LUCAS MOREIRA MAIA

UTILIZACAO DE ENZIMAS F(JNGJCAS PARA A LIBERAGCAO DE
CARBOIDRATOS E DESCOLORACAO DO CORANTE PRESENTE EM
RESIDUOS DE TECIDO DENIM

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Po6s-Graduacao
em Microbiologia Agricola, para obtengéo do
titulo de Magister Scientiae.

Orientador: Tiago Anténio de Oliveira Mendes

Coorientadora: Marisa Vieira de Queiroz

VICOSA - MINAS GERAIS
2022



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da
Universidade Federal de Vicosa - Campus Vicosa

Maia, Lucas Moreira, 1994-
M217u Utilizacao de enzimas fungicas para a liberagdo de carboidratos e
2022 descoloracao do corante presente em residuos de tecido denim / Lucas
Moreira Maia. - Vicosa, MG, 2022.
1 dissertagao eletrénica (58 f.): il. (algumas color.).

Orientador: Tiago Anténio de Oliveira Mendes.

Dissertacado (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa,
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, 2022.

Inclui bibliografia.

DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2022.285

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Industria téxtil de algodao. 2. Residuos industriais. 3. Enzimas
fungicas. 4. Brim (Tecido). I. Mendes, Tiago Antonio de Oliveira, 1986-. gl
Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Bioquimica e Biologi

Molecular. Programa de P6s-Graduacdao em Microbiologia Agricola. Il1.
Titulo.

CDD 22. ed. 660.62

Bibliotecario(a) responsavel: Alice Regina Pinto CRB6 2523



LUCAS MOREIRA MAIA

UTILIZAGAO DE ENZIMAS FUNGICAS PARA A LIBERAGAO DE
CARBOIDRATOS E DESCOLORAGAO DO CORANTE PRESENTE EM
RESIDUOS DE TECIDO DENIM

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pdés-Graduacgéo
em Microbiologia Agricola, para obtengéo do
titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 28 de fevereiro de 2022.

Assentimento:

i ol .
HAur oo (N\_VYouwr G }\ 8 /O L

( Lucds Moreird Naia
v/
Autor

_\/\AAMD M/‘W as Mnoe el
Tiago Antonio de Oliveira Mendes
Orientador




Dedico este trabalho aos meus pais Claudia
e Adilson, e aos meus avos leda, Marco
Aurélio e Cida.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela coragem, protecdo, sabedoria e principalmente salide dada para
finalizar essa trajetéria durante esse periodo tdo intenso. Ao professor e meu
orientador Tiago Mendes, que me acompanhou ao longo desses anos de mestrado,
por ter contribuido com tantos ensinamentos e ter me orientado com bastante
paciéncia e otimismo. As professoras Marisa Vieira e Gabriela Maitan-Alfenas por
disponibilizar espaco e recursos dos laboratérios pelas quais sao responsaveis. Foi
fundamental para o desenvolvimento desta pesquisa. Aos pds-doc Tulio Morgan e
Leandro Lopes por todo auxilio.

Aos colegas do LGMM, Leandro, Felipe, Osiel, Rafael, Ediones, Patricia, Mirele
e Janaina, entre outros, muito obrigado pelo acolhimento, pela parceria, pelos
ensinamentos, e, principalmente, por tornar o ambiente de trabalho um ambiente

extremamente agradavel. Adorei conhecer vocés.

A toda equipe do Laboratério de Biotecnologia Molecular (LBM) pelo suporte e

amizade.
Aos amigos de Vigosa que presenteou.

Aos meus familiares por permitir que esta conquista fosse possivel. Em
especial aos meus pais Claudia e Adilson. Amo todos vocés.

A Universidade Federal de Vigcosa, a coordenacdo do Programa de Pés
Graduacao em Microbiologia Agricola e as agéncias financiadoras CAPES, CNPq e,
em especial, a FAPEMIG por permitirem a realizacao desse trabalho.



RESUMO

MAIA, Lucas Moreira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2022.
Utilizacao de Enzimas Fungicas para a Liberacado de Carboidratos e
Descoloracao do Corante Presente em Residuos de Tecido Denim. Orientador:
Tiago Anténio de Oliveira Mendes. Coorientadora: Marisa Vieira de Queiroz.

O aumento da demanda global por produtos téxteis nos ultimos anos tem tornado a
industria textil um setor de destaque na produgcdo manufatureira. O aumento do poder
de consumo da populacédo aliado as mudangas rapidas da moda, contribui para o
aceleramento da geracao de residuos téxteis que se acumulam no meio ambiente. O
tecido denim representa uma das maiores fracoes desses residuos, resultando em um
montante de 2,16 milhdes de toneladas anuais. Grande parte desses residuos séao
descartados em aterros, tornando-se nocivos ao solo, a agua e a atmosfera,
principalmente pela presenca de substancias xenobidticas recalcitrantes, como os
corantes sintéticos. Porcentagens minimas de residuos téxteis sdo recicladas ou
reutilizadas. A reciclagem bioquimica de téxteis utilizando produtos de origem
microbiolégica € um método de recuperacdo de componentes valiosos presentes
nesses residuos. Essa rota de reciclagem tem sido considerada ambientalmente mais
adequada em comparagao com técnicas classicas de gestédo de residuos, no entanto,
mais pesquisas sSao necessarias para aumentar a sua viabilidade técnica e
econbémica. Enzimas lignoceluloliticas tém potencial para degradar e transformar
compostos poliméricos das fibras vegetais. Nos tratamentos de residuos de origem
vegetal, essas enzimas podem ser aplicadas para recuperar agucares fermentesciveis
que sdo convertidos em produtos de alto valor agregado. indigo blue é o corante mais
utilizado na pigmentacao do denim. Na natureza, esse corante se torna recalcitrante
ou modificado em aminas altamente toxicas. As enzimas lacases s&o capazes de
oxidar compostos hidroxifendlicos, sendo bastante utilizadas em processos
biotecnoldgicos para a oxidacao da porgcao fendlica da lignina. Na presenca de
mediadores redox, as lacases tém a sua ag¢dao expandida para diversos outros
substratos, incluindo compostos nao fendlicos. Em vista disso, muitos estudos tém
explorado lacases fungicas associadas as moléculas mediadoras para a descoloracao
de corantes derivados da industria téxtil. Em contato com o denim, as celulases
liberam carboidratos presentes nas fibras de algodao, entretanto, essas enzimas séao
capazes de acelerar a abrasado do corante, sendo esses liberados no meio ambiente.



Esse fato mostra que reciclagem bioquimica do denim deve envolver ndo somente a
hidrélise das fibras, mas também a descoloragdo do corante. A producao de enzimas
lignoceluloliticas por fungos endofiticos estd diretamente relacionado a sua
capacidade de colonizar os hospedeiros durantes fases especificas da infeccao.
Fungos endofiticos produzem enzimas que sédo frequentemente mais estaveis em
relagdo a outras fontes. Determinadas espécies do género Colletotrichum com
diferentes estilos de vida ja foram identificadas como lacase positivas, porém faltam
estudos que explorem o potencial biotecnologico dessas enzimas. Diante disso, este
trabalho tem como objetivo desenvolver estratégias integradas de valoracado da
matéria celulolitica do denim, além de avaliar o potencial de espécies de

Colletotrichum em expressar as enzimas de interesse.

Palavras-chave: Residuos téxteis. Denim. Enzimas fungicas. Endofiticos.
Colletotrichum. Recuperacgao de glicose. Descoloracao.



ABSTRACT

MAIA, Lucas Moreira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2022. Use of
Fungal Enzymes to Release Carbohydrates and Decolorize Dye Present in Denim
Fabric Waste. Adviser: Tiago Antonio de Oliveira Mendes. Co-adviser: Marisa Vieira
de Queiroz.

The increase in global demand for textile products in recent years has made the textile
industry a prominent sector in manufacturing production. The increase in the
population's purchasing power combined with the rapid changes in fashion, contributes
to the accelerated generation of textile waste that accumulates in the environment.
Denim fabric represents one of the largest fractions of this waste, resulting in an
amount of 2.16 million tons annually. Much of this waste is disposed of in landfills,
becoming harmful to soil, water and atmosphere, mainly due to the presence of
recalcitrant xenobiotic substances, such as synthetic dyes. Minimal percentages of
textile waste are recycled or reused. Biochemical recycling of textiles using products
of microbiological origin is one method of recovering valuable components present in
this waste. This recycling route has been considered environmentally more suitable
compared to classical waste management techniques, however, more research is
needed to increase its technical and economic feasibility. Lignocellulolytic enzymes
have the potential to degrade and transform polymeric compounds from plant fibers.
In plant-based waste treatments, these enzymes can be applied to recover
fermentable sugars that are converted into high value-added products. Indigo blue is
the most widely used dye in denim pigmentation. In nature, it becomes recalcitrant or
modified into highly toxic amines. The enzyme laccase is able to oxidize
hydroxyphenolic compounds, being widely used in biotechnological processes for the
oxidation of the phenolic portion of lignin. In the presence of redox mediators, laccases
have their action potential expanded to several other substrates, including non-
phenolic compounds. In view of this, many studies have explored fungal lacases
associated with mediator molecules for the decolorization of dyes derived from the
textile industry. In contact with denim, the cellulases release carbohydrates present in
the cotton fibers, however, these enzymes are able to accelerate the abrasion of the
dye, and these are released into the environment. This fact shows that biochemical
recycling of denim must involve not only the hydrolysis of the fibers, but also the

decolorization of the dye. The production of lignocellulolytic enzymes by endophytic



fungi is directly related to their ability to colonize the hosts during specific phases of
infection. Endophytic fungi produce enzymes that are often more stable relative to
other sources. Certain species of the genus Colletotrichum with different lifestyles have
already been identified as laccase positive, but studies exploring the biotechnological
potential of these enzymes are lacking. In view of this, this work aims to develop
integrated strategies to valorize cellulolytic matter from denim, and to evaluate the
potential of Colletotrichum species to express the enzymes interesting for this study.

Keywords: Textile waste. Denim. Fungal enzymes. Endophytes. Colletotrichum.
Glucose recovery. Decolorization.
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Introducao geral

O ciclo de vida de artefatos téxteis abrange uma complexa cadeia de producéo
e consumo (Jordao et al.,, 2018). Ao longo dos ultimos anos, o setor téxtil e de
confecgcao tem se tornado inflado pela grande demanda do mercado por novos
produtos (Bartl, 2011). O aumento do consumo mundial de téxteis esta diretamente
associado ao crescimento populacional, ao aumento do poder de compra e a moda,
que influenciam na alta rotatividade dos vestuarios (Bartl, 2011; RapsikeviCiené et al.,
2019). O impacto da producédo e consumo no ambito sociocultural esta diretamente
relacionado com a geragao de poluentes que se acumulam no meio ambiente (Cruz,
2017). Atualmente, 150 milhdes de toneladas de residuos téxteis sdo produzidos em
todo o mundo a cada ano, sendo a China (26 milhdes ton/ano), os EUA (15,1 milhdes
ton/ano) e o Reino Unido (1,7 milhdes ton/ano) os maiores geradores desses sélidos,
0 que representa cerca de 6% do total de residuos sélidos urbanos mundial (Hu et al.,
2018; Meng et al., 2020). No Brasil, a producao de residuos téxteis € avaliada em
cerca de 175 mil toneladas por ano, dos quais 90% sao descartados incorretamente
(Jordao et al., 352 2018).

Os residuos téxteis podem ser classificados em residuos de pré-consumo, que
incluem todo o material (fibras, fios, pecas, etc.) produzido durante o processo de
fabricacao do vestuario, e pés-consumo, que sao os produtos descartados apds o uso
pelo consumidor (Rubino et al., 2018; RapsikeviCiene et al., 2019). Grande parte dos
residuos gerados ao longo do ciclo de vida da peca (pré-consumo e pds-consumo)
sdo destinados aos aterros sanitarios. Estima-se que, em média global, 32 kg de
residuos téxteis sdo descartados per capita a cada ano, dos quais cerca de 27,2 kg
sao depositados em aterros (Hu et al., 2018).

Uma série de impactos ambientais estdo relacionados ao acumulo de
materiais téxteis no meio ambiente, uma vez que grande parte dos residuos nao séo
facilmente degradados, podendo levar centenas de anos para que isso ocorra (Gordon
e Hsieh, 2006; Aishwariya, 2018). A incineracao dos tecidos depositados nos aterros
resulta na liberacéo de gases téxicos (e.g. CO2 e metano), enquanto o soterramento
compromete a qualidade do solo circundante e das &guas subterraneas,
principalmente pela liberagdo de materiais nocivos provenientes de corantes téxteis
sintéticos, como Pb, Cr, Hg, Ni (Aishwariya, 2018; Aki et al., 2020; Meng et al., 2020;
Yousef et al., 2020).
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O denim se destaca por ser um dos tecidos mais consumidos no mundo. E um
tecido de algodao trancado de sarja usado para a confec¢ao das pecas popularmente
conhecidas como jeans, sendo o algodao virgem puro revestido com corante indigo a
composicao predominante. Em decorréncia do imenso habito de consumo e tendéncia
de pecgas jeans, o denim é considerado a maior fracao téxtil que é descartada. A
geracao de remanescentes do denim é estimada em 2,16 milhdes de toneladas por
ano (Luiken e Bouwhuis, 2015; Youself et al., 2020).

A reutilizacao e reciclagem de téxteis opera na necessidade de desenvolver
tecnologias mais sustentaveis para reduzir impactos ambientais iminentes (Luiken e
Bouwhuis, 2015; Rubino et al., 2018; RapsikeviCiené et al., 2019). As rotas de reuso
e reciclagem promovem a diminuicdo do volume de residuos téxteis de origem
industrial e doméstica que sao habitualmente descartados em rios, baias e aterros
sanitarios (Baruque-Ramos et al., 2017).

A reutilizagdo € um processo nao destrutivo que devolve potencial ativo de uso
ao produto (Cooper e Gutowski 2015). A reutilizacao do téxtil ocorre quando itens pds-
consumo passam a ter um novo valor para outro proprietario, prolongando a vida util
de uso da peca (Sandin e Peters, 2018). E comum que os materiais sejam
reaproveitados de forma industrial ou artesanal, no qual as sobras de tecido séo
transformadas em objetos diversos (Baruque-Ramos et al., 2017).

Na reciclagem, ocorre a derivacdo dos materiais usados em novos produtos
téxteis ou nado téxteis (Sandin e Peters, 2018). As rotas de reciclagem podem ser
classificadas em processos upcycling ou downcycling. Upcycling refere-se ao
processo que adiciona valor aos produtos, como na recuperacao de polimeros,
oligbmeros e monO6meros a partir das fibras originais (Jordao et al., 2018). Por outro
lado, downcycling diz respeito a producéo de itens considerados inferiores (em termos
de qualidade de fibra), como materiais isolantes, estofados e cobertores (Sandin e
Peters, 2018). As tecnologias convencionais para tratamento de residuos téxteis
incluem aplicagdes mecanicas, térmicas e quimicas ou, mais comumente, uma
integracao dessas trés abordagens (Subramanian et al., 2020; Yousef et al., 2020). A
abordagem mecénica é usualmente empregada na preparacdo dos materiais que
serao submetidos aos tratamentos quimicos ou térmicos (Sandin e Peters, 2018). Na
reciclagem térmica, uma combinagao de calor e friccao é aplicada para fundir granulos
de Polietileno tereftalato (PET) e formar fibras sintéticas (Nelson, 2015). Por fim, na

reciclagem quimica, as fibras sao dissolvidas (fibras naturais) ou despolimerizadas



13

(fibras sintéticas) para gerar oligdmeros, mondmeros ou matéria-prima bruta na forma
gasosa ou liquida (Sandin e Peters, 2018, Damayanti et al., 2021). Essa rota envolve
processos fisico-quimicos classicos incluindo glicélise, hidrélise e alcodlise, além de
processos termoquimicos (pirdlise, hidrocraqueamento e gaseificacdo), e
bioquimicos, como a hidrélise enzimatica (Piribauer e Bartl, 2019; Damayanti et al.,
2021).

Por mais promissoras que as técnicas de reciclagem possam parecer, também
sao fontes de uma série de impactos ambientais em virtude, principalmente, do
consumo de outros materiais potencialmente nocivos e alta demanda energética
provinda de combustiveis fésseis (Sandin e Peters, 2018; Subramanian et al., 2020).
Damayanti et al. (2021) explicam que muitos desses processos quimicos exigem altas
temperaturas, alto consumo de energia e abundancia de reagentes quimicos nao
recuperaveis, mas que, em contrapartida, a reciclagem bioquimica é uma tecnologia
que ndao demanda altas temperaturas e possui altissima seletividade pelo substrato.

Nesse contexto, pesquisas que utilizam enzimas derivadas de microrganismos
para a valorizacao de residuos sélidos tém recebido bastante atencao por se tratar de
uma tecnologia ambientalmente mais adequada (Subramanian et al., 2020).

A necessidade de repensar novas fontes de energia como alternativa ao uso
de combustiveis fésseis tem estimulado estudos na busca por matérias-primas
renovaveis e previsivelmente sustentaveis (Gupta et al., 2016). Assim, é importante
destacar o papel das biorrefinarias, que sao unidades tecnoldgicas que utilizam a
fracdo organica do fluxo de residuos solidos para obter diversos insumos quimicos
(Hu et al.,, 2018; Wang et al., 2018; Monteiro, 2019). Materiais celulésicos s&o
apresentados como uma opc¢ao atraente, pois constituem uma biomassa vegetal
amplamente disponivel e o custo é relativamente baixo (Lynd et al., 2002; Gupta et
al., 2016). Em biorrefinarias, o processamento de fontes celuloliticas tém gerado
produtos de amplo interesse, como etanol, biogas, enzimas, acidos organicos
(Chandel et al., 2012), hidrogénio (Juhasz et al., 2005). Esforgos para aumentar a
viabilidade do bioprocessamento implicam, principalmente, superar a recalcitrancia da
celulose utilizando métodos de menor custo e na busca por microrganismos com
produtores de celulases (Lynd et al., 2002).

Residuos téxteis podem ser considerados uma biomassa renovavel alternativa
para a producdo de produtos de alto agregado (Kuo et al. 2010). Wang et al. (2018)
utilizaram uma mistura de residuos téxteis (algodao/poliéster 40:60) como substrato
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para a producéo de celulases por Trichoderma reesei ATCC 24449 por fermentagao
submersa. Em uma linha de pesquisa similar, Li et al. (2018) avaliaram diferentes
condicbes enzimaticas para a otimizar o processo de hidrélise de residuo téxtil para
recuperacao de glicose e poliéster. O rendimento de glicose alcancou cerca de 98%
apoés 96 h de tratamento. Kuo et al. (2014) observaram a produgéo de 0,48 g de
etanol/g de denim por sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF) por
Saccharomyces cerevisiae. Cruz (2017) submeteram residuos de denim a hidrélise
acida e enzimatica e obtiveram nanocristais de celulose, um produto de interesse
industrial e académico para aplicagdo na melhoria de propriedades de diversos
materiais.

As fibras téxteis sédo classificadas de acordo com o seu material de origem,
assim, podem ser definidas como: naturais, regeneradas ou sintéticas. Fibras naturais
possuem origem vegetal (algodao, sisal, linho, rami, etc.), animal (seda e 1d) e mineral
(metalica). As fibras regeneradas, também conhecidas como fibras semissintéticas ou
artificiais, sdo produzidas a partir de polimeros naturais processados quimicamente
(e.g., viscose, acetato, modal e rayon). Fibras sintéticas sao derivadas exclusivamente
de produtos petroquimicos, por exemplo, o nylon, o poliéster, a poliamida, o acrilico e
o elastano (Piribauer e Bartl, 2019; Damayanti et al., 2021). A figura 1 apresenta uma
classificacdo geral das fibras téxteis baseada em sua composicdo quimica.
Atualmente, tem sido comum a confeccao de tecidos que misturam fibras naturais e
sintéticas, principalmente algodao e poliéster, conferindo maior versatilidade as pecas
(Damayanti et al., 2021).
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Figura 1. Categorizacao dos tipos de fibras téxteis. Adaptado de Misnon et al. (2014).

As fibras de algodao representam o insumo vegetal mais relevante para a
industria téxtil, sendo usual na producdo de roupas, artigos de decoracdo e varios
artefatos industriais (Wakelyn et al., 2006; Krifa et al., 2016). O algodao (familia
Malvaceae, género Gossypium) possui diversas propriedades exclusivas, como a cor,
a massa especifica, a cristalinidade e a hidrofilicidade, tornando-o historicamente um
produto util como fibra téxtil por mais de 5 mil anos. Comercialmente, existem quatro
principais espécies utilizadas: G. hirsutum, G. barbadense, G. aboreum e G.
herbaceum (Wakelyn et al., 2006; Cruz, 2017). Cada fibra de algodao madura é uma
Unica célula sem protoplasma que cresce em torno da semente, caracterizando-se
pela cor esbranquicada e comprimento curto ou alongado (Krifa et al., 2016; Liu,
2018). Essas fibras sdo compostas pela parede primaria, parede secundaria e [lumen.
A parede celular primaria é envolvida por uma fina camada de cuticula, que
corresponde a uma mistura de ceras, gorduras e materiais nao celulésicos. Celulose
de baixo grau de organizacdo e materiais nao celulésicos (pectina, hemicelulose e
sais insoluveis) compdéem a maior parte da parede celular primaria, conferindo
flexibilidade a fibra e protecdo hidrofébica, respectivamente. Ao contrario disso, a
parede celular secundaria é composta majoritariamente por celulose altamente
organizada (Figura 2) (Ruan, 2005; Wakelyn et al., 2006; Dochia et al., 2012; Liu,
2018).
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Figura 2. Representacdo morfolégica da fibra madura do algoddo (esquerda)
e dos componentes celuldsicos e ndo celuldsicos de cada regido da fibra (direita)
(Modificado de Dochia et al.,2012).

A celulose representa a maior por¢ao das fibras maduras (88,0 — 96,0%). Os
componentes nao celuldsicos, que estao localizados principalmente na cuticula, na
parede primaria e no lumen, sdo representados por proteinas (1,1 — 1,9%), pectinas
(0,7 — 1,2%), ceras (0,4 — 1,0%), compostos inorgénicos (0,7 — 1,6%) e outras
substancias (0,5 — 8,0%) (Wakelyn, 2006; Liu, 2018). Durante o tratamento dos téxteis,
grande parte dos componentes nao celulésicos podem ser removidos por solventes
especificos gerando fibras com até 99% de celulose (Wakelyn, 2006).

A celulose € um homopolissacarideo linear formado pela ligagdo de
monémeros de glicose (B-1-4-glicosidica), sendo o residuo de celobiose a unidade
repetitiva. E um polimero natural que se destaca pela alta massa molecular e
significativo teor de cristalinidade e insolubilidade em agua (Wakelyn, 2006; Huber et
al., 2012). A celulose das fibras de algoddo possui diversas regides altamente
ordenadas (grau de cristalinidade — aprox. 70%), mescladas com regides amorfas,
que possuem seus grupos funcionais mais acessiveis para a atividade de compostos
quimicos ou enzimas (Lengowski et al., 2013; Cruz, 2017).

Comumente, a producéo de téxteis utiliza diferentes tratamentos enzimaticos
para enobrecer o tecido, melhorando as suas caracteristicas fisicas e visuais, além de
favorecer a fixagdo do corante durante o tingimento (Aradjo et al., 2008). Enzimas
como amilases, pectinases, proteases, lipases e enzimas do tipo oxirredutases (e.g.,
catalases e lacases) sdo extensivamente aplicadas nas diferentes fases de
processamento do tecido para a remoc¢ao de materiais ndo celuldsicos presentes,
mantendo a resisténcia e o peso do tecido (Araujo et al., 2008; Mosjsov, 2011). Ap6s
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a remogao do conteudo nao celulésico, a fibra crua pode alcangar em torno de 95-
99% de celulose (Wakelyn, 2006).

A confeccgéao do tecido abrange diversas etapas de producao inter-relacionadas.
Em sintese, a producdo costuma ocorrer em quatro etapas: i) a fiagdo, em que as
fibras ou filamentos sdo agrupadas em fio; ii) a tecelagem, onde os fios sao reunidos
em um mesmo comprimento e tracionados gerando tecidos planos; iii) 0 acabamento
ou beneficiamento, que é etapa que confere o melhoramento das propriedades fisico-
quimicas do tecido; e iv) a confecgdo, em que sdo determinadas as caracteristicas
estéticas. Na producdo de tecidos com cor, os fios sdo tingidos com corantes
organicos durante a preparacao para a tecelagem (Hiratuka et al., 2008; Cruz, 2017).

O denim é um material solido e duravel de algodao em que a trama passa sob
dois ou mais urdumes. O denim indigo € a variagdo mais conhecida, em que o urdume
é tingido e o fio da trama € mantido branco, assim o tecido formado possui uma face
colorida e a uma face branca (Figura 3) (Elmogahzy, 2020). Sua utilizagéo é registrada
desde o século XVII, sendo artigo para a confeccao de calcas, jaquetas, macacoes,
estofados, toldos e diversos outros acessoérios. Por muitos anos foi utilizado,
especialmente, para fabricagdo de roupas usadas em trabalhos mais pesados,
entretanto foi acolhido como item de moda sendo profundamente popularizado. E dito
que 10% de todo algodao agregado produzido no mundo é destinado a fabricagdo do
denim (Paul, 2015; Muthu, 2017).

T Fios de trama

e

\

Fios de urdume

Figura 3. Esquematizacdo do modelo de tecelagem do denim (Guia de interpretacéo
— normas para confeccao de jeans, 2012).
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No processo de produgdo de vestuarios, € comum utilizar diferentes
tratamentos enzimaticos para enobrecer o tecido melhorando as suas caracteristicas
fisicas e visuais, além de favorecer a fixagao do corante durante tingimento (Araujo et
al., 2008). Na confeccao do jeans, as celulases também sao aplicadas para gerar
efeito “envelhecido” as pecas. Nesse processo, as celulases que aceleram a abrasao
pela liberacao do indigo, pois hidrolisam parcialmente a superficie das fibras tingidas
(Araujo et al., 2009; Saravanan, Ramachandran, 2009; Agrawal, 2017) (Figura 4).

Camadade
indigo Acgdodas
celulases

Abrasio

Fibrilade algoddo

Figura 4. Mecanismo de a¢ao da celulase no processo de lavagem de tecido denim
(Agrawal, 2017).

Corantes téxteis sdo derivados de fontes naturais (animal, vegetal ou mineral)
ou produzidos de forma sintética. Corantes organicos sintéticos possuem
propriedades fisico-quimicas que os tornam mais atrativos para a industria de tecidos
em relacao aos corantes naturais, pois costumam ser mais resistentes ao calor, a luz
e ao ar (Buscio et al., 2014). Cerca de 70% de todo corante organico sintético que é
produzido é destinado a producdo téxtil. Os corantes sdo formados por duas
estruturas principais: o grupo croméforo e o grupo funcional. O grupo croméforo é
responsavel pela absor¢do da radiagdo na faixa de comprimento de onda de luz
visivel. J& o grupo funcional é a estrutura que permite a fixagdo do corante no tecido.
A sua classificagao € definida conforme a composi¢cao quimica ou modo que se fixa
as fibras téxteis (diretos, reativos, acidos, basicos, a cuba, dispersos, sulfurosos, pré-
metalizados e branqueadores) (Guaratini e Zanoni, 2000; El Harfi e El Harfi, 2017).
Corantes a cuba séo extensivamente aplicados na confecgéo téxtil. Sao praticamente

insolUveis em agua, portanto, em sua forma original, ndo sao capazes de se fixarem
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as fibras, sendo necessario que sejam reduzidos por ditionito de sddio em meio
alcalino para se tornarem soluveis (leucoforma). Uma vez em contato com o oxigénio,
esses corantes retornam & forma original e se fixam no tecido. indigos, tioindigéides e
antraquindides sao os principais tipos de corantes a cuba (Guaratini € Zanoni, 2000).
O indigo blue é o corante mais utilizado na manufatura do denim, promovendo a cor
azulada caracteristica desse tecido. No processo de tingimento, a forma insoluvel do
indigo blue é caracterizada pela presenca de grupos cetbnicos (C=0), que sao
reduzidos (C-OH) a molécula leucoindigo, a forma soluvel do indigo, identificada pela

cor amarelada (Figura 5) (Buscio et al., 2014; Cruz, 2017).

NaOH ~
& ¢ I
N Na;S,04 N
— — N\
e \
N 0, N
2 2 L
Indigo Leuco Indigo

Figura 5. A molécula de indigo hidrofobica € reduzida a leucoindigo, soluvel em
agua. A leucoforma pode ser reoxidada a indigo (Buscio et al., 2015).

A producéao do jeans demanda o uso intensivo de dgua e diversos recursos
quimicos potencialmente toxicos ao meio ambiente. Uma unica pega requer 10.000 L
de agua e 0,5 kg de produtos quimicos, além da aplicacdo de detergentes e corantes
que liberam subprodutos que permanecem nas aguas residuais (Hendaoui et al.,
2018). Em condicao aerdbica, os indigos tornam-se insolUveis e resistentes a
degradacdo e em condi¢cbes anaerdbicas sdo modificados em aminas altamente
toxicas (Solis-Oba et al., 2008). A poluicdo de efluentes por corantes sintéticos
aplicados em tecidos é uma questado critica, levando a altas cargas de demanda
bioquimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica de oxigénio (DQO), além da
geracao de produtos secundarios de baixa biodegradabilidade (Rodak e Paulista,
2017). Por essas razbes, numerosas técnicas de tratamento (fisico, quimico,
mecanico e bioldgico) tém sido desenvolvidas na esperancga de limitar a contaminagéao
de aguas superficiais e subterrdneas pelo depdsito de efluentes téxteis altamente
toxicos (Kaykhaii et al., 2018). O tratamento biol6gico é considerado uma via
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alternativa sustentavel e ecologicamente correta. Lacases (EC 1.10.3.2) sdo enzimas
p-difenol:dioxigénio oxirredutases capazes de catalisarem a oxidacdo de grupos
hidréxifendlicos e aminoaromaticos. Possuem quatro atomos de cobre: um centro de
Cu tipo 1 (sitio T1), um centro de Cu tipo 2 (sitio T2) e um centro de Cu tipo 3 (sitio
T3), sendo esse ultimo compostos por dois atomos de Cu (Cu3a e Cu3b) (Figura 6).
Foram descritas pela primeira vez em 1883, sendo assim consideradas uma das
primeiras enzimas descritas (Rodriguez-Couto, 2012). Sao produzidas por plantas,
procariotos, fungos e insetos, no entanto, os fungos se destacam devido a abundancia
de espécies produtoras desta enzima, sobretudo, fungos da podridao branca. Fung¢des
bioldgicas das lacases fungicas incluem a regulagdo morfolégica, controle da
viruléncia e deslignificacao de tecidos lenhosos, mas as possibilidades de aplicacdes
praticas sdo os fatores que aticam o interesse por sua comercializacao (Campos et
al., 2001; Mayer e Staples, 2002; Rodriguez Couto, 2012).

Figura 6. Representacao tridimensional de uma lacase tipica composta por trés
centros de cobre (Rodriguez-Couto, 2012).

Lacases apresentam baixo potencial redox (0,5 - 0,8 V), contudo, a sua
atividade oxidativa € expandida na presenca de mediadores (Bail, 2020). Mediadores
redox sao compostos de baixo peso molecular que sdo facilmente oxidados pela
lacases podendo formar radicais catibnicos instaveis e altamente reativos. A exemplo,
o ABTS (acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)), um mediador organico
sintético, quando oxidado a ABTS+" pela lacase, é capaz de oxidar substratos mais
complexos e retornar a sua forma original (Bail 2020). Os elétrons capturados pelo
sitio T1 da lacase séao transferidos para os sitios T2/T3. (centro tri nucleado de cobre),
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onde o oxigénio é reduzido e a 4gua € liberada como subproduto (Rodriguez-Couto,
2012).

As aplicagbes mais recentes das lacases abrangem o uso na industria de
alimentos, na biorremediacdo de ambientes contaminados com xenobiédticos
aromaticos, na industria de celulose e papel, na industria téxtil, entre outros (Mayer e
Staples, 2002; Madhavi e Lele, 2009). Na industria téxtil, podem ser utilizadas para o
branqueamento de tecidos como um método mais eficiente e menos custoso quando
comparado as aplicacdes quimicas e fisicas (Nyanhongo et al., 2002; Solis-Oba et al.,
2008; Madhavia e Lele, 2018). Nos ultimos anos houveram numerosas pesquisas que
investigam métodos funcionais de utilizar lacases na descoloragdo de efluentes
contaminados com corantes (Pensupa et al., 2017).

Corante presente em efluente da industria téxtil foi degradado em até 76% num
sistema de fermentacdo em estado sélido (SSF) composto pelo fungo Ganoderma
lucidum, 10 g de pupunha residual (substrato indutor) e 60 mL de efluente. O sistema
proporcionou a descoloracdo por meio da expressao e atividade de lacases e
adsorcao do corante a fibras de pupunha (Chicatto et al., 2018). Abadula et al. (2000)
utilizaram lacases de Trametes hirsuta para o promover a remogao de corantes em
efluentes téxteis. Cerca de 80% dos corantes antraquinénicos foram removidos. No
estudo de Tiang et al. (2013), a cepa de Ganoderma weberianum TZC1 cultivada em
meio com efluente de corante indigo foi capaz de descolorir 92% do indigo em apenas
1h. Apds aplicagdo das lacases brutas de G. weberianum foi confirmado que as
lacases foram importantes para o processo de descoloragcéo. Solis-Oba et al. (2008)
ajudaram a elucidar o mecanismo de descolora¢ao da molécula de indigo pelo sistema
Lacase-ABTS, revelando que o ABTS realiza diversos ciclos redox entre as lacases e
o substrato (Figura 7).

Laccase + O 3 6 Oxidized ABTS a e Oxidized indigo

Laccase + H20 ABTS Indigo Indigo

Figura 7. Mecanismo de oxidacdo da corante indigo pelo sistema lacase/ABTS
proposto por Sélis-Oba et al. (2008).
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O grupo croméforo do indigo é destruido produzindo o composto isatina, que
posteriormente é convertido no acido antranilico (Campos et al., 2001; Solis-Oba et
al., 2008; Madhavia e Lele, 2018).

Celulases (EC 3.2.1.4) sdo enzimas da familia das glicosideo hidrolases,
capazes de converter polissacarideos e oligossacarideos em glicose. E uma enzima
de natureza complexa que despertou um enorme interesse de varios setores
industriais devido as diversas possibilidades de aplicacao biotecnoldgica (Shahzadi et
al., 2014). Hoje em dia, o uso de celulases se estende as industrias de bioetanol, ao
processamento de bebidas, a producdo de alimentos/racbes, ao tratamento de
residuos solidos poluentes, a industria téxtil, a farmacéutica, ciéncias da saude, entre
outros (Lynd et al., 2002; Shahzadi et al., 2014). As celulases sado produzidas
essencialmente por bactérias, fungos e protozoarios. Com destaque para os fungos,
esses microrganismos usualmente obtém carbono de biomassas lignocelulésicas de
baixo custo e residuais sob varias condicbes de cultivo. Apds inimeras pesquisas
envolvendo milhares de espécies de fungos celuloliticos, os estudos destacam grupos
de fungos causadores da podridao mole (Trichoderma, Humicola, Penicilium e etc.) e
fungos da podridao branca (Phanerochaete, Pycnoporus e etc.) como bons produtores
de celulases (Chulalaksananukul et al., 2014).

Existem trés tipos principais de celulases envolvidas na hidrélise de celulose
em glicose: endoglucanases, (EC 3.2.1.4), exoglucanases (EC 3.2.1.91) e B-1,4-
glucosidases (EC 3.2.1.21). Quando aplicadas em conjunto, essas enzimas atuam
em sinergia na despolimerizagdo da fragdo de celulose altamente cristalizada (Lynd
et al.,, 2002, Hu et al, 2018). Endoglucanases, sdo enzimas que agem
majoritariamente sobre as regides amorfas do complexo das celulases, catalisando
quebras aleatdrias das ligagbes B-1,4-glicosidicas com liberacdo de terminais livres.
As novas extremidades formadas sdo atacadas pela celobiohidrolase, uma
exoglucanase, formando celobiose (dissacarideo glicosil-glicose). Por fim, a celobiose
€ hidrolisada em glicose pela atividade das B-1,4-glucosidases (Cruz, 2017; 665
Mojsov, 2011) (Figura 8).
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Figura 8. Acdo catalitica do complexo das celulases sobre a estrutura da celulose.
Adaptado de Tebeka et al. (2009).

Fatores que influenciam diretamente o sucesso da hidrélise estao relacionados
ao tipo de substrato, a concentracdo de celulases, a temperatura, ao pH e a
proporcédo substrato/liquido (Chandel et al., 2012). Diversos estudos tém utilizado
abordagens classicas para potencializar a produgcédo de celulases pelos diferentes
fungos, por exemplo, a mutagénese fisica e quimica, o desenvolvimento de
recombinantes e fusdo de protoplastos (Chandel et al., 2012). A sinergia entre
enzimas fungicas para o desenvolvimento de bioprodutos a partir da biomassa tem se
mostrado uma estratégia eficiente. O custo de producéo das celulases pode chegar
até 40% do valor total de despesas em biorrefinarias, evidenciando a demanda por
técnicas de menor custo (Hu et al., 2018; Lima, 2011). Com isso, torna-se atrativa a
prospecgao por microrganismos que oferecam um consoércio enzimatico para a
bioconverséao eficiente de matéria-prima de biomassa residual (Gupta et al., 2016).

Muitos fungos e bactérias sdo capazes de obter mondédmeros de glicose
degradando a biomassa celulésica (Sandin e Peters, 2018). J& é conhecida a
competéncia de fungos filamentosos (Trichoderma reesei, Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae e Fusarium oxysporum) em expressar celulases sob diferentes
condicdes de cultivo (Hu et al., 2018). Colletrotrichum spp. séo fungos filamentosos
com distribuicAo em ambientes tropicais, subtropicais e temperados, e apresentam
estilos de vida endofitico, patogénico, epifitico e sapréfita. Possuem diversas
estratégias de colonizagéo dos tecidos para alcancar as células hospedeiras, variando
entre hemibiotrofos intracelulares e necrotroficos subcuticulares (Moreno, 2016).
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Baseado em parametros cientificos e econémicos, Colletotrichum é classificado
como o oitavo género mais importante de fungos fitopatogénicos (Dean et al., 2012;
Moreno, 2016; Bezerra, 2017). Sao os principais agentes causadores da antracnose,
uma doenca que afeta diversas culturas agricolas, sendo caracterizada pela formacgao
rapida de necrose em folhas, caules, flores e frutos, resultando em murchidao e morte
do tecido (Dean et al., 2012; Silva e Michereff, 2013). Varias enzimas sao mobilizadas
em conjunto com a pressao mecanica para a infecgdo bem sucedida no hospedeiro.
Enzimas como cutinases, pectinases, hemicelulases, celulases, amilases, lipases,
proteases e lacases sdo secretadas em fases de pré-penetragdo ou propagacéo do
fungo (Velho et al., 2018; Armesto et al., 2019). Como endofiticos, habitam o interior
dos tecidos sem causar danos a planta, podendo produzir diversos compostos
bioativos (Bezerra, 2017; Pamphile et al., 2017). Essas caracteristicas dispoem
Colletotrichum como uma fonte interessante para exploracdo de metabdlitos
secundarios e enzimas com potencial  biotecnologico (Pamphile et al.,, 2017),
incluindo as enzimas importantes para degradacao de denim e descoloracao do
corante.

O desenvolvimento de novas metodologias aplicadas a reciclagem de residuos
de origem ligninocelulolitica surge da demanda por tecnologias mais limpas e
ambientalmente sustentaveis. Métodos comumente adotados para tratamento de
residuos demandam alto consumo de reagentes, levam a rendimento insuficiente de
produtos e podem gerar subprodutos téxicos. O uso de residuos téxteis, em especial
o denim, como fonte de biomassa, ainda carece de mais estudos e tecnologias
aplicadas, visto que s&o recursos ricos em celulose. Diante as necessidades expostas,
este estudo visa desenvolver estratégias integradas e mais acessiveis para a
valoracao do denim residual através do acoplamento de hidrélise enzimatica para
obtengcdo de mondémeros de carboidratos e tratamento enzimatico para inativar a

toxicidade do corante indigo.

Objetivo geral

Avaliar potencial do uso de enzimas fungicas comerciais e enzimas secretadas

por fungos do género Colletotrichum para promover a despolimerizacao da fracao
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orgéanica do tecido denim, juntamente com a descoloracado do corante liberado em

solucéo.

Objetivos especificos

Determinar a composi¢cao quimica das fibras formadoras do tecido denim;

Avaliar a capacidade das enzimas lignoceluloliticas comerciais selecionadas em
utilizar carboidratos estruturais das fibras de tecido denim como substrato;

Analisar o potencial de lacases comerciais em degradar o corante indigo blue na
presenca e auséncia de mediadores redox;

Prospecgéo por bioinformatica de genes codificadores de celulases e lacases em
genomas de fungos do género Colletotrichum;

Avaliar a capacidade de espécies selecionadas do género Colletotrichum em
expressar as enzimas de interesse sob a condigdo de fermentacao sélida;

Avaliar o percentual de recuperacao de glicose do tecido por hidrélise dos extratos
comerciais e secretados por fungos do género Colletotrichum;

Analisar a atividade dos extratos em descolorir o corante indigo das fibras de tecido
denim.
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Utilizacao de Enzimas Fungicas para a Liberacao de Carboidratos Descoloracao
do Corante Presente em Residuos de Tecido Denim.

Resumo

Residuos téxteis do pds-consumo sao produtos diretamente relacionados com a
geracao de poluentes que acumulam na natureza. O denim, um tecido composto por
fibras de algodao tingidas com corante orgéanico sintético (indigo blue), representa a
maior fracdo dos residuos téxteis depositados em aterros. O corante indigo € um
composto aromatico recalcitrante e altamente téxico para o0 meio ambiente. Afim de
recuperar agucares fermentesciveis de denim residual, foi investigado a hidrélise
enzimatica desse tecido por enzimas produzidas por fungos do género Colletotrichum
capazes de, em um mesmo sistema de reacao, despolimerizar a estrutura da celulose
e descolorir o corante liberado. Para reduzir os custos de operagao, foram
prospectados in silico e avaliados in vitro, fungos capazes de expressar as enzimas
de interesse utilizando uma fonte de carbono de baixo custo como substrato. A analise
composicional do denim por métodos gravimétricos e cromatograficos mostraram que
o denim residual € composto predominantemente por celulose (~ 80%), com baixos
indices de lignina (< 2%) e concentracées nao detectadas de hemicelulose e pectina.
Com isso, foi determinado que apenas o conjunto das celulases e lacases seriam as
enzimas necessarias para compor o coquetel enzimatico. Determinadas espécies do
género Colletotrichum com diferentes estilos de vida ja foram identificadas como
lacase positivas, porém faltam estudos que exploraram o potencial biotecnolégico
dessas enzimas. Colletotrichum siamense e Colletotrichum fructicola foram
selecionados por serem as espécies derivadas que apresentaram em andlise
gendmica a menor perda de genes de celulases e lacases em relagcdo a aquisicao.
Extrato enzimatico de C. siamense 404F26F obtido por fermentacdo semi-sélida em
farelo de trigo (umidade de 60%) apresentou atividade de endoglucanase, [3-
glicosidase e celobiohidrolase iguais a 0,78 U/mL, 0,25 U/mL e 0,25 U/mL,
respectivamente. Extratos de C. fructicola 229F1F obtidos sob essas mesmas
condigbes tiveram atividades iguais a 0,63 U/mL (endoglucanase), 0,31 U/mL (-
glicosidase) e 0,33 U/mL (celobiohidrolase). Houve diferenca significativa para
atividade de lacase entre os extratos de C. siamense 404F26F (193,8 U/L) e C.

fructicola 229F1F (5,86 U/L). O rendimento de glicose recuperada do denim tratado
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com o extrato de C. siamense 404F26F foi de 4,8% em 72h. Ja a recuperacéo de
glicose do denim tratado com o coquetel de celulases e lacases comerciais alcangou
18% de rendimento apds 72h. A descoloracédo do produto de reacédo apéds 72h é
visualmente perceptivel entre os tratamentos sem (controle) e com o sistema
lacase/ABTS, porém é necessario que técnicas mais precisas sejam aplicadas para
quantificar a eficiéncia de descoloracdo. Estudos futuros podem buscar avaliar um
sistema mais complexo de condi¢des, envolvendo diferentes cargas enzimaticas,
diferentes concentracoes de sélidos, tempos mais longos de reagao e pré-tratamentos
de redugcdo mecanica do substrato. Em combinagéo, o extrato enzimatico de celulase
e lacase apresenta potencial para aplicacao no processo de hidrélise lignoceluldsica
do denim residual, juntamente com a reducao de poluentes ambientais e obtencao de
compostos de valor agregado para a industria.
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Introducao

O ciclo de vida de artefatos téxteis abrange uma complexa cadeia de producao
e consumo (Jordao et al., 2018). Ao longo dos ultimos anos a industria téxtil tem
enfrentado uma enorme demanda por novos produtos do setor (Rapsikeviciené et al.,
2019). Essa procura esta diretamente associada ao aumento do poder de compra e a
moda, que influenciam na alta rotatividade de vestuarios (Bartl, 2011; Rapsikeviciené
etal., 2019; Yousef et al., 2020). No entanto, o impacto da produgéo e consumo global
de téxteis estd intimamente relacionado com a geracdo de poluentes que se
acumulam no meio ambiente (Cruz, 2017).

Atualmente, 150 milhdes de toneladas de residuos téxteis sdo produzidos em
todo o0 mundo a cada ano (Hu et al., 2018). A China, EUA e Reino Unido sdo maiores
geradores desses residuos, com a producao estimada em 26, 15,1 e 1,7 milhdes de
toneladas anuais, somando cerca de 6% do total de residuos sélidos urbanos (Hu et
al., 2018; Meng et al., 2020). No Brasil, a produc¢ao de residuos do vestuario é avaliada
em cerca de 175 mil toneladas por ano, dos quais 90% sao descartados
incorretamente (Jordao et al., 2018).

O denim é um dos tecidos mais consumidos no mundo, sendo o algod&o virgem
puro revestido com corante indigo a composicao predominante e, portanto, é
considerado a maior fracdo téxtil que é descartada, com geracao de remanescentes
estimada em 2,16 milhdes de toneladas por ano (Luiken e Bouwhuis, 2015; Youself et
al., 2020). A incineracdo dos tecidos depositados nos aterros resulta na liberacéo de
gases toxicos, enquanto o soterramento compromete a qualidade do solo circundante
e das aguas subterrdneas, principalmente pela liberacdo de materiais nocivos
provenientes de corantes téxteis sintéticos, como Pb, Cr, Hg, Ni e derivados de
enxofre (Aishwariya, 2018; Aki et al., 2020; Meng et al., 2020; Yousef et al., 2020).

A reutilizacao e reciclagem de tecidos descartados opera na necessidade de
reduzir os impactos iminentes e no desenvolvimento de tecnologias mais sustentaveis,
podendo assim limitar a necessidade de aterros (Luiken e Bouwhuis, 2015;
Rapsikeviciené et al.; 2019). A necessidade de repensar novas fontes de energia
como alternativa ao uso de combustiveis fosseis tem estimulado estudos na busca
por matérias-primas renovaveis e previsivelmente sustentaveis (Gupta et al., 2016).
Em vista disso, materiais lignocelulésicos tém sido veemente estudados como fonte

renovavel de biomassa (Wang et al., 2018). A exemplo, destaca-se o papel das
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biorrefinarias, que sao unidades tecnoldgicas que utilizam a fragdo organica do fluxo
de residuos sdélidos para obter diversos insumos quimicos, como, etanol, biogas,
enzimas, acidos organicos e hidrogénio (Juhasz et al., 2005; Chandel et al., 2012; Hu
et al., 2018; Wang et al., 2018; Monteiro, 2019).

A recuperacdo de monOmeros de agucar presentes em residuos
lignoceluldsicos ocorre pela acdo sinérgica de celulases que agem hidrolisando a
fracdo de celulose altamente cristalizada. Endoglucanases sdo enzimas que agem
majoritariamente sobre as regides amorfas do complexo da celulase, catalisando
quebras aleatérias das ligagdes B-1,4-glicosidicas com liberacao de terminais livres.
As novas extremidades formadas sdo atacadas pela celobiohidrolase formando a
molécula celobiose (dissacarideo glicosil-glicose). Por fim, a celobiose € hidrolisada
em glicose pela atividade da B -B-1,4-glucosidases (Cruz, 2017; Mojsov, 2011).
Quando se trata da recuperagdo de agucares presentes nas fibras do denim, a
hidrolise pelas celulases também envolve liberacdo do corante para o meio. Isso
ocorre porque as celulases hidrolisam parcialmente a superficie das fibras tingidas
acelerando a abrasao natural do corante (Araujo et al., 2009; Saravanan, Vasanthi e
Ramachandran, 2009; Agrawal, 2017).

Nos ultimos anos houveram numerosas pesquisas que investigam métodos
funcionais de utilizar lacases na descoloracdo de efluentes contaminados com
corantes (Pensupa et al., 2017). Lacase (EC 1.10.3.2) é uma enzima oxirredutase que
possui quatro atomos de cobre na sua estrutura e catalisa a oxidagdo de grupos
hidréxifendlicos e aminoarométicos, no qual reduzem o oxigénio a molécula de dgua
(Martinez et al., 2009). O uso de coquetéis enzimaticos ricos em diversas enzimas
lignoceluloliticas e enzimas acessoérias € uma estratégia para aumentar a eficiéncia
de hidrélise da biomassa. Com isso, torna-se atrativa a prospeccao por
microrganismos que oferecam um consorcio enzimatico para a bioconversdo de
matéria-prima de biomassa residual (Gupta et al., 2016). Entre estes microrganismos,
fungos do género Colletotrichum pode ser considerados uma fonte interessante para
exploragdo de metabdlitos secundarios e enzimas com potencial biotecnolégico
(Pamphile et al., 2017), incluindo as enzimas importantes para degradacao de denim.

Neste trabalho, nosso objetivo foi investigar a composi¢dao do tecido denim
para selecionarmos um coquetel adequado de enzimas fungicas. Esse coquetel deve
ser eficiente em recuperar glicose do denim e, concomitantemente, degradar o corante

que é liberado. A partir disso, prospectar por isolados de Colletotrichum spp. capazes
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de produzir o conjunto das enzimas de interesse, uma vez que 0 uso de enzimas

comercias encarece 0 processo.

Métodos
Tecido denim

Foi empregado o tecido denim 100% algodao adquirido em um breché local
(Vicosa, Minas Gerais), com o objetivo de ser uma pecga usada. Pré-tratamento de
descoloracdao. Para obter amostras sem corante indigo, um processo quimico de
descoloracao foi realizado seguindo o protocolo definido por Hsieh et al. (1996), com
modificacdes. Um total de 3 g de denim foi mergulhado em 40 mL de solucao redutora
(ditionito de sédio 20 g/L e NaOH 3% (p/v) a 70° C por 30 min), seguido da imerséao
do tecido em 40 mL de solucao de hipoclorito de sédio 1% a 40° C por 12 horas. A

amostra branqueada foi lavada em agua destilada até obtencao de pH neutro.

Caracterizacao lignocelulésica

A caracterizagdo quimica do denim foi necessaria para definirmos um conjunto
adequado de enzimas hidroliticas. Aproximadamente 3 g de amostra de tecido pré-
tratado (descolorido) e sem tratamento tiveram os extraiveis removidos em aparelho
Soxlhlet com lavagem em agua por 24 h e lavagem em etanol 95% por mais 24 h, em
seguida, as amostras foram secas a 50° C por 16 h (Cruz, 2017). Os métodos para
determinacao de acucares, lignina total e cinzas seguiram as normas da TAPPI
(Technical Association of the Pulp and Paper Industry Atlanta) (TAPPI, 1999, 2002a,
2002b). Para definir a composicao de agucares, 0,3 g das amostras foram
hidrolisadas com 3 mL de acido sulfurico 72% (v/v), a 30 °C em banho-maria por 1 h.
As amostras foram diluidas com a adicdo de 84 mL de &agua, seguido pelo
aquecimento da solucao a 121 °C. Posteriormente, os materiais foram filtrados duas
vezes por filtragem a vacuo em filtro de vidro poroso numero 3. Para determinar o teor
de lignina insoluvel, as porgoes retidas foram secas a 105 °C até o peso constante. A
lignina soluvel foi determinada por meio da leitura do conteudo filtrado em

espectroscopia de UV a 215mm e 280nm. AgUcares monoméricos da porgao soluvel



37

foram determinados por cromatografia liquida (CLAE) usando uma coluna Aminex
HPX-87H(BioRad), 60 °C, 0,6 mL/min, e eluigdo isocratica com agua deionizada.

Enzimas comerciais

Conforme os resultados da andlise composicional do denim, definimos
prosseguir o estudo utilizando o conjunto das celulases (endoglucanases,
celobiohidrolase e B-glicosidase) e lacases obtidas comercialmente. Foram utilizadas
celulases de Trichoderma reesei (Sigma-Aldrich) e lacases de Aspergillus spp.
(Sigma-Aldrich).

Atividade de lacases

A atividade de lacases de Aspergillus spp. foi mensurada monitorando a
oxidacdo do substrato ABTS. A mistura reacional, disposta em microplaca de 96
pocos, continha 20 uL da solucéo de lacase apropriadamente diluida, 20 uL ABTS 10
mM e 160 pL tampéao acetato de sédio. A mistura foi incubada a 25°C por 5 min e
depois lida em espectrofotbmetro a 420 nm. A atividade de lacase foi calculada
utilizando o principio de Lambert-Beer, considerando o coeficiente e=36000 mM-1 cm-
1 e caminho éptico = 0,5 cm. Uma unidade de lacase é considerada equivalente a
quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 umol de ABTS em 1 min. A atividade
de lacase também foi avaliada em outras temperaturas de incubacao (30, 35, 40, 45
e 50° C).

Atividade de celulases

Os ensaios enzimaticos foram realizados em tampao acetato de sodio, 100 mM,
pH5,a50° C,e em ftriplicata. As atividades de FPase, endoglucanase, [3-
glicosidase e celobiohidrolase foram conduzidas de acordo com as condigdes
descritas por Ghose (1987) e Adney e Baker (1996). Em todos os testes as misturas
reacionais continham 3 pL do extrato enzimatico comercial. Papel de filtro Whatman
No. 1, carboximetilcelulose (CMC) 1% foram utilizados como substratos para as
atividades FPase, endoglucanase, respectivamente. O agucar redutor total liberado
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durante os ensaios enzimaticos foi quantificado pelo método do &cido dinitrosalicilico
(DNS) (Miller, 1959), usando glicose como padrao. Os substratos sintéticos pPNGIc e
pNPCel na concentracdo de 1,25 mM foram utilizados para a atividade de [-
glicosidase e celobiohidrolase, respectivamente. As reagdes foram interrompidas com
carbonato de sédio 0,5 M, lidas a 410nm € 0s resultados confrontados com a curva de
padrao de p-nitrofenol. Para todas as atividades, uma unidade de atividade enzimatica
(U) foi definida como a quantidade de enzima que liberou 1 ymol do produto
correspondente (glicose ou p-nitrofenol) por minuto, nas condicoes de ensaio
utilizadas.

Avaliacao de tratamento enzimatico para descoloracao do indigo

Todos os experimentos foram preparados em tubos de ensaio, volume
reacional igual a 5 mL e tampao acetato de so6dio 100 mM, pH 5, conforme definido
por Liu et al. (2017), com modifica¢des. Foi preparado uma solug¢édo estoque 2 g/L do
corante indigo blue solido (Sigma-Aldrich) solubilizado em Dimetilsulféxido (DMSO).
Foram delineados trés grupos experimentais: (a) indigo 50 mg/L, lacase 100 U/L e
ABTS 25 uM; (b) indigo 50 mg/L e ABTS 25 uM; (c) indigo 50 mg/mL e lacase 100
U/L. As amostras foram agitadas a 150 rpm a 25° C por 8 dias. A taxa de descoloragéao
foi determinada a cada 24h em espectrofotémetro monitorando a diminuicdo do
comprimento de onda de absor¢do maxima do indigo (620nm).

Sacarificacao e descoloracao do denim com extratos comerciais

Todos os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pogos e em triplicata.
O tecido denim foi cortado em pequenos pedacos circulares de 8 mm de diametro,
com peso equivalente a 16 mg. Foram analisados dois grupos reacionais: (a) Tampao
acetato de sédio (97 L), 3 pL de celulase comercial e um pedago de denim (15 mg);
(b) Tampéo acetato de sédio (97 uL), celulase comercial (3 uL), lacase comercial (100
U/L), ABTS (25 uM) e um pedaco de denim (15 mg). A microplaca foi vedada com
filme de selagem Platemax® e mantidas em estufa na melhor temperatura defina
anteriormente. As reacdes foram avaliadas em diferentes tempos de incubacéao (0,5
h,2 h, 8 h, 24 h, 48 h e 72 h). Os tratamentos a e b foram comparados por anélise
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visual da descoloracao da solucdo resultante. Posteriormente, essas solu¢gdes foram
filtradas em filtro de seringa (0,22 ym) para remover fibras liberadas no meio. As
amostras filtradas foram paralisadas com acido dinitrosalicilico (DNS) 1:1, seguido
pela incubagédo da microplaca em termociclador a 99,9 °C por 5 min. A absorbancia
foi mensurada em 540 nm e o valores foram confrontados com a curva padréo da
glicose. Identificagdo e analise de genes codificadores de celulases e lacases no
genoma de diferentes espécies de Colletotrichum. Os genomas e proteinas preditas
de Colletotrichum spp. Foram obtidos no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). O completeness dos genomas foi acessado com a
ferramenta “Busco v.4”, que busca por genes ortdlogos de cépia unica universal de
Sordariomycetes (Seppey et al., 2019). Apenas 0os genomas com completeness igual
ou superior a 90,0% foram mantidos. As sequéncias de proteinas foram agrupadas
em ortogrupos utilizando o Orthofinder v.2.3.3 com parametros de MCL inflation de
1,5 (Emms e Kelly, 2015) e método de inferéncia de arvore filogenética utilizando os
programas Mafft v.7.305 e FastTree v.2.1.9. As sequéncias de nucleotideos
correspondentes as proteinas de cada grupo de ortélogos de cédpia Unica foram
recuperadas com um script em Python e alinhadas com Mafft v.7.305 (Katoh e
Standley, 2013) usando a estratégia L-INS-i. Os arquivos de alinhamento gerados
para cada ortogrupo foram combinados em um uUnico arquivo de alinhamento. O
arquivo Fasta de sequéncias concatenadas foi utilizado na construgdo da arvore
filogenética, aplicando o método de maxima verossimilhanca com RaxML v.8.2.12
(Stamatakis, 2014). O modelo GTR + | + G de substituicdo de nucleotideos foi aplicado
para realizar buscas da arvore de melhor pontuacdo (maior verossimilhanca). A
visualizagédo da arvore e as anotagdes foram executadas com o pacote “ggtree” do
software R (Yu et al., 2017). As informacdes de presenca ou auséncia de taxons
(sequéncias de genes) em cada ortogrupo foram recuperadas usando um script em
Python. A estimativa de perdas e ganhos de genes foi realizada com o programa
dollop do Phylip package v.3.696 (Felsenstein, 2005), tendo a arvore filogenética de
maxima verossimilhanca como um guia. A anotacao funcional das proteinas de cada
clado das arvores geradas foi feita no servidor Pannzer2 (Toronen et al., 2018) e Pfam
v33.0 (El-Gebali et al., 2019). As anotacdes fornecidas pelas duas ferramentas foram
concatenadas com um script Python.
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Microrganismos e preparo do inéculo

As espécies selecionadas por analise genémica foram obtidas da micoteca do
Laboratério de Genética Molecular de Microrganismos, Universidade Federal de
Vigosa, MG, Brasil. Os isolados foram cultivados em meio Batata Dextrose Agar (BDA)
e incubados em BOD a 25°C por 7 dias e fotoperiodo de 12h/12h. Os in6culos foram
preparados por meio da adicdo de 10 mL de agua estéril e espalhamento das culturas,
obtendo-se uma suspensao de esporos. A concentracao de esporos das amostras foi
determinada por contagem na cadmara de Neubauer.

Fermentacao em Estado Sélido (FES) e Recuperacao do Extrato

Celulases e lacases de fungos do género Colletotrichum foram produzidas de
acordo com a metodologia descrita por Visser et al. (2013) para fermentagcdo em
estado semi-sélido. O farelo de trigo foi escolhido como substrato por ser uma fonte
de carbono de baixo custo e indutora da atividade de lacases. Em frasco Erlenmeyer
de 250 mL foram misturados 12,5 g de farelo de trigo e 18,75 mL do meio de cultura
(NH4NOs 1 g/L; KH2PO4 1,5 g/L; MgSO4 0,5 g/L; CuSO4 0,25 g/L e extrato de levedura
2 g/L). Os frascos com os meios foram esterilizados (121 °C, 20 min) e, em seguida,
0s esporos obtidos anteriormente foram inoculados para uma concentracao final de 1
x 10% esporos/mL. Os frascos foram mantidos em estufa 25°C por 6 dias. As enzimas
foram extraidas com 50 mL tamp&o acetato de sddio 100 mM, pH 5, sob agitacao de
150 (30 min, 25 °C). Os produtos da fermentacéao foram filtrados em gaze e os filtrados
foram centrifugados a 15.000 g por 10 min. Os sobrenadantes foram coletados e

armazenados a -20° C até o seu uso nos ensaios de atividade enzimatica.

Quantificacao de Proteinas Totais

O teor de proteinas totais presentes nos diferentes extratos foi determinado
pelo método de ligagdo de Coomassie Blue. Albumina sérica bovina foi utilizada como
proteina padréao da curva de calibragéo (Bradford, 1976).
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Atividade Enzimatica dos Extratos de Colletotrichum

Todos os extratos enzimaticos preparados foram investigados em relacao a
atividade endoglucanase, B-glicosidase, celobiohidrolase e lacase. Os ensaios foram
realizados da seguindo o mesmo protocolo estabelecido para os extratos comerciais,

utilizando uma carga enzimatica equivalente.

Sacarificacao do tecido denim e descoloracao

A recuperacéo de glicose das fibras do tecido denim pela atividade de celulases
de Colletotrichum, concomitante com a descoloragdo da solugdo com indigo pela
atividade do sistema lacase/ABTS foi investigada seguindo os passos que foram

descritos para as enzimas comerciais.

Analise Estatistica

Os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism (verséao 6), no qual
os resultados da hidrélise em diferentes condigdes serdo comparados usando uma
analise de variancia (ANOVA). Diferencgas significativas entre os tratamentos foram
determinadas pelo teste de mdultipla hipétese de Bonferroni. Valores de p menor que
0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Resultados

Composicao quimica do denim

Apos o pré-tratamento de descoloragdo com ditionito de sddio e hipoclorito de
sédio, amostras de denim descolorido e tingido foram secas para a determinacao da
composi¢ao quimica (Tabela 1).

Tabela 1. Composicao quimica do denim (jeans) tingido e descolorido. As quantidades
de celulose, hemicelulose, lignina, extraiveis e cinzas sao baseadas em peso seco.

Amostras Composicio (%)
Celulose Hemicelulose Lignina Pectina  Extraiveis Cinzas Total
Tecido tingido 7996 + 0,47 n.d. 1,88 £ 0,05 n.d. 6,77 £ 0,02 1,28 +£0,07 89,89
Tecido descolorido 80,06 £2.13 n.d. 1,26 £ 0,23 nd. 6,06 0,02 1.80+0,07 89.18

n.d., ndo detectado.

A analise quimica das amostras de tecido denim tingido e descolorido mostra
que a remocado do corante nao afetou significativamente na concentracdo de
componentes do tecido. O teor de celulose para ambas as amostras equivale a
aproximadamente 80% da biomassa seca. Como previsto, as proporgdes de lignina e
hemicelulose foram extremamente baixas. O teor de extraiveis no tecido tingido foi
discretamente maior do que no tecido descolorido. Isso pode ter ocorrido porque o
corante indigo é ligeiramente soluvel em agua e alcool, sendo parcialmente liberado
no tratamento em Soxhlet. Elucidar a composicdo quimica do denim nos direcionou
na escolha do conjunto enzimatico mais adequado para o processo de sacarificacao
do tecido. E comum que estudos de hidrélise e sacarificagdo de biomassas utilizem
coquetéis enzimaticos compostos por variadas enzimas lignoceluloliticas e

acessorias. No entanto, como a estrutura é rica em celulose e escassa de outros
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componentes, apenas as celulases foram selecionadas para a funcao de hidrdlise das

fibras.

Atividade de celulases totais e lacase dos extratos comerciais

Inicialmente, foram determinadas as atividades de celulases totais de extrato
comercial de Trichoderma reesei e atividade de lacases de extrato comercial de
Aspergillus spp. Foram avaliadas diferentes faixas de temperatura (25 - 50° C) em pH

5 ao longo de 1 hora (Figura 1).
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Figura 1. Atividade de celulases totais (FPase) de extrato comercial de T. reesei
(Sigma- Aldrich) e atividade de lacase do extrato comercial de Aspergillus spp. (Sigma-
Aldrich). As atividades foram analisadas em diferentes temperaturas (25° C — 50° C).

As celulases nao tiveram variacado substancial de atividade FPase entre as
temperaturas analisadas, mantendo-se constante entre 35° C e 45° C (46,5 FPU/mL)
e alcancando a maior atividade a 50°C (49,2 FPU/mL). A curva da atividade de lacases
de Aspergillus spp. apresentou comportamento similar a atividade FPase, mostrando
pouca variagdo no gradiente de temperatura. A atividade maxima detectada foi de
2.996 U/L (50° C). A temperatura de 50° C foi escolhida para os testes posteriores das
celulases e lacases em fungdo das maiores atividades enzimaticas observadas ao
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longo de 30 minutos. Também foi definido que os testes de hidrolise e descoloragéo
prosseguiriam utilizando cargas enzimaticas de 33 FPU e 100 U/L de celulases e
lacases, respectivamente.

Descoloracao do indigo blue

O sistema lacase/ABTS foi aplicado para descolorir a solugcao de indigo blue
(50 mg/L). A taxa de descoloracao foi comparada com atividade individual da lacase
e do ABTS (Figura 2).
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Figura 2. Descoloragao do indigo blue (50 mg/L) por ABTS (25 uM), lacase (100 U/L)
e lacase/ABTS (100 U.L-1/ 25 uM) em tampao acetato de s6dio 100 mM, pH 5 com
agitacdo de 150 rpm a temperatura ambiente.

Apos 24 h, o sistema lacase/ABTS foi capaz de descolorir cerca de 45% da
solucao de corante. A taxa de descoloragéo/dia variou entre 0,2 a 10,5%, alcancando,
no total, 74,4% da solucdo descolorida no sétimo dia. A taxa de descoloracao
observada no tratamento com ABTS sozinho foi de 12,9% em 24 h e 20,3% em sete

dias. Nao foi detectado atividade de descoloragéo pela lacase sozinha até o quinto dia
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de tratamento, no entanto, nos dias seguintes, foi observado uma pequeno percentual

de descoloragao da solugéo (7,3%).

Prospeccao in silico

A prospecgao gendmica in silico foi realizada para estudo de quantidade e
evolucao de genes codificadores de celulases e lacases. Foram encontrados 22
isolados de Colletrotrichum com sequéncias do genoma publicadas. Essas
sequéncias foram atribuidas a 15 espécies diferentes. O Othofinder agrupou 406 mil
genes em aproximadamente 22.879 ortogrupos, onde foram encontrados 1.826
ortélogos de copia Unica em todas as espécies analisadas. A arvore filogenética foi
construida com base no alinhamento concatenado de 1.826 ort6logos de copia Unica
obtidos do genoma de 15 espécies de Colletotrichum. Os padrdes gerais de ganho e
perda de genes associados as endoglucanases, celobiohidrolases, B-glicosidase e
lacases sao mostrados na Figura 3.

Em cada classe de enzimas, o numero total de genes perdidos foi estimado
pela diferenga do numero de genes das espécies derivadas em relagdo ao ancestral
comum mais recente. C. siamense ICMP 18578 (ramo 13) e C. fructicola 1104-7 (ramo
14) apresentaram o maior ganho de genes em relacdo a perda para as quatro classes
enzimaticas. Visto isso, isolados de C. siamense e C. fructicola disponiveis na colecao
de fungos do Laboratério de Genética de Molecular de Microrganismos (UFV) foram

selecionadas para os testes in vitro de expressao e atividade enzimatica.
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Atividades do complexo das celulases e atividade de lacase dos extratos
comerciais e extratos de Colletotrichum

Inicialmente, foram determinadas as concentracdes das proteinas totais e as
atividades enzimatica dos diferentes extratos comerciais e dos secretados pelos
fungos cultivados em farelo de trigo (C. siamense 404F26F e C. fructicola 229F1F)
(Tabela 2).

Tabela 2. Analise da concentracado e atividade do extrato bruto de C. siamense
404F26F e C. fructicola 229F1F e dos extratos comerciais de T. reesei e Aspergillus
spp. (Sigma-Aldrich)

Proteinas totais Endoglucanase  B-glicosidase Celobiohidrolase Lacase
(mg/mL) (U/mL) (U/L)
C. siamense 404F26F 0,42 = 0,03 0,78 + 0,07 0,25+ 0,01 0,25+ 0,007 193,79 + 3,84
C. fructicola 229F | F 0,50 + 0,04 0,63 + 0,07 0,31+0,01 0,33+ 0,02 5,86 = 0,60
T reesei (Sigma-Aldrich) 1,45 + 0,06 44 8 + 0,28 3,9 +£0,33 35,3+ 0,58 -
Aspergillus spp. 1,46 + 0,03 - = - 2.996 = 20,89

(Sigma-Aldrich)

Em todos os extratos investigados, a atividade endoglucanase foi maior em
relagao as atividades B-glicosidase e celobiohidrolase. Para C. siamense 404F26F, a
atividade endoglucanase foi cerca de 3,1 vezes maior do que as outras atividades
celuloliticas analisadas. Ja para C. fructicola 229F1F, essa diferenca foi
aproximadamente 2 vezes. Ha uma enorme diferenca entre o perfil de atividade de
lacase entre essas espécies. E de se esperar que a atividade dos extratos comerciais
seja consideravelmente maior, uma vez que sao extratos enzimaticos altamente
concentrados e estaveis. Lacase de C. fructicola 229F1F apresentou atividade 33
vezes menor (5,86 U/L) do que a observada no pelo extrato de C. siamense 404F26F
(193,79 U/L). Com base nisso, apenas a C. siamense 404F26F foi escolhida para os
testes de sacarificagéo e descolora¢do do denim.
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Sacarificacao e descoloracao do denim

Os ensaios de sacarificagdo seguiram utilizando a biomassa sem pré-
tratamento, submetida ao tratamento com celulases e lacases em microplacas, na
temperatura de 50° C, como definido previamente no item 3.2. Esse teste comparou
o efeito do uso integrado de celulases e lacases com o uso individual dessas enzimas
na geracao de acucares redutores, na descoloracédo do corante liberado no meio e na

recuperagao de glicose por rendimento total (%) (Figura 4).
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Figura 4. Rendimento de glicose (%) ao longo de 72 h por hidrélise enzimética de
carboidratos do tecido denim. Os ensaios foram performados em microplacas de 96
pocos a 50° C.

A taxa de rendimento de glicose foi similar nos tratamentos com celulases de
T. reesei com e sem a adi¢cao de lacases. Em 72 h, ambos os tratamentos foram
capazes de recuperar 18% de glicose das fibras de denim. O rendimento de glicose
do denim pelo extrato bruto de C. siamense 404F26F (4,6%) foi 4 vezes menor do que
pela hidrélise com o extrato comercial. Foi possivel observar visualmente a diferenga
de coloracdo entre os diferentes tratamentos. Amostras de denim tratadas apenas

com celulases puras tiveram parte do corante removido e liberados no meio, como
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previsto em literatura (Figura 5a). Aparentemente, ocorreu a descoloragao de parte do
corante liberado pelo tratamento com celulases em conjunto com o sistema
lacase/ABTS (Figura 5c¢). No tratamento com extrato de C. siamense 404F26F (Figura
5b) € bem evidente a diferenca de coloracdo comparado aos outros testes, como se

grande parte do corante liberado tivesse sido degradado.

S

@

Figura 5. Solugdes resultantes da sacarificagdo e descoloracdo do tecido denim em
microplaca de 96 pocos por 72h a 50°C. (a) Produto do tratamento com celulases de
T. reesei (Sigma-Aldrich) (b) Tratamento com extrato bruto de C. siamense 404F26F
+ ABTS. (c) Tratamento com celulases de T. reesei (Sigma-Aldrich) + lacases de
Aspergillus spp. + ABTS.
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Discussao

Comumente, a producéo de téxteis utiliza diferentes tratamentos enzimaticos
para enobrecer o tecido, melhorando as suas caracteristicas fisicas e visuais, além de
favorecer a fixagdo do corante durante o tingimento (Araujo et al., 2008). Enzimas
como amilases, celulases, pectinases, proteases, lipases e oxirredutases (e.g.,
catalases e lacases) sdo extensivamente aplicadas nas diferentes fases de
processamento do tecido para a remog¢ao de materiais celulésicos e ndo celuldsicos
presentes, mantendo a resisténcia e o peso do tecido (Araujo et al., 2008; Mojsov,
2011). Apds a remocao do conteudo nao celulésico, a fibra crua pode alcancar em
torno de 95-99% de celulose (Wakelyn, 2006). Encontramos um unico trabalho na
literatura que apresentou uma analise composicional das fibras de algodao tingidas
com corante indigo. Grande parte dos nossos dados conferem com os descritos por
Cruz (2017), no qual determinou 81,20% e 80,03% de celulose no tecido tingido e no
tecido descolorido, respectivamente. A diferenga mais evidente esta relacionada a
concentracdao de hemicelulose, no qual a literatura conta = 3%, enquanto neste
trabalho nao foi detectada.

A reciclagem de residuos lignoceluldésicos agroindustriais envolve a
recuperacdo de glicose livre da celulose para a geracdo de produtos de alto valor
agregado, como biocombustiveis de segunda geracao (Juhasz et al., 2005; Maitan-
Alfenas et al.,, 2015). Os residuos comumente utilizados nesses processos de
reciclagem (e.g., palha e bagaco cana-de-agucar, casca de arroz, palha de trigo,
espiga de milho, fibra de coco, etc.) apresentam em torno de 35-50% de celulose e
25-30% de lignina na sua composicao (Santos et al., 2012). Componentes da lignina
sdo capazes de diminuir o rendimento de hidrélise da biomassa por interagirem
inespecificamente com uma enorme quantidade de enzimas celuloliticas (Berlin et al.,
2005; Maitan-Alfenas et al., 2015). O alto teor de celulose e baixo teor de lignina no
denim mostra que esse tecido pode ser uma fonte atraente de agucares
fermentesciveis em comparacao com as fontes citadas.

O ABTS atua como um mediador eletrénico, disponibilizando para as lacases
os elétrons removidos dos corantes (Campos et al., 2001). Wong e Yu (1999)
observaram que, na auséncia de mediadores, a taxa de degradacéo inicial do corante
indigo nao foi proporcional a atividade de lacase de Trichoderma versicolor. Em

contrapartida, o corante antraquinona aumentou proporcionalmente ao aumento
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da atividade enzimatica, demonstrando que, ao contrario do indigo, a antraquinona é
um substrato para aquela lacase. De modo similar, vimos que a descoloragcdo do
indigo blue pela lacase sozinha € nula até o quinto dia, indicando que esse corante
nao € um substrato tipico da lacase de Aspergillus spp. O ABTS sozinho descoloriu
20% do corante em sete dias. E possivel que radicais ABTS « + tenham se formado
ao entrar contanto com componentes especificos da mistura de reagao, promovendo
a oxidacdo da solugdo. Entretanto, esse mecanismo foi limitado pela baixa
concentracdo de ABTS no meio (25 uM). A descoloracdo do corante indigo pelo
sistema lacase/ABTS foi reportado por Liu et al. (2015) e Liu et al. (2017). Em ambos
os trabalhos o sistema foi capaz de descolorir ~ 96% do corante indigo carmim em até
15 min. O indigo carmim presente no meio de cultura de T. versicolor (atividade de
lacase = 164 U/L) com 0,5 pM de ABTS teve a maior taxa de descoloragéo inicial (80
mg/L.h-1) comparado as outras combinagdes (Wong e Yu, 1999). Observamos um
menor taxa de descoloragdo do indigo em fungdo do tempo (74%) pelo sistema
lacase/ABTS em relagcdo a esses estudos. A velocidade de biodegradacado de
corantes é influenciada por fatores como capacidade de adsorcao, limitacbes no
transporte e na acessibilidade e pelo potencial redox da enzima e do substrato
(Pearce, 2003). Visto que a lacase e o corante utilizados neste estudo s&o diferentes
daqueles utilizados nos trabalhos citados, € comum que essas diferengas sejam
observadas.

O sistema lacase/ABTS ajudou na remocao de indigo de aguas residuais e
fixado as fibras de algodéao (Sélis-Oba et al., 2008). Nesse trabalho, foi explicado que
os mediadores realizam diversos ciclos de oxirreducao entre a lacase e o indigo, e
com isso demonstraram que uma baixa concentracdo do ABTS é suficiente para
descolorir altas concentracdes do corante. A principal vantagem disso vem do fato de
que a maioria dos mediadores sintéticos sdo caros, instaveis e tdéxicos em altas
concentragdes (Canas e Camarero, 2010). Utilizamos 100 U/L de lacase para
descolorir o indigo blue, pois é suficiente para degradar um amplo espectro de
substratos (Frasconi et al., 2010). Mendoza et al. (2011) observaram que o aumento
da concentrag&o de lacase de Trichoderma versicolor de 100 U/L para 500 U/L levou
a diminuicdo do percentual de descoloracdo. Assim como a adicdo de mais
mediadores (50 uyM para 500 uM) também reduziu a descoloragéo, possivelmente,

pela perda de atividade da lacase.
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A remocao do corante inclui a reducao do indigo a leucoindigo pela agao do
ditionito de sdédio (Na2S204), gerando produtos secundario altamente toxicos ao
ambiente, como sulfitos, sulfatos e outros compostos derivados de enxofre (Yi et al.,
2020). Nossos testes mostraram que nao ha necessidade de remocao do corante por
pré-tratamentos quimicos para otimizar a recuperacdo de glicose das fibras,
diminuindo a laboriosidade da técnica e evitando que mais poluicao seja gerada. O
rendimento da sacarificacao pela hidrélise com extrato comercial (18%) ou com as
enzimas extraidas de C. siamense (4,8%) foi proximo do valor encontrado por Hong
et al. (2012) para tecidos sem tratamento de modificagao da fibra (~10%). Entretanto,
essas taxas sédo consideravelmente menores quando comparadas aos resultados de
estudos com tecido pré-tratado (Hong et al., 2012; Austad, 2018; Li et al., 2018). Uma
série de fatores que sacarificacao foi de 79,2% apds tratamento do denim com acido
fosférico 85% (50° C, 7 horas). Em geral, esses estudos revelam que a eficiéncia da
hidrélise pode ser otimizada pelo aumento da superficie disponivel para as enzimas e
diminui¢cdo do grau de cristalinidade das fibras. A hidrélise da celulose por T. reesei €
limitada pelos baixos niveis B-glicosidases, a enzima responsavel pela conversao da
celobiose em glicose (Chandel et al., 2012). A B -glicosidase limita a ag&o inibitoria
que o acumulo de celobiose exerce sobre a atividade das endo e exoglucanases. 1461

(Cruz, 2017). E comum que os extratos de T. reesei sejam complementados
com diferentes coquetéis celuloliticos (Chandel et al., 2012). Outros parametros
importantes para a sacarificacao estao relacionados a faixa de pH, a carga enzimatica
e concentracdo de substrato. Revisées que abordam as varidaveis que influenciam no
rendimento da hidrélise e fermentacdo mostram que, de modo geral, as celulases tém
atividades 6timas na faixa de 40 a 50° C e pH 4 a 5 (Olsson e Hahn-Hagerdal, 1996;
Dashtban et al., 2009; Chandel et al., 2012). A carga enzimatica utilizada deve estar
em equilibrio com a proporc¢ao de substrato. Altas concentragdes do substrato podem
afetar diretamente a inibicdo da enzima resultando na diminui¢cdo da taxa de hidrélise
(Sun e Cheng, 2002). Por outro lado, altas cargas de celulase aumentam
consideravelmente o custo do processo (Chandel et al., 2012). A proporcao de
sélido:liquido = 1:20 (ou seja, 5% de substrato) geralmente fornece a melhor eficiéncia
de hidrélise de materiais lignoceluldsicos (Chandel et al., 2012). A conducao do ensaio
de sacarificagdo em microplaca com volumes reduzidos de reagentes limitou a
proporcao de substrato a 15%. Valores menores ou maiores foram dificeis de serem

testados devido a limitagcdo dos aparatos utilizados. Os ensaios em microplaca de 96
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pocos permitiram a economia de reagentes e maior agilidade de trabalho, porém &
interessante que estes estudos também sejam validados com uso de dispositivos que
permitem testar volumes maiores.

O conjunto de celulases expressas por grande parte dos fungos é reflexo da
sua capacidade de colonizar os hospedeiros durante os estagios iniciais da infecao
(Pensupa et al, 2017). Além as celulases, enzimas como cutinases, pectinases,
hemicelulases, amilases, lipases, proteases e lacases sdo secretadas em fases de
pré-penetracdo ou propagacao do fungo (Velho et al., 2018; Armesto et al., 2019). A
fungéo de lacases fungicas vai além do sistema de degradacédo de componentes da
lignina, pelo qual essas enzimas sdo normalmente conhecidas. Mutantes de C.
gloeosporioides patdbgenos de manga com interrupcao de um gene para lacase (/acT)
tiveram alteracdo em relacdo ao crescimento, a diferenciacao micelial, a conidiacao,
a formacao de apressorio, a pigmentacao, a biossintese de melanina, a secrecéo de
enzimas hidroliticas extracelulares e a nutricao (Wei et al., 2017). Vimos que o numero
de genes para lacases foram conservadas em quase todas as espécies de
Colletotrichum estudadas. De modo geral, esses dados evidenciam que as lacases
possuem um importante papel para os diferentes estilos de vida desses fungos.

Extratos de Colletotrichum sp. e C. lindermuthianum endofiticos de folhas de
Avicennia marina (Mangue cinza) apresentaram atividade de lacase igual a 520 U/L
(Obanan et al., 2022). Esses autores também mostraram que as espécies de
Colletotrichum citadas foram capazes de descolorir > 90% do corante sintético
vermelho congo em solugdo. Verificamos que atividade de lacase para o extrato de C.
siamense 404F26F (193,79 U/L) foi menor do que no estudo citado. Entretanto, é
importante observar o tempo de fermentacao para a producao enzimatica foi menor
(6 dias) neste trabalho em relacao tempo (10 dias) testado e Obanan et al. (2022), de
modo que pode ter ocorrido uma maior concentracdo de enzimas no meio.

Como as taxas de recuperacao de glicose do denim foram as mesmas para os
tratamentos em que haviam ou ndo lacase/ABTS misturadas a celulases (18%), e
considerando que a quantidade de corante liberado no meio foi a mesma, é possivel
inferir que a diferenca de coloragdo observada entre esses tratamentos foi causada
exclusivamente pela atividade da lacase. Para o tratamento com extrato de C.
siamense 404F26F a hidrélise do tecido foi menor, entdo mesmo observando uma
grande diferenga de coloracdo desse meio em relagdo aos outros tratamentos, néo é
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crivel fazer comparages entre as amostras. E necessario que técnicas mais precisas

sejam aplicadas para quantificar a eficiéncia de descoloragao.
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Conclusao

O tecido denim é composto predominantemente por celulose (cerca de 80%).
As baixissimas concentracoes de componentes como lignina, hemicelulose e pectina
indica que apenas a acao sinérgica de celulases é necesséaria para promover a
hidrélise desse tecido. Foi investigado a recuperacao de glicose e a descoloragéo do
corante indigo via hidrélise enzimatica. A acao de celulases promoveu a liberacao de
parte do corante indigo que esta aderido as fibras que algodao. O corante liberado em
solucdo, ou até mesmo aderido ao tecido no comego da reacao, nao interfere na
eficiéncia de sacarificagdo das fibras, mostrando que ndo é necessario tratamentos
quimicos prévios para remover o corante. Celulases comerciais em conjunto com o
sistema lacase/ABTS recuperaram até 18% de glicose do tecido denim em 72 h e
promoveram descoloragdo aparente da solugcédo. O extrato enzimatico produzido de
Colletotrichum siamense 404F26F com a presenga do mediador ABTS recuperou
4,6% de glicose e evidente descoloragdo do meio no mesmo intervalo de tempo. Em
conclusdo, a bioconversdao de denim para recuperar glicose sem gerar produtos
secundario nocivos é possivel com aplicacao de coquetéis composto com celulases,
lacases e mediador ABTS. Estudos futuros podem investigar cargas enzimaticas mais
altas, variadas condi¢des de reacdo e modificacao fisica do denim.
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