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1. INTRODU(;AO E ESTADO DA ARTE

As recentes preocupacdes em relagdo & mudanca climética global, levaram a uma grande énfase no uso
de combustiveis liquidos renovaveis, como etanol celulésico (DODD & CANN, 2009). O uso de materiais
lignocelul6sicos, podem reduzir significativamente o custo das matérias-primas para a producdo de etanol. Além
disso, estima-se que esse tipo de material seja responsavel por cerca de 50% da biomassa no mundo (LIN &
TANAKA, 2006). Os materiais lignocelulésicos sdo compostos de celulose, hemiceluloses, lignina e minerais
em uma estrutura desfavoravel & desconstrugdo. Na natureza, eles sdo degradadas por um consorcio de
microorganismos que sintetizam varias enzimas hidroliticas capazes de degrada-los totalmente.

Na inddstria, para minimizar os custos relacionados & producdo das enzimas, a identificacdo das
principais enzimas e otimizacao de suas propor¢fes podem permitir a viabilizacdo da sacarificacdo da biomassa
(GAO et al., 2010). A suplementacdo de um coquetel enziméatico de Trichoderma reesei com uma B-glicosidase
de outro fungo pode ser empregada para evitar a inibigdo da celobiose sobre celobiohidrolases e endoglucanases
(XIAO, et al. 2004). Além disso, BERLIN et al. (2007) verificaram um aumento significativo na hidrélise da
palha de milho por Celluclast 1.5L suplementada com pectinases e B-glicosidases comerciais.

No reino Fungi, varias espécies sdo potenciais produtores de enzimas lignoceluliticas, como espécies do
genéro Trichoderma (DELABONA et al. 2012), Penicillium (DILTON et al. 2006) e Aspergillus (de VRIES et
al. 1999). Contudo a busca por novas linhagens oriundas de ambientes ndo usuais, capazes de produzir enzimas
com maior estabilidade e com maior produtividade, se faz necessério para melhoria do processo. O fungo
Annuhypoxylon stygium € uma espécie encontrada geralmente na forma endofitica e teve sua produgdo de
glicohidrolases pouco explorada. Existem somente alguns relatos de atividade de B-glicosidase (WEI et al.
1992). Entretanto, ROBL et al. (dado ndo publicados) verificou a presenca de atividades como pectinase, B-
glicosidase, xilanase e B-glucanase.

Além disso, a producdo de enzimas acessérias em residuos agro-industriais é outra alternativa para se
alcancar precos satisfatorios que efetivem o processo de producdo de etanol de segunda geracdo. Desta forma, a
otimizacdo do cultivo de A. stygium para a producdo de B-glicosidase e pectinase, e 0 estudo da hidrélise do
bagaco de cana de agUcar por esses extratos podem auxiliar na formulacdo de uma coquetel enzimético efetivo

na degradacdo dessa biomassa.

2. OBJETIVOS
Este projeto tem como objetivo a produgdo de pectinase e B-glicosidase por A. stygium para a

desconstrucdo de bagaco de cana de acUcar .



Como objetivos especificos:

a. Otimizar o cultivo de A. stygium para o produgdo de pectinase e f-glicosidase em frascos
agitados através de planejamento experimental; efetuar ensaios em biorreator no ponto 6timo de operacao

b. Estudo da suplementacdo desses extratos a preparacdes celuloliticas comerciais para
formulagdo de um coquetel enzimético.

C. Otimizagdo da hidrélise enzimatica do coquetel formulado através de ferramentas estatisticas.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Meios de cultivo basicos

A composicdo do meio de cultura dos experimentos serd a seguinte: Fonte de carbono (variara de
acordo com os experimentos), 1 g/L de proteose peptona, 0,1% (v/v) de Tween 80 e 10% (v/v) de solucdo salina.
A solugdo salina empregada serd a solugdo concentrada descrita por MANDELS e REESE (1957). O pH do meio

sera corrigido para 5,0 e entéo autoclavado a 121°C por 20 minutos.

3.2 Microrganismo

O fungo A. stygium DR47 é uma linhagem endofitica de Eucalyptus benthamii que pertence a colecao
de cultura mantida pelo laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular da Universidade Federal do Parana
(LabMicro/UFPR). ROBL et al. (dados ndo publicados) verificaram que a linhagem é uma boa produtora de B-

glicosidase e pectinase. A cultura é mantida em estoque de glicerol a 20% a —80°C.

3.3 In6culo Fangico

A linhagem fungica serd inoculada em placas de Petri com batata dextrose agar (BDA) e mantido a
29°C por 7 dias, até abundante crescimento. Uma suspensdo da biomassa sera obtida pela adi¢do de 20 mL de
Tween 80 (0,01%) e raspagem das placas. Essa suspensao sera utilizada para inocular os meios de inéculo (carga
de 10% v/v) e incubada por 2 dias a 28°C sob agitacao.

3.4 Cultivos em frascos agitados

Cultivos em frascos agitados serdo realizados para verificar a melhor fonte de carbono, nitrogénio e de
suplementos para a producdo de pectinase e B-glicosidase. Como fonte de carbono serdo testados diferentes
bagacos pré-tratados e diferentes residuos agroindustriais como farelo de soja, farelo de trigo, bagaco citrico
bagaco de maca e polpa citrica. As fontes de nitrogénio serdo inorganicas (sais de NO,, NO3; e NH,) e organicas
(peptonas e extratos de leveduras). Suplementos como lactose, frutooligossacarideos, sacarose e glicerol também
serdo testados. A composicdo do meio de cultura, o efeito de cada componente e a otimizagdo serdo estudados
através de planejamentos de experimentos fracionados e completos pelo programa estatistico Minitab (Release
14).
3.5 Ensaios em biorreator

Cultivos no ponto 6timo de composicdo de meio obtidos no item 3.4 serdo efetuados em, biorreator de

bancada (3L de volume total) visando acessar o desempenho do fungo em escala ampliada. Serdo efetuados



experimentos em condigdes de pH = 5,0; temperatura = 29°C e concentragdo de oxigénio dissolvido no meio em
fermentacdo de 30% da saturacdo com ar e comparados com os resultados atingidos em frascos agitados.

3.6 Amostragem
Amostras serdo retiradas periodicamente durante os cultivos, centrifugadas a 10000 x g por 20 minutos

a 10°C e os sobrenadantes serdo dosados para as atividades enzimaticas, proteinas totais e medidas de pH.

3.7 Dosagem das atividades enzimaticas

A quantificacdo das atividades enzimaticas serdo expressas em unidades internacionais (1U), utilizando
diferentes substratos. Todos os polissacarideos (Sigma Aldrich e Megazyme) serdo utilizados a 0,5% (p/v). A
atividade enzimdtica sera determinada pelo aglcar redutor liberado através do método do DNS (MILLER, 1959).
A atividade de B-glicosidase, pelo método do p-nitrofenol (ZHANG et al., 2009). As reacles serdo conduzidas

em tampao citrato de s6dio pH 5,0 (50mM) por 10 minutos.

3.8 Determinacao de proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais serd determinada empregando o método recomendado para o
reagente preparado da Bio-Rad (Protein Assay Reagent Concentrate) para placas de 96 pocos, baseado no
método de BRADFORD (1976).

3.9 Hidrolise enzimética

O bagaco de cana de agUcar hidrotérmico sera hidrolisado através da combinacdo dos extratos
enzimaticos obtidos nos cultivos de frascos agitados com preparac@es celuloliticas comerciais e produzidas pelo
préprio CTBE. Diferentes cargas de sélidos, atividade celuloliticas, pH e temperatura serdo estudas a fim de
verificar melhores condic¢Ges de hidrolise. Posteriormente a composicdo do coquetel enzimatico seré realizado
através de experimentos de design de misturas, para isso seré utilizado o programa estatistico Minitab (Release
14). As amostras serdo centrifugadas a 10,000 x g por 15 minutos, filtradas e a composicéo dos carboidratos sera
determinados por HPLC como descrito ROCHA et al. (2012).

4. CRONOGRAMA

1°Ano

Atividade 1 (2 (3 (4 (5 (6 [7 |8 |9 |10 |11 |12

Pesquisa bibliogréafica X [X X [X

Otimizacdo da fonte de carbono X [X

Otimizacdo da fonte de nitrogénio X X

Otimizacéo dos suplementos X X

Ensaios em biorreator X |X

Suplementacdo da hidrélise X [ X | X | X

Formulagdo do coquetel enzimatico X [X | X

Relatorio X
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