes a-(1,4) entre os residuos de acido
galacturénico na cadeia principal da pectina. Elas podem atuar por dois modos distintos:
hidrolise e/ou trans-eliminagdo. A pectina ¢ um dos compostos mais complexos e variados da
PCV. Logo, ndo ¢ uma surpresa que ao longo da evolugdo os microrganismos tenham
desenvolvido um complexo arsenal enzimatico capaz de degradar este polimero. Dentre essa
variedade de atividades, trés grupos enzimaticos merecem ser citados neste trabalho.

As pectinaesterases catalisam a remoc¢do dos grupos metil-ésteres presentes na
composi¢ao da pectina. A a¢do das mesmas sobre a cadeia de pectina forma o acido péctico
(ou pectato), substrato importante para as poligalacturonases.

As poligalacturonases atuam preferencialmente sobre o substrato acido péctico e podem
ser classificadas quanto a sua atividade como endo (E.C 3.2.1.15) e exo (E.C 3.2.1.67)
poligalacturonases, que atuam quebrando as ligacdes a-(1,4) dos residuos de 4acido
galacturOnico na por¢ao interna e na extremidade ndo-redutora, respectivamente.

Se a pectina ndo for desesterificada (pela agdo das pectinaesterases), as enzimas
atuantes sdo as polimetilgalacturonases. Elas funcionam de maneira endo e exo assim como as
poligalacturonases supracitadas, sendo a Unica diferenga a especificidade que cada grupo tem
por pectina nao-esterificada ou esterificada. Todas as enzimas supracitadas compartilham o
mecanismo de quebra da cadeia péctica via hidrélise. Caso a desconstrugdo seja feita por vias
de trans-eliminagdo, as enzimas responsaveis sao chamadas liases.

As liases também catalisam a quebra das ligagdes glicosidicas a-(1,4) entre os residuos
de acido galacturonico da cadeia de pectina. No entanto, seu mecanismo de agdo por trans-
eliminacao produz galacturonato (que possui uma insaturacao entre os carbonos C4 e C5) além
de 4cido galacturonico (TAPRE; JAIN, 2014). O mesmo padrdo de nomenclatura se mantem,

com as polimetilgalacturonato liases possuindo maior atuag@o sobre a pectina (esterificada), e
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as poligalacturonato liases tendo preferéncia pelo acido péctico (ndo-esterificado). Ambas as
classes de enzimas possuem representantes que atuam de forma endo (internamente na cadeia
de pectina/acido péctico) ou exo (nas extremidades). Para facilitar o entendimento dessas
variadas atividades a Figura 12 propde uma esquematizacio da atuagdo de cada um dos grupos
enzimaticos comentados.

Outras enzimas ainda estdo presentes na degradacao da pectina, como por exemplo
pectina-acetil esterases, ramnogalacturonases e ramnogalacturonana liases, que atuam sobre os
residuos acetil-éster e sobre a ramnogalacturonana, respectivamente (SHARMA; RATHORE;

SHARMA, 2012).
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Figura 12 - Modo de acdo de alguns grupos de enzimas pectinoliticas. PMGL — polimetilgalacturonato liases (pectina liase),
PMG - polimetilgalacturonases (hidrolase), PMGE - polimetilgalacturonato esterase (pectina esterase), PG —

poligalacturonases (hidrolase). Extraido e modificado de SHARMA, RATHORE e SHARMA (2012).
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p-galactosidase

B-galactosidases  (B-D-galactohidrolase/Lactase, EC 3.2.1.23), popularmente
conhecidas como “lactases”, sdo enzimas pertencentes ao grupo das glicosil hidrolases. Seu
funcionamento consiste em clivar residuos D-galactosil de diversas fontes como no proprio
dissacarideo de lactose, de polimeros (como residuos de pectina e xiloglucanos na PCV) ou de
metabolitos secundarios (SINGH; SAMBY AL, 2022). Essas enzimas sao encontradas nos mais
diversos organismos, como microrganismos, plantas e células animais. Fontes microbianas de
B-galactosidase sdo fungos - principalmente do género Aspergillus (SINGH; SAMBYAL,
2022) -, leveduras e bactérias. Nos vegetais, essas enzimas possuem papel importante no
crescimento das plantas e amadurecimento de frutos (MOVAHEDPOUR et al., 2022).

Em animais essa enzima ¢ importante na digestdo da lactose, onde ocorre a clivagem
do dissacarideo em glicose e galactose. Humanos que possuem baixos niveis dessas enzimas
em seu intestino delgado sdo considerados intolerantes a lactose e sofrem de diversos sintomas
apos o consumo de leite e derivados (CATANZARO; SCIUTO; MAROTTA, 2021).

Essas enzimas possuem enorme importancia na industria alimenticia, sendo utilizadas
principalmente na produ¢do de alimentos voltados ao publico intolerante a lactose. Sua
producgdo anual ¢ de aproximadamente 5.75 milhdes de toneladas (MOVAHEDPOUR et al.,
2022).

Durante o processo de degradagdo da PCV, as B-galactosidases sdo empregadas por
microrganismos para desconstruir diversos polimeros que possuem ramificagdes de galactose
em sua composi¢do, como diversas formas de pectina e alguns xiloglucanos. Essa enzima
também ¢ essencial para a producdo de outras enzimas ativas em carboidratos, ja que o fungo
T. reesei RUT-C30, um dos principais produtores de CAZymes industriais, pode ser cultivado
em meio contendo lactose como fonte de carbono (BAZAFKAN; TISCH; SCHMOLL, 2014;
PETERSON; NEVALAINEN, 2012). Logo, suas -galactosidases sdo necessarias para que ele
hidrolise a lactose e absorva os monossacarideos que serdo utilizados em seu metabolismo para

produzir e secretar outras enzimas.

Mananases

As mananases sdo enzimas atuantes sobre o polimero de manana. As principais
atividades empregadas na desconstrucdo da manana sdao relativas as enzimas endo-f-
mananases (EC 3.2.1.78) que hidrolisam ligagdes B-(1,4) internas da cadeia e exo-f-mananases

(EC 3.2.1.25). As B-mananases, também chamadas de PB-manosidases, catalisam a mesma
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reacdo, porém atuando nas extremidades nao-redutoras da manana. Em certos tipos de
mananas, como a glicomanana, enzimas caracteristicas da hidrolise da celulose também atuam
sobre este polimero, como por exemplo as B-glicosidases (EC 3.2.1.21). Enzimas como
acetilmananaesterases (EC 3.1.1.6) e a-galactosidases (EC 3.2.22) também contribuem no

processo, removendo substituintes laterais (SHARMA; DHILLON; GOYAL, 2018).

Fungos saprofiticos

O fungo T. reesei (Filo Ascomycota, Ordem Hypocreales) ¢ a forma anamorfa de
Hypocrea jecorina. Devido a sua notavel capacidade celulolitica, que possui grande interesse
industrial, 7. reesei ¢ um dos ascomicetos mais estudados na literatura. A cepa original foi
isolada a cerca de 70 anos atras, nas Ilhas Salomao, onde o fungo era uma praga que apodrecia
tendas ¢ uniformes militares dos E.U.A. Desde seu isolamento, diversos mutantes foram
criados visando o melhoramento da capacidade de produgdo de celulases (BISCHOF;
RAMONI; SEIBOTH, 2016). O genoma do isolado original, conhecido como QMé6a foi
sequenciado, possuindo 34 Mbps em 7 cromossomos (MARTINEZ et al., 2008). O genoma do
mutante RUT-C30, o mais amplamente utilizado industrialmente, também ja foi sequenciado
(JOURDIER et al., 2017). Diversas outras cepas derivadas da original também ja foram
sequenciados (LICHIUS et al., 2015; VITIKAINEN et al., 2010). 7. reesei RUT-C30 também
¢ amplamente empregado em trabalhos de co-cultivo. Dada sua importancia no cenario de co-
cultivos, ao longo deste trabalho foi escrito um artigo de revisdo (mini-review) que enfatiza o
uso de 7. reesei nesse contexto. O artigo foi publicado no periddico Applied Microbiology and
Biotechnology (fator de impacto: 5.56) e encontra-se no ANEXO I.

Aspergillus brasiliensis (Filo Ascomycota, Ordem Eurotiales) ¢ um fungo cosmopolita,
isolado primeiramente em diversos solos brasileiros, mas também encontrado em amostras de
solo da Australia, EUA e Holanda. O fungo também ja foi encontrado em uvas de vinhedos em
Portugal (VARGA et al.,, 2007). A. brasiliensis pertence a secdo Nigri, uma sec¢dao de
Aspergillus com esporos negros em que seus componentes sao extremamente semelhantes e a
identificacdo taxondmica ¢ um desafio consideravel. A secdo Nigri contém fungos de grande
interesse industrial, médico e ecoldgico e comporta atualmente cerca de 27 espécies, dentre as
quais podemos destacar membros como A. niger, A. fumigatus e A. nidulans (VESTH et al.,
2018). E comum que fungos pertencentes a esta se¢io sejam classificados de forma errénea. O
fungo A. brasiliensis ¢ facilmente confundido com A. niger, outro fungo encontrado em

amostras de solo ao redor do mundo e que pertence a mesma se¢do. Ambos os fungos possuem
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grande similaridade genética, sendo proximos nas arvores filogenéticas mais recentes
propostas para a se¢ao Nigri (VESTH et al., 2018). Tamanha ¢ a similaridade entre esses fungos
que diversas cole¢cdes de culturas de microrganismos que possuiam cepas previamente
identificadas como A. niger reclassificaram e renomearam suas cepas apos a identificagdo de
A. brasiliensis. Essa falha de classifica¢ao ocorreu inclusive durante este projeto e apenas apds
a identificagdo molecular (ver Materiais e Métodos) foi concluido que a cepa utilizada neste
trabalho se tratava de A. brasiliensis. A questdo da identificacdo e da discussdo sobre esses
fungos serem espécies diferentes ¢ tdo critica que as ferramentas de busca ndo académicas,
como o Google, consideram o termo “Aspergillus brasiliensis” como sindbnimo do termo

“Aspergillus niger”, como pode ser visto na figura abaixo.
9

G!ogle aspergillus brasiliensis X @ Q

\Aspergillus niger — Wikipédia, a enciclopédia livre

Aspergillus niger € um fungo e € uma das espécies mais comuns do género Aspergillus. Ela

PP ———

provoca uma doenga chamada mofo-preto em algumas frutas e legumes ...

Espécie: A. niger Familia: Trichocomaceae
Classe: Eurotiomycetes Ordem: Eurotiales

https://www.sigmaaldrich.com » product» sial ~

30-120 CFU, suitable for microbiology Aeference material
Aspergillus brasiliensis (formerly Aspergillus niger) NCPF 2275 LENTICULE® discs 30-120

CFU, suitable for microbiology, reference material; ...

Figura 13 - “Print Screen” do buscador Google tendo Aspergillus brasiliensis como objeto de pesquisa. Fica evidenciado
pelos termos “Aspergillus niger” em negrito (destacados pelas setas vermelhas) que o buscador considera este termo como
sindnimo para Aspergillus brasiliensis. Inclusive, uma das péaginas resultantes da pesquisa por A. brasiliensis ¢ a pagina
principal de 4. niger no site Wikipédia. O mesmo resultado se repete por varias paginas de busca.

A. niger € uma das espécies mais conhecidas de Aspergillus e ¢ empregado globalmente
em diversos processos industriais como a producdo de 4cido citrico (PAPAGIANNI, 2007) e
de enzimas ativas em lignocelulose (MACIEL et al., 2008; MRUDULA; MURUGAMMAL,
2011; ROCHA, 2010). Apesar de A. niger possuir o registro GRAS, fornecido pela FDA, para
algumas aplica¢des industriais, certas cepas deste organismo sao produtoras de micotoxinas
como a ocratoxina A (VARGA et al., 2007). Além disso, cepas de 4. niger ja foram reportadas
como causadoras de aspergilose, uma infec¢do respiratoria oportunista causada por alguns
fungos do género Aspergillus (BARAC et al., 2019). Em contrapartida, 4. brasiliensis também
¢ produtor de enzimas lignoceluloliticas (MENEZES; ROSSI; AYUB, 2017; PEDERSEN et
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al., 2007) de importancia industrial mas ndo ¢ conhecido como um causador de aspergilose ¢
nem como produtor de micotoxinas (VARGA et al., 2007).

O fungo A. brasiliensis possui seu genoma sequenciado e depositado no NCBI bem
como A. niger e outros Aspergillus da mesma se¢ao. Essa condi¢do ¢ essencial para a aplicagao
de estratégias Omicas, as quais sdo fundamentais para o entendimento do comportamento
dessas espécies em mono e co-cultivos. Apesar dessa facilidade, estudos sobre a produgao
enzimatica e sobre a participacdo de 4. brasiliensis em co-cultivos sdo escassos, principalmente
em comparagdo com os diversos trabalhos ja publicados com outros fungos semelhantes como

A. niger, por exemplo.

Interacdes microbianas, co-cultivos flingicos e a interacido fungo-fungo

O estudo das interacdes flngicas e seu impacto na producdo e atividade de enzimas de
interesse industrial € tido como o ponto principal deste trabalho. Portanto, foi realizada a escrita
de um artigo de revisdo cobrindo todos os aspectos principais sobre o tema. Até¢ o momento da
escrita deste trabalho, esta ¢ a primeira revisao publicada em periddicos internacionais que
versa sobre o tema de interagdes flingicas no contexto da produgdo de enzimas de interesse
para biorrefinarias. O artigo foi publicado no periddico International Biodeterioration &
Biodegradation (fator de impacto: 4.9) e pode ser consultado na referéncia presente no

ANEXO II.

JUSTIFICATIVA

e A literatura sobre o potencial enzimatico de Aspergillus brasiliensis é escasso quando
comparado a outros membros do género Aspergillus, como A. niger.

e O barateamento da etapa de hidrolise de biomassa vegetal lignoceluldsica ¢ vital para
viabilizar a implantacdo de uma nova bioeconomia baseada em biorefinarias, onde
quimicos de base e biocombustiveis possam ser obtidos de forma sustentavel. O preco
elevado e a dificuldade de obtengdo de coquetéis enzimaticos efetivos sdo gargalos
constantes nesse processo. Novas formas de se produzir esses coquetéis enzimaticos
devem ser uma preocupacao basica rumo ao real desenvolvimento desta bioeconomia.

e O Brasil ¢ lider na producao de diversos insumos agricolas, principalmente a cana-de-

acucar. O cultivo e beneficiamento dessas commodities geram diversos residuos ao
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longo de seu processamento e estes residuos podem ser reaproveitados para a producao
de enzimas por fungos filamentosos.

A literatura sobre as interagdes fungo-fungo ¢ escassa no que tange aos resultados de
suas interagOes nas atividades enzimaticas de interesse industrial, sendo a maioria dos
trabalhos focados apenas em aspectos ecologicos.

Poucos estudos visam caracterizar os extratos brutos de co-cultivos, apresentando os
resultados apenas em condic¢des padronizadas. Sendo assim, informagdes sobre o efeito
da temperatura e pH em extratos brutos de co-cultivos sdo escassas.

Co-cultivos fungicos sdao uma area sub-estudada e consequentemente pouco
compreendida em diversas instancias, € novos trabalhos que agreguem conhecimento

ao tema devem ser estimulados.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho ¢ caracterizar os pardmetros enzimaticos do fungo

Aspergillus brasiliensis e verificar o efeito de seu co-cultivo com o fungo filamentoso

Trichoderma reesei RUT-C30 na producdo extratos brutos enzimaticos com potencial

aplicacdo industrial quando crescidos em bagago de cana-de-agucar e caracterizar estes extratos

brutos quanto ao efeito que a temperatura, pH e tempo de inoculacao tem sobre sua atividade

enzimatica.

Objetivos Especificos

Caracterizar o potencial enzimatico de Aspergillus brasiliensis quando crescido em
bagaco de cana-de-acticar nao pré-tratado.

Utilizar cultivos em estado liquido usando bagaco de cana-de-agucar como fonte de
carbono na forma de mono e co-cultivos para induzir as atividades enzimaticas de
CMCase, xilanase, pectinase, mananase, B-glicosidase, B-xilosidase, B-manosidase e -
galactosidase em ambos o0s casos.

Averiguar o efeito que diferentes intervalos de inoculacdo causam na produgdo
enzimatica dos co-cultivos.

Caracterizar os extratos brutos quanto aos efeitos de fatores como pH e temperatura na

atividade enzimatica.
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e Comparar os perfis proteicos dos diferentes cultivos em géis de eletroforese.

MATERIAIS E METODOS

Cepas utilizadas

O isolado de T. reesei RUT-C30 foi gentilmente cedido pelo Dr. Roberto do Nascimento
Silva da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (Ribeirdao Preto, SP). O isolado
de A. brasiliensis pertence a colegdo micologica do Laboratorio de Enzimologia da
Universidade de Brasilia e foi isolado do solo de uma fazenda privada em Planaltina (DF), que
possui Autorizacdo de Acesso ¢ Remessa de Componente do Patriménio Genético, com
niamero de processo 010237/2015-1. O local de depdsito de subamostras ¢ o Banco de

Germoplasma de Microrganismos/CENARGEN, EMBRAPA.

Fonte de Carbono e Meio de Cultura

Neste trabalho foi utilizado o bagaco de cana-de-agucar (BCA) como fonte de carbono em
todos os experimentos. O BCA nao foi pré-tratado com o objetivo de simular a degradagdo do
material lignocelulosico como ocorreria de forma natural se descartado no ambiente.

O meio liquido suplementar para producdo de enzimas utilizado consiste de (em g/L):
KH;PO4 — 7,0; KeHPO4 — 2,0; MgS04.7H20 — 0,5; (NH4)2SO4 — 1,0; Extrato de Levedura —
0,6), acrescido da fonte de carbono (BCA) na concentracao final de 1% (m/v).

Em Erlenmeyers de 250 mL, foram adicionados 100 mL do meio suplementar descrito
acima. Os frascos foram entdo autoclavados a 121 °C por 20 minutos com a intencao de

esterilizar completamente o meio interno.

Identificacio Molecular dos Fungos Filamentosos

Como citado anteriormente o fungo A. brasiliensis foi isolado do solo do Cerrado e
inicialmente identificado morfologicamente como Aspergillus niger. No entanto, por ciéncia
de que erros na identificagdo morfologica desse grupo de fungos sdo comuns, foi realizada a
identificacao molecular da cepa. No processo, também foi identificado molecularmente a cepa
de T. reesei RUT-C30 com o intuito de verificar novamente sua identidade.

O processo de identificacdo foi realizado com o auxilio do Laboratorio de Interagdo

Planta-Patogeno da Universidade de Brasilia.
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Extracao de DNA

As cepas de T. reesei RUT-C30 e A. brasiliensis foram cultivadas em frascos
Erlenmeyer contendo meio Malte, a 28°C, em agitacdo constante (120 rpm) por 7 dias. Apos o
tempo de cultivo, a massa micelial foi separada do meio liquido, por meio de filtragdo em
bomba a vacuo. Apods isso, o micélio fungico foi macerado com nitrogénio liquido para
extragao do material genético. A extracao total de DNA foi realizada usando o Wizard Genomic
DNA Purification Kit (Promega®). A integridade do DNA total extraido foi avaliada em gel
de agarose (1%), corado com GelRed (Biotium®), visualizado em transiluminador-UV. Foi
utilizado como referéncia o marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (Invitrogen®). A
quantidade e pureza do DNA foi estimada por analise da absorbancia a 260 nm, utilizando
como padrao 1 unidade A260=40 pg de RNA, por meio de espectrofotometro Nanodrop ND-
1000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), que pela razdo A260/A280, indica possiveis
contaminacgdes de 4cido nucleico como: proteinas, sais caotrdpicos (guanidina isotiocianato)

ou fenol. As amostras de DNA foram armazenadas a -20°C para uso posterior.

Amplificacdo e sequenciamento

As sequéncias de fator de alongamento de traducao parcial (TEF1a) foram amplificadas
por reagdo em cadeia de polimerase (Polymerase Chain Reaction- PCR), e foram utilizados
como cddigo de barras primario para identificagdo, devido ao alto sucesso e precisao da PCR
para determinar espécies de Trichoderma e Aspergillus. Para validar definitivamente a
identificacdo das cepas, também foram amplificadas as seguintes sequéncias: espacadores
transcritos internos do niucleo DNA ribossomal (ITS), RNA polimerase II (RPB2), calmodulina
(CAL) e actina (ACT). As reagdes de PCR foram realizadas em um volume final de 12,5uL:
6,25uL de MyTaq MasterMix 2x (Bioline, EUA), 0,3uL (10 pmol/uL) de cada primer, 4,25uL.
de 4gua sem nuclease e 1l da amostra de DNA (25ng/ul). As condi¢des do ciclo para todos os
marcadores foram a desnaturagao inicial a 96°C por 5 min seguido por 35 ciclos a 90°C por 30
s, temperatura de anelamento (de acordo com a Tabela 2) por 45 s, e 72°C por 45 s, e uma
extensao final a 72°C por 5 min. Os produtos de PCR, ap6s purificacdo (ExoSAP-IT™), foram
sequenciados bidireccionalmente por eletroforese capilar (Método de Sanger) em equipamento
ABI3130 (LifeTechnologies), utilizando kit BigDye v3.1 (Life Technologies) pela
Universidade Catolica de Brasilia (UCB). Para analise dos dados, foi utilizado o programa
Geneious 6.1.8 (Biomatters). E posteriormente, foi montada a sequéncia consenso de cada
amostra através da leitura forward e reverse. Quando possivel, pequenos erros do

sequenciamento foram manualmente corrigidos através da analise e comparagao das fitas. Por
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fim, os bases iniciais e terminais do fragmento sequenciado de cada amostra foram excluidas,
e a sequéncia final, contendo bases de alta qualidade (Quality value > 20), foi utilizada para
identificacdo em comparacao aos bancos de dados GenBank, utilizando a ferramenta BLASTn.
Os acessos que apresentaram a maior porcentagem de similaridade/identidade com a sequéncia

em estudo, analisando a melhor combinagao de “score” e “e-value” foram considerados.

Tabela 2 - Primers utilizados para identificacio molecular de 7. reesei RUT-C30 e A. brasiliensis

Tamanho Temperatur

Regido génica  Iniciador Sequéncia Senso Referéncia do ade
amplicon anelamento
Vilgalys
LR5 TCCTGAGGGAAACTTCG Senso and Hester
1990
f TTACGTCCCTGCCCTTTGT . 00g an
VoG A Antisenso  Ende
(1998)
EFIF TGCGGTGGTATCGACAAG Senso Jacobs et
Translation CGT al. (2004)
clongation 700 bp 56°C
factor (TEF10) EFOR AGCATGTTGTCGCCGTTG ...~ Jacobs et
AAG al. (2004)
CAL- GAGTTCAAGGAGGCCTTC Carbone
Senso and Kohn
Imoduls 228F TCCC (1999)
((;2 l‘)n" uin . | 700bp  55°C
TGRTCNGCCTCDCGGATC . roenewa
Cal2RD ATCTC Antisenso  d et al.
(2013)
TRI- TGGCACCACACCTTCTAC Senso Samuels et
ACTI1 AATGA al. (2012)
Actin (act) 700 bp 56°C
TRI- TCTCCTTCTGCATACGGTC Antisenso Samuels et
ACT2 GGA al. (2012)
SF2 GGGGWGAYCAGAAGAAG Senso Sung et al.
RNA GC (2007)
polymerase 11 1,100 bp 57°C
(RPB2) 7eR CCCATRGCTTGYTTRCCC .~ Liuetal
AT (1999)

Crescimento em Placa, Contagem de Esporos e Inoculacio

Os fungos 7. reesei RUT-C30 e A. brasiliensis foram crescidos em placas de Petri contendo
meio malte (malte 2% m/v, agar 15% m/v) até sua esporulagdo, que variou de 7 a 12 dias. Com
o auxilio de uma lamina de microscopia de vidro, os esporos foram raspados da placa e
mergulhados em 50 mL de solugdo salina (NaCl 0.9%, m/v). Uma aliquota desta solugdo foi
entdo transferida para camara de Neubauer para que fosse realizada a contagem de esporos no

microscopio Optico. Todos os instrumentos descritos nesta se¢ao (incluindo as ponteiras usadas
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nas transferéncias de volumes), com exce¢ao da cadmara de Neubauer (que ndo entra em contato
com as amostras) foram previamente autoclavados a 121 °C, por 20 minutos, para evitar
contaminagdes por tais instrumentos.

Apds a contagem de esporos, uma determinada quantidade da solucdo foi inoculada em 100
mL do meio suplementar previamente esterilizado. O volume inoculado foi calculado de forma
que a concentracdo de esporos no meio de cultura seja de 10° esporos/mL. No caso dos
monocultivos, todos os 10° esporos/mL pertencem ao mesmo fungo. Tratando-se dos co-
cultivos, foram realizados os calculos para que metade dessa concentragdo fosse preenchida
por cada fungo participante (5x10* para cada fungo), mantendo assim a concentracio final de

10° esporos/mL no meio em ambas as condi¢des testadas.

Curva de Induc¢ao Enzimatica

Os frascos inoculados com os esporos foram entdo alocados em agitadores automaticos
com agitacdo a 120 rpm, 28 °C, por nove dias. Os cultivos foram realizados em triplicata
bioldgica (3 frascos distintos). A cada 48h foi coletado 1 mL de amostra de cada frasco para
construgdo da curva de indugdo enzimatica, de forma que apenas os dias impares (1, 3, 5, 7 ¢
9) foram avaliados. Essas aliquotas foram congeladas a -20 °C para posterior analise. Apos o
periodo de incubagdo de nove dias, os cultivos foram filtrados usando-se tecido sintético livre
de celulose, pois a presenga da mesma poderia ocasionar a ligagdo de enzimas ao filtro,
alterando os resultados finais. O sobrenadante, que contém as atividades enzimaticas, foi
coletado e denominado Extrato Bruto (EB). O EB foi congelado a -20 °C para posterior anélise

e caracterizacao.

Avaliacio do Efeito do Tempo de Colonizaciao

O experimento para avaliacdo dos efeitos do tempo de colonizagdo na atividade
enzimatica foi realizado de forma similar a curva de inducdo enzimatica, feitas as alteragoes
descritas a seguir.

Além dos experimentos realizados na indugdo enzimatica (monocultivos de 7. reesei
RUT-C30 e A. brasiliensis e co-cultivo de ambos inoculados ao mesmo tempo) foram
adicionadas duas novas configuragdes: 1) inocula-se o fungo X, espera-se 24h de crescimento
nas condicdes descritas na se¢do anterior e entdo inocula-se o fungo Y. 2) inocula-se o fungo
X, espera-se 48h de crescimento nas condi¢des descritas na se¢do anterior e entdo inocula-se o

fungo Y. Sendo que ambos os casos, os fungos “X” e “Y” podem representar 7. reesei RUT-
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C30 e A. brasiliensis. O experimento entdo ¢ refeito, invertendo a ordem dos fungos. Apos a

realizagdo deste experimento, obteve-se a seguinte configuragdo de amostras:

Tabela 3 — Configuragdes dos monocultivos e co-cultivos utilizados no trabalho, incluindo os experimentos de intervalo de
inoculacdo entre os fungos.

Configuragdo do Experimento (abreviacao) Intervalos entre inoculagdes
A. brasiliensis (AB) -
T. reesei RUT-C30 (C30) -
A. brasiliensis + T. reesei RUT-C30 (AB + C30 Oh) -

A. brasiliensis + T. reesei RUT-C30 (AB + C30 24h) 24h
A. brasiliensis + T. reesei RUT-C30 (AB + C30 48h) 48h
T. reesei RUT-C30 + A. brasiliensis (C30 + AB 24h) 24h
T. reesei RUT-C30 + A. brasiliensis (C30 + AB 48h) 48h

Obs: a cepa cujo nome aparece em primeiro lugar foi a primeira a ser inoculada e a segunda cepa mencionada foi adicionada

apos os intervalos descritos na tabela.

Os cultivos citados acima foram entdo caracterizados em todos os aspectos que serdo
citados adiante, sendo a comparagdo das caracteristicas enzimaticas entre essas diferentes

configuragdes experimentais a base deste trabalho.

Ensaios Enzimaticos

Foram realizados diferentes ensaios enzimaticos com os EBs coletados para avaliar a
atividade enzimatica de cada cultivo. Dois protocolos distintos foram utilizados neste trabalho
para detectar as atividades enzimaticas: MILLER (1959) e WOOD & BHAT (1988).

O método de MILLER (1959), também conhecido como método do acido dinitrosalicilico,
foi empregado para avaliar as atividade de celulase (carboximetilcelulase — CMCase),
hemicelulases (xilanases e mananases) e pectinases. O método de Miller detecta acucares
redutores liberados pelas enzimas durante os ensaios enzimaticos. Os valores sdo comparados
com curvas de calibragdo padrdo, que fornecem uma equagao de regressao capaz de estimar a
quantidade de acucares redutores liberados durante o ensaio enzimatico. Com essa quantidade,
¢ possivel calcular a atividade enzimética apresentada. Este método foi utilizado para avaliar a
atividade enzimatica utilizando substratos naturais.

Os substratos naturais utilizados para os ensaios de xilanase, mananase, pectinase e

CMCase foram, respectivamente, xilana de aveia 1% em tampao acetato de s6dio pH 5, manana
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1% (galactomanana de alfarroba), pectina de frutas citricas 1% e carboximetilcelulose 4%
(CMC 4%).

A reagdo enzimatica foi composta por 10 pL de substrato e 5 uL de EB. Foram realizados
controles para descontar eventuais influéncias do extrato bruto e do substrato na absorbancia
final. Todos os ensaios foram realizados em quintuplicatas ¢ montados em placas de PCR de
96 pogos. As placas foram incubadas a 50 °C por 30 minutos em termocicladores (T100™,
Bio-Rad Laboratories Inc.). Apds essa incubagdo foram adicionados 30 pL de acido
dinitrosalicilico (DNS), e as placas foram novamente incubadas a 97 °C por 10 minutos, para
a deteccao dos agucares redutores liberados pela agdo enzimatica, segundo metodologia
descrita por MILLER (1959). Ao término da reacdo com o DNS, foram adicionados 150 puL de
H>Oq as amostras, que foram homogeneizadas e transferidas para placas de leitura de 96 pogos
tipo ELISA. A absorbancia resultante da reacdo enzimatica foi mensurada por
espectrofotometro SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices; San José, CA, EUA) no
comprimento de onda de 540 nm. Esta metodologia ¢ utilizada como padrdo em nosso
laboratdrio e ja foi empregada em trabalhos anteriores (COSTA, 2013; SILVA, 2018; VAZ,
2019). As atividades enzimaticas foram expressas em Unidades Internacionais por mililitro de
amostra (U.I/mL), sendo que um U.I corresponde a quantidade de enzima responsavel pela
liberagdao de 1 pmol de agtcar redutor por minuto.

O método de WOOD & BHAT (1988) consiste no uso de um substrato sintético para
averiguar a atividade enzimatica, sendo este substrato os diversos derivados do 4-Nitrophenyl.
Foram avaliadas as atividades de B-glicosidase, B-xilosidase, B-manosidase e B-galactosidase.
Os substratos utilizados foram, respectivamente: 4-Nitrophenyl B-D-glicopiranosidio (pNPG),
4-Nitrophenyl B-D-xilopiranosidio (pNPX), 4-Nitrophenyl B-D-manopiranosidio (pNPM) e 4-
Nitrophenyl B-D-galactopiranosidio (pNPGAL). A a¢do das enzimas libera o 4-Nitrophenyl
que quando acrescido de uma solugdo basica (como o carbonato de so6dio) apresenta uma
coloragdo amarelada que pode ser mensurada no espectrofotometro e comparada com uma
curva de calibragdo previamente estabelecida.

Os volumes utilizados foram: 5 uL de extrato bruto, 25 pL de substrato (pNPG, pNPX,
pNPM ou pNPGAL) a 5 mM em tampao acetato de sddio pH 5 e 45 puL. de tampao acetato de
sodio pH 5 a 100 mM. Esses volumes foram alocados em placas de PCR e incubados por 30
min a 50 °C em termocicladores (T100™, Bio-Rad Laboratories Inc). Apos esta incubagao
foram adicionados 100 pL de carbonato de sddio 1 M as amostras, que foram homogeneizadas

e tiveram 150 pL de seu volume transferidos para placas de leitura tipo ELISA. As leituras
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foram realizadas a 430 nm em espectrofotometro SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices,
San Jos¢, CA, EUA) e representadas em U.I/mL. Os volumes e calculos de atividade descritos

acima foram feitos de acordo com os trabalhos de SILVA (2018).

Determinacio da Concentracio de Proteinas e Atividade Especifica

A concentracdo de proteinas foi determinada como descrito no kit (Bio-Rad Inc., Hercules,
CA, EUA), seguindo-se a metodologia descrita por BRADFORD (1976). As amostras
analisadas pelo ensaio de Bradford foram lidas a 595 nm em espectrofotometro. As atividades
especificas, que consistem na atividade enzimatica dividida pela concentragdo de proteinas da

amostra, foram calculadas e expressas em U.I/mg de proteina total.

Efeito da Temperatura

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimadtica foi avaliado realizando-se os
mesmos ensaios descritos na se¢ao de Ensaios Enzimaticos, variando-se apenas a temperatura
empregada no primeiro periodo de incubagdo. Foram testadas as temperaturas de 30, 40, 50,
60, 70 e 80 °C. As atividades foram igualmente expressas em Ul/mL. O efeito da temperatura

sobre a atividade enzimatica foi avaliado com o EB do 9° dia de cultivo.

Efeito do pH

O efeito do pH sobre a atividade enzimatica foi avaliado. Utilizou-se uma variagdao do
protocolo do método DNS de Miller. Para esta por¢ao do trabalho, foi avaliada apenas a
atividade CMCase. A influéncia do pH na faixa de 3 a 10 (com intervalos de 1 unidade) foi
testada. O mix reacional foi constituido de 5 pLL dos substratos na concentragdao de 2%, 5 pLL
de enzima (extrato bruto) e 5 pL de tampao. Os tampdes utilizados foram: citrato de sodio (pHs
3,4 ¢e5), fosfato de sodio (pHs 6, 7 e 8) e glicina (pHs 9 e 10), todos em 50 mM. No preparo
dos tampdes, o pH foi ajustado com HCI ou NaOH conforme necessério. E sabido que os ions
presentes em cada tampao podem apresentar efeito diferenciado sobre a atividade enzimatica. Por
isso, nas transicdes de faixas de pH foram realizados testes extras, onde tampodes diferentes — mas
no mesmo pH — foram utilizados. Nao ¢ possivel realizar testes de efeito de pH nas atividades
enzimaticas de B-glicosidase, B-xilosidase, B-manosidase e B-galactosidase, pois os ensaios para
revelacdo da atividade enzimatica dessas atividades sdo dependentes de pH e alterar o pH do
ensaio alteraria a percep¢ao dos resultados. O efeito do pH sobre a atividade enzimatica foi

avaliado com o EB do 9° dia de cultivo.
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Gel de Eletroforese

O perfil enzimatico dos extratos brutos dos mono e co-cultivos foram avaliados via
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% em condigdes desnaturantes com dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE), de acordo com metodologia utilizada por LAEMMLI (1970). A
quantidade de 15 pg de proteina para cada amostra foi precipitada utilizando-se acido
tricloroacético (TCA) 100%. Foi utilizado o marcador TrueColor High Range Protein Marker
(Sinapse.Inc), que abrange pesos moleculares entre 10 e 245 kDa (quiloDalton). Ap6s a corrida
do gel, as proteinas foram reveladas usando coloracdo com nitrato de prata de acordo com o

protocolo de BLUM, BEIER & GROSS (1987).

Experimentos de Sacarificacao

Para testar a capacidade total dos extratos brutos em hidrolisar biomassa
lignoceluldsica, foram realizados ensaios de sacarificagdo. Os ensaios foram realizados em
microescala, em tubos de 1,5 mL. Foram adicionados aos tubos 0,01 g de bagago-de-cana de
acucar (1% m/v) e 20 pg de proteina de cada cultivo. O volume foi completado para 1 mL com
tampao acetato de sodio pH 5.0 100 mM. As amostras foram incubadas a 50 °C, em agita¢ao
de 720 RPM em agitador de microtubulos vortemp (Labnet). Os valores utilizados nessa
hidrolise foram estabelecidos e estatisticamente validados pela Dra. Andreza de Mello Lopes,
membra do Laboratério de Enzimologia da Universidade de Brasilia. Por questdes de
propriedade intelectual, sua tese, onde ¢ demonstrada essa validacao, ainda nao esta disponivel
ao publico. Foram realizados testes apds 4, 8, 12 e 24 horas de incubacdo. Para cada ponto de
coleta, uma triplicata de tubos era “sacrificada”, ou seja, ndo foram retirados volumes dos tubos
para evitar o efeito de concentragdo de agucares, que poderia levar a resultados erroneos. Os
acucares redutores liberados pelas enzimas foram mensurados utilizando o método de Miller
(1959) com o reagente DNS e comparados a uma curva de glicose. E importante ressaltar que
esse método € apenas uma aproximacdo, ja que diversos agucares redutores sdo liberados
durante o processo de sacarificacdo. A real quantidade e diversidade desses agticares s6 podem
ser meticulosamente mensurados utilizando-se técnicas como HPLC, algo que ndo foi realizado

ao longo desse trabalho.
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Design Experimental, Analise Estatistica e Programas Utilizados

Todos os cultivos realizados ao longo desse trabalho foram feitos em triplicatas
bioldgicas. Para minimizar erros de pipetagem, todos os ensaios acima descritos foram feitos
em quintuplicatas (replicatas técnicas) para cada uma das replicaras bioldgicas. Os graficos
apresentam o valor médio entre as triplicatas bioldgicas e as barras de erro representam os
desvios padrao entre as mesmas (a nao ser que especificado de outra forma na legenda). Foram
realizadas andlises de varidncia (one-way ANOVA) para determinar se existe diferenga
estatistica real entre as configuragdes de cultivo. Todas as manipulagdes de dados, produgio

de graficos e analises estatisticas foram realizadas no software Microsoft Excel 2016.

Resultados e Discussao

Caracterizacao do fungo Aspergillus brasiliensis cultivado em bagaco de cana-de-acucar

Foi realizada a caracterizacdo enzimadtica do fungo A. brasiliensis, crescido em meio
liquido, utilizando bagago de cana-de-agucar como fonte de carbono durante nove dias. E
importante destacar que, como ja citado anteriormente, a literatura sobre o potencial enzimatico
de A. brasiliensis é escassa. Justifica-se entdo a importancia deste trabalho em realizar uma
caracterizacdo mais completa quanto as atividades enzimaticas deste fungo. Neste contexto,
fazer comparagdes com publicagdes que possuam condigdes semelhantes as aqui apresentadas
¢ virtualmente impossivel, dada a inexisténcia de dados. Além disso, comparar 4. brasiliensis
com espécies proximas como A. niger, apesar de fornecer alguma diregdo, reforga a erronea
percepe¢ao que esses fungos sdo a mesma entidade, ideia essa que precisa ser revista.

Dentro das condi¢des estabelecidas, a maior atividade analisada com substratos naturais
no monocultivo de 4. brasiliensis foi a atividade xilanase, como evidenciado na Figura 14. A
atividade de xilanase (endoxilanase) teve seu pico no terceiro dia, com 0,57 Ul/mL, e assim se
manteve até o nono e ultimo dia de cultivo. Menezes e colaboradores (2018) ja demonstraram
o potencial de 4. brasiliensis em hidrolisar xilana, mas em condi¢des de fermentacdo em estado
solido e utilizando casca de arroz como fonte de carbono. O trabalho de Menezes e
colaboradores demonstra que a cepa de A. brasiliensis por eles encontrada em solo amazonico,
possui atividade xilanolitica comparavel a uma cepa de Aspergillus nidulans geneticamente
modificada para a produgdo de xilanases (MENEZES et al., 2018). Os resultados aqui
encontrados, em conjunto com o trabalho de Menezes e colaboradores sdo um indicio de uma
potencial aplicagdo de A. brasiliensis para a producao de xilooligosacarideos, os quais possuem

valor comercial como probioticos para humanos (NORDBERG KARLSSON et al., 2018).
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As atividades de CMCase (endocelulase), mananase e pectinase resultaram em valores
inferiores aos de xilanase ao longo de todo o experimento (Figura 14). O pico de atividade
CMCase ocorreu no sétimo dia, e a atividade se manteve até o fim do experimento. J4 as
atividades de mananase e pectinase demonstraram valores pequenos, proximos de 0,1 Ul/mL,
algo esperado, pois manana e pectina sdo polissacarideos menos abundantes em material
lignocelulosico derivado do bagaco de cana-de-agucar. Além disso, neste trabalho foi utilizado
um substrato lignoceluldsico altamente recalcitrante e ndo pré-tratado, a fim de simular
condi¢des naturais de degradacdo de um substrato no solo. Nesse sentido, a aplicacdo de pos-

tratamento ao bagaco de cana-de-agucar poderia potencializar algumas atividades.
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Figura 14 - Atividades enzimaticas de A. brasiliensis ao longo de nove dias em meio liquido utilizando bagago de cana-de-
agucar como fonte de carbono. As barras de erro representam o desvio padrdo entre as replicatas biologicas (n = 3).

As atividades de B-glicosidase, B-xilosidase, f-manosidase e B-galactosidase foram
mensuradas usando substratos sintéticos derivados do pNP. O resultado dessas atividades ao
longo de 9 dias de cultivo pode ser visto na Figura 15. A avaliacdo dessas enzimas € importante,
pois sdo atividades que atuam nas Ultimas etapas da hidrdlise enzimatica, liberando
monossacarideos que sdo captados e utilizados pelos microrganismos. A sua auséncia pode
significar um gargalo para o processo, inclusive causando inibicdo das enzimas de etapas

anteriores devido ao acimulo de seus substratos.

50



Atividade (Ul/mL)

10

Dias

—— [(-glicosidase —@— PB-xilosidase —M— PB-manosidase —&— P-galactosidase

Figura 15 - Atividades enzimaticas de A. brasiliensis sobre substratos sintéticos ao longo de nove dias em meio liquido
utilizando bagago de cana-de-agticar como fonte de carbono. As barras de erro representam o desvio padrdo entre as replicatas
biologicas (n = 3).

A atividade que alcangou os maiores valores foi (-galactosidase, que atingiu 4.25
UI/mL no sétimo dia. No nono dia, no entanto, houve queda de 32% dessa mesma atividade.
Acontecimento similar se deu com a atividade -xilosidase, que foi a segunda maior atividade
enzimatica no sétimo dia mas apresentou queda de 42% ao final do cultivo. Aplicacdes
biotecnoldgicas que se beneficiem dessas duas atividades teriam mais proveito em interromper
o cultivo durante o sétimo dia, quando ocorre o pico de atividade dessas enzimas no extrato
bruto. A queda nessas atividades enzimaticas pode ser explicada pela propria durabilidade e
instabilidade natural de tais enzimas ou pela presenga de proteases, secretadas por A.
brasiliensis, no meio. Os trabalhos de Novelli e colaboradores (2016) e de Chimbekujwo e
colaboradores (2020) mostram que A. brasiliensis ¢ capaz de produzir proteases quando
cultivado em substratos agroindustriais.

As B-galactosidases (lactases) sdo enzimas de enorme importancia na industria
alimenticia, usadas na produ¢do de alimentos seguros para consumidores intolerantes a lactose
(SINGH; SAMBYAL, 2022). A presen¢a de tais enzimas elenca A. brasiliensis como um
potencial produtor de B-galactosidases, produgdo essa que potencialmente pode ser melhorada
dadas as devidas investigagdes de otimizacao. Ja a presenga de B-xilosidases, juntamente com
outras xilanases, ¢ mais um indicio do potencial de A. brasiliensis como um secretor de enzimas
que atuem na producdo de xilooligossacarideos com potencial probidtico (NORDBERG

KARLSSON et al., 2018).
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A atividade de B-glicosidase apresentou um comportamento crescente ao longo dos dias
analisados. Uma curva de indugdo enzimatica mais duradoura seria necessaria para avaliar
quando tal atividade comecaria a estabilizar ou diminuir. As B-glicosidases sdo enzimas
importantes na hidrolise da celulose, por atuarem na quebra de celobiose (dissacarideo
composto por duas glicoses em ligacao -1,4). O acaimulo de celobiose ¢ conhecido por inibir
endocelulases, diminuindo a eficiéncia hidrolitica. A capacidade de A. brasiliensis em
expressar -glicosidases ¢ fundamental para a segunda parte deste trabalho, onde esse fungo
foi co-cultivado com 7. reesei RUT-C30. Apesar de secretar grandes quantidades de
endocelulases, 7. reesei RUT-C30 tem uma produgdo de B-glicosidases proporcionalmente
baixa, criando assim um gargalo no processo de hidrélise devido a inibi¢ao das endocelulases
e celobiohidrolases por acumulo de seus produtos (OKEKE, 2014; SOURENSEN et al., 2013).
Esse resultado demonstra que A. brasiliensis ¢ um bom par em potencial para testes de co-
cultivo com 7. reesei RUT-C30.

Nao foram detectadas, em nenhum dos dias avaliados, atividades de -manosidase
expressadas por A. brasiliensis dentro destas condigdes de cultivo. Por essa, razdo, nao foi

realizado mais nenhum tipo de caracterizagdo para esta atividade.

Caracterizacao do efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica de A. brasiliensis

Apds avaliar o desenvolvimento das atividades enzimaticas ao longo dos dias,
averiguou-se o efeito que diferentes temperaturas teriam sobre as atividades enzimaticas.
Foram testadas diferentes temperaturas para avaliar o comportamento das enzimas secretadas
por A. brasiliensis nessas condi¢des. Ao avaliar o comportamento de uma dada atividade
enzimatica em cada faixa de temperatura, ¢ possivel escolher extratos enzimaticos que se
apliquem melhor as peculiaridades de diferentes aplica¢des industriais. A Figura 16 apresenta
as atividades enzimdticas de CMCase, xilanase, pectinase € mananase (A), concomitantemente
com as atividades de B-glicosidase, B-xilosidase e B-galactosidase (B).

Na Figura 16 (A) observa-se que a temperatura de maior atividade para as xilanases foi
a 60 °C e que temperaturas acima desse valor também aumentaram as atividades de CMCase
em relagcdo a temperatura de ensaio padrao (50 °C). Quanto a pectinase, a maior atividade foi
obtida em 70 °C. Porém, o desvio padrdo ndo permite tirar conclusdes precisas sobre o efeito
real dessa temperatura nessa atividade enziméatica. Na temperatura de 50 °C, quando
considerados os desvios padrdes, tem-se uma atividade semelhante aquela encontrada em 70

°C. A atividade mananase foi igual ou inferior a 0.1 U/mL em todas as temperaturas testadas.
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Esse fato, somado ao efeito de desvio padrdo, faz que se possa considerar a atividade mananase
de A4. brasiliensis como irrelevante para quaisquer aplicagdes.

Como evidenciado na Figura 16 (B), a temperatura de maior atividade para a enzima [3-
glicosidase esta na faixa entre 50 e 60 °C. Acima dessas temperaturas, a enzima inicia o
processo de desnaturagdo e sua atividade comeca a diminuir, chegando a virtualmente zero nos
80 °C. No caso da B-galactosidase, a temperatura que resultou em maiores atividades foi 60

°C. Ao atingir 70 e 80°C essa atividade se torna praticamente nula.
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Figura 16 — Caracterizag@o do efeito da temperatura sobre as atividades enzimaticas de A. brasiliensis. (A) Apresenta as
atividades oriundas da hidrdlise de substratos naturais enquanto (B) apresenta as atividades que hidrolisam substratos sintéticos
derivados do pNP. As barras de erro representam o desvio padréo entre as replicatas biologicas (n = 3).

A atividade de B-xilosidase contrasta das demais por possuir a maior temperatura que
incrementou sua atividade, atingindo seu maximo dentre as temperaturas testadas aos 70 °C.
Atividade de aproximadamente 6 Ul/mL ¢ cerca de 4 vezes maior que a atividade apresentada
nas condig¢des padrao de 50 °C. Um estudo anterior ja demonstrou a existéncia de B-xilosidases
de A. brasiliensis que apresentam maior atividade em 75 °C, algo corroborado pelos resultados
obtidos neste trabalho (PEDERSEN et al., 2007).

Conclui-se que, para as enzimas aqui estudadas, as faixas de temperatura que resultaram
em atividades mais altas encontram-se entre 60 e 70 °C. Em temperaturas abaixo ou acima
desses valores, ocorre perda de atividade. E importante destacar que uma atividade mais
elevada ndo ¢ o Unico parametro relacionado a temperatura que também ¢ Util avaliar como as
enzimas se comportam em testes de termoestabilidade. Por questdes de cronograma, nao foi

possivel realizar testes de termoestabilidade para uma quantidade tdo grande de atividades
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enzimaticas diversas, mas a realizacdo desse experimento ¢ uma perspectiva futura para a

publicacao de resultados sobre esse topico.

Caracterizacao do efeito do pH sobre a atividade enzimatica de A. brasiliensis
Além da temperatura, outro fator importante que influencia a atividade enzimatica ¢ o
pH do meio em que a enzima se encontra. A Figura 17 mostra o efeito do pH na atividade

CMCase de 4. brasiliensis.
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Figura 17 — Efeito do pH sobre a atividade enzimatica de CMCase produzida por A. brasiliensis crescido em bagago de cana-
de-agucar.

Nao foram encontradas na literatura investigagdes sobre o efeito do pH sobre a atividade
de CMCase em A. brasiliensis. No entanto, na auséncia de tais dados, pode-se recorrer ao
fungo A. niger, que seria uma das espécies geneticamente mais proximas ao fungo em questao.
Semelhante ao que foi encontrado neste trabalho, ja foram reportadas atividades celuloliticas
em A. niger com a maior atividade sendo expressa em pH 4 (SULYMAN; IGUNNU;
MALOMO, 2020). Ja Budenkova e colaboradores encontraram uma faixa de pH de maior
atividade levemente mais alcalina: entre 4.5 e 5, para a cepa Aspergillus niger F-1270
(BUDENKOVA et al., 2021). No melhor de nosso conhecimento, este pode ser um dos
primeiros trabalhos a avaliar as caracteristicas das CMCases de A. brasiliensis crescido em
material lignoceluldsico.

Concentracao de proteinas e atividade especifica de A. brasiliensis

As concentragdes de proteina nos extratos brutos foram mensuradas utilizando o
método de Bradford (BRADFORD, 1976). As replicatas de A. brasiliensis atingiram
concentracdes de proteina na ordem de 0.23 mg/mL. Cultivos fungicos naturais (sem uso de

tecnologias de expressao heterdloga) geralmente possuem valores menores de proteina nos
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extratos brutos quando comparados com cultivos de fungos geneticamente modificados. Os
valores de concentracdo de proteina sdo utilizados para mensurar a atividade enzimatica
especifica (Ul/mg de proteina). A Tabela 4 abaixo sumariza as atividades especificas de A.

brasiliensis.

Tabela 4 — Compilacéo das atividades (Ul/mL) apresentadas por 4. brasiliensis quando cultivado em meio liquido com bagago
de cana-de-agticar como fonte de carbono e as respectivas atividades especificas.

Enzimas Atividade (UI/mL) Atividade especifica (Ul/mg)*
CMCase 0.23 1

Xilanase 0.60 2.6

Pectinase 0.05 0.2

Mananase 0.02 0.08

B-glicosidase 3.28 14.26

B-xilosidase 1.55 6.74

[-galactosidase 1.47 6.39

* Atividade especifica obtida ao se dividir a concentracdo de proteina (0.23 mg/mL) pelas respectivas atividades

enzimaticas em Ul/mL.

As atividades especificas podem ser utilizadas como uma mensuragdo indireta da
contribuicao de uma determinada atividade enzimatica para a composi¢ao proteica total do
meio. Logo, se grandes atividades enzimdticas se apresentam em um meio com baixa
concentracdo de proteina, pode-se inferir a “efici€éncia” desse extrato para aquela atividade,
pois com menos proteinas obtém-se as atividades desejadas. Nesse contexto, -glicosidase foi
a enzima que apresentou maior atividade especifica. Esse resultado contribui para a hipdtese
de que A. brasiliensis seja um potencial parceiro de co-cultivo para 7. reesei RUT-C30 com o

intuito de suplementar a atividade B-glicosidase deficiente do ultimo fungo.

Experimentos de sacarificacio

A capacidade do extrato bruto produzido por A. brasiliensis de sacarificar (hidrolisar)
bagaco de cana-de-aglicar ndo pré-tratado foi avaliada. Inicialmente, averiguou-se a capacidade
hidrolitica ao longo de 4, 8, 12 e 24 horas. No entanto, ndo foram detectadas quantidades
significativas de agucares redutores apos esses periodos.

Por ser um fungo selvagem, isolado diretamente do solo do Cerrado, foi langada a

hipotese de que ele precisaria de mais tempo para realizar a secre¢do de enzimas hidroliticas
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capazes de degradar um substrato tdo recalcitrante, sem nenhum pré-tratamento, sob as
condig¢des do experimento.

Para testar tal hipotese, o experimento de sacarificacdo foi refeito, mas desta vez
utilizando-se intervalos muito maiores, sendo eles 24, 48, 72 e 96 horas. No entanto, mesmo
com esse tempo adicional, ndo foram detectadas quantidades significativas de agucares
redutores apos esses periodos, como mostra a Figura 18. Durante este experimento foi optado
por utilizar a absorbancia em 540 nm como medida indireta da producao de agucares redutores,
como descrito no método de Miller (1959). Como foram utilizados extratos brutos com diversas
atividades enzimaticas distintas, na teoria, uma diversidade de oligdmeros, dissacarideos e
monossacarideos diferentes deveria ter sido liberada. Como as concentracdes de acticares sao
medidas de acordo com uma curva de regressao linear especifica de cada substrato, se torna
uma tarefa complexa mensurar precisamente as quantidades de cada carboidrato liberado
durante o experimento. Portanto, optou-se por utilizar a absorbancia como medida de inferéncia
de capacidade hidrolitica.

Independentemente da metodologia utilizada para estipular a sacarificagdo do substrato,
fica claro que, dentro das condi¢des neste trabalho estabelecidas, 4. brasiliensis foi incapaz de

sacarificar de forma eficiente o bagag¢o de cana-de-agticar ndo pré-tratado.
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Figura 18 — Absorbancia em 540 nm apds experimento de sacarificagdo de bagago de cana-de-agucar pelo extrato bruto de A.
brasiliensis. A absorbancia em 540 nm é um indicativo indireto da presenga de agucares redutores, resultantes da desconstrucéo
da parede celular vegetal, no meio.
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Co-cultivos entre A. brasiliensis e T. reesei RUT-C30

Curvas de Induciao Enzimatica e Avaliacao do Efeito do Tempo de Colonizacao

Os mono e co-cultivos foram crescidos em meio liquido, com agitagao constante de 120
RPM, 28° C e utilizando bagago de cana-de-agucar moido como fonte de carbono. Além da
inducdo enzimdtica ao longo do tempo averiguou-se o efeito de diferentes tempos de
colonizacdo entre os fungos participantes do co-cultivo. A Figura 19 representa os resultados
obtidos com os monocultivos de A. brasiliensis e T. reesei RUT-C30 bem como seus co-
cultivos simultaneos (Oh) e o teste de efeito do tempo de colonizagao de 24 e 48 horas para as

atividades mensuradas com substratos naturais.
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Figura 19 — Perfil das atividades enzimaticas (em Ul/mL) testadas em substratos naturais, obtidas ao longo de 9 dias pelos mono e co-
cultivos de A. brasiliensis e T. reesei RUT-C30 crescidos em meio liquido com bagaco da cana-de-agucar como fonte de carbono. A =
Atividade de CMCase (endocelulase), B = Atividade de xilanase, C= Atividade de Pectinase, D = Atividade de Mananase. AB = 4.
brasiliensis, C30 = T. reesei RUT-C30, AB + C30 Oh = A. brasiliensis e T. reesei RUT-C30 inoculados simultaneamente, AB + C30
24h = A. brasiliensis + T. reesei RUT-C30 com o ultimo sendo inoculado 24h ap6s o primeiro, AB + C30 48h = A. brasiliensis + T.
reesei RUT-C30 com o ultimo sendo inoculado 48h apds o primeiro, C30 + AB 24h = T. reesei RUT-C30 + A. brasiliensis com o
ultimo sendo inoculado 24h ap6s o primeiro, C30 + AB 48h = T. reesei RUT-C30 + A. brasiliensis com o ultimo sendo inoculado 48h
apods o primeiro As barras de erros representam o desvio padrio entre trés replicatas biologicas. Todos os experimentos apresentaram

p < 0,05 (ANOVA).
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Os co-cultivos de 7. reesei RUT-C30 com A. brasilienses inoculados apos 24h e 48h
(linhas verdes e azul marinho, respectivamente) obtiveram as maiores atividades de CMCase
(endocelulase). Considerando-se os desvios padrao, pode-se dizer que ambos os co-cultivos
obtiveram o mesmo resultado (Fig. 19-A). A performance desses modelos de co-cultivos foi
cerca de 10% superior ao monocultivo de 7. reesei RUT-C30 para esta atividade. Uma hipotese
para a interpretacdo desses resultados seria o fato que a B-glicosidase de A. brasiliensis
poderiam suplementar a baixa producdo desta enzima por 7. reesei RUT-C30. Essa
suplementagdo impediria eventos como a inibi¢do das CMCases pelos seus produtos de
hidrolise, aumentando assim a liberagcdo de acticares redutores. Apesar de nao haverem sido
encontrados, até a escrita deste trabalho, relatos do co-cultivo de T. reesei com A. brasiliensis,
o fungo T. reesei RUT-C30 ja foi co-cultivado em diversos trabalhos com A. niger, como
compilado por Sperandio e Filho (2021). Certos trabalhos ja reportaram — em condi¢des de
cultivo diferentes e utilizando A. niger — aumento nas atividades de celulases nos co-cultivos
de T. reesei com outros fungos do género Aspergillus. Por exemplo, Zhao e colaboradores
(2018) obtiveram aumento de 40% na atividade CMCase nos co-cultivos entre 7. reesei RUT-
C30 e A. niger em comparacao ao monocultivo do primeiro fungo. Este ¢ apenas um, dentre
outros exemplos, do beneficio do co-cultivo para certas atividades enzimaticas (SPERANDIO;
FILHO, 2019, 2021).

Quanto a atividade de xilanase (Fig. 19, B), houve pouca diferenca entre os cultivos
avaliados, sendo que a partir do 4° dia as atividades de todos os cultivos tornam-se
indistinguiveis umas das outras. Ambos A. brasiliensis e T. reesei ja possuem sua atividade
xilanolitica descrita em trabalhos anteriores (MENEZES et al., 2018; OKEKE, 2014).

Na Figura 19 (C), tem-se a atividade de pectinase. Para essa atividade os co-cultivos de
T. reesei RUT-C30 inoculados com A. brasiliensis apds 24h e 48h também se destacaram.
Esses co-cultivos resultaram em atividades de pectinase 37% e 48% maiores que o monocultivo
de T. reesei RUT-C30, respectivamente. Ao considerar a produ¢do quase nula de pectinases
pelo monocultivo de A. brasiliensis, esses co-cultivos apresentam valores que chegam a
alcancar 700% no incremento dessa atividade em relagdo a este monocultivo. O estudo de co-
cultivos sobre a atividade de pectinase ¢ muito menos explorado na literatura que as celulases
e mananases e ndo foram encontrados trabalhos que viabilizassem paralelos construtivos com
os resultados aqui apresentados para esta atividade enzimatica. As atividades aqui encontradas
sdo interessantes pois pectinases sao enzimas de relevante interesse para a industria de polpas
e sucos de frutas (TAPRE; JAIN, 2014) e em industrias de cha, café e até aplicacdes téxteis
(SHARMA; RATHORE; SHARMA, 2012).
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A atividade que obteve a menor performance geral em todos os mono e co-cultivos foi
a atividade mananase (Figura 19, D). Para essa atividade, o co-cultivo de 7. reesei RUT-C30
inoculado apds 48h com A. brasiliensis se destacou novamente, obtendo valores proximos a
0.25 Ul/mL. Dada a composi¢ao do bagaco de cana-de-agucar, que j4 foi comentada em
oportunidade anterior nesse trabalho, € razoavel que as atividades pectinase e mananase tenham
apresentado menores valores, ja que seus substratos estdo presentes em menores quantidades
na PCV da cana-de-agtcar.

Considerando as atividades testadas em substratos sintéticos, os co-cultivos se
destacaram nas atividades de B-glicosidase, B-xilosidase e B-galactosidase (Fig. 20, A, Be C
respectivamente). O monocultivo de 7. reesei apresentou a menor atividade de B-glicosidase
(Fig. 20, A), algo ja conhecido e amplamente relatado na literatura (OKEKE, 2014; RANA et
al., 2014). O monocultivo de A. brasiliensis atingiu 57% mais atividade B-glicosidase do que
T. reesei no ultimo dia. Por sua capacidade de produzir tal enzima, A. brasiliensis tem potencial
de ser uma alternativa ndo produtora de micotoxinas ao uso de A. niger, que ¢é frequentemente
utilizado como um parceiro de 7. reesei a fim de aumentar a atividade -glicosidase no coquetel
resultante do co-cultivo (AHAMED; VERMETTE, 2008; GUTIERREZ-CORREA;
VILLENA, 2012; JUHASZ et al., 2003; MAHESHWARI et al., 1994; ZHAO; DENG; FANG,
2018). O co-cultivo de maior potencial para incrementar a atividade B-glicosidase ¢ a
inoculacdo simultanea dos dois fungos, que atingiu patamar intermediario entre as atividades
de A. brasiliensis e T. reesei RUT-C30, sendo 38% superior as atividades do ultimo fungo em
monocultivo.

Ao comparar os resultados dos dois experimentos de delays de inoculagdo na atividade
B-glicosidase, percebe-se que a quando 7. reesei ¢ o primeiro colonizador, isso resulta em
impacto negativo na atividade dessa enzima (Fig. 20, A). Os experimentos com A. brasiliensis
sendo inoculado com delays de 24h e 48h em relagdo a 7. reesei mostraram quedas na atividade
B-glicosidase no ultimo dia de cultivo. O co-cultivo onde T. reesei € o primeiro colonizador,
seguindo-se 24h depois por 4. brasiliensis, apresentou um grande crescimento na atividade
enzimatico entre os dias 5 e 7, mas esse valor cai substancialmente no ultimo dia. Talvez esse
fato ocorra pela instabilidade natural de cada enzima ou devido a presenga de proteases.
Conclui-se que a inoculagao simultanea dos dois fungos foi a melhor abordagem em ambos os
experimentos quando o objetivo ¢ o aumento da atividade B-glicosidase.

O monocultivo de 4. brasiliensis obteve a maior atividade B-xilosidase e a capacidade

de produzir tal enzima quando cultivado em substratos lignoceluldsicos ja foi previamente
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Atividade (UI/mL)

Atividade (Ul/mL)

demonstrada (MENEZES et al., 2018). Os co-cultivos de A. brasiliensis com T. reesei RUT-
C30 inoculado 48h depois, alcangaram valores de B-xilosidase proximos do monocultivo de A.
brasiliensis. O co-cultivo de inoculagdo simultdnea (Oh) obteve desempenho similar ao
monocultivo de 7. reesei RUT-C30, cerca de 0,25 UI/mL. J4 o co-cultivo com delays de 48h
supracitado obteve atividades B-xilosidase 696% superiores em relacdo ao cultivo simultdneo
e o monocultivo de T. reesei. Uma das razdes para aumento nessa atividade pode ser explicada

ao se construir um paralelo entre A. brasiliensis e seu parente proximo, 4. niger.
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Figura 20 - Perfil das atividades enzimaticas (em Ul/mL) testadas em substratos sintéticos, obtidas ao longo de 9 dias pelos
mono e co-cultivos de A. brasiliensis e T. reesei RUT-C30 crescidos em meio liquido com bagacgo da cana-de-agticar como
fonte de carbono. A = Atividade de B-glicosidase, B = Atividade de B-xilosidase, C= Atividade de (-galactosidase, D =
Atividade de B-manosidase. AB = A. brasiliensis, C30 = T. reesei RUT-C30, AB + C30 Oh = A. brasiliensis ¢ T. reesei RUT-
C30 inoculados simultaneamente, AB + C30 24h = A. brasiliensis + T. reesei RUT-C30 com o ultimo sendo inoculado 24h
apos o primeiro, AB + C30 48h = A. brasiliensis + T. reesei RUT-C30 com o tltimo sendo inoculado 48h apos o primeiro,
C30 + AB 24h =T. reesei RUT-C30 + A. brasiliensis com o ltimo sendo inoculado 24h apds o primeiro, C30 + AB 48h = T.
reesei RUT-C30 + A. brasiliensis com o ultimo sendo inoculado 48h apos o primeiro As barras de erros representam o desvio
padrao entre trés replicatas biologicas. Todos os experimentos apresentaram p < 0,05 (ANOVA).

A. niger pode ser capaz de acidificar o meio para assegurar suas condigdes preferenciais
de cultivo, na auséncia de competicdo, nos primeiros dias. Apesar do pH ndo ter sido
mensurado nesse trabalho, j& existem relatos da capacidade de 4. niger de acidificar o meio e

a influéncia que isso pode causar nas atividades enzimaticas do extrato (MAHESHWARI et
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al., 1994). Talvez A. brasiliensis possua a mesma capacidade, mas experimentos que facam o
acompanhamento do pH no meio de cultivo seriam necessarios para averiguar tal hipotese.

A relevancia dos intervalos entre inoculagdes ¢ destacada com esses resultados, pois 0s
cultivos de 4. brasiliensis que foram inoculados com 7. reesei em intervalo menor (24h),
apresentaram uma curva de indugdo de B-xilosidase totalmente distinta, com uma queda
acentuada de atividade no nono dia de cultivo. Esses dados podem ser um indicador que algo
ocorre no primeiro dia, caso 7. reesei esteja presente, que resulta na diminui¢ao da atividade
B-xilosidase. O efeito negativo de 7. reesei sobre a atividade B-xilosidase ¢ confirmado com a
outra configuracdo experimental onde 7. reesei ¢ o primeiro colonizador e A. brasiliensis ¢é
inoculado posteriormente (Fig. 20, B). Podemos ver que em todos os cultivos em que 7. reesei
RUT-C30 teve tempo adicional de cultivo em relagdo a A. brasiliensis, as atividades B-
xilosidase sdo menores do que quando o oposto ocorre.

Infelizmente, a literatura relativa as atividades de B-xilosidase em co-cultivos fingicos
¢ escassa, tornando comparacdes com outros trabalhos superficiais. Um dos unicos estudos
sobre co-cultivos que aborda B-xilosidases, ¢ o trabalho de HU et al. (2011), onde o co-cultivo
entre A. niger e A. oryzae resultou em uma diminui¢do de 55% na atividade em questdo em
compara¢do ao monocultivo de 4. niger. Ao mesmo tempo que escassez de informagdes sobre
essa atividade enzimdtica em co-cultivos inviabiliza comparagdes, ela também reforca a
importancia do presente estudo para o campo de co-cultivos.

No tocante a atividade de B-galactosidase (Figura 20, C), o co-cultivo de 4. brasiliensis
com T. reesei inoculado 48h depois apresentou as maiores atividades. Todas as outras
configuragdes de cultivo apresentaram valores semelhantes e inferiores. Assim como ocorreu
com as atividades de B-glicosidase € em menor grau com a B-xilosidase, também houve um
pico de atividade no 7° dia de cultivo. Por questdes logisticas, todas as caracterizagdes que
ocupam os proximos topicos deste trabalho foram realizadas com amostras relativas ao tltimo
dia, mesmo ele nem sempre sendo o de maior atividade, como ocorre no caso da B-
galactosidase.

Nao foi detectada nenhuma atividade significativa de B-manosidase (Figura 20, D),

semelhante ao que ocorreu nos experimentos de monocultivo de 4. brasiliensis.
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Efeito da temperatura na atividade enzimatica dos co-cultivos

O campo de co-cultivos, apesar de ainda pouco explorado e compreendido, vem
ganhando cada vez mais publicacdes em tempos recentes. No entanto, a maioria dessas
publicacdes se limita a analisar o potencial enzimatico dos co-cultivos em uma tnica condigdo.
Isso provavelmente ocorre pois experimentos de co-cultivo aumentam significativamente a
demanda de trabalho, pois deve-se analisar os diferentes co-cultivos e seus respectivos
monocultivos, sendo algo laborioso de se executar pela quantidade de amostras resultantes.
Quando os fungos sdo crescidos em co-cultivos, fica claro pela secio anterior deste trabalho,
que as atividades enzimaticas dos fungos podem sofrer alteragdes. Como trata-se de um extrato
bruto complexo, que possui contribui¢des de dois fungos distintos, pode-se levantar a hipotese
que os extratos de diferentes co-cultivos teriam comportamentos distintos sob as mesmas
condi¢des de temperatura ou pH. Porém, ndo existem muitas informagdes na literatura sobre
como esses fatores (temperatura e pH) podem afetar a atividade enziméatica de co-cultivos. Sob
essa oOtica, neste trabalhou foi realizada a caracterizacdo dos extratos, sob a seguinte hipotese:
se as enzimas, proteinas e metabolitos secundarios dos co-cultivos sdo — provavelmente —
distintos de seus respectivos monocultivos constituintes, é possivel que as enzimas presentes
nos extratos brutos dos co-cultivos respondam de formas diferentes aos parametros de pH e
temperatura. O conhecimento desses parametros ¢ benéfico para elucidar possiveis aplicagdes
industriais onde as enzimas estariam em condi¢des proximas as aqui simuladas.

Devido as suas propriedades cinéticas, enzimas tem sua capacidade reativa afetada pela
temperatura do ambiente em que se encontram. No caso de extratos brutos fingicos, muitas
vezes nao se mede a atividade de apenas uma enzima, mas sim de um conjunto de enzimas
atuando sobre o substrato. Quando essa abordagem ¢ aplicada a um co-cultivo, essa
caracteristica amplia-se, pois o extrato bruto sera composto de uma combinacao de enzimas
produzidas pelos dois fungos participantes. Sendo assim, o que se mede ao avaliar o efeito da
temperatura ¢ como esta interfere de forma global a atividade de um determinado grupo de
enzimas. Averiguar tais parametros ¢ importante do ponto de vista industrial, pois coquetéis
enzimaticos comercialmente disponiveis ndo sdo enzimas purificadas, mas sim extratos brutos
com uma possivel adi¢do de enzimas exogenas.

Dito isso, a Figura 21 mostra o efeito da temperatura na atividade enzimatica dos co-
cultivos. Foram testadas temperaturas entre 30 e 80 graus (em intervalos de 10 °C), para

contemplar condi¢des presentes em diferentes aplicagdes industriais.
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Figura 21 - Influéncia da temperatura sobre a atividade enzimatica dos extratos brutos dos monocultivos de A. brasiliensis, T.
reesei RUT-C30 e seus co-cultivos simultaneos e com diferentes tempos de inoculagdo. A = Atividade de CMCase, B =
Atividade de xilanase, C= Atividade de pectinase, D = Atividade de mananase, E = atividade B-glicosidase, F = Atividade de
B-xilosidase e G = atividade B-galactosidase. AB = A. brasiliensis, C30 = T. reesei RUT-C30, AB + C30 Oh = A. brasiliensis
e T. reesei RUT-C30 inoculados simultaneamente, AB + C30 24h = A4. brasiliensis + T. reesei RUT-C30 com o ultimo sendo
inoculado 24h apos o primeiro, AB + C30 48h = A. brasiliensis + T. reesei RUT-C30 com o ultimo sendo inoculado 48h apds
o primeiro, C30 + AB 24h = T. reesei RUT-C30 + A. brasiliensis com o ultimo sendo inoculado 24h apds o primeiro, C30 +
AB 48h = T. reesei RUT-C30 + A. brasiliensis com o ultimo sendo inoculado 48h apés o primeiro As barras de erros

representam o desvio padrdo entre trés replicatas bioldgicas. Todos os experimentos apresentaram p < 0,05 (ANOVA).
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Quanto a atividade de CMCase (Figura 21, A), o monocultivo de 7. reesei RUT-C30
manteve, em média, a maior atividade entre 30 e 50 °C, sendo a maior atividade 0,65 Ul/mL a
50 °C. Na temperatura de 60 °C, o co-cultivo simultineo com A. brasiliensis demonstrou uma
atividade que, devido aos desvios padrdo, pode ser considerada idéntica ao monocultivo de 7.
reesei RUT-C30. A partir de 70 °C, as atividades de CMCase de 7. reesei RUT-C30 diminuem
e ocorre uma ascendéncia das atividades de 4. brasiliensis, que superam as do primeiro fungo.
Nao foram encontrados na literatura dados considerando o efeito da temperatura sobre as
CMCases de 4. brasiliensis. O tinico trabalho encontrado que aborda essa atividade enzimatica
trata-se de uma otimizagdo de produgdo de CMCases por A. brasiliensis em cultivo solido
usando casca de cupuagu como substrato (DE SOUZA FALCAO et al., 2022). No trabalho
divulgado por de Souza Falcdo e colaboradores (2022), os autores conseguiram otimizar a
atividade CMCase, aumentando-a para 36 U/g (5 vezes mais que a atividade primeiramente
encontrada). A unidade U/g ¢ muito utilizada em cultivos solidos, mas infelizmente dificulta
comparagdes diretas com o trabalho aqui apresentado. Além disso, todos os ensaios realizados
por de Souza Falcdo e colaboradores (2022) foram executados a 50 °C, entdo ndo ha dados
sobre como essa enzima teria se comportado em diferentes temperaturas em seu trabalho.

Dentre as atividades enzimaticas testadas, a atividade de xilanase (Figura 21, B) foi a
que, em média, sofreu menor variagao de acordo com a temperatura em todos os cultivos
testados. Esse resultado era esperado, considerando-se que ja foram reportadas diversas
xilanases ativas em altas temperaturas na literatura, sendo que a maioria delas atua na faixa
entre 40-60 °C (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005). A maior variagdo dessa atividade
ocorreu no monocultivo de 4. niger, onde a menor atividade (obtida em 80 °C) foi 36% menor
que a maior atividade, obtida em 50 °C.

Quanto a atividade pectinase (Figura 21, C), os maiores valores foram obtidos por 7.
reesei RUT-C30 em monocultivo e seu co-cultivo simultaneo (Oh) com A. brasiliensis, ambos
em 70 °C. Ao considerar o desvio padrdo, podemos dizer que as atividades sdo as mesmas.
Essa atividade foi altamente influenciada pela temperatura. 7. reesei atingiu valores tao baixos
quanto 0,02 UI/mL em 40 °C, mas apresentou um aumento significativo de 3000% (atingindo
0.62 Ul/mL) a 70 °C. Ja aos 80 °C, T. reesei perde basicamente toda sua atividade pectinolitica.
A atividade pectinolitica de 7. reesei ja é conhecida desde a década de 80, Haltmeier e
colaboradores encontraram pectinases de 7. reesei QM 9414 (uma versao mutante anterior ao
advento de RUT-C30) que atingiam maiores atividades a 60 °C (HALTMEIER et al., 1983).

Olsson e colaboradores (2003) também demonstraram que a producao de pectinase em 7. reesei

65



RUT-C30 pode variar muito quando o fungo ¢ crescido em diversos substratos, mas nao foram
feitos testes sobre o efeito de temperatura.

A Figura 21 (D) mostra a atividade de mananase. Para esta atividade, 7. reesei RUT-
C30 apresentou os maiores valores quando o ensaio ocorreu a 70 °C. Os co-cultivos onde 7.
reesei RUT-C30 foi inoculado 24 e 48h antes de A. brasiliensis, tiveram efeitos proporcionais
ao seu monocultivo em todas as temperaturas estudadas. No entanto, as atividades de mananase
obtidas em todas as formula¢des de mono ¢ co-cultivos obtiveram atividades enzimaticas
baixas, o que indica que o bagago de cana-de-agucar ndo €, pelo menos nas condigdes aqui
apresentadas, um bom indutor de atividade mananase para os fungos aqui caracterizados.

A Figura 21 (E) representa a atividade de B-glicosidase. A pratica de se utilizar um
fungo capaz de produzir B-glicosidase como parceiro de 7. reesei para suplementar sua
deficiéncia em tal enzima € uma das principais praticas de co-cultivo e ja foi empregada em
diversos trabalhos, com diferentes graus de sucesso (FANG et al., 2013; RABELLO et al.,
2014; ZHAO; DENG; FANG, 2018).

O fungo 4. brasiliensis apresentou as maiores atividades -glicoliticas nas temperaturas
de 50 e 60 °C. A 60 °C, o co-cultivo simultaneo (Oh) entre os dois fungos apresentou atividades
semelhantes a A. brasiliensis. E interessante notar que a atividade de A. brasiliensis se mantem
basicamente a mesma em 50 e 60 °C, mas a atividade do co-cultivo simultaneo (Oh) ¢ cerca de
30% maior em 60 °C do que a 50 °C. Esse fato, assim como vdarias outras situa¢des aqui
apresentadas, reforcam que os co-cultivos possuem caracteristicas enzimaticas Unicas,
complexas e até o momento imprevisiveis, e que ndo sdo meramente médias entre as atividades
dos fungos participantes, mas sim uma nova composi¢ao de coquetel enzimatico.

Ainda sobre a atividade B-glicosidase, nota-se que todos os cultivos onde 7. reesei
RUT-C30 foi inoculado em intervalos de 24 e 48h antes de A. brasiliensis, resultaram em
baixas atividades desta enzima. A inoculagdo antecipada de 7. reesei deve induzir a produgdo
de proteases ou metabolitos secundarios que dificultam o desenvolvimento de A. brasiliensis,
o fungo que mais contribui com a atividade p-glicosidase nesse contexto.

A atividade de B-xilosidase foi o maior destaque para o fungo A. brasiliensis. Seus
monocultivos atingiram valores de aproximadamente 6 Ul/mL a 70 °C, atividade muito
superior a qualquer outra configuracdo de cultivo abordada neste trabalho. A segunda maior
atividade de B-xilosidase foi apresentada pelo co-cultivo de A. brasiliensis inoculado 48h antes
de T. reesei RUT-C30 nas temperaturas de 60 °C e 70 °C, ambas com valores muito similares
quando se considera o desvio padrio. E possivel que esse resultado tenha ocorrido, pois as 48

horas de crescimento em monocultivo antes da inocula¢do do segundo fungo podem ter
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permitido um melhor dominio do meio e consequentemente uma maior indugao enzimatica.
Como ja citado em secdo anterior, outros trabalhos ja relataram a presenca de B-xilosidases
termofilicas em A. brasiliensis crescido em residuos agroindustriais (PEDERSEN et al., 2007).

Para a atividade P-galactosidase (Figura 21, G), as maiores atividades foram
desempenhadas pelo co-cultivo de 4. brasiliensis co-cultivado com 7. reesei RUT-C30 com
atraso de 48h (AB + C30 48h). Nesse caso, pode-se observar um claro efeito sinérgico da
interagdo entre os fungos nessa configuracao de cultivo: a atividade alcangada pelo co-cultivo
¢ maior do que a soma das atividades dos monocultivos. Por exemplo, na temperatura de 60
°C, onde ocorre a maior atividade, o co-cultivo AB + C30 48h apresentou atividade 46%
superior a soma das atividades de A. brasiliensis e T. reesei RUT-C30. O mesmo efeito
sinérgico também ficou evidente, em menor grau, nas temperaturas de 30, 40 ¢ 50 °C. No
entanto, em temperaturas superiores a 70 °C, a atividade P-galactosidase ¢ proxima de zero.
Provavelmente a enzima possui baixa estabilidade nessas temperaturas e acaba por desnaturar-
se, perdendo sua atividade. Cardoso e colaboradores ja reportaram outras espécies de
Aspergillus (Aspergillus lacticoffeatus) que também tiveram sua maior atividade entre os 50-
60 °C (CARDOSO et al.,, 2017). No entanto, A. lacticoffeatus produziu uma pequena
quantidade de micotoxinas durante o cultivo (CARDOSO et al., 2017). Apesar do presente
trabalho ndo avaliar a presenca de micotoxinas, A. brasiliensis ¢ considerado como um fungo
ndo produtor de tais moléculas, algo positivo para futuras aplicacdes (VARGA et al., 2007).
Do ponto de vista industrial, € interessante a presenca de f-galactosidases atuantes a 30 °C ou
que atuem em temperaturas mais baixas, por serem as condi¢des aplicadas na industria de
laticinios onde essas enzimas sdo empregadas (SINGH; SAMBYAL, 2022).

O co-cultivo AB + C30 48h pode ser visto como uma potencial nova fonte de B-
galactosidases, enzimas que essa que tem enorme potencial econdomico na industrial alimenticia
(MOVAHEDPOUR et al., 2022). E importante ressaltar que as condigdes de cultivo
estabelecidas nesse trabalho estdo longe de serem condi¢des Otimas para a producdo
enzimatica. O substrato utilizado estava em sua forma mais bruta, sendo altamente
recalcitrante, dificultando assim a hidrélise e consequente liberacao de actcares aos fungos.
Como uma perspectiva futura, seria relevante utilizar substratos pré-tratados e otimizar as
condi¢des de cultivo como tempo, temperatura e pH utilizando uma metodologia de superficie
de resposta para mapear quais os parametros cruciais em cada caso (BRIJWANI; OBEROI;
VADLANI, 2010; KHURI; MUKHOPADHYAY, 2010). Reforcando que as condi¢des

utilizadas neste trabalho foram intencionais e propunham estudar o comportamento dos fungos
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em um ambiente similar ao solo ¢ com um minimo de custos adicionais do ponto de vista
industrial.

Por fim, fica claro ao longo de diversas se¢des deste trabalho que comparagdes diretas
com a literatura sdo um desafio em potencial. No melhor de meu conhecimento no momento
da escrita deste trabalho, ndo foram encontradas publicacdes investigando o efeito de diferentes
temperaturas ¢ pHs na atividade enzimatica de co-cultivos fungicos como aqui realizado.
Geralmente trabalhos semelhantes limitam-se a avaliar essas caracteristicas em monocultivos
e, como foi aqui demonstrado, os monocultivos ndo s3o uma previsdo direta e linear do
comportamento dos seus co-cultivos. Isso reforca novamente a importancia de trabalhos
prospectivos como este para melhorar o referencial informativo da area tanto das caracteristicas
de A. brasiliensis como de co-cultivos fingicos no geral. Apenas com mais informagdes sobre
co-cultivos e o efeito de diversos parametros na resposta enzimatica, serd possivel fazer um
desenho racional de aplicagdes reais dos co-cultivos na industria. Nesse sentido, as aplicagdes
Omicas (gendmica, transcriptomica, protedmica e metabolomica) serdo de fundamental
importancia em trabalhos futuros, por averiguar de forma mais detalhada as biomoléculas

produzidas pelos fungos nos co-cultivos.

Efeito do pH na atividade enzimatica dos co-cultivos

Foi averiguado o efeito do pH nas atividades de CMCase ¢ xilanase dos cultivos. O pH
do meio ¢ um fator de grande influéncia na atividade enzimatica e por esta razdo, diversas
reagdes enzimaticas sdo executadas em meio com uma solugdo tampdo que potencialize a
atividade da enzima. Neste trabalho foi testada a faixa de pH entre 3 e 10, com intervalos de
uma unidade entre eles.

A Figura 22 mostra a influéncia do pH nas atividades de CMCase. Um primeiro ponto
a ser destacado ¢ que ndo se observa 0 mesmo comportamento nestas atividades enzimaticas
como aquele encontrado no nono dia da Figura 19 (A). Isso ocorre pois nos testes representados
pela Figura 19 nao houve controle de pH, sendo este influenciado pela capacidade de cada
fungo ou conjunto de fungos em acidificar ou alcalinizar seu meio. Como neste trabalho ndo
foi medida a progressdo do pH no meio de cultivo, ndo € possivel saber em que faixa de pH as
amostras da Figura 19 se encontram.

Contudo, quando as condigdes de pH estdo controladas, o co-cultivo simultdneo (Oh)
entre A. brasiliensis e T. reesei RUT-C30 (AB + C30 Oh) apresentou os maiores valores totais

dentre os cultivos. O co-cultivo AB + C30 Oh apresentou maior desempenho na faixa mais
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acida de pH, algo ja esperado e bastante documentado sobre enzimas de fungos filamentosos

(KUHAD et al., 2016; SINGHANIA et al., 2017).
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Figura 22 — Efeito do pH na atividade CMCase de diferentes mono e co-cultivos de A. brasiliensis e T. reesei RUT-C30. AB
= A. brasiliensis, C30 =T. reesei RUT-C30, AB + C30 Oh = A. brasiliensis e T. reesei RUT-C30 inoculados simultaneamente,
AB + C30 24h = A. brasiliensis + T. reesei RUT-C30 com o ultimo sendo inoculado 24h apos o primeiro, AB + C30 48h = 4.
brasiliensis + T. reesei RUT-C30 com o tltimo sendo inoculado 48h apds o primeiro, C30 + AB 24h = T. reesei RUT-C30 +
A. brasiliensis com o Gltimo sendo inoculado 24h apds o primeiro, C30 + AB 48h = T. reesei RUT-C30 + A. brasiliensis com
o ultimo sendo inoculado 48h apds o primeiro. As barras de erros representam o desvio padrio entre trés replicatas biologicas.
Todos os experimentos apresentaram p < 0,05 (ANOVA).

A maior atividade desse cultivo foi atingida no pH 4, onde foi verificada atividade
CMCase de 0.74 Ul/mL, atividade essa 32% superior ao encontrado no monocultivo de 7.
reesei RUT-C30, fungo esse ja consagrado por sua atividade de CMCase. Em toda faixa de pH
acida, ou seja pHs 3, 4, 5 e 6, o co-cultivo AB + C30 Oh obteve atividades 25%, 32%, 25% e
33%, respectivamente, maiores do que o monocultivo de 7. reesei. Situacao diferente do que
foi encontrado na Figura 19 (sem controle de pH), onde as atividades do monocultivo de T.
reesei RUT-C30 e de seus co-cultivos com intervalos de 24 e 48h de inoculagdo antecipada em
relacdo a A. brasiliensis mostraram as maiores atividades dentre os cultivos e com valores
muito semelhantes entre si. Essa caracteristica onde o monocultivo de 7. reesei e seus co-
cultivos onde este fungo teve tempo adicional de crescimento de 24 e 48h resultarem em
atividades de CMCase parecidas se repetiu. O co-cultivo AB + C30 Oh pode ter apresentado
maiores atividades devido ao sinergismo entre celulases dos dois fungos. Como ja destacado
anteriormente, 7. reesei ¢ uma cepa conhecida por sua baixa producao de B-glicosidases
(RANA et al., 2014), enquanto A. brasiliensis mostrou-se um potencial produtor desta enzima.
O cultivo simultaneo destes dois fungos pode ter criado uma situagdo de complementariedade

enzimatica resultando no — possivel — sinergismo que aumentou a eficiéncia hidrolitica. O
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sinergismo entre as diversas atividades de celulases como endocelulases (CMCases),
celobiohidrolases e B-glicosidases ¢ crucial para a desconstrucao do polimero de celulose
(HENRISSAT et al., 1985; ZHANG; ZHANG, 2013). Logo, ¢ possivel que a B-glicosidase de
A. brasiliensis tenha aliviado a inibi¢do por produto causada pela celobiose em outras enzimas
celuloliticas (BISCHOF; RAMONI; SEIBOTH, 2016), aumentando assim a eficiéncia da
degradacao da CMC neste experimento.

Para todos os cultivos testados, a atividade enzimatica foi negativamente afetada por
pHs neutros ou alcalinos. Nenhum dos co-cultivos apresentou incrementos significantes de
atividade em relacdo aos seus monocultivos em pHs alcalinos. O resultado da Figura 22 ¢
positivo do ponto de vista industrial onde controla-se o pH do meio onde a reagdo enzimatica
esta ocorrendo. Nessas condigdes reacionais controladas, os co-cultivos simultaneos entre A.
brasiliensis e T. reesei RUT-C30 se posicionam como uma alternativa digna de otimizagao

dentro das peculiaridades de cada aplicacao industrial.

Sacarificacdo do bagaco de cana-de-acicar pelos extratos brutos dos co-cultivos fungicos

Foi realizado um experimento de sacarificagcdo para avaliar a capacidade dos extratos
brutos provenientes dos mono e co-cultivos de hidrolisarem a recalcitrante parede celular do
bagago de cana-de-actcar. Os experimentos ocorreram em intervalos de 4, 8, 12 ¢ 24h e os

resultados podem ser vistos na Figura 23.
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Figura 23 — Sacarificacdo do bagago de cana-de-agucar ndo pré-tratado por mono e co-cultivos de A. brasiliensis e T. reesei
RUT-C30. O eixo y mostra a absorbancia em 540 nm, uma medida indireta da quantidade de aglicares redutores liberados de
acordo com o método de Miller (1959). AB = A. brasiliensis, C30 = T. reesei RUT-C30, AC Oh = 4. brasiliensis e T. reesei
RUT-C30 inoculados simultaneamente, CA 24h = T. reesei RUT-C30 + A. brasiliensis com o ultimo sendo inoculado 24h
apos o primeiro, CA 48h = T. reesei RUT-C30 + A. brasiliensis com o ultimo sendo inoculado 48h apds o primeiro. As barras
de erros representam o desvio padrao entre trés replicatas bioldgicas. Todos os experimentos apresentaram p < 0,05 (ANOVA).
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Nas primeiras 8 horas de hidrdlise, todos os cultivos, com exce¢ao do monocultivo de
A. brasiliensis, apresentaram capacidade hidrolitica. Essa capacidade foi quantificada pela
deteccao do reagente de Miller na faixa de 540 nm pelo espectrofotometro, sendo esse um
indicador da presenca de acucares redutores no meio. Foram feitos controles para garantir que
os agucares redutores nao adivinham do extrato bruto ou estavam sendo liberados
espontaneamente pelo bagaco de cana-de-agucar. A incapacidade de A. brasiliensis em
hidrolisar o bagago de cana-de-agticar sob as condi¢des aqui apresentadas foi discutida na se¢ao
dedicada ao monocultivo desse fungo. Os cultivos de 7. reesei RUT-C30 inoculado 24 e 48h
antes de A. brasiliensis performaram melhor que o monocultivo de 7. reesei RUT-C30 até o
periodo de 8 horas. Estes cultivos obtiveram liberacao de agucares redutores 52% (para 24h) e
70% (para 48h) superiores as identificadas no monocultivo de 7. reesei.

Como comentado previamente, os co-cultivos possuem o potencial de criar uma
situacdo de sinergismo entre as atividades enzimaticas dos fungos participantes. Van Dyk e
Pletschke (2012) analisaram diversos estudos de sinergismo e concluiram que em substratos
mais recalcitrantes ou cristalinos (como o material lignocelulésico sem pré-tratamento aqui
utilizado), a influéncia de sinergismo ¢ mais importante, quando comparada a substratos mais
acessiveis e menos resistentes a hidrolise. Com esses resultados, uma hipotese onde estejam
ocorrendo complementariedades de atividades enzimaticas entre os fungos, criando uma
situagdo de sinergismo durante a hidrolise, ¢ fortalecida.

Como a hidrolise € realizada com extratos brutos enzimaticos, diversas atividades
enzimaticas estdo ali presentes. Além das celulases, outras enzimas como as xilanases podem
influenciar na hidrdlise total do material lignoceluldsico, atuando de forma sinérgica com as
celulases mesmo que tais enzimas atuem sobre polissacarideos distintos (BAJAJ; MAHAJAN,
2019). A degradagdo de porcdes hemiceluldsicas, como a xilana, permite maior acesso a
celulose por parte das celulases. E possivel, também, que os co-cultivos forcem a expressdo de
enzimas auxiliares, que modificam a estrutura da celulose sem hidrolisa-la, facilitando assim o
acesso € hidrolise para outras enzimas (KIM et al., 2014). Outros experimentos seriam
necessarios para confirmar tal hipotese.

Apos as primeiras 8 horas de cultivo, a deteccio de aglicares redutores comegou a cair,
algo que ndo era esperado. Nao foi possivel averiguar a fundo a razdo desse comportamento,
mas algumas hipoteses podem ser levantadas: primeiramente pode ter ocorrido algum tipo de
contaminag¢do dos tubos de hidrélise, seja pelo crescimento dos proprios fungos envolvidos,
seja pelo aparecimento de bactérias. Nao foi detectada nenhuma turbidez ou mal cheiro advindo

dos tubos de hidrdlise, ambos caracteristicas gerais de contaminagdo bacteriana. Apesar de
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ocorrer esterilizagdo dos instrumentos utilizados ¢ a filtragdo em membrana sintética de 0.22
um para remover cé€lulas dos extratos brutos contendo as enzimas, a possibilidade de
contaminag¢do ndo pode ser descartada.

Outra hipdtese para a queda na concentragdo de aglcares redutores a partir do periodo
de 8 horas pode ser dada pela ocorréncia de reacdes de transglicosilagdo. Tais reagdes ocorrem
quando, dada uma certa concentragdo de acucares como glicose e celobiose no meio, as
enzimas que geralmente hidrolisam ligagdes glicosidicas comecam realizar o oposto,
construindo sacarideos maiores ao invés de hidrolisa-los. Estas reagdes ndo necessariamente
sdo equivalentes idénticas a reagdo reversa da enzima e existem casos na literatura onde B-
glicosidases produziram o dissacarideo soforose via transglicosilagdo, por exemplo (VAHERI,
LEISOLA; KAUPPINEN, 1979). Na publicagdo de Vaheri, Leisola e Kauppinen, celulases de
T. reesei realizaram reagdes de transglicosilacdao. Todas as formulacdes aqui testadas possuiam
a presencga de 7. reesei, com exce¢ao do monocultivo de A. brasiliensis. Apesar de ndo terem
sido encontrados trabalhos sobre transglicosilacdo em A. brasiliensis, este fendmeno ja foi
reportado anteriormente ocorrendo com enzimas do fungo 4. niger, um parente proximo da
cepa utilizada neste trabalho (BOHLIN et al., 2013).

O mesmo fendmeno também ocorreu por ocasido de outro experimento de sacarificacao
realizada anteriormente em nosso laboratdrio, onde o mesmo padrao de aumento na detecg¢ao
de agticares redutores seguido de sua queda apos as primeiras 8 ou 12 horas. Nesta ocasido
anterior, os experimentos foram repetidos 3 vezes, inclusive com as duas ultimas repeticdes
ocorrendo na presenga de azida sodica, um importante inibidor de crescimento microbiano.
Mesmo assim, o padrdo na queda de detecgao de agucares redutores se manteve, o que reforca
a hipotese da transglicosilagao (SPERANDIO, 2018).

Nao foram realizados experimentos com os co-cultivos de A. brasiliensis inoculado 24
e 48h antes de 7. reesei RUT-C30. Isso ocorreu pois estes cultivos apresentaram baixa
concentracao de proteinas, € os tubos plasticos padronizados para a hidrélise ndo suportariam
o volume necessario para a carga enzimatica utilizada como padrao. Como perspectiva futura,
¢ possivel realizar a concentragao desses extratos brutos, seguida da quantifica¢do de proteinas
e depois alocacdo da carga proteica necessaria no experimento de hidrélise. Tal experimento
nao foi realizado por questdes de tempo de finalizacdo deste trabalho, mas poderdo ser feitos

em ocasido futura para publicacao dos artigos finais.
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Este efeito ja foi observado em celulases de 7. reesei (VAHERI; LEISOLA;
KAUPPINEN, 1979) e A. niger (BOHLIN et al., 2013), ambos fungos utilizados neste estudo.

No entanto, ndo foram realizados experimentos que corroborassem ou refutassem esta hipotese.

Gel de eletroforese SDS-PAGE

A fim de se estabelecer uma comparagao visual sobre o perfil proteico caracteristico de
cada formulacao de monocultivo e co-cultivo, foi realizado um gel de eletroforese tipo SDS-
PAGE. Essa técnica consiste em um gel desnaturante, que separa as proteinas de acordo com

seu tamanho. Os resultados do perfil proteico para os cultivos avaliados encontram-se na Figura

24.
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Figura 24 — Gel SDS-PAGE com os perfis proteicos dos monocultivo e co-cultivos entre A. brasiliensis e T. reesei RUT-C30.
Na primeira coluna encontra-se o marcador, com padrdes definidos em kDa. AB = 4. brasiliensis, C30 = T. reesei RUT-C30,
AB + C30 Oh = A. brasiliensis e T. reesei RUT-C30 inoculados simultaneamente, AB + C30 24h = A. brasiliensis + T. reesei
RUT-C30 com o ultimo sendo inoculado 24h ap6s o primeiro, AB + C30 48h = A. brasiliensis + T. reesei RUT-C30 com o
ultimo sendo inoculado 48h apods o primeiro, C30 + AB 24h = T. reesei RUT-C30 + A. brasiliensis com o ultimo sendo
inoculado 24h apos o primeiro, C30 + AB 48h = T. reesei RUT-C30 + A. brasiliensis com o ultimo sendo inoculado 48h apds
o primeiro. As setas vermelhas destacam uma banda de 35 kDa caracteristica de A. brasiliensis que esta presente nos co-
cultivos de AB + C30 24h e 48h, mas ndo visivel em outras combinagdes.

Fica evidente pela Figura 24 que todos os cultivos que envolvem o fungo 7. reesei RUT-
C30 apresentam, visualmente, um perfil proteico semelhante ao encontrado no monocultivo
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deste fungo. Algumas faixas encontradas no monocultivo de 7. reesei RUT-C30 (entre 35 e
25 kDa) nao sao facilmente identificadas nos co-cultivos simultaneos e naqueles onde ocorre
inoculacdo anterior por 24 ou 48h de A. brasiliensis. Pode-se ainda ressaltar que existe uma
banda de aproximadamente 35 kDa presente no monocultivo de 4. brasiliensis que também ¢
encontrada nos cultivos onde A. brasiliensis ¢ inoculado com 24 e 48h de antecedéncia em
relacdo ao 7. reesei RUT-C30 (Figura 24, setas vemerlhas), mas a mesma faixa nao ¢
encontrada no co-cultivo simultdneo e nem nos co-cultivos onde 7. reesei RUT-C30 ¢
inoculado com qualquer antecedéncia.

Os resultados obtidos por este experimento servem para demonstrar o efeito que cada
fungo possui na composic¢io proteica de um extrato bruto quando em regime de co-cultivo. E
marcante a forma como os co-cultivos se assemelham ao monocultivo de 7. reesei RUT-C30,
no entanto, diferentes tempos de inoculagdo antecipada para cada fungo resultaram em perfis
com algumas diferencas visiveis.

Uma perspectiva futura para este experimento € a identificacdo, via espectrometria de
massas, das proteinas presentes em bandas de interesse no gel. Entender quais proteinas estao
presentes em cada banda e sua presenca ou auséncia em determinados cultivos pode ajudar a
compreensdo sobre como se dao as relagdes fungicas em regime de co-cultivo dentro dos

parametros aqui estabelecidos.

Perspectivas futuras e Conclusao

Neste trabalho foram realizadas as curvas de indu¢do enzimatica, que demonstraram o
desenvolvimento das atividades enzimaticas ao longo de nove dias em regimes de mono e co-
cultivo, bem como o efeito de diferentes tempos de inoculacdo nessas mesmas atividades.
Também foi realizada analise dos efeitos da temperatura sobre as sete atividades enzimaticas
estudadas e a caracterizagdo quanto ao efeito do pH na atividade CMCase.

Para que fosse possivel avaliar o impacto dos co-cultivos foi preciso primeiro
caracterizar os monocultivos. Ao realizar tal tarefa, este trabalho contribuiu para a
caracterizacdo de um fungo muito pouco estudado: A. brasiliensis. Fungo este isolado
diretamente de amostras de solo do Cerrado brasileiro e que mostrou potencial para producao
de diversas enzimas de valor industrial, como a B-xilosidase e a -galactosidase.

Também foi avaliado o efeito que intervalos de inoculagdo entre os fungos causariam
no cultivo. Foi percebido que diferentes tempos de inoculagdo nos co-cultivos produziram
perfis totalmente diversos, mostrando a importancia de averiguar-se esse parametro ao

desenhar experimentos de co-cultivo. Os diferentes padroes de produgdo enzimatica
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provavelmente devem-se a influéncia que cada fungo emana para o meio de cultivo, seja na
forma de mudangas de pH, na secre¢ao de moléculas inibidoras e até mesmo na alteracao de
sua expressdo génica.

Foi demonstrado que os co-cultivos tem o potencial de aumentar atividades enzimaticas
nos extratos brutos de fungos filamentosos, sendo assim uma tecnologia vantajosa e de facil
implementagdo na industria de producao enzimatica. Apenas como exemplo, pode-se destacar
o desempenho 32% superior dos co-cultivos simultaneos entre A. brasiliensis e T. reesei RUT-
C30 em relagdo ao monocultivo do tltimo fungo na atividade de CMCase em pH 4. Também
pode-se revisitar o desempenho dos co-cultivos simultaneos entre A. brasiliensis e T. reesei
RUT-C30 com intervalos de 24 e 48h de inoculagdo, que liberaram de 50 a 70% mais agticares
redutores durante a sacarificagdo do bagaco de cana-de-agucar. O trabalho demonstrou a
eficiéncia dos co-cultivos no desempenho de certas atividades enzimaticas, mas também
mostrou que para outros casos, a pratica de co-cultivos pode ndo ser vantajosa e até diminuir
certas atividades enzimaticas, sendo que cada formulacao de cultivo deve ser testada e pensada
para uma aplicagao especifica.

Ao longo de todos os experimentos aqui realizados, fica claro um determinado padrao
quando se trabalha com co-cultivos: ndo existe padrdo. Os experimentos de co-cultivos
fingicos sdo altamente imprevisiveis no sentido que ainda ndo existe informagao suficiente na
literatura para entender como os fungos irdo interagir sob as condi¢des de cultivo. Logo, ¢é
desafiador prever como a interacao afetara o desempenho da meta desejada, seja a producao de
uma enzima ou um metabolito especifico.

O desenvolvimento de novos estudos que avaliem os co-cultivos sob a lente das anélises
Oomicas sera fundamental para que este campo de estudo deixar de ser executado por vias de
“tentativa e erro” e possa ter um desenho racional e maior previsibilidade de seus resultados.
Essa situagdo foi discutida em publicagdo anterior (SPERANDIO; FILHO, 2019), onde
conclui-se que além das andlises Omicas, a literatura também € carente de trabalhos como este,
que averiguem o efeito de diferentes fatores como temperatura e pH nos co-cultivos. Além
disso, os perfis enzimaticos em co-cultivos sdo altamente variaveis na literatura. Seja por
variagdes nas condicdes de cultivo ou variagdes na forma de calcular e reportar atividades
enzimaticas, ¢ sempre um desafio fazer paralelos seguros entre publicagdes. Ambas as
situagdes contribuem para uma grande barreira ao tentar comparar resultados obtidos neste
trabalho com publicacdes anteriores.

Com isso, conclui-se que o presente trabalho, baseado nos resultados obtidos e

publicados até agora, ¢ de importante contribui¢do para o campo de co-cultivos fingicos por
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abordar parametros de caracterizagdo enzimatica que ainda sdo escassos na literatura

internacional e por utilizar um fungo pouco caracterizado como A. brasiliensis.
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Abstract

Biorefineries are cone facilities for implementing a sustainable circular biceconomy. These facilities rely on microbial enzymesto
hypdrolyze gnocel lilosic substrates into fermentable sugars Pungal co-cultwres mimic e process of natural bisdegradation and
have boon shown o incresse certain enzyme activities. Trichoderma resval and iE many motant strains are major cellulase
prosdecers and are heavily utilized as a source of carbohydrate-active ensymes. Several reports have demonstrated tat T reesal
oo-cultures present higher ensyme activities compared with its monocultures, especially in the contextof B-glucosidase activity.
The perfiormance of T neesed during co-culturing has boon assessed with several fungal partners, including Aspergilbe: niger, one
of e maost nec wment parmers. Various aspocts of co-cultivation stil] need furter investi gation, especially regardng the molecular
interactions between fungi in controlled environments and the optimization of the resulting enzyme cocktaik. Since plenty of
genetic and physiological data on T reesed (5 available, the species is an oustanding candida®e for futune co-culiume investiga-
tions Co-cultures are &ill a developing field for industrial enzyme production, and many aspects of the technigue need further

improvement before real applications.

Key points

+ T reesed co-cultures are an alfernatve for producing BgpnocelBdodede engymes.
+ Several reporly sugpest an increese in certaln engyme aotivities in co-cultures.
+ More in-dapth investipations of co-cilberes ane nee avgary for advancing this feld

Keywords Co-culture - Trichafemms reesed - Lignocelulese - Lignooe Tulolytic enzymes

Introduction

As awareness of environmental problems caused by the linear
fossil-based economy grows, society is slowly moving to-
wards a more circular biceconomy. Lignocellulosic
biore fineries are core facilities for this new maodel, wtilizing
lignoeellulosic mesidues to produce new hiotechnolegical
products in a sustainable manner (Silva et al. 2017)
Biorefinerics mely on enzymes to decompose plant residues
into fermentable sugars. Such enzymes generally come fiom
microbial sources, such as bacteria and fungi (Adrio and
Demain 2014). The fungus Trichodermae ressel is a major

=l BEdivaldo Ximenes Fesreim Filho
eximenes @& mnb br

! Lahomiory of Enzymalogy, Department of Cellolr Biokogy,
Univess ity o f Brasilia, Brasilia, Brazil

workhomse in the carbolydrate-active enzyme industry. The
industrial strain T reesel RUT-C30 is uiilized for its outstand-
ing production of cellulases, sometimes yie kding approsdmaie-
Iy lMgL_'nfpmtdninMclim{Eisdmfual
2016).

Cellulases ane a generic denpminstion forenzymes spocial-
ized indeconstructing cellulose, the major component of plant
cell walls, and thus, the major component of lignooe lulssic
foodsincks (LOFs). These lignocellulosic materiak are the
most anitable substitues for fossil fuels because of their ver-
satility amnd sustainability. A great challenge in the new
bigocomomy is the conversion of lignoce Iulosic biomas into
fermentable sugars, which in tum can be converied into
biofuek and other bioproducts. This objective iz, however,
oiffen hindered by the cost of the enzymes.

Mot even T reesed and i many mutant strains ane perfoct
cellulose degraders. Ttis well known that the production of B-
glucosidase, the enzyme responsible for hydmlyzing
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enryme
mecessity for more detalled stodies, especially regarding the molecular interactions between participant fung,
article.

are stressed in the:

1. Introduction

The warlds
sive amounts of energy, ineh.midgmmhlumpply:hhhyk Nut
only that, but the carrent conjuncture of our society can rely no more
cnly oa nem.renewsble and high pollutant scurces of energy. The es.
tblishment of a new circalar economic model is highly necessary o
reduce our overall footprint on the planst, sspecially in the light of
rising anthropogenic climate change (Lgoori and Farace, J016)

aforementioned into bioenergy, and chemicals of potential industrial

significance (Brethauer and Studer, 2015 Kamm and Kamm, 2004).
The biorefinery relies on different strategies to deconstruct the re-

ulumtphnlmuwuar&ehmmngunlum mxgmh and its main

(cellulase, and lignin) in
m&ed&mmmuumemﬂqanmddwuﬂxhn
fungi (Gupen e al.,
HIE) nmr.ampuwn (either natural or enginsered) can
hardly harbar the whale variety of enzymes needed far the total de-

Therefore, the e of ‘energy is a major
scientific-industrial challenge and social demand.

In this comtext, the use of lignocellulosic biomass 25 a raw matesial
0 be used in hiorefinesies for the production of binenergy, chemicals,
and enrymes has gained streagth in recent years (Liguori and Faraco,
2016). Ligmocelhulosic feedstocks may come from a broad ramge of
tﬁumm:mhumnd.nwmmmmmm

cobs, wheat bran and straw, Fruit peel: even from offis
paper waste and newspapers (Ferrica et al, 2(.5: Gt = al,
2015).

The biarefinery (mere specifically the sugar platform biorefinery or
lignocellulosic feedstock biorefinery) is defined as a facility that is
capable of converting lignocelldosic materials such as those

af cell wall As an example, strains of Tri
choderma genus (one of the dominant genus used in industrial exzyme
production) are relatively low in f-glacosidase activity (Okeke, 201 4)
and most ascomycetes lack the ability to deconstruct and metabalize
Egmin (Ferreira et al, 2016), being the white-rot basidiomycetes more:
suitable arganisms for the latter task (Higuchi, 2004; Maciel et al,
2010}

To overcome this issae, some research bas been done in the fidd
that will be referred to here as “co-cultare.” The basic idea is to ose two
or more distinet microorganisms in the same culture @0 obtain 2 sy-
mergistic (ar at beast an additive) effect that will influence the outcome.
The desired goal can be an improvement in the deconstruction of the
plant cell wall, a more diverse and efficient enxymatic cocktail or even
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state fermentation
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