UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA — CAMPUS DE CASCAVEL
CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS E FARMACEUTICAS - CCMF
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS - PCF

Trichoderma koningiopsis 2012A1M: PRODUCAO DE ENZIMAS DO COMPLEXO
HEMICELULOLITICO E APLICACAO NA SACARIFICACAO DO BAGACO DE
CEVADA

CAROLINE MARLENE DA CRUZ KERBER

CASCAVEL
2020



CAROLINE MARLENE DA CRUZ KERBER

Trichoderma koningiopsis 2012A1M: PRODUCAO DE ENZIMAS DO COMPLEXO
HEMICELULOLITICO E APLICACAO NA SACARIFICACAO DO BAGACO DE
CEVADA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacao Stricto Sensu em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Estadual
do Oeste do Parana, campus de Cascavel,
em cumprimento parcial aos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas na linha de
pesquisa Prospeccéo de Microrganismos e
Substancias Bioativas em Aplicagdes
Biotecnoldgicas e em Saude.

Orientadora; Profa. Dra. Marina Kimiko Kadowaki

CASCAVEL
2020



Ficha de identificacdo da obra elaborada através do Formulério de Geracéo
Automatica do Sistema de Bibliotecas da Unioeste.

Kerber, Caroline Marlene da Cruz

Trichoderma koningiopsis 20I2A1M: produgdc de enzimas do
complexo hemicelulolitico e aplicac¢do na sacarificacdo do
bagago de cevada / Caroline Marlene da Cruz Kerber;
orientador(a), Marina Kimiko Kadowaki, 2020.

59 f.

Dissertagdo (mestrado), Universidade Estadual do Oeste
do Parana, Campus de Cascavel, Centro de Ciéncias Médicas
e Farmacéuticas, Programa de P&s-Graduacdoc em Cié&ncias
Farmacéuticas, 2020.

1. Endo-xilanase. 2. Screening enzimatico. 3. Conversio
de biomassa. 4. Ac¢lcares fermentaveis. I. Kadowaki, Marina
Kimiko. II. Titulo.




Caroline Marlene da Cruz Kerber

Trichoderma koningiopsis 2012A1M: PROQUGAO DE ENZIMAS DO
COMPLEXO HEMICELULOLITICO E APLICACAO NA SACARIFICACAO DO
BAGACO DE CEVADA

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pés-Graduagao stricto sensu em
Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Estadual do QOeste do
Parana como pré-requisito para
obtencdo do fitulo de Mestra em
Ciéncias Farmacéuticas. Area de
concentragao: Prospecgao de
Microrganismos e Substéancias
Bioativas em Aplicagdes
Biotecnolégicas e em Satde.

Orientadora: Prof2. Dr®. Marina Kimiko
Kadowaki

BANCA EXAMINADORA:

~bua K adorh,
" Pfofe. Dr. Marina Kimiko Kadowaki
Universidade Estadual do QOeste do
Parana- UNIOESTE
Orientadora

Dr. Paulo Ricardo Heinen
Centro Universitario da Fundacédo Assis
Gurgaz - FAG

Prof. Dr. Alexandre Maller
Universidade Estadual do QOeste do
Parang- UNICESTE

Cascavel - PR
2020



BIOGRAFIA RESUMIDA

Caroline Marlene da Cruz Kerber, natural de Marechal Candido Rondon (Parand),
nascida em 12 de julho de 1991, possui graduacdo em Tecnologia em Estética e
Cosmeética pela Universidade Paranaense, campus de Toledo (2012) e graduagédo em
Farmacia pela Universidade Estadual do Oeste do Parana, campus de Cascavel
(2017). Atualmente atua como Farmacéutica Responsavel Técnica da Farmacia
Bésica do Municipio de Nova Santa Rosa (Parand). Além disso, € discente do
Programa de POs-Graduacado Stricto Sensu em Ciéncias Farmacéuticas na linha de
pesquisa intitulada Prospeccdo de Microrganismos e Substancias Bioativas com
AplicacBes Biotecnoldgicas e em Saude, sob orientacdo da professora Dra. Marina

Kimiko Kadowaki.



“O periodo de maior ganho de conhecimento e experiéncia € o periodo de maior
dificuldade na vida de cada um.”

Dalai Lama



Dedico a pequena Helena.



AGRADECIMENTOS

Aos meus amados pais, Maria de Fatima Campos da Cruz e Antonio Donizeti
da Cruz, por serem meu porto seguro, onde sempre encontrei aconchego e carinho
nos momentos dificeis. Vocés, que sempre me incentivaram em todas as escolhas da

vida académica e profissional, minha eterna gratidao.

Ao meu marido, Rafael Luiz Kerber, pelo incentivo, paciéncia e apoio durante

todo o processo.

A minha admirada orientadora, professora Dra. Marina Kimiko Kadowaki, pela
confianca depositada em mim nesses anos de iniciacdo cientifica e pds-graduacao.
Sua dedicacdo ao exercer as funcbes de professora, pesquisadora e orientadora

inspiram-nos a buscar o conhecimento e o crescimento profissional.

A minha sincera amiga Leticia Rasbold, por ndo ter medido esforcos em me
ajudar em todos os momentos que precisei, seu ombro amigo foi fundamental durante
todo o processo, além de alegrar os meus finais de semana no laboratério. Sua

parceria foi essencial.

Aos docentes e demais colegas do Laboratério de Bioquimica de
Microrganismos da Universidade Estadual do Oeste do Parana, por todo
conhecimento transmitido, pelas contribuicbes tedricas e préaticas ao longo do

trabalho, assim como pela amizade compartilhada nos momentos de lazer.

Aos docentes do Programa de Pdés-Graduacdo Stricto Sensu em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Estadual do Oeste do Parana.

A CAPES e 4 FUNDACAO ARAUCARIA pela concesséo da bolsa.

Registro aqui minha gratiddo a todos que direta ou indiretamente contribuiram

para que a conclusao deste trabalho se tornasse possivel.

Muito obrigada!



Trichoderma koningiopsis 2012A1M: PRODUCAO DE ENZIMAS DO COMPLEXO
HEMICELULOLITICO E APLICACAO NA SACARIFICACAO DO BAGACO DE
CEVADA

RESUMO

Fungos filamentosos sdo excelentes fontes de enzimas industriais, em razdo da
elevada capacidade de producdo e secrecdo dessas para o meio extracelular.
Xilanases, celulases, pectinases, amilases e invertases sdo exemplos de hidrolases,
as quais possuem ampla aplicacéo nos diferentes setores industriais. Diversas séo as
utilizacdes dessas enzimas, merecendo destaque as industrias alimenticia e de
bebidas, de racdo animal, téxtil e de polpa e papel. Além disso, é crescente o interesse
pela utilizacdo de residuos agricolas como matéria-prima na producao de bioetanol.
Os fungos do género Trichoderma sédo bem conhecidos e explorados por produzirem
multiplas enzimas para a degradacdo de polissacarideos, como a celulose e a
hemicelulose. A espécie Trichoderma koningiopsis é relatada como cosmopolita,
porém, ainda é pouco explorada no campo biotecnoldgico. Dessa forma, este estudo
teve como objetivo principal, investigar a habilidade do fungo T. koningiopsis
20I12A1M, previamente isolado do Bioma da Mata Atlantica do Parana, em produzir
enzimas que atuem na despolimerizacdo da biomassa lignoceluldsica encontrada em
subprodutos agroindustriais, visando uma aplicacdo dessas enzimas na sacarificacdo
do bagaco de cevada. Ao avaliar-se a producdo xilanasica pelo fungo T. koningiopsis
20I12A1M, utilizando diferentes residuos agroindustriais, verificou-se que o bagaco de
cevada exibiu maior atividade enzimatica (83,91 U mL™1). Adicionalmente, verificou-se
que o papel kraft é capaz de induzir a producéo de xilanase (51,93 U mL). Dentre as
B-xilosidases e [B-glicosidases extracelulares, o0 sorgo biomassa e a
carboximetilcelulose foram os melhores indutores com 22,63 e 36,40 U mL?,
respectivamente. A xilanase do extrato bruto de T. koningiopsis 2012A1M exibiu pH e
temperatura de maxima atividade em 5,0 e 60 °C, respectivamente. A atividade
xilanasica manteve-se totalmente preservada por 6 dias de incubacgéo a 4 °C, na faixa
de pH 3,5-7,0, porém, a sua atividade foi afetada quando incubada por mais de 60 min
em temperaturas superiores a 40 °C. Para a producdo de agucares fermentaveis a
partir da sacarificacdo enzimatica do bagaco de cevada, a condi¢cao in natura foi a
melhor resposta para obtencéo de glicose (5,9%), acUcares redutores totais (13,3%)
e xilose (2,6%) apods 48 h de hidrélise enzimatica. A analise comparativa da estrutura
morfologica do bagaco de cevada por microscopia eletrénica de varredura demonstrou
gue a acado conjunta das enzimas de T. koningiopsis 20I12A1M nao necessita de
modificacdes estruturais no bagaco de cevada para eficAcia no processo de
sacarificacdo, portanto, sendo dispensavel os pré-tratamentos quimico ou fisico do
substrato. Diante do exposto, o fungo T. koningiopsis 2012A1M apresenta potencial
em produzir enzimas que atuam na despolimeriza¢do da biomassa lignocelulésica e
0 bagaco de cevada torna-se uma alternativa sustentavel para producéo de acgucares
fermentéveis, com foco primordial na produg&o de combustiveis de segunda geracao,
como o bioetanol.

PALAVRAS-CHAVE: acucares fermentaveis; B-glicosidase; converséao de biomassa;
endo-xilanase; pré-tratamento; screening enzimatico.
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Trichoderma koningiopsis 2012A1M: ENZYME PRODUCTION OF THE
COMPLEX HEMICELLULOLYTIC AND APPLICATION IN THE
SACCHARIFICATION OF BARLEY BAGASSE

ABSTRACT

Filamentous fungi are excellent sources of industrial enzymes because of their high
production and secretion capacity to the extracellular environment. Xylanases,
cellulases, pectinases, amylases and invertases are examples of hydrolases, which
have wide application in different industrial sectors. There are several uses of these
enzymes, notably the food and beverage, animal feed, textile and pulp and paper
industries. In addition, there is growing interest in the use of agricultural waste as a
raw material in the production of bioethanol. Trichoderma fungi are well known and
exploited for producing multiple enzymes for polysaccharide degradation, such as
cellulose and hemicellulose. The Trichoderma koningiopsis species is reported as
cosmopolitan but is still little explored in the biotechnological field. Thus, this study
aimed to investigate the ability of T. koningiopsis 2012A1M fungus, previously isolated
from the Parand Atlantic Forest Biome, to produce enzymes that act on the
depolymerization of lignocellulosic biomass found in agroindustrial byproducts, aiming
at an application of these enzymes in saccharification of barley bagasse. The
production of xylanase by T. koningiopsis 20I2A1M fungus using different
agroindustrial residues showed that barley bagasse provided higher enzymatic activity
(83.91 U mLY). Additionally, it has been found that kraft paper is capable of inducing
xylanase production (51.93 U mL). Among the extracellular B-xylosidases and B-
glucosidases, sorghum biomass and carboxymethylcellulose were the best inducer
with 22.63 and 36.40 U mL*, respectively. The crude extract xylanase of T.
koningiopsis 2012A1M exhibited maximum activity pH and temperature at 5.0 and 60
°C, respectively. The xylanase activity remained totally preserved for 6 days of
incubation at 4 °C, in the pH range 3.5-7.0, however, its activity was affected when
incubated for more than 60 min at temperatures above 40 °C. The production of
fermentable sugars from the enzymatic saccharification of barley bagasse, the in
natura condition, yielded a higher concentration of glucose (5.9%), total reducing
sugars (13.3%), and xylose (2.6%) after 48 h. The comparative analysis of the
morphological structure of the barley bagasse by scanning electron microscopy
demonstrated that the simultaneous action of T. koningiopsis 20I12A1M enzymes does
not require previous structural modifications in the barley bagasse for effectiveness in
the saccharification process. Thus, the fungus T. koningiopsis 20I12A1M has potential
to produce enzymes that act on the depolymerization of lignocellulosic biomass and
barley bagasse is an attractive candidate for a sustainable alternative for the
production of fermentable sugars, a primary focus in the production of second-
generation fuels such as bioethanol.

KEYWORDS: fermentable sugars; B-glucosidase; biomass conversion; endo-
xylanase; pretreatment; enzymatic screening.

vii



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ...ttt ettt ee e et s ae s aaeans 1
2. OBUIETIVOS. ..ot e e e e e 2
P R @ o[ 11/ T o =T - | PSS 2
2.2 ODjJetivOS €SPECITICOS. ...uuuuiiiii i e e e e e e ea e 2
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA.......ooeeeeeee ettt 2
3.1 Trichoderma KONINGIOPSIS ........uuuiiiiiiiiiiiiie et e e 2
3.2 Parede celular VEgetal.............oooriiiiiiiiie e 4
3.3 Hemicelulose e 0 sistema XilanOltiCO. ........uuuuriiiiiiiiiiieee e 6
3.4 Enzimas hidroliticas € suas apliCagles .........cccoururiiiiieiiiiiiiiee e 8
3.5 BAgAGCO 0 COVAUA. ......cci ittt e e e e e e e e e e e e e e 10
3.6 Sacarificacdo enzimatica e producédo de bioetanol.............ccceevvevevviiiiiiiiciieeee e, 11
4, MATERIAL E METODOS........c.ootiiteeieeeeete sttt ete e teste et nestesaesaesnannaae e 12
4.1 Isolamento e identificagdo dO MICIrOrganiSMO.........cuuviiiieeeerrreeee e 12
4.2 ManuteNGE0 dO fUNGO......ccoiiiii i e e 13
4.3 CondicGes de cultivo e obtencdo do extrato bruto extracelular............................. 13
4.4 Determinacédo da atividade enzimatica e quantificacdo de proteinas.................... 13
4.5 SCreening ENZIMALICO. .......oiitiiiiee et e e e e e e e e e nnbe e e eeeaens 14
4.5.1 Determinacgdo da atividade enzimética através da reagdo com DNS................ 14
4.5.2 Determinagao da atividade de B-glicosidase, B-xilosidase e quitinase............. 14
4.5.3 Determinacao da atividade de protease.........cccceevieieeeeeiiieiiieeeeee e 15
4.6 Caracterizacéo bioguimica da xilanase do extrato bruto extracelular................... 15
4.6.1 Efeito da temMPEratUra..........uuueeeieiiiiiiiiiaeeeeii et e e e e e e 15
4.6.2 Efelto dO PH....cooiiiiieeecee e s 15
4.7 Influéncia de fontes de carbono celuldsicas na producéo de enzimas do complexo
NEMICEIUIOIITICO. ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 15
4.8 Sacarificagdo do bagago de cevada...........cuueeeiiiiiiiiiiiiiii 16

4.9 Andlise morfolégica do bagaco de cevada por MEV apos hidrolise

ENZIMALICA. .....ee e e ettt e e e e e e e e e s ettt e et er et aaeaeaeeeeee e s e nnnnnnnerereeeeees 16
4.10 Purificagao parcial da xilanase de T. koningiopsis 2012A1M.........ccccccccvvveeeenn. 17
4.11 Andlise dos produtos de degradacéo do xilano pela xilanase por cromatografia

em camada delgada (CCD).......c.uuiiiiiiiiie e e et aaaeans 17
5. RESULTADOS E DISCUSSAO........ciiuiiieiiteitecteeiee et seae e aaesaaneane s 18

viii



5.1 Identificacdo taxonémica do fungo T. koningiopsis 20I2A1M e &rvore

1100 =T 1= 1 o= T SRUPPPPOPRRR 18
5.2 SCreening ENZIMALICO......ccccieieeeieei e e e e e et a e e e e eaaaeaaees 18
5.3 Caracterizacao bioquimica da xilanase do extrato bruto extracelular................... 23

5.4 Influéncia de fontes de carbono celuldsicas na producgéo de enzimas do complexo
celulolitico @ XIlAaNOITICO..........ccvieieeie e e e e 25
5.5 Sacarificacdo do bagaco de cevada...............coevvviiiviiiiiiii i 28

5.6 Analise morfolégica do bagaco de cevada por MEV apos hidrélise enzimética....30

5.7 Purificacao parcial da xilanase extracelular de T. koningiopsis 20I12A1M............. 32
5.8 Andlise dos produtos de degradacao do xilano por CCD...........ccccceeciiiiiiiieeeeeneenn, 34
B. CONCLUSOES......coiuiiiitiieieieieteieieee ettt ettt s 36
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t 37



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Screening de enzimas produzidas por T. koningiopsis 20I2A1M sob
fermentacao submMersa a28 ®C........oovvveeiiiiicee e 21
Tabela 2 Atividade especifica de diferentes amostras obtidas de cultivos de T.
koningiopsis 2012A1M sob fermentagéo submersaa 28 °C...........oevvveiiiiiiiiiiiinininnnnnns 22
Tabela 3 Influéncia das fontes de carbono na inducdo de enzimas do complexo
xilanolitico e celulolitico pelo T. koningiopsis 2012A1M em cultivo liquido.................. 27
Tabela 4 Efeito de diferentes pré-tratamentos na producao de acUcares fermentaveis
a partir da sacarificacdo enzimatica do bagacgo de cevada............cccceevriiviiieeeeennnnnnn. 29
Tabela 5 Sumaério das etapas de purificacdo parcial da xilanase de T. koningiopsis
12 @ 1 N Y PP 33



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Representacéo da parede celular vegetal............cccceeveiiiiiiieeiiiiiieccen, 4
Figura 2 Representacdo esquematica dos elementos estruturais da pectina................ 5
Figura 3 Representacédo da molécula de celulose e celulose cristalina....................... 6
Figura 4 Estrutura esquematica da hemiceluloSe.............ooouiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 7

Figura 5 Estrutura do xilano e das enzimas xilanoliticas envolvidas na sua
(0 [=To] =T F=Tox= Lo 1SS 7
Figura 6 Representacdo esquematica da degradacdo de hemicelulose por
B-xilosidases que liberam xilose a partir de XiloDIOSE...........cccuvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 8

Figura 7 Arvore filogenética construida a partir de sequéncia das regides ITS1, 5,8S e

ITS2 dO T. KONINQIOPSIS. ... iiieeeeeeie ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e e ae et eeeeeaeeeeeeennnnes 18
Figura 8 Influéncia do pH e temperatura sobre a atividade da enzima xilanase do
extrato bruto de T. KoniNgiopsiS 20I12ALM.......coiiiiiiiiiiiiiii e 23
Figura 9 Estabilidade térmica da enzima xilanase do extrato bruto de T. koningiopsis
12 @ 12 N Y PSSR 24
Figura 10 Estabilidade ao pH da enzima xilanase do extrato bruto de T. koningiopsis
124 1 2 Nt Y 24
Figura 11 Microscopia MEV do bagaco de cevada in natura e apds tratamento com
extrato enzimatico de T. koningiopsis 2012A1M.......ccccooeiiiiiiiiiiieeeeeeee e 31
Figura 12 Perfil cromatografico da xilanase de T. koningiopsis 20I12A1M em CM-
SEPNAUEX ...ttt et a e e e e e e e e e e 33
Figura 13 Analise dos produtos de hidrolise do xilano pela xilanase de T. koningiopsis
12 @ 1 N Y SO SEPR S 34

Xi



1. INTRODUCAO

Os fungos filamentosos s&o microrganismos comercialmente explorados, por
apresentarem uma ampla capacidade em produzir e secretar enzimas para 0 meio
extracelular, utilizando diferentes fontes de carbono, como os residuos agroindustriais,
0S quais se mostram acessiveis e economicamente vantajosos. Esses residuos séo
fontes interessantes de biomassa lignocelulésica, constituidos principalmente de trés

polimeros, a celulose, a hemicelulose e a lignina.

O principal componente da hemicelulose é o xilano, sendo as endo-B-xilanases
as enzimas responsaveis por degradar sua cadeia principal, liberando moléculas
menores, denominadas xilo-oligossacarideos. Esses, por sua vez, sdo hidrolisados
em D-xilose pelas B-xilosidases. As xilanases tém sido amplamente estudadas ao

longo dos anos, em razdo das suas diversas aplicacdes industriais.

Dentre essas aplicacdes, podem ser citadas o biobranqueamento da polpa
celulésica, a clarificacdo de sucos e vinhos, no biopolimento e na bioestonagem do
jeans, na melhoria da qualidade de paes, na inddstria de ragdo animal, na
sacarificacdo de biomassa lignoceluldsica, na producdo de bioetanol e entre tantas

outras aplicagdes.

A cevada (Hordeum vulgare, L.) é o quarto cereal produzido em maior
quantidade no mundo, depois do trigo, arroz e milho. Seu principal uso € na industria
cervejeira e na alimentacdo animal. No Brasil, a regido sul concentra a maior producéo
de cevada, superando 400 mil toneladas anualmente. O bagaco de cevada é um
subproduto da fabricacdo de cervejas, em que um grande volume é gerado apés o
processo, sendo importante aproveitar esse residuo como fonte alternativa de

matéria-prima para produtos biotecnologicos ou producao de energia.

Fungos do género Trichoderma sdo bem conhecidos por produzirem diversas
enzimas para a degradacéo de polissacarideos. S&o diversos estudos sobre a sua
utilizagdo como agentes de biocontrole de fitopatégenos. Entretanto, a espécie
Trichoderma koningiopsis, um fungo cosmopolita, ainda foi pouco explorado no campo
biotecnolégico e carece de informacdes sobre o seu potencial na producdo de

enzimas de interesse industrial.

Dentro desse contexto, essa proposta foi fundamentada no estudo de
prospeccdo de enzimas hidroliticas de T. koningiopsis, um fungo filamentoso

proveniente da Mata Atlantica do Oeste do Parana, com escassez de conhecimento
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sobre o seu potencial biotecnolégico. Além disso, foi avaliado também a utilizacdo de
subprodutos agricolas como componente do meio de cultura do fungo, bem como a
hidrélise enzimética do bagaco de cevada para producédo de aclUcares fermentaveis,
buscando assim, uma ampliacdo do conhecimento sobre as propriedades cataliticas

das enzimas produzidas por essa espécie fungica.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste estudo foi investigar o potencial do fungo Trichoderma
koningiopsis 20I12A1M isolado do Bioma da Mata Atlantica em produzir enzimas
hidroliticas, visando a aplicacao dessas na sacarificacdo do bagaco de cevada.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a producdo de amilase, avicelase, CMCase, FPase, invertase,
pectinase, poligalacturonase, protease, xilanase, B-glicosidade, B-xilosidase e
quitinase em cultivos submersos, com diferentes fontes de carbono;

e Verificar a producdo de enzimas do complexo hemicelulolitico utilizando
residuos agroindustriais como fonte de carbono;

e Determinar as caracteristicas bioquimicas aparentes da xilanase proveniente
do extrato bruto enzimético, tais como a temperatura e o pH de maxima
atividade, estabilidade a temperatura e ao pH;

e Purificar a xilanase através de cromatografia de troca ionica;

e Analisar os produtos de hidrélise de xilano pela enzima purificada;

e Realizar diferentes pré-tratamentos do bagaco de cevada e utiliza-lo na
sacarificacdo a partir do extrato bruto enzimético de T. koningiopsis 2012A1M;

e Analisar os produtos de hidrélise enzimatica do bagaco de cevada por

microscopia eletrbnica de varredura.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Trichoderma koningiopsis

Os fungos pertencentes ao género ascomiceto Trichoderma séo encontrados
em diversos ecossistemas, sendo o solo, o0 ambiente natural mais comum destes
microrganismos. O género acomoda mais de 260 espécies (BISSETT et al., 2015),

descritas durante as Ultimas duas décadas, com base em analises filogenéticas de
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dados da sequéncia de DNA. Esse género dispfe de um nudmero limitado de
caracteristicas morfolégicas que séo variaveis em algum grau, levando a
sobreposicao entre espécies, o que torna dificil a identificacdo de espécies de
Trichoderma (SAMUELS et al., 1998; SAMUELS, 2006; PLESSIS et al., 2018).

Apesar de serem principalmente colonizadores micotréficos e/ou secundérios
de madeiras, as espécies de Trichoderma sédo consideradas benéficas, pois esses
microrganismos possuem um alto oportunismo ambiental e expressam uma
significativa competéncia sob a rizosfera de plantas, com capacidade de antagonizar
varios fitopatégenos. Por esta caracteristica de endofitismo, algumas cepas de
Trichoderma sao utilizadas para o controle biolégico de doencas em plantas
(DRUZHININA et al., 2011; BLASZCZYK et al., 2016).

O conceito morfolégico de Trichoderma koningii inclui varias espécies que
diferem umas das outras em detalhes fenotipicos como morfologia do conidio e
velocidade de crescimento, além de sua biogeografia. Analises filogenéticas indicam
que os caracteres fenotipicos de T. koningii evoluiram independentemente, em trés
linhagens principais bem distintas. O fungo Trichoderma koningiopsis é uma espécie
comumente tropical, cosmopolita e que pertence a uma das linhagens de T. koningii,
sendo comum na América tropical, entretanto, ja foi isolado de substratos naturais na
Africa Oriental, Europa e Canada. Seis cepas de T. koningiopsis foram isoladas como
endofitos de troncos de espécies de Theobroma, no Brasil, Equador e Peru
(SAMUELS et al., 2006).

A temperatura 6tima para crescimento de T. koningiopsis em batata dextrose
agar (BDA) é em torno de 30 °C. As colbnias cultivadas em BDA formam
frequentemente conidios apos 48 h, em um gramado denso ou 0 centro permanece
estéril, formando as vezes, pustulas de algoddo. As massas conidiais sdo de
coloracéo verde claro a verde escuro, raramente sendo de coloracdo amarela, sem
difundir pigmento através do agar (SAMUELS et al., 2006).

De maneira geral, espécies de Trichoderma sao conhecidas por produzirem
diversas enzimas para a degradacdo de homopolissacarideos e
heteropolissacarideos, em sua maioria, classificadas como glicosil hidrolases. Essas
enzimas catalisam a hidrolise de ligacdes glicosidicas de polimeros, para liberar

acucares menores. As glicosil hidrolases exercem papel fundamental na degradacao
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de biomassa, como celulose e hemicelulose (SILVA; STEINDORFF; MONTEIRO,
2014).

3.2 Parede celular vegetal

Apesar de sua complexidade, a parede celular vegetal (Figura 1) € uma
estrutura composta principalmente dos polissacarideos celulose, hemicelulose e
pectina, além de proteinas e lignina, um biopolimero fendlico heterogéneo.
Compreende o principal reservatério de carbono terrestre, sendo a matriz do
componente polissacaridico, uma das estruturas mais adaptaveis dentro da parede
celular, além de ser também, uma relevante matéria-prima (biomassa) empregada em
diversos processos economicamente importantes. A biomassa lignoceluldsica é
utilizada principalmente na industria de polpa e papel, mas nos ultimos anos, essa
biomassa representou uma matéria-prima para téxteis, bioplasticos, nanocelulose e
biocombustiveis de segunda geracdo (ALVES et al., 2019; RAUTENGARTEN;
HEAZLEWOOD; EBERT, 2019; WIERZBICKI et al., 2019a).

o /) e rede celular
Microfibria de cellose jf_ s y e

Hemiceksiose

VST 2/ 2% ; ® ;?}'fj
f€€€€€€€€€€€€€€€€€€€(€€€ffé@f(ffﬁfﬁ{ﬁé’ﬁé’{t’i{ﬁ#

Microflbulo  Complexo celuiose-sintose .
{Roseta) Citossol

Figura 1 Representacéo da parede celular vegetal (KRAUS et al., 2012).

Para compreender a arquitetura da parede celular vegetal, € importante
entender as caracteristicas estruturais dos polissacarideos constituintes e as
interacdes entre esses polissacarideos. A pectina (Figura 2) € definida como um
heteropolissacarideo contendo predominantemente residuos de acido galacturénico,
nos quais diferentes proporcdes dos grupos acidos estdo presentes como ésteres
metoxilicos, enquanto certa quantidade de acglcares neutros pode estar presente

como cadeias laterais. A homogalacturonana é o principal tipo de pectina na parede
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celular, composto apenas de residuos de acido galacturénico (GalA) unidos por
ligagdes a-1,4. J& a ramnogalacturonana | (RG-I) é composta por residuos alternados
de GalA e ramnose. Por sua vez, os residuos de ramnose em RG-I podem ser
substituidos por cadeias laterais de acucar neutro, compostos de arabinose e
galactose (VORAGEN, 2009; BROXTERMAN; SCHOLS, 2018).

Homogalacturonan Xylogalacturona

(e e e e e e e e S e S ) (5 o S 5 e 5 e e G e S e )

Rhamnogalacturonan |
(v " 5 s o v 5

Arabinogalactan |

Rhamnogalacturonan Il

Arabinogalactan Il

; i Arabinan

O o-D-Galp @ o-D-Galp A 3 o-L-AcefA <> w-L-Araf A w-L-Rhap O w-D-Xylp

® [D-Galp © B-D-GalpA M B-D-Glcp oy B-D-Manp <« p-L-Araf & B-L-Rhap & B-D-Xylp
v ol-Fuep O o-l-Arap ) a-D-KdoplZ w-D-Glep A o O-Methyl « O-Acetyl
V¥ B-L-Fuco @ pB-D-Apif ok B-D-Dhap* B-D-Glcp A * Methanol « O-Ferulic acid

Figura 2 Representacdo esquematica dos elementos estruturais da pectina (HILZ,
2007).

A celulose natural (Figura 3) é um polimero cristalino e linear, um material
inelastico e mecanicamente resistente. Suas cadeias sao compostas de milhares de
residuos de D-glicose, unidos por ligagcdes glicosidicas do tipo B-1,4, que formam
microfibrilas cristalinas e altamente organizadas através de ligacdes de hidrogénio
inter e intramoleculares e forgas de Van der Waals. A celulose amorfa corresponde a
regides onde essas ligacdes sdo quebradas e seu arranjo ordenado é desfeito.
Moléculas de D-glicose consecutivas ao longo de cadeias em celulose cristalina séo
giradas em 180°, significando que o dissacarideo celobiose € a unidade de repeti¢éo.
A celulose encontra-se emaranhada nos outros dois componentes da parede celular,
onde a pectina envolve a hemicelulose para formar uma camada flexivel sobre a

celulose. Esse polimero é considerado o mais abundante e renovavel recurso de
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biomassa e reserva de matéria-prima (QUIROZ-CASTANEDA; FOLCH-MALLOL,
2013; ALVES et al., 2019).

Cellulose molecule Crystalline cellulose
HO NG ‘\ y 2 N \ y 0"(0
HO® ou© ’OH! Ho ¥ o0,
=t L J 1%
Glucose Cellobiose ‘ :\q(;
004 0eePee0ePe0sELo e

Figura 3 Representacdo da molécula de celulose e celulose cristalina (Adaptado de
QUIROZ-CASTANEDA; FOLCH-MALLOL, 2013).

A hidrdlise completa da celulose a glicose requer as ac6es combinadas de um
complexo de enzimas celuloliticas, composto por trés principais enzimas, as
endoglucanases (CMCase; EC 3.2.1.4), as exoglucanases (avicelase; EC 3.2.1.91) e
as B-glicosidases (EC 3.2.1.21). As endoglucanases clivam ligagdes internas da fibra
celulésica, gerando oligossacarideos com diferentes tamanhos e criando cadeias que
podem, por sua vez, serem hidrolisadas por exoglucanases. Essas, atuam nhas
extremidades redutoras e nao redutoras, para liberar celobiose ou monémeros de
glicose soluvel. Por fim, as B-glicosidases hidrolisam a celobiose liberando duas
moléculas de glicose (ARO et al., 2005; QUIROZ-CASTANEDA; FOLCH-MALLOL,
2013).

3.3 Hemicelulose e o sistema xilanolitico

A hemicelulose (Figura 4) € um heteropolissacarideo de estrutura complexa,
formada pela condensacdo de 80 a 200 unidades de monossacarideos e acido
urénico, dos quais se destacam as pentoses D-xilose, L-arabinose e L-ramnose, as
hexoses D-glicose, D-galactose, D-manose, e acidos glucurbnico e galacturdnico,
sendo classificada de acordo com suas unidades monoméricas. Esses residuos estao
presentes nos heteropolimeros de xilano, xiloglucana, glucomanana,
galactoglucomanana e arabinogalactana (MOTTA; ANDRADE; SANTANA, 2013).
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Figura 4 Estrutura esquematica da hemicelulose (a); Estrutura representativa de L-
arabino-(4-O-metil-D-glucurono)-D-xilana: 1- Xilopiranose; 2- L-arabinofuranose; 3-
acido 4-O-metil-glucurénico; 4- grupo acetil (b) (BRIENZO, 2010).

O xilano (Figura 5) € um polissacarideo hemicelulésico e possui em sua
estrutura uma cadeia principal composta por residuos de D-xilose unidos por ligacdes
glicosidicas do tipo B-1,4, uma sequéncia final redutora de xilose, ramnose e acido
galacturdnico e é altamente modificado com grupos laterais acetil e acido metil
glucurénico (WIERZBICKI et al., 2019b). A quantidade e os tipos de ramificacado
(grupos funcionais) variam dependendo da fonte de matéria-prima (LIMAYEM; RICKE,
2012).
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HOOC 0
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Figura 5 Estrutura do xilano e das enzimas xilanoliticas envolvidas na sua degradacéo.
Ac: grupo acetil; a-Araf: a-arabinofuranose; a-4-O-Me-GIcA: acido a-4-O-
metilglucurénico (MOTTA; ANDRADE; SANTANA, 2013).
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Por ser uma estrutura heterogénea, a hidrélise completa do xilano requer a
atividade de diferentes enzimas, classificadas como glicosil hidrolases (GH) e
carboidrato esterases, compondo o sistema xilanolitico. As enzimas responsaveis pela
degradacédo da cadeia principal de xilano sdo as endo-1,4-B-xilanases (EC 3.2.1.8) e
as responsaveis por hidrolisar a extremidade nao redutora de xilo-oligossacarideos
(XOS) em D-xilose sao as B-xilosidases (EC 3.2.1.37) (Figura 6). Estas duas enzimas
sdo essenciais para finalizar a hidrélise da hemicelulose nativa e conversdo da
biomassa lignocelulésica, sendo os fungos filamentosos fontes acessiveis, que podem
a partir de residuos agroindustriais produzir elevadas quantidades de endo-1,4-B-
xilanases e B-xilosidases (GOSWAMI; PATHAK, 2013). Entretanto, outras enzimas
também sdo necessarias para a completa despolimerizagéo do xilano, a saber, a-L-
arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), a-glucoronidases (EC 3.2.1.1), acetil xilana
esterases (EC 3.1.1.72), acido ferulico esterases (EC 3.1.1.73) e acido p-cumarico
esterases (EC 3.1.1.x) (Figura 5) (MARTINS et al., 2011; WONGWISANSRI et al.,
2013).

B-xylosidases

‘ OH
0 Ho- OH
HO MO\L\

Xylobiose
(@)
B-xylosidases
'
L o NAANILLT o M o
Xylo-oligosaccharides xylose
(b)

Figura 6 Representacdo esquematica da degradagdo de hemicelulose por [-
xilosidases que liberam xilose a partir de xilobiose (a) e xilo-oligossacarideos (b)
(KOUSAR et al., 2013).

3.4 Enzimas hidroliticas e suas aplicacdes

As enzimas de origem microbiana sao interessantes para o setor industrial, por
serem produzidas em quantidades elevadas em um curto tempo, além de permitirem
a possibilidade de manipulagéo genética de células bacterianas, objetivando-se elevar

a producdo enzimatica. Essas enzimas receberam maior atencdo devido a sua
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natureza ativa e estavel, em comparacao as enzimas de origem animal ou vegetal
(ANBU et al., 2017).

No campo da biotecnologia, os produtos biolégicos como enzimas, horménios
e antibioticos oriundos de fungos filamentosos sdo de grande interesse ao se
considerar que esses microrganismos sdo excelentes fontes de enzimas industriais,
devido a grande capacidade de producao e secrecao dessas para o meio extracelular
(UDAY et al., 2016). Além disso, a atividade catalitica dessas enzimas € altamente
especifica, agindo de forma ecologicamente correta ao comparar esta atividade a
hidrolise quimica. Entretanto, o custo da hidrélise enzimética da biomassa é um fator
que limita a viabilidade econdmica deste processo e justifica a necessidade de
desenvolver estratégias para aumentar a producdo de enzimas, diminuindo seus
custos (KUMAR et al., 2009; SHARMA; KUMAR, 2013).

As hidrolases representam um grande grupo de enzimas, composto por
celulases, amilases, pectinases, invertases e hemicelulases. As amilases (E.C.
3.2.1.1/2) séo utilizadas na industria de papel, téxtil, alimenticia, farmacéutica, além
de serem empregadas na elaboracdo de detergentes e quimicos finos (ABDULAAL,
2018). As celulases sao empregadas em diversos ramos industriais, como na industria
alimenticia, téxtil, de papel e celulose, na producao de racées e na obtencao de etanol
(McKELVEY; MURPHY, 2017). As quitinases (E.C. 3.2.1.14) sdo enzimas pouco
exploradas comercialmente, apesar de seu grande potencial biotecnoldgico. Séo
empregadas na industria farmacéutica (KUDDUS, 2014), na gestdo de residuos
industriais (POMMER et al., 2019) e sédo consideradas enzimas promissoras no
controle biolégico e no desenvolvimento de biopesticidas com base enzimatica
(BALDONI et al., 2020).

As invertases (E.C. 3.2.1.26) sdo utilizadas na fabricacdo de mel artificial
(NASCIMENTO et al., 2019), na sintese de frutooligossacarideos (FOS) (AUNG et al.,
2019), no desenvolvimento de eletrodos enzimaticos para deteccdo de sacarose em
alimentos e bebidas (PARK; RO; KIM, 1991), na producdo de acucar invertido
(OZCAN et al., 2019), além de ser uma das enzimas mais utilizadas na industria
confeiteira (NADEEM et al., 2015). As pectinases (E.C. 3.2.1.15/67/82) sao utilizadas
na producdo de sucos de frutas (UENOJO; PASTORE, 2007), vinhos e na
fermentacao de cha e café. Também sdo empregadas na producado de racdo animal,
na industria téxtil, na industria de papel e celulose, na extracdo de 6leos vegetais, na

sacarificacdo de substratos agricolas e na reciclagem de papel (GARG et al., 2016).
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As proteases (E.C. 3.4.21-24) sao utilizadas na industria alimenticia,
especialmente na fabricacdo de queijos, sendo também empregadas na formulagéo
de detergentes, racdes e na industria farmacéutica e de quimicos finos (McKELVEY;
MURPHY, 2017). As endo-xilanase (E.C. 3.2.1.8) e B-xilosidase (E.C. 3.2.1.37) séo
consideradas enzimas-chave no processo de branqueamento da polpa de celulose,
além de serem empregadas na industria alimenticia, na extracdo e clarificacdo de
sucos de frutas e vinhos, na producao de racao animal e biocombustiveis (ROHMAN
et al., 2019), na extracdo de Oleos vegetais, amido e café, na sacarificacdo de
biomassa lignocelulésica para obtencdo de acucares fermentaveis e também na
obtencado de XOS de cadeia curta (HEINEN et al., 2014).

Os efeitos prebidticos de XOS tém sido muito estudados por apresentarem
aplicacdoes na area da saude. Estudos mostram que os XOS chegam intactos ao
intestino e estimulam seletivamente o crescimento de Bifidobacterium, além de inibir
o crescimento de Clostridium e Escherichia coli (OKAZAKI;, FUJIKAWA;
MATSUMOTO, 1990). Os XOS podem ser obtidos a partir de materiais
lignocelulésicos em duas etapas, em que a primeira € baseada na extracdo da
hemicelulose, pelos processos de autohidrolise, hidrélise acida ou pré-tratamento
alcalino, j4 a segunda etapa, baseia-se na hidrélise acida ou tratamento enzimético

da hemicelulose pela utilizacédo de xilanases (CARVALHO et al., 2013).

3.5 Bagaco de cevada

O Brasil se destaca como um grande gerador de biomassa lignocelulésica em
virtude das atividades agroindustriais, as quais resultam em enormes quantidades de
residuos durante a colheita ou no processamento de suas matérias-primas. Esses
residuos tornam-se um problema ambiental quando n&o sao tratados e escoados de
forma correta, apresentando potenciais riscos de contaminacdo de solos e aguas.
Dentre estes remanescentes agricolas, existem varios que podem ser aproveitados
para producéo final de alimentos e bioenergia como por exemplo, o bagaco de cana-
de-acucar, a casca de arroz, o farelo de trigo, o sabugo de milho, a palha de feijao e
a cevada. Destaque para o ultimo, o qual € gerado em grandes volumes durante o ano
todo (MORAES et al., 2017; PEREIRA SCARPA et al., 2019).

A cevada (Hordeum vulgare, L.) € o quarto cereal mais importante do mundo
em termos de produc&o total, depois de trigo, arroz e milho. E utilizado principalmente
na industria cervejeira e para alimentacdo animal (YALCIN et al., 2007). Para fins

cervejeiros, a regiao sul do Brasil concentra a maior producao brasileira de cevada,
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cuja producdo em 2019 superou 428 mil toneladas, em cerca de 118,8 mil hectares
(CONAB, 2019; EMBRAPA TRIGO, 2019).

Relatos de potenciais aplicacfes da cevada sem casca incluem a preparacéo
de malte alimentar, producdo de etanol, extracdo e enriquecimento de [-glucana,
preparacao de amidos nativos e modificados, e a preparacao de farelo e farinha. O
grdo da cevada € composto principalmente de amido, fibra dietética e proteina, sendo
a composicao quimica afetada por fatores genotipico e ambiental. A fracdo insoluvel
da fibra dietética total contém grande proporcédo de celulose (YALCIN et al., 2007).
Nesse sentido, aproveitar esses residuos como fonte alternativa de matéria-prima
para produtos biotecnolégicos ou producdo de energia, torna-se uma oOpc¢ao

renovavel, de baixo custo e sustentavel.

3.6 Sacarificacdo enzimatica e producao de bioetanol

Com o intuito de diminuir a elevada dependéncia de combustiveis fésseis, a
lignocelulose € considerada um recurso alternativo na producdo de acuUcares
fermentaveis, para serem convertidos em combustiveis e produtos quimicos (LYND;
WYMAN; GERNGROSS, 1999). A glucana é a principal fonte de acucar fermentavel,
representada pela celulose. Para obtencdo eficiente de aglcares fermentaveis a partir
da lignocelulose por sacarificacdo enzimética, o pré-tratamento e alguns passos de
sacarificacdo sdo necessarios, haja vista que a celulose presente na lignocelulose ndo
é facilmente acessivel as enzimas celulases, devido a protecdo por hemicelulose e
lignina (KUMAR et al., 2009; KIM et al., 2019).

Algumas propriedades estruturais da celulose, como o0 seu grau de
cristalinidade, o grau de polimerizacéo e a area de superficie, limitam a acessibilidade
da enzima ao substrato. Os métodos de pré-tratamento que interrompem o elevado
grau de ordenamento das fibras de celulose, removem a lignina e aumentam a area
de superficie acessivel as enzimas, promovem a hidrélise e aumentam a sua taxa em
varios residuos lignoceluldsicos. A hidrélise enzimatica completa dos polissacarideos
presentes na lignocelulose exigem a acdo combinada de uma gama complexa de
hidrolases, que incluem celulases, xilanases, pectinases e outras enzimas de
clivagem de grupos laterais (EL-SHISHTAWY et al., 2015).

De maneira geral, a producdo de bioetanol proveniente da biomassa
lignocelulésica envolve principalmente quatro etapas: o pré-tratamento para remover

a lignina; a hidrolise enzimatica da biomassa pré-tratada para produzir monémeros de
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acucar; a fermentacdo de mondmeros de acucar em etanol por leveduras e a
destilacdo. O pré-tratamento pode ser por métodos fisicos, quimicos ou bioldgicos e
€ uma das etapas mais caras envolvidas na conversdo da biomassa em acucares.
Reduzir o custo geral para tornar o processo economicamente viavel e competitivo

sao o foco de muitas pesquisas sobre o bioetanol (PRASAD et al., 2019).

Dentro desse contexto, este trabalho buscou realizar a prospecc¢éo de enzimas
hidroliticas do complexo hemicelulolitico a partir de T. koningiopsis 20I12A1M, um
fungo mesdfilo isolado do bioma da Mata Atlantica do Parana, com total escassez de
conhecimento sobre o seu potencial biotecnoldgico. Além disso, o bagaco de cevada
foi utilizado como componente indutor para producdo de enzimas, bem como
substrato de hidrdlise no processo de sacarificacao desse residuo, em que se aplicou
0 extrato bruto enzimatico de T. koningiopsis 2012A1M para producdo de agucares

fermentdveis, visando a aplicacao posterior destes na producéo de bioetanol.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Isolamento e identificagdo do microrganismo

Para esse estudo foi utilizado o fungo filamentoso Trichoderma koningiopsis
20I12A1M, isolado de uma amostra coletada do rio Bela Vista localizado (53°35'41” O,
25°26'43” S) no Refugio Bioldgico Bela Vista (Foz do Iguacu, Parana, Brasil), conforme
metodologia padronizada pelo projeto em rede SISBIOTA — Brasil. O microrganismo
isolado foi identificado taxonomicamente através do sequenciamento das regides ITS
(Internal Transcribed Spacer) do DNA ribossomal do fungo conforme metodologia
descrita por White et al. (1990). O fragmento de DNA da regido ITS foi amplificado
com o par de oligonucleotideos ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' direto) e
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' reverso). O sequenciamento utilizando os
oligonucleotideos ITS1 e ITS4 foi realizado pela empresa Helixxa® (Campinas-SP). A
determinacao da espécie foi realizada através da comparacdo com outras sequéncias
depositadas no banco de dados do Centro Nacional de Informac¢des em Biotecnologia
(NCBI) utilizando a ferramenta BLAST. A sequéncia ITS do fungo T. koningiopsis
2012A1M encontra-se depositada no banco de dados GenBank do NCBI sob o
namero de acesso MN662532.1. A arvore filogenética foi construida a partir de
sequéncia das regides ITS1, 58S e ITS2 do T. koningiopsis 20I12A1M, em
comparacao com sequéncias de outras linhagens de fungos obtidas a partir do banco
de dados GenBank™ do NCBI, com auxilio do programa MEGA 6.0.
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4.2 Manutencéo do fungo

O fungo T. koningiopsis 2012A1M foi mantido na Cole¢cdo de Fungos do
Laboratorio de Bioquimica de Microrganismos da Universidade Estadual do Oeste do
Parana (Unioeste). A manutencdo rotineira da linhagem em laboratorio foi realizada
em tubos de ensaios estéreis contendo meio BDA e os repiques periddicos incubados
em estufa bacteriolégica a 28 °C, por 10 dias, sendo em seguida, conservados em

geladeira.

4.3 CondicOes de cultivo e obtencédo do extrato bruto extracelular

O cultivo do fungo T. koningiopsis 20I12A1M foi realizado em frascos
Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio mineral Czapek (WISEMAN, 1975)
suplementado com 1,5% de diferentes residuos agroindustriais como fonte de
carbono, em seguida, esterilizado em autoclave durante 20 min, a 121 °C e 1 atm de
pressdo. Apos esterilizacdo do meio, foi inoculado 1 mL de suspensdo de esporos
com padronizacdo prévia (2,2 x 10° esporos mL?) e a fermentagdo submersa foi
conduzida em condicdo estacionaria a 28 °C, em estufa incubadora BOD (Biochemical

Oxygen Demand) por 5 dias.

O extrato bruto extracelular foi obtido através da filtracdo a vacuo das culturas
em funil de Blchner com papel-filtro e dialisado contra agua deionizada por
aproximadamente 18 h a 4 °C. O filtrado livre de células foi utilizado para determinacéo

da atividade enzimética e da quantificacédo de proteinas.

4.4 Determinacao da atividade enzimética e quantificacdo de proteinas

A atividade enzimatica foi determinada através da reacao de 50 uL do extrato
bruto extracelular e 50 pyL de seu respectivo substrato enzimatico, incubados a 50 °C,
por diferentes intervalos de tempo (min) adequados a cada enzima, sendo
interrompida com a adicdo de 100 pL do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Esses tubos
foram submetidos a fervura por 10 min e entdo adicionado 1 mL de agua destilada,
sendo os acucares redutores produzidos na reacao, estimados conforme o método de
Miller (1959). Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a quantidade de
enzima capaz de liberar 1 pymol de agucar redutor por minuto, nas condi¢bes de
ensaio. A quantificacdo de proteinas foi estimada pelo método de Bradford (1976),
utilizando-se albumina de soro bovina como padrdo. A atividade especifica foi
expressa em unidade de atividade total por miligrama de proteina total (U mg).
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4.5 Screening enzimatico

Com o intuito de ampliar os conhecimentos sobre T. koningiopsis, foi realizado
o screening de 12 enzimas de interesse biotecnoldgico. Os extratos foram obtidos de
cultivos de T. koningiopsis 2012A1M conforme mencionado no item 4.3. As seguintes
fontes de carbono (1%) foram utilizadas: bagaco de cana, bagaco de cevada, casca
de maca, cascudinho (Alphitobius diaperinus), palha de milho, palha de soja, pupa
(Spodoptera frugiperda), residuo fibroso de mandioca, sabugo de milho e sorgo

biomassa.

4.5.1 Determinacao da atividade enzimética através da reacdo com DNS

A reacdo com DNS descrita por Miller (1959) foi utilizada para a determinacao
da atividade enziméatica de amilase, invertase, pectinase, poligalacturonase, xilanase,
além das enzimas do complexo celulolitico avicelase, CMCase e FPase. Os
substratos utilizados para estas enzimas foram respectivamente, amido, sacarose,
pectina citrica, éacido poligalacturdnico, xilano de beechwood, avicel®,
carboximetilcelulose e papel-filtro, todos a 1%, exceto a sacarose, onde a
concentragdo utilizada foi 0,2 mol L1. Todos os substratos foram solubilizados em
tampao acetato de sédio 0,05 mol L pH 5,0 e as reacdes foram conduzidas a 50 °C
por 10 min. Para as enzimas do complexo celulolitico o tempo de reacao foi de 30 min.
As curvas de calibracdo foram preparadas em agua milli-Q utilizando glicose (para
amilase, avicelase, CMCase, FPase e invertase), acido galacturdnico (para pectinase
e poligalacturonase) e xilose (para xilanase). Uma unidade enzimatica (U) foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de produto formado por

minuto, nas condi¢des de ensaio (pH 5,0 e 50 °C).

4.5.2 Determinacédo da atividade de B-glicosidase, B-xilosidase e quitinase

A atividade enzimética de B-glicosidase e B-xilosidase foram determinadas
empregando-se a metodologia descrita por Tan et al. (1987). A quitinase foi
guantificada utilizando-se a técnica descrita por Yan e Fong (2018). Os substratos
utilizados foram p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo 2 mmol L (B-glicosidase),
p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo 2 mmol L (B-xilosidase) e p-nitrofenil-N-acetil-3-D-
glicosamina 0,2 mg mL* (quitinase). Os substratos foram solubilizados em tampéao
acetato de sodio 0,05 mol L pH 5,0. As reacdes aconteceram a 50 °C por 60 min e o
produto formado foi quantificado em espectrofotbmetro a 410 nm. A curva de
calibracédo foi preparada utilizando p-nitrofenol 1 mmol L* dissolvido em agua milli-Q.

Uma unidade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria
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para liberar 1 pmol de p-nitrofenol formado por minuto nas condicbes de ensaio
(pH 5,0 e 50 °C).

4.5.3 Determinacédo da atividade de protease

A atividade enzimética da protease foi determinada empregando-se a
metodologia de Sandhya et al. (2005) com modificagdes. O substrato utilizado foi a
caseina 1% solubilizada em tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L* pH 7,0. A reacéo foi
conduzida a 50 °C por 10 min e o produto formado foi quantificado em
espectrofotometro a 660 nm. A curva de calibracédo foi preparada utilizando tirosina
0,2 mg mL dissolvida em agua milli-Q. Uma unidade enzimatica (U) foi definida como
a quantidade de enzima necesséria para liberar 1 pmol de tirosina livre formada por

minuto nas condi¢des de ensaio (pH 7,0 e 50 °C).

4.6 Caracterizacao bioquimica da xilanase do extrato bruto extracelular
4.6.1 Efeito da temperatura

Para determinar a temperatura de maior atividade de xilanase foram realizados
ensaios utilizando o substrato xilano de beechwood 1% (dissolvido em tamp&o acetato
de sdédio 0,05 mol L* pH 5,0) na presenca do extrato bruto enzimatico, em
temperaturas de 40 a 70 °C. A estabilidade térmica da xilanase foi conduzida pela
incubacdo da enzima, sem substrato, em banho-maria nas temperaturas entre 40 a
70 °C, por até 360 min, onde foram retiradas aliquotas em diferentes tempos para
determinacdo da atividade xilanasica residual, mediante incubag¢do com respectivo
substrato a temperatura 6tima, utilizando o método de Miller (1959).

4.6.2 Efeito do pH

A determinacéo do pH de maior atividade de xilanase foi realizada através da
reacdo da enzima com 0 seu respectivo substrato (xilano de beechwood 1%), em
tampao citrato-fosfato 0,1 mol L (McILVAINE, 1921), no intervalo de pH entre 3,0 e
8,0. A estabilidade ao pH de xilanase foi investigada durante 7 dias a 4 °C, mediante
incubagéo da enzima na auséncia de seu substrato, em uma faixa de pH entre 3,5 e
7,0. Aliquotas foram retiradas para determinacdo da atividade enzimatica em

temperatura e pH 6timos da enzima, conforme metodologia de Miller (1959).

4.7 Influéncia de fontes de carbono celul6sicas na producdo de enzimas do
complexo hemicelulolitico
Com o intuito de escolher uma fonte de carbono para sacarificagdo enzimatica

de T. koningiopsis 20I2A1M, foi verificada a producdo das enzimas xilanase,
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CMCase, FPase, B-xilosidase e B-glicosidase utilizando 1% de fontes de carbono
celulésicas como o algodéo, avicel®, bagaco (cana e cevada), carboximetilcelulose
(CMC), celulose, casca de nozes, papel (filtro, jornal, kraft e sulfite), palha (arroz, feijao
e milho), p6 de serra, sabugo de milho e bagaco da panicula de sorgo. A determinacgéo

da atividade enzimatica foi executada conforme descrito nos itens 4.5.1 e 4.5.2.

4.8 Sacarificacao do bagacgo de cevada

A hidrdlise enzimatica do bagaco de cevada foi realizada como descrito por
Saha e Gosh (2014), com modificacbes. O bagaco de cevada lavado com agua
destilada e seco em estufa a 50 °C foi submetido a trés diferentes pré-tratamentos
(alcalino, acido e térmico), além do bagaco de cevada sem tratamento, denominado
bagaco de cevada in natura. O residuo equivalente a 5% (p/v) foi pré-tratado com
NaOH 0,1 mol L't ou HCI 0,1 mol L por 16 h, ou autoclavado a 121 °C, porl1 hal
atm. Ao final de cada pré-tratamento, os residuos foram lavados com &gua destilada
até atingir neutralidade do pH e secos em estufa a 50 °C. A sacarificacéo foi realizada
para um volume final de 10 mL, em que o meio reacional consistiu em 100 mg da
biomassa pré-tratada ou in natura ressuspensa em tampéao acetato de sodio 0,05 mol
Lt pH 5,5 e o0 extrato bruto enzimatico de T. koningiopsis 20I12A1M (1 Ul/mg de
substrato) obtido de cultivo induzido também com o bagaco de cevada 1,5% como
fonte de carbono. A reacdo de hidrélise foi conduzida a 40 °C em incubadora tipo
shaker sob agitacdo orbital de 200 rpm durante os tempos 24 e 48 h. Ao final do
processo, as amostras foram filtradas a vacuo, obtendo-se um filtrado livre de células
e o0 bagaco de cevada hidrolisado, que apds secagem foi analisado por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). Os filtrados foram centrifugados a 1500 rpm por 5 min
e utilizados para determinacdo de acUcares redutores totais (ART) pelo método de
DNS (Miller, 1959) utilizando xilose como padréo, quantificacdo de D-xilose (Kit D-
xilose, Megazyme) e D-glicose (Kit Glicose-oxidase, Laborclin). O percentual de
sacarificacao foi calculado a partir da equacgao descrita por Baig et al. (2004) com base
na producdo de acucares fermentaveis (acUcar redutor, xilose e glicose) durante a

reacao de hidrdlise.

4.9 Andlise morfolégica do bagago de cevada por MEV apé6s hidrélise
enzimatica

O efeito da acdo enzimatica sobre o bagaco de cevada in natura (sem

tratamento prévio) foi verificado em Microscopio Eletronico de Varredura (MEV). As

amostras submetidas a analise foram preparadas sobre uma plataforma de aluminio
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utilizando fita de carbono dupla face, cobertas com 20 nm de ouro em evaporador
(DENTON VACUUM DESK V) e analisadas em aparelno TESCAN VEGA3 40XVP
operado a 25kV. O controle consistiu no bagac¢o de cevada in natura sem tratamento

enzimatico.

4.10 Purificagao parcial da xilanase de T. koningiopsis 2012A1M

Para a purificacdo parcial da enzima xilanase de T. koningiopsis 20I12A1M, o
extrato bruto foi dialisado e aplicado na coluna de cromatografia de troca i6nica
Carboxi-Metil-Sephadex (CM-Sephadex) (2 x 20 cm) previamente equilibrada com 2
volumes de tampdo acetato de sédio 20 mmol L* pH 5,0. Fracdes de 5 mL foram
coletadas em tubo com fluxo de 2,0 mL/min utilizando o mesmo tampéao para eluicdo
da enzima, com gradiente de 0,05 a 1 mol L de cloreto de sddio (NaCl). As fracdes
coletadas foram monitoradas quanto a proteina (Azso) e atividade enzimatica, sendo
reunidas as que possuiam alta atividade xilanasica e dialisadas contra agua por
aproximadamente 16 h sob refrigeracéo (4 °C). Em seguida, a amostra foi concentrada
em liofilizador, ressuspendida e congelada, sendo posteriormente, submetida a

eletroforese em gel de poliacrilamida.

4.11 Andlise dos produtos de degradacdo do xilano pela xilanase por
cromatografia em camada delgada (CCD)

O modo de acao da xilanase parcialmente purificada por cromatografia de troca
ibnica (Carboxi-Metil-Sephadex) foi avaliado atraveés da andlise de seus produtos de
hidrolise. A reagéo consistiu na mistura de 400 pL de enzima xilanase devidamente
diluida e 400 pL de substrato xilano de beechwood 1% em tamp&o acetato de sédio
0,05 mol L* pH 5,0. A reacdo de hidrélise ocorreu a 50 °C e aliquotas foram retiradas
nos seguintes tempos: 15, 30, 60 e 120 min, sendo entdo fervidas por 5 min. Os
produtos da hidrdlise do xilano de beechwood foram analisados qualitativamente por
CCD ascendente, em que as placas de silica (fase estacionéaria) foram desenvolvidas
em uma cuba de vidro contendo a fase mével, constituida de n-butanol, etanol e agua
na proporcao de 5:3:2 (v/vlv), respectivamente. Os produtos foram revelados por
orcinol 0,2% (p/v) em solucdo de metanol/acido sulfarico na proporcédo de 9:1 (v/v),
respectivamente. Apos secas, as placas foram colocadas em estufa a 100 °C até o
aparecimento de manchas referentes a hidrélise. Os padr6es utilizados foram xilose,

xilobiose, xilotriose e xilotetraose, todos na concentracdo de 3 mg mL™.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Identificacdo taxonémica do fungo T. koningiopsis 20I2A1M e arvore
filogenética
A sequéncia de 562 pb referente as regides ITS1, 58S e ITS2 do T.
koningiopsis 2012A1M foi comparada com outras sequéncias depositadas no banco
de dados do NCBI utilizando a ferramenta BLAST, que resultou na identificacdo
taxondmica da espécie Trichoderma koningiopsis e mostrou 99% de identidade com
outras linhagens do género Trichoderma. A arvore filogenética construida com base
no alinhamento das sequéncias dos genes ribossomais mostra que T. koningiopsis
20I12A1M esta agrupado com outras linhagens de T. koningiopsis conforme consta na
Figura 7. Este fungo pertence ao filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem

Hypocreales e familia Hypocreaceae (NCBI Taxonomy).

80 LT707589.1 Trichoderma koningii
55 { AB853780.1 Trichoderma koningii
79 L——————— AJ876486.1 Trichoderma koningii
o5 —|: LT220742.1 Trichoderma koningiopsis
23 LN558868.1 Trichoderma koningiopsis
@ Trichoderma koningiopsis

100 LC269257.1 Trichoderma virens
LC269256.1 Trichoderma virens

70 LT707590.1 Trichoderma reesei
{ LC002607.1 Trichoderma reesei
—— 0i|76555873|emb|AJ853742.1| Aspergillus niger
ool gi|572786019|emb|HG798766.1| | Aspergillus niger

73

—— LN864822.1 Trichoderma harzianum
1ol HG940502.1 Trichoderma harzianum

Figura 7 Arvore filogenética construida a partir de sequéncia das regifes ITS1, 5,8S e
ITS2 do T. koningiopsis, em comparagcdo com sequéncias de outras linhagens de
fungos obtidas a partir do banco de dados GenBank™ do NCBI, com auxilio do
programa MEGA 6.0.

5.2 Screening enzimatico

Os extratos extracelulares obtidos a partir do cultivo com diferentes fontes de
carbono indicaram que o fungo T. koningiopsis 20I12A1M produz quantidades
significativas de varias enzimas de interesse biotecnolégico em cultivo liquido. A
fermentacdo submersa em condicdo estacionaria é economicamente mais vantajosa
comparada a condicdo de agitacdo, por demandar menor gasto de energia no
processo e por ndo necessitar de equipamento especifico. Além da condi¢do de

fermentacdo, o meio de cultivo é um fator relevante no custo de producdo de



19

compostos biolégicos, por esse motivo, € crescente o0 interesse no aproveitamento de
residuos agroindustriais como matéria-prima barata em processos biotecnolégicos. O
reuso destes subprodutos é uma forma de diminuir o impacto ambiental gerado pelo
descarte incorreto de tais residuos (SILVA et al., 2016; BARBIERI et al., 2017).

As atividades das enzimas do complexo celulolitico (avicelase, CMCase e
FPase) ndo foram expressivas como tem sido relatado para fungos do género
Trichoderma. O melhor indutor para as enzimas avicelase (1,41 U mL') e CMCase
(2,05 U mL1) foi a casca de magé (Tabela 1), porém ainda foi superior ao reportado
para avicelase (0,37 U mL?) de T. koningiopsis T-1 (ZHANG et al., 2014) e CMCase
(0,68 U mL) de T. koningiopsis TM3 (NUTONGKAEW et al., 2019). A producéo de
FPase por T. koningiopsis 20I12A1M, apesar de ser a menor dentre as enzimas
celuloliticas avaliadas (0,92 U mL?') (Tabela 1), mostrou ser superior ao T.
koningiopsis AN251 com 0,16 U mL* (BLASZCZYK et al., 2016).

Entretanto, a produgdo da [B-glicosidase com bagaco de cevada por T.
koningiopsis 2012A1M atingiu os maiores valores com 22,63 U mL* (Tabela 1). Este
valor foi maior que o reportado para T. citrinoviride (CHANDRA et al., 2013), onde a
atividade enzimatica encontrada foi de 1,10 U mL. Em relacéo a atividade especifica
de B-glicosidase, foi encontrado 25,76 U mg™ (Tabela 2), valor superior ao reportado
para as B-glicosidases de T. citrinoviride (3,07 U mg?) (CHANDRA et al., 2013) e T.
reesei QM9414 (0,21 U mg?) (CHIRICO; BROWN, 1987), porém, menor que O
encontrado para a enzima de T. harzianum (35,40 U mg) (YUN et al., 2001).

A maior produgdo enzimatica por T. koningiopsis 20I12A1M foi a xilanase em
cultivo suplementado com residuos agroindustriais, especialmente com as fontes:
bagaco de cevada (83,91 U mL1), sorgo biomassa (77,68 U mL™?), bagaco de cana
(57,83 U mL1), palha de milho (50,43 U mL?) e sabugo de milho (43,19 U mL™?)
(Tabela 1). Existem relatos na literatura sobre producéo de xilanases por linhagens de
T. koningii, poréem com valores de atividade enzimatica inferiores, tais como as
reportadas por Blaszczyk et al. (2016) com T. koningii AN399 com atividade xilanasica
de 2,00 U mL* e T. koningii AN398, onde a producéo enzimatica foi de 2,05 U mL™.
A B-xilosidase, enzima pertencente ao complexo xilanolitico, exibiu a maior producgéo
no cultivo suplementado com sorgo biomassa, alcancando atividade enzimatica de
22,63 U mL* (Tabela 1) e atividade especifica de 30,87 U mg (Tabela 2). A producéo
de B-xilosidase também foi reportada para T. harzianum (0,26 U mg?) (XIMENES;
SILVEIRA; FILHO, 1996), T. lignorum (0,17 U mg?) (JOHN; SCHMIDT, 1988) e T.
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viride (0,43 U mg?) (MATSUO; YASUI, 1984), mas ndo foram encontrados até o
momento, relatos sobre a producao desta enzima por T. koningiopsis.

A producédo de amilase foi melhor com a fonte de carbono bagaco de cevada,
alcancando 4,62 U mL* (Tabela 1) e atividade especifica de 5,26 U mg* (Tabela 2).
Embora n&o tenham sido encontrados relatos na literatura sobre a producdo de
amilases por T. koningiopsis, a producdo desta enzima foi reportada para outros
integrantes do género Trichoderma, como T. viride que exibiu atividade enzimatica de
0,51 U mL* (MAHMOOD; RAHMAN, 2008) e como o T. pseudokoningii com atividade
especifica de 34,00 U mg* (ABDULAAL, 2018).

O bagaco de cana foi um bom indutor na producdo de quitinase, alcancando
9,00 U mL* (Tabela 1). Baldoni et al. (2020) verificaram que T. koningiopsis UFSMQ40
€ um bom produtor de quitinase em fermentacao em estado sélido com farelo de trigo.
A fonte de carbono que induziu a maior producédo de pectinase por T. koningiopsis
20I12A1M foi a casca de maca com 6,55 U mL* (Tabela 1) e atividade especifica de
22,74 U mg* (Tabela 2). Embora ja tenham sido descritas pectinases produzidas por
espécies deste género como para T. viride (7,34 U mg') (MAHMOUD; ABO-ELMAGD;
HOUSSEINY, 2018), ndo foram encontrados relatos sobre a produgéo desta enzima
por T. koningiopsis. Ja a poligalacturonase, enzima pertencente ao grupo das
pectinases, alcancou atividade maxima de 2,98 U mL* quando o fungo T. koningiopsis

20I12A1M foi suplementado com palha de soja.

O T. koningiopsis 20I12A1M produziu em baixas quantidades as enzimas
invertase e protease em cultivo suplementado com residuos agroindustriais. Os
valores encontrados de atividade invertasica e proteasica foram 1,20 e 0,55 U mL™,
respectivamente, ambos detectados no extrato obtido a partir do cultivo com bagaco

de cevada.



Tabela 1 Screening de enzimas produzidas por T. koningiopsis 2012A1M sob fermentacdo submersa a 28 °C.

Fonte de carbono (1%)

Atividade
omeyt  Pemode Bamgode Cacade cocuamo PdfRde PRl pua fbiosods Suode oo
mandioca

Amilase 0,00+0,00 4,62+0,28 0,00+0,00 0,00+0,00 3,74+0,13 0,00+0,00 2,34+0,11 0,00+0,00 0,00+0,00 3,16+0,41
Avicelase 0,80+0,00 0,00+0,00 1,41+0,49 0,00+0,00 0,26+0,07 0,99+0,04 0,00+0,00 0,00+0,00 0,17+0,03 0,18+0,06
CMCase 0,09+0,02 0,47+0,07 2,05+0,11 0,27+0,07 1,65+0,01 0,06+0,01 0,00+0,00 0,04+0,01 0,45+0,01 0,29+0,04
FPase 0,00£0,00 0,33+0,01 0,20+£0,14 0,06+0,02 0,92+0,11 0,18+0,06 0,11+0,01 0,44+0,04 0,23+0,03 0,48+0,11
Invertase 0,54+0,02 1,20+0,30 0,86+0,24 0,00+0,00 0,26+0,04 0,60+0,09 0,00+0,00 1,10+0,11 0,00+0,00 0,71+0,02
Pectinase 1,29+0,31 0,00+0,00 6,55+0,49 0,00+0,00 0,00+0,00 2,91+0,14 3,99+0,28 0,00£0,00 1,01+0,02 0,00+0,00
Poligalacturonase  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,94+0,33 2,89+0,02 2,98+0,26 0,00+0,00 0,00+0,00 0,70+0,14 2,58+0,23
Protease 0,17+0,03 0,55+0,03 0,00+0,00 0,22+0,02 0,00£0,00 0,27+0,07 0,00£0,00 0,15+0,02 0,10£0,00 0,07+0,00
B-glicosidase 4,45+0,03 22,63+0,43 0,56+0,03 2,88+0,03 4,11+0,01 2,46+0,05 1,61+0,05 0,17+0,01 3,34+0,00 9,40+0,33
B-xilosidase 19,53+0,27 4,60+0,04 0,25+0,01 0,80+0,01 3,42+0,00 0,54+0,00 0,14+0,01 0,12+0,02 2,12+0,01 22,63+0,77
Xilanase 57,83+0,43 83,91+0,46 0,00+0,00 0,00+0,00 50,43+0,29 8,84+0,72 0,00+0,00 11,30+£1,74  43,19+0,29 77,68+2,61
Quitinase 9,00+0,20 3,89+0,18 2,39+0,06 2,73+£0,03 3,25+0,13 1,75+0,10 2,88+0,01 0,81+0,08 2,87+0,00 5,87+0,58




Tabela 2 Atividade especifica de diferentes amostras obtidas de cultivos de T. koningiopsis 20I12A1M sob
fermentacdo submersa a 28 °C.

Fonte de carbono (1%)

Atividade

Toase  agwo Bagaco  Casoade cougnn, Pahade Pahade o, goicy Sebugode  Sorgo
mandioca
Amilase 0,00+0,00 5,26+0,04 0,00+0,00 0,00+0,00 7,41+0,04 0,00+0,00 6,81+0,03 0,00+0,00 0,00+0,00 4,31+0,00
Avicelase 0,27+0,02 0,00+0,00 1,59+0,03 0,00+0,00 0,51+0,03 1,28+0,02 0,00+0,00 0,00+0,00 0,57+0,00 0,24+0,01
CMCase 0,13+0,01 0,54+0,05 7,12+0,01 0,31+0,02 3,27+0,04 0,07+0,01 0,00+0,00 0,30+0,02 1,49+0,01 0,24+0,03
FPase 0,00+0,00 0,38+0,03 2,14+0,00 0,07+0,01 1,82+0,05 0,46+0,02 0,33+0,05 3,07+0,03 0,76+0,01 0,65+0,05
Invertase 0,75+0,02 1,37+0,06 0,82+0,02 0,00+0,00 0,51+0,02 0,78+0,03 0,00+0,00 7,70+0,05 0,00+0,00 0,97+0,02
Pectinase 1,81+0,03 0,00+0,00 22,74+0,04 0,00+0,00 0,00+0,00 3,76+0,02 11,59+0,06 0,00+0,00 3,33+0,03 0,00+0,00
Poligalacturonase 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,08+0,04 5,72+0,06 3,85+0,05 0,00+0,00 0,00+0,00 2,33+0,02 3,52+0,01
Protease 0,24+0,03 0,63+0,05 0,00+0,00 0,26+0,04 0,00+0,00 0,35+0,02 0,00+0,00 1,09+0,01 0,34+0,02 0,09+0,01

B-glicosidase 6,24+0,03 25,76+0,02 1,94+0,03 3,33#0,05 8,14+0,02 3,17+0,01 4,68+0,04 1,20+0,02 11,04+0,01 12,82+0,05

B-xilosidase 27,42+0,05 5,23+0,03 0,87+0,01 0,92+0,02 6,78+0,03 0,69+0,01 0,41+0,05 0,85+0,02 7,00+0,01  30,87%0,07
Xilanase 81,16+0,02 95,49+0,02 0,00+0,00 0,00+0,00 99,93+0,04 11,41+0,01 0,00+0,00 79,33+0,07 142,62+0,01 105,94+0,08
Quitinase 12,63+0,01 4,43+0,05 8,31+0,03  3,14+0,01  6,44+0,05 2,26+0,01 8,35+0,04 6,73+0,02  9,49+0,02 8,01+0,05
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5.3 Caracterizacao bioquimica da xilanase do extrato bruto extracelular

A determinacdo do pH e da temperatura de maxima atividade da enzima
xilanase proveniente do extrato bruto de T. koningiopsis 20I12A1M esta representada
na Figura 8. E possivel observar o pH 5,0 como o ideal para a atividade xilanolitica de
T. koningiopsis 2012A1M (Figura 8a), adicionalmente, foi encontrada a atividade

xilanasica maxima quando o extrato foi incubado a temperatura de 60 °C (Figura 8b).
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Figura 8 Influéncia do pH (a) e da temperatura (b) sobre a atividade da enzima xilanase
do extrato bruto de T. koningiopsis 20I12A1M.

Na Figura 9 esta representada a estabilidade térmica de xilanase. Assim, foi
possivel determinar que a atividade xilanolitica relativa ndo se manteve em 100% nas
temperaturas superiores a 40 °C apés 60 min de incubacdo, porém, manteve-se a
meia-vida da enzima a 60 °C por aproximadamente 300 min. Estabilidade térmica
maior € um dos requisitos para aplicacées de enzimas em processos industriais, ao
atuarem em temperaturas elevadas e extremos de pH, podem ser aplicadas na
sacarificacdo de biomassa lignocelulésica (TORRE; KADOWAKI, 2017). Na producéo
de etanol, a hidrolise enzimatica que utiliza enzimas termoestaveis apresenta
vantagens ao reduzir a necessidade de pré-tratamento primario com acidos
(SHOKRKAR; EBRAHIMI; ZAMANI, 2017).



Figura 9 Estabilidade térmica da enzima xilanase do extrato bruto de T. koningiopsis
2012A1M.

Uma das principais areas de interesse que envolvem o uso de enzimas
hidroliticas, esta na transformacao de biomassa lignocelulésica em produtos de valor
agregado. No entanto, atividade enzimética inadequada e estabilidade apenas em
uma faixa estreita de pH e temperatura, muitas vezes limitam seu uso eficiente
(MANISHA; YADAV, 2017). Na Figura 10 é possivel verificar que a atividade xilanasica
de T. koningiopsis 20I12A1M manteve-se estavel em todos os pH testados (3,5-7,0)

por até 6 dias.

Figura 10 Estabilidade ao pH da enzima xilanase do extrato bruto de T. koningiopsis

2012A1M.
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5.4 Influéncia de fontes de carbono celuldsicas na producédo de enzimas do

complexo celulolitico e xilanolitico

Ao avaliar-se diferentes fontes de carbono com maior teor de celulose,
observou-se que o fungo T. koningiopsis 20I12A1M exibe potencial para producao
principalmente das enzimas endo-xilanase, B-xilosidase e B-glicosidase (Tabela 3). A
producdo da xilanase alcancou os maiores valores de atividade (53,68 U mL™) no
extrato obtido a partir do cultivo com bagaco de cevada, seguido do cultivo de papel
kraft (51,93 U mL™). Entretanto, outras fontes de carbono ricas em celulose também
foram capazes de induzir a producéo de xilanase, como avicel® (47,28 U mL™1), bagaco
de cana (40,93 U mL?) e CMC (37,13 U mL1). Para producédo de hemicelulases de
alto rendimento, tem sido relatado como um dos fatores de inducéo, a suplementacao
com substratos insollveis oriundos de polimeros vegetais, a exemplo dos polimeros
de hemicelulose e celulose presentes nos residuos agroindustriais (DA SILVA
DELABONA et al., 2017).

Considerando essa caracteristica, a producdo de xilanase e [-xilosidase
extracelulares foi mais eficiente na presenca de fonte de carbono de origem vegetal
como o bagaco de cana (40,93 e 11,88 U mL, respectivamente), comparado as
atividades enzimaticas (37,13 e 4,73 U mL™%, respectivamente) obtidas com substrato
comercial como a CMC. Esses valores de atividade xilanasica foram
consideravelmente maiores que o descrito para T. koningiopsis TM3 (8,27 U mL™)
(NUTONGKAEW et al., 2019) e T. koningiopsis AN251 (2,14 U mL!) (BLASZCZYK et
al., 2016). Até o presente momento, ndo existem relatos na literatura sobre a producao
de B-xilosidases por T. koningiopsis, por outro lado, uma nova cepa de T. gamsii M501
cultivada em meio otimizado composto de celulose microcristalina como fonte de
carbono, alcancou 0,60 U mL* de atividade B-xilosidase (BASKARAN; KRISHNAN,
2020).

A B-glicosidase exibiu maior producdo enzimatica (36,40 U mL1) em cultivo
suplementado com CMC, seguido de bagaco de cevada (16,43 U mL1). Esses
resultados obtidos foram superiores ao reportado para T. koningiopsis FCD3-1 (1,18
U mL1) suplementado com celulose microcristalina (ZHANG et al., 2014).

Distintamente, as atividades celuloliticas das enzimas CMCase e FPase por
T. koningiopsis 2012A1M néo foram expressivas. A maior atividade de CMCase foi
alcancada quando suplementado com CMC (2,17 U mL™). Castrillo et al. (2015)

avaliaram a producédo de endo-1,4-B-glucanases por T. koningiopsis utilizando CMC
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como fonte de carbono e encontraram um valor de aproximadamente 100 U L.
Blaszczyk et al. (2016) estudaram a capacidade de espécies de Trichoderma em
degradar celulose (atividade FPase), em que um menor potencial de decomposicao
da celulose (papel filtro) foi registrado para T. koningiopsis. Esse resultado € similar a
baixa atividade de FPase (0,32 U mL™) encontrada no presente estudo, em que o

cultivo do fungo T. koningiopsis 2012A1M foi suplementado com a palha de milho.

Para degradacao de biopolimeros da parede celular vegetal é requerido a acéo
sinérgica de diversas enzimas extracelulares. Varias espécies de Trichoderma séo
conhecidas por serem boas produtoras de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas,
especialmente a espécie T. reesei, amplamente estudada pela elevada producéo de
celulases (BLASZCZYK et al.,, 2016). O fungo T. koningiopsis 20I12A1M néo se
mostrou um bom produtor de celulases, por outro lado, demonstrou potencial na

producdo de enzimas hemiceluloliticas, como as endo-xilanases e B-xilosidases.



Tabela 3 Influéncia das fontes de carbono na inducéo de enzimas do complexo xilanolitico e celulolitico pelo T. koningiopsis
2012A1M em cultivo liquido.

Atividade enzimatica (U mL)
Fonte de carbono (1%)

CMCase FPase B-glicosidase Xilanase B-xilosidase

Algodéao 1,06 + 0,01 0,00 + 0,00 10,32 + 0,15 22,22 + 0,91 0,70 + 0,38
Avicel® 1,00 + 0,01 0,00 + 0,00 13,35 = 0,08 47,28 + 0,20 145 + 0,02
Bagaco de cana 1,01 + 0,09 0,19 + 0,04 584 + 0,04 40,93 + 1,51 11,88 + 0,31
Bagaco de cevada 1,18 = 0,09 0,28 + 0,02 16,43 = 0,75 53,68 + 1,97 6,26 + 0,04
Casca de nozes 0,42 + 0,04 0,00 + 0,00 2,08 + 0,04 1,33 + 0,06 0,88 + 0,02
Celulose 0,52 + 0,04 0,00 + 0,00 7,75 + 0,47 20,06 * 0,12 1,19 £ 0,01
CMC 2,17 + 0,08 0,19 + 0,00 36,40 + 0,20 37,13 + 0,81 4,73 + 0,17
Papel filtro 0,81 = 0,01 0,10 = 0,02 483 + 0,14 3559 + 1,97 8,14 * 0,14
Papel de jornal 0,94 + 0,05 0,00 + 0,00 6,28 + 0,19 19,01 + 1,86 1,81 + 0,18
Papel kraft 0,79 + 0,04 0,13 + 0,01 7,28 + 0,22 51,93 + 0,22 6,25 + 0,12
Papel sulfite 0,27 + 0,01 0,00 + 0,00 1,37 = 0,03 5,62 + 0,17 0,39 + 0,01
Palha de arroz 0,18 + 0,05 0,00 + 0,00 2,48 + 0,26 591 + 0,35 0,55 + 0,02
Palha de feijdo 0,14 + 0,01 0,21 = 0,00 7,38 = 0,11 15,71 + 1,10 2,23 = 0,02
Palha de milho 1,40 + 0,05 0,32 + 0,00 10,08 + 0,10 3165 + 0,12 10,08 + 0,34
Pé de serra 0,36 + 0,01 0,00 + 0,00 1,28 + 0,11 3,54 + 0,29 0,70 + 0,18
Sabugo de milho 0,74 + 0,01 0,00 + 0,00 5,63 + 0,10 28,06 + 0,70 6,23 + 0,01
Bagaco da panicula de Sorgo 0,20 + 0,01 0,00 + 0,00 2,72 + 0,07 2,03 £ 0,99 1,01 = 0,01
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Devido a complexidade dos polimeros que compdem a biomassa
lignoceluldsica, coquetéis contendo enzimas hemiceluloliticas se tornaram recursos
valiosos no contexto industrial. Considerando a importancia da B-glicosidase na
decomposicéo da celulose associado ao papel chave de B-xilosidases e xilanases na
hidrolise da hemicelulose, a acdo combinada dessas enzimas é essencial no processo
de sacarificacdo da biomassa lignoceluldsica, visando a obtencdo de acucares
fermentaveis como glicose e xilose (GOLDBECK et al., 2016; SINGH et al., 2016;
ALOKIKA; SINGH, 2019).

5.5 Sacarificacdo do bagaco de cevada

A producdo de acUcares fermentdveis a partir do processo de hidrolise
enzimatica do bagaco de cevada encontra-se sumarizada na Tabela 4. O extrato bruto
de T. koningiopsis 2012A1M cultivado com bagaco de cevada 1,5% como fonte de
carbono foi utilizado na reacdo. As melhores condicbes para a liberacdo desses
produtos ocorreram em reacdes durante 48 h, quando a 40 °C e agitagao de 200 rpm.
Embora a formacao de glicose ja tenha alcancado o seu maior resultado em 24 h de
reacao do extrato enzimatico de T. koningiopsis 2012A1M com o residuo de bagaco
de cevada in natura (5,9%), somente em 48 h obteve-se resultados proximos na
producdo de glicose com os residuos que sofreram tratamento prévio para remoc¢ao
de lignina, a saber, pré-tratamento acido (5,5%), pré-tratamento térmico (5,3%) e pré-
tratamento alcalino (5,2%). A producéo superior do monossacarideo glicose deve-se
a atuacdo da enzima B-glicosidase presente em elevadas quantidades no extrato bruto
de T. koningiopsis 20I12A1M.

O uso amplo em varios processos biotecnolégicos dessas enzimas inclui a
producédo de biocombustivel e etanol a partir de residuos agricolas celulésicos (SINGH
et al., 2016). A producao de bioetanol pode ser resumida em trés etapas, o pré-
tratamento que envolve a preparacao da matéria-prima, a sacarificacdo em que ocorre
a hidrélise da celulose e hemicelulose em acUcares fermentaveis e a etapa de
fermentacdo, fase final de conversdo desses aclUcares em bioetanol
(GOPALAKRISHNAN et al., 2020).
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Tabela 4 Efeito de diferentes pré-tratamentos na producdo de acucares fermentaveis
a partir da sacarificacdo enzimatica do bagaco de cevada.
Sacarificacéo (%)

i Acucar
Pré-tratamento Tempo . )
redutor total Glicose Xilose
(h)

(ART)
In natura 24 10,7 5,9 1,6
48 13,3 59 2,6
Acido 24 7,0 2,3 1,2
48 11,3 55 2,4
Alcalino 24 6,7 2,4 2,1
48 12,8 5,2 3.4
Térmico 24 9,1 4,1 2,2
48 11,3 53 2,5

Ainda que a formacdo de xilose tenha sido maior com a reacdo do extrato
enzimatico de T. koningiopsis 20I12A1M com o residuo de bagaco de cevada que
sofreu pré-tratamento alcalino (3,4%), a liberacdo de ART foi mais expressiva na
reacdo com o0 bagaco de cevada in natura, onde o percentual de sacarificacao
detectado foi 13,3%. A partir desse resultado, pode-se concluir que na hidrolise
enzimatica do bagaco de cevada por T. koningiopsis 20I12A1M, néo seria hecessario
tratamento quimico, nem fisico prévio, haja vista que os melhores resultados
alcancados foram com o bagaco de cevada in natura em 48 horas para glicose (5,9%)
e ART (13,3%), seguido do valor de xilose (2,6%). Por outro lado, Mussatto et al.
(2008) avaliaram a hidrélise enziméatica de gréo gasto de cevada a partir de celulase
comercial, em que o residuo ndo tratado proporcionou a menor formacéo de glicose e
a menor taxa de conversdo de celulose, sugerindo que a composi¢cao quimica do
substrato presente na amostra, afetou negativamente a hidrolise enzimatica da

celulose.

A eficacia na formacdo de acUcares fermentaveis a partir da hidrélise
enzimatica de residuos submetidos a pré-tratamento acido ou alcalino ja foram
relatadas em estudos anteriores (XU et al., 2019; GOPALAKRISHNAN et al., 2020).
De acordo com Phadtare et al. (2017), o uso de alcalis é mais efetivo, pois atua
removendo a lignina da biomassa, tornando mais acessivel a celulose e hemicelulose

a acdo enzimatica. Entretanto, sabe-se que a conversdo enzimatica da biomassa
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lignocelulésica em acucares fermentaveis € preferivel quando comparado aos
meétodos quimicos, pois evitam-se a liberacdo de compostos inibidores como acidos
fracos, furanos e compostos fendlicos, os quais dificultam o processamento
downstream (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000).

O bagaco de cevada é composto principalmente por celulose (12,3%),
hemicelulose (23,4%) e lignina (26,1%) (BERNARDI et al., 2019). Em relacdo aos
acucares redutores obtidos a partir da sacarificacdo do bagaco de cevada in natura,
observa-se um resultado positivo quando comparado ao bagaco de cevada tratado
por alcali, haja vista que o percentual foi superior para o residuo néo tratado no tempo
de 48 h, demonstrando ndo ser necessario o tratamento prévio nas condi¢cdes de
ensaio avaliadas. Desta forma, os resultados obtidos neste estudo s&o promissores,
uma vez que a porcentagem de acucares redutores formados nos ensaios de
sacarificacdo demonstra a eficiéncia da acdo conjunta das enzimas celuloliticas e

xilanoliticas produzidas por T. koningiopsis 2012A1M.

5.6 Andlise morfolégica do bagaco de cevada por MEV ap6s hidrélise
enziméatica

A micrografia MEV do bagaco de cevada in natura sem tratamento enzimatico
(controle) revelou uma morfologia organizada, porém irregular com estruturas fibrosas
disformes e revestimento fragmentado, lembrando as estruturas de cascas de arvores
(Figura 1la). Embora a superficie demonstre certa irregularidade estrutural, a
exposicao das fibras indica que os constituintes lignoceluldsicos estédo presentes. Na
Figura 11b é possivel verificar um revestimento liso, efeito da aplicagcdo do extrato
enzimatico bruto de T. koningiopsis 2012A1M na hidrélise da biomassa, mesmo sem

0 tratamento prévio para remocao de lignina.

Resultados similares foram reportados por Ibarra-Diaz et al. (2020), sobre a
morfologia da palha de cevada analisada por MEV, antes e apds o tratamento com
enzimas comerciais, inicialmente sendo observada uma estrutura organizada e
caracteristica do material lignocelulésico com alongamento das fibras de celulose
rodeadas por uma estrutura composta de hemicelulose e lignina assemelhando-se a
estrutura de uma rede, entretanto, apds a hidrélise enzimatica da palha de cevada
com tratamento alcalino, foi relatado um material sem estrutura definida, apenas

granulos isolados.
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Figura 11 Microscopia MEV do bagaco de cevada in natura ampliado 500x (a, b) e
ampliado 1000x (c, d). Controle, bagaco de cevada sem tratamento enzimatico (a, c);
Bagaco de cevada apoOs tratamento com extrato enzimatico de T. koningiopsis
2012A1M (b, d) por 48 h a 40 °C.

Em um aumento de 1000x (Figura 11d), a analise morfolégica do residuo
apontou uma extensa area superficial lisa, em que grande parte do material de
celulose foi degradado, indicando a eficacia da acdo de enzimas do complexo
hemicelulolitico de T. koningiopsis 2012A1M na remocao de lignina e hemicelulose,
resultando na elevada acessibilidade as fibras de celulose cristalina. Em oposto aos
resultados encontrados por Mussatto et al. (2008), ao avaliarem a hidrélise enzimatica
de grao gasto de cevada por celulase comercial, a estrutura do substrato ndo tratado
praticamente ndo foi modificada, confirmando a baixa eficiéncia da hidrolise obtida,
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entretanto, quando tratado e removida a lignina, a estrutura do material foi fortemente

modificada, sendo altamente hidrolisada.

A eficacia dos pré-tratamentos em melhorar a taxa de hidrolise pode estar
relacionada com a modificacdo estrutural causada no substrato, apos o tratamento.
Além disso, outra limitag&o relatada na hidrélise enzimatica da celulose, corresponde
ao tipo e a composi¢cdo do sistema celulolitico utilizado no processo (RAMOS;
NAZHAD; SADDLER, 1993). Com o estudo de hidrdlise enzimatica da biomassa de
bagaco de cevada, o fator limitante estrutura do substrato pareceu nao interferir na
acdo das enzimas presentes no extrato bruto de T. koningiopsis 2012A1M sobre o
bagaco de cevada in natura, haja vista que mesmo com os 3 tipos de pré-tratamentos
utilizados no estudo, o melhor rendimento de sacarificacao foi obtido com o substrato
sem tratamento. A partir da MEV, observa-se que as enzimas produzidas por T.
koningiopsis 20I12A1M tém um grande potencial de aplicacdo na sacarificacdo de
biomassa de bagaco de cevada, sem a necessidade de um tratamento prévio desse
substrato.

5.7 Purificacédo parcial da xilanase extracelular de T. koningiopsis 2012A1M
O extrato bruto dialisado foi aplicado na coluna de troca ibnica CM-Sephadex,

como Unica etapa cromatogréafica. Foram aplicados 18 mL de amostra, obtido do

cultivo liquido de T. koningiopsis 2012A1M cultivado a partir de bagaco de cevada

1,5%, resultando no perfil cromatogréafico apresentado na Figura 12.
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Figura 12 Perfil cromatografico da xilanase de T. koningiopsis 20I12A1M em CM-
Sephadex. Atividade xilanasica (e) e absorbancia a 280 nm (o). As fragbes reunidas
estdo indicadas pelas setas (2).

Na Figura 12 é possivel verificar dois picos proteicos, 0s quais ndo estao
contidos no pico de atividade xilanasica. A xilanase foi eluida entre os gradientes de
NaCl 0,175 e 0,300 mol L, sendo o pico de atividade correspondente ao gradiente
de 0,250 mol L. As fracdes recolhidas foram divididas em duas aliquotas,
denominadas Pool 1 (0,175 e 0,200 mol L) e Pool 2 (0,225; 0,250 e 0,300 mol L1). A
atividade enzimatica recuperada e a quantidade de proteina estdo disponiveis na
Tabela 5.

Tabela 5 Sumario das etapas de purificacdo parcial da xilanase de T. koningiopsis
2012A1M.

Atividade . Atividade o B
Etapa de Volume "~ o, Proteina especifica Purificacdo Recuperago
urificacéo (mL) total (mg) . (fator) (%)
P (L) (U mg)
Extrato bruto 18 2646 15,7 168,9 1 100
CM-Sephadex
Pool 1 8 288 0,8 360 2,1 11
Pool 2 13,5 594 1,2 495 2,9 22
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5.8 Andlise dos produtos de degradacao do xilano por CCD

A andlise dos produtos de hidrdlise do xilano indicou a presenca de xilose,
xilobiose, xilotriose e xilotetraose (Figura 13). Estes resultados sugerem uma acéo
combinada de duas enzimas, endo-xilanases que atuam na cadeia principal do xilano
liberando XOS e B-xilosidases que catalisam a hidrolise da extremidade n&do-redutora
dos XOS, liberando xilose. Menos evidente foi a formagcéo do monossacarideo xilose,
0 que esta de acordo com os demais achados desse estudo, como no processo de
sacarificacdo, em que foi encontrado maior concentracdo de acucares redutores totais
e menor concentracao a xilose, bem como nas dosagens de atividade enzimatica do
extrato bruto de T. koningiopsis 20I2A1M, o qual apresentou atividade
consideravelmente superior de endo-xilanase, em comparacdo a atividade de B-

xilosidase.
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Figura 13 Analise dos produtos de hidrolise do xilano pela xilanase de T. koningiopsis
20I12A1M. Raias: (1) xilose; (2) xilobiose; (3) xilotriose; (4) xilotetraose; (5 - 8) tempos
de reacdo enzimatica a 15, 30, 60 e 120 min, respectivamente.

Devido a sua grande complexidade estrutural, a completa hidrdlise do
heteropolissacarideo xilano requer acdo de varias enzimas do complexo xilanolitico
como a endo-xilanase e 3-xilosidase (HEINEN et al., 2018). Embora existam diversos
relatos sobre endo-xilanases (SILVA; TERRASAN; CARMONA, 2015; HEINEN et al.,
2017) e B-xilosidases fungicas (CORREA et al., 2016; YE; LI; ZHAO, 2017), existem
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poucos relatos sobre fungos nativos produtores em niveis consideraveis de ambas as
enzimas. Desta forma, coquetéis enzimaticos contendo endo-xilanases e -
xilosidases apresentam grande importancia no contexto biotecnolégico, uma vez que
a acao sinérgica dessas enzimas aumenta significativamente a eficacia da hidrélise

da biomassa nos processos industriais.

Na sacarificagao do xilano, a B-xilosidase € uma enzima crucial, pois cliva o
maior numero de ligacdes glicosidicas da hemicelulose, em comparacdo as demais
enzimas xilanoliticas (JORDAN et al., 2013). Os XOS séo potentes inibidores das
endo-xilanases e celulases, entdo a atividade de B-xilosidase pode melhorar a
eficiéncia do processo de sacarificacdo, ao degradar os XOS, e assim, diminuir 0s
componentes inibitérios dessas enzimas no meio reacional (ROHMAN et al., 2019). A
degradacdo do xilano revelada nesse estudo demonstra haver a presenca de
xilanases com especificidades diferentes, como a endo-xilanase e a B-xilosidase,
consideradas enzimas-chave no processo de degradacao desse heteropolissacarideo

complexo.
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6. CONCLUSOES

O fungo T. koningiopsis 2012A1M demonstrou potencial para producao de
diferentes enzimas de interesse biotecnoldgico, como pectinase, quitinase, [3-
xilosidase e B-glicosidase, entretanto, a enzima xilanase foi a hidrolase que merece
destaque, alcancando os maiores valores de atividade enzimatica utilizando o bagaco
de cevada como fonte de carbono. Além disso, quantidades significativas de agUcar
redutor total foram obtidas utilizando extrato bruto enzimético na hidrélise do bagacgo
de cevada, principalmente nas condi¢des in natura e com tratamento alcalino. Sendo
assim, os resultados encontrados neste estudo sdo promissores, uma vez que a
porcentagem de acuUcares redutores formados nos ensaios de sacarificacdo
demonstra a eficiéncia da acdo conjunta das enzimas celuloliticas e xilanoliticas

produzidas por T. koningiopsis 20I12A1M.
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