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RESUMO

RODRIGUES, Rosilene SouzB,Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2014 Producdo, purificacdo e caracterizacdo de celulases e hemicelulasies
fungo da podriddo-branca Pycnoporus sanguineu$F-2. Orientador: Sebastiao
Tavares de Rezende. Coorientadores: Valéria Monteze GémarLuciano Gomes
Fietta

Neste trabalho, o processo de producado de celulases echdasies pelo fungo da
podriddo-branca Pycnoporus sanguineu$®’~2 visando a sua aplicacdo na
sacarificacdo do bagaco de cana foi estudada. Inicialn@entejo de cultura para a
producdo de celulases e xilanase foi otimizado a partir desdolegias Fatorial
Fracionado 2" (resolucdo V) seguido por um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR). Para a maxima producéo de endoglicanase (I&ip, FPase
(0,38 U/mL) e xilanase (111,03 U/mL), os valores Otimos para twefa
concentracao de forrageira, concentracdo de peptona entragée de ZnSpforam

4 % (m/v), 2 % (m/v) e 12,5 mg/L, respectivamente. Ja axe&lotimos para o
tempo de cultivo foi 186,1 h para endoglicanase, 180 h parseFa85,1 h para
xilanase. Para atividade celobiase, a maxima producéo (0,35 dtotreu quando
os fatores concentracdo de forrageira, concentracgemena e tempo de cultivo
foram 4 % (m/v), 2 % (m/v) e 60 h. As atividades de endaglise, celobiase
xilanase produzidas apresentaram maximas atividades entre 55 e&8mMCpH
entre 4,0 e 5,5. Endoglicanase e xilanase retiveram meais0d% de atividade
residual apés 13 h de incubacéo a 60 °C. O extrato bruto otimizadplicado na
sacarificacdo do bagaco de cana, convertendo 17,4 #ulase em glicose apds 76
h. Em sequéncia, a fim de se obter maiores rendimeatdedréolise do bagaco de
cana, 0 extrato enzimatico @ sanguineusproduzido em fermentacdo submersa
(FS), e 0 extrato enzimatico dé. cubensisproduzido em fermentacdo em estado
sélido (FES), foram misturados em diferentes proporcoesadiados quanto a
ocorréncia de sinergismos entre as enzimas presersies mxtratos. Os coquetéis
produzidos a partir de uma simples mistura dos extratos dromd@estes fungos
ndo apresentaram nenhum efeito sinérgico positivotudonquando esta mistura foi
realizada de forma ndo convencional, ou seja, durambetracdo enzimatica das
enzimas produzidas na FES, observou-se grandes efeitéggicds sobre as

atividades das enzimas FPase, exoglicanase, celobiase, B-glicosidase, xilanase, -
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xilosidase ex-arabinofuranosidase. Os aumentos obtidos nas atividadiezadoas
destas enzimas foram de 52,2 %, 9,2 %, 62 %, 26,5 %,94,258,2 % e 18,4 %,
respectivamente. O coquetel produzido a partir desta misiior@onvencional dos
extratos enzimaticos de sanguineusg C. cubensidoi aplicado na sacarificacdo do
bagaco de cana e altos rendimentos de conversdo deaglkcaxilana foram
alcancados. Quando utilizou-se uma carga enzimética de 10 FBkag, obtidos
rendimentos de 85 % e 95% de conversdo de glicana e xilapactigamente. Ja
guando uma carga de 5 FPU/g foi utilizada, os rendimentos fieab8 % e 8%6
para conversdo de glicana e xilana, respectivamente. Pourdirmmovo complexo
celuldsico, CMCase, produzido pelo fung® sanguineus foi purificado e
caracterizado cinético e bioquimicamente. O complexo &¥Cpurificado é
composto por duas endoglicanases, sendo uma pertencentéia @H10 e outra
com homologia parcial as proteinas TLs (Thaumatie-lie ainda sem
classificagéo; além de duas celobiohidrolases, GB@#1é A endoglicanase GH10
possui massa molecular de 35,9 kDa. A endoglicanase sessifickcdo e a
celobiohidrolase GH6 possuem massas moleculares de 42 kbeel@gbiohidrolase
GH7 possui massa molecular de 52,7 kDa. O complexo CMCasbastante
termoestavel, com temperatura otima de atividade a 708@resentando meia-vida
de 57,2 h a 50°C. Além disso, apresentou altas atividades ararapia faixa de pH
(3,5-5,5) e temperatura (50-75°C). Os valores ge& Kmnax foram de 45,72 mg/me

7 umol/min, respectivamente. Foi verificado que os foridlives F&", Ag*", HF " e
CU*" e os reagentes SDS, furfural, HMF e &cido acético apeesesfeito inibitdrio
sobre a atividade enzimatica do complexo CMC&se observado também que
complexo CMCase possui maior especificidade pelo subdbatey-p-glicano e
pelas hemiceluloses xilatérchwoode locust bean gupapresentando também altas
atividades sobre estes substrato. Além disso, o complbKoa€e foi aplicado na
hidrélise do CMC e verificou-se uma grande formacdo a@esgi e celobiose com o
decorrer do tempo, sugerindo uma clivagem assimétrica dgessdcarideos
maiores produzidos, ou seja, o complexo CMCase cliva rprefalmente em

regides mais externas dos oligassacarideos maiores.



ABSTRACT

RODRIGUES, Rosilene Souz®.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2014 Production, purification and characterization of cellulases and
hemicellulases from the white-rot fungusPycnoporus sanguineu®F-2. Adviser:
Sebastido Tavares de Rezend®-Advisers: Valerie Monteze Guimardes and
Luciano Gomes Fietto.

In this work, the process of cellulases and hemicellulpseguction by white-rot
fungusPycnoporus sanguinel®~ 2 targeting its application in sugarcane bagasse
saccharification was evaluated. Initially, the culture wnedfor the production of
cellulase and xylanase was optimized using methods of ¢mattFactorial 2*
(Resolution V) followed by a Rotational Central Compogkesign (RCCD). For
maximum production of endoglucanase (16.42 U/mL), FPase (0.38 lamil)
xylanase (111,03 U/ml), the optimum values for the factorsggé@ncentration,
peptone concentration and ZnsS€ncentration were 4 % (w/v), 2 % (w/v) and 12.5
mg/L, respectively. The optimal values for the cultivatiime were 186.1 h for
endoglucanase, 180 h for FPase and 185.1 h for xylanase. IBbrasel activity, the
highest yield (0.35 U/ml) comes when the forage concémrraiconcentration
peptone and cultivation time were 4 % (w/v), 2 % (w/v) and &0 The
endoglucanase, cellobiase and xylanase activities produced tpreseaximal
activity between 55 and 65°C and pH between 4.0 and 5.5. Endoglucaméise
xylanase retained more than 50 % of residual activity df8eh of incubation at
60°C. The optimized crude extract was applied to the sugartagasse
saccharification, converting 17.4 % of cellulose into ghecafter 76 h. Following, in
order to obtain higher yields in the hydrolysis of sugadaagasse, the enzymatic
extract of P. sanguineugproduced in Submerged Fermentation (SF) and enzyme
extract ofC. cubensigproduced in Solid State Fermentation (SSF) were blended in
different proportions and evaluated in relation to tippearance of synergism
between the enzymes present in these extracts. Theéait®anade from a simple
enzymatic extracts mixture of these fungi showed notigessynergistic effect.
However, when this mixture was carried out in an unconvertivag, i.e., during

the enzymatic extraction of enzymes produced in the FESphgerved large

synergistic effects on the activities of enzymes FPasgeglicanase, cellobiasp;



glucosidase, xylanasep-xylosidase anda-arabinofuranosidase. The increases
obtained in the enzymes activities were 52.2 %, 9.2 %, ,626% %, 12.2 %, 56.%
and 18.4 %, respectively. The cocktail produced from thismuedional mixture of

P. sanguineusand C. cubensisenzymatic extracts was applied to the sugarcane
bagasse saccharification and high conversion yields lwfag and xylan were
achieved. When used an enzymatic load of 10 FPU/g, conveieids gf 85 % and
95 % for glucan and xylan, respectively, were obtained. Wdreenzymatic load
was 5 FPU/g, the conversion yields were 68 % and 85 % forrgland xylan,
respectively. Also, a new cellulasic complex CMCase prodhgeteP. sanguineus
fungus was purified and characterized kinetically and biochdéigicéhe purified
CMCase complex consists of two endoglucanases, one GHi0) (&d another
with partial homology to TLs proteins and unrated (EG2),d atwo
cellobiohydrolases, GH6 and GH7. The EG1 endoglucanase has@laomass of
35.9 kDa, the EG2 endoglucanase and the GH6 cellobiohydrolaseni@ecular
masses of 42 kDa, and the cellobiohydrolase GH7 has molecats of 52.7 kDa.
The CMCase complex was very thermostable, with optieraperature of activity at
70 °C and half-life of 57.2 h at 50 °C. Furthermore, showel adagivities in a broad
range of pH (3.5-5.5) and temperature (50-75°C). The values,&nd Vinax were
45.72 mg/ml and fumol/min, respectively. It was found that the metallicsidté”,
Ag®*, Hg* and C@" and the reagents SDS, furfural, HMF and acetic acid have
inhibitory effect on the enzymatic activity of the Clsl§€2 complex. It was also
observed that the CMCase complex has high speciffoitythe barleyB-glucan
substrate and the birchwood xylan and locust bean gum hemicedpdso showing
high activity on this substrate. Furthermore, the CMGasmplex was applied to the
hydrolysis of CMC and a large glucose and cellobiose foomavas observed
during the time, suggesting an asymmetric cleavage of tgerlaligosaccharides
produced, in other words, the CMCase complex cleaves pn&édhe at the outer

regions of the larger oligosaccharides chain.

Xi



1. INTRODUCAO GERAL

Os incessantesaumentos no preco do petroleo, as perspectivas de
esgotamento das reservas, 0s riscos geopoliticos deesrrda dependéncia do
petréleo de paises politicamente instaveis e os comosnimais solidos com a
guestdo ambiental fizeram renascer a atencdo nas falteesativas de energia.
Neste contexto, a busca por fontes renovaveis de eredgaalternativas ao uso do
petréleo esta mobilizando internacionalmente setores acam&nridustriais, sociais
e governamentais com énfase no desenvolvimento de predassecnologicos de
menor impacto ambiental.

O Brasil foi um dos paises pioneiros na producdo de biogstimbis. Na
década de 70, a fim de diminuir a dependéncia politica e ecoa@ios paises
produtores de petroleo, o Brasil iniciou um programa paraigubs gasolina por
etanol Neste programa, denominado Prodlcool, a cana de agueamfiéria-prima
escolhida e como consequéncia, estudos agricolas e tecnologicas filtamente
intensificados, levando o Brasil a uma posicdo favdrange producdo deste
biocombustivel.

Contudo, deve-se notar que, atualmente, apenas umalparéma de acucar
é utilizada para a producao de bioenergia, ja que um tercarta plutilizado para a
producdo de etanol, um terco € o bagaco, que € queimado pacallegdo de
eletricidade e o restante, palha e folhas, é deixadompaozaonde € decomposto por
microrganismo e utilizado como adubo. Assim, para atenderraenao da demanda
e ampliar a producdo de etanol, sem aumentar a arealtt®,cé necessario o
desenvolvimento de tecnologias que utilizam a biomassa lilghasiea residual, as
guais representam dois tercos da cana de acucar (bagagallepAs principais
vantagens do uso da biomassa na producdo de etanol sdo quesidtes sdo de
baixo custo e sua producdo ndo compete por terras fért@isapproducdo de
alimentos, uma vez que permite maior rendimento de etamohequmare de terra
plantada.

Assim, o grande desafio dos pesquisadores para as proximassdgestla
criagdo de uma tecnologia para a producdo de etanol dadsamlignocelulosicas
(etanol de segunda geracdo) que seja competitivo econoamitamom o etanol
produzido atualmente no mercado. Entretanto, existe umairbaarser superada na

viabilizagdo da producédo deste novo bioetanol que é a quelestrdeura rigida e
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cristalina da parede vegetal da biomassa lignocelul6Bleaforma geral, a producéo
do etanol de segunda geracdo pode ser dividida em trés etapass: (1) o pré-
tratamento, que consiste na aplicacdo de tratamentossfisi quimicos com o
objetivo de diminuir o teor de lignina e, assim, diminuiriatalinidade do complexo
lignocelulésico, tornando a celulose mais acessivel cariieacdo; (2) a
sacarificacdo enzimatica, na qual ocorre a despoliménzdg celulose por enzimas
hidroliticas para produzir acgucares livres; (3) fermentag&o,qual a glicose
resultante é transformada em etanol por microrganigenoentadores.

Entretanto, em todas estas etapas ainda existem grangalegaecnologicos
gue precisam ser superados para tornar o processo de produta@ootideesegunda
geracdo viavel, entre eles estdo a geracdo de inibidoresrdantacdo durante a
etapa de pré-tratamentos fisico-quimicos e o problema dzéailda hidrélise
enzimatica pelos produtos finais da reacao, glicose e csgbjue aliado ao alto
preco das enzimas comerciais utilizadas interfere diegteamna inviabilidade
financeira do processo. Além disso, a falta de um micnisg® que fermente
eficientemente tanto a glicose quanto a xilose e que teigiena tolerancia as
inibidores presentes no meio reacional diminui o readim final em etanol.
Diversos estudos estdo sendo realizados incessantemesgatido de superar estes
gargalos e a perspectiva € que ja nas proximas década®bdetaegunda geracao
seja produzido comercialmente.

Com relacdo a sacarificacdo enzimatica, varias pesuse voltam ao
descobrimento de novas celulases e hemicelulases lkamfiai€éncia hidrolitica,
estaveis e que tenham baixo custo. Para esta proposta gémnatégias podem ser
utilizadas, como por exemplo, estudos com novos orgasipnoautores de enzimas
lignoceluloliticas, avaliacdo de diferentes sistemasulv@, avaliacdo de coquetéis
enzimaticos que contenham todas as atividades necessdmasma composicao de
proteinas pré-definida, estudos com reciclagem de enzimiizgcdb de residuos
agropecuarios como fontes de carbono para a producdo damgnentre outras.
Esta ultima estratégia pode reduzir e os custos de produstas @éazimas e, além
disso, estudos recentes ja demonstraram a impor@damcamposicdo das biomassas
residuais na indugdo das enzimas lignoceluloliticas pelo®rgenismos.

Atualmente, as preparagcdes comerciais de celulases psdduzidas
principalmente pelos fungos dos génefoghoderma, Penicilliume Aspergillus;

entretanto, apesar de diversos estwdatados para estes géneros ou para outros
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ascomicetos, 0 uso destes extratos enziméticos ainda luasteante o processo de
sacarificacdo enzimatica. Os fungos basidiomicetos da podmdéaca séo eficientes
decompositores de biomassas lignocelulésicas devido apaeaidade em sintetizar
inimeras enzimas hidroliticas importantes, como celyldsericelulases, lacases,
manganés peroxidases, entre outras. Estes fungos j& @fm canhecidos na
literatura por produzir eficientes enzimas lignoliticas paraagicacdo no
branqueamento de polpas de madeira para a producdo de paphnEmtrainda
existem poucos trabalhos que avaliam o seu potencial em prashziases e
hemicelulases para aplicacdo na sacarificacdo da bionligesaelulésica para
producdo de etanol, o que seria uma proposta bastantesgatete, jA que sao
reconhecidos quanto ao seu potencial em produzir enzimaditiga® e que a
remocgdo da lignina do complexo lignocelulésico facititaacesso das celulases e
hemicelulases, aumentando o rendimento da sacaridicaca

Visando contribuir com a resolucao de alguns dos problemamntrados na
etapa da sacarificacdo enzimatica, neste trabalh@mforealizados estudos de
otimizacdo da producdo de celulases e hemicelulases pelo basghomiceto da
podriddo branc®ycnoporus sanguinel®~2, além de uma caracterizacao cinético-
bioquimica de um complexo celulasico produzido pelo fungara Hinalizar,
coquetéis enzimaticos contendo diferentes misturas domtaext enzimaticos
produzidos pelos fungoBycnoporus sanguineus Chrysoporthe cubensiforam
analisados quanto ao seu potencial de atuarem sinergisticame hidrélise do

bagaco de cana.



. OBJETIVOS GERAIS

Otimizar as condi¢gOes de cultivo do fund®ycnoporus sanguineld~2 para a
producéo de celulases e hemicelulases.

Realizar a sacarificacdo do bagaco de cana utilizandaratetimizado do
fungo.

Purificar e caracterizar bioquimica e cineticamente umptem celuldsico
produzido pelo fung®ycnoporus sanguinel®~2 e estudar o seu modo de acao
sobre o substrato carboximetilcelulose (CMC).

Produzir coquetéis enzimétivos contendo diferentes mistwas extratos
produzidos pelo fungd’ycnoporus sanguineuBF2 e Chrysoporthe cubensis
LPF-1, crescidos em diferentes sistemas de cultivo; e analisaisténcia ou ndo
de sinergismo entre as celulases e hemicelulasessabf&rentes extratos.
Avaliar o potencial destes coquetéis enzimaticos na fieagéio do bagaco de

cana.
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CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1. PANORAMA ENERGETICO

A demanda projetada de energia no mundo aumentara 1,786,ae2000 a
2030, quando alcancara 15,3 bilhdes de toneladas equivalentdsdteop@EP, ou
toe, na sigla internacional, em inglés) por ano, dedacoom o cenario base tracado
pelo Instituto Internacional de Economia (MUSSA, 2003). Gmatsto a essa
realidade observamos as instabilidades politicas e salciaipaises produtores de
petréleo, cujas reservas, dentro de algumas décadasraentean deplecao
(GOLDEMBERG, 2004). Aliado a isto, a crescente preocupacao qunesarvacao
do meio ambiente, que tem sofrido um aumento do nivel demel, notadamente
pelo gas carbbnico (Gf) em parte pela contribuicdo das emissbes pelos motores
movidos a combustiveis fésseis. Sabe-se que este gasa®moresponsavel pelo
efeito estufa e, consequentemente, pelo aquecimento global.

Foi perante este contexto que aconteceram varias cociEssémundiais,
como a Rio-92, Convencédo do Clima, Convencédo das Parte®P, Rio +10,
Conferéncia Mundial sobre Energias Renovaveis, eniteas. Os temas principais
destas conferéncias foram sempre o0 meio ambiente seowddvimento, sendo que
seus principais objetivos foram introduzir metas concrdmssustentabilidade e
deixar explicito a necessidade de investimentos financgiema se buscar o
desenvolvimento sustentavel (GUARDABASSI, 2006).

Durante a Terceira Convencéao das Partes (COP 3), foi adofaaxdocolo de
Quioto, o qual se constitui de um tratado internacional compromissos mais
rigidos para a reducdo da emissdo dos gases que provocanitoo esfafa
considerados, de acordo com a maioria das investigag@igfficas, como causa do
aguecimento global (UNITED NATIONS KYOTO PROTOCOL, 1997). A reducédo
das emissdes devera acontecer em varias atividades ecasidi® protocolo
estimula os paises signatarios a cooperarem ent@rayés de algumas acoes
basicas, tais como: reformar os setores de energéansptrtes; promover o uso de
fontes energéticas renovaveis; eliminar mecanismos fimasce& de mercado
inapropriados aos fins da Convencédo; limitar as emissdesme@&ano no
gerenciamento de residuos e dos sistemas energéticostegieprflorestas e outros

sumidouros de carbono
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No ano de 2004, foi realizada a Conferéncia Mundial sobrergias
Renovaveis, em Bonn (Alemanha). Esta conferéncia teveolpetivo definir o
caminho a ser seguido para expandir o uso de energiasgavei® Os 154 paises
participantes ratificaram a importancia da utilizacdo desgias renovaveis como
forma de garantir o desenvolvimento sustentavel, aumentacesso a energia
principalmente pelos pobres, reduzir as emissdes de gaseteitte estufa e a
poluicdo do ar (INTERNATIONAL CONFERENCE FOR RENEWABLE
ENERGIES, 2004).

Pode-se constatar que a questdo das energias renovavei® e
desenvolvimento sustentavel tem sido tema recorrente & preocupacao
internacional. Como definido pela Declaracdo de Brundt@®87) os sistemas
sustentaveis sdo aqueles capazes de “satisfazer as necessidades das geragdes atuais
sem comprometer as futuras, atendendo ao equilibrio soe@@l@gico, bem como
as necessidades dos mais pobres”; entretanto a dificuldade em determinar a
sustentabilidade de um sistema energético € enorme e de@endpenas do recurso
energético propriamente dito e sua origem, mas também ateinm como €
empregado.

Neste contexto, as energias renovaveis devem ser caagsidecomo uma
grande oportunidade para reducdo das emissdes de gases desafédte elos
impactos ambientais associados, bem como para a geracdenedgia em
comunidades isoladas, contribuindo para a melhoria dag;6esdsocio-econdmicas
dessas regides (GUARDABASSI, 2006). Assim, o0 emprego de amaggiovaveis
implica vantagens em diversas areas, tais como:

v Aumento da diversificacdo da matriz energética de umeaigeducdo da
sua dependéncia de combustiveis fésseis. Desta maneiraenfica tao
vulneravel as oscilacbes dos precos do petréleo e abilidstaes politicas
dos paises produtores (COELHO, 2005).

v Reducdo dos gastos com importacdo de petroleo. No Brasi, &
implementacdo do Programa do Alcool o pais economizove 4875 e
2002, US$ 52,1 bilhées em divisas (GOLDEMBERG et al., 2003).

v E uma das maneiras de reduzir a emissdo de gases de efdipaém de
auxiliar na redugcdo dos impactos ambientais locais, ragian globais. A

biomassa sustentavel, bagaco de cana-de-agUcar, por lexeppesenta



balanco nulo de emissdes, pois as emissdes resulEntpseima do bagaco
séo absorvidas e fixadas pela planta durante o seu crestimen

v' A geracao de empregos diretos e indiretos, 0 que proumw&clo virtuoso
de aumento dos niveis de consumo e qualidade de vida, inclusag so
geracdo de mais atividades econdmicas, fortalecimentioddiatria local,
promocdo do desenvolvimento regional e a reducdo do éxodd rur
(GOLDEMBERG, 2002).

A Figura 1 apresenta a evolucdo do consumo de energiari@ino mundo,
desde meados do século XIX, quando a Revolu¢ao Industrial d@idaniconsumo
dos combustiveis fosseis, e propde um cenario para @18 no qual as energias

renovaveis serdo as maiores responsaveis pelo suprintE®onecessidades

energéticas.
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Figura 1 - Evolugcdo da Demanda Mundial de Energia entre-18300.
Fonte: UNDP; UNDESA; WEC (2000).

As principais barreiras existentes para a maior utilzadas energias
renovaveis sdo de ordem econbmica, pois as tecnolegipsegadas sdo novas,
ainda em desenvolvimento e por isso tém custo de impéntagito alto. Contudo,

para que esta barreira possa ser superada € preciso supggteagental e



investimentos em tecnologia, para que possam alcancargydalescala e se tornem
economicamente competitivas (GOLDEMBERG et al., 2008).

2.ETANOL: O PRINCIPAL BIOCOMBUSTIVEL DO MERCADO

A producdo de biocombustiveis foi insignificante até o fandd#cada de
1970. De fato, o etanol era, até esse periodo, utilizadocésseente como insumo
para as industrias de bebidas e alguns segmentos da industriaagudabendo
ressaltar que grande parte era proveniente do gas naturatdi€sbl era, em termos
praticos, inexistente. A totalidade da producdo mundial tdeok— quase todo
destinado, como foi dito, a usos ndo energéticeguivalia a menos de um milésimo
da extracao de petroleo (BNDES, 2009).

O panorama descrito mudou sensivelmente com a implantalghgguerno
brasileiro, em 1975, do Programa Nacional do Alce#roalcool. O programa foi
motivado, principalmente, pela grande elevacéo dos precpstdideo e desdobrou-
se em duas etapas, que correspondem, aproximadamenteisad®does de oferta
ocorridos. A primeira, que estabelecia a adicdo de laicgasolina, estendeu-se de
1975 a 1979, enquanto a segunda, orientada para veiculos exchrg&aalcool,
foi de 1979 até a segunda metade da década de 1980. ApGs um periodo de
estagnacdo de cerca de 15 anamotivada, essencialmente, pela queda dos precos
do petréleo—, a producdo mundial de etanol voltou a crescer acemtgade
(BNDES, 2009). Segundo VON BRAUN (2008) dois fatores principaisicpl
esse crescimento: (1) a partir de 2003, a legislacdo desaverstados norte
americanos determinou que o éter metil-terbutiidd TBE, aditivo a gasolina que
causava problemas ambientais, fosse substituido pefwleta (2) o Brasil
introduziu, igualmente em 2003, os veiculos com motor flexfvEigura 2 mostra a
evolucdo da producédo de etanol no mundo e permite ver cm®znits trés etapas

mencionadas.
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Figura 2 - Producdo mundial de etanol (em bilhdes de I(BSDES, 2009).

Mais recentemente, a percepcédo do risco de catasthofdsicas provocadas
pelo aquecimento global implicou grande aumento na demanddopgombustiveis.
Tal aumento se manifesta, principalmente, pela introducdaimardao de metas de
utilizacdo de combustiveis de origem organica em numenoaizes. O acordo
implementado pelREA Policy Energy Agtseguida pela EISAnergy Independece
and Security Actalmejam que em 2022 obtenha-se cerca de 36 bilhdes de galdes de
bioetanol por ano (LIMAYEM & RICKE, 2012), bem como a Uni&aropéia
almeja o uso de 10% de biocombustiveis de segunda gerag@tonale transporte
em 2020 (PORZIO et .ak012).

Qualquer que seja sua origembiomassa ou processos petroquimicos e
carboquimicos, o etanol € um combustivel, ou sejaalibgnificativas quantidades
de calor ao se queimar, apresentando um maior valor deagetm (medida da
gualidade do combustivel). Além disso, o etanol apreseniar wmelocidade de
inflamacdo e maior temperatura de vaporizacdo. Essgsiqutades conferem ao
etanol maior taxa de compressdo e menor tempo de ctimpwsque leva a uma
maior eficiéncia tedrica em relacdo a gasolina enmator de combustédo interna. Ja
as desvantagens do etanol em relacdo a gasolina incluewr mensidade de
energia, maior corrosividade, baixa luminosidade de chax@agr pressao de vapor
(dificultando a ligagdo em clima frio) e miscibilidade c@gua (BALAT et al.,
2008).

O principal uso do etanol € como combustivel liquido,urasto a gasolina

ou usado como insumo na fabricacdo de aditivo & gas@li®&l BE, derivado do
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petréleo, tem sido proibido pelo risco de contaminaca@dasasubterraneas). O uso
como combustivel (na proporcdo de 20 % a 100 %) é pratidanexclusivo do
Brasil e dos Estados Unidos, enquanto o uso como aditivo §2186%) ocorre nos
EUA, Europa, india e China, entre outros paises (USDA, 2006).

O Brasil e os Estados Unidos produzem o etanol a partir dedeaagiicar e
milho, respectivamente, sendo os maiores produtores mundiaisos jespondem por
89 % da producao globdEm 2008, a producéo brasileira encerrou em 22,5 bilhdes de
litros de etanol, contra 34 bilhdes de litros produzidosspEMA, que ocupou a
primeira posicado no ranking de producdo mundial de etaglido entdo do Brasil,
Unido Européia (UE) (2,8 bilhdes) e China (1,89 bilhdes) (MAPA, 2RIBA,
2010). Segundo o MAPA (2013), na safra de 2012/2013 foram produzidos 22,84
bilndes de litros de etanol.

A Tabela 1 aponta os avancos na producéo de etanol para osgqe@xios,
indicando que no periodo de 2020/2021 serédo produzidos 65,3 bilhdes ddditros
etanol, sendo 49,6 bilhdes de litros voltados para o cansuerno e 15,7 bilhées de
litros destinados a exportac@dNICA, COGEN, 2009).

Tabela 1 - Perspectivas para a producao de etanol.

2008/2009  2015/2016  2020/2021

Producao de cana de acucar

' 562 829 1.038
(milhdes de toneladas)
Etanol
, . 27,0 46,9 65,3
(bilndes de litros)
Consumo interno 22,0 34,6 49,6
Excedente para exportacao 4,8 12,3 15,7

Com as perspectivas do aumento da producdo de bioetanol dergrime
geracdo no Brasil, a area de cultivo de cana-de-acUuaradeer expandida para
atender a crescente demanda nacional e internaciom@mP outra questdo que
preocupa a humanidade é a dicotomia disponibilidade de terraso parltivo de
alimentos e a producéo de biocombustiveis. Diversas dissisebre a utilizagdo de

terras agricultaveis para a producdo de biocombustiveis impzgtos que serdo
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gerados na disponibilidade futura de alimentos, tendo em vistassimento da
populacdo mundial, tém sido realizadas. Nesse sentidaip@msissas residuais, de
natureza lignocelulésica, assumem um papel indispehg@ra a solucdo deste
problema. Residuos agricolas e agroindustriais, que ardes wilizados como
adubo, combustivel de caldeiras ou ficavam ao relentmdlienpactos ambientais,
hoje apresentam uma fonte de oportunidades inestimavel gpgreoducdo de
biocombustiveis e outros compostos de extensa faixa deesd®CHLITTLER &
PEREIRA Jr., 2008).

A producéo prevista de residuos agricolas dos cultivos de,milfoz, cana-
de-acucar e trigo, para o ano de 2013, serao de 271,3 milhtmwetias, dos quais
81,4 milhdes de toneladas estardo disponiveis. Destes podeduides cerca de
20 bilhdes de litros de etanol. Someajgalha de cana-de-acucar fornecera em torno
de 10 bilhdes de litros, sendo capaz de suprir o déficit @mantte com o bagaco de
cana disponivel, de gerar excedentes que poderiam ser dadmioa exportacao
(EMERICK, 2006).

Estas matérias-primas provenientes de sobras e residposditos naturais
(como o sabugo e a palha do milho, o bagaco, as pontapahas da cana-de-
acucar) e o conceito de biorrefinaria emergem como fuediis para a expressiva
ampliacdo pretendida da producédo de etanol, que hoje esbamaliimitacdes para
expansao da area plantada, seja por competir com a prathieiimentos, seja pelo
nivel de seus precos relativos frente ao petroleo e aqgmigmoéalimentos. E
justamente por disputar matéria-prima e depender das cotgfescos do acucar
(no caso da cana) e dos alimentos (no caso do amideedEsss), que ainda néo foi
possivel o desenvolvimento de um mercado estavel paranol.etos EUA, por
exemplo, os impactos do etanol ja sdo sentidos m pr@ mercado futuro do milho,
gue saltou de US$ 2,51 poushe] no contrato de setembro de 2006, para US$ 3,26,
em setembro de 2008 (BNDES, 2007).

Logo, de forma paralela, a conjugacdo de trabalhos cita#tiftom as
iniciativas estatal e privada deu como resultado a igsialale uma quantidade
consideravel de plantas de producédo, em diferentesastdgidesenvolvimento nos
EUA e na Europa, principalmente (SIMS et al.,, 2010). Assimppetwas norte-
americanas mais otimistas afirmam que em 2022 serao plodumproximadamente
60 bilhdes de litros de biocombustiveis celulésicos ouedeirsla geracdo, como

pode ser visualizado na Figura 3 (VERENIUM, 2008). De acordo ctarFegira, a
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producdo de biocombustiveis de segunda geracao apresentaiércmascimento

guando comparada com o bioetanol de milho, de primeiradgerag
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Figura 3 - Perspectivas da producédo de biocombustiveis.

No contexto nacional, apesar do menor financiamento para
desenvolvimento tecnoldgico da producéo de etanol de 2%geaude-se dizer que
o modelo brasileiro de hidrélise enzimatica integrada a usiga sucroalcooleira
apresenta maiores vantagens competitivas (SEABRA &0410). A reutilizacdo de
residuos e a otimizacdo de recursos naturais e energgdicofatores diretamente
refletidos na economia do produto representando uma aiterngcnologica
sustentavel e uma oportunidade de desenvolvimento com a abomiagenmcipais
obstaculos tecnoldégicos adequados as oportunidades oferecidagepkdade
brasileira (CERQUEIRA LEITE et al., 2009).

Assim, con esta tendéncia industrial na adog¢do de tecnologias masadi
para a reducdo da poluicAo ambiental, a implementacdo divedpmento
biotecnolégico de biomassa implica vantagens nos aspectosnaaiki sociais e
econdmicos, podendo ser considerado como um importanted&atoabilizacdo do

desenvolvimento sustentavel.
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3. BIOMASSA LIGNOCELULOSICA: FONTE DE BIOENERGIA

A Unica fonte renovavel de carbono grande o suficienta pabstituir
parcialmente os combustiveis fosseis é a biomassaridMatgnocelulésicos sdo
particularmente atraentes neste contexto devido aoredativo baixo custo e
desponibilidade local (LYND et al., 2002). Em geral, as bioasafignoceluldsicas
podem ser divididas em cinco grupos: (1) residuos agroingiasfbagaco de cana,
palha de milho, palha de trigo, sorgo, entre outros)n@jeiras; (3) residuos de
celulose (papéis de jornal, papéis de reciclagem); (4)dssas herbaceas (alfafa,
brachiaria, entre outras plantas forrageiras); (5)dues sélidos industriais e
municipais (BALAT et al., 2008).

Devido a grande disponibilidade de residuos agricolas, este mwde s
considerado uma excelente fonte de biomassa para a pratkiedanol de segunda
geracdo. Atualmente, os residuos mais promissores paEn smpregados em
bioprocessos sao o bagaco de cana, palha de arroz, deerdihtrigo, provenientes
da América do Sul, Asia, Estados Unidos e Europa, respectit@rfiehDAM &
MCMILLAN, 2003; CHENG et al.2008). Segundo SARKAR et.gR012), a Asia
gera cerca de 667,6 milhdes de toneladas de palha de arroz emibgs de
toneladas de palha de trigo, enquanto que a América produz 140(&@&snde
toneladas de palha de milho.

Embora alguns destes residuos sejam utilizados como ragéoal,a
combustiveis domésticos ou mesmo para co-geracdo de energie geate ainda €
inutilizada, constituindo-se em excedentes. Adicionalmentétos paises da Europa
Ocidental proibem a queima no campo, menos de 1 % de palha de milho é recolhida para
0 processamento industrial, bem como cerca de 5 % é uilizatho alimento e
forragem para animais. No entanto, nos Estados Unidos, mais de 90 % de palha de milho
€ deixada nos campos (BANERJEE, 2010).

O bagaco de cana, o principal residuo lignocelulésico no Brasit énaterial
fibroso obtido apds a extracdo do suco de cana no processo dedpralfuaclcar e
etanol. Atualmente, as usinas de aglUcar geram aproximadamente 2t ¢80dgaco
por tonelada de cana-de-acUcar, sendo a producdo anual de kagag@ de cana no
Brasil de 186 milhdes de toneladas (SOCCOI et al.,, 2010; CARDONA et al.,. 2010)
Cerca de 92 % deste residuo é utilizado para a producédo de enerigia algartir de

sua queima nas usinas sucroalcooleiras. Contudo, se os 8 % restaatiesdonvertidos
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em etanol de segunda geracéo, poderia-se esperar um adicid@80de por hectare de
terra plantada, aumentando o rendimento de etanol por hbraaikeiro de 6000 L para
8200 L (SOCCOL et al., 2010).

4. A NATUREZA QUIMICA DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

O termo estrutura lignocelulésica refere-se a parteedetal que forma a
parede celular (lamela média, paredes priméaria e sedapdérnstituida por uma
matriz dura e fibrosa. Os compostos lignocelulésicodm@mdos por microfibrilas
de celulose inseridos em uma matriz de hemicelulosenpebgnina e uma pequena
guantidade de proteinas estruturais. A Figura 4 apresemtm@osicao da parede

celular de biomassa lignocelulésica.

——————

Hemicelulose

Proteinas soluveis

Figura 4 -Composicéo da parede celular de biomassa lignocelulosica
(adaptado de SCHLITTLER & PEREIRA J2008).

Como pode ser visualizada na Figura 4, a celulose e a helmseelsédo
predominantes nestes biopolimeros e representam fontgetencial de acucares
passiveis de serem fermentaddd abela 2 mostra a composicdo quimica parcial de

diferentes biomassas lignoceluldsicas.
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Tabela 2 - Composicdo quimica parcial de algumas biomigpsaseluldsicas.

Biomassas Lignoceluldsicas  Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Referéncia
Farelo de cevada 23 32,7 24,4 Cruz et al., 2000
Sabugo de milho N7 34,7 20,3 Cruz et al., 2000
Bagaco de cana 40,19 26,42 25,15 Neureiter et al., 2002
Palha de arroz 435 22 17,2 Mussato; Roberto, 2002
Palha de trigo 33,81 31,83 20,12 Candido: Silva, 2002
Casca de aveia 30,51 28,63 23,09 Felipe et al., 2003 )
Palha de sorgo 34 44 20 Herrera et al., 2004
Hardwoods stems 40-55 24-40 18-25 Sun, 2002
Softwood stems 45-50 25-35 25-35 Sun, 2002
Forrageiras 45 314 12 Sun, 2002
Bambusa Vulgaris 59,5 22,8 19,7 Barrichello; Foelkel, 2000

(COUTO et al., 2004).

4.1.Celulose

A celulose € um homopolissacarideo linear formado ddades de glicose
unidas por liga¢des glicosidicas do tipo B(1-4). As cadeias de celulose agregam-se
formando fibrilas e apresentam pontes de hidrogénio entgeupamentos hidroxila
intra e intercadeias, o que resulta na cristalinidadeedidose (Figura 5). Essas
regides cristalinas, nas quais as cadeias estédo ordgramdksamente, sdo separadas
por regides menos ordenadas, conhecidas como amorfADEWO, 2001). Na
regido cristalina, as fibras tém maior resisténciaagab, ao alongamento e a
solvatacdo (absorcdo de solvente) que na regido amoda, affibra possui sua
maior flexibilidade (VASQUEZ et g12007).

O indice de cristalinidade e o grau de polimerizacdo sao iedades
importantes para a classificagcdo dos polimeros celulésgsau de polimerizacao
informa a frequéncia relativa de ligacbes glicosidicaermas e terminais,
disponiveis para atuacdo de celulases. Pode ser definidbasgmo nimero médio
de mondémeros e no peso médio do polimero, assim comadinte partir de sua
viscosidade. Ja o indice de cristalinidade esta assogiegltividade do substrato e
pode ser quantificado pelo método de difracdo de raios X (DEADW, 1988).

Estas caracteristicas, juntamente com o envoltéridigiéna, conferem a
macromolécula celulose grande resisténcia a hidra@isgie representa um grande
desafio para a utlizacdo dos materiais lignocelulésicar® aplicacdes
biotecnoldgicas, como a producdo de etanol de segunda @grRANTES &
SADDLER, 2010).
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Ligac&o de hidrogénio
intramolecular

Ligagdo de hidrogénio
intermolecular

Celobiose

Figura 5 - Estrutura quimica da celulose (MORAIS, 2005).

4.2 . Hemicelulose

As hemiceluloses (xilanas, arabinanas, arabinoxilanas, n®mnana
galactomananas) séo polissacarideos de baixa massa amwlapuésentando entre
100 e 200 unidades glicosidicas. Consistem em cadeias ramifidadagucares,
cujas as unidades incluem principalmente aldopentoses, coixiose e L-
arabinose, e aldo-hexoses, como D-glicose, D-mano$2galactose. Contém
também acetatos e substituintes como, L-arabinofuran@sildp D-glicurénico,
acido D-galactouronico e acido a-D-4-O-metilglicurdnico, na cadeia principal ou nas
ramificacdes. A variedade de ligacdes e de ramificacden) aesno a presenca de
diferentes unidades monoméricas, contribui para a @xidpde da estrutura
hemicelulésica e suas diferentes conformacbes (FiguraDi@rentemente da
celulose, a estrutura hemicelulésica ndo conténdesgiristalinas e é, portanto, mais
susceptivel a hidrolise quimica sob condi¢cdes mais braBdagmicelulose esta
intimamente associada a celulose na estrutura da pasledsr € estabelece ligacéo

entre a celulose e a lignina (BON et al., 2008).
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Figura 6 - Componentes da fracdo hemicelulose de bios@d&RAIS, 2005).

A xilana € a principal hemicelulose presente na paredéacelas plantas,
sendo, apls a celulose, 0 polimero mais abundanteitesxdo na natureza. Este
heteropolissacarideo é formado por uma cadeia principatedigluos de D-
xilopiranose unidos por ligagdes do tipo B-1,4 contendo cadeias laterais nas posicoes
2 e 3 de residuos d@elL-arabinofuranose, acido D-glucurénico ou grupamento acetil.
Considerando o tipo de ramificacdo presente na caddiakes xilanas podem ser
denominadas de arabinoxilanas, glucuronoxilanas, arabinoglucumasil e
glucuronoarabinoxilanas (COUGHLAN & HAZLEWOOD, 1993). Nas
angispermas (madeira dura ou “hardwood”) a xilana representa de 15 a 30% do
peso seco da planta e encontra-se na forma de glucdesr@g)é nas gimnospermas
(madeira mole ou “softwood”) representa de 5 a 10 % da biomassa seca. Nas
gramineas e madeira mole ou “softwood” encontra-se na forma de
arabinoglucuronoxilana, representando 5 a 10 % de biomassalaquanta. Nos
cereais sao encontradas na forma de arabinoxilangseseatam de 0,15 a 30 % da
biomassa. (Tabela 3) (COLLINS &f 2005).
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Tabela 3- Estrutura dos diferentes tipos de xilana.

Tipo de Origem Biomassa Seca Representacio
Polissacarideo Biolagica (%) Esquematica
. . N v , LA
Glucuronoxilana Madeira dura 15-30 ¥ L
s
I
Gramineas. , .
Arabinoghicuronoxilana  cereais e madeira 05-10 _._._._._6_
mole

‘ - Y
QO QO

Arabinoxilana Cereais 01530 . 9 ‘ o

® O,
Glucuronoarabinoxilana Gramineas e 15-30 —.—.—.—‘-.—
cereais

Homoxilana Algas - ‘.‘.‘m

¥ : grupamento acetil; @: acido glucurdénico@@ : D-xilos€) : arabinofuranose;
¢ : acido ferdlico (Fonte: Girio et al, 2010).

4.3.Lignina

A estrutura bioguimica da fracdo lignina ndo esta relacionadaléculas
simples de acucar, ndo sendo pretendida por isso, paoaac@o de bioetanol por
rotas fermentativas. Essa fracdo, no entanto, desempenpapel fundamental para
0 sucesso da tecnologia de hidrélise, uma vez que dificudizesso a celulose. Ela,
juntamente com a hemicelulose e a pectina, preenckspagos entre as fibras de
celulose, além de atuar como material ligante esti@mponentes da parede celular
(FERRAZ, 2001).

A lignina é uma macromolécula vegetal que apresenta fommensional e
é formada por unidades depropilfenol, com substituintes metoxila no anel
aromatico, unidas por ligaces do tipo éter e que estabelg@edes cruzadas entre
si. Esta macromolécula é formada pela polimerizag&océdealiferentes monémeros:
alcool trans-para-cumarico, alcool-trans-coniferilice alcool-trans-sinapilico,
também chamados de monoligndis (Figura 7) (SUHAS &0ar).

19



H:CO

Ho— __
MCHQDH HO— X\

H5CO CHOH
HhCO

Alcool trans-coniferilico Alcool trans-sinapilico

HD%\%—CH OH

Alcool trans-para-cumarilico

Figura 7 - Precursores primarios da lignina (SUHAS et al, 2007).

A estrutura tridimensional da lignina é desconhecida tant plantas
hardwoodsquanto nassoftwoods entretanto, jA se sabe que a composi¢cdo desta
molécula nestas plantas € difererA&m disso, sabe-se que as plantas lenhosas e
mais velhas contém maiores niveis de lignina depositada ndepegkilar, o que
resulta em uma maior rigidez e resisténcia, ja queradpacelular das plantas
tornam-se, assim, mais impermeaveis a agua e protegidag amtefeitos de

possiveis patégenos (SUHAS et al, 2007).

5. HIDROLISE ENZIMATICA DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Véarios microrganismos produzem enzimas envolvidas na degradacdo da
fracdo de celulose e hemicelulose da biomassa vegetetldlases e hemicelulases
representam um grupo de enzimas responsaveis pela hidré&liss gdelissacarideos
e podem ser produzidas por diversos microrganismos, em soidanpair bactérias e
fungos, desempenhando um papel importante na biosfera eppadic do ciclo do

carbono através da reciclagem da celulose e da hemgmelulo

5.1.Celulases

A hidrdlise enzimética da celulose em acgucares solévei processo que
envolve mdultiplas enzimas denominadas de celulases, ds g@a altamente

especificas. Os trés maiores grupos de celulases queerstdaidas no processo de
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hidrélise sdo: (1) endoglicanases (EG, endo-1,4-D-glicandasdroou EC 3.2.1.4)
gue atacam regides de baixa cristalinidade nas fibras ldiesee criando cadeias
terminais redutoras e nao-redutoras livres; (2) exogliesnas celobiohidrolases
(CBH, 1,4$-D-glicano-celobiohidrolase, ou EC 3.2.1.91) que degradam a cadeia
terminal livre formando unidades de celobiose; (3) B-glicosidase (celobiase ou EC
3.2.1.21) que hidrolisa a celobiose para produzir glicose. kgaados trés maiores
grupos de enzimas celulases, existe também um numeraideasrauxiliares que
atacam as hemiceluloses, como as glicouraajdacetilesterase, xilanase, [-
xilosidase, galactomanase, acetilesterase e manase (SIHE&G, 2002).

Os diferentes organismos celuloliticos tém evoluida pavduzir um arranjo
de celulases que, por meio de diferentes modos de asgedfieidade de substrato,
permitem explorar substratos bastante heterogéneos. Xonple, o fungo
Trichoderma reesgbroduz quatro endoglicanases e duas celobiohidrolases (CBHI e
CBHII). As CBHI e CBHII deTrichoderma reesesdao imunologicamente distintas,
analisadas por anticorpos policlonais. As unidades debiost® repetitivas da
celulose ocorrem em duas formas estequiométricas diésrdavando a hipétese que
existem duas formas esterioespecificas de endoglicartastas multiplicidade de
formas de celulases fungicas poderia ser provocada poglicosilacao diferencial
ou protedlise parcial. Além disso, a partir da clonagentgénsabe-se que existe um
namero limitado de genes de celulase. Logo, a multiplicidadea enzima deve ser,
em grande parte, por modificacfes pds-traducionais (DUNMURRAY, 1996).

O exato mecanismo da hidrolise da celulose ndo €& conheeidbora
diversos possiveis modelos tenham sido propostos. Entretzatie;se que as
celulases atuam de maneira coorporadi@u sinergistica, ou seja, uma acdo em
conjunto para que o rendimento das celulases quando aimalftaeeamente seja
melhor do que a soma dos rendimentos individuais. S&wecmas pelo menos trés
formas de sinergia, séo elas (SILVA, 2010):

e Sinergia endo-exo: as endoglucanases atuam nas regibes amorfas,
liberando terminais redutores e nao redutores, nos quaid@t@asICBHs do tipo | e
do tipo I, respectivamente.

e Sinergia exo-exo:as CBHs | e CBHs Il atuam simultaneamente nos
terminais redutores e nao redutores liberados pelas endoglesana

¢ Sinergia exo-BG e endo-BGas exoglucanases e endoglucanases liberam

celobiose e oligssacarideos, respectivamente, que sdo substratos da f-glucosidase.
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A Figura 8 esquematiza a agédo dessas enzimas sobreeelulos

CELULOSE
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Figura 8 - Enzimas envolvidas na hidrolise da celulose (SUNH&NG, 2002).

A maior parte das enzimas envolvidas na hidrélise de chdios s&o
proteinas modulares, constituidas por um modulo cataktipor um modulo de
ligacdo a carboidratosCarbohydrate-binding modules CBMs). A funcdo destes
modulos € promover uma melhor interacéo entre o substi@tmoédulo catalitico da
enzima, assegurando a orientacdo correta entre ambdsIL(@A et al., 2010).
Segundo GRAY e colaboradores (2006), as CBMs sao divididas eitiafaque
possuem sequéncias de aminoacidos e estruturas similares, f\g@rdiferencas na
estrutura das CBMs podem levar a modificacbes na empdaife do ligante.
Durante a sua ligacdo a superficie cristalina da celuiss€BMs expdem 0s seus
dominios cataliticos para o substrato especifico e aameateficiéncia catalitica.
Em adicao, tem sido proposto que as CBMs podem ser cajmp@siper a estrutura
dos polissacarideos e, assim, aumentar a taxa de hadrBligretanto, quando o
substrato € um material lignificado (CANILHA et al., 2010), gniiha pode
promover intensa adsorcéo inespecifica das enzimas ddgizaara a hidrélise da
celulose e/ou da hemicelulose. A fracdo de celulasesngcélulases tornadas
improdutivas devido a esta adsor¢cdo podem chegar a 70 % ldadictanado. Isto
inclusive impede a reciclagem das enzimas, uma estratégidequeim grande
impacto na viabilidade econémica do processo. Para supesalingishcdo, outras

proteinas (albumina, por exemplo), surfactantes ndao ®n{daveen 20, por
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exemplo) ou polimeros (polietilenoglicol, por exemptém sido adicionados
mistura reacional com a finalidade de minimizar adsorc@es@javeis.

Muitos fatores podem afetar a hidrolise enzimatica dalasslu como por
exemplo, a concentracdo de substrato, a atividade daseelelas condicbes da
reacao (temperatura, pH, bem como outros parametroSiguka 9 apresenta uma
visdo simplificada dos principais mecanismos que limitam aligdrenzimatica da
celulose. Logo, a compreenséo destes mecanismos temigeronitesenvolvimento
progressivo de estratégias para superar as limitacdesn,Agara melhorar o
rendimento e a taxa de hidrélise, € necessario a otiizdo processo, reforcando a
atividade das celulases (SUN & CHENG, 2002).
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Figura 9 - Visdo simplificada dos principais mecanismos gui#am a hidrolise
enzimaica da celulose. 1) Inibigdo da B-glicosidase e da celobiohidrolase pelos
produtos (glucose e celobiose, respectivamente); 2) Adsamggoodutiva da
celobiohidrolase a celulose; 3) Obstrucdo do acesso dalases a celulose pela
hemicelulose; 4) Obstrugdo do acesso das celulases laseepela lignina; 5)
Adsorcao inespecifica das enzimas a lignina; 6) Perda daaae enzimatica
(CANILHA et al., 2010).
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5.2.Hemicelulases

A caracteristica heteropolissacaridica das hemasdsl torna complexo o
mecanismo de ataque enzimético. Das enzimas conhecidasdasilanases (EC
3.2.1.8) sdo as mais estudadas. Para degradacdo da xilananseedgéarias
basicamente seis enzimas diferentes. As end@-D4ilanases (EC 3.2.1.8)
hidrolisam aleatoriamente o esqueleto de xilanguanto as p-D-xilosidases (EC
3.2.1.37) produzem os mondmeros de xilose a partir da hidrobsexti@midades
nao redutoras de xilo-oligossacarideos e da xilobiose (COLEtNE 2005).

A remocéao das cadeias laterais deste polimero requetiraceespecifica para
o tipo de grupo a ser hidrolisado. As enzimas necessarias para esta hidrolise sao a-L-
arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), a-D-glicuronidases (EC 3.2.1.139), acetilxilana
esterases (EC 3.1.1.72), acido ferulico esterases (EC73), p-acido cumarico
esterases (EC 3.1.1e a-galactosidases (EC 3.2.1.22) (JEFFRIES, 1994). A Figura

10 ilustra o polimero e as enzimas que atuam para sua degradaca
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Figura 10 - Enzimas xilanoliticas envolvidas na degradacadatha x
(COLLINS et al, 2005).

6. PRODUCAO DE ETANOL DE BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Tanto para a producdo de etanol de primeira geracao, a gearntana-de-
acucar, quanto de segunda geracdo, a partir de biomassas desicampo
lignoceluldsica, a via fermentativa € a via mais impuegara a obtencédo do alcool

etilico no Brasil. Um dos fatores que torna a producaoaktdsol por fermentacao
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a forma mais econémica de sua obtencdo, € o grandermide matérias-primas
naturais e residuais existentes em todo pais (PEREIRAEK, 2008).

O processo bioldgico convencional para converter o0s eria@
lignocelulésicos em etanol requer: (1) um pré-tratamenta guaebrar a estrutura da
lignina e hemicelulose e, assim, liberar uma celulose atassivel a sacarificagéo;
(2) despolimerizagdo da celulose para produzir acucares; {8 fermentacdo da
glicose resultante para produzir etanol; e (4) Sepamdgaetanol produzido (LEE,
1997).

O principal desafio para a conversdo da biomassa em étangphsso do pré-
tratamento. Devido a estrutura complexa das biomassascditylésicas, o pré-
tratamento € requerido para a sua degradacédo, remocaamida, ligma parcial ou
total hidrolise da hemicelulose e uma diminuicdo da estrgtistalina da celulose.
Posteriormente, a celulose deve ser hidrolisada, senda fjuena mais satisfatoria
para se fazer isto é a partir da hidrolise enzimatica @atexr glicose livre que é
transformada em etanol por processos microbiolégicos. Depdmdedo
microrganismo usado, as pentoses liberadas durante a hidtalisemicelulose
também podem ser convertidas em etanol. Consequengnmasttecnologias
envolvidas nestes processos sdo mais complexas levando alto custo de
producdo de etanol comparando-se com a cana-de-acucar, ounillmeterraba.
Entretanto, o fato que muitos materiais lignocelulésis@® co-produtos de
atividades agricolas, residuos industriais ou residuos doogsties oferecem uma
enorme possibilidade de producdo do combustivel etanol em lesgala
(CARDONA & SANCHEZ, 2007).

6.1. Pré-tratamentos

7

A biomassa lignocelulésica é altamente recalcitraptga degradacédo
enzimatica. Varias caracteristicas da biomassa “in naturd’ levam a esta
caracteristica, como a presenca da lignina, o grau stalmidade e polimerizacéo
dos carboidratos presentes na parede celular. Ainda naontecaa qual a
caracteristica da lignina que esta diretamente relac@ooath a recalcitrancia da
biomassa, mas varios trabalhos indicam que a quantidageutltd ligada a lignina
tem um grande impacto na recalcitrancia, assim conoa @@mposicdo e o grau de
ligacéo éster entre a lignina e a hemicelulose \DAMYK & PLETSCHKE, 2012).
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Entdo, o pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica éatparia a hidrélise
enzimatica destes substratos. Assim, um grande numerotratamentos
termoquimicos tem sido desenvolvido para diminuir esta raéaicia destes
materiais e, assim, melhorar a digestabilidade da mesma-tPatamento tem como
objetivo romper a parede celular da planta e melhoracesso enzimatico aos
polissacarideos. Vérios estudos tém mostrado uma doetlacdo entre a remocao
de lignina e hemicelulose e a digestabilidade da celulB§AY et al., 2006).
Assim, o pré-tratamento € requerido para modificar a tastruda biomassa
lignoceluldsica, tornando a celulose mais acessivelnasnas que convertem o0s
polimeros de carboidratos em acglcares fermentaveis, apmsentado na Figura
11. Um pré-tratamento eficiente, pode substancialmente realuzguerimento de
enzimas no processo de sacarificacdo da celulose sequantemente, reduzir os

custos de producéo (MOSIER et al., 2005).

Lignina

Celulose

&/
v
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Figura 11 - Metas esquematizadas do pré-tratamento de nsaligriacelulésicos
(adaptado de MOSIER et al., 2005).

Varios processos fisicos, fisico-quimicos, quimicos edgiobs tém sido
usados para o pré-tratamento de materiais lignocelusios pré-tratamentos
fisicos sdo aqueles caracterizados pela fragmentagiatéoial através de uma acgéao
mecanica, seja por trituragdo, moagem ou esfarelamentajo sque esta
fragmentacdo ndo altera sua composicdo quimica. Osnématas fisico-quimicos
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consistem na submissdo do material a altas temperatatasisados ou nao, por
agentes quimicos. Caracterizam-se pelas condicbesdsadt temperatura que sédo
utilizadas (SCHLITTLER & PEREIRA Jr, 2008). Os pré-tratamengo$micos
variam de muito &cido para bastante alcalino, tendo asBierentes efeitos nos
principais componentes da biomassa. Por exemplo, ogtegrento &cido hidrolisa a
fracdo de hemicelulose, ja os pré-tratamentos alcatiéxm mais efeito na estrutura
da lignina. Os pré-tratamentos quimicos também afetam a cigépa® acucar no
hidrolisado, por exemplo, o tratamento acido pode resattealtas concentracdes de
furfurais na fase liquida, sendo que os alcalinos podemtaesam altas
concentragbes de ferulato e acetatos no hidrolisados Egtepostos presentes no
meio podem ter efeitos deletérios nos microrganismos featinos (GRAY et al.,
2006).

Assim, o0s pré-tratamentos ideais tém que alcancar as tesgeikigéncias:
(1) melhorar a formacéo de acUcares ou a habilidade subseqéstdés aclcares
sofrerem hidrélise enzimatica; (2) evitar a degradacéo cdap#e carboidrato; (3)
evitar a formacdo de inibidores para os processos subsegid® hidrolise e
fermentacdo; e (4) ser viavel economicamente (SUN & CHER@?2). Os
principais pré-tratamentos com potencial aplicacao induséo citados a seguir:

e Organosolv 0s processos organosolv usam somente uma mistura de
solventes organicos ou aquoso-organicos, podendo se adicionacatalisador
alcalino ou acido, os quais rompem as liga¢cdes internasrdeelulose e da lignina.
Os principais solventes organicos usados sédo acetonaometanol, glicol etileno,
glicol trietileno e alcool tetrahidrofurfuril. Quando usadancotecnologia de pré-
tratamento, o processo organosolv gera trés fracemaskas: a lignina seca, a
hemicelulose aquosa e uma relativa fracdo de celulose(PufeF & MURRAY,
1996).

e Explosdo a vapor ou auto-hidroliseos residuos lignocelulésicos sao
aquecidos em alta pressdo e temperatura. Durante este tratamento, o vapor d’agua
penetra nos residuos e inicia uma reacdo de auto-hidaiide,o0s acidos organicos
inicialmente formados dos grupos acetila presentes niosiosscatalisam a hidrolise
principalmente da hemicelulose. Depois de um tempo de ress@ecifica, os
residuos sofrem uma decomposicdo explosiva. Logo, o paérgato explosdo a
vapor € uma reagdo de auto-hidrolise quimica que remove helosee e, em menor
guantidade, a lignina (DUFF & MURRAY, 1996).
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e Explosdo por aménia (AFEX§ um processo semelhante ao anterior, com a
diferenca que este utiliza uma solugcdo amoniacal, coljetivo de aumentar a taxa
de hidrélise (SCHLITTLER & PEREIRA Jr., 2008).

e Explosdo por C@ funciona da mesma maneira que O Processo com
amonia, contudo, o dioxido de carbono é o agente catalidaduidrélise, o qual em
solucao forma o acido carbénico (SCHLITTLER & PEREIRA 2008).

e Hidrdlise alcalina o mecanismo de hidrdlise alcalina ocorre devido a uma
saponificacdo das ligagOes ester cruzadas intermol@&nitar hemiceluloses e outros
componentes, por exemplo, entre hemiceluloses e ligmngorosidade dos
materiais lignocelulésicos aumenta com a remocédo gldgfacdes cruzadas. O
tratamento com NaOH diluido causam um inchamento, levandn aumento na
area da superficie interna, uma diminuicAo no grau de pa@egéo, uma
diminuicdo da cristalinidade, uma separacédo da ligac&atwest entre lignina e
carboidratos e um rompimento da estrutura da lignina (SUMENIS, 2002).

¢ Hidrolise acida consiste na hidrolise da fracdo hemicelulésica, quaig m
susceptivel ao tratamento acido, sendo que as fracOe<xldlese e lignia
permanecem inalteradas. Solucdes acidas g#eOf HCI; HNO; e HPO, séo
comumente empregados como catalisadores nestes pro¢ASE0H AR et al.,
2002). Os acidos liberam protons que atuam nas ligacbes glhassidntre 0s
mondmeros de acucar nas cadeias poliméricas. O rompirdestas ligacdes libera
uma série de compostos, principalmente aclcares come,xjicose e arabinose.
Séo liberados também produtos indesejaveis para o prdeessmmtativo tais como
furfural, proveniente da degradacdo de pentoses e 5-hidroxinfaetdiu(5-HMF)
oriundo da desidratacdo de hexoses, havendo ainda farmagicido formico pela
degradacdo de compostos derivados do furano (furfural ou 5-HMI® écido
levulinico produzido a partir da degradacdo de 5-HMF. Sdo gemidda acidos
acéticos provenientes dos grupos acetil, compostos natuesworrespondentes a
fracdo extrativa e produtos de degradacdo da lignina (fendigres ccompostos
aromaticos) e metais pesados como cromo, cobre, éemuel provenientes da
corrosdo dos equipamentos de hidrdlise. Uma vez presemtbfrolisado, estes
compostos séo inibidores do metabolismo microbiano (TAMANSNHAULY,
2004).
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e Ozondlise 0 0z6nio é utilizado neste processo para extrair anbgdo
complexo, deixando-a mais acessivel ao ataque enzinffi@8IER et al., 2005).

e Deslignificac@o oxidativaeste € um processo enzimatico, onde peroxidases
séo utilizadas para degradar a lignina em presenca B, Fwumentando a
susceptibilidade das fibras para uma posterior hidrélise (SCHIHR & PEREIRA
Jr., 2008).

6.2.Sacarificacao enzimatica

Comparando ao emprego da hidrélise acida, o uso de enzimas
hemiceluloliticas para a sacarificacdo da biomassa &jwao porque a reagédo é
especifica e ndo gera compostos toxicos a fermentacadr@ise € conduzida em
condicbes mais amenas de pH e temperatura (na faixa9@°@% pH entre 4-5) e
por isto uma menor quantidade de energia € requisitada wespm Durante a
hidrélise enzimatica também se observa que 0s equipasnatiiiados no processo
(tanques, tubulacdes) sofrem menos danos quando compaadsse de processos
guimicos que usam acidos concentrados. O etanol produzido e stm obtido por
hidrélise enzimatica € de melhor qualidade, contendo menageageorrosivos
(HAHN-HAGERDAL et al., 2008.

Contudo, apesar das inUmeras vantagens, o alto astmzimas envolvidas
neste processo € um dos maiores obstaculos para a presugieala industrial do
etanol de segunda geracdo a partir desta metodologia. agos estudos estédo
sendo realizados com o intuito de diminuir os custos de prodigstas enzimas.
Isto pode ser feito, por exemplo, a partir de sareeningde novos microrganismos
produtores de celulases e hemicelulases, além do uso deatashdlE baixo custo
para induzir a producdo destas enzimas. Outra maneira de dimégustos da
sacarificacdo enzimatica € a partir da otimizacdo desiaa, ou seja, encontrar o
melhor coquetel enzimatico para um dado substrato e as rewlbondicbes de
hidrélise (temperatura, pH, agitacdo, carga de solidoszenas). Desta forma,
ocorrerd uma hidrdlise com maior eficiéncia e, portantenares quantidades de
enzimas serao requeridas.

Entretanto, produzir coquetéis enzimaticos eficientes pa@carificacdo da
biomassa lignocelulésica tem sido um grande desafiogsapesquisas recentes em

etanol de segunda geracdo. A eficiéncia hidrolitica deaguetel é dependente das
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propriedades individuais das enzimas (estabilidade térneipapH, possibilidade de
inibicdo das mesmas pelos seus produtos, ligacdo produtiyaadiniva a celulose)
e também da interacdo entre elas, ja que a sacardfi@g@Amatica da biomassa
depende da atuacdo sinergistica das celulases e hdasiesllPortanto, além da alta
atividade hidrolitica, € muito importante também levar ensitleracdo a dosagem e
composicdo das diferentes enzimas presentes nos coqéiis DYK &
PLETSCHKE, 2012).

Até o0 momento a comunidade cientifica ainda ndo chegouaacantluséo
sobre qual a proporcdo ideal das enzimas para a hidrélise aiaadsia
lignoceluldsica. Além do complexo sinergismo entreemasimas, essa indefinicdo
também se deve a adequacao do coquetel a uma determinadasdia@rao tipo de
pré-tratamento ao qual ela foi submetida. Como as bi@»assm distintas
composicoes, a proporcao de enzimas utilizadas para a suséithmbém deve ser
diferentes (ALMEIDA, 2013).

Muitos estudos recentes tém mostrado que, além dasseslutapresenca de
outras enzimas acessorias € muito importante panaratacdo de um bom coquetel
enzimatico. Dentre estas enzimas estdo as hemicalulise podem atuar sobre a
hemicelulose residual e contribuir para uma hidrolises reficiente da biomassa.
Além disso, alguns trabalhos tem demonstrado que as élatages também podem
atuar sinergisticamente com as celulases, aumentanticiéna@a da hidrélise da
biomassa (BERLIN et al., 2007). Contudo, a determinacdo de heaigelulases
devem ser utilizadas na suplementacao dos coquetéis é depetalenimposicdo da
biomassa.

A eficiéncia da sacarificacdo enzimatica também podénBeenciada pela
inibicdo das endoglicanases e exoglicanases pelos prdihags de hidrélise, a
celobiose e glicose (DUFF & MURRAY, 1996). Este fato, eatr#t, pode ge
amenizado pelauplementacdo de B-glicosidase ao coquetel enzimético ou entdo
promovendo as etapas de sacarificacdo e fermentacétiasieamente, processo
conhecido como SSF (OLOFSSON, 2008). Nesse processo, acprésetevedura
juntamente com o complexo enzimatico celulolitico reduacumulo de agucares
dentro do reator, evitando, entdo, a inibicdo das enzima®rsequentemente,
aumentando a taxa de sacarificacdo e o rendimento(BAd.LESTEROS et al.,
2004). Entretanto, a desvantagem do SSF é devido a necessidadaddeir a

hidrélise enzimatica dentro da faixa Otima do microrganigeronentador. Em
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relacdo a este aspecto, estudos tém sido realizad@ntidosde produzir celulases
gue atuem em valores de pH e temperatura proximos daqueles {araso
processo fermentativo (SILVA, 2010).

Outro fator limitante da hidrélise enzimatica é o contetdligd@a presente
na biomassa, a qual reduz, por diversos motivos, a efieidas enzimas celulases e
hemicelulases, sé@o eles: a lignina ligada aos carboidatms uma barreira fisica
gue limita a acessibilidade das enzimas ao seu substrate|uteses podem ficar
adsorvidas na lignina e diminuir a eficiéncia da hidrdlise detgatly a lignina pode
também inibir diretamente as enzimas hidroliticas;r@reyresidual pode bloquear o
progresso das celulases pela cadeia de celulose; enpoalfiuns pesquisadores
indicam que ndo apenas a presenca da lignina, mas tambémeadigiabuicdo da
mesma pode influenciar a hidrolise enzimatica da biomaggd (DYK &
PLETSCHKE, 2012)Por estes diversos motivos a etapa de pré-tratamemteial
para uma eficiente hidrélise enzimatica.

E importante ressaltar também que o estabelecimentecdeldgias para
sacarificacdo enzimatica ndo depende somente de pesquispsnito de vista
aplicado. Inidmeras lacunas sobre os mecanismos siti@rgide acdo das celulases
precisam ser preenchidas para que estas enzimas possanogeemibamente
melhoradas e utilizadas de forma mais eficiente em Bosebiotecnologicos.
Dentre as pesquisas basicas atualmente desenvolvidasetwases destacam-se
aguelas que estudam os mecanismos de ligacdo das ceadases substrato, a
importancia e a funcdo dos médulos de ligacdo a carbadietcC) para o processo
de hidrélise, o processo de montagem do complexo multippotéénominado
celulossomo, muito comum em bactérias e tambémnénactp recentemente em
estudos com fungos, além de estudos de caracterizactio diagtico quanto
bioquimico das enzimas envolvidas no processo de hidrélise aaadsa
lignocelulésca (FALKOSKI et al., 2012).

Assim, o desenvolvimento de estudos para producéo, exprepbéacdo e
compreensao do modo de acdo de celulases de diferentesrgamismos sao
imprescindiveis para a implantacdo do processo de producdo oeeanoil

lignocelulésico.
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6.3.Fermentacéo

A fermentacgdo alcoolica é um processo biolégico emnogigrias organicas
s&o convertidas por microrganismos em compostos sinifdess compostos simples
sdo entdo fermentados pelos microrganismos para produzdl etaCQ. Varios
estudos e revisdes tém sido publicados, relatando a producaoraegamismos que
fazem fermentacao alcodlica. Assim, varias bacgléveduras e fungos usados para
a producéao de etanol estdo sendo reportados (LIN & TANAKA, 2006)

Os microrganismos mais comumente usados para produzir atpasolir de
amido hidrolisadce da sacarose sdo as leveduras, principalmeft@caharomyces
cerevisiae,que pode produzir etanol em altas concentragfes. As lesetimaa
flexibilidade de crescer em um meio contendo agUcaresesmpdmo a glicose, e
em meio contendo dissacarideos sacarose.

Os acucares derivados da biomassa lignocelulésica séo ustiaramde
hexose (principalmente glicose) e pentoses (principalmeloiee) e a maioria das
linhagens deS. cerevisiaendo sdo capazes de metabolizar xilose. Logo, varias
pesquisas tém sido feitas com o propodsito de aumengndamrento da fermentacao
etandlica derivadas deste acucar. Um modo de fazer isi@ asicionar nas
leveduras e em outros etanologénicos naturais uma rdéddtiea adicional para
fermentar pentose por métodos da engenharia genética. Adéa) ds hidrolisados
derivados da biomassa tendem a ter inibidores da fermen{acéo acético,
furfural, etc.), os quais devem ser removidos quando estéatasnconcentracdes
ou, entdo, requerer o desenvolvimento de cepas resisteetess inibidores (GRAY
et al., 2006).

Os microrganismos encontrados que fermentam xilose s&domgetal
bactérias, leveduras e fungos filamentosos. As bactanasrébicas fermentam
pentoses, mas elas sao inibidas precocemente com baixaniracdes de aclUcar e
etanol. A levedura que fermenta naturalmente a xilose, @Riohia stipitis CBS
6054, fermenta a xilose em etanol com um rendimento e tprioide razoaveis,
entretanto estas cepas de levedura sdo altamente inj@ilbsscompostos gerados
durante o pré-tratamento e hidrélise dos materiais lidnidsécos (HAHN-
HAGERDAL et al., 2004). Os fungos filamentosos podem tolestaseinibidores,
mas o processo de fermentacdo etandlica é muito [@ani@ serem usados em

processos comerciais competitivos. Logo, muitos esfot€m sido feitos para obter
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cepas recombinantes de bactérias e leveduras que podemdeey nesdermentacao
industrial de materiais lignocelulésicos (HAHN-HAGERDALadt 2006).

Assim como muitos microrganismosSa cerevisiaenetaboliza glicose pela
rota de Embdem-Meyerhof (EM). Sendo que a rota de Entner-DaftifleD) é um
meio adicional de consumo de glicose em muitas bactéoaso aZymomonasO
alto rendimento e produtividade observados p&ljasomonaséo consequéncias da
sua fisiologia UnicaZymomonas o Unico microrganismo que metaboliza glicose
anaerobicamente usando a rota ED que contrapde a rota EM ocolitigt
(MATTHEW et al., 2005).

O metabolismo da glicose via ED rende um mol de ATP pdrdmglicose,
enquanto as leveduras metabolizam glicose anaerobicariangéicolise (EM) e
obtém dois mols de ATP por mol de glicose. Logo, 0 uso da E®R pela
Zymomonaseé o grande motivo da sua importancia industrial, jA& que xo bai
rendimento de energia na rota forga a bactéria a malés taxas de converséo de
glicose em etanol em um esforco para manter seuimeEdo. Além disso, a
Zymomonasapresenta uma outra caracteristica importante commefear glicose
em quantidades equimolares de etanol &,CG8sim, o substrato glicose ndo é
perdido, como ocorre com as leveduras, as quais também prodozpradutos
como glicerol e outros alcodis superiores (DUFF & MURRAY96). Entretanto,
devido a sua robustez, a levedBtacerevisia@inda é preferida pelas industrias para
a producdo de etanol. Todas as enzimas envolvidas na feréwestg expressas
constitutivamente, sendo que as enzimas fermentativagreendem mais que 50%
da quantidade de proteinas total da célula (LIN & TANAKA, 2006).

A biotransformacao da celulose em etanol também pode@seéuzida por
varias bactérias anaerdbicas termofilicas, con@oatridium thermocellumtdo
bem como em alguns fungos filamentosos, incluiiianilia sp., Neurospora
crassa, Neurosporap, Zygosaccharomyces rouxii, Aspergillss, Trichoderma
viride e Paecilomycessp. Entretanto, estudos mostram que 0S processos de
fermentacdo que utilizam estes microrganismos sao natod (3-12 dias) com
um baixo rendimento (0,8-60 ¢g/L de etanol). Isto ocorre porgstes
microrganismos possuem uma baixa resisténcia para attesrtracées de alcool
etilico. Outra desvantagem destes microrganismos (prin@pénmo caso das
bactérias fermentativas) é que eles produzem variosothpis, principalmente
acido acético e latico (LIN & TANAKA, 2006).
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7. PRODUCAO DE ENZIMAS

Tanto bactérias quanto fungos podem produzir celulases e hdases para
a hidrélise de residuos lignocelulésicos, sendo que estesrganismos podem ser
aerobios ou anaerdbios, mesofilicos ou termofilicos. Astébas que podem
produzir celulases saoClostridium, Cellulomonas, Bacillus, Termomonospora,
Ruminococcus, Bacteriodes Erwinia, Acetovibrio, Microbispora e Streptomyces
(SUN & CHENG, 2002). Ainda que as bactérias celuloliticas, ipahmente as
anaeroébias, produzam celulases com alta atividade espeeifas possuem baixas
taxas de multiplicacdo e ndo produzem altos titulos demes. Por isso, muitas
pesquisas para a producéo de celulases comerciais témgaidods fungos (DUFF
& MURRAY, 1996).

O cultivo de fungos para producédo de enzimas é altamentajoso por
diversos fatores dentre 0os quais pode-se destacar: alta fivatkienzimas, secrecao
eficiente de enzimas (que facilita a recuperacao destasanpara posterior uso) e
capacidade de crescer e produzir enzimas em uma variada dgareabstratos
organicos, como residuos agricolas (ELISASHVILI et al., 20@88)almente, a
producéo industrial de celulases utilizam varias espéanggctis, principalmente os
génerosTrichoderma sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., Humicola sp. e Fusarium
sp. O setor comercial destas enzimas € dominado internacianelpelas empresas
Genencor e Novozymes, esta Ultima com uma fabrica nailB@uritiba, a
Novozymes Latin America Ltda. Somente no contexto matica comercializacao
de preparados celulasicos movimentou até setembro de 2010, USDbodMa
exportacdo de 23 toneladas e a importacdo de 67 toneladas dadquepgalulasicos,
provenientes da Uni&io Européia e norte-americanos (ZUN2GLQ).

Fungos pertencentes ao géndmichodermasdo os mais utilizados para a
producédo de celulases para aplicacéo industrial, jA quexsatoeenzimatico possui
altos titulos de endoglicanase e exoglicanase, emtoeteste fungo ndo produz de
forma significativa a enzima B-glicosidase, a qual é crucial para evitar os efeitos de
inibicdo enzimatica produzido pela celobiose. Para comt@sta problema, muitos
estudos suplementam o extrato enzimatico produzido pelaeesei com p-
glicosidases produzidas pelo fungsspergillus niger,o0 qual produz grandes
guantidades desta enzima (MOHANRAM et al., 2013).
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Além disso, os extratos de celulases comerciais atntdmencontrados no
mercado possuem baixas quantidades de enzimas acesssorias, limitgua
eficiéncia da hidrélise dos materiais lignocelulosicossid, para se obter uma alta
eficiéncia hidrélitica, € necessario a utilizacdo de gmdentidades de celulases, o
gue onera e muito o processo de producao de etanol de sepuwadao, tornando
invidvel a sua producdo em grande escala. De acordo cons ddtidos pela
empresa Novozyme, uma quantidade de enzimas cerca de 40 &Zz&9G&weerior €
necessaria para se produzir uma equivalente quantidade d# atgrartir de
biomassa, comparando-se com a producdo de bioetanoliradgaaimido de milho
(KARBOUNE et al., 2008).

Diante disso, varias pesquisas vém sendo realizadas ocantuito de
aumentar a producéo de celulases e reduzir o custo de prodscéozohaas. Estas
pesquisas estdo enfatizando, principalmente, estudoscrgening de novos
organismos produtores de celulases bem como a avaliacaferdates sistemas de
cultivo e utilizacdo de fontes de carbono que induzeoreetemente a producéo das
enzimas e que sejam de baixo custo.

Recentemente, residuos lignocelulésicos tém sido muiiiizados por
pesquisadores para a inducao da producao de diferentes ceduhleseselulases por
diversos fungos, sendo que, cada substrato pode induzir de thfenante a
producdo de complexos enzimaticos, ja que eles apreseif@aenchs quanto ao
contetido de celulose, hemicelulose e lignina (SANCHES, ;2008ROZ et al.,
2010. Além disso, varios trabalhos de otimizacdo do meio uleura e das
condicbes do crescimento do fungo estdo sendo realizemios o intuito de
maximizar a producdo das enzimas hemiceluloliticas (KATAPO&I&l., 2007,
LEVIN et al., 2008; DESWAL et al., 2011; WANG et al., 2012).

As duas principais estratégias utilizadas para a producdo daseslwe
hemicelulases por microrganismos sao a fermentacdotadoesolido (FES) e a
fermentacdo submersa (FS). O principal parametro que diferesses dois tipos de
processos € o teor de 4gua presente no meio reaciordE :Nha auséncia ou quase
auséncia de agua livre. A dgua presente nesses sistermagaise complexada com
a matriz sélida de substrato ou como uma fina camadavats@ela superficie das
particulas. Em geral, nesses processos o teor de umidadeentre 30-85% e a
atividade de &gua tipica vai de 0,40-0,90, mimetizando cond@immtradas na
natureza (CASTRO & PEREIRA Jr., 2010). As FES podem setajeas por
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promoverem a obtencdo de extratos altamente concesiralla estabilidade de
produtos, baixa repressao catabolica, cultivo de micnisges em substratos
insoliveis e menor demanda por esterilidade devido a baridade de dgua neste
tipo de sistema de cultivo (HOLKER et al., 2004). Além alisgarios estudos
indicam que a producgéo de celulases por FES pode ter umd40-100 vezes
menor do que aquela por FS (ALMEIDA, 2013).

Embora a FS apresente algumas desvantagens em rel&E&®) processos
envolvendo limitagcbes no teor de agua livre no sistemaesd@ados quando se
objetiva a geracdo de muitos produtos, especialmente etta®scaiores, onde sao
requeridos biorreatores (CASTRO & PEREIRA Jr., 2010). Fungostéfies e
leveduras tém sido cultivados em FES, entretanto existe difituldade na
adaptacdo do microrganismo as condicdes do FES que sacamhazs do que
aguelas da FS, as quais pode-se citar as dificuldades cacesaibilidade ao
substrato, a oxigenacdo do meio de cultura e transferéncidut@ess@ALMEIDA,
2013). Na ultima década, diversos autores propuseram geometfiamas de
conducédo e controle, bem como modelos para descrevfen@senos envolvidos
nesses processos, que, em geral, auxiliam no seu desempashpndo contornam
completamente as limitacdes que a FES apresenta (CA&FEREIRA Jr., 2010).

Assim, a obtencéo de preparados com alta atividade cetdoléi depender
tanto do microrganismo utilizado quantio processo de producdo das enzimas.
Além disso, o formulado celulolitico ideal pode ser obtglelo cocultivo de
linhagens superprodutoras dos principais tipos de celulases (YN 2005); pela
producdo isolada de celulases e posterior mistura dostosxtparificados, em
proporcdes pré-otimizadakl (et al., 2005) ou ainda pela incorporagéo controlada de
genes de celulases em organismos hospedeiros (SRIVASTEA\GA, 1999). No
gue se refere a melhora no processo, torna-se reldaarttém o aproveitamento e o
reciclo das enzimas no reator de hidrélise (ZUNIGA, 2010).

Deve-se ressaltar ainda que estudossdgienciamento do genoma de
microrganismos celuloliticos sdo de extrema importandsp que proporcionam
informacdes importantes sobre como estes microrganistegradam a celulose e
permitiram também a identificacdo de novas sequénciacapicam celulases
Utilizando-se técnicas apropriadas de engenharia genéticaplasiltépias desses
genes podem ser reintroduzidas nos genomas destes fungosloebe assim

microrganismos com alta capacidade para superexpressaeessaas. Além disso,
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técnicas de engenharia de proteinas como a evolugéo deigidasenho racional de
proteinas podem ser aplicadas para o desenvolvimento de e®lutagis
termoestaveis e cataliticamente mais eficientes ggem utilizadas em processos de
hidrolise da celulose cristalina.

8. BASIDEOMICETOS CAUSADORES DA PODRIDAO BRANCA

Atualmente, as preparagcbes comerciais de celulases psdgduzidas
principalmente pelos fungos dos génefiokhoderma, Penicilliume Aspergillus;
entretanto, o uso destes extratos enzimaticos ainda onsemtbao processo de
sacarificacdo enzimatica para a producdo do bioetanomleckluldésicos em larga
escala. Contudo, ao contrario dos fungos ascomiceatsspasidiomicetos de
podriddo-branca sdo microrganismos especializados na degradacdnadeira
devido a sua capacidade em sintetizar inUmeras enzimasitiudsoimportantes,
como celulases, hemicelulases, além de uma redetig@idie enzimas extracelular
lignoliticas, como lacases, manganés peroxidases adigeroxidase. Estas enzimas
atuam em conjunto na degradacdo dos componentes da biomassangostos de
baixo peso molecular que podem ser assimilados pelos fuR§a&KQSKI et al.,
2012).

Os fungos basidiomicetos da podriddo-branca ja sdo maitbecidos na
literatura por produzir eficientes enzimas lignoliticas paraamicacdo no
branqueamento de polpas de madeira para a producdo de papetarEmt é
surpreendente que ainda existem poucos trabalhos que avasiampmtencial em
produzir celulases e hemicelulases para aplicacdo naifisacdo da biomassa
lignocelulésica para producdo de etanol, 0 que seria umpogieo bastante
interessante, visto que estes fungos sdo excelentesogaanseu potencial em
produzir enzimas lignoliticas e que a remocdo da lignina dmplexo
lignocelulésico facilita o acesso das celulases e Mdofeses, aumentando o
rendimento da sacarificacao.

Além de serem muito utilizadas no biobranqueamento da pelpaadeira
para a producdo de papel, as enzimas produzidas pelos fungos idagbdanca
também sdo aplicados na produgdo de aromas naturais errameidiacdo de
organopoluentes, xenobibticos e outros contaminantes i@isigtrtOMASCOLO et
al., 2011).
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Até o final da ultima década, a maioria das pesquisagadalcom fungos de
podriddo branca focalizaram principalmente no estudo de saamas oxidativas.
Contudo, apenas recentemente atividades lignocelulsliteates fungos tém sido
caracterizadas, sendo que alguns deles mostram enzilnéditams robustas e
resistentes a altas temperaturas ou a valores extr@enpbi, valores muitas veze
compativeis para a aplicacdo industrial (QUEIROZ-CASTANEDAale 2011).
Além disso, em trabalhos realizados por ELISASHIVILIagt(2009) foram feitas
avaliagbes da produtividade de celulases e hemicelulaseasiiomicetos como
Trametes versicolorCerrena maximaCoriolopsis polyzona Pleorotus ostreatus
em cultivos com diferentes fontes de carbono. Os aitobtiveram valores de
atividade para celulases e hemicelulases comparaveis aqu#ldos por outros
autores que utilizaram em seus trabalhos os fungdashoderma reesei
(ELISASHIVILI et al., 2008) A. niger (HOLKER et al., 2004)e Penicillium
echinulatum(PEDERSEN et al., 2009) evidenciando assim o potencial dossfungo
basidiomicetos na producdo de enzimas que podem ser utilgadasacarificacéo
de biomassa visando a producédo de bioetanol.

Entre os fungos da podriddo-branca, o grupo polipordiddsajrido o género
Pycnoporus,sdao um dos mais representativos da ordem dos homalagieios
saprofitos que atuam na decomposicdo da madeira, tendo unpattacial
lignocelulolitico reconhecido. Devido as suas caracteaistifisiologicas e
biotecnoldgicas, os fungos do géndPgcnoporussdo facilmente cultivaveis em
laboratérios e em escalas de plantas piloto. Altos memttios de biomassa podem
ser obtidos utilizando diferentes carboidratos como gatbst como por exemplo,
amido, extrato de malte, maltose, metil-celulose, reaea glicose, entre outros.
Além disso, estes fungos sdo frequentemente resistanteariacdo de pH e
temperatura e sao capaz de produzir biomassa rapidametate pEspriedades sao
excelentes para a sua aplicacéo industrial (LOMASCOLQ,Gdl1).

Vérias espécies do géneRycnoporustém sido utilizadas para produzir
varias enzimas de interesse industrial, incluindo as hisksl danases e f-
glicosidases, invertase ceamilase (ROHR et al, 2013). Entretanto, a maioria dos
estudos é voltada para a producdo de lacases, ja quedestesslentes produtores
desta enzima.

Assim, diante da necessidade de prospectar novos micargengue sejam

eficientes produtores de celulases e hemicelulases paracdo na sacarificacdo da
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biomassa lignocelulésica, os fungos da podriddo-brancaranpse promissores;
além disso, existem poucos trabalhos com esta finaliaditeratura, deixando uma
lacuna a ser preenchida.
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CAPITULO 2

OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE CELULASES E XILANASE
PELO FUNGO DA PODRIDAO BRANCA Pycnoporus
sanguineus PF-2 E SUA APLICACAO NA SACARIFICACAO
DO BAGACO DE CANA
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CAPITULO 2 — OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE CELULASES E
XILANASE PELO FUNGO DA PODRIDAO BRANCA Pycnoporus sanguineus
PF-2 E SUA APLICACAO NA SACARIFICACAO DO BAGACO DE CANA

RESUMO

A biomassa lignocelulésica pode ser convertida em agiéammentaveis visando a
producédo de etanol de segunda geracdo. Contudo, a producdo daasenzim
celuloliticas e hemiceluloliticas envolvidas na sacagfio da biomassa é de alto
custo e inviabiliza a producdo em larga escala deste biocomlustdgn, a
producdo de celulases e xilanase Rle sanguineusfoi otimizada a partir das
metodologias estatisticas fatorial fracionadbd" Zresolucdo V) seguido por um
delineamento composto central rotacional (DCCR). Aposta@zas de otimizacao
verificou-se aumentos nas atividades das enzimas eraitagie, celobiase, FPase e
xilanase, os quais foram de 3,2, 1%5l e 17,2 vezes, respectivamente. Para a
maxima producdo de endoglicanase (16,42 U/mL), FPase (0,38 U/xilgnase
(111,03 U/mL), os valores oOtimos para os fatores concentrded forrageira,
concentracdo de peptona e concentracado de Zf@&m 4 % (m/v), 2 % (m/v) e
12,5 mg/L, respectivamente. Ja& os valores 6timos para o tdepuoltivo foram
186,1 h para endoglicanase, 180 h para FPase e 185,1 h para xPamassividae
celobiase, a maxima producéo (0,35 U/mL) ocorreu quando os fatmresntracéo
de forrageira, concentracdo de peptona e tempo de ctdriam 4 % (m/v), 2%
(m/v) e 60 h. As atividades celuloliticas (endoglicanasel@b@se) e xilanoliticas
produzidas foram parcialmente caracterizadas em relacéamperatura e pH,
apresentando maximas atividades entre 55 e 65°C e em pH 46ftre 5,5.
Endoglicanase e xilanase retiveram mais de 50 % de atividadeial apos 13 h de
incubacdo a 60°C. Esta alta termoestabilidade torna apdicacdo promissora em
varios processos biotecnoldgicos. Por fim, o extrattolstimizado foi aplicado na
sacarificacdo do bagaco de cana, convertendo 17,4 %Uudtzsseeem glicose apos 76
h. Contudo, uma maior eficiéncia de hidrolise foi alcancada (25,5®ndo extrato
bruto foi suplementado com celobiase comercial na proporgéo 10:5
(FPase:celobiase).

Palavras chaves: otimizacéo, celulases, xilarrgmoporussacarificagao.

49



1. INTRODUCAO

A celulose, que atualmente estd sendo referida como nhiedgica, pode
ser convertida em aclUcares monoméricos, 0S quais selwematéria-prima para
diversos produtos uteis como o etanol, acido laticetano, hidrogénio, entre
outros. A consciéncia do esgotamento das fontes de ctwgisisfésseis e do
crescente aumento da poluicdo do ar e, consequenterdergé&ito estufa, causado
principalmente pela combustdo incompleta deste tipo debustivel, serve de
estimulo para governos e industrias da iniciativa privaplaiaeem pesquisas que
visam a obtencdo de etanol por meio da conversdo de B@n(AsANG et al.,
2012)

A conversao biotecnoldgica da celulose em acgUcare®f@éaveis requer uma
combinacéo de enzimas celulases que atuam sinergisticawemiz a endop-1,4-
glicanases (EC 3.2.1.4), exoglicanases (celobiohidrolages 3R2.1.91) e B-
glicosidases (EC 3.2.1.21) (ZHANG et al, 2012). Além dissozines
hemiceluloliticas como as xilanasess (E.C.3.2.1.8), mananases (E.C. 3.2.1.78), B-
xilosidases (E.C. 3.2.1.37B-manosidases (E.C. 3.2.1.2%)arabinofuranosidase
(E.C. 3.2.1.55) ex-galactosidases (E.C. 3.2.1.22), também empregam um papel
importante no processo de sacarificacdo da celulosas Estzimas removem
fragmentos de hemicelulose que revestem as fibras déosml aumentando a
acessibilidade das celulases e, consequentemente, anmaeef@iéncia da hidrolise
da celulose (JUHASZ et al., 2005; BERLIN et al., 2007

O custo das enzimas é considerado o principal impedimentaijjeracado a
nivel industrial da hidrélise enzimatica de biomassa lignditsita. Para hidrolisar
eficientemente a celulose, grandes quantidades de eslldds necessarias, o que,
por sua vez, aumenta, € muito, o custo do processoteDidgto, pesquisas tém
concentrado esforgos para reducdo dos custos das enzimas de “screening” de
organismos produtores destas enzimas; melhoramento dos ogseiglas enzimas
para adequar seu uso as condi¢des industriais e estudameglas a sua producéo,
como escolha de substratos e condi¢des de cultivo idosrganismos (CHANDRA
et al.; 2007; ELISASHVILI et al., 2008; FALKOSKI et al., 20130MANRAM et
al., 2013).

As preparacdes comerciais de celulases sé&o produzidagpginmente pelos

fungos dos génerobrichoderma, Penicilliume Aspergillus;além disso, a maioria
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dos estudos sobre celulases fungicas também est@nlamlpara estes géneros ou
para outros ascomicetos. No entanto, ao contrario domastos, os basidiomicetos
sdo organismos especializados na degradacdo da madeira astopotambém
secretam enzimas hidroliticas relevantes (celulasegjicblulases e lacases).
Contudo, a utilizacao de extratos enzimaticos produzidosgtes fungos séo ainda
pouco estudados em processos de sacarificacdo de biomassa.

Neste trabalho, o fungo basideomiceto de podridao-brdyzoporus
sanguineu$F2 foi escolhido devido a sua alta capacidade de produzir setuéam
meio liquido, conforme apresentado em trabalhos prelingn@ALKOSKI et al.,
2012). Com o objetivo de otimizar a producao de celulasearasi por este fungo,
foi utilizada a metodologia estatistica de superficieedposta. Em adicéo, a eficacia
do complexo enzimatico produzido pdl sanguineudoi verificada a partirda
hidrélise enzimatica do bagaco de cana pré-tratado com tddrdgisodio.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Os substratos xilandirchwood carboximetilcelulose (CMC) e celobiose
foram obtidos d&igma Chemical Comparf$t. Louis, MO, USA). As amostras de
biomassas lignocelulosicos capim elefante, palha egbatmcana-de-acucar, sabugo
e palha de milhee a forrageira Ranicum maximumjoram obtidos em unidades
experimentais da UFV. Estas amostras foram secadas @fa &st05 °C e moidas.
Ja o farelo de trigo foi comprado no comércio locald@wais reagentes necessarios

a execucao deste trabalho apresentaram procedéncia e gaezieanalitico

2.2.Microrganismo e condicdes do cultivo

O fungo Pycnoporus sanguineu$®F2 foi isolado da madeira em
decomposicdo e gentiimente cedido pelo Laboratério de Pmtolelgrestal e
Genética de Interacdo Planta Patdgeno da Universidade Fedevagoda, MG,
Brasil. O fungo foi repicado rotineiramente em meio BDA (Batatatiese Agar)e
incubado a 28 °C. Em todos os experimentos realizadomnfatilizados cinco
discos miceliais (7,0 mm de diametro) extraidos de plasamente incubadas por

sete dias para inocular 50 mL do meio de cultivo presamtérasccErlenmayerde
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250 mL. Posteriormente, os frascos foram incubados a Z®BGgitacdo de 180
rpm durante sete dias. Apds este tempo, as amostram filteadas e entdo
centrifugadas sob refrigeracéo (4 °C) a 10000xg por 20 mirs@beenadante foi

utilizado como extrato enzimatico.

2.3.Ensaios enziméaticos

Os ensaios para a determinacdo das atividades das cel&lBasse
endoglicanase foram adaptados de GHOSE (1987). A atividade de kHas
determinada utilizando papel de filtkWhatmann® 1 (1 x 5 cm) como substrato, o
volume total da reacdo foi de 1,5 mL e o tempo de incobfmade 60 min. A
atividade de endoglicanase foi determinada utilizando CMC ceoiostrato
(concentracao final de 1 % m/v) em um volume total deLlpor 30 min. Ja para a
atividade de xilanase foi utilizada a xilab@chwoodcomo substrato (concentracao
final de 1 % m/v) em um volume de 1 mL por 15 min. A cotregdo dos acgucares
liberados durante os ensaios enzimaticos foram determinéitizado o acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959), utilizando curva padrée glicose (0,1%
1,11 pmol).

A atividade da celobiase foi determinada utilizando a celebimsmo
substrato (concentracdo final de 6 mM) em um volume ddoedsal,5 mL e um
tempo de incubacédo de 30 min. A glicose liberada durantsasoefoi quantificada
utilizando o kit analitico comercial Glicose Monoreagd€®8, o qual se baseia nas
enzimas glicose oxidase e peroxidagmiibasa Basic ChemicaBelo Horizonte,
MG, Brasil).

Todos 0s ensaios enzimaticos foram feitos em tampéimdo de sédio, 50
mM, pH 5, a 50 °C e foram realizados em triplicata. Osrealdos desvios padrées
relativos aos ensaios enzimaticos foram menores §oelima unidade de atividade
enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmol do

produto, glicose ou xilose, por minuto sob as condi¢cdes @ioens

2.4.Selec¢do da fonte de carbono e de nitrogénio

Com o intuito de determinar qual a melhor fonte de carlgode nitrogénio
para a inducao das enzimas FPase, endoglicanase, aelebidanase, o fungo foi

cultivado em fermentagéo submersa e o meio de cultiimadb foi: 50 mg/L de
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KCI, 0,5 g/L de MgS@ 18 mg/L de FeS©O7H,O, 1,5 g/L de KHPQ,, 0,25 g/L de
CuSQ, 1 g/L de CaGl 10 mg/L de ZnS@Q 1 % (m/v) da fonte de nitrogénio
(peptona, extrato de levedutdaNO;, (NH4).SO;0uNH4NO3) e 1,5 % da fonte de
carbono (forrageira, bagaco de cana, palha de cana, sabogjbaepalha de milho,
capim elefante ou farelo de trigo). O pH do meio fos&gdo para 4,0.

2.5.0timizag&o do processo fermentativo

Para otimizar as condi¢des de producgéo das celulases@seildoi adotada a
metodologia de superficie de resposta. As variaveis depesdegiecionadas para
este estudo foram as atividades de FPase, endoglicanastiaszle xilanase, todas
expressas em U.miL Os experimentos foram conduzidos em fermentacdo submersa
e a composicdo do meio mineral padrdo utilizado em todpsrimentos de
otimizacdo foram: 50 mg/L de KCI, 0,5 g/L de MgsSQ@8 mg/L de FeSOrH,0,

1,5 g/L de KHPQ,, 0,25 g/L de CuS£) 1 g/L de CaGl| além da fonte de carbono e
nitrogénio previamente selecionadas. O pH do meio foi semqys®@ao para 4,0. Ja
a concentracao dos fatores analisados (variaveis indepgespeariou de acordo

com cada delineamento experimental.

2.5.1.Screeningdos fatores

Para a triagem inicial dos fatores que afetam a produc&oenizimas
utilizou-se o delineamento fatorial fracionadd' Zresolucdo V), o qual gerou um
total de 16 tratamentos. Neste estudo, os efeitos prianapas efeitos de interacdo
dupla dos fatores concentracdo de forrageira (C), ctiag@o de peptona (N),
concentracdo de Zn@Zn), concentracdo de KHO, (K) e o tempo de incubacéo
(T) sobre a producdo de FPase, endoglicanase, celobiase eseilpraaiaveis
dependentes) foram analisados. Os niveis dos fatores:fa@mmentracdo de
forrageira, 4 e 8 % (m/v); concentracdo de peptona, 20€m/v); concentracdo de
ZnSQ, 10 e 30 (mg/L) e concentracao dedRiA, 1 e 3 (g/L) e tempo de incubacéo,
72 e 168 (horgqTabela 1).
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Tabela 1 - Valores reais e valores codificados (grdrénteses) para o fatorial

fracionado e as respostas correspondentes.

Fatores Respostas
Ordem Forrageira Peptona ZnSO, KH,PO, Tempo Endoglicanase Celobiase FPase Xilanase
(%) (%) (mg/t) (g/t) (h) (U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)
1 4(-1) 2(-1) 10(-1) 1(-1) 168(+1) 12,15 0,20 016 31,41
2 8(+1) 2(-1) 10(-1) 1(-1) 72(-1) 1,45 0,25 0,03 9,14
3 4(-1) 4(+1) 10(-1) 12(-1) 72(-1) 0,47 0,23 0,04 7,84
4 8(+1) 4(+1) 10(-1) 1(-1) 168(+1) 2,67 0,27 0,05 11,90
5 4(-1) 2(-1) 30(+1) 1(-1) 72(-1) 1,72 0,26 004 10,42
6 8(+1) 2(-1) 30(+1) 1(-1) 168(+1) 11,03 0,18 0,14 30,08
7 4(-1) 4(+1) 30(+1) 1(-1) 168(+1) 2,83 0,28 005 11,33
8 8(+1) 4(+1) 30(+1) 1(-1) 72(-1) 0,56 0,25 0,02 7,93
9 4(-1) 2(-1) 10(-1) 3(+1) 72(-1) 6,25 0,27 0,02 7,52
10 8(+1) 2(-1) 10(-1) 3(+1) 168(+1) 10,02 0,20 011 26,22
11 4(-1) 4(+1) 10(-1) 3(+1) 168(+1) 3,00 0,30 005 12,64
12 8(+1) 4(+1) 10(-1) 3(+1) 72(-1) 0,58 0,24 0,04 8,26
13 4(-1) 2(-1) 30(+1) 3(+1) 168(+1) 5,89 0,15 0,08 20,21
14 8(+1) 2(-1) 30(+1) 3(+1) 72(-1) 0,53 0,22 0,02 9,17
15 4(-1) 4(+1) 30(+1) 3(+1) 72(-1) 0,58 0,26 0,02 7,34
16 8(+1) 4(+1) 30(+1) 3(+1) 168(+1) 4,04 0,28 006 12,98

A analise de variancia (ANOVA) do teskefoi realizada inicialmente para
avaliar se houve algum fator com um efeito diferenteeate. Posteriormente foi
realizado o testepara determinar quais coeficientes foram diferentes deaz&f/6
de probabilidade. Nesta andlise os efeitos das interac@ercdia, quarta e quinta
ordem foram utilizados como efeitos residuais. Os efdtosm calculados de

acordo com as Equacbes 1 e 2.

Ep = my+ m_ (Equacao 1)

_ (myy+m__)— (my_+ m_,)
B 2

E; (Equacao 2)

onde:En, é o efeito principalE; é o efeito da interacdoy. € a média dos valores da
variavel dependente no maior nivel do fator,é a média dos valores da variavel
dependente no menor nivel do faton,, € a média dos valores da variavel
dependente no maior nivel dos dois fatoms¢ a média dos valores da variavel
dependente no menor nivel dos dois fatones,é a média dos valores da variavel
dependentes no maior nivel do fator 1 e no menor nivel doZatn.. é a média dos

valores da variavel dependente no menor nivel do faterolneaior nivel do fator 2.
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Este delineamentdatorial realizado inicialmente permite a selecdo das
variaveis estatisticamente significativas para a proddgdenzimas de acordo com

o testd aplicado aos coeficientes de regressdo com um nivel dedésctnfianca.

2.5.2.Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Foi realizado um DCCR com os fatores que afetaram sigtifamente a
producdo de endoglicanase. Devido a dificuldade de otimizar sxlasividades
enzimaticas simultdnemente, a atividade desta enzimsefopre priorizada neste
trabalho. Logo, os niveis estudados no fatorial fraciorfiatim agora modificados
com o intuito de aumentar a atividade de endoglicanase.

O uso deste delineamento teve como objetivo obter um mdeeszgunda
ordem que prediz a producdo enzimatica (variavel dependentejuncdo das
variaveis estudadas (variaveis independentes). Neste exprinidizaram-se 0s
pontos fatoriais (-1 e +1), pontos axiais (-1,68 e +1,68) eonw® centrais (0). O
ponto central foi repetido sete vezes para estimar o experimental e foram
definidos pela seguinte combinacdo: concentracdo de foaadeie % (M/V);
concentracdo de peptona, 1-3 % (m/v); concentracao 86,76-20 mg/L; tempo,
120-240 h. Todas as variacbes dos niveis dos fatores foramadagali
estatisticamente pelo teste

Os dados obtidos do DCCR (Tabela 2) foram utilizados paraaajus
modelo polinomial quadratico ou modelo de superficie de respbs segunda

ordem, o qual pode ser representado pela seguinte equacao:

Y = B0 + B1X1 + P2X2 + BaX3z + P11X12 + P2o2Xo2 + BasXs2 + P12X1X2  (Equagéo P
+B13X1 X3+ B2aXoX3 + €

Onde:

- X1, X2 € X3 sdo as variaveis referentes aos fatores;

- Bo € uma constante, o ponto de intersecéo;

- B1, P2, B3 sé@o referentes aos efeitos lineares dos fatores;

- B11, P22, P33 S@0 referentes aos efeitos quadréticos dos fatores;

- B12, P13, P23 s@0 referentes aos efeitos de interacao dupla dos fatores;

- £ €0 erro experimental.
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Tabela 2- Valores reais e valores codificados (emnpasés) para o DCCRas

respostas observadas (obs.) e preditas (pred.) cordesyes.

Fatores Atividades (U/mL)
Ordem Forrageira Peptona ZnSO, Tempo Endoglicanase Celobiase FPase Xilanase

(%) (%) (mg/L)  (h) Obs. Pred. Obs. Pred. Obs. Pred. Obs. Pred.
1 2(-1) 1(-1  5(-1) 120(-1) 374 21 014 01 009 005 19,69 24,89
2 6 (+1) 1(-1 5(-1) 120(-1) 88 771 0,19 019 020 0,19 3749 41,11
3 2(-1) 3(+#1) 5(-1) 120(-1) 435 422 016 0,19 0,10 0,082 24,04 26,71
4 6(+1) 3(+1) 5(-1) 120(-1) 5,93 595 0,16 0,18 0,17 0,17 29,17 26,52
5 2(-1) 1(-1) 20(+1) 120(-1) 421 265 0,13 013 0,11 009 19,11 26,63
6 6(+1) 1(-1) 20(+1) 120(-1) 11,12 9,57 021 024 024 020 40,75 41,84
7 2(-1) 3(+1) 20(+1) 120(-1) 452 364 020 022 011 011 2237 2424
8 6(+1) 3(+1) 20(+1) 120(-1) 6,72 668 020 0,23 013 0,17 25,05 23,04
9 2(-1) 1(-1)  5(-1) 240(+1) 426 352 014 011 009 007 2032 309
10 6(+1) 1(-1)  5(-1) 240(+1) 9,17 906 022 021 021 020 4549 49,25
11 2(-1) 3(+1) 5(-1) 240(+1) 5,12 568 028 025 006 01 2851 33,052
12 6 (+1) 3(+1) 5(-1) 240(+1) 656 7,34 028 026 014 0,18 33,93 34,99
13 2(-1) 1(-1) 20(+1) 240(+1) 469 368 0,14 0713 008 007 2506 33,34
14 6(+1) 1(-1) 20(+1) 240(+1) 11,19 10,53 0,30 0,26 0,13 0,17 44,77 50,68
15 2(-1) 3(+1) 20 (+1) 240(+1) 4,33 4,7 0,29 0,27 0,07 0,09 26,32 31,28
16 6 (+1) 3(+1) 20(+1) 240(+1) 701 767 026 030 009 0,13 31,77 32,2
17 0(-2) 2(00 125(0) 180(0) 1,13 1,75 001 004 001 004 3804 32,33
18 8(+2) 2(0) 12,5(0) 180(0) 10,19 10,33 0,19 0,16 027 022 47,99 49,48
19 4(0) 0(-2) 12,5(0) 180(0) 3,78 51 0,01 006 005 0,09 4332 47,44
20 4(0) 4(+2) 12,5(0) 180(0) 593 437 024 020 017 0,09 2912 30,78
21 4(0) 2(00 -25(-2) 180(0) 730 7,62 021 024 018 019 4337 36,08
22 4(0) 2(0) 27,5(+2) 180(0) 7,06 851 033 031 0,22 0,19 419 35,035
23 4(0) 2(0) 12,5(0) 60(-2) 2,05 363 033 027 007 012 11,07 9,51
24 4(0) 2(0) 12,5(0) 300(+2) 68 604 030 035 017 01 27,35 24,69
25 4(0) 2(0) 125(0) 180(0) 1601 1639 0,28 0,34 034 037 113,88 110,88
26 4(0) 2(0) 12,5(0) 180(0) 16,30 1639 0,33 0,34 0,38 0,37 113,83 110,88
27 4(0) 2(0) 12,5(0) 180(0) 16,37 1639 0,37 0,34 039 0,37 107,75 110,88
28 4(0) 2(00) 125(0) 180(0) 17,14 1639 0,34 034 037 037 107,44 110,88
29 4(0) 2(0) 125(0) 180(0) 16,05 1639 036 0,34 041 037 112,81 110,88
30 4(0) 2(0) 12,5(0) 180(0) 16,61 16,39 0,33 0,34 0,37 0,37 107,57 110,88
31 4(0) 2(0) 125(0) 180(0) 1624 1639 0,34 034 037 037 112,84 110,88

2.5.3.Andlises estatisticas

As matrizes dos dados codificadas, os céalculos estatisti a regressao dos

dados, assim como os graficos de superficies de resposta; fealizados no
softwareestatistico MINITAB 14.
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2.6.Caracterizacao bioquimica das enzimas

Efeito do pH e temperaturas atividades das enzimas foram determinadas
com o pH variando de 3,0-8,0 utilizando o tampé&o acido afivsfato de sodio
(Mcllvaine, 1921) e temperaturas entre 20 e 80 °C.

Andlise da termoestabilidadamostras das enzimas foram pré-incubadas por
diferentes periodos de tempo na temperatura de 60 °C. A estdbiliérmica das
enzimas foi avaliada mensurando-se a atividade residual d#oaomm 0s ensaios
padrdes.

Os resultados das andlises sao apresentados como médhidatpdelrdo de
trés medicdes. Os valores de meia-vida das enzima® fralculados pelo ajuste dos
dados obtidos nos experimentos de termoestabilidade a uma ecpxgpiencial
utilizando osoftware Curve Expert 1.3.

2.7.Sacarificacdo do bagaco de cande-acucar

O extrato otimizado dé°. sanguineusPR2 foi utilizado como fonte de
enzimas para a hidrélise do bagaco de cana. Este eximatértafoi suplementado
com diferentes propor¢cdes de celobiase comercial (Nowz,/88) para verificar
possiveis efeitos inibitérios sobre as atividades dasases.

Previamente, 25 g de biomassa seca e moida forétnapadas com uma
solucdo de hidroxido de sédio 1 % (m/v), sendo a carga @sdinal de 10%
(m/v). Os tratamentos foram realizados em duplicata entlautopor 60 min a 121
°C. A fracdo solida resultanteoif lavada cuidadosamente com agua destilada,
filtrada, colocadaem recipiente hermético e entdo armazenada a QOA
composicao quimica do bagaco de cana pré-tratado e nadotfatadeterminada
utilizando-se o método de lignina Klason modificado do od@fmadrdo TAPPI T222
om98 (TAPPI, 1993

A sacarificacdo enzimatica do bagaco de cana pré-ordtadealizada em
frascos contendo 50 mL dos extratos enzimaticos diluggmepriadamente em
tampédo acetato 100 mM, pH 4,0. O extrato enzimatico otimizad®. danguineus
PF2 foi utilizado em todos os experimentos de sacarificag@audo, o mesmo foi
previamente concentrado 10 vezes a partir do sistema mdiltidticdo Amicon
(Millipore Co. — Billerica, MA, USA) e utilizando o filtro de membrana ¥M

(Cut-off Mr 10.000 Da). Foram realizadas quatro sacarificacéem cargas
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enzimaticas diferentes, sendo a primeira (sacarificd¢&ontendo apenas o extrato
otimizado doP. sanguineu®F2, com uma carga de 10 U de FPase. J& nas demais
sacarificagfes, foi utilizado o extrato otimizado, comesma carga enzimatica, mas
suplementado com diferentes quantidades de celobiasectalm®&rU (sacarificacdo
2), 10 U (sacarificacdo 3) e 20 U (sacarificacdo 4). Paitarepossiveis
contaminag0es, foi adicionado ao meio azida sédica&idina nas concentragbes
de 10 mM e 1 mg/mL, respectivamente. Em todas as reacOsacdseficacdo, a
carga de sélidos final foi de 2 % (m/v). Por fim, osé@s foram acondicionados em
um agitador orbital, a 50 °C e 150 rpm por 120 h. Amostras denD,5oram
periodicamente retiradas da mistura de reacdo e iraat#ate colocadas em banho
fervente para a completa desnaturacdo das enzimas. Gtostete, as mesmas
foram centrifugadas a 10.000gxoor 10 min e o sobrenadante foi estocado a -20 °C
para as analises posteriores. Todas as reacdes déicsa@iforam realizadas em
duplicata.

As amostras resultantes das reacdes de sacarificag@m fnalisadas em
HPLC utilizando-se um cromatografo da marca Shimadzu, sédeetfliipado com
a coluna Aminex HPX87P (300 x 7,8 mm) e com detectores de indiedralgho. A
fase movel utilizada foi agua em um fluxo de 0,6 mL/min, a°80 A taxa de

conversao dos produtos liberados foi calculada de acord@aequacéo 4.

Glicose (%) x 0,9 x 100
Glicana inicial (%)

Conversio (%) = (Equagio 4)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Selecéo da fonte de carbono e nitrogénio

As necessidades nutricionais dos microrganismos sdo divarsasvez que
estes apresentam diferengas inerentes na sua capag@adsorver componentes
externos e sintetizar os constituintes celulargsadir de nutrientes simples. A
demanda por agua, fontes de energia, carbono, nitrogénioosdims a todos o0s
microrganismos. Logo, para os estudos de otimizagdo do mesolte para a

producéo de celulases e xilanase pelo fuRgsanguineu®F2, foram realizados
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previamente testes de qual seria a melhor fonte de @amdamtrogénio para a
producao destas enzimas e os resultados estdo apresaat&ipsa 1.

Varias biomassas foram testadas como fonte de carboacpaducdo das
atividades enziméticas de endoglicanase, celobiase, EPdmase. A forrageira
(FG) foi a fonte de carbono que mais eficientemente indum aumento nas
atividades enziméticas de endoglicanase, xilanase e FRase. alividade de
celobiase foi mais induzida quando se utilizou o farelo @® tcomo fonte de
carbono (Figura 1A)Assim, para favorecer a producdo da maioria das enzanas,
forrageira foi a fonte de carbono escolhida para serad#éi nas préximas etapas
deste trabalho

Estudos mostram que dependendo da composicdo da fonte deocarbon
utilizada, cada fungo pode induzir de forma diferenciada dugéwm das enzimas do
complexo  celulolitico e hemicelulolitico (ADAV et al. 2012
RAKOTOARIVONINA et al., 2012), por isso € muito importantstée varias fontes
de carbono com diferentes composicdes lignocelulogeaa a producdo destas
enzimas. Além disso, € importante que estas fontes dentasejam de baixo custo,
pois um dos grandes obstaculos para a producao de etasejuleda geracédo € o
alto custo das celulases e hemicelulases envolvidas ndidedia biomassa, o que
esta diretamente relacionado com o preco do meio deccultiizado na producao
destas enzimas. Atualmente, o custo das enzimas comendiasdas na hidrolise
representa 24 % do custo final do bietanol, tornando o pm@@®Er0so, 0 que
inviabiliza sua producéo em escala industrial (SINGHANd#2al., 2010).

As forrageiras, de modo geral, possuem um alto teor devideatos,
aproximadamente 45 % de celulose e 31 % de hemicelulosegsrabmparaveis aos
de outras biomassas residuais como o0 bagaco de casabagp de milho. Contudo,
o seu diferencial estd na porcentagem de lignina, em tend2 %, valor bem
inferior aos encontrados na maioria das biomassaschkgmosicas (COUTO et al.,
2004). O baixo teor de lignina é uma caracteristica desgjave a producédo de
enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas, pois este pmomnte na matriz
lignocelulésica dificulta o acesso das enzimas ads®ahatos. Além disso, a lignina
pode promover uma intensa adsorcao inespecifica dasasngume irdo hidrolisar a
celulose e a hemicelulose, diminuindo a rendimento da Beae&io (CANILHA et
al., 2010).
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Figura 1- Efeito de diferentes fontes de carbono (A) e de nitrog@)lcsobre a
atividadeervimatica de endoglicanase (m), celobiase (m), FPase {) e xilanase ).
Fontes de carboncCE, capim elefante; FG, forrageira; PC, palha de cana; SM,
sabugo de milho; PM, palha de milho; FT, farelo de trigo; B&aco de cana.
Fontes de nitrogénio: PP, peptona; EL, extrato de levedura; NSQOINSA,
(NH4)2SQy; NA, NH4NOs.
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Assim como as gramineas do tipo cana-de-agucar, as foasgsé
desenvolvem bem nos tropicos e subtropicos e possuem aiteaeficiéncia
fotossintética (plantas C4), isto é, alta capacidadeatisformacdo da energia solar
em biomassa, sem requerer muita agua e outros nutrienteBraNiy as forrageiras
sdo comumente utilizadas para alimentacdo animal. Produt®dmesuma vasta
experiéncia na producgéo e transporte de milhdes de toneladasrageiras a cada
ano (ANDERSON et al., 2010), as quais sao habitualmente vendiden preco
muito baixo para empresas de ragdo animal (SUN e CHENG,.208%9, utilizar
este tipo de biomassa lignocelulésica como fonte deowarpara a producdo das
celulases e hemicelulases € uma estratégia interespara reduzir o custo de
producdo das enzimas, visto que estas fontes existem emegrgnantidades e
possuem um custo muito reduzido, quando comparado com sobsirdgéticos por
exemplo (HIDENO et al., 2011). Aléem disso, os fungos de podbd@aca, como o
Pycnoporus sanguineusatuam na natureza decompondo a madeira, sendo
reconhecidos por sua grande habilidadedegradar todos os componentes da matriz
lignocelulésica presentes neste substrato natural, ja quetase uma variedade de
enzimas lignoliticas e hemiceluloliticas (TE@GHVIASHITAH, 2010).

O nitrogénio também é um constituinte essencial as célutas vez que é
necessario a formacédo de aminoacidos e acidos nucl&easteor na célula pode
atingir até 15 % em massa seca (GUOWEIA et al., 2011 mi@®rganismos em
geral apresentam grande diversidade na assimilacdo de émntesrogénio. Para
testar qual a melhor fonte de nitrogénio na inducédo deslates das celulases e
xilanases, foram utilizadas duas fontes organicas, peptor@atoede levedura, e
trés fontes inorganicas, NaMNO(NH,).SO, e NH4sNO;. As fontes de nitrogénio
organicas apresentaram melhores resultados para todd&idades analisadas,
contudo, a peptona foi relativamente melhor no que Bwerea atividade de
endoglicanase, por isso, a peptona foi a fonte de nitrogéiiiada nos proximos

experimentos de otimizacédo da producéo enzimatica (Figura 1B)
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3.2.0timizag&o do processo fermentativo

3.2.1.Delineamento fatorial fracionado

Os fatores estudados e 0s seus respectivos niveis, aléresddiados das
atividades enzimaticas das celulases e da xilanase obtddslineamento fatorial
fracionado estdo apresentados na Tabela 1. Neste experifoepossivel analisar
quais fatores afetam significativamente a producdo dasnas tanto de forma
isolada (efeitos principais ou primarios) quanto de foommbinada com outros
fatores (efeitos secundarios).

Tanto a concentragdo de nitrogénio quanto o tempo deccualtivprocesso
fermentativo afetrama producao das atividades de endoglicanase, FPase e xilanase
Contudo, estes fatores apresentaram efeitos oposta® senitrogénio um efeito
negativo e o tempo um efeito positivo. Ja para a atividad=elobiase, o nitrogénio
teve um efeito positivo e o tempo isoladamente nétwafa atividade desta enzima,
mas a interacdo dos fatores concentracao de nitrogéemp® de cultivo apresent
um efeito positivo (Tabela 3). Com base nestes st e enfatizando a producéo
da maioria das enzimas, 0s niveis da concentracdo de nitrogéo tempo de
cultivo foram modificados para 1-3 % (m/v) e 120-240 hpeesvamente, para o
DCCR.

Além da concentracdo de nitrogénio e do tempo de cultisointeracoes
C*Zn e N*Zn afetaram positivamengeproducao da endoglicanase. Assim, como 0s
efeitos de interacdo foram positivos e levando-se emideracdo o efeito negativo
da concentracao de nitrogénio, conclui-se que deve-se diromualores dos niveis
dos fatores concentracdo de carbono e zn3@bela 3)Logo, no DCCR os niveis
da concentracdo de carbono e ZpS@am modificados para 2-6 % (m/v) e 5-20
mg/L, respectivamente.

E importante salientar que todas as andlises apresentarefiniente de
determinacdo F¥) maiores que 99 %, mostrando que houve excelente correlacdo

entre os dados.
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Tabela 3- Efeitos principais e de interacdo dupla observadostoadhfracionado

para a concentracdo da fonte de carbono (C), concaotds; fonte de nitrogénio
(N), concentragédo de Zn@n), concentracao de KRAO, (K) e tempo (T) sobre as
atividades das celulases e da xilanase. Valores correspesidast unidades

codificadas.
Fat Efeitos
atores Endoglicanase Celobiase FPase Xilanase
C -0,313 -0,007 0,0009 0,871
N -4,35* 0,045* -0,034* -7,996*
Zn -1,237 -0,011 -0,011 -0,683
K -0,308 0,0004 -0,017 -1,965
T S5* -0,016 0,057* 11,141*
C*N 0,553 -0,0023 -0,00009 -0,39
C*Zn 1,599* 0,0005 0,011 1,843
C*K 0,176 -0,001 0,017 1,359
C*T 1,163 0,0065 0,002 0,525
N*Zn 1,561* 0,016 0,003 0,42
N*K 0,727 0,012 0,018 2,518
N*T -2,41* 0,055* -0,036* -6,774*
Zn*K -0,966 -0,017 -0,0005 -0,552
Zn*T 0,102 -0,011 0,001 -1,207
K*T -1,246 0,0006 -0,009 -1,204

*Efeitos significativos a 5 % de probabilidade (valores).

3.2.2.Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Os fatores concentracdo de carbono, concentracdo degémii,
concentracdo de ZnQ@ o tempo de cultivo foram analisados no DCCR. Os \&alore
dos niveis dos fatores e os resultados das atividades enasndas celulases e da
xilanase obtidos neste delineamento estdo apresentadolsata Z.a

A partir da analise de regressao foram obtidos os modelgggunda ordem
(Eq. 4-7, Tabela 4) para as respostas atividade de endagicacelobiase, FPase e
xilanase como uma funcdo dos parametros estatisticaragmificativos (p < 0,05).
Como ost valores para as regressdes foram altamente signifisafy < 0,05) e
houve uma boa correlacdo entre os dados, ja que oieea#tos coeficientes de
determinacdoR?), o modelos encontrados s&o considerados adequadosagtqort
foram utilizados para predizer as respostas em funcadattoes e para gerar 0s
gréficos de superficie de resposta. Além disso, os vgloee#tos foram confirmados

pelos dados experimentais obtidos.
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Tabela 4- Equacdes de segunda ordem obtidas para as atividades dasenzima

Atividade (U/mL) Regress&o R? (%)

Endoglicanase Y=16,39+2,14C-0,97CN-2,59@2 91N-2,08Zrf-2,89T 95,0 Eq.4

Celobiase Y=0,34+0,034C+0,03N-0,025CN-0,058Q,051N 88,1 Eq.5
FPase Y=0,38+0,047C-0,061%0,071N-0,046211-0,066 91,6 Eq.6
_ Y=110,88+4,29C4,16N+3,79T-17,49617,94N-18,83Zrt
Xilanase 96,6 Eq.7
-23,45T '

C: Concentragéo de forrageira; N: concentracao de nit@géni concentracao de
ZnSQ; T: tempo de cultivo. Todos os coeficientes de regoedsd fatores foram
estatisticamente significativos de acordo com o te§te< 0,05). Foram utilizados os
dados codificados.

A maior atividade de endoglicanase obtida foi de 17,14 U/mbrgrada no
tratamento 28, um dos pontos centrais do DCCR. Os pontaaisdhtatamento 25-
31) apresentaram pouca variacdo, indicando boa reprodisdeli dos dados
experimentais (Tabela 2). Apesar de a concentracao @dgdina nao ter tido efeito
significativo no delineamento fatorial fracionado de farimolada, no DCCR este
fator apresentou um grande efeito positivo. Isto ocorreu ponguBCCR, 0s niveis
do fator concentracéo de forrageira foram deslocadosvpkmaes inferiores aqueles
estudados no fatorial fracionado, o que fez com que estetiadsse este efeito
positivo no DCCR. Este resultado sugere que é necessarigalor minimo da
concentracdo de fonte de carbono para a producdo de emdagk. Resultados
similares foram encontrados para a atividade de FPasbjasd e xilanase.

A interacdo entre concentracdo de forrageira e ctnagéo de peptona foi
significativa na inducdo da producdo da endoglicanse e da selpbiresentando
um efeito negativo. Assim, para aumentar a atividadeasleshzimas, deve-se
aumentar a concentracdo de forrageira e diminuir secbrag;do de peptona (Figura
3).
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Figura 3— Graficos de superficie de resposta das atividades enzimgtadiszidas

pelo fungo P. sanguineusem relacdo aos fatores concentracdo de forrageira e
concentracéo de peptona.

Para todos os fatores analisados, o efeito quadradicsidaificativo,
indicando a existéncia de um ponto de maxima atividade paes@sstas atividade
de endoglicanase, FPase e xilanase. Ja para a atividadeligseedmmente o efeito
quadratico dos fatores concentracéo de forrageira e doag@®m de peptona foram
significativos.

Tanto no delineamento fatorial quanto no DCCR, os fataresentragéo de

ZnSQ, e tempo de cultivo ndo apresentaram efeito significatdlwe a producéo de

celobiase. Logo, para maximizar a producdo desta enzima ossvdé&concentracado

de ZnSQ e o tempo de cultivo devem ser fixados no menor nivedtaDierma, o

ZnSQ, ndo deve ser adicionado ao meio de cultura, j& que orméra foi zero
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Assim para a maxima atividade de celobiase (0,35 U/mL) os valores®para 0s
fatores concentracdo de forrageira, concentracdo de peptdampo de cultivo
foram 4 % (m/v), 2 % (m/v@ 60 h.

Para a maxima atividade de endoglicanase (16,42 U/mL), F®&88el/mL)

e xilanase (111,03 U/mL), os valores 6timos para os fatoresentracao de
forrageira, concentracdo de peptona e concentracao de, Zma@@ 4 % (m/v), 26
(m/v) e 12,5 mg/L, respectivamente. Ja os valores 6timas aempo de cultivo
foram 186,1 h para endoglicanase, 180 h para FPase e 185,1 HgasexiTodos
estes valores de atividades tedricos foram bastamtellsgntes aos encontrados
experimentalmente neste trabalho, validando assim o0s msodeltematicos
encontrados (Tabela 4).

Considerando os testes iniciais como parte do estudo de amténizda
producdo das celulases e xilaegsverifica-se que todo o processo foi bastante
eficiente, visto que houve expressivos aumentos na ativideskas enzimas,so
quais foram de 3,2, 17,2, 4,1 e 19,5 para as atividades de endaggicailanase,

FPase e celobiase, respectivamente.

3.3.Caracterizacao bioquimica das enzimas

O fungo P. sanguineusPF2 foi cultivado nas condicbes Otimas para a
inducéo da atividade de endoglicanse e o0 extrato enzimaticio dbi parcialmente
caracterizado para verificar se 0 mesmo pode ser dplide forma eficaz em
processos de sacarificacdo de biomassas lignocelulé@sassultados do efeito da
temperatura e do pH sobre as atividades de endoglicanasesgile celobiase estdo

mostrados na Figura 4.

As celulases e a hemicelulase apresentaram, de fornad, geaiores
atividades em temperaturas compreendidas entP€ 4565°C e em valores de pH
mais acidos, entre 4,0 e 5,5. Além disso, todas as enfima@s sensiveis a altos
valores de pH, principalmente a celobiase, que perdeu totalreea atividade em
pH acima de 6,5. Esta enzima, juntamente com a xilate®sdém foi sensivel a

valores de pH muito baixos (pH menores que 4,0).
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Figura 4 - Efeito da temperatura (A) e do pH (B) sobreiadatle das
enzimas endoglicanases)( xilanase ¢) e celobiase Y) do fungo

Pycnoporus sanguinetl®~2 crescido em forrageira como fonte de carbono.

O pH onde se obteve a maior atividade de celobiase foi 5/@&u@m nos
valores de pH de 4,5 e 5,5, a enzima ainda reteve 65 e 70% alivglade inicial.
A partir do pH 6,5, a enzima perdeu totalmente sua atividadstrando sua alta
instabilidade em meios alcalinos, o que as tornam inviavejsreoessos industriais
qgue utilizam estas condigdes, como por exemplo em indsigékteis (MENON e
RAO, 2012). O pH 6timo para a atividade de endoglicanase foi druido em
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valores de pH 3,5; 4,5 e 5,0, a atividade de endoglicanase atele miveis
superiores a 90 % de atividade. SAHA (2003) encontrou valoneld déimos para a
endoglicanase do fungducor circinelloidescrescido em lactose e celobiose, com
maxima atividade encontrada em uma faixa de pH entre 4,0 d&%®.xilanase
apresentou maior atividade no pH 5,5, com a enzima retenokirapdamente 80 %
de atividade na faixa de pH de 4,5,8 @-igura 4B) Assim, de forma geral, o perfil
da atividade das celulases e xilanasé’desanguineugm diferentes valores de pH
foi bastante semelhante aos dos complexos celulaliiecoutros fungos reportados
na literatura (BALDRIAN et al., 2008; KARBOUNE et al., 2008; @ASTRO et
al., 2010.

A endoglicanase e a xilanase apresentaram esatividades na temperatura
de 65°C. Entretanto, ambas mantiveram aproximadamente 70 #adatisidade em
uma faixa de temperatura que varia entre 50 8C7(Figura 4A), mostrando que
podem ser aplicadas em diferentes bioprocessos, ja que ipoakaeatividade em
diferentes temperaturas. Além disso, estas enzimaseapaesn temperaturas
otimas superiags as observadas em outros trabalhos (SAHA, 2003; ALMEIDA et
al., 2009.

Ja para a enzima celobiase, a temperatura 6tima foi i@, g@rém também
apresentou altas atividades nas temperaturas 56@ (B85 e 94 %, respectivamente)
(Figura 4A) As celulases e a xilanase Besanguineu®F2 apresentaram também
atividades consideraveis em temperaturas proximas a 40 °S ({®mad0 % de
atividade residual), possibilitando o uso do extrato enzimaticee dasgo em
processos de sacarificacdo de biomassas onde se empregaistema de
sacarificacdo e fermentacdo simultaneame®&( Simultaneous Saccharification
Fermentatio, ja que a temperatura utilizada na sacarificacdo € proxiema
temeratura Otima de alguns microrganismos fermentadore#iliea® utilizados
neste tipo de processo (temperaturas entre 40-45 °C). tAgean observada neste
processo é a diminuicdo dos efeitos inibitérios causadas pebdutos finais da
hidrélise da celulose e, consequentemente, sSdo requenda®res cargas
enzimaticas (BALLESTEROS et al., 2004; PARK et al., 2010). Caontledtando-se
em consideracdo as condi¢cdes Otimas das celulasesnasggaproduzidas pd?.
sanguineus as condicdes ideias para a aplicacdo deste extraim&tico seria

sistemas de hidrolise e fermentacdo separa@&déF (— Separated Hydrolysis
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Fermentatiof), onde a temperatura de hidrélise geralmente empregada é °@ 50
(FAGA et al., 2010).

Logo, as celulases e xilanases &e sanguineusPF2 mostraram-se
caracteristicas acidicas, as quais sao desejavei®pam@cessos de bioconverssao
da celulose, onde se utiliza o pré-tratamento acido deabgarlignocelulésica. Além
disso, como todas as enzimas celuloliticas presentst® mxtrato enzimatico
possuem valores de temperaturas e pH 6timos proximos acermtpdos pelas
enzimas doTrichoderma reeseigproximadamente 50 °C e 5,0 respectivamente
(SINGHANIA, 2010), podendo ser utilizado como parte decooktail enzimatico.

Em termos biotecnoldgicos, € de substancial importamoiastudo sobre a
estabilidade térmica das enzimas. Varios processos irmdsidnrequentemente sao
comprometidos pela inativacdo dessas macromoléculas apds tempo,
influenciando no rendimento final do produto desejado. Logste trabalho também
avaliou-se a estabilidade das enzimas endoglicanase, celebidknase a 66C,

sendo os resultados apresentados na Tabela 5,,@adontrados para as enzimas

endoglicanase, xilanase e celobiase foram 15, 14,6 e 3,$pectiwamente. Esse

parametro representa o0 tempo necessario para que a enzocaa5Pe% da sua

atividade inicial.

Tabela 5- Estabilidade térmica das enzimas apés pré-incubacédo a 60 °C.

Atividade residual (%)

Tempo de incubacado (h) Endoglicanase  Xilanase Celobiase
0 100+0,6 100+1,3 100+0,8
0,5 89,95+2,7 81,00+1,8 84,63+2,8
1 85,96+1,9 75,88+1,7  74,23+0,9
2 79,4940,9 73,14+1,1  60,19+0,7
4 74,08+2,1 69,72+1,6  47,46+1,1
8 63,56+2,8 60,13+1,9 31,37+1,3
13 54,24+0,7 52,41+1,5 18,71+0,4
24 36,32+1,2 39,09+0,7 16,91+0,2
48 20,1040,8 24,15+1,1  13,45+0,4

A endoglicanase e a xilanase obtiveram decaimentos senaslhamt suas

atividades durante o intervalo de tempo de pré-incubagcdcs Apd horas, estas

enzimas ainda apresentaram 63,56 e 60,13 % de atividade resisipattivamente

(Tabela 5). Como observado, essas enzimas apresentasaconsideraveis,
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conservando 50 % da sua atividade residual durante um intedealtempo
significativo, aproximadamente 15 h. Essa caracteristida per importante para a
producéo de bioetanol, ja que comaelevados estas enzimas seriam mais resistentes
aos longos tempos de incubacgéo na hidroélise dos carbojdrasodtando em uma
porcentagem de conversao maior. Em diversos estudos déicgagi#o de biomassas
estdo sendo utilizados tempos de reacdo entre 22 h (SANTOS et al., 2010;
YAMASHITA et al., 2010; FALKOSKI et al., 2012). Nos estudos de G&Oal
(2008), a endoglicanase obtida a partirAdpergillus terreusM11 reteve 65 % da
sua atividade inicial apds ser incubada &7 @or seis horas. Ja a xilanase produzida
por Aspergillus foetidugsultivado com 1 % de xilana birchwood também apresentou
resultados bastante inferiores aos encontrados nalsédhin, pois manteve apenas 36
% da sua atividade inicial apdés pré-incubada por trés rora8 °C (SHAH &
MADAMWAR, 2005).

A celobiase, por sua vez, apresentou um bajxcat60 °C, o que ndo é
interessante do ponto de vista industrial, jA que estemar&uma das ultimas a atuar
no processo de sacarificacdo de biomassas lignocels0siApos quatro horas de
incubacao, reteve apenas 47,46 % e com oito horas sua deiviesidual ja era
proxima de 31,37 %, a qual foi decrescendo gradativamentes at® h, tempo no
gual se observou uma atividade desprezivel (Tabela 5). Agsim, possivel
aplicacdo deste extrato enzimatico no processo de prodigdmoetanol, seria
interessante a suplementacdo de outras celobiasefaftiinte comum em estudos
de sacarificacdo de biomassa lignoceluldsicas, visto gaersima é essencial para
diminuir o efeito inibitério causado pela celobiose asasuanzimas envolvidas no
processo (DUFF & MURRAY, 1996). Assim, além de estar em oieahi
significativa a celobiase deve também ser estavel na temperatura désgoo©utra
forma de aumentar a estabilidade desta enzima no meionakseria a partir da sua
imobilizacdo em suportes sélidos, o que traria a vantagepostdvel reutilizacédo
desta enzima na sua aplicacdo industrial. Além dissodastde melhoramento
enzimatico podem ser realizados, a fim de aumentar a atadbiliérmica desta

enzima, utilizando, por exemplo, técnicas de mutacaodsitgida.
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3.4. Sacarificacdo do bagaco de cande-aclUcar

Para avaliar a desempenho do extrato otimizado produzido pejo Ri
sanguineu$®F~2, o bagaco de cana, pré-tratado com NaOH 1 % (m/v), fiagld
como substrato nos experimentos de sacarificagdo devidewagrande potencial
para ser utilizado como matéria-prima lignocelulésica paproducéo de etanol de
segunda geracdo no Brasih Tabela 6 apresenta os resultados da composicao
guimica do bagaco de cana pré-tratado e ndo tratado. O olgetpré-tratamento
alcalino foi remover a lignina da biomassa e consequentemesduzir a
cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade dtesiais lignocelulésicos, o
gue facilta o acesso das enzimas hidroliticas na subgeqsenarificacdo da
biomassa (KUMAR et al.,, 2009). Verifica-se que o pré-tratam realizado foi

efetivo na remocéao da lignina presente no bagaco deagoa) foi de 82,5 %.

Tabela 6- Composi¢cdo quimica do bagaco de cana pré-tratado com Na@H 1

(m/v). Os valores séo indicados como porcentagem deiana¢€a.

Composicdo quimica (%)

Amostras Glicanas Xilanas Galactanas Mananas Arabnanas Lignina
Nao tratado 45,4+0,3 21,7+0,1 0,4+0,0 0,3+0,1 1,8+0,0 22,0+0,4
Pré-tratado 51,5+1,3 27,9+0,3 n.d.* n.d.* 28+0,1 8,1+0,3

* ndo detectados.

Posteriormente, o extrato otimizado Bosanguineug o extrato otimizado
de P.sanguineussuplementado com celobiase comercial, Novozymes 188, nas
proporcdes FPase:celobiase de 10:5, 10:10 e 10:20, foram aplicadoarifecagio
do bagaco de cana pré-tratado com NaOH 1 % (m/v). Conikagép @anteriormente,
a utilizacdo de suplementacbes de celobiase é muito coemnextratos que
apresentam baixa atividade de celobiase, como € o casatrdbo eenzimatico
produzido peloP. sanguineus®F2, pois evitam o acumulo de celobiose no meio
reacional, diminuindo os efeitos de inibicdo enziméaticagste produto. ZHAG:
XIA (2009) obtiveram o dobro de producédo de etanol quando saagaifn palha de
milho com extrato enzimatico de reeseisuplementado com extrato enzimatico de
A. nigerrico em celobiaséOs resultados da porcentagem de glicose liberada apés 76

h de reacado estdo apresentados na Figura 5.
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O extrato enzimatico d®. sanguineusguando utilizado de forma isolada,
converteu 17,4 % da biomassa em glicose apos 76 h de rea¢@banto, quando o
mesmo extrato foi suplementado com celobiase comamnaigbroporcdo de 10:5,
10:10 e 10:20 (FPase:celobiase), a conversdo aumentou para 25,5 %,e22P3
%, respectivamente (Figura 5). Com a suplementacdo déiasdoao extrato
enziméatico deP. sanguineushouve aumento no rendimento de hidrolise de
aproximadamente 1,5 vezes. Contud@a@mentos na suplementacdo nao influenciou
o rendimento da hidrélise do bagaco de cana, sendo a @figi@ncia encontrada no
menor valor de suplementagdoom proporcdo de FPase:celobiase de 10:5.
FALKOSKI et al. (2012) encontraram um valor de conved@bagaco de cana pré-
tratado com NaOH 1 % (m/v) em glicose muito semelhanteencontrado neste
trabalho (22,6 %), utilizando o extrato enzimatico produzdo P. sanguineus

crescido em sabugo de milho como fonte de carbono.

30

25 A

20 A

Conversao em glicose (%)

0 1I0 2IO 3I0 4I0 5IO 6I0 7I0 80
Tempo (h)

Figura 5 - Producao de glicose em diferentes periodos g¢® temsacarificacdo do
bagaco de cana pré-tratado com NaOH 1 % (m/v) utilizanddrat@ otimizado de
P. sanguineu®F2 e o extrato otimizado d@. sanguineu®F2 suplementado com
celobiase comercial. (®) Extrato P. sanguineugo) extrato P. sanguineus celobiase
(10:5); (V) extrato P. sanguineus- celobiase (10:10); (A) extrato P. sanguineus
celobiase (10:20).
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Este aumento observado na eficiéncia de hidrélise propacid pela
suplementacdo de celobiase ocorreu porque esta enzinguasmnidade adequada,
ndo permite o acimulo de celobiose no decorrer da reggémnsequentemente,
inibicdo das endoglicanases e exoglicanases. Fataj@stedo ocorreu quando se
utilizou somente o extrato enzimatico Flesanguineysonde houve um significativo
acumulo de celobiose nas 10 primeiras horas da sacgéificdo bagaco de cana
(Figura 6) Além disso, a suplementacdo com celobiase, justament@&pgrermitir
0 acumulo de celobiose, aumentou a velocidade da hidrélisagégo de cana, onde
j& na prineira hora da hidrélise houve um aumento consideravel mtimento de

converséo da biomassa em glicose (Figura 5).

2,0

Celobiose (mg/mL)

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo (h)
Figura 6- Formacéo de celobiose durante a sacarificacdo do bagaemede
pré-tratado com NaOH 1 % (m/v) utilizando o extrato otati@ deP.
sanguineud®F2 e o extrato otimizado de. sanguineu®F2 suplementado
com celobiase comercial. (o) Extrato P. sanguineus (o) extrato P.
sanguineus+ celobiase (10:5); (V) extrato P. sanguineus+ celobiase

(10:10; (A) extrato P. sanguineus celobiase (10:20).

A suplementacdo com celobiase no extrato enzimaticd.dsanguineus
corrigiu a baixa atividade desta enzima no meio reacional, levanso aumento de
47 % no rendimento final em glicose. Contudo, 0 maximo remdonalcancado,

ocorrido na sacarificagdo com suplementacao de celohé&peoporcdo 10:5, ainda
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nao foi um valor expressivo, visando a sua aplicagéprenessos de bioconverssao
de biomassas lignocelulésicas. Este fato pode ser adplipelo baixo conteudo de
outras enzimas essenciais na hidrélise da biomassa, eoramoglicanase. A
atividade desta enzima no extrato concentrado 10 vereke fapenas 1,68 U/mL
(dado ndo mostrado).

Muitos trabalhos reportam a importancia das enzimas@cdas, como as
hemicelulases e pectinases, no processo de hidrélise ohadsia lignocelulésica
(SELIG et al., 2008JUODEIKIENE et al., 2011; ALVIRA et al., 2011; HU et al.,
2013). Assim, a possivel falta destas enzimas no compleko&ito produzido por
P. sanguineusambém pode explicar a baixa eficiéncia de converséo dwmbsa em
glicose. Contudo, a suplementacdo de extratos enzimaticos em enzimas
acessOrias de outros microrganismos, levando-se em c@gsidea composicao
guimica do bagaco pré-trdta pode resultar em altas taxas de conversao, visto que o
complexo enzimatico produzido pBr sanguineupossui caracteristicas adequadas
para a aplicacdo em processos de sacarificacdo da béoonddés disso, muitos
estudos ainda devem ser realizados com o intuito de uhoraelo balanceamento
enzimatico e de conseguir efeitos sinergisticos attishs no extrato enzimatico do

fungoP. sanguineuPF2.

4. CONCLUSOES

Neste estudo, a concentracdo de forrageira, concentr@eapeptona,
concentracdo de sulfato de zinco e o tempo de cultiv®.dsanguineugpara a
producdo de FPase, endoglicanase, celobiase e xilanasedbngizadas, obtendo-
se aumentos nas atividades de 4,1, 3,2, 19,5 e 17,2 vezesitikgsnente. Estas
enzimas foram entdo caracterizadas em relacdo a tomzee pH, apresentando, de
forma geral, maiores atividades em temperaturas entre68%°C e em valores de
alta termoestabilidade, conptde 15 e 14,6 h, respectivamente. Ja.aé celobiase
foi de 3,1 h. O potencial do extrato otimizado produzido Poisanguineusem
hidrolizar o bagaco de cana pré-tratado com solucadiredcfoi avaliado. O maior
rendimento de conversdao em glicose obtido foi de 25,5 %ndquatilizou-se
suplementacdo com celobiase comercial na propor¢gédo deFRESq : celobiase).
Logo, 0 extrato enzimatico produzido pBr sanguineusmostrou carcteristicas

compativeis com o processo de sacarificacdo de bionm@gsaeluldsicas, contudo,
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maiores estudos ainda devem ser relizados visando maieneBmentos de

conversao.
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CAPITULO 3

ESTRATEGIAS PARA A OBTENCAO DE COQUETEIS
ENZIMATICOS PARA SACARIFICACAO DE BIOMASSA:
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO, FERMENTACAO

SUBMERSA E SINERGISMO

80



CAPITULO 3 — ESTRATEGIAS PARA A OBTENCAO DE COQUETEIS
ENZIMATICOS PARA  SACARIFICACAO DE BIOMASSA:
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO, FERMENTACAO SUBMERSA E
SINERGISMO

RESUMO

Produzir coquetéis eficientes para a sacarificacdo daab&amlignocelulésica tem
sido um grande desafio para os pesquisadores, jA que aida¢&onda proporcdo
ideal das enzimas depende de varios fatores, como a doémpds biomassa a ser
sacarificada e um maior conhecimento dos compleXe#o® sinergisticos que
ocorrem entre as celulases e hemicelulases. Negpalhima varios coquetéis
enzimaticos foram produzidos a partir de diferentes mistuean diferentes
proporcdes, dos extratos brutos produzidoshha@anguineusjuando cultivado em
fermentacdo submersa,Ge cubensisquando cultivado em fermentacdo em estado
sélido. Os coquetéis produzidos a partir de uma simples mistasaextratos
enzimaticos destes fungos ndo apresentaram nenhum siied@ico positivo.
Contudo, quando esta mistura foi realizada de forma n@eenoional, ocorrendo
em uma das etapas de producdo enzimatica da fermentac@stado solido,
observou-se grandes efeitos sinérgicos sobre as atigsidd@®e enzimas FPase,
exoglicanase,  celobiase,  B-glicosidase, xilanase, p-Xilosidase e «o-
arabinofuranosidase, as quais aumentaram 52,2 %, 9,2 %, 88,5 %, 12,2 %,
56,2 % e 18,4 %, respectivamente. Por fim, o coquetel prodazidartir desta
mistura ndo convencional foi aplicado na sacarificadddagaco de cana e altos
rendimentos de conversdo de glicana e xilana foramgadan, de até 85 % e 95 %,
respectivamente. Todos os rendimentos de conversagoshtom este coquetel
enzimatico produzido foram maiores que 0s obtidos com o t@gerzimatico
comercial, indicando que este novo coquetel produzido tegranae potencial para
ser aplicado na hidrolise de biomassas lignoceluldsicas.

Palavras chaves: Sinergismo, celulases, hemiceluRgesoporusChrysoporthe
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1. INTRODUCAO

A biomassa lignocelulésica é a matéria-prima renovéas abundante e de
baixo custo que existe na natureza, sendo, portanto, exemsaestudada para a
producéo do etanol de segunda geracéo (LEE et al., 2008). A pratkibioetanol a
partir de biomassa atende a varios requisitos de sustel@de. No aspecto
ambiental promove a mitigacdo do carbono e gera um nmévelrde emissdes de
gases de efeito estufa. Os impactos socioecondémicos pssistao relacionados
com a geracao de empregos rurais, diversificacdo dazreaergética, aumento da
exportacdo e a possibilidade de complementar a demaeadgetca mundial. Diante
deste atual cenario, o etanol de segunda geracéo tenosgiderado uns dos mais
promissores para substituir o combustivel fossil etoruestudos estdo sendo
realizados com o intuito de tornar a sua producdo viavelnaml industrial
(GOLDEMBERG, 2007; MACEDO et al, 2008; OMETTO e ROMA, 2010 e
SARKAR et al., 2012).

A hidrolise da estrutura lignocelulésica € um dos passgsssarios para a
conversdo bioquimica dos carboidratos presentes nesta b#@raas etanol. As
celulases sdo um grupo de enzimas capazes de atuarem estsitura
lignocelulésica promovendo sua hidrdlise. Estas enzimas bg@watalizadores
altamente especificos que atuam sinergisticamente pdexracbo dos aclucares que
podem ser convertidos a etanol (CASTRO & PEREIRA Jr, 2@@)so de enzimas
para promover a sacarificacdo da biomassa é particuigrmantajoso porque ele
reduz a formacdo de compostos toxicos, utiliza condicbesnammde pH e
temperatura para sua realizacdo, permite a obtencdo detamol de melhor
gualidade e apresenta um menor custo no tratamento da dgaaaino processo
(HAHN-HAGERDAL et al., 2006; JEGANNATHAN et al., 2009).

Contudo, um dos grandes gargalos na producéo de etanol de sggratdm
€ o0 alto custo das celulases envolvidas na hidrélise da ldamas qual é
extremamente recalcitrante necessitando de grandesdagst de enzimas para a
sua eficiente hidrolise. Este fato inviabiliza a producdo dmoétem escala
industrial. Além disso, a alta complexidade e a variedadbidamssas passiveis de
serem utilizadas na producdo de etanol também pode ser bienpa pois um

coquetel enzimético eficiente para a hidrdlise de uma lEisan@ode ndo ser téo
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eficiente para a hidrolise de outros materiais lignocsict® (JEGANNATHAN et
al., 2009).

Para a completa degradacao da celulose é necessg@do aiergica de trés
enzimas: endoglicanases (EC 3.2.1.4), celobiohidrolases (EQ.136) ¢ B-
glicosidases (EC 3.2.1.21) (VAN DY& PLETSCHKE, 2012). Além das celulases,
existe também um grande grupo auxiliar de enzimas que podem atuar &
hemicelulose e contribuir para uma hidrélise mais efieieda biomassa. Dentre
estas enzimas, conhecidas como hemicelulases, podenmasadest glucoronidases,
acetilesterases, xilanasdsxilosidases, galactomananases, a-arabinofuranosidases,
a-galactosidases e glucomananases (DUFF & MURRAY, 1996).

Alguns trabalhos tém demonstrado que as hemicelulases patemn
sinergisticamente com as celulases, aumentandoi@nefec da hidrélise da celulose
(BERLIN et al., 2007; HU et al., 2011). Além disso, ao hidaslia hemicelulose, as
hemicelulases promovem a formacgéo de espacos sobra ddi celulose, facilitando
0 acesso das celulases. De forma analoga as hemiesjuadras enzimas que
também atuam sobre a biomassa lignocelulésica podenpfianccomo enzimas
acessorias, faciltando o acesso das celulases sofiileassde celulose, como por
exemplo, enzimas lignoliticas e pectinases (VAN DYKIEFPSCHKE, 2012)

Até o momento a comunidade cientifica ainda ndo chegouaacantlusao
sobre qual a proporcdo ideal das enzimas para a hidrolise aiaadsia
lignocelulésica. Além do complexo sinergismo entreeasimas, essa indefinicdo
também se deve a adequacao do coquetel a uma determinadasaicarao tipo de
pré-tratamento ao qual ela foi submeti@a formulado celulolitico ideal pode ser
obtido pelo cocultivo de linhagens superprodutoras dos principass die celulases
(WEN et al., 2005); pela producéo isolada de celulases eripostastura dos
extratos purificados em proporcdes pré-otimizadas (LEVINE.eR@11) ou ainda
pela incorporacdo controlada de genes de celulases em ormgani®spedeiros
(SRIVASTAVA et al., 1999).

Além da composi¢cdo da biomassa, utilizada como fonte dsormar as
diferentes condicdes de cultivo também podem resudtar diferengcas no
crescimentado fungo, e consequentemente afed coquetel enzimatico produzido
A influéncia do pH e da temperatura, dos nutrientes do melio o de cultivo,
além da adicdo de outras culturas tem sido extensaesnigados (CUNHA et al.,

2012) As duas principais estratégias utilizadas para a producédo dasesle
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hemicelulases por microrganismos sdo a fermentacédotadoesoélido (FES) e a
fermentacdo submersa (FS), sendo que cada um destessriétoduas vantagens e
desvantagens, além disso, cada fungo pode crescer de dideranciada nos
diferentes cultivos. (HOLKER et al., 2004). Assim, a obiende preparados com
alta atividade celulolitica vai depender tanto do microsyaaiutilizado quanto do
processo de producao das enzimas.

Neste trabalho dois fungoBycnoporus sanguine@sChrysoporthe cubensis,
foram estudados quanto a sua eficiéncia em produzir cel@dsasicelulases tanto
em FES quanto em FS a partir de diferentes biomassasdiglisicas. Estudos
prévios mostram que €. sanguineu® um bom produtor de endoglicanases e
enzimas lignoliticas, as quais podem atuar como enziness@a@s. Ja o fungO.
cubensi2 um bom produtor de exoglicanases e enzimas acessonagpglemente
hemicelulases (FALKOSKI et al., 2012; FALKOSKI et al., 2013Bdmo os perfis
enzimaticos destes fungos se complementam, os expnatdgzidos por eles foram
estudados de maneira combinada, utilizando tanto a FES qua8iaa hidrdlise do
bagaco de cana visando analisar possiveis efeitos so®ggitre estes dois extratos

enzimaticos

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Materiais

Os substratos xilanbirchwood carboximetilcelulose (CMC), celobiqsg-
nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pPNPGli); p-nitrofenil-a-D-arabinofunosideo
(pNPAra), p-nitrofenil-B-D-celobiosideo (pNPCB), p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo
(pNPXil), 2,2’-azino-bisf3-etiltiazolina-6-sulfonato] (ABTS) e também os reagsnt
guimicos utilizados na preparacdo dos meios de cultivo faratidos daSigma
Chemical CompanySt. Louis, MO). As biomassas lignocelulésicas capinfaate
palha e bagaco de cana-de-acucar, sabugo e palha de raithioy,bforragem de
eucalipto, polpa krafte a forrageiraAndropogon guayanugoram obtidos em
unidades experimentais da Universidade Federal de Vigosa, sesadsstufa a 105
°C e moidas para serem utilizadas neste trabalho. J&lo ¢ trigo foi comprado
no comercio local. Todos os outros reagentes utilizadege estudo possuiam grau

analitico.
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2.2.Microrganismo e preparo do inoculo

Os fungosPycnoporus sanguineuBF~2 e Chrysoporthe cubensiEPF-1
foram isolados de plantagbes de eucalipto localizadas eon @& nte e Vigosa,
respectivamente, ambas as cidades localizadas no estdtinageGerais, Brasil. As
cepas de ambos os fungos foram isoladas e purificadas p@viamente descrito
por GUIMARAES et al. (2010) ®E ALONSO et al. (2007) e pertencem a colecéo
micolégica do Laboratério de Patologia Florestal e Gendtadnteracdo Planta
Patégeno, localizado na Universidade Federal de Vigosa, MGil.B

Os fungos foram repicados rotineiramente em meio BD&&f& Dextrose
Agar) e incubados a 28 °C. Os in0culos foram preparadosmsoimento das cepas
em fermentacdo submersa (FS) em fragotenmayerde 250 mL contendo 100 mL
do meio com seguinte composicao de nutrientes, em g/L: 10glicdse, 1,0 de
NH4NOs;, 1,0 de KHPQ,, 0,5 de MgS® e 2,0 de extrato de levedura. Todos os
frascos contendo o meio de cultivo foram inoculadom cl0 discos miceliais
(retirados das placas de BDA que continham as cepas ogo e incubacédo de 5
dias e incubados em agitador rotatorio por 7 dias a 150 rpm e 288 Culturas
obtidas foram assepticamente homogeneizadas com ooauabkiliPolytron® e

imediatamente utilizadas como inéculo tanto nas culemagS quanto na FES.

2.3.Condicbes de cultivo

Inicialmente, os fungoB. sanguineug C. cubensidoram analisados quanto
as suas capacidades de produzirem celulases e hemicelulpaety ale diferentes
biomassas lignocelulésicas. A forma do cultivo dogyfisntambém foi estudada e

tanto a FS quanto a FES foram utilizadas para o crescimentongos.

2.3.1.Fermentacédo em estado sélido (FES)

A FES foi realizada utilizando as biomassas capim elefgralha e bagaco
de cana-de-acUcar, sabugo e palha de milho, bambu, forrageocaleto, polpa
kraft e a forrageiréAndropogon guayanusomo fonte de carbono. As fermentagcdes
foram feitas em frascdsrlenmayer(125 mL) contendo 5 g (peso seco) da biomassa
umedecida com 12 mL do meio de cultura (70 % de umidade finatendo a
seguinte composigéo, em gMH4NOs, 1,0; KHPO,, 1,5; MgSQ, 0,5; CuSQ, 0,25
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e peptona, 5. Além disso, MnGl(0,1 mg L), HsBOs (0,075 mg 1), NaMoO,
(0,02 mg %), FeCk (1,0 mg L'Y) e ZnSQ (3,5 mg L ') também foram adicionados ao
meio como elementos tragcos. Os frascos contendo @s rfegam autoclavadoa

121 °C por 20 min e entdo inoculados com 3 mL do in6culo, @épacomo
descrito anteriormenteOs frascos foram incubados por 7 dias em camera de
crescimento a 28 °C. As enzimas secretadas durante doF&8 extraidas com
tampdo acetato de sddio, 50 mM, pH 5, na proporcdo 10:1 (tampao $sosess)
sob agitacdo de 150 rpm por 60 min a temperatura ambienteri®osente, as
amostras foram filtradas e centrifugadas a 1509@ar 10 min. O sobrenadante foi
estocado a -4°C para as posteriores andlises enzimalidas as fermentacdes

foram feitas em triplicata.

2.3.2.Fermentacéao submesa (FS)

A FS foi realizada utilizando as biomassas capim elefpatiba e bagaco de
cana-de-acucar, sabugo e palha de milho, bambu, forragem dipteupalpa kraft
e a forrageiraAndropogon guayanusomo fontes de carbono. As fermentacfes
foram feitas em frascoSrlenmayer(125 mL) contendo 50 mL do meio de cultura
gue apresentava a seguinte composicdo, em NH4NO;, 1,0; KHPQO, 1,5;
MgSQ,, 0,5; CuSQ, 0,25; peptona, 2,5; fonte de carbono, 15. Além disso, MnClI
(0,1 mg L), HsBO; (0,075 mg L), N&aMoOj, (0,02 mg L), FeCk (1,0 mg L) e
ZnSQ, (3,5 mg L) também foram adicionados ao meio como elementosstrds
frascos contendo os meios foram autoclavadas a 121 °Q(@anin e entédo
inoculados com 3 mL do in6culo, preparado como desarnieriarmente. Os frascos
foram incubados em urshakerorbital a 28 °C e 150 rpm por 7 dias. O extrato
liquido obtido foi filtrado e centrifugado a 1500@ yor 10 min. O sobrenadante foi
estocado a -4°C para as posteriores analises enzimaliwdas as fermentacoes

foram feitas em triplicata.

2.4.Ensaios enzimaticos

Os ensaios para a determinagdo das atividades das celtlaass e
endoglicanase foram adaptados de GHOSE (1987). A atividade de [d#Has
determinada utilizando papel de filtktbhatmann® 1 (1 x 5 cm) como substrato, o

volume total da reacdo foi de 1,5 mL e o tempo de incobémgade 60 min. A
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atividade de endoglicanase foi determinada utilizando CMC ceuiostrato
(concentracéo final de 1 %) em um volume total de 1pot 30 min. J4 para a
atividade de xilanase foi utilizado a xilahachwoodcomo substrato (concentracéo
final de 1 %) em um volume de 1 mL por 15 min. A conce@ados acgucares
liberados durante os ensaios enzimaticos foram determinétizsdo o acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959), utilizando curva padrée glicose (0,1%
1,11 pmol).

A atividade da celobiase foi determinada utilizando a celebimsmo
substrato (concentracdo final de 6 mM) em um volume ddoedsal,5 mL e um
tempo de incubac¢do de 30 min. A glicose liberada durantsaoefoi quantificada
utilizando o kit analitico comercial Glicose Monoreagéef8, o qual se baseia nas
enzimas glicose oxidase e peroxidaguibpasa Basic ChemicaBelo Horizonte,
MG, Brasil).

Para as atividades de exoglicanase, B-glicosidase, p-xilosidase e a-
arabinofuranosidase foram utilizad@s substratos sintéticos pNPCB, pNPGlIi,
pNPXil ¢ pNPAra, respectivamente. Para a realizacdo dos ensaias fdizados
100 pL da solugdo de enzimas diluida apropriadamente, 125 pL da solu¢dao do
substrato (para uma concentracao final deM) e 275 uL de tampdo. A mistura de
reacao foi incubada por 30 min. Apds este tempo, a reacéinalizada pela adicéo
de 0,5 mL de carbonato de soédio (0,5 M). As absorbamtassreacdes foram
mensuradas 410 nm e a quantidade de p-nitrofenol liberada foi estimada a partir de
uma curva padrao.

A atividade de lacase foi determinada pelo monitoramento d&gio do
ABTS em uma reacdo contendo 1QQ. da solucdo de enzimas diluida
apropriadamente, 1Q@L da solucdo do substrato (para uma concentracdo &nal d
mM) e 800uL de tampédo. A mistura reacional foi incubada a 50°C por bhemi
posteriormente, os valores de absorbancia foram itaedénte mensurados em 420
nm. A quantidade do ABTS oxidado produzido foi calculada utilizesedo-valor do
seu coeficiente de extincdo molar (3,6 ® WD'.cm?) e a equacdo de Lambert-Beer.

Todos os ensaios enzimaticos foram feitos em tampéimdo de sdédio, 50
mM, pH 5, a 50 °C e foram realizados em triplicafados os desvios padrdes
relativos foram menores que %. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi

definida como a quantidade de enzima que liberou 1 umol do produto correspondente
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(glicose, xilosep-nitrofenol e ABTS oxidado) por minuto sob as condigbes do

ensaio.

2.5.Determinacao de proteina

A concentracdo de proteina nos extratos enzimaticos ferndieada pelo
método de ligacdo aGoomassie-Blueitiizando como padréo a proteina albumina
sérica bovina (BRADFORD, 1976).

2.6.Preparo dos coquetéis enziméticos e andlise de sinergismo

Os coquetéis enzimaticos foram obtidos pela mistura dest@xtproduzidos
por P. sanguineugresultante da FS) @. cubensigresultante da FES) em diferentes
proporgdes: 30:70, 50:50 e 70:30. Além dos coquetéis produzidos pela mistura
convencional de dois extratos enzimaticos diferenftasproduzido também um
coquetel a partir de uma mistura ndo convencional, orelerato liquido resultante
da FS, produzido pelo fungB. sanguineusfoi utilizado para extrair as enzimas
produzidas poC. cubensigurante a FES. Assim, nesta etapa, ndo foi utilizado o
tampéo acetato de soédio na extracdo das enzimas nac®&mB8,descrito no item
2.3.1 deste trabalho, e sim o extrato liquido produzidoPp@anguineusiurante a
FS. Desta forma uma nova mistura foi realizada, compnm@orcdo enzimatica de
1:1.

Todos o0s coquetéis produzidos, além dos extratos individdeisP.
sanguineuse C. cubensis foram concentrados 10 vezes. Para isto, utilizou-se o
sistema de ultrafiltracdo Amicon (Millipore Ce.Billerica, MA, USA) e o filtro de
membrana YM-10 (Cut-off Mr 10.000 Da). As atividades de FPaskmgdinanase,
exoglicanase, celobiasexilanase, p-glicosidase, xilanase,p-xilosidase o-
arabinofuranosidase e lacase foram mensuradas em todoguetéis produzidos e
também nos extratos individuais de ambos os fungos.

Para investigar a presenca de sinergismo entre as dasidenzimaticas
presentes nos coquetéis produzidos, as atividades teoniaas dalculadas a partir
da Equacdo 1. O valor tedrico encontrado foi comparado a@tividade obtida
experimentalmente e o sinergismo foi expresso como uncamiagem da atividade

tedrica.
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Atividade tedrica =(fracdo percentual dé. cubensix atividade deC. cubensips + (Equagéo 1
(fracdo percentual d@ sanguineus atividade enzimatica de

sanguineup

2.7.Hidrdlise enzimética do bagaco de cana

Previamente aos experimentos de hidrélise, 25 g de biorsasaae moida
foram pré-tratadas com uma solucéo de hidroxido de sédiqri/9%h sendo a carga
de sélidos final de 10 % (m/v). Os tratamentos foramzaddis em duplicata em
autoclave por 60 min a 121 °C. A fracdo soélida resultantfada cuidadosamente
com agua destilada, filtrada, colocada em recipiente heor&entdo armazenada a
-20 °C. A composicdo quimica do bagaco de cana pré-tratadm dratado foi
determinada utilizando-se o método de lignina Klason modifickd@ APP1 T222
om-98 (TAPPI, 1999).

Foi analisadaa capacidade do coquetel enzimatico (que apresentou maior
porcentagem de sinergismo) em hidrolisar o bagaco depcésieatado. Para fins de
comparacao, utilizou-se também um extrato de celutasasrcial (Multifect® CL).

A sacarificacdo enzimatica do bagaco de cana pré-tratadealzada em frascos
contendo 50 mL do coquetel enzimatico diluido apropriadanmeantéampao acetato
100 mM, pH 4,0.Foram analisados também duas cargas enzimaticas, de 10 e 5
unidades de FPase por grama de biomassa seca (FPU/g). A caédidatefinal foi
sempre 5 % (m/v). Para evitar possiveis contaminacdesjidonado ao meio azida
sddica e tetraciclina nas concentracées de 10 mM e 1 mgésiectivamente. Por
fim, os frascos foram acondicionados em um agitadatabra 50 °C e 150 rpm por
150 h. Amostras de 0,5 mL foram periodicamente retiradas starmide reacéo e
imediatamente colocadas em banho fervente para a congdstaturacdo das
enzimas. Posteriormente, as mesmas foram centrifugad@®00 »g por 10 min e o
sobrenadante foi estocado a -20 °C para as analisesipaest. Todas as reacdes de
sacarificacdo foram realizadas em duplicata.

As amostras resultantes das reacdes de sacarifica@o finalisadas em
HPLC utilizando-se um cromatografo da marca Shimadzu, sérieetfidpado com
a coluna Aminex HPX87P (300 x 7,8 mm) e com detectores de indiedraigio. A

fase movel utilizada foi 4gua e o fluxo foi de 0,6 mL/min8Ga °C. A taxa de
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conversdo dos produtos liberados foi calculada de acootho a Equacéo 2

(converséo de glicose) e Equacao 3 (converséao de xilose).

Glicose (%) x 0,90 x 100

Glicana inicial (%)

Conversado (%) = (Equagio 2)

Xilose (%) x 0,88 x 100

Conversio (%) = (Equagio 3)

Xilana inicial (%)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Producao das enzimas em FS e em FES

Neste estudo, o potencial dos fungbsanguineug C. cubensi®€m produzir
celulases e hemicelulases para aplicacdo na hidrolisdbagaco de cana foi
analisado. Os fungos foram crescidos tanto em FS quantBESnempregando
diferentes biomassas lignocelulésicas como fontesud®mpoo. Os resultados obtidos
guanto a producao das atividades de FPase, endoglicanase;amasgj celobiase e
xilanase estdo apresentados nas Figuras 1 e 2

Os valores de atividades enzimaticas extracelulares prodyziiaambos os
fungos estudados variou substancialmente de acordo comorafices de
fermentacdo, principalmente no que se refere a producdoxildease e
endoglicanase. E bastante perceptivel que a FES propiclbarascondicdes para
a producéo de xilanase tanto par&.ocubensigjuanto para &. sanguineusUma
Unica excecdo € observada quando se utilizou o capim eletanto fonte de
carbono para o crescimento do fur@ocubensisonde a producdo de xilanase foi
maior em FS. Ja para a producédo de endoglicanase, o ghsesea é justamente o
contrério, houve maior producdo desta enzima quando sewiiES para a maioria

das fontes de carbono utilizadas e para ambos os fungdaadss.
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Figura 1 — Atividades celuloliticas e hemiceluloliticas produzidas ptlogo
Chrysoporthe cubensiem fermentagdo em estado soélido (A) e fermentacdo
submersa (B) utilizando diferentes biomassas lignocetdéscomo fontes de
carbono Atividades: @) FPase; %) endoglicanasem) Exoglicanase; ) celobiase e

(w) xilanase.
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Os maiores titulos de xilanase foram produzidos quando seowtibiz
forrageiraA. guayanug75,7 U/mL)e o bambu (71,6 U/mL) como fontes de carbono
no crescimento do fung@. cubensi®m FES. Para endoglicanase, a maior atividade
foi produzida pelo fung®. sanguineugm FS e utilizando a palha de milho como
fonte de carbono (14,3 U/mL). E notério também que o fuBgccubensisfoi
superior na producéo da exoglicanase quando crescido ersd+eld, a forrageira.
guayanusa melhor fonte de corbono para a indugcéo da producao efestaa (3,7
U/mL). Com relacdo as atividades de FPase e celobidge,hauve grandes
atividades produzidas, sendo que a maior producao encontradssiaaranzimas foi
guando se utilizou a forrageira. guayanug0,11 U/mL) e a palha de cana (0,9
U/mL) como fontes de carbono para o crescimento do fidhgoubensiem FES,
respectivamente (Figura 1A).

De forma geral, os fungd®.sanguineug C. cubensigoram bom produtores
de celulases e hemicelulases. Além disso, a varisggi@ondicdes de fermentacao
(FES ou FS) resultou em perfis de producdo enzimaticeeditss, ou seja, algumas
enzimas foram mais propicias para serem produzias em Fitfras em FS. A
maioria dos estudos sobre producdo de celulases e hdaseslueportados na
literatura utilizam a tecnologia de fermentacdo submeasa obter as preparacdes
enzimaticas. Entretanto, varios autores tém sugerido qiESaéRum método mais
apropriado para o cultivo de determinados fungos aerébiapsej@as condicbes do
crescimento sdo similares ao dos seus habitates nafHQIKER et al., 2004,
ELISASHVILI et al, 2008; SINGHANIA et al., 2010)Este conhecimento é
pertinente, jA que ®.sanguineug® um basideomiceto conhecido como fungo da
podriddo branca e atua naturalmente na decomposicao daaraad€l. cubensis
um fungo fitopatogénico, logo os dois atuam em condic@selbantes as
proporcionadas pela FES e tém habilidade natural de secretasadi enzimas
hidroliticas para degradar os componentes da parede celufdardas. Contudo,
estes tipos de fungos sédo ainda pouco estudados para a prdducélilases e
hemicelulases (LAGAERT et al., 2009)

Outro fator importante a ser considerado € a influéncidosiiss de carbono
na expressdo das celulases e hemicelulases, a qudiresttnente relacionada com
a composicdo quimica das mesmas (JUHASZ et al., 2005; ADAN,,e2012).A

complexidade estrutural e o contetdo de lignina, celuldsmécelulose sdo muito
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variaveis nas biomassas lignoceluldésicas e tem grandleeriofa na expresséo
enzimatica pelos microrganismos.

Neste estudo, o extrato produzido p&lo cubensisem FES quando se
utilizou a forrageirdA. guayanugomo fonte de carbono continha maiores atividades
de xilanase e exoglicanase, ja 0 extrato enzimatico prodpeldd. sanguineugm
FS quando se utilizou a palha de milho como fonte de carlmmminha maiores
atividades de endoglicanase. Como os perfis enzimaticogesdestratos se
complementam, com relacdo as enzimas que atuam na quebsstrdéura
lignoceluldsica, ambos foram escolhidos para confeaciosicoquetéis enzimaticos

visando a aplicacdo na hidrélise do bagaco de cana.

3.2.Formulagao dos coquetéis enzimaticos e analise de sinergismo

Varios coquetéis enzimaticos foram confeccionados a mitimistura dos
extratos produzidos pdP. sanguineug C. cubensis Inicialmente estas misturas
foram realizadas de forma simples, ou seja, diferemdbsmes de cada extrato
previamente concentrados 10 vezes, nas proporcdes de 70:30, 50:50 €C30:70
cubensisP. sanguineys foram misturados e foram analisados quanto as atividades
de FPase, endoglicanase, exoglicanase, cetohfiaglicosidase, B-xilosidase, a-
arabinofuranosidase e lacase. Posteriormente, foizadali uma mistura néo
convencional, na qual o extrato liquido produzido Porsanguineusia FS foi
utilizado para extrair as enzimas produzidas f&lacubensisia FES e o coquetel
resultante foi também concentrado 10 vezes. Estanaiébi denominada de MT.
Além disso, para fins comparativos, o extrato comendialtifect® também foi
analisado neste estudo. Os resultados das atividades enzn@hitdas nestes
diferentes coquetéis estdo apresentados na Tabela 1

Como ja citado neste estudoPo sanguineuproduziu um extrato rico em
endoglicanase. Ja, &. cubensisproduziu um extrato enzimatico rico em
exoglicanase, celobiase e P-glicosidase. Todas estas enzimas sd0 essenciais na
hidrélise da estrutura lignocelulésica. Além das enzimasatiem na celulose, @.
cubensigambém produziu quantidades consideraveis das enzimas hdofibehs
(xilanase, B-xilosidase e a-arabinofuranosidase), enquantd osanguineugpruduziu
guande quantidade da enzima lacase, a qual atua na hidréligeida (Tabela 1).

Muitos estudos reportam a importancia destas enzimasodesssa hidrélise de
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biomassas lignocelulésicas, pois elas podem atuar gStieagnente com as
celulases, aumentando a eficiéncia da hidrélise (SELI&.,eR008; VAN DYK &
PLETSCHKE, 2012; HU et al., 2013). A utilizacdo de hemicelu)gs@scipalmente
as xilanases, podem auxiliar hidrolisando a xilana que néo ldiikzada no pré-
tratamento, possibilitandom maior acesso das celulases a celulose. Deaform
similar, a lacase ao hidrolisar a lignina residual tambérpgooina uma maior
eficiéncia de hidrélise da celulose. HU et al. (2011) momttaque quando
endoxilanases foram adicionadas a extratos comerciateldiases, a cooperacao
sinergistica ndo somente aumentou substancialmentii@nef. da hidrélise do
sabugo de milho pré-tratado, mas também reduziu drasticamegquentidade de
celulase requerida (aproximadamente 7 vezes) para alcaigas de hidrolise
razoaveis (>70 %).

Tabela 1- Atividades enziméaticas dos extratos @ecubensisP. sanguineusdas
misturas 70:30, 50:50, 30:70C.( cubensis:P. sanguineusMT e do coquetel
comercial Multifec?.

Amostras
C. cubensis P. sanguineus 70:30 50:50 30:70 MT Multifect®

Concentracao de 8,51 11,50 9,14 9,61 9,76 18,08 1982,46
proteinas (mg/mL)
Atividades
enziméticas (U/mL)

FPase 1,07 1,69 1,21 126 1,31 4.2 141,94
Endoglicanase 112,28 132,05 107,52 111,44 118,61 221 2368,25
Exoglicanase 12,94 1,68 8,84 6,92 491 1597 131,82

Celobiase 6,72 2,23 474 389 398 145 25,17

B-glicosidase 52,73 7,83 3542 26,01 24,01 76,6 119,85
Xilanase 536,56 215,09 418,97 326,09 298,26 840,2 562,8
B-xilosidase 3,07 0,26 226 161 123 52 n.d.*
a-arabinofuranosidas 2,58 0,63 1,72 143 1,14 38 n.d.*
Lacase 0,36 5,57 230 3,78 4,48 3,22 n.d.*

* n.d.: ndo detectado.

A montagem de um coquetel enzimatico ideal ndo é umtathel, pois
deve-se levar em consideragcdo o complexo sinergistne as enzimas e a melhor
adequacao do coquetel a uma determinada biomassa e ao tigptoegmento ao
qual ela foi submetida (RAKOTOARIVONINA et al., 2012)ogo, a escolha das
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enzimas acessOrias que devem ser suplementadas em uto extzamatico
dependera da composicdo da biomassa ap0s passar por deteprinidtamento.
Diante destes conhecimentos, o fatoGlaubensiproduzir grandes quantidades de
xilanase, B-xilosidase e a-arabinofunasidase; e d®. sanguineugroduzir grandes
guantidades de lacase, é de grande relevancia neste esstolayué o bagaco de
cana pré-tratado com NaOH 1% (m/v) utilizado continha grandestidades de
xilanas e residuos de arabinanas e lignina (Tabela 2)

Sinergia é definida como as interagcdes que ocorrene @ttis ou mais
componentes hidroliticos, produzindo um efeito total maiorqde a soma dos
efeitos dos componentes individuais (VISSER et al., 2013)imAs sinergia entre
0s extratos enzimaticos @& sanguineus C. cubensidoi avaliada pela comparacao
das atividades mensuradas (FPase, endoglicanase, exoglicanase, celobiase, -
glicosidase, xilanase, B-xilosidase a-arabinofuranosidase e lacase) com as atividades
tedricas esperadaso sinergismo foi expresso como uma porcentagem da atividade
tedrica (Figura 3).

Efeito sinergistico (%)

70:30 50:50 30:70 MT

Amostras

Figura 3— Efeito sinergistico das atividades enzimaticas preseosecoquetéis
produzidos pela mistura dos extratos dos fungGosubensise P. sanguineusm
diferentes proporc¢6es (70:30, 50:50 e 30:70) e da MT. Atividades etziméi)
FPase; §) endoglicanase;s exoglicanase; {) celobiase; §) B-glicosidase; ¥)

xilanase; ¢) pB-xilosidase, ¢) a-arabinofuranosidase a)(lacase.
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O coquetél produzido pela simples mistura dos extratos enzirmalieC.
cubensise P. sanguineusa propor¢do de 70:30 apresentou um efeito sinergistico
negativo para praticamente todas as atividades analisadascas excec¢des foram
para as atividadege B-xilosidase e lacase, a qual apresentou um efeito sineogisti
positivo de 1,5 % e 19,2 %, respectivamente. O coqueteltaate da mistura na
proporcdo 50:50 apresentou um grande efeito sinergistico positiadividade de
lacase, aproximadamente 27 %, enquanto para as outras avalzalisadas todos
os efeitos foram negativos. Ja a mistura na propor¢c@0:d@0@ apresentou resultados
sinergisticos positivos para as enzimas celobiase {4\ B-glicosidase (12,7%), p-
xilosidase (1,1 %) e lacase (124). De forma contraria ao obtido neste trabalho
VISSER e colaboradores (2013) encontraram um grande effegtgistico positivo
para as atividades de FPase (76 %), endoglicanase (50 fajas®i (24 %) quando
misturou o extrato enzimatico d€. cubensiscom o extrato dePenicillium
pinophilumna proporcéao de 50:50.

Contudo, um resultado completamente diferente foi érmdm quando a
mistura dos extratos enzimaticos obtidos @ecubensise P. sanguineusforam
misturados de forma ndo convencional, ou seja, duranteapm ate extracao
enzimatica da FES (MT). Neste coquetel, praticamente takasenzimas
apresentaram grande aumento nas atividades em relacatvidades teodricas
esperadas, comprovando a ocorréncia de sinergismo enggtratos enzimaticos
obtidos deC. cubensise P. sanguineus As Unicas excec¢des observadas neste
coquetel foram para as atividades de endoglicanase e,l&saguais apresentaram
uma diminuicdo da atividade de 9,5 % e 46,1 %, respectivam@ata as enzimas
FPase, exoglicanase, celobiase, [-glicosidase, xilanase, [-xilosidase e -
arabinofuranosidase foram observados grandes aumentagividades, 0s quais
foram de 52,2 %, 9,2 %, 62,0 %, 26,5 %, 12,2 %, 56,2 % e 1&dspectivamente
(Figura 3).

Vale ressaltar o grande efeito sinergistico ocorrid@tividade de FPase na
MT. Contudo, € reconhecido que a celobiase apresenta portante papel na
atividade de FPase, pois impede o acumulo de celobioseeiw reacional ea
inibicdo das celulases. Portanto, o grande aumentdindade de celobiase na
amostra MT provavelmente propiciou um grande aumentaividagle de FPase.
Além disso, estudos mostram que a adicdo de enzimasoEdasssm extratos

comerciais de celulases propiciaram uma maior atividade Ffase e
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consequentemente uma maior hidrélise de biomassas piaggtdU et al., 2013;
HU et al., 2011; CHEN et al, 2010). No presente estudo, tamb@m folbservados
grandes aumentos nas atividades de p-glicosidase e B-xilosidase, além de
significativos aumentos de a-arabinofuranosidase e xilanase (Figura 3).

Contudo, vale lembrar que durante a confeccdo do coquetaiddThouve
adicdo do tampédo acetato de sédio para a extracdo damemroduzidas em FES
pelo C. cubensisja que as mesmas foram extraidas utilizando-se o préxtriato
enzimético produzido pel®. sanguineusem FS. Logo, de forma contraria ao
ocorrido durante a confeccdo das misturas nas difererpsrpdes, houve uma
maior concentracdo do extrato enzimatico produzido. Aléssod a fracéo
porcentual utilizada para os céalculos das atividades &soesperadas em MT foi de
100 %.

Muitos estudos em efeitos sinergisticos de enzimas gaenata hidrolise de
biomassas lignocelulésicas sdo baseados na suplentetaghzimas individuais
em extratos enzimaticos produzidos por um determinado m@amsmo ou em
extratos comerciais de celulases (ZHANG et al., 2013; H&).,e2011; CHEN et al,
2010); ou ainda pela mistura de dois extratos enzimaticosferardes proporcoes
(VISSER et al, 2013; MAEDA et al., 2011; GOTTSCHALK et al., 201@)ntudo,
até o momento, ndo foi relatado na literatura nenhundende a mistura de dois
extratos enzimaticos produzidos por dois microrganismoredifes ocorreu em uma
das etapas de producao das enzithagazdes especificas do motivo de ter ocorrido
estes grande efeito sinergistico na amostra MT aindscémleecido e deve ser ainda

estudado mais profundamente.

3.3.Aplicacdo do coquetel enzimatico

Com intuito de verificar a eficiéncia do coquetel ergioco MT e de
confirmar os efeitos sinergisticos encontrados, o mdsimaplicado na hidrdlise do
bagaco de cana pré-tratado com NaOH 1,0 % (m/v). Paracdimparativos, o
extrato comercial de celulases Multifect® também foalieado Neste estudo, o
bagaco de cana foi escolhido como substrato para o expasinhe hidrolise devido
a sua grande disponibilidade e potencial como matéria-pignacelulésica no
Brasil (CARDONA et al, 2010)As composi¢des do bagaco de cana antes e apds o

pré-tratamento alcalino égtapresentados na Tabela 2.
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Tabela 2—- Composi¢cdo quimica do bagaco de cana pré-tratado com Na@H 1

(m/v). Os valores sé&o indicados como porcentagem deianaééa.

Composigdo quimica (%)
Amostras

Glicanas Xilanas Galactanas Mananas Arabnanas Lignina
N&o tratado 454+0,3 21,7+0,1 04%0,0 0,3+0,1 1,8+0,0 22,0+£0,4
Pré-tratado 51,5+1,3 27,9+0,3 n.d.* n.d.* 28+0,1 8,1+0,3

*Nao detectado.

A etapa de pré-tratamento da biomassa lignoceluld@sieasencial para o
posterior processo da hidrolise enziméatica. O pré-tratam@névio remove
hemicelulose e lignina, reduzindo a cristalinidade da ce&ulmsaumentando a
porosidade das estruturas lignocelulosicas, facilitandmnas acesso das celulases
ao substrato (ALVIRA et al., 2010). Neste estudo, o prérméo alcalino
solubilizou 82,5 % da lignina e 39,67 % da hemicelulose presentémgaco de
cana. Como pode ser observado na Tabela 2, o bagaco derédraado contém
ainda uma grande quantidade de xilanas, além de residuos dmm@aabe lignina.
Este fato ressalta a importancia da presenca de helasedue ligninases no
coquetel enzimatico que serd utilizado na sacarificacdo biesteassa. Porém, esta
necessidade foi suprida no coquetel MT gracas a preseneati@do enzimatico
produzido porC. cubensesy qual foi um excelente produtor das enzimas xilanase, [3-
xilosidase, a-arabinofuranosidase ¢ B-glicosidases, e poP. sanguineuso qual
produziu quantidades expressivas de lacases (Tabela 1).

A hidrolise do bagaco pré-tratado foi realizada utilizandextbato MT e o
extrato comercial de celulases Multifect®. Nesta etapanfoanalisadas também
duas cargas enzimaticas durante a hidrolise (5 FPU/g e 10 FPU/gndDsentos
obtidos na conversdo de glicana e xilana estdo apresemtadégjura 4. Como
esperado, em ambos 0s extratos utilizados, as convensdgkcose e xilose foram
maiores quando se utilizou uma carga enzimatica maior, 10 FRGdfgudo, esta
diferenca foi menos acentuada na conversdo de xilarta, pana o coquetel MT
guanto para o coquetel da Multifect®, ja que os rendimeobbdislos quando se
utilizou a carga enzimatica de 5 FPU/g (85 % e 11 %, respewiva) foram
préximos dos valores de rendimentos obtidos quando a cargaatica foi de 10
FPU/g (95 % e 17 %, respectivamente).
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Figura 4— Conversao de glicana (A) e xilana (B) em diferentesrnmlos de tempo
na hidrélise enziméatica do bagaco de cana pré-tratado com Na®# (m/v)
utilizando o coquetel enziméatico MT e o extrato comembéatelulases Multifect®.
Amostras: (e) coquetel MT com carga enzimatica de 10 FPU; (o) coquetel MT com
carga enzimatica de 5 FPU; (V) celulases comercial com carga enzimatica de 10

FPU e (A) celulases comercial com carga enzimatica de 5 FPU.
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Para a conversdo de glicana, os rendimentos obtidosid@ua carga
enzimatica foi de 10 FPU/g, foram de aproximadamente 85 % %,5%ra o0s
coquetéis MT e Multifect®, respectivamente. Ja parargacenzimatica de 5 FPU,
foram obtidos rendimentos de aproximadamente 68 % e & 0s coquetéis MT
e Multifect®, respectivamente (Figurd. 4

Os resultados de conversao de glicana e xilana obtido®ammuetel MT
foram bastante satisfatorios, inclusive quando se utilizoa earga enzimatica de 5
FPU/g. Em estudos utilizando um extrato de celulases comsuglmentado com
B-glicosidase, foi necesséria a utilizacdo de dois ptértrentos sequenciais
(exploséao a vapor seguido de deslignificacdo alcalina) peaacar um rendimento
de conversao de glicana de 87 %. Sem o0 passo de desligfiGegficiéncia de
converséo foi limitada a 40 % (WANDERLEY et al., 2013). Aldisso, VISSER et
al., conseguiu um rendimento de conversao de glicana e gidgaaproximadamente
64 % e 93 %, respectivamente, quando utilizou um coquetel dimmasultante da
mistura, na propor¢ao 50:50, de extratos produzido€poubensig P. pinophilum;
contudo, neste trabalho foi utilizada uma carga enzimdtc20 FPU/g e uma carga
de solidos de 8.

FALKOSKI et al. (2012) e FALKOSKI et al. (2013) analisaramextratos
de P. sanguineus®F2 e C. cubensid.PF-1 de forma isolada na sacarificacdo do
bagaco de cana pré-tratado com NaOH 1% (m/v) e obtivenaartaxa de converséo
de glicose e xilose de 22,6 % e 60,4 Po éanguineyse 89 % e 52,7 %Q.
cubensi} respectivamente. Nestes estudos, os autores utilizanaen carga
enzimatica de 10 FPU/g de biomassa e uma carga de solidos ds ap#n(m/v).
Comparando os resultados desses autores com 0s obtideestesto, fica clara
ocorréncia de sinergismo no coquetel produzido pela mistuwsaddis extratos
enzimaticos €. cubensise P. sanguineys ja que os rendimentos de conversao
obtidos com a utilizacdo do coquetel MT foram maioresa p@mta mesma carga
enzimatica (10 FPU/g), mesmo utilizando uma carga de sélidios (&6 m/v).

Para a hidrolise do bagaco de cana utilizado neste esfudotoéria a
superioridade do coquetel MT em relacdo ao extrato corhehdigtifect®,
principalmente no que diz respeito a conversao de xilaharélise com o coquetel
MT apresentou aumento na eficiéncia de hidrélise de xiaregproximadamente 5,8
e 7,7 vezes em relacdo ao extrato comercial, utilizandargas enzimaticas de 10

FPU/g e 5 FPU/g, respectivamente. Além disso, esta supederida observada
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mesmo constatando-se maiores atividades de celulasesmmposicdo do extrato
comercial, ja que o mesmo foi bastante concentrado, aist@ grande concentracdo
de proteinas (Tabela 1). Logo, este fato pode ser explipaldopresenca de um
balanco enzimatico ideal do coquetel MT para hidrolizaragabo de cana pré-
tratado com NAOH 1 % (m/v), @resenca das enzimas p-xilosidase, o-
arabinofuranosidase e lacase, além da existéncia dempiexo sinergismo entre as
enzimas presentes neste coquetel que resultou em um aunzemficiéncia de
hidrélise desta biomassa.

Atualmente as celulases comerciais comumente eac@®mo mercado sao
produzidas por fungos dos génefiochodermae Aspergillus A busca por extratos
enzimaticos produzidos por fungos diferentes daqueles destemgérsta sendo
extensivamente estudados e sdo uma alternativa para a 8opdas; enormes
entraves relacionados a sacarificacdo enzimatica, qoonoexemplo, a grande
guantidade de enzima requerida e o alto custo das enzimas (GUSAXKQDY),
Assim, o desenvolvimento de novos coquetéis enzimaticoss efaientes e
especificos para o bagaco de cana, pode ser um grande paeagoviabilidade do

etanol de segunda geracao a partir desta biomassa.

4. CONCLUSOES

Uma nova maneira de se realizar uma mistura entre xto&as enzimaticos
produzidos pelos fungd®. sanguineug C. cubensisbons produtores de celulases,
hemicelulases e lacase, crescidos em FS e FES, reapeutte, foi proposta neste
estudo. O coquetel resultante (MT) apresentou um balancom@icno satisfatorio
para a hidrélise do bagaco de cana pré-tratado com NaOH 13 pnoporcionado
principalmente por efeitos sinérgicos positivos entre asarienzimas
Consequentemente, foram obtidos altos rendimentos ddiseddé glicana e xilana,
utilizando tanto uma carga enzimatica de 10 FPU/g (85 % e 95 péctieamente)
guanto de 5 FPU/g (68 % e 85 %, respectivamente). Logo, o ebiliemostrou-se
eficaz na hidrolise desta biomassa, sendo promissor parga apicacdo em

processos de producédo de etanol de segunda geracéo.
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CAPITULO 4 — PURIFICACAO, CARACTERIZACAO E MODO DE ACAO
DO COMPLEXO CELULASICO PRODUZIDO PELO FUNGO Pycnoporus
sanguineusPF-2

RESUMO

Um novo complexo celulasico, CMCase, produzido pelo fubgsideomiceto da
podriddo-branca P. sanguineus foi purificado e caracterizado cinétice
bioquimicamente. O complexo CMCase purificado € composto por duas
endoglicanases, sendo uma pertencente a familia GH10 e comradhomologia
parcial as proteinas TLs (Thaumatinas-like) e ainda sessifitacao; além de duas
celobiohidrolases, GH6 &H7. A endoglicanase GH10 possui massa molecular de
35,9 kDa. A endoglicanase sem classificacdo e a celobicdserdbH6 possuem
massas moleculares de 42 kDa, ja a celobiohidrolase GH7 passsa molecular de
52,7 kDa. O complexo CMCase foi bastante termoestaval temperatura 6tima de
atividade a 70°C, e apresentando meia-vida de 57,2 h a 50°Cd&sk&m apresentou
altas atividades em uma ampla faixa de pH (3,5-5,5) e tempeer@0-75°C). Os
valores de Iy € Vmax foram de 45,72 mg/mL e 7 pmol/min, respectivamente. Foi
verificado que os fons metdlicos *feAg®’, Hy" e Cd" e os reagentes SDS,
furfural, HMF e acido acético apresentam efeito inibitosobre a atividade
enzimatica do complexo CMCaseoi observado também que complexo CMCase
possui maior especificidade pelo substrbtwley-p-glicano e pelas hemiceluloses
xilana birchwood e locust bean gumapresentando também altas atividades sobre
estes substrato. Além disso, o complexo CMCase faadina hidrélise do CMC e
verificou-se uma grande formacéo de glicose e celobiose com orgledo tempo,
sugerindo uma clivagem assimétrica dos oligossacarideosesgioonduzidos, ou
seja, o complexo CMCase cliva preferencialmente enbesgmais externas dos
oligassacarideos maiores.

Palavras-chaves: complexo celulasico, endoglicanaseslobiatedrolases,

purificacao.
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1. INTRODUCAO

As biomassas lignoceluldsicas sdo as fontes renovideaésabundantemente
encontradas na natureza e sdo constituidas por trés aisnfriacdes poliméricas:
lignina, hemicelulose e celulose, que sdo unidas entre sigagdes covalentes
formando uma rede complexa resistente a ataques misosbi@ontudo, um grupo
de fungos basiodimicetos causadores da podriddo brancaeestdms organismos
gue tem a capacidade de degradar todos os componentes dsshiotiexido a sua
capacidade de secretar diversas enzimas hidroliticas camocelulases,
hemicelulases e lacases (QUEIROZ-CASTANEDA et al., 2011)alAtente, estas
enzimas tem sido foco de diversas pesquisas devido ao guatelecial para a
aplicacdo na producdo de bioetanol, o qual esta sendodexau uma das
alternativas mais promissoras para a substituicdcatobustiveis fosseis.

Celulases séao enzimas capsde atuaegm sobrea celulose, promovendo sua
hidrélise. Estas enzimas séo biocatalisadores altanespiecificos que atuam em
sinergia para a liberacéo da glicose, a qual pode ser tidaveetanol por processos
fermentativos. A classificacdo das celulases, de acooth seu local de atuacdo no
substrato celulésico, as divide em trés grupos: endoglean@&C 3.2.1.4), que
clivam ligacdes internas da fibra celulésica; celobiohadred (EC 3.2.1.176), que
atuam na regido externa da celulos@:g@icosidases (EC 3.2.1.21), que hidrolisam
oligossacarideos soluveis em glicose (ZHANG et al., 2012).

Em algumas bactérias anaerdbicas, as celulases podmm fdarte de
complexos multienzimaticos denominados celulossomos gssu@m uma maior
eficiéncia de hidrolise da celulose quando comparado atesmas enzimaticos
livres, os quais sdo normalmente produzidos por fungos &riaac aerdbicas.
Contudo, estudos recentes mostram que alguns fungos podéuziprmmplexos
multienziméaticos para degradar a biomassa lignocelulosimano reportado por
OHTSUKI et al. (2005), GONZALEZ-VOGEL et al. (2011) e SILVA et(@012).

O uso de enzimas na sacarificacdo da biomassa € partientarrantajoso
porque ele reduz a formacdo de compostos toxicos, exiggdeadmenas de pH e
temperatura para sua realizacdo, permite a obtencdo detamol de melhor
qualidade (menor acidez) e apresenta um menor custo no dndbarda agua
utilizada no processo (HAHN-HAGERDAL et al, 2006; JEGANNATHAN adt,

2009). Entretantcapesar das vantagens e das altas taxas de conversao eazimati
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celulose a glicose encontrados na literatura (DALE & NEORR, 1982; BEGUIN &
AUBERT, 1994; KIM & HONG, 2001), o processo de sacarificacddn&tica
ainda ndo é um tecnologia estabelecida. O principad fatitante € o alto custo das
enzimas comumente encontradas no mercado, o que toma f@mcesso inviavel
financeiramente quando realizado em escala industrial. Alé&so, o fato das
enzimas serem altamente instdveis e ndo suportaregosloperiodos de
armazenamento, a alta complexidade e a variedade dessmsnaassiveis de serem
utilizadas na produgédo de etanol gera também um entrawalidizacdo deste
processo. Por todos estes fatores, o desenvolvimento desgiach producao,
expressdo e compreensdo do modo de acdo das celulasesfedmntedi
microrganismos sdo imprescindiveis para a implantacaoodesso de producao do
etanol lignocelulosico.

O fungo Pycnoporus sanguineusim basideomiceto causador da podridao
branca, ja € muito estudado devido a sua grande capacidgui®dunazir eficientes
enzimas lignoliticas para a aplicacdo na producdo do [{apsl et al., 2004;
EUGENIO et al,, 2010). Entretanto, existem poucos trabalhosteratlira que
utilizam este fungo para producdo de celulases e hemi@dutesa aplicacdo na
sacarificacdo da biomassa lignocelulésica, um fato queegtranheza, devido a sua
grande habilidade natural em degradar todos o0s componentesadkiranem
decomposicdo. FALKOSKI et al. (2012) produziram celulasesneickdulases a
partir deste fungo e aplicou o seu extrato enzimaticeacarificacdo do bagaco de
cana. Estes pesquisadores verificaagrande potencial dB. sanguineupara esta
aplicacao biotecnoldgica.

Logo, neste trabalhdoi purificado, caracterizado e analisado o modo de acdo
de um complexo multienzimatico produzido pelo furigosanguineusEste é o
primeiro trabalho que purifica e estuda um complexo deasdalproduzido por este
fungo. Além disso, estudos deste tipo podem fornecer iamter informacdes para
melhorar a eficiéncia da hidrolise da celulose em peosesle sacarificacdo da

biomassa lignocelulésicas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Materiais

Os substratos carboximetilcelulose, xilahachwood locust bean gum
celobiose, p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo  gNPGIi), p-nitrofenil-p-D-
xilopiranosideo gNPXil), p-nitrofenil-B-D-celobiosideo gNPCel) foram obtidos da
Sigma Chemical Compar($t. Louis, MO, USA) A forrageiraPanicum maximum
foi obtida em uma forragicultura da Universidade Federal de VigosasiBra
forrageira foi secada em estufa a 105 °C e moida panatikesda como fonte de
carbono no crescimento do fungo. Os demais reagertessdgios a execucao deste
trabalho apresentaram procedéncia e grau de pureza anaicresinas fenil-
sepharose e sephacril S-200 foram obtidas da GE Helthcarea(&fp&eden).

2.2.Microrganismo, condicdes do cultivo e producéao enzimatica

O fungo Pycnoporus sanguineu$®R2 foi isolado da madeira em
decomposicdo e gentiimente cedido pelo Laboratério de Pmiofelgrestal e
Genética de Interacdo Planta-Patdogeno da Universidade Fddekéicosa, MG,
Brasil. O fungo foi repicado rotineiramente em meio BRatata Dextrose Agag
incubado a 28 °C. Para a producdo enzimatica, foram utiliZgtldsscos miceliais
(7,0 mm de diametro) extraidos de placas de Petri previanmentgadas por sete
dias para inocular os Erlenmeyers contendo 500 mL do d®igcultivo com a
seguinte composicao: 10 % (p/v) de forrageira, 5 % (p/v) de pepiterioldgica,
0,5 g/L de MgS@, 18 mg/L de FeS©OrH,O, 1,5 g/L de KHPO,, 10,0 mg/L de
CuSQ, 1,0 g/L de CaG) 10,0 mg/L de ZnS©50,0 mg/L de KCk 1,0 pL/mL de
Tween 80. O pH do meio mineral foi ajustado para 4,0. O cultdg fungos foi
conduzido por 168 horas em um agitador orbital a 28 °C e 180 rpGs Aste
periodo, o meio liquido foi filtrado e imediatamente cérgado a 15.000xg por 20
minutos. O sobrenadante foi congeladel °C e armazenado para os experimentos

posteriores de purificacéo.

2.3.Ensaios enziméaticos

O ensaio para a determinacéo da atividade CMCase consistiumemeio

reacional contendo 400 pL de carboximetilcelulose 2 %)(enfvtampao acetato de
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sédio 50 mM, pH 5,0, e 100 pL do extrato enzimético diluido amdgmente. A
reacao foi conduzida por 30 minutos a 50 °C ou na temperatiicada em cada
ensaio. Os agucares redutores formados foram determinadosepgknte DNS
(acido 3,5-dinitro-salicilico) (MILLER, 1956) e calculadosat®rdo com uma curva
padréo (0,08 1,11 umol de glicose). Uma unidade enzimética (U) foi defin@mo

a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 pmol dgegdiqaivalente por

minuto.

2.4.Determinacdo da concentracdo de proteinas

Para os calculos de atividade especifica, o método do Bitithzoninico
(BCA) (SMITH et al, 1985) foi utilizado para determinar as asonracdes de
proteinas nos extratos. Ja os perfis de eluicdo das psotdimanteas etapas
cromatograficas foram estimados pela absorbanciandastiaas a 280 nm.

2.5.Purificacdo do complexo CMCase

O extrato enzimatico produzido pBr sanguineugm fermentacdo submersa
foi concentrado 10 vezestilizando o sistema de ultrafiltracdo Amicon (Millipore
Co.- Billerica, MA, USA) e o filtro de membrana YM-30 com didnoede excluséo
molecular de 30.000 Da. O extrato concentrado foi submetido &acionamento
com 20-40 % de (NP.SO, (GREEN & HUGHENS, 1955) As proteinas
precipitadas a 40 % de saturacdo, que continham atividadeasdylGoram
ressuspendidas em tampao acetato de sodio 50 mM, pH 5,0, epassanlas em
uma coluna HiTrap Phenil-Sepharose (5 mL) equilibrada TanM (NH;),SO, em
tampéo acetato de sédio 20 mM, pH 5,0. As proteinas foram ehuidiassfluxo de
240 mL/h por 30 min com um gradiente linear de (NEQ, (1-0) em tampéo
acetato de sddio 20 mM, pH 5,0. As fracfes resultantes queeataem atividade
CMCase foram agrupadas em d@eols designados F1 e F2. @ool F2 foi
novamente concentrado 10 vezes, utilizando o mesmmsiste ultrafiltracdo citado
acima, e entdo submetido a HiTrap Sephacryl S-200 (120 mL)ibegdd com
tampdo acetato de sodio 20 mM, pH 5,0. As proteinas foradaeladom o mesmo
tampao em um fluxo de 60 mL/h. Todas as etapas de crai@dgram realizadas
a temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C). Novanferaen observados

dois picos com atividade de CMCase, designados G1 e G2.
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2.6.Analises por SDS-PAGE, gel nativo e zimograma

As massas moleculares das enzimas foram estimadas pePSBIS usando
um gel de poliacrilamida 12 % (LAEMMLI, 1970). Os marcadores nissa
molecular utilizados foram davitrogen Novex®Life Technologieg¢Carlsbad CA,
USA). Para testar a hipétese da presenca de complexos enasnatieletroforese
foi realizada em gel nativo de poliacrilamida 10 %. A vizagifio das bandas
proteicas foi realizada empregando-se a técnica de colopaganitrato de prata
(BLUM et al., 1987).

Para o zimograma, amostras piaol G1 foram aplicadas em um gel SDS-
PAGE 12% e gel nativo 10 % contendo 0,2 % (m/v) de CMC polimerizado
juntamente com a matriz. ApoOs a eletroforese, oagelividido em duas partes. Uma
das partes, contendo uma amostragpdol G1 e o marcador molecular, foi corada
com prataA outra parte do gel contendo somente a amostodbG1, foi lavada
duas vezes por 20 minutos com isopropanol 20 % (v/v) em taagediato de sodio
100 mM, pH 5,0, seguido por duas lavagens de 20 min cada, conm rasapao.

O gel foi incubado a 50 °C em tampéao acetato de sodio por 6(gjicorado com
vermelho cong®,1 % (m/v) por 15 minutos, e descorado com duas lavagens de 15
min cada, com NaCl 1 M. As atividades de CMCase foram visdakzao gel como
bandas claras. Para aumentar o contraste do geb@@ash foi adicionado ao meio 1

mL de acido acético 5 % (m/v).

2.7.Digestao das proteinas e identificacdo por espectrometria de massas (MS)

Digestdo das proteinas: @pots contendo as proteinas foram removidos
manualmente do gel SDS-PAGE 12 %, reduzidos por DTT e alquilados por
iodoacetamida seguido por digestdo com tripsina em tampadbbnato de amdnio
50 mM, pH 7,8, contendo 20 ng/pL de tripsina (Promega). A digéstdonduzida
overnighta 37 °C e o sobrenadante foi recolhé&o microtubos novos (0,5 mL). Os
peptideos foram extraidos dgrpotscom 30 pL de solugéo de bicarbonato de amdnio
50 mM, seguido de incubacédo por 10 min com agitacdo ocasbepbis dessa
etapa, os sobrenadantes foram coletados e transfpatisutros microtubos novos
Essa extracéo foi realizada por mais duas vezes peloadiec30 pL de tampéo de
extracao (acetonitrila 50 % (v/v) e TFA 1 % (v/v)) aososibontendo as amostras.

Os mesmos foram incubandos por 10 min com agitagédo oahsidrsobrenadante
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foi coletado e recolhido em tubos de microcentrifuga. O welam extrato foi
completamente seco por evaporacao sgraed-vac Os peptideos tripticos foram
solubilizados em 30 pL de agua grau MS (Sigma-Aldrich) contéedtn formico
0,1 % (viv).

Identificacdo das proteinas por MS: 10 pL do digerido triptéaste
foram usados para as analises por LC-MS usando um sistem@ (8Piimadzu,
Prominence UFLC), contendo uma coluna capilar C18 00 uM x 100-mm
operando com um fluxo de 3,0 uL/min. Os peptideos eluaamfinjetados em um
espectrometro de massas-line micrOTOF-Q (Bruker) usando uma agulha de
ionizacdo micro ESI. A fase movel utilizada para a &géo do gradiente foi agua
com acido férmico 0,1 % (v/v) (A) e acetonitila com acidamico 0,1 % (v/v) (B).

O gradiente programado consistiu de 5 % de B por 5 min, aariesar para 50 %

B sobre 35 min, aumento linear para 95 % B sobre 10 kg flonstanta 95 % B

por 10 min, diminuicdo para 5 % B por 5 min, seguido por flomstante a 5 % B
por 5 min. O espectrdmetro de massas operou para a faixessas entre 300 e
1500 m/z em modo positivo, e os dados foram adquiridos por 70 minada
corrida LC-MS/MS. A aquisicdo dos dados por ambos os insetiioa HPLC-MS
foram gerenciados por pacote Hystar (Bruker) e os espeiias processados
utilizando-se coftwareData Analysis Package (Bruker), aplicando-se configuracdes
padrdes para protedmica. O espectrometro de massas opensadocauto-MSn,
com espectros MS2 coletados para maior intensidade deefonsada espectro
completo, excluindo ions de carga simples. O tempo dedvaierdoi configurado
para 0,5 s e os dados de MS2 foram obtidos para um acumulocdeespectros,
para permitir a geracdo e analise de um maior niumerondeai cada ciclo MS1-
MS2. As listas de picos foram geradas como um formatdotxipo mascot generic
format (mgf) pelo software Data Analysis (Bruker) e usado para identificacdo da
proteina pelo algoritmo MASCOT (Matrix Science). A quartd@ade pesquisas
geradas pelo Mascot foi realizada localmente contranoobde dados de proteinas
fungicas do NCBI usando MASCOT DAEMON CLIENTcom uma tolerancia
precursora de 0,1 Da para os produtos ibnicos, permitindo acaaida a
desaminagcdo da metionina (NQ) como uma modificagdo variavel,
carbamidometilagdo como uma modificagdo fixa, uma clivagerdida, comandar
estados 2, 3 e 4, e tripsina como a enzima. As listasadsas de MS2 foram

também analisadas por sequenciamed® novo computacional utilizando o
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algoritmo PepNovo groteomics.ucsd.edu/As tags das sequéncias de peptideos
geradas para cadgotproteico foram ranquiadas para scores de qualidade acima de
50 e pesquisadas contra banco de proteinas do NCBI (nnditizo algoritmo MS
BLAST (genetics.bwh.harvard.edu/msblast/Proteinas apresentando sequencias
com similaridade significativa para atags peptidicas pesquisadas foram
consideradas como proteinas homologas as proteinas psesergel SDS-PAGE.

As etiquetas de sequéncias sequenciadas e identificadas égrapadas para
caracterizacdo das sequéncias da proteina presespetuo gel SDS-PAGE.

2.8.Efeito do pH e temperatura

A influéncia do pH e da temperatura sobre a atividade do com@ieitase
foi avaliada utilizando o ensaio padréo descrito no itervarggndo-se apenas o pH
pelo uso dssolugcdes do tampéao Mcllvaine (pH 2,6- 8,0) e a temperatusmshio
a qual variou entre 20 e 90 °C. Para a determinacao da stalmtidade, as fracOes
enzimaticas foram pré-incubadas a 50 °C. Aliquotas fordatadas em diferentes
intervalos de tempo e mantidas sob refrigeracdo. Asdaties residuais foram

determinadas utilizando o ensaio enzimatico padréo a 70 °C.

2.9.Estudos cinéticos

Os experimentos cinéticos foram realizados a 70 °C e emQlA Sponstante
de Michaelis-Menten (k) e a velocidade maxima da reacag,{y foram calculadas
de acordo comaequacéo de Michaelis-Menten utilizando carboximetilcelutmseo
substrato (CMC). Goftwareutilizado para plotar o grafico foi Gurve expert 1.4

As concentracfes do substrato CMC variaram entre 0,15% G&).

2.10.Efeitos de ions e agentes redutores

Os efeitos de ions e agentes redutores sobre o complexaseMGram
avaliados. Para isso, realizou-se o ensaio padraoindoluwo componente a ser
testado em uma concentracao final de 1 mM ou 6 mM em taagsiato de sodio
50 mM, pH 5,0.
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2.11.Especificidade por substrato

Ensaios enzimaticos foram realizados com diferentbstisos naturais e
sintéticos. A reacao consistiu de 200 puL do tampéo aadtasddio 50 mM, pH 5,0,
50 pL da solugdo enzimética e 250 pL dos substratos.

As hidrolises de p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo, p-nitrofenil-3-D-
glicopiranasideo e-nitrofenil-p-D-celobiosideo foram determinadas usando uma
concentragao final de substrato de 1 mM, por 30 minutosaédocefoi finalizada
usando carbonato de soédio 0,5 M e a quantidadg-dirofenol formada foi
determinada por absorvancia em 410 nm.

A hidrélise de CMC (massa molecular de 90000 g/mol e 0,7 grupos
carboximetil por unidade de anidroglicose), xilana birchwood é&\bfrglicano
foram determinadas utilizando uma concentragéo final dstrsio de 1 % (p/v). A
hidrélise do substrato locust bean gum foi medida usandaanwntracao final de
0,5 % (p/v). A hidrélise de papel de filtro foi determinada degmapel Whatman®n
1 (1 x 5 cm). Todos os agucares redutores formados nesagBegeforam
determinados utilizando o reagente DNS (MILLER, 1956).

A hidrdlise de celobiose foi determinada usando uma corg@atifinal de 6
mM. A reacéo foi paralisada pela incubacdo da misturaomceém banho fervente
por 5 min e a glicose liberada foi quantificada através dadasem Kit comercial
analitico baseado em glicose oxidase e peroxidase ([Buémia, Brasil).

Todas as reacdes foram conduzidas na temperatura ddiraazima por 30
minutos. Para cada reacdo, foi feito um controle col @MC como substrato
utilizando as mesmas condi¢cdes e concentracdo de edmireasaio. Esse controle

foi considerado 100 % de atividade.

2.12. Hidrodlise do CMC

A reacado de hidrélise do CMC foi realizada com um voldimed de 2 mLa
partir da adicdo de tampédo acetato de sédio 50 mM, pH 5,0, rmaenai diluicdo
apropriada e o substrato em uma concentracao final de As%nzimas foram
padronizadas para uma concentracao final de 0,03 U/mL naranigacional. A
reacdo foi conduzida a 50 °C por 72 horas e 6 aliquotas dd_X06am retiradas ao
longo deste periodo, sendo colocadas em banho fervente padn E)aongeladas

para andlises posteriores. Os produtos foram analisadosnerPULC, Shimadzu
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series cromatograph 10A equipado com uma coluna SupelcofNHG25 cm x
4,6 mm, particulas de 5 pum). A fase mével foi acetaauitéijua (80:20) em um fluxo
de 1 mL/min, a 35 °C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Purificagdo do complexo CMCase

O extrato bruto produzido pelo fungB. sanguineussob fermentacao
submersa foi concentrado 10 vezes e entdo submetido a cion@maento com 20-
40% de NH4).SQ,. O precipitado resultante da saturacéo de 40%iNHR){SO, foi
ressuspendido e entdo submetido a uma cromatografia dac@dehidrofébica,
resultando em dois picos com atividade CMCase, desigriabl@s F2 (Figura 1).
Pelo perfil apresentado, observa-se que o primeiro pico @d)aderiu a resina,
sendo eluido sem a necessidade do gradiente salino. Dee dontraria, o pico F2
comecou a ser eluido no final do gradiente salino decrtesdadicando uma forte
interacdo entre a enzima e a coluna. Logo podemosrigigei essas duas fracoes
enzimaticas apresentam caracteristicas quimicas dsstioti seja, a enzima eluida

em F2 foi mais hidrofébica que F1.
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Figura 1 - Cromatografia de interacdo hidrofébica do ptacipi 20-40 % com
sulfato de amoénio, previamente concentrado 10 vezes, produpddir do extrato
enzimatico dé’ycnoporus sanguineu@) Atividade de endoglicanase; (0) Proteina;
(A) (NH4)2S0, (1-0 M).
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As fracBes correspondentes a F2 foram agrupadaspeobformado foi
novamente concentrado dez vezes e posteriormente submetida cromatografia
de exclusdo molecular. Como apresentadoFigura 2 na cromatografia com
Sephacryl S-200 também foram obtidos dois picos de atividedeCMCase
parcialmente sobrepostos, o0s quais foram denominados G1 e Gabela 1

apresenta um resumo dos resultados obtidos na purificagéo.
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Figura 2 - Cromatografia de exclusdo molecular mwl F2 de Pycnoporus

sanguineus(#) Atividade de endoglicanase; (o) Proteina.

O rendimento obtido parapmool F1, resultante da cromatografia de interacéao
hidrofébica, foi muito baixo, logo, os proximos passos dafipacéo ocorreram
somente com pool F2, o qual apresentou um aumento no fator de purificagéo, al
de um bom rendimento (Tabela 1).

Durante a cromatografia de exclusdo molecular, houve dimmauicdo da
atividade especifica dpool G1 em relacdo agool F2 aplicado. Este fato
provavelmente ocorreu devido a separacdo do complexo CMiEasdras celulases
no decorrer da purificacdo, levando a grande perda da atividadee as enzimas
celuloliticas atuam sinergisticamente. Este fato pa@idgustificado também pelos
baixos rendimentos obtidos durante a cromatografia deisgo molecular (Tabela
1). Entretanto, a eficiéncia do processo de purificacdo pedeonfirmada pela
analise do gel SDS-PAGE (Figura 3). ALMEIDA et al. (2013), ao icarém
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endoglicanases do fungo endofitiEasarium verticillioides,também observaram
este fato, sugerindo a grande perda de atividade e o rompideestoeergismo entre
as celulases.

Tabela 1 - Resumo das etapas da purificacdo do complextda§&Mdo fungo
Pycnoporus sanguineld~2.

L Atividade Proteina Atividade especifica Fator de  Rendimento
Etapa da purificacédo

(9)] (mg) (U/mg) purificagdo (%)

Extrato bruto concentrado  857,6 191,93 4,47 1 100
Fracionamento com (NSO,  626,6 124,62 5,03 1,13 73,06

Fenil-Sepharose do precipitac
F1 22,18 8,78 2,53 0,57 2,59
F2 448,89 16,25 27,63 6,18 52,34
Sephacryl S-200 F2
Gl 29,71 1,44 20,6 4,61 3,46
G2 73,99 2,45 30,25 6,77 8,63
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Figura 3 - SDS-PAGE 12 % do processo de purificacdo do complbKdase de

Pycnoporus sanguineugl) Marcador molecular (Nov&x (kDa); (2) extrato bruto;

(3) precipitado com sulfato de aménio; (4) F1 apés Femh&®mse; (5) F2 apds
Fenil-Sepharose; (6) G1 apds Sephacryl S-200; (7) G2 ap6scBg3w200.
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Apés o ultimo passo da purificacdo, vewdfiese ainda varias bandas pool

G2, e como o seu rendimento de purificacdo foi muitodhais proteinas presentes
nestepool ndo foram analisadas neste trabalho. Contudppa G1 apresentou
apenas trés bandas protéicas com pesos moleculares (14236,92,7 kDa; sendo
escolhido para ser mais profundamente estudado. Um zimognameoralicoes
desnaturantes foi entdo realizado e verificou-se queandas de 35,9 e 42 kDa
continham duaerdoglicanase, denominadas de ECGEQG2, respectivamente (Figura
4A). As massas moleculares de endoglicanases de duhgss tém sido relatadas
na literatura na faixa de 27 a 70 kIBADAL & SAHA, 2004; COHEN et al., 2005;
KARNCHANATAT et al., 2008; ALMEIDA et al., 2013; NARRA et ak014).

A B
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Figura 4— Perfil de proteinas dpool G1 dePycnoporus sanguinewesn condicdes
desnaturantes (A) e ndo desnaturantes (B). Canaletas:Marcador molecular
(Novex®) (kDa); (2A) SDS-PAGE 12 de G1 corado com praté8A) Zimograma
de G1 realizado em gel SDS-PAGE 12 % contendo 0,2 % (m/@Wie; (1B) Gel
nativo 10 % corado com prata; (2B) Zimograma realizado gel nativo 10%

contendo 0,2 % (m/v) de CMC.

A Figura 4B mostra o perfil de proteinas gool G1 em condigbes néo
desnaturantes, onde é possivel perceber apenas uma tnlaeadbaproteinas no gel
corado com prata. JA no zimograma € possivel detegsapdndas com atividade de
endoglicanase. Com isso, pode-se inferir que as trés @edtectadas mmwol G1
existem na natureza na forma de um complexo multienzim&endo que as bandas
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apresentadas no zimograma nativo correspondem as duas fdengndoglicanase
presente ngool G1 na forma livre além do complexo propriamente dito, jaaue
relacdo de expressao das enzimas presentes em compddassmicrorganismos
nem sempre € igualAs bandas menores correspondenéss atividades das
endoglicanases na forma livre s6 foram visualizadas nogranw devidoa alta
sensibilidade desta analis&lém disso, a metodologia de coloracdo com nitrato de
prata exige uma quantidade minima de proteina para revelmmndas. Logo, este
resultado indica que as endoglicanases na forma livre est&concentragcdo muito
baixa na amostra G1 produzida porsanguineus.

OHTSUKI et al. (2005) verificaram a presenca de um granceplexo
multienzimatico no extrato produzido p&haetomiumsp. sob fermentacdo em
estado solido, o qual continha cinco enzimas xilanolitopaatro celuloliticas e oito
pectinoliticas. Trichoderma harzianumfoi capaz de produzir trés complexos
contendo celulases e hemicelulases, onde um dos oaspleontinha duas
celobiohidrolases, uma arabinofuranosidase e uma xild8Hs¢éA et al., 2012).

A variedade de enzimas presentes em cada complexo rout#ito pode
variar de acordo com o ambiente de crescimento damrganismo, mas usualmente
estas enzimas atuardo em sinergismo e, em alguns casog também a presenca
de proteinas ndo hidroliticas que apresentam funcdes sonsmtstabilizacdo do
complexo (ALl et al, 1995)Em adicdo, estudos realizados por GONZALEZ-
VOGEL et al. (2011) mostram evidéncias de que a compositZéim&ica destes
complexos depende fortemente da fonte de carbono utilzaderescimento do
fungo. No trabalho citado, quando o funBenicillium purpurogenunfoi crescido
em polpa de beterraba, cuja composicdo € pobre em Xxilanaspymplexo
multienziméatico produzido ndo foi capaz de hidrolizar arabino&il entretanto,
guando o mesmo fungo foi crescido em xilana acetilada, mplesao
multienzimético produzido foi diferente, sendo agora capkez hidrolisar
arabinoxilana.

A formacdo de complexos multienzimaticos por bacté&ifisngos pode ser
bastante vantajosa, j& que este tipo de organizagdo podeizar a difusdo e a
perda de produtos e intermediarios, aumentando a dispoaitalide substrato
(KARBOUNE et al.,, 2008; WAEONUKUL et al.,, 2009), além de aumermta
sinergismo entre as enzimas e a estabilidade das mesitd&3HOPADHYAY et
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al., 2003). Sendo assim, estas propriedades tornam os gomphelltienzimaticos

uma ferramenta biotecnolégica bastante atraente.

3.2.Analise de espectometria de massa

As bandas obtidas npool G1 foram cortadas do SDS-PAGE e foram
analisadas em um espectdbmetro de massa. As proteinas tegistencomplexo
CMCase foram denominadas de EG1 (proteina com 35,9 kDa), EG2 r{aroten
42 kDa) e E3 (proteina com 52,7 kDa). Os peptideos identificatbusagmesentados
na Tabela 2.

ApGs o alinhamento das sequéncias com outras presentesamwdedados
do GenBank, foi verificado que a banda EG1 continha uma iliciosolase da
familia 10 (GH10), embora ndo howse similaridade de nenhum dos peptideos
encontrados com sequéncias presentes em regidesvemiasede endoglicanases de
outros fungos presentes no banco de dados, pode-se deduestgueH10 é uma
endoglicanase, ja que hidrolizou de forma eficiente o CMCeptesno gel de
poliacrilamida do zimograma (Figura 4A)

A banda EG2 apresentou duas proteinas diferentes, uma celobasggdrol
glicosil hidrolase da familia 6 (GH6), e uma thaumatike-(TL). As TLs séo
proteinas de plantas relacionadas com a resposta hipaveeasitinteracdes planta-
patdgeno, sendo classificadas como proteinas relatadasg@mese. Na maioria das
plantas, estas proteinas sdo expressas de forma induzmessaem diversas
atividades como antifingicas, endoglicanases e quisnasendo consideradas
estaveis em altas temperaturas e em pHs acidos (GRENI&R 2000). Diversos
estudos tém verificado que proteinas de fungos possuem hdanpéogial com as
TLs de plantas, incluind@-glicosidases e endoglicanases (GRENIER et al., 2000;
NOVOTNY et al., 2009; GEIB et al., 2010; SAKAMOTO et al., 201@pntudo,
estas enzimas ainda ndo sdo agrupadas em nenhuma daasfaladi glicosil
hidrolases SAKAMOTO et al. (2011) purificaram, sequenciaram e caractamzar
uma endoglicanase GLU1 deentinula edodexom homologia a thaumatina-like,
classificando-a em uma nova familia de glicosil hidrol&d128. Logo, além da
celobiohidrolase GH6, possivelmente a banda EG2 também contéan um

endoglicanase com homologia parcial a thaumatina-likplaetas. Além disso, o
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fato das proteinas presentes em EG2 terem hidrolisado o CMéntgeno gel de

poliacrilamida reforca este indicio.

Tabela 2— Peptideos identificados pela analise de espectrometriaadsantas
proteinas presentes no complexo CMCase.

. L Score
Bandas Proteinas Sequéncias
total
S ~ KLYINDYNLDSVNAKV
Glicosil hidrolase da familia
] NELFNEDGTMR
EG1 10 Schizophyllum commune 117
WGTASDSNR
H4-8) - Gl: 302686354
TLAFQAAR
Celobiohidrolase Il KQLVQIVVYDLPDRD
(Punctularia strigosozonata RVVAVIEPDSLANLVTNLNVQKC
HHB-11173 S85) Glicosil b -TEAGGDOIANLAKT 116
hidrolase da familia 6 -
EG2 Gl: 390597699
Proteina thaumatina-like GPEDSTGEPVGCK
(Gloeophyllum trabeum VSTAA 132
ATCC 11539) -
GI:521721367
RQQWGDWCNIKG
KQLVQIVVYDLPDRD
KVPDLGTYLADADSIQKS
Celobiohidrolase I/(\manita RVVAVIEPDSLANLVTNLNVQKC
manicatd - Glicosil hidrolase
E3 6) KNQEFTFDVDMSKL 148
da familia 7 - KLPCGLNGALYFVEMPADGGMTKG
Gl: 345447210 R.SVVLDSNWR.W
K.DGCDFNSWR.M
RMGDQTFLGPGK.T

K.FVTHGPYSTNIGSR.V

A banda E3 também contém uma celobiohidrolase, uma gliddsblase da
familia 7 (GH7), a qual atua processivamente nas extrersidadatoras da cadeia
de celulose para produzir celobiose. Esta enzima atua d® fdiferente das

celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) pertencentes as glicosil hf#relda familia 6
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(GH6), as quais atuam nas extremidades ndo-redutoras da cademulbse
(http://www.cazy.ory

Dois grupos de enzimas podem ser agrupadas nas GH7, endoglieanase
celobiohidrolase, pois possuem estrutura semelhantes. Ars@as proteinas
bimodulares, com um mddulo de ligacdo ao carboidrato da famil{&€BM)
conectada ao dominio catalitico GH7 por um polipeptideo gjictn. Contudo, as
celobiohidrolases possuem algumas caracteristicas eaisuingulares que as
tornam mais processivas em compara¢cdo com as endogésatia mesma familia
(MOMENI et al., 2013). De forma geral, as celobiohidrolases &mMpregam um
mecanismo multipasso para desconstruir a celulose, os dquaieem uma
complexacéo inicial da enzima com o carboidrato via umntdagdo de modo endo
ou exo, formacédo de complexo ativo cataliticamentrohse, expulsdo do produto
e um deslocamento processivo pela cadeia do carboi@RIOY(S-BAGGER et al.,
2012).

Em vérios fungos celuloliticos, como os ascomicetospo@riddo mole
Hypocrea jecorina e o basideomiceto de podriddo bran&nanerochaete
chrysosporium as principais proteinas produzidas, sob condi¢cdes queemdaz
producéo de celulases, sao celobiohidrolases GH7. Aléem @isgd. jecoring em
estudos com gerlenock-outde uma celobiohidrolase GHHAjECel7A), verificou-se
gue a presenca desta proteina foi um fator limitante pdmdrélise da celulose
(ILMEM et al., 1997).

Neste estudo, evidenciamos a producdo de celulases em xosnple
multienziméticos pelo fungd®. sanguineuyscomposto por duas endoglicanases,
sendo uma GH10 e a outra sem classificacdo; e duas cedisblabes (GH6 e GH7),
com a finalidade de hidrolisar estruturas lignocelulésiEagretanto, a forma com
gue estas proteinas se interagem nao foi verificadaséc@acao entre elas pode ser
mediada pelas interacdes direta de proteina-proteina, essim por glicosilacées
(ALMEIDA et al., 2013). Por fim, o complexo CMCase pufito foi caracterizado

cinética e bioquimicamente.

3.3.Efeito do pH e temperatura

A influéncia do pH e da temperatura sobre as atividades eitasato

complexo CMCase dP. sanguineugoi estudada variando o pH de 2,6 a 8,0, a 70
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°C; e a temperatura de 20 a 90 °C, em pH 5,0. Os resultadosapst&entados na
Figura 5e 6.

As CMCases mantiveram mais de 80 % da sua atividade maxineaosn
pHs 3,5 e 5,5, sendo o étimo encontrado em 4,5. Na Figura S/alsseque estas
enzimas perderam sua atividade em pHs superiores a 7,5, sdportathor
condicdes acidas. Esta caracteristica confere apetiislo de enzimas acidofilicas
(LINDENMUTH & McDONALD, 2011; ZHU et al.,, 2011). Este resultado é
compativel com a maioria das endoglicanases e celoliddsds flngicas
encontradas na literatura (PARRY et al, 2002; BADAL & SAH2004;
KARNCHANATAT et al.,, 2008; ALMEIDA et al.,, 2013; WANG et al.,, 2013;
NARRA et al., 2014).
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Figura 5 - Efeito do pH sobre as atividades CMCasd¥/droporus sanguineus.

A temperatura 6tima encontrada para as atividades de CM&@at® de 70
°C, sendo que a partir desta temperatura houve uma queda daetdsaatividades.
Contudo, entre 50 °C e 70 °C, as enzimas apresentarasndma’5 % da sua
atividade inicial (Figura 6A). Estes resultados indicam gueelhor condicao para
utilizar este complexo enzimatico em processos de faagéio enzimatica seria em

sistemas de fermentacdo e hidrélise separadas, visto goemaeraturas que
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fornecem as maiores atividades do complexo sdo mu#cediies das temperaturas

Otimas dos microrganismos fermentadores comumente utilizesdts processo.
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Figura 6 - Efeito da temperata sobre as atividades CMCases Fgcnoporus

sanguineus(A) temperatura 6tima; e (B) termoestabilidade a 50 °C.

Dependendo da temperatura 6tima, as enzimas podem seicadasitomo
mesofilicas (apresentam temperaturas o6timas entre 40 e XO0tet@ofilicas

(apresentam temperaturas 6timas entre 40 e 60 °C 50-80 Rperermofilica
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(apresentam temperaturas 6timas acima de 80 °C). Muitagleatases de fungos
sdo mesofilicas e a temperatura 6tima delas variam 80tee 60 °C (LEE et al.,
2010). O complexo CMCase de. sanguineusapresentou atividade 6tima em
temperatura similares as encontradas para as endogéisat@fungos termofillicos,
0 que sugere 0 alto potencial deste complexo em variasg@@gadustriais.

O complexo multienzimético de. sanguineufoi bastante termoestavel com
24 h de incubacgéo a 50 °C, perdendo apenas 15 % da sua atividade(kguiah
6B). Por meio da construcdo de uma equacédo a partir dadad#si residuais
obtidas, pode-se calcular a meia-vida)(do complexo CMCase, a qual foi de 57,2
h. Logo, somente apés 57,2 h de incubacéo a 50°C, o comp#Qagse perde 50
da sua atividade inicial. Esta alta termoestabilidade podsw estacionada a
associacdo das enzimas na forma de complexos, fato doenimza a
movimentacdo e a desestabilizacdo das estruturas protestasefeito também foi
citado por XU et al. (2010) quando comparou os resultados dedstabilidade do
celulossomo de€lostridium thermocelluntom celulases livres derichodermasp.
Além disso, valores de termoestabilidade inferiores aongramm neste trabalho
foram encontrados para endoglicanases e celobiohidrqdasas de outros fungos
(SHUYAN et al., 2006; LEE et al., 2010; WANG et al., 2013).

FALKOSKI et al. (2012) também analisaram a termoestabilida@deelulases
presentes no extrato bruto €k sanguineuF2 e verificaram que as enzimas
também foram termoestaveis a 40°C, apresentando atividesidsiais de 92,6%
94,17% e 87,35%ara as atividades de endoglicanase, FPase e B-glicosidases apds
48 h de incubacadesta alta termoestabilidade em 40 °C (FALKOSKI et al., 2012)
aliado as altas atividades residuais obtidas nesta temme(kigura 6A) justifica o
uso do coquetel enzimatico produzido pBr sanguineusem processos de
sacarificacdo e fermentacdo simultane&SK - Simultaneous Saccharification
Fermentatio, onde a temperatura utilizada na sacarificacdo € proxdma
temeratura Otima de alguns microrganismos fermentadore#iliea® utilizados
neste tipo de processo (temperaturas entre 40-45 °C). tAgean observada neste
processo é a diminuicdo dos efeitos inibitorios causadas mebdutos finais da
hidrélise da celulose e, consequentemente, sdo requenda®res cargas
enzimaticas (BALLESTEROS et al., 2004; PARK et al., 2010).

Em processos de sacarificacdo enzimatica de biomassaseligidsicas, o

fator termoestabilidade das enzimas envolvidas na hidréliseséna@ importancia,
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visto que este processo requer longos tempos de reacadaraltos rendimentos
de conversdo em glicose. Logo, o complexo multienzamdproduzido porP.
sanguineupossui caracteristicas adequadas para ser aplicadoipeste processo.

3.4.Efeito de ions e outros reagentes

O ensaio de atividade CMCase foi realizado na presencandeei outros
reagentes na concentracdo de 1 e 6 mM (Tabela 3 e 4);@&@H 5,0. Nenhum
dos ions testados promoveu aumento das atividades do gon@léCase, com
excecdo do ion K o qual gerou um pequeno aumento (Tabel®8&)orma contraria
ao encontrado neste trabalho, o icnalgresentou um efeito negativo na atividade de
endoglicanases em trabalhos realizados por HEYDA et al. (2099uais sugeriram

um efeitosalting out 0 que levaria a uma desestabilizagdo da proteina.

Tabela 3- Atividade relativa (%) das enzimas do complexo CMCaseydaoporus

sanguineusa presencaetliferentes ions.

ions 1 mM 6 mM fons 1 mM 6 mM
Controle 100 0,8 100x1,1 ZnSQ, 101,6 £4,0 99,3+29
CaC} 95626 102,3+4,0 ZnCh 102,4 £6,8 89,2 3,7
CaCQ 87,0x£1,7 77,0+ 3,3 KCI 93,5+3,7 92,0+ 2,7
MnSQOy 90,0 £5,7 42,4 £ 2,5 Kl 101,7+£2,3 1084 3,2
MnCl, 76,9 £ 3,5 98,0 £ 3,7 AIClI3 88,4+£8,6 100,0x4,2
NaF 86,9 +£4,8 90,7 £ 3,7 AgNO; 68,8 +2,1 22,2+2,3
NacCl 104,6 £4,4 98,1+5,3 FeCk 77,7 £0,7 74,7 £ 3,4
NaNG; 85,5+6,0 87,6 £55 (NH,).SQ, 92,1+4,2 87,420
NaSO, 95,0+3,3 89,6 £3,0 CuSQ 65,3 +£8,2 254+19
MgCl;, 81,3+£1,3 106,7+5,6 HgCb 0,0+0,0 0,0+0,0
MgSO, 100,9+4,3 96,851 CoCb 96,9 £ 6,5 79,7 £5,9

O valor de 100 % foi considerado para a atividade enzimaticasénaa de ions.

Os demais valores de atividade relativa foram calculatidsiiecdo deste.

Por outro lado, vérios ions afetaram negativamenteiadaates, sendo que
os fons MA* (na concentracdo de 6 mM), g C#* e Hf" afetaram de forma

drastica as atividades das enzimas do complexo CMCases®ntservou uma total
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perda das atividades na presenca do iofi.H®s ions metélico€u*’, Fe**, Co™"
Mn%*, Hg?" e Ag®* sdo frequentemente relacionados com grandes perdas dedsivi
de celulases. Este efeito inibitdrio geralmente esté@ado com a presenca de, pelo
menos, um grupo sulfidrila e/ou carboxila; e grupos imidazoliecade histidina no
sitio ativo. A oxidacdo destes grupos pelos cétions mesaldesestabiliza o
dobramento conformacional das enzimas, a partir deaglies quimicas em
posicdes irregulares da proteina. (KARNCHANATAT et al., 2QEE et al., 2010;
ALMEIDA et al., 2013; WANG et al., 2013yARRA et al., 2014). Além disso, o ion
C&* também gerou uma perda nas atividades do complexo CMGaisgfaf® ndo é
muito usual, visto que este céation pode interagir comesiluos de aminoacidos
carregados negativamente, como 0 aspartato e glutamatotamdsulem uma
estabilizacdo da enzima (KUMARI et al., 2010; NARRA et2014). Os outros ions
testados neste trabalho apresentaram pouca ou nenhuméncidl sobre as
atividades presentes no complexo CMCasE.dgnguineus

Todos os reagentes testados neste trabalho afedaatwdade do complexo
CMCase, em menor ou em maior extenséo. A Unica exadig@Ervada ocorreu com
a uréia, a qual ndo afetou as atividades enzimaticas (Tbélaurga € considerada
um agente desnaturante de proteinas, apresentando umosi@ébico sobre as
proteinas, pois ao interagir com o esqueleto polipeptidicorre um deslocamento
da agua presente na primeira camada de hidratacdo. Constelefeto ndo foi
verificado neste trabalho, ou seja, nas concentragdtamlas, a uréia ndo apresentou
nenhum efeito desnaturante sobre as enzimas presentesnplexo CMCase. Um
resultado semelhante foi observado por ALMEIDA et &01@), os quais
purificaram e caracterizaram um complexo multienzicadtomposto por celulases e
uma xilanase.

O SDS, um surfactante aniénico que atua como um detergentdutaste,
provocou uma reducdo drastica na atividade do complexo CM@aseduas
concentracdes testadas. Na concentracdo final de Gap#as 16,6 % da atividade
foi mantida. LIU et al. (2011), purificando endoglicanadesadas deAspergillus
fumigatus obteve resultados semelhantes com SDS na concentdecdonM.
Entretanto, os outros agentes surfactantes analisadogn0ee glicerol, ndo
apresentaram grande influéncia sobre a atividade do comiestes surfactantes

ndo anibnicos podem atuar na estabilizacdo de proteinas, estedefeito bastante
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conhecido. Além disso, segundo LEE e colaboradores (201i)jté comum o uso

destes detergentes em extratos proteicos a fim de sezeatjaegacdo de proteinas.

Tabela 4- Atividade relativa (%) das enzimas do complexo CMCase de
Pycnoporus sanguineums presenca de diferentes reagentes.

Reagentes 1mM 6 mM
Controle 100+£0,8 100+1,1
SDS 44,0 +2,6 16,6 + 1,5
Tween-20 86,0+2,7 91,5+24
DTT 86,7 +6,7 70,6 £ 6,1
BME 87,1+4,0 92,6 5,2
EDTA 87,0+3,1 86,1+24
Uréia 95,4 + 4,5 97,8+5,8
Furfural 60,3+4,1 63,5+2,2
HMF 69,7 +2,9 47,0 £3,7
Acido acético 87,7+3,3 68,6 + 3,0
Azida 81,2+1,9 84,6 +4,7
Etanol 91,8+1,9 86,4 + 3,8
Glicerol 86,6 + 2,6 98,6 +2,4

O valor de 100 % foi considerado para a atividade enziméaieuséncia
de ions. Os demais valores de atividade relativa foraloulados em
funcdo deste. EDTA: acido etilenodiamino tetcético, BME: [-
mercaptoetanol; DTT: ditiotreitol; SDS: dodecil sulfato delis; HMF:

hidroximetilfurfural.

Levando-se em consideracdo a aplicacdo biotecnologicacasaplexo
multienzimético, produzido porP. sanguineus na hidrélise de biomassas
lignocelulésicas, € de fundamental importancia analisaefeitos dos compostos
como furfural, hidroximetil furfural (HMF) e &cido acéticobse as atividades
enzimaticas, visto que estes compostos sdo resultantesidaatacdo de pentoses,
hexoses e de grupos acetil, respectivamente, durante afanédnto acido destas
biomassas (JONSSON et al., 2013). Contudo, verificamos hastalho grande

reducao na atividade do complexo CMCase na presenca destesstos, 0 que nos
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leva a concluir a incompatibilidade do uso deste complexomético em biomassas
previamente tratadas com &cido, a menos que haja um padetorieacdo, com a
remocao destes compostos, antes do processo de sag@wiftaa biomassa. Logo,
outros tipos de pré-tratamentos sdo indicados, comoré@fgbamentos basicos,
explosdo a vapor ou com outros solventes orgéanicogxeonplo.

Os agentes redutores DTT e BME foram pouco expressivos a@bredade
de CMCase, 0 que sugere baixo contelido ou auséncia de gisatdfeto presentes
no sitio ativo das enzimas. Resultados semelhantesémandrorreram com
endoglicanases dé®aldina eschscholzii(KARNCHANATAT et al., 2008) e
Aspergillus terreuYNARRA et al., 2014). A presenca do agente quelante EDTA
também nado afetou expressivamente a atividade de CMGasmdo apenas uma
diminuicdo de aproximadamente 15 % da sua atividade. Contudopegtiena
reducdo na atividade CMCase pode sugerir a existéncia de pneteinas neste
complexo, entretanto, ou a concentracao utilizada fofigisate para quelar t@s
0s ios metalicos presentes ou estes ions ndo apresergade gmportancia para a
atividade enzimatica. O efeito de inibicdo por este quelémtebservado em
complexos multienzimaticos de celulases e hemicekildsEusarium verticillioides
(ALMEIDA et al., 2013) e em endoglicanases livres Bigcillus sp. (LI & YU,
2012), Fervidobacvterium nodosum(WANG et al.,, 2010) e Penicillium
purpurogenun{LEE et al., 2010).

3.5. Especificidade por substratos

A classificacdo mais simples das glicosil hidrolases (&Ef)m base nas suas
especificidades por substrato. Tal classificacdo se bassiaecomendacdes da
Unido Internacional de Bioquimica e Biologia MoleculddBMB), sendo expressa
em numeros para cada enzima. As hidrol&@3egicosidicas sdo expressas com o
cbdigo EC 3.2.1.X, onde X representa a especificidade por subgtyam alguns
casos, X representa também mecanismos moleculares ageahivde algum tipo de
ligagdo, por exemplo, B-1,4 ou B-1,3 A vantagem deste sistema de classificacéo é a
sua simplicidade, sendo extensamente aplicada, cordbituim padrdo na
calassificagdo das GH. Contudo, o maior problema encontiexia classificacdo € o
fato de que muitas enzimas possuem especificidade por unia sangdade de

substratos. Este fato é comumente observado em GH que asoame
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polissacarideos complexos encontrados na natureza (HEMRIS DAVIES,
1997). Neste trabalho, a especificidade das enzimas presentesiplexo CMCase
de P. sanguineugpor diferentes substratos sollveis e insoluveis foi alakacomo
resultados verificou-se justamerggoecificidades por varios substratos diferentes
(Tabela 5)

Tabela 5- Especificidade por substratos do complexo CMCasdPytmoporus

sanguineus
Substrato Atividade relativa (%)
CMC 100,0 £0,8
Barley-B-glicano 200,8 + 4,6
Filtro de papel n.d
Xilana birchwood 75,8 £0,6
Locust bean gum 51,6 £0,9
Celobiose 0,2+0,0
pNP--D-Celobiosideo 59+04
pNP-B-D-Glicopiranosideo 1,1+£0,0
pNP-B-D-Xilopiranosideo n.d

O valor de 100 % foi considerado para a atividade enzimatiGuséncia de ions.

Os demais valores de atividade relativa foram calculatiosiiecdo deste.

O complexo CMCase apresentou maiores atividades sahestratdbarley-
B-glicana, apresentando um aumento na atividade de quase 100 rfdo qua
comparado a atividade contra o substrato CMC (Tabela 5ub&tratobarley-p-
glicana ¢ um polimero de glicose formado a partir de ligagdes B-1,3 e B-1,4 as quais
ocorrem randémicamente no polimero. Resultados similarasmfobservados por
WANG et al. (2013), ALMEIDA et al. (2013) e PARRY et al. (200Bstes
resultados indicam que as endoglicanses e/ou as celoblak@&qresentes neste
complexo podem clivar tanto ligagdes B-1,3 quanto B-1,4 Logo, € fato quea
atividade do complexo CMCase nao se limita apenas a substeattisicos.

Quando se trata de substrato insoltvel, como a celulastalioa, presente no
papel de filtro, nenhuma atividade foi detectada neste edfsde resultado pode ser

atribuido a dificuldade espacial encontrada por um compilexitienzimatico em
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acessar as cadeias de celulose em um arranjo mals.rige forma contréria,
enzimas livres tém uma maior facilidade para hidrolisar pagel filtro
(KARNCHANATAT et al., 2008; LIU et al., 2011).

As enzimas presentes no complexo CMCase foram capazbegirddisar
substratos hemicelulésicos como a xildirehwood uma glicuranoxilana, elocust
bean gumuma galactomanana, de forma significativa. J& € difundédtteratura
gue algumas endoglicanases podem apresentar atividades de eadex@ajue esta
caracteristica parece estar relacionada com determifeadédiss de GH (VINCKEN
et al.,, 1997; KARNCHANATAT et al.,, 2008; LEE et al., 2010; WARNERaét
2011). Endoglicanases das familias GH5 e GH6 apresentaram ativisizioies
galactomanas e xilanas (VLASENKO et al.,, 201Rgsultados similares também
foram observados por ALMEIDA et al. (2013). Estes autorggerem que esta
atividade sobre galactomanas por endoglicanases pode é&dbaida a uma
homologia estrutural entre as endoglicanases e asnases de determinadas
familias e por uma relativa flexibilidade da estrutura dio sitivo das enzimas
(VLASENKO et al.,, 2010; ALMEIDA et al., 2013). Além disso, shestudos de
caracterizacdo do complexo CMCase foi utilizado adfraGl e nesta fracdo pode
estar presente alguma xilanase nao detectada no gel SDS A& ESssim, mesmo
em quantidades minimas, pode ter apresentado alta atividadeasdigmiceluloses
testadas.

A celobiose, um dissacaridet® glicose (B-1,4), quando utilizada como
substrato, induziu cerca de 0,2 % da atividade do complexo GMasparada a
obtida na hidrélise do CMC, indicando a baixa especificidad@asienzimas por
este substrato. GUPTA et al. (2012) e LEE et al. (2010) naotdetm atividades de
endoglicanases sobre celobiose em baixas concentragiées.disso, o substrato
sintético pNPB-D-Xilopiranosideo n&o foi hidrolisado pelo complexo CA4€E.
Contudo, quando utilizou-se os substratos PBNRGlicopiranosidece pNP-D-
Celobiosidep o complexo CMCase apresentou 1,1 % e 59 % da atividade
encontrada na presenca de CMC, respectivamente, aspgdeis ser atribuidas a
celobiohidrolase (GH7) presente no complexo CMCase. Célobimase de
Neocallimastix patriciarumJ11 também foi capaz de hidrolisar estes substratos
(WANG et al., 2013).
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3.6.Parametros cinéticos

A constante de Michaelis (B e a velocidade méaxima [¥y do complexo
CMCase deP. sanguineusoram determinadas utilizando o CMC como substrato
(Figura 7.
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Figura 7 - Gréafico de Michaelis-Menten para a hidroliseadtbaximetilcelulose pelo

complexo CMCase deycnoporus sanguineua 70 °C e pH 5,0.

De acordo com o grafico apresentado na Figura 8, obsergae o complexo
enzimatico purificado segue a cinética de Michaelis-Merenomplexo CMCase
apresentou um K de 5,72 mg/mL. Esta constangguivale a concentracdo do
substratcna metade da velocidade maxima.f)J, parametro o qual foi calculado em
4,7 pmol/min. O K pode variar muito de acordo com a enzima e mesmo para
substratos diferentes de uma mesma enzima. ALMEDAA (2013), caracterizando
cineticamente um complexo multienzimatico Flesarium verticillioides composto
por duas endoglicanases, uma celobiohidrolase e uma xilandigzendo o CMC
como substrato, encontrou uny ile 10,25 mg/mL, muito superior ao encontrado

neste trabalho.

3.7.Hidrélise do CMC

Na tentativa de elucidar o modo de acdo do complexo GMCk P.

sanguineusa hidrélise do CMC por este complexo foi realizadaseeasultados
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mostram uma mistura de glicose (G1), celobiose (G2), met(G3), celotetraose
(G4) e celopentaose (G5) sendo produzidos durante as 72 h deséiffriura 8

04

0,3 1

L

lhora 10horas 24 horas 48horas 72horas
Tempo de hidroélise

Concentragao dos produtos (mg/mL)

Figura 8 — Hidrolise de carboximetilcelulose pelo complexo CMCake P.
sanguineus 50°C. (m) Glicose, (m) celobiose, ) celotriose, {) celotetraose en

celopentaose.

Na primeira hora da reacéo, a hidrélise do CMC pelas eazingsentes no
complexo CMCase produziu apenas o0s oligossacarideos G4, G3 &s&2.
oligossacarideos sdo normalmente os produtos geradog@eldeaendoglicanases e
celobiohidrolases. Contudo, com o decorrer do tempo de Bigrdrificou-se uma
grande producdo dé&l. Este fato foi inesperado visto que o complexo CMCase
apresentou uma baixa especificidade pela celobiose (Tab&atretanto, resultados
semlhantes foram encontrados na literatura em estumlbseadoglicanases e a
explicacdo para este fato € a clivagem de oligossacanidgioses em regides mais
externas produzindo uma mistura de celobiose e glicoseL{Bi al., 1991;
KARNCHANATAT et al.,, 2008; WARNER et al., 2011). Esta clivagemisna
assimétrica realizada por determinadas endoglicanases sugar@referéncia de
ligacdo em extremidades redutoras pelos subsitios presestsfios cataliticos das
enzimas (WARNER et al, 2010; WARNER et al., 2011). E importemtrar que
neste estudo foi verificado que as endoglicanases estdo legadgs a

celobiohidrolase, o que explicaria esta ligacdo das endogbes apenas em regides
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mais externas da cadeia de CMC, j& que somente assimasdanzimas presentes
no complexo poderiam atuar de forma mais eficiente.

Além disso, o fato de ter havido pouca formacao de G5ceefos indicios de
uma acdo em regides mais proxima da extremidade da cadezM@e pelas
endoglicanases. Contudo, pode ter ocorrido também poucalacdenG5, ao invés
de pouca formacgéo e esta hipétese pode exacionada com a sua rapida hidrolise
pelo complexo CMCase, indicando uma alta eficiéncitedesmplexo em hidrolisar
este substrato.

Depois da glicose e da celobiose, os produtos mais formaftosgreplexo
CMCase foram G3 e G4. Contudo, como estes produtos sao tarnili#ados como
substratos pelas enzimas, em determinados tempos (24 h eh@gvk) uma total

eliminacdo destes produtos no meio reacional.

4. CONCLUSOES

Um complexo multienziméatico, CMCase, contendo duas ermoglses,
sendo uma GH10 (EG1) e outra com homologia parcial asipas TLs e ainda sem
classificacdo (EG2)e duas celobiohidrolases, GH6 @H7, foi purificado deP.
sanguineud®R2 e caracterizado cinético e bioquimicamente. A endoglea EG1
(GH10) possui massa molecular de 35,9 kDa. A endoglicang&s2 & a
celobiohidrolase (GH6) possuem massas moleculares de 42 kDaa ja
celobiohidrolase GH7) possui massa molecular de 52,7 kDa. O complexo CMCase
apresentou um K de 5,72 mg/mL e Wax foi calculado em 4,7 pmol/min. Foi
verificado que os fons metalicos®EeAg®’, Hf'" e C¥* apresentam grande efeito
inibitério sobre a atividade enzimatica deste complé&. relacdo aos reagentes
testados, observou-se que o detergente SDS causou umaadrésticdo na
atividade do complexo CMCase. Além disso, o furfural, o HM& acido acético
também causaram forte inibicdo na atividade. Verificotasghém que o0 complexo
CMCase possui especificidade ndo s6 por substratos eshsipsnas também por
substratos hemiceluldsicos, apresentando também altasladéis sobre este
substrato. Por fim, o complexo CMCase foi aplicado na hgr@po CMC a fim de
se compreender melhor o mecanismo de agéo deste consplepe este substrato.

Durante a hidrélise, verificou-se uma grande formacéadidesg e celobiose com o
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decorrer do tempo, sugerindo uma clivagem assimétrica dgsssdicarideos
maiores produzidos pela clivagem do CMC, ou seja, o comg¥iGase cliva
preferencialmente em regides mais externas dos olggafdeos maiores.

O complexo CMCase foi bastante termoestavel, com trdpa 6tima de
atividade a 70 °C, e apresentando meia-vida de 57,2 h a 5@lé@®. disso,
apresentou altas atividades em uma ampla faixa de pH,8,8-temperatura (50-75
°C), 0 que é uma caracteristica interessante ja queseodgilizado em diferentes
aplicacdes. Para a incorporacdo de enzimas em processb®tasformacao
industrial é necesséario que as enzimas tenham uma alé&neia hidrolitica e que
sejam estaveis por longos periodos de tempos. Assim,aeusgulases na forma de
complexo multienzimaticos € bastante vantajoso, Vigte esta € uma estratégia
utilizada pelo fungo justamente para aumentar a eficiéatialitica e a estabilidade

das enzimas.
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CONCLUSOES GERAIS

¢ O fungo basidiomiceto causador da podriddo braanoporus
sanguineusPR2 possui um relevante potencial para a produgéo de hidrdases
fermentacdo submersa visando a aplicagdo em processoacasficacdo de
biomassas lignoceluldsicas para a producao de etanol;

¢ O perfil de secrecao de celulases e xilanase pelo feanganguineupode
ser alterado variando-se algumas condi¢des de culowag @ fonte de carbono e de

nitrogénio;

e Os fatores concentracdo de forrageira, concentracdo @#onpe
concentracao de sulfato de zinco e o tempo de cultva @ producéo das atividades
FPase, endoglicanase, celobiase e xilanase foram alwsizabtendo-se aumentos

nas atividades de 4,1, 3,2, 19,5 e 17,2 vezes, respectivamente

e O extrato otimizado produzido pd?. sanguineusmostrou carcteristicas
compativeis com o processo de sacarificacdo de biomagsaelulosicas, contudo,
maiores estudos ainda devem ser relizados visando maienesmentos de

conversao;

e O extrato enzimatico produzido pdP. sanguineusem fermentacao
submersa (FS), e 0 extrato enzimatico produzidocQpoubensiem fermentacdo em
estado sélido (FES), foram misturados de forma néao coiwveicou seja, durante a
etapa da extracdo das enzimas na FES. O coquetel resulf@ntagresentou um
balanco enzimatico satisfatorio para a hidrélise do ¢magle cana pré-tratado com
NaOH 1 % (m/v), proporcionado principalmente por efeitosrgio@s positivos

entre varias enzimas.

¢ O coquetel MT produzido mostrou-se promissor para aplicagdo e
processos de sacarificacdo do bagaco de cana pré-tratadsolugédo alcalina, ja
gue altos rendimentos de hidrélise da glicana e xilana foldishos, utilizando tanto
uma carga enzimatica de 10 FPU/g (85 % e 95 %, respectivanagatelo de 5
FPU/g (68 % e 85 %, respectivamente)
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e Um complexo multienzimatico, CMCase, contendo duas eitdogises
duas celobiohidrolases, produzido p&. sanguineusPF2 foi purificado e
caracterizado cinético e bioquimicamente.

e A partir da hidrélise do CMC, verificou-se que o compleXdGase cliva
preferencialmente em regides mais externas dos olgafdeos maiores

apresentando uma clivagem assimeétrica.

e O complexo CMCase foi bastante termoestavel, apresbntaeia-vida de
57,2 h a 50 °C, além disso, foi estavel em uma ampla faixpHd¢3,5-5,5) e
temperatura (50-75 °C).

e A utilizacgdo de complexos multienzimaticos em processies
biotransformacédo industrial pode ser bastante vantajgsto que esta € uma
estratégia utilizada pelo fungo justamente para aumergfici@ncia catalitica e a

estabilidade das enzimas.
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