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RESUMO

A utilizacdo da biomassa tem emergido como uma das principais estratégias para
geracdo de biocombustiveis renovaveis. E as biorefinarias do segmento demandam coquetéis
enzimaticos de eficiéncia aprimorada para geracdo acgUcares fermentesciveis. Neste cenario, 0s
fungos lignoceluloliticos possuem um enorme potencial para o desenvolvimento de plataformas
enzimaticas eficientes. Nesse trabalho, duas amostras fungicas LMI01 e LMI03 isoladas do
ambiente na regido amazonica foram identificadas como pertencentes aos géneros Penicillium
e Aspergillus. A formulacdo completa do meio de fermentagédo para producdo de celulases e
xilanases por estes isolados foi otimizada utilizando técnicas do planejamento experimental e
superficie de resposta, onde se reduziu a quantidade de reagentes ao mesmo tempo em que se
alcancou um aumento significativo na producdo enzimatica. O perfil eletroforético do extrato
enzimaético bruto do fungo Penicillium LMIO1 apresenta proteinas com atividade celulolitica
de massa molecular aproximada entre ~100kDa a 50kDa e de 35kDa, e o fungo Aspergillus
LMIO3 produz celulases de ~80 a 52kDa, 37kDa e ~29kDa. Os pardmetros cinéticos das
atividades enzimaticas aparentes de Penicillium LMI01 possuem Kn=17,95 g/L! Vimax =39,84
g/LY.min? (CMCasica), Kn=1,67 mMol/L? Vimax= 0,485 mMol/L™.min* (betaglucosidasica),
Km= 12,54 g/L! Vmax = 270,02 g/Lt.min? (xilanasica) e as atividades aparentes CMCasica,
betaglucosidasica e xilanasica de Aspergillus LMI03 apresentam valores de Km: 64,50 g/L?,
2,17 mMol/L?, 18 g/L? e velocidades maximas de: 147,06 g/L™t.min, 0,95 mMol/L*.min*,
625 g/L"t.min, respectivamente. O coquetel enzimatico otimizado para hidrdlise da biomassa
polpa de celulose (coquetel UFAM1) é composto por 43% de extrato enzimatico de Aspergillus
sp LMI03 e 57% de T. reesei QM9414, e o coquetel 6timo para hidrdlise da casca de mandioca
(coquetel UFAM 2) é formado por 50% de extrato enzimatico de Aspergillus sp LMI03, 25%
de P.citrinum e 25% de T. reesei. A relacdo entre carga de sélido e proteina para atuacdo do
coquetel UFAM1 é de 52g/L de sélido e 30mg de proteina/g com eficiéncia hidrolitica de
93,2%. Para o coquetel UFAMZ, a eficiéncia hidrolitica foi de 75,0% para relacdo otimizada
de 78g/L de solido e 19mg de proteina/g de sélido. Esses resultados indicam que 0s coquetéis
formulados com os extratos enzimaticos proteicos de P.citrinum LMI01, Aspergillus sp LMI03
e T. reesei podem ser uma alternativa para hidrélise de biomassas vegetais e para outros
processos que dependem de biocatéalise.



ABSTRACT

The use of biomass has emerged as one of the main strategies for the generation of renewable
biofuels and chemicals. In addition, lignocellulosic biorefineries demand enzymatic cocktails
of improved efficiency for generating fermentable sugars. In this scenario, lignocellulolytic
fungi have enormous potential for the development of efficient enzymatic cocktails. In this
work two fungal samples LMIO1 and LMI03 isolated from the environment in’ the Amazon
region and identified as belonging to the genera Penicillium and Aspergillus, had the
fermentation medium optimized for a higher production of cellulases and xylanases. The
complete formulation of the fermentation medium for the production of cellulases and
xylanases by these isolates was optimized using experimental design and response surface
techniques, where the amount of reagents was reduced at the same time as a significant increase
in the enzymatic production was achieved. The electrophoretic profile of the enzymatic crude
extracts of the Penicillium LMIO1 fungus presents proteins with cellulolytic activity of
approximate molecular mass ~100kDa to 50kDa e 35kDa, and the Aspergillus LMI03 fungus
produces cellulases of ~80 a 52kDa, 37kDa e ~29kDa. The kinetic parameters of the apparent
enzymatic activities of Penicillium LMIO1 have: Kn=17,95 g/L! Vma =39,84 g/L1.min?
(CMCase), Kn= 1,67 mMol/L? Vmax = 0,485 mMol/Lt.min? (B-glucosidase), Kn= 12,54 g/L"
1 Vmax = 270,02 g/Lt.min (xylanase). Moreover, apparent activities CMCase, p-glucosidase
and xylanase of Aspergillus LM103 showed values of Kn: 64, 50 g/L%, 2, 17 mMol/L?, 18 g/L°
1 and maximum velocities: 147, 06 g/L"t.min, 0, 95 mMol/Lt.min?, 625 g/L™t.min?,
respectively. The optimized enzymatic cocktail for enzymatic hydrolysis of the pretreated pulp
cellulose (cocktail UFAM1) is composed of 43% enzymatic extract of Aspergillus sp LMI03
and 57% of T. reesei QM9414, and the optimum cocktail for enzymatic hydrolysis of cassava
husk (cocktail UFAM 2) consists of 50% enzymatic extract of Aspergillus sp LMI03, 25%
P.citrinum and 25% T. reesei. The solid protein load is 52¢g / L of solid and 30mg of protein / g
of substrate for cocktail UFAM1 with EH yield of 93,2%. For the cocktail UFAM2, the EH
yield was 75,0 % for an optimized loading of 78g / L of solid and 19mg of protein / g of
substrate for cocktail UFAM2. These results indicate that the enzymatic cocktails formulated
with the proteic enzymatic extracts of P.citrinum LMI01, Aspergillus sp LMIO3 and T. reesei
may be an interesting alternative for hydrolysis of pretreated or untreated plant biomasses and
for other processes that depend on biocatalysis.
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Capitulo 1

Introducao

A Amazonia € detentora de rica biodiversidade microbiana e representa uma fonte de
novas enzimas para gerar processos eficientes em diversos setores industriais. No cenario atual,
existe um desafio de tornar o bioetanol economicamente viavel em escala industrial, logo,
pesquisas e inovacao voltadas para o processo de conversdo da biomassa sdo fundamentais para
o desenvolvimento de tecnologias proprias e fortalecimento da producdo de biocombustiveis
no pais. E neste contexto, a utilizacdo da biomassa tem sido uma alternativa para a reducdo da
dependéncia de combustiveis fdsseis, cujas reservas estdo desaparecendo gradativamente.
Pode-se definir biomassa do ponto de vista energético, como qualquer matéria organica, que
possa ser transformada em energia térmica, mecanica ou elétrica.

As biomassas vegetais como, por exemplo, residuos agricolas, do processamento de
mandioca, bagaco ou farelo de mandioca, palha de arroz, farelo de trigo, bagaco de cana-de-
acucar e etc., tem emergido como uma das principais estratégias para geracdo de
biocombustiveis obtidos por via enzimatica. O principal componente da biomassa é a matéria
lignocelulésica. Segundo Jeffries (1990), as biomassas lignoceluldsicas sao constituidas por
trés principais fracGes poliméricas: lignina, hemicelulose e celulose, as quais sdo unidas entre
si por ligagdes covalentes, formando uma rede complexa, resistente a ataques microbianos. A
lignina confere rigidez, impermeabilidade e resisténcia a ataques microbioldgicos e mecanicos
aos tecidos vegetais.

De acordo com Xu e colaboradores (2007) as fracdes fermentaveis de matérias-primas
de origem vegetal incluem: Celulose que é um homopolimero linear ndo ramificado constituido
por cerca de 10 a 15 mil unidades de glicose, cristalina, insolivel em &gua e altamente resistente
a despolimerizacdo, na celulose as unidades de glicose estdo unidas por ligac@es glicosidicas
do tipo (B 1-4). A hemicelulose é uma fracdo substancial heterogénea composta de xilose e
agucares menores de cinco e seis carbonos, composta por varios polissacarideos ramificados e
suas unidades monoméricas que a constituem sdo: pentoses, hexoses, acidos hexurdnicos e
desoxiexoses, sendo a xilose a pentose predominante (BECKHAM, 2011).

As enzimas capazes de desconstruir as moléculas de celulose e gerar acucares

fermentesciveis sdo uma parte fundamental no processo bioldgico de obtencdo de etanol a partir
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da biomassa, e a viabilidade destes biocatalisadores precisa estar relacionada com alta eficiéncia
de converséo a baixos custos de producdo. Neste sentido, quanto mais potente e eficiente for
um coquetel enzimatico mais econémico sera o processo de sacarificacdo da biomassa
(producéo de acucares a partir de material vegetal). Uma das estratégias para se aumentar 0s
niveis de producdo das enzimas por microrganismo é a otimizacdo do processo de fermentacéo.
A maioria das enzimas utilizadas no setor de biocombustiveis no Brasil assim como em outros
setores (industrias: téxtil e de detergentes) vem de empresas estrangeiras; logo, o
desenvolvimento de processos eficientes com novas fontes de enzimas representa um potencial
inovador.

Muitos paises principalmente os Estados Unidos tém investido fortemente em
tecnologia na producdo do etanol de segunda geracdo para tornar seu uso viavel. Alguns dos
principais centros de pesquisas como o National Renewable Energy Laboratory (NREL), e
algumas empresas como a Genecor nos EUA e Novozymes na Europa estdo focando suas
pesquisas em busca de solugdes para: pré-tratamento da biomassa, otimizacdo, diminuicéo do
custo da hidrolise enzimatica, producdo de misturas de enzimas, e maximizacao da conversdo
de acucares (incluindo pentoses) a etanol.

Em um contexto mundial, o Brasil possui elevada potencialidade no quesito fontes
renovaveis, uma vez que ¢ um dos maiores produtores de biomassa lignocelulésica como os
oriundos da produtividade agricola (cana-de-agUcar, soja, arroz, etc.). Portanto, é fundamental
para 0 Brasil o desenvolvimento de pesquisas voltadas para os processos de conversdo da
celulose, desenvolvendo tecnologias préprias, que poderdo ser transferidas para inddstrias e
empresas e assim fortalecer a participacdo do pais na producéo de biocombustiveis.

O texto desta tese inicia-se com uma revisdo da literatura, abordando as principais
informacBes a respeito das pesquisas voltadas para utilizacdo de biomassa como recurso
energético, enzimas envolvidas na degradacdo de biomassa lignocelulésica, microrganismos
produtores destas enzimas, e as principais aplicagdes industriais de enzimas microbianas nos
setores que envolvem hidrélise de materiais de conteido lignocelulésico. Em seguida
apresenta-se a justificativa e importancia desta pesquisa, e os objetivos propostos. O material e
métodos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo descritos no capitulo 4. No capitulo
5 sdo apresentados os resultados finais e discussfes a respeito das constatacdes feitas,
embasando-se na literatura disponivel. Em seguida é apresentado as perspectivas futuras. E
finalmente apresenta-se as referéncias bibliograficas utilizadas para o embasamento tedrico e

construcdo do conhecimento, para desenvolvimento desta pesquisa.
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No ambito de desenvolvimento da pesquisa desta tese, foi possivel a divulgacdo de
trabalhos cientificos, tanto partes integrais da tese, como do resultado de coorientacdo de
iniciacdo cientifica, e do envolvimento em trabalhos de pesquisa realizados no Centro de Apoio
Multidisciplinar na UFAM relacionados com enzimas celuloliticas, bioprospeccdo e

caracterizagdo. Os trabalhos e estéo descritos abaixo:

Artigos completos:

SANTA-ROSA, P.S., SOUZA, A.L., ROQUE, R.A, ANDRADE, E.V., ASTOLFI-FILHO S.,
MOTA, A.J.,, NUNES-SILVA, C.G. Production of thermostable -glucosidase and CMCase
by Penicillium sp. LMIOL isolated from the Amazon region. Electronic Journal of
Biotechnology, Volume 31, Pages 84-92, 2018. https://doi.org/10.1016/j.ejbt.2017.11.005

OLIVEIRA, J.B., SANTA-ROSA, P. S., NUNES-SILVA, C. G. Determination of the
Physical-Chemical Characteristics of the Activity p-glucosidase Present in the Enzymatic
Complex of Aspergillus versicolor. Scientia Amazonia, S1, 94-103, 2018. Disponivel em: <
http://scientia-amazonia.org/wp-content/uploads/2018/05/51-94-103-2018.pdf:>

BUCKER A., SILVA, I. F., PINHEIRO W. D., SOUZA |. F., MORAIS L.M., SANTA- ROSA
P.S, NUNES-SILVA C.G. Avaliacdo da atividade enzimatica de fungos isolados do Bioma
Amazonico/Evaluation of the enzymatic activity of fungi isolated from the Amazonian
Biome. Brazilian Applied Science Review, Curitiba, v. 2, n. 3, p. 779-787, jul./set. 2018.
Disponivel em: <http://www.brid.com.br/index.php/BASR/article/view/452>

Trabalhos em eventos:

SANTA-ROSA P. S., OLIVEIRA J. B., BELMONT E. L. L., SILVA S. D., NUNES-SILVA
C. G., Perfil enzimético do fungo L3 Isolado de celulose reciclada e atuacéo sinérgica com
enzimas de Trichoderma reesei comercial. 7° Congresso sobre Diversidade Microbiana da
Amaz6nia-CDMICRO/2018.

OLIVEIRAL, J. B.,, SANTA-ROSA, P. S., BELMONT, E. L. NUNES-SILVA, C. G.
Determination of the physico-chemical characteristics of the cellulolytic activity by
Penicillium sp. isolated from gut of aquatic insect In: XIIl Seminéario Brasileiro de
Tecnologia Enzimatica. ENZITEC 2018, Florianopolis-SC. Anais do X111 Seminario Brasileiro
de Tecnologia Enzimatica. ENZITEC, 2018, diponivel em:
<http://www.enzitecfloripa2018.com.br/site/anaiscomplementares2? AREA=3#D>

BELMONT, E. L., OLIVEIRAL, J. B, Mar, H. B., SANTA-ROSA, P. S, Hamada, N., NUNES-
SILVA, C. G. Isolamento e potencial enzimatico de fungos associados ao intestino de larvas de
Stenochironomus (Insecta: Diptera: Chironomidae)” In 7° Congresso sobre Diversidade
Microbiana da Amazonia, Manaus-AM. Anais do 7° Congresso sobre Diversidade Microbiana
da Amazonia, 2018.
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SANTA-ROSA P.S.P., OLIVEIRA, J.B., ASTOLFI-FILHO S., NUNES-SILVA C.G.
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Microcristalina Como Fonte De Carbono. In: 6° Congresso Sobre Diversidade Microbiana
Da Amazo6nia-Cdmicro, Manaus-AM. Anais Do 6° Congresso Sobre Diversidade Microbiana
Da Amazonia-Cdmicro, 2016.

20



Capitulo 2

Revisao da Literatura

2.1 Biomassa lignocelulésica

A biomassa vegetal pode ser obtida de fontes florestais como a madeira, ou vinda de
rejeitos urbanos e industriais sélidos ou liquidos, ou pode ainda ser de origem agricola como o
arroz, milho, soja e cana de acglcar entre outros. Os materiais lignoceluldsicos sdo 0s
componentes mais abundantes da face do planeta, participam aproximadamente de 50% da
biomassa terrestre, logo, a utilizacdo desses residuos, tem uma grande relevancia e constitui um
dos mais importantes topicos da biotecnologia moderna (PEREIRA JR et al., 2008).

As biomassas lignocelul6ésicas sdo formadas por trés principais fragdes:
macromoleculares: lignina, hemicelulose e celulose, as quais sdo unidas entre si por ligagdes
covalentes, formando uma rede complexa, resistente a ataques microbianos (JEFFRIES, 1990).
A lignina confere rigidez, impermeabilidade e resisténcia a ataques microbioldgicos e
mecanicos aos tecidos vegetais. As fracbes fermentaveis destas matérias-primas incluem
celulose (moléculas de glicose unidas entre si por ligacfes pB-1,4-) e hemicelulose, uma fragcdo
substancial heterogénea composta de Xilose e agucares de cinco e seis carbonos (XU et al.,
2007).

A figura 1 apresenta um esquema representativo da estrutura da lignocelulose da biomassa
vegetal. A celulose constitui cerca de 50% da composicdo desses materiais (SAJITH et al.
2016), sendo um homopolissacarideo linear ndo ramificado constituido por cerca de 10 a 15 mil
unidades de glicose. Grande parte da estrutura da celulose é cristalina, insoltvel em agua e
altamente resistente a despolimerizacdo. As unidades monossacaridicas de glicose sdo unidas
por ligacao B1-4 ao longo de cadeias da celulose cristalina e se apresentam invertidas com
angulo de 180° uma em relacdo a outra, fazendo que o dissacarideo (celobiose) seja a unidade
de repeticio (BECKHAM, 2011; HORN et al., 2012). A celulose possui uma estrutura
organizada, na qual as cadeias estdo intimamente unidas entre si por uma rede de ligagdes de
hidrogénio intra e inter-moleculares forte e altamente complexa (ZHOU; Wu, 2012).

A hemicelulose é o segundo maior componente dos materiais vegetais, correspondendo,
aproximadamente, 20-30% da biomassa vegetal. A hemicelulose é um heteropolissacarideo

ramificado composto, em sua grande maioria, por uma mistura de polissacarideos de baixa
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massa molecular: xilanas, arabinanas, arabinoxilanas, mananas e galactomananas. As unidades
fundamentais (monbémeros) sdo, basicamente, moléculas de D-xilose, D-manose, D-galactose,
D-glicose, L-arabinose, acido D-glucurdnico, acido D-galacturénico, a-D-4-O- 4&cido
metilglucurdnico e também alguns produtos de oxidacdo, como por exemplo, acetatos (Pereira
Jr et al., 2008; Sajith et al. 2016).

OH
Acool p-cumarilico  Alcool coniferilico

Alcool sinapilico

Figura 1 - Esquema da estrutura do complexo lignocelulésico. Celulose, hemicelulose e
0s precursores primarios da lignina. Fonte: Alonso et al. (2012)

2.2 Enzimas celuloliticas e xilanoliticas

Celulases e xilanases sdo enzimas do complexo lignocelulolitico capazes de hidrolisar
as porgdes polissacaridicas constituintes de materiais lignocelulésicos, como o
homopolissacarideo celulose, e o heteropolissacarideo hemicelulose. Essas enzimas compdem
um grupo de enzimas que atuam em conjunto para a completa degradacéo da biomassa vegetal.
No processo de desconstrucao da celulose existem outras proteinas que atuam sinergicamente
com celulases promovendo a eficiéncia de enzimas celuloliticas agindo sobre as superficies da
celulose cristalina gerando quebras de cadeia nas cadeias de polissacarideos através da clivagem
oxidativa, e sdo tidas como proteinas auxiliares de celulases, ou proteinas acessorias (LYND et
al., 2002; TOLAN et al., 2002; HORN et al., 2012).

A importancia industrial de celulases e xilanases se deve ao fato da ampla aplicabilidade
em diversos setores, como na industria de alimentos e bebidas, téxtil, polpa de celulose e papel,
na agricultura, e no setor de biocombustiveis obtidos a partir de biomassa lignocelulésica.

Considerando esse amplo uso de enzimas celuloliticas e xilanoliticas, e somando-se ao advento
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crescente da necessidade de substituicdo de combustiveis fosseis por renovaveis, estas enzimas
irdo tornar-se as enzimas de maior valor comercial, se o etanol, butanol ou qualquer outro
produto de fermentacdo de acUcares, produzidos por enzimas a partir da biomassa, se tornar o
principal combustivel para transportes (BALSAN et al, 2012).

De acordo com a IUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular
Biology), a classificacdo numérica para enzimas sdo 0s codigos que representam o nimero da
Comisséao de Enzima (Enzyme Comission Number), os nimeros de EC néo classificam enzimas,
mas as reacOes catalisadas por elas, uma vez que essa classificacdo é baseada nas reacdes
quimicas que as enzimas catalisam. Os codigos EC podem ser aplicados apenas a enzimas cuja
fungéo tenha sido bioquimicamente identificada. Quando uma enzima catalisa mais de uma
reacao e se encaixam em mais de uma classe, devem conter mais de um nimero EC.

A classificacdo de enzimas baseando-se nas semelhancas de sequencias de aminoacidos
foi proposta por Henrissat (1997), por existir uma relagéo direta entre sequéncia de aminoacidos
e semelhancas de dobramento. As glicosil-hidrolases (GH) sdo classificadas em mais de 100
familias, cada familia GH contém proteinas que sdo relacionadas por sequéncia e por dobra,
assim é possivel fazer varias previsdes Uteis, jA& que ha muito tempo se observou que o
mecanismo catalitico e 0 mecanismo molecular sdo conservados para a grande maioria das
familias de glicosidases (HENRISSAT, 1991; GEBLER et al., 1992). As familias de GH estdo
disponiveis no banco de dados do Carbohydrate Active Enzyme (CAZy) (LOMBARD et al.
2013).

2.2.1 Celulases
Dentro da classificagdo EC as celulases fazem parte do grupo EC 3.2.1
(glicosilhidrolases) que hidrolisam ligacdes glicosidicas entre carboidratos. Na tabela 1 esta
mostrada a classificacdo de enzimas com atividade de celulases de acordo com a Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia molecular (IUBMB). De um modo geral, conforme o
local de atuacédo das enzimas na fibra de celulose, elas sdo designadas em trés classes gerais:
v" Endoglucanases: Agem nas regifes acessiveis da fibra celuldsica (amorfas). Elas quebram
as ligacBes glicosidicas das cadeias de celulose, liberando oligossacarideos de diversos
tamanhos com terminais redutores e ndo redutores.
v' Exoglucanases: Agem nos terminais redutores da fibra celul6sica e sobre os novos
terminais gerados pelas endoglucanases e liberam moléculas menores como dimeros de glicose

(celobiose) e celodextrinas. Sdo também chamadas de celobiohidrolases (CBH), e divididas
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em dois tipos: CBH’s do tipo I, que hidrolisam terminais redutores e CBH’s do tipo Il, que

hidrolisam terminais ndo redutores.

v’ B-glucosidases: Completam a hidrélise da celulose, liberando D-glicose a partir das

unidades dos produtos de reacéo liberados pelas exoglucanases, como celobiose, celodextrinas

e outros oligossacarideos soltveis com menos de sete unidades monoméricas.

Tabela 1- Nomes de Celulases, codigos EC e Familias.

Numero EC Outros nomes Reacdo catalisada Familias
e Nome
3.2.1.4 Celulase | Endo-1,4-B-D-glucanase; p-1,4-glucanase; | Endohidrdlise de ligacbes 5,6,7,8.9,
B-1,4-endoglucano hidrolase; Celulase A; | (1—4)-p-D-glicosidicas em 10, 1226, 44,
Cellulosina AP; Endoglucanase D; celulose, liquenina e cereais 45, 48,51 ,
Celulase alcalina; Celulase A 3; B-D-glucanos. Hidrolisa as 74,124
Celudextrinase; 9.5 celulase; Avicelase; ligagdes 1,4 em B-D-
Pancelase SS; 1,4-(1,3;1,4)-B-D-glucano glucanos contendo também
4-glucanohidrolase ligacGes-1,3
3.2.1.91 Exo-celobiohidrolase; B-1,4-glucano Hidrdlise de ligagdes (1—4)- 56,9
Celulose celobiohidrolase; -1,4-glucano B-D-glucosidica em celulose
1,4-B- celobiosilhidrolase; 1,4-p-glucano e celotetraose, liberando
celobiohidrolase | celobiosidase; exoglucanase; avicelase; celobiose das extremidades
(extremidade | CBH 1; celulase C1; celobiohidrolase I; n&o redutoras das cadeias
nao-redutora) | celobiohidrolase; exo-B-1,4-glucano
celobiohidrolase; 1,4-p-D-glucano
celobiohidrolase; celobiosidase.
3.21.21 gentiobiase; celobiase; emulsina; elaterase; | Hidrolise de terminais, néo- 1.,2,3,5,
B-glucosidase | aril-B-glucosidase; B-D-glucosidase; - | redutores B-D-glicosil com 9, 30, 39,
glucoside  glucohidrolase;  arbutinase; | liberacdo de D-glicose 116
amigdalinase; p-nitrophenyl B-
glucosidase; amigdalase;  linamarase;
salicilinase; B-1,6-glucosidase.
3.2.1.176 CelS; CelSS; endoglucanase SS; Hidrolise de ligagdes (1—4)- 7,948
Celulose celulase SS; celobiohidrolase CelS; | B-D-glicosidica em celulose
1,4-B- Cel48A e substratos similares
celobiohidrolase liberando celobiose das
(terminais extremidades redutoras da
redutores) cadeia.
3.2.1.74 Exo-1,4-B-glucosidase; exocelulase; exo- | Hidrolise de ligagdes (1—4)- 1,359
glucano B-1,4-glucosidase; exo-f-1,4-glucanase; B- | em (1—4)-B-D-glucanos,
1,4-B- 1,4-B-glucanase; B-glucosidase; exo-1,4-B- | para remover unidades de
glucosidase glucanase; 1,4-B-D-glucano | glicose sucessivas.

glucohidrolase

Fonte: Lombard et al., 2013 - Carbohydrate-Active Enzymes Database (CAZY) — retirado de
<http://www.cazy.org> Acesso: 14 junho 2017; Xu et al. 2011 (modificado).
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2.2.2 Xilanases

As xilanases sdo classificadas dentro do grupo das glicosil hidrolases (EC 3.2.1.), assim
como as celulases. Também sao classificadas de acordo com a IUBMB conforme sua agéo
catalitica. As enzimas com atividade xilanolitica, que atuam sobre as moléculas de
hemicelulose, estdo descritas na tabela 2, de acordo com seus nimeros EC, tipo de reacdo que
catalisam e as familias a quem pertencem. A classificacdo das familias de xilanases € feita com
base na massa molecular e no ponto isoelétrico (Pl) e semelhancas nas sequéncias de
aminoacidos (COLLINS et al., 2005; MOTTA et al., 2013). A familia 10 comporta xilanases
com massa molecular maiores que 30kD, enquanto que a familia 11 compreende endo-B-
xilanases de baixa massa molecular (<30kDa) (HENRISSAT; BAIROCH 1993).

Tabela 2 - Nomes de Xilanases, cddigos EC e Familias.

Numero EC Outros nomes Reacdo catalisada Familias

endo-(1—4)-p-xylan 4-

xylanohydrolase; endo-1,4-

xylanase; xylanase; p-1,4-
xylanase; endo-1,4-xylanase; 3,58,9,

endo-B-1,4-xylanase; endo- Endohidrolise de 10, 11, 12,
1,4-B-D-xylanase; 1,4-B-xylan  ligagdes (1—4)-p-D- 16, 26, 30,
xylanohydrolase; B-xylanase;  xilosidicas em xilanos 43,44, 51,
B-1,4-xylan xylanohydrolase; 62, 98, 141

endo-1,4-B-xylanase; B-D-

xylanase.

3.2.1.8
Endo-1,4-B-xilanase

xilobiase; B-xilosidase; exo-

1,4-B-xilosidase; B-D- Hidrolise de (1—4)-B-

xilopiranosidase; -Xilosidase; D-xilanos, para remover 1, 3,5,
3.2.1.37 B-xilosidase; exo-1,4- residuos: de D-xilose 30, 39, 43,
1,4-Beta-xilosidase xilosidase; exo-1,4-B-D- sucessivos dos terminais 51, 52, 54,
xilosidase; 1,4-B-D-xilano no-redutores 116, 120
xilohidrolase.
xilanase; endo-1,3-B-
x!I03|da§e, 1,3-B-_xnanas_e, 1,3- Hidrdlise aleatoria de
32132 xilanase; B-1,3-xilanase; e_ndo- ligagdes (1 —» 3) -p-D-
Endo-1,3-Beta-xilanase P L >xIlanase; 13-B-Doxilano g iagem (1> 3) 1120
' xilanohidrolase; xilano endo- -B-D-xilanos
1,3-B-xilosidase.
321136 endoxilangse; ' Endohidrolise de
glucuronoarabinoxilano endoarabinoxilanase; ligagdes (1—4)--D- 30
endo-1,4-B-xilanase glucuronoxilano >_<|Ioh|drolase; xilosil em_algu_ns
’ glucuronoxilanase; glucuronoarabinoxilanos
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glucuronoxilano

xilanohidrolase;
glucuronoarabinoxilano 1,4--

D-xilanohidrolase

Fonte: Lombard et al, 2013 - Carbohydrate-Active Enzymes Database (CAZY) — retirado de
<http://www.cazy.org> Acesso: 14 junho 2017; Xu et al. 2011 (modificado).

2.3 Celulases e Xilanases na degradacao de materiais lignocelulésicos

Como mencionado anteriormente, a celulose é hidrolisada por acdo das enzimas do
complexo celulolitico, que atuam em sinergia nas cadeias que compdem as microfibrilas de
celulose, para a liberacdo de glicose (DEVAUX, 2005). As enzimas celulololiticas
(endoglucanases) iniciam a hidrdlise ao atuarem sobre regifes da fibra celuldsica que
apresentam certa desorganizacdo, chamada de regido amorfa. Em seguida, as demais celulases
agem para completa desconstrucédo da fibra desse biopolimero (Figura 2 A).

A xilana é um dos principais constituintes da hemicelulose. E hidrolisada por xilanases
que assim como celulases também atuam em conjunto para liberar unidades de xilose (HECK
et al., 2002). A hidrélise enzimética eficiente da xilana requer a agdo conjunta de enzimas com
diversas especificidades (Figura 2B). As endo-1,4-xilanases (EC 3.2.1.8) atuam aleatoriamente
atacando o esqueleto de xilana; e as beta—xilosidases (EC 3.2.1.37) quebram os Xxilo-
oligossacarideos liberando mondmeros de xilose. A remocdo dos grupos laterais da
hemicelulose é catalisada por a-arabinofuranosidases, a-glucuronidase e acetilxilana esterase,
acido feruloil esterase (esterase de &cido ferdlico), que removem os ramos alterais acetil e
fendlicos (HECK et al., 2002; PASTOR et al., 2007, YANG et al.,2009).
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Figura 2 - Esquema da degradagdo enzimatica da celulose e da hemicelulose.
Fonte: (YANG et al.,2009)

2.4 Atividades auxiliares

O modelo classico de degradacdo enzimatica da celulose é descrito por um conjunto de
enzimas pertencentes ao grupo das hidrolases que atuam sinergicamente para hidrolisar a fibra
de celulose. No entanto, tem-se elucidado a atuacdo de outras proteinas e enzimas que nao sdo
as hidrolases classicas das familias de celulases e hemicelulases, estas proteinas agem de forma
a cooperar com 0 poder de catalise de celulases, aumentando assim a eficiéncia da
desconstrucdo de materiais lignocelulsicos e geracdo de agcucares (HORN et al., 2012; SUN et
al., 2015; VALADARES et al., 2016). Essas proteinas foram inicialmente classificadas dentro
da familia CMB33 (modulo de ligagdo de carboidratos) e na familia GH61 (glicosilhidrolase
familia 61). Estudos recentes tém demonstrado que esses biocatalisadores descritos
anteriormente como GH61 sdo na verdade mono-oxigenases polissacaridicas liticas (LPMO),
gue sdo incluidas nas familias AA9, AA10 e AA11l, dependentes de cobre e estdo envolvidos
na clivagem oxidativa da celulose, aumentando a degradacdo da celulose em conjunto com as
enzimas classicas (HORN et al., 2012; LEVASSEUR et al., 2013).

A acdo das LPMO’s é influenciada pela presenca de desidrogenases de celobiose (CDH’s).

As CDH’s sdo hemoflavoenzimas fungicas que pertencem a superfamilia de oxidoredutases.
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CDH’s catalisam a oxidacdo de dois elétrons da celobiose (KRACHER et al., 2016). Tem-se
descrito que as CDH’s sdo secretadas por fungos em condi¢des de degradacgdo da celulose, e
atuam em conjunto com LPMQO’s, aumentando a conversao da celulose a glicose (BEY et al.,
2013; VALADARES et al., 2016). As LPMO’s nao necessitam de regifes desordenadas
(amorfas) no polissacarideo para comecar a agir; elas atuam na regido cristalina da celulose,
gerando extremidades da cadeia oxidadas e ndo-oxidadas e requerem um doador de elétrons
externo para inducdo da sua atividade (ZIFCAKOVA; BALDRIAN, 2012; DIMAROGONA et
al., 2012).

Outras proteinas também reportadas por sua acéo sinérgica com celulases na degradacao
de materiais lignoceluldsicos sdo as expansinas e swolleninas. As expansinas sao proteinas
extracelulares que ocorrem em plantas, essas proteinas induzem a extensao e o relaxamento da
parede celular vegetal ocasionando um afrouxamento da matriz lignocelulésica rigida
(COSGROVE et al., 2000). Expansinas ocorrem também em microrganismos como bactérias
e fungos e sdo descritas com o papel de ajudar os microrganismos patdégenos ou colonizadores
a penetrar plantas. As expansinas bacterianas apresentam efeitos semelhantes as de plantas
sobre a parede celular vegetal, mas com menos intensidade. As Swolleninas sdao um tipo de
expansinas produzidas por fungos que apresentam atividade disruptiva em vérios substratos
celulésicos, como papel de filtro, algod&o e paredes celulares vegetais, sem, no entanto, liberar
quantidades detectaveis de acucares (SALOHEIMO et al., 2002; EIBINGER et al., 2016).

As swolleninas fangicas apresentam o dominio de uma familia CBM no N-terminal, e
tém sido classificadas dentro da familia CBM1. Os CBM’s consistem em moddulos de
aproximadamente 40 residuos de aminoacidos encontrados quase que exclusivamente em
fungos. A funcgdo de ligagdo a celulose foi demonstrada em muitos casos e parece ser mediada
por trés residuos aromaticos separados por cerca de 10,4 angstrons e que formam uma superficie
plana (MATTINEN et al., 1998; BROTMAN et al, 2008).

A presenca de swolleninas no conteudo extracelular de cultivos fangicos tem sido
identificada com o intuito de se purificar e adicionar essas proteinas em coquetéis enzimaticos
visando um aumento no poder de catélise sobre substratos lignoceluldsicos complexos.
Thrichoerma é o género de fungos mais estudado quanto a identificagdo de swolleninas, seguido
de fungos filamentosos do género Penicillium. Hapeng e colaboradores (2014) identificaram a
presenca de swollenina no secretoma de Penicillium oxalicum GZ-2 em diferentes substratos.
Thrichoderma harzianum crescido em bagago-de-cana (celulignina parcialmente

deslignificada) apresentou 1% de swolleninas em seu secretoma de um total de 117 proteinas
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identificadas (ROCHA et al., 2015). A figura 3 mostra 0 modelo esquematico de atuacao das
proteinas auxiliares e sowlleninas em conjunto com celulases na fibra de celulose.

Diante das novas descobertas a respeito das enzimas AA9 e CBM33, tornou-se
necessario uma reclassificacdo dessas familias em uma categoria adequada. As familias de
degradacéo de lignina também foram realocadas e unidas as familias LPMO’s dando origem a
uma nova classe no CAZy, nomeada de "atividades auxiliares" (AA) para acomodar uma
variedade de mecanismos enzimaticos e substratos, esta secdo do banco de dados CAZy
apresenta uma classificacdo dessas enzimas em familias e subfamilias com base nas
similaridades de sequéncia de aminoécidos. As enzimas que degradam a lignina podem néo
atuar sobre os carboidratos, mas como a lignina esté invariavelmente e intimamente associada
com os carboidratos na parede celular da planta, as enzimas lignoliticas cooperam com as
polissacaridicas classicas (LEVASSEUR, et al., 2013). Na tabela 3 estd sendo mostradas as

familias e subfamilias de atividades auxiliares.

Celulose cristalina

Disrupgdo da AA9  swo Swo
celuose  W2NS S5

Celulose
disruptada

Hidrdlise

enzimatica ‘

Produtos soltveis C%..Q%% O = Q
Celodextrinas Celobiose Glicose

AA9 Proteinas auxiliares Swo Swolleninas - Exoglucanases
@ Modulo de ligagdo - Endoglucanases
Fonte: Kim et al., 2014 - modificado

Figura 3 - Esquema simplificado da degradacdo da celulose, envolvendo Exoglucanases, Endoglucanases,
Proteinas auxiliares da familia AA (monoxigenases liticas de polissacarideos — PMO’s) e Swolleninas.
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Tabela 3 - Divisdo de subfamilias e atividades conhecidas nas familias AA

Subfamilias Atividades conhecidas Numero CE
AAl Multicopper oxidase
AAl 1 Laccase EC 1.10.3.2
AAl 2 Ferroxidase EC 1.10.3.2
AAl 3 Oxidase multicopper Lacase-like EC 1.10.3.2
AA2 Peroxidase classe Il
Peroxidase de manganés EC1.11.1.13
Lignina peroxidase EC1.11.1.14
Peroxidase versatil EC1.11.1.16
AA3 Oxirredutase GMC
AA3 1 Cellobiose desidrogenase EC 1.1.99.18
Oxidase de alcool arilico / EC1.1.3.7/
AA3_2 Glucose oxidase 1.1.34
AA3 3 Alcool oxidase EC1.1.3.13
AA3 4 Piranose oxidase EC1.1.3.10
AA4 Alcool vanilico oxidase EC1.1.3.38
AA5 Oxidase de cobre radical
AA5 1 Glioxal oxidase EC1.1.3.--
AA5 2 Galactose oxidase EC1.1.3.9
AA6 1,4-benzoquinona redutase EC 1.6.5.6
AAT Glucooligosaccharide oxidase EC1.1.3.--
AA8 Dominio de redutase de ferro
monooxigenase litica de polissacarideo
AA9 (GH61) EC 1.-.- .-
monooxigenase litica de polissacarideo (CBM33)
AA10
Polissacarideo litico monooxigenase.
distantemente relacionada a familia AAO9.
AAll
Atividade oxidorredutase
AAL2 Dependente de quinona
monooxigenase litica de polissacarideo
AA13
monooxigenase litica de polissacarideo
AA14 - xilana litico monooxygenase
EC 1.-.-.-
AA15 Celulose litica monooxigenase EC1.-.-.-

Fonte: Levasseur et al., 2013 - Carbohydrate-Active Enzymes Database (CAZY) —

retirado de <http://www.cazy.org> Acesso: junho /2018;
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2.5 Microrganismos produtores de enzimas lignoceluloliticas

Enzimas lignoceluloliticas sdo produzidas por organismos que utilizam o agUcar
presente em materiais vegetais como fonte de energia. Recentemente, muitos estudos tém
emergido comprovando a producdo de celulases por alguns animais invertebrados, como
nematoides, moluscos, cordatos, protozoarios e alguns insetos, em que se constatou a presenca
de genes que codificam celulases, sendo estas enzimas néo relacionadas a um microrganismo
simbionte, dentre estes, 0 mecanismo celulolitico de insetos tem sido amplamente investigado
(LO etal., 2003; WATANABE et al., 2001, WATANABE et al., 2010, OPPERT et al., 2010).

No entanto, os microrganismos “ndo-animais”continuam em alta como 0s maiores
produtores destas enzimas, devido & vasta diversidade de bactérias, fungos, leveduras e
actinomicetes de diversos géneros amplamente reportados por produzirem uma gama de
enzimas relacionadas com a degradacdo de biomassa vegetal (SUKUMARAN et al., 2005;
SHARMA et al., 2016; BEHERA et al., 2017). As bactérias aerdbias possuem sistemas de
celulases ndo complexados assim como os fungos, secretam enzimas para 0 meio, e algumas
bactérias produzem B-glucosidades intracelulares, diferentemente, em bactérias anaerobicas as
celulases estdo presentes como estruturas agregadas nas células, formando um aparato proteico
chamado de celulossomo, que apresenta uma regido ndo catalitica ligada a uma regido catalitica,
dentre as bactérias celuloliticas mais estudadas destacam-se as dos géneros Bacillus,
Pseudomonas e Clostridium (JUTURU et al., 2013; SADHU; MAITI, 2013; BEHERA et al.,
2017).

Os fungos séo considerados os melhores produtores de enzimas lignoceluloliticas por
produzirem naturalmente as celulases necessarias para a sacarificacdo completa de
lignocelulose, sdo também o grupo mais bem estudado, devido a alta capacidade de secrecédo
de proteinas que possuem, além de produzirem mudltiplas enzimas (isoformas) com elevada
atuacdo sinérgica celulolitica (LYND et al., 2002; SCHUSTER; SCHMOLL, 2010; OBENG
2017). Os géneros de fungos filamentosos Trichoderma, Penicillium e Aspergillus destacam-se
por apresentarem um gama de espécies descritas como excelentes produtoras de celulases e
xilanases.

Trichoderma reesei € até 0 momento a espécie fungica mais amplamente estudada. Um
acervo de informacoes a respeito do mecanismo de producdo de enzimas, bem como genomas
e proteomas estdo disponiveis para este género (MARTINEZ et al., 2008). Pesquisas com T.
reesei foram pioneiras na concep¢do de sacarificacdo enzimética da celulose por uma

combinacéo sinergica de atividades de diferentes celulases. (REESE, 1956). Das espécies de
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Trichoderma sp isoladas durante a segunda guerra mundial e em seguida analisadas pelos
pesquisadores Mary Mandels e Ewyn Reese, a linhagem QM6 ( sexta das 6 culturas de fungos
do género Trichoderma) da colecdo Quartemaster (U.S. Army Quartermaster Research and
Development Center), apresentou uma excelente capacidade de degradacdo da celulose, essa
estirpe é considerada referéncia de Trichoderma reesei e a partir da qual se derivaram todas as
linhagens mutantes que hoje s&o utilizadas na industria (BISCHOF et al., 2016), como T. ressei
RUT-30 e QM9414, esta ultima produz 2 a 4 vezes mais celulases do que o Trichoderma
original Qm6a (DASHTBAN et al., 2011).

Outros géneros de fungos filamentosos também tém ganhado destaque como o
género Penicillium que tém sido amplamente estudados quanto a sua capacidade de producéo
de enzimas de interesse biotecnoldgico. Olutiola (1976) descreveu a liberagdo de um complexo
de enzimas celuloliticas por Penicillium citrinum, durante o crescimento deste fungo em um
meio liquido com fonte de carbono celulésica. Tanaka e colaboradores (2005) purificaram uma
enzima ligada a degradacdo da biomassa, a endo-xilanase, a partir do filtrado de culturas do
fungo P. citrinum crescidas em xilano de madeira. Fungos do género Penicillium estdo entre os
que produzem altos indices de enzimas do complexo lignocelulolitico, P. funiculossum, P.
decumbens e P. echinulatum, sdo exemplares de fungos deste género, reportados como 6étimos
produtores de celulases com caracteristicas importantes de hidrélise, como estabilidade térmica,
resisténcia a pH acidos, utilizacdo de diferentes substratos celulsicos como fonte de carbono
(MAEDA et al., 2013; GAO et al., 2011; ZAMPIERE et al., 2013).

O género Aspergillus compreende varias espécies de fungos filamentosos comumente
encontrados em alimentos, solo e sobre a vegetacdo em decomposicdo, sendo mais
frequentemente ocorrentes em areas tropicais e subtropicais (WARD et al., 2006 ). Varias
espécies do género Aspergillus, sdo descritas como importantes produtores de enzimas, como
celulases, xilanases, hemicelulases e pectinases, atuando sobre varios polimeros presentes na
parede celular de plantas (DE VRIES; VISSER, 2001). Qaisar e colaboradores (2014) isolaram
uma estirpe de Aspergillus versicolor e demonstraram o potencial celulolitico desta espécie ao
avaliar uma méxima producéo de CMCases (endoglucanases). Os fungos do género Aspergillus
no geral tém sido destacados por uma maior producéo de betaglucosidases, o fungo Aspergillus
sydowii isolado na india, por exemplo, apresenta altos niveis de produgdo desta enzima em
relacdo a endoglucanases (MATKAR et al., 2013) e Aspergillus versicolor isolado do solo na
regido amazonica, foi reportado por produzir betaglucosidases com atuagdo 6tima em
temperaturas altas (OLIVEIRA et al., 2017).

32



2.6 Aplicag0es industriais de celulases e xilanases

As principais aplicagOes industriais de celulases e xilanases incluem os setores: textil,
alimenticio, de detergentes, polpa de celulose e papel, agricultura, pecuaria e bioconversdo, na
tabela 4 estdo descritos os principais setores industriais onde sdo aplicadas enzimas do
complexo lignocelulolitico e xilanases, e suas fun¢des. Devido ao alto e superior desempenho
de enzimas de diferentes microrganismos, que atuam bem sob uma variada gama de condicdes
fisicas e quimicas, a utilizacdo de enzimas de origem microbianas é um fato necessario nos
setores industriais (SAJITH et al., 2016). Visto que, muitos processos industriais apresentam
varias desvantagens: baixa eficiéncia catalitica, falta de especificidade, necessidade de alta
temperatura, baixo pH e alta pressdo, além disso, o uso de solventes orgénicos leva a residuos
organicos e poluentes (NIGAM et al., 2013). Neste sentido, as enzimas sao mais Uteis para
essas aplicacBes, pois funcionam sob condices de reacdo moderadas, por exemplo,
temperatura, pH e condicGes atmosféricas (XU et al., 2007; JUTURU; WU, 2014).

Dentre as caracteristicas desejaveis em celulases para aplicacdo industrial, destacam-se a
capacidade de atuacdo em temperatura elevada, acima de 40°C e a estabilidade térmica.
Principalmente para as celulases aplicadas na industria de sacarificacdo de celulose, uma vez
que o processo de degradacdo de material celulésico ocorre em altas temperaturas
(SUKUMARAN et al., 2005; XU et al., 2007; SAJITH et al., 2016). As xilanases assim como
celulases, também sdo aplicadas em uma variedade de setores industriais, dentre estes,
destacam-se seu amplo uso na industria de polpa de celulose, na etapa de branqueamento, onde
se requer a atuacdo de xilanases em condic¢des alcalinas de pH e altas temperaturas (KOHLI et
al., 2001).

Enzimas lignocelul6sicas ja fazem parte das enzimas comerciais com maiores geracao
de lucros (WILSON, 2009), e poderdo tornar-se ainda as enzimas de maior valor comercial,
considerando a ampla aplicabilidade e somando-se ao advento crescente da necessidade de
substituicdo de combustiveis fosseis por renovaveis, se o etanol, butanol ou qualquer outro
produto de fermentacdo de agucares, produzidos por enzimas a partir da biomassa, se tornar o
principal combustivel para transportes (KUHAD et al., 2011; BALSAN et al., 2012; SAJITH
et al., 2016).
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Tabela 4 - AplicacOes industriais de celulases e xilanases

Setor
industrial

Enzima

Funcéao

Referéncias

Textil

Celulases
(endoglucanases)
Acidas e neutras

Bio-lapidacdo de jeans; bio-polimento de
fibras téxtis; melhora da qualidade de
tecidos; suavizacgdo de pecas de vestuario;
remocdo do excesso de corantes dos
tecidos; restauracao do brilho da cor.

Kuhad et al.,
2011;
Singh et al., 2016

Polpa de
celulose e

papel

Celulases
(endoglucanases)
xilanases

Bio-branqueamento de polpas Kraft,
destintagem enzimatica, desidratagdo,
bio-polpacdo, melhoramento da drenagem
em fabricas de papel.

Singh et al., 2016

Detergentes

Celulases alcalinas

Como aditivos de detergentes - modificam
fibrilas de celulose e melhoram o brilho da
cor. Removem protuberancias asperas
deixando o tecido mais suave e brilhoso.

Kuhad et al.,
2011

Alimentos

Celulases
Betaglucosidases

Melhoria de rendimentos na extracdo de
amido e proteinas; aumento de
rendimento na extracdo de 0leo de oliva
melhoria na maceragdo e extragdo de
cores de frutas e legumes; clarificacdo de
sucos de frutas; melhoria da textura e
qgualidade dos produtos de padaria;
melhoria na viscosidade de purés de
frutas; melhoria da textura, sabor, aroma e
propriedades volateis de frutas e verduras;
controle do sabor amargo de frutas
citricas.

Soares et al., 2016

Bebidas

Celulases
Betaglucosidases

Melhoria do aroma de vinhos, maltagem
de cereais - melhoria na fermentagédo
priméria e qualidade da cerveja, melhora
na taxa de filtracdo e estabilidade do
vinho.

Chakraborty et al.,
2016

Bio-

Combustiveis

Celulases
Xilanases

Conversdo de materiais celulésicos em
acucares fermentiveis- producdo de
etanol de fontes renovaveis

Castro et al., 2010;
Carrigan 2016

O mercado global de enzimas industriais € muito competitivo, sendo a Novozymes o

maior player do setor, sequido pela DSM e pela DuPont (depois de ter adquirido participacao

majoritaria na Danisco e sua divisdo Genencor), entre outros. As empresas competem

principalmente com base na qualidade do produto, no desempenho, no uso de direitos de

propriedade intelectual e na capacidade de inovar, entre outros fatores. A América do Norte e

a Europa s&o os maiores consumidores de enzimas industriais, embora a regifo da Asia-Pacifico

podera ter um rapido aumento na demanda de enzimas na China, Jap&o e india, refletindo o

tamanho e a forca das economias desses paises.
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A aplicagdo mais importante e comercialmente atrativa de enzimas lignoceluloliticas e
na producdo de bicombustiveis. No contexto de biorefinarias, utilizando biomassa
lignocelulosica para geracdo de agucares fermentesciveis, o alto custo destas enzimas torna o
processo de producéo de etanol de biomassa vegetal limitado, as enzimas representam cerca de
20% do custo operacional de uma planta industrial (SHARMA et al., 2016, BARCELOS et al.,
2016; WINGREN et al., 2003).

Questdes relacionadas com a etapa de sacarificacdo da biomassa vegetal continuam
sendo um dos principais fatores que determinam o desempenho e custo dos processos de
obtencédo do etanol celul6sico, com isso, muitas pesquisas tem se voltado para melhorar a de
sacarificacdo enzimaética visando uma producdo mais barata de bioetanol (WYMAN et. al.,
2007, PEREIRA JR et al., 2008; MADADI et al., 2017). A hidrdlise da biomassa vegetal a
acucares fermentesciveis, por via bioldgica requer a acdo de maultiplas enzimas com diferentes
especificidades para desconstruir a complexa estrutura lignoceluldsica de biomassas vegetais.
(BOYCE; WALSH, 2015). A busca para se obter um alto nivel de acucares fermentaveis a
partir da biomassa lignocelulésica depende da producédo eficiente de enzimas e misturas de
celulases, hemicelulases, lignases, e outras proteinas que atuem de maneira sinérgica (OBENG
etal., 2017).

O desafio para producdo de etanol utilizando biomassas lignocelulésicas é o baixo
rendimento de etanol, devido a baixa obtencdo de acucares fermentesciveis que resulta da
natureza da biomassa e dificuldades técnicas do processo, como pré-tratamento, o tipo, fonte e
guantidade de enzimas, microrganismos utilizados, condi¢des do processo e tipo de biorreatores
(ZABED et al., 2016). Neste sentido, estudos de proteinas envolvidas na degradagédo de material
lignocelul6sico tem permitido o conhecimento mais amplo das principais proteinas
lignoceluloliticas que podem ser aplicadas na biorrefinaria (LIAO et al., 2014; BORIN, et al.,
2015; ROCHA et al., 2016). Um ndmero significante de proteinas, enzimas e outros
componentes que fazem parte do aparato para degradacdo de biomassa vegetal, tem sido
identificado nos exoproteomas de fungos filamentosos, que aliado com a gendmica tem ajudado
a elucidar o mecanismo de acdo do arsenal lignocelulolitico produzidos por eles (JUN et al.,
2011; CASTRO et al., 2014; KOLBUSZ et al., 2014; OGUNMOLU et al., 2018).

O conhecimento das proteinas lignocelulosicas excretadas por microrganismos
lignocelulolitico fornece um subsidio necessario para elaboracdo de coquetéis enzimaticos
balanceados. A acdo sinérgica de lignocelulases: celulases, hemicelulases, lignases, mono-

oxigenases polissacaridicas liticas e outras proteinas auxiliares € extremamente necessaria para
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a desconstrucao efetiva de biomassa de origem vegetal (OBENG et al., 2017). Arias et al., 2016
demonstrou um rendimento de hidrdlise de bagaco de cana pré-tratado de 91% utilizando uma
mistura com carga enzimatica balanceada, formulado com 15% de T. harzianum, 50% de
Penicillium funiculosum e 35% de Aspergillus niger.

Linhagens de fungos da espécie T. reesei possuem um sistema de producdo de celulases
eficaz (endoglucanases e exoglucanases), mas exibem baixa producdo de betaglucosidases
(AHAMED et al., 2008), enquanto que fungos do género Aspergillus, sdo descritas por
produzirem niveis elevados de enzimas betaglucosidases (BHAT et al., 2000). As formulacbes
de enzimas comerciais mais conhecidas e utilizadas industrialmente sdo produzidas com
enzimas de T. reesei como a Accellerase® e Cellic® e Multifect®. A preparagédo de celulases
comerciais Multifect® foi complementada com preparados celulésicos de Penicillium
funiculosum e Trichoderma reesei e apresentou uma maior eficiéncia do que quando utilizado
sozinho, a maior eficiéncia hidrolitica foi correlacionada com um nivel adequado das atividades
de betaglucosidase e xilanase (MAEDA et al., 2011).

As contribuicBes cientificas das pesquisas com celulases tém aumentado de modo
continuo, e vao desde a prospeccdo de microrganismos produtores destas enzimas, 0
melhoramento genético de espécies celuloliticas para aumentar a producdo, a otimizacdo do
processo de producdo, a demonstragdo do potencial industrial dessas enzimas, dentre outros
(CASTRO; PEREIRA JR., 2010). Outro estudo tem destacado a necessidade de complementar
as atividades enziméaticas com enzimas de diferentes fontes e proteinas auxiliares
(MOHANRAM et al., 2013; VALADARES et al., 2016).
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