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RESUMO

SOUZA, Carlos Joulbert Alves de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio
de 2014. INFLUENCIA DA CONCENTRAGCAO DE BIOMASSA NA
PRODUGAO DE ETANOL CELULOSICO E CARACTERIZAGAO DE UMA -
GLUCANASE DE Kluyveromyces marxianaus. Orientador: Luciano Gomes
Fietto.

A sacarificagdo e fermentagdo simultdnea (SSF) de biomassa em altas
concentracdes de solidos € um método promissor para aumentar a
concentragdo de etanol no final do processo. No entanto, a biomassa
lignoceluldsica € um material heterogéneo e insoluvel em agua e o aumento da
sua concentragao no meio reacional pode influenciar negativamente a taxa de
conversédo de biomassa em alcool. Assim um dos objetivos desse trabalho foi
avaliar o efeito do aumento da concentracdo de soélidos e a forma de
alimentacao do reator, com enzimas e biomassa, sobre a producao de etanol
em um processo SSF. Os resultados obtidos mostram um aumento da
concentracdo de etanol com o aumento da concentragdo de biomassa em
todas as condigbes testadas. Quando se avaliou o efeito da adigdo gradual de
enzimas, concentragdes semelhantes de etanol foram obtidas, sugerindo que
as enzimas nao perdem, significativamente, sua atividade ao longo do
processo. Os resultados obtidos com as analises fisico-quimicas do bagaco
antes e apos o processo fermentativo sugerem que os principais fatores que
estdo influenciando a hidrélise enzimatica da biomassa s&o o conteudo de
lignina e o indice de cristalinidade da celulose, fatores esses que aumentam ao
longo do processo diminuindo o rendimento em etanol. Recentemente nosso
grupo de pesquisa identificou uma nova enzima secretada por Kluyveromyces
marxianus com atividade hidrolitica sobre celobiose e p-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo (pNpG). Neste trabalho a especificidade da enzima foi
avaliada utilizando os substratos celobiose (B-1,4), CMC (B-1,4), B-glucano (B-
1,3: B-1,4), e pNpG. Os resultados obtidos mostram uma atividade de hidrélise
maior para o substrato B-glucano indicando que a enzima identificada possui
especificidade para ligacbes glicosidicas B-1,3 e B-1,4. Para uma melhor
caracterizagdo da enzima identificada foi realizado seu sequénciamento da

proteina por espectrometria de massas. As analises das sequéncias obtidas
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mostraram alta similaridade com (-1,3 glucanases fungicas. Além disto, foi
medida a atividade hidrolitica desta enzima sobre a parede celular de
leveduras. Os resultados mostram que a enzima possui um potencial para
aplicagcdo na produgdo de [-glucanos soluveis ou para preparagao de
protoplastos de leveduras. A atividade da enzima sobre ligagdes 3-1,3 explica a
sua atividade sobre a parede celular de Saccharomyces cerevisiae. A
sequéncia de aminoacidos e a especificidade pelos substratos [3-glucanos
sugerem que a enzima secretada por K. marxianus seja uma [-1-3(4)-

glucanase.
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ABSTRACT

SOUZA, Carlos Joulbert Alves de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May,
2014. INFLUENCE OF BIOMASS CONCENTRATION ON PRODUCTION OF
CELLULOSIC ETHANOL AND CHARACTERIZATION OF A B-GLUCANASE
FROM Kluyveromyces marxianaus. Adviser: Luciano Gomes Fietto.

Simultaneous saccharification and fermentation (SSF) of biomass in high
concentrations of solids is promising to increase the concentration of ethanol in
the end of the process. However, lignocellulosic biomass is a heterogeneous
and water-insoluble material and increase its concentration in the reaction
medium may negatively influence the rate of conversion of biomass to ethanol.
Objectives of the study were to evaluate how the increasing of solids
concentration and the reactor feed mode with enzymes and biomass, have an
effect on ethanol yield of a SSF process. The results show an increase of
ethanol concentration with increasing of biomass concentration in all conditions
evaluated. When assessing the effect of the gradual addition of enzymes,
similar concentrations of ethanol were obtained, suggesting that enzymes do
not significantly lose their activity during the process. The results obtained with
the physico-chemical analyzes of the bagasse before and after the fermentation
process suggest that the main factors influencing the enzymatic hydrolysis of
biomass are lignin and cellulose crystallinity index, factors that increase
throughout the process decreasing ethanol yield. Recently our research group
identified a new enzyme secreted by Kluyveromyces marxianus with hydrolytic
activity on cellobiose and p-nitrophenyl-B-D-glucopyranoside (PNPG). In this
study the specificity of the enzyme was assessed using the substrates
cellobiose (B-1, 4), CMC (B-1, 4), B-glucan (B-1, 4: B-1, 4), and PNPG. The
results show a higher activity for the hydrolysis of B-glucan substrate identified
indicating that the enzyme has specificity for -1, 3 and (-1, 4 glycosidic
linkages. For a better characterization of the identified enzyme protein
sequencing by mass spectrometry was performed. Analyses of the sequences
obtained showed high similarity to B-1, 3 glucanases from yeast. Furthermore,
we measured the hydrolytic activity of this enzyme on the yeast cell wall. The
results show that the enzyme has a potential application in the production of
soluble B-glucan or yeast protoplast preparation. The enzyme activity of -1, 3

iX



bonds explains their activity on the cell wall of Saccharomyces cerevisiae. The
amino acid sequence and specificity for B-glucans substrates suggest that the

enzyme is secreted by K. marxianus one -1-3 (4)-glucanase.



CAPITULO 1: ETANOL LIGNOCELULOSICO:
DESAFIOS E ESTRATEGIAS



Revisao de literatura
1.1.Etanol Lignocelulésico

O provavel esgotamento dos combustiveis fdsseis, as questdes
ambientais e a crescente demanda por energia, tém aumentado o interesse
mundial por fontes alternativas de energia (Demain, 2009; Sarkar et al., 2012).
Neste ambito, a conversdo de biomassa lignocelulésica em etanol ganha
especial atencéo (De Souza et al., 2012; Faga et al., 2010), pois as biomassas
lignoceluldsicas sao as fontes renovaveis mais abundantes, sendo encontradas
na natureza como materiais agroindustriais, residuos urbanos e madeiras
(Pandey et al., 2000; Sarkar et al., 2012).

O conteudo de celulose e hemicelulose presente nessas biomassas
pode ser convertido em monossacarideos fermentesciveis como hexoses e
pentoses representando, portanto, uma alternativa sustentavel e barata de
energia renovavel para aumentar a produgéo de etanol (Jordan et al., 2012; Lin
etal., 2011).

O processo de producao de etanol celulésico requer quatro etapas: pré-
tratamento, hidrélise, fermentacéo e destilacdo. Essas etapas sao necessarias
para desestruturacdo da parede celular; clivagem da celulose e hemicelulose
que leva a liberagao de agucares para a etapa de fermentacao e destilacdo do
mosto para se obter o etanol (Alvira et al., 2010; Cardona et al., 2010; Van
Maris et al., 2006).

No entanto, existem varios desafios nas diferentes etapas do processo
que devem ser superados para tornar viavel a produgao de etanol de biomassa
lignoceluldsica (Girio et al., 2010; Matano et al., 2012b; Olofsson et al., 2008;
Parawira & Tekere, 2011; Percival Zhang et al., 2006; Soccol et al., 2010;
Wang et al., 2012).

Dentre os desafios podemos citar:

(1) Recalcitrancia da biomassa;

(2) Inibicao das celulases pelos produtos de hidrdlise;
(3
4

(5) Micro-organismos incapazes de utilizar pentoses;

Custo das enzimas;

Temperaturas incompativeis de hidrélise e fermentacéo;

)
)
)
)



(6) Estresse por inibidores;

(7) Baixo rendimento em etanol do processo.

Nesta revisao serdao abordadas as diferentes estratégias propostas para
superar esses desafios e com isso tornar possivel a produgdo de etanol de

biomassa lignoceluldsica.

1.1.1. Recalcitrancia da Biomassa

O maior constituinte da biomassa lignocelulésica € a celulose, um
polimero linear composto por residuos de B-D-glicopiranose, unidos por
ligagcbes glicosidicas [B(1-4). Polimeros lineares de celulose ocorrem como
cadeias paralelas unidas principalmente por ligagbes de hidrogénio e forgas de
van der walls formando as microfibrilas. Por sua vez, essas sdo compostas por
regides amorfas e cristalinas. As regides cristalinas sdo mantidas por ligagdes
de hidrogénio intra e intermoleculares entre as cadeias de celulose tornando-as
altamente resistentes ao ataque quimico em comparagdo com as regides
amorfas (Bhat et al., 1997; Laureano-Perez et al., 2005).

O segundo componente é a hemicelulose, um heteropolimero complexo
altamente ramificado que contém hexoses (D- glicose, D-galactose, D-manose,
L-ramnose, L-fucose), pentoses (D-xilose e L-arabinose) e acidos urdnicos
(acido D-glucurénico e acido D-galacturénico) (Labavitch et al., 1978; Scheller
& Ulvskov, 2010).

A lignina, que constitui 10-20% em peso da biomassa seca, € um
polimero aromatico contendo residuos fendlicos, tais como alcool trans-p-
coumaril, alcool trans-p-coniferil e alcool trans-sinapico (Boerjan., et al., 2003).
A presenca da lignina limita a etapa da hidrélise por formar uma barreira fisica
que diminui a acessibilidade de enzimas nas microfibrilas de celulose e por
adsorcdo nao produtiva das celulases ao polimero fendlico. Essa inibicao é
dependente tanto do conteudo da lignina como das unidades monoméricas que
a compde (Fu et al., 2011; Masarin et al., 2011; Rahikainen et al., 2013;
Wagner et al., 2011).

A presencga da lignina na parede celular vegetal e a forte associagao
entre a celulose e a hemicelulose conferem sustentagdo a planta, além de

protegé-la contra patdégenos e substéncias quimicas. No entanto, essas
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caracteristicas fisico-quimicas e estruturais como porosidade, grau de
polimerizacao e cristalinidade tornam a parede altamente recalcitrante e dificil
de ser desestruturada. A recalcitrancia dificulta o acesso e o ataque das
celulases e hemicelulases as ligagbes glicosidicas nos residuos de glucanas e
xilanas e por isso tem sido um dos principais obstaculos para a produgao
economicamente viavel de bioetanol de segunda geragéo (Alvira et al., 2010;
Brodeur et al., 2011; Hendriks & Zeeman, 2009; Pauly & Keegstra, 2010; Agbor
et al., 2011).

Nesse sentido, faz-se necessario melhorar os processos ou técnicas que
alteram a estrutura e/ou composi¢cao da parede celular a fim de tornar esses

polimeros acessiveis as enzimas na etapa da hidrdlise.
1.1.1.1. Pré-tratamentos

Os pré-tratamentos podem ser classificados em quatro categorias:
quimicos, bioldgicos, fisicos e fisico-quimicos. Cada tipo de pré-tratamento
altera a biomassa de determinada maneira (Agbor et al., 2011; Alvira et al.,
2010; Hendriks & Zeeman, 2009). A tabela 1 mostra os diversos tipos de pré-
tratamento, as condi¢des de operagdes e o efeito sobre a biomassa.

Os tratamentos fisicos visam diminuir o tamanho da biomassa com
consequente diminuicdo do grau de polimerizagdo, aumentando dessa forma a
area superficial (Vidal et al., 2011). Os tratamentos biolégicos envolvem o uso
de fungos produtores de enzimas como hemicelulases e lacases que degradam
hemicelulose e lignina respectivamente tendo um menor impacto sobre a
celulose (Wan & Li, 2012). Os quimicos envolvem substancias quimicas como
acidos, bases ou substancias organicas visando a solubilizacdo da
hemicelulose e lignina (Brodeur et al.,, 2011; Vargas Betancur & Pereira Jr,
2010; Xu & Cheng, 2011; Zhao et al., 2009). Os fisico-quimicos visam
solubilizar ou mesmo diminuir a interagdo entre os diferentes componentes
(Brodeur et al., 2011). Além disso, tem sido muito utilizada a combinagéao de
pré-tratamentos de modo a separar a biomassa em fragdes obtendo assim
maiores rendimentos na hidrélise (de Souza et al., 2012; Hendriks & Zeeman,
2009).



Tabela 1 - Diversos processos de pré-tratamentos

Biomassa

Pré-tratamento

Condicoes

Observacoes

Referéncias

Bagaco de cana AFEX

Propor¢cdo 1:1 (amoénia

para biomassa), 140°C

Conversao glucana
(85%) e Hemicelulose

(95-98%)

Krishnan et al., 2010

Bagaco de cana Acido e Basico

H,SO, (0,5%) e NaOH
(4%) , 120°C, 30 min

de 4%

de glicose na hidrdlise

Préximo

(de Souza et al., 2012)

Reator de 5000 L a uma

Proximo de 2%

(Santos et al., 2010)

pressao de 15,3 de glicose na hidrdlise
B d Explosa
agago de cana Xplosao @ kgf/cm®durante 7 min
vapor
Bagaco de cana Acido H,SO, e acido acético 90,9% da hemicelulose (Rocha et al., 2011a)
(1%), 190°C, 10 min solubilizada
Bagaco de cana Acido H.SO,(1,25%),121°C Solubilizagao da (Cheng et al., 2008)
hemicelulose
2 h.
Bagaco de cana Alcalino NaOH (1.0%), 100°C, Solubilizagdo (Silva et al., 2010)
1h
da lignina
Panicum virgatum  Hidrotérmolise 200°C, 10 min Proximo de 37,7% da (Fagaetal., 2010)

xilana foi removida

Dentre esses pré-tratamentos destacam-se os pré-tratamentos acidos e

basicos. O principal objetivo do pré-tratamento acido é solubilizar a fragao

hemicelulésica da biomassa e assim tornar a celulose mais acessivel as

enzimas. Diversos tipos de acidos tém sido utilizados: acido cloridrico,

sulfurico, nitrico e acético, sendo que o efeito na estrutura da biomassa vai

depender do tipo de acido, concentracdo, temperatura e tempo de pré-
tratamento (Alvira et al., 2010; Gamez et al., 2006; Hendriks & Zeeman, 2009;
Hernandez-Salas et al., 2009; Rocha et al., 2011a; Rodriguez-Chong et al.,
2004; White et al., 2008).



Os pré-tratamentos alcalinos aumentam a digestibilidade da celulose e
sdo mais eficazes para solubilizar a lignina, com menor solubilizacdo da
celulose e hemicelulose (Brodeur et al., 2011). Pré-tratamentos em que séo
empegados solventes orgéanicos, aquosos ou mesmo mistura de solventes
também sé&o utilizados. Dependendo do solvente a ser utilizado pode-se obter
lignina com um alto grau de pureza (Alvira et al., 2010; Zhao et al., 2009).
Diversos tipos de bases podem ser utilizadas como o hidroxido de sédio e de
célcio (Carvalheiro et al., 2008; de Souza et al., 2012).

Postula-se que os pré-tratamentos ideais tém que alcangar os seguintes
objetivos: aumentar a digestibilidade da biomassa; evitar a degradacédo ou
perda de carboidratos; evitar a formacdo de inibidores para os processos
subsequentes de hidrélise e fermentacao; e ser economicamente viavel (Alvira
et al., 2010; Brodeur et al., 2011). Uma vez que fatores estruturais relacionados
a biomassa tem impacto negativo nas taxas de hidrélise, pré-tratamentos
devem ser desenvolvidos de forma a alterar a parede celular vegetal tornando
os polissacarideos acessiveis a enzimas na etapa da hidrolise. Essa
acessibilidade dever ser de forma tal, que torne a etapa de pré-tratamento e
hidrdlise economicamente viaveis e que contribua para aumentar a
concentragdo de etanol em valores que favorega energeticamente a etapa da

destilacao.
1.1.2. Inibigao das celulases

A hidrélise da celulose em mondmeros de glicose ocorre pela agao
sinérgica de celulases. De acordo com o sitio de atuagdo no substrato
celulésico, as celulases podem ser classificadas em trés grupos principais:
endoglucanases, celobiohidrolases e B-glicosidases. As endoglucanases
(EC 3.2.1.4) clivam aleatoriamente ligacbes glicosidicas em regides amorfas
diminuindo o grau de polimerizagdo da celulose. Sendo assim, ela é
responsavel pela rapida solubilizagdo do polimero. Os oligossacarideos
liberados pelas endoglucanases tornam-se substratos para as
celobiohidrolases (CBH) que podem atuar nos terminais redutores (CBHI) ou
nos terminais nao-redutores (CBHII) liberando celobiose ou oligossacarideos

maiores. E por ultimo, entram em agao as [(-glicosidases que atuam sobre as



celobioses liberando moléculas de glicose (Chundawat et al., 2011; Lynd et al.,
2002; Percival Zhang et al., 2006; Wang et al., 2012).

No entanto, as celulases, principalmente as endoglucanases e
celobiohidrolases, sao fortemente inibidas por glicose e celobiose (Percival
Zhang et al., 2006; Wang et al., 2012). Diversas alternativas podem ser
utilizadas para reduzir essa inibigdo. Estas incluem: aumento da concentracéo
de celulases na reacgéo e suplementagcdo com B-glicosidase, visando diminuir a
concentragcdo de celobiose. No entanto, essas alternativas impactam
negativamente o processo devido ao custo das enzimas (Chauve et al., 2010;
Chen et al.,, 2010; Zhang et al., 2010). Outros tipos de inibicdo sdo por
adsor¢do n&o produtiva na lignina, por xilanas e xilo-oligossacarideos
(Rahikainen et al., 2013; Zhang et al., 2012; Zhang & Viikari, 2012). Neste
sentido, surge a necessidade de processos que visam vencer essas inibi¢coes

de modo a aumentar a conversao da biomassa na etapa da hidrolise.

1.1.2.1. Sacarificagao e fermentagcao simultanea (SSF)

Uma alternativa para superar a inibigdo das celulases pelos produtos de
hidrolise é a condugdo do processo fermentativo por sacarificagdo e
fermentacao simultdnea (SSF). Este processo foi primeiro descrito por Gauss
em uma patente em 1976. O processo consiste em realizar a hidrolise e
fermentacdo de modo simultdneo em um mesmo recipiente (Figura 1)
(Olofsson et al., 2008). A sacarificacdo e fermentacdo simultdnea (SSF)
combinam a hidrdlise enzimatica e a fermentagcdo para manter uma
concentragcao de glicose baixa no meio, sendo, portanto uma boa estratégia
para aumentar a taxa de converséo de celulose em etanol (Krishna et al., 2001;
Olofsson et al., 2008). Foi demonstrado que maiores rendimentos em etanol
poderiam ser obtidos por sacarificagdo e fermentacdo simultdnea em
comparagao com processos de hidrolise e fermentagado separadas (SHF) (de
Souza et al., 2012; Tomas-Pejo et al., 2009; Olofsson et al., 2008).

Além de melhorar a taxa de hidrolise pela conversdo simultanea dos
agucares que inibem a atividade das celulases, o SSF apresenta vantagens
comparadas ao processo em que a hidrdlise e a fermentagcédo ocorrem de forma
separada. Dentre as vantagens do SSF destacam-se: diminuigcdo do

requerimento de enzimas, aumento do rendimento do processo, diminui¢do do
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requerimento de condigbes estéreis, considerando que a glicose € removida
imediatamente do meio, e diminuicdo do tempo total do processo evitando
contaminagdes. A desvantagem é que esse processo requer micro-organismos
termotolerantes (de Souza et al.,, 2012; Olofsson et al., 2008; Santos et al.,
2010).
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Figura 1 — Diagrama esquematico das diversas formas de conduc&o do
processo de producgédo de etanol de biomassa lignoceluldsica. Co-fermentacgéo
(CF), sacarificacdo e fermentagdo simultdnea (SSF) e Sacarificacédo e co-

fermentacao simultanea (SSCF).

Alternativas ao SSF seriam o isolamento e a caracterizagao de enzimas
menos sensiveis a inibicdo por glicose e celobiose, uma vez que, a inibicdo
causada por estes acgucares influenciam a taxa de disponibilizacdo de acucares
fermentesciveis. Essa caracterizagdo pode ser usada concomitantemente com
a engenharia de proteinas. Neste caso, um estudo detalhado dos mecanismos
de inibicdo enzimatico com detalhes da estrutura molecular do sitio ativo

contribuira para a obtencdo de enzimas menos sensiveis. Uma vez que, o



processo necessita de organismos termotolerantes, surge a necessidade do
isolamento e caracterizagdo de linhagens de leveduras capazes de crescer e
fermentar em altas temperaturas. A Compreensédo dos mecanismos de vias de
sinalizagdo como também de genes envolvidos na resposta ao estresse por
temperaturas pode ser utilizada para se obter linhagens termotolerantes
geneticamente modificadas de micro-organismos capazes de tolerar altas
temperaturas.

Recentemente, Zhang & Viikari (2012) verificaram a inibicado da CBHII
de Trichoderma reesei por xilo-oligossacarideos e por xilose. Neste mesmo
estudo experimentos de cinética mostraram que xilobiose e xilotriose s&o
inibidores competitivos das CBHI de Thermoascus aurantiacus. Os autores
concluem que esta inibicdo é devido a semelhanga estrutural desses
oligossacarideos com a celobiose. Ao se ligar no sitio ativo dessas enzimas
tais oligossacarideos causam impedimento estérico e dessa forma inibem a
atividade da enzima. Em outro estudo (Zhang e colaboradores (2012) e
colaboradores relataram a inibicdo das celulases por xilanas. A inibicao foi
verificada nas endoglucanases e celobiohidrolases | e |l. Uma das possiveis
explicagbes é a barreira fisica que as xilanas formam na superficie da celulose.
Como relatado por (Kohnke, 2010) as xilanas tém afinidade pela celulose e
podem adsorver na superficie do polimero in vitro formando uma barreira que
impede a ligacao e agao das celulases.

Sacarificacdo e fermentacdo simultdnea da celulose e da hemicelulose
pode ser uma alternativa para evitar esse tipo de inibigdo. Neste processo
utiliza-se xilanases e B-xilosidases visando a hidréolise de xilanas e xilo-
oligossacarideos que diminuem a atividade das celulases por adsorverem na
superficie da celulose e por inibicdo competitiva. E por ultimo, o uso de micro-
organismos que fermentam xilose evitaria 0 acumulo desse agucar e a inibigdo
que o0 mesmo causa nas celulases.

Outro tipo de inibicdo que pode contribuir para uma menor taxa de
hidrolise € a adsor¢ao nao produtiva das celulases na lignina. Uma alternativa
para evitar a adsor¢cdo das enzimas é a adi¢gao de substancias tais como BSA
(Bovine Serum Albumin), Poly(ethylene glycol) (PEG) e tween durante a
hidrolise. O PEG tem sido descrito por se ligar na lignina impedindo dessa

forma a adorgcao das celulases na mesma. A adicdo de PEG na hidrélise
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enzimatica do Steam-pretreated spruce (SPS) aumentou a converséo
enzimatica de 47 para 67% (Borjesson et al., 2007). Uma correlagéo
diretamente proporcional foi verificada entre concentragcdo de tween e presenca
de celulase livre apos a hidrolise de Pinus contorta. A adicao de Tween foi
verificada como essencial para a reciclagem da enzima devido ao seu papel de
evitar adsorcdo da enzima (Tu & Saddler, 2010). Aumento da converséo
enzimatica foi verificado pela adicdo de BSA na hidrolise enzimatica de papel
de filtro por celulase. A conversao de celulose foi aumentada de 74,4% para
92,1% na presengca de BSA. Os resultados indicaram que O BSA pode
aumentar a estabilidade da enzima a altas temperaturas. Neste mesmo estudo
foi verificada uma menor adsorcdo das celulases com o aumento da
concentragdo de BSA (Wang et al., 2013).

1.1.2.2. Temperaturas incompativeis de hidrélise e fermentagao

Um dos principais inconvenientes do processo de producio de etanol a
partir de biomassa lignocelulésica sdo as temperaturas incompativeis de
hidrolise enzimatica e fermentagdo. As celulases possuem temperatura 6tima
de atuacgéo préxima de 50°C enquanto os micro-organismos fermentam entre
30 e 37°C (Olofsson et al., 2008). Processos tém sido propostos visando
vencer essa incompatibilidade e ao mesmo tempo evitar quedas no rendimento
tanto da hidrélise quanto da fermentacgéo. Alternativas incluem sacarificagéao e
fermentacdo em separado (SHF) e uso de leveduras termotolerantes.

Sacarificacédo e fermentacdo em separado é a concepcgéo tradicional, na
qual a hidrdlise da celulose, apds o pré-tratamento da matéria-prima, € anterior
a etapa de fermentagdo. A vantagem desse processo é a de se poder realizar
cada etapa na sua condigao 6tima, eliminado assim o problema causado pela
incompatibilidade de temperatura (de Souza et al., 2012; Saha et al., 2011). Os
inconvenientes do processo sao a necessidade de resfriamento de reatores e o
baixo rendimento comparado ao SSF, pois ocorre a inibicdo das celulases
pelos produtos de hidrélise (Olofsson et al., 2008; Tomas-Pejo et al., 2009).

Devido a incompatibilidade de temperatura, trabalhos tém focado no uso
de leveduras termotolerantes. Neste sentido, linhagens termotolerantes,
principalmente pertencentes as espécies Saccharomyces cerevisiae e

10



Kluyveromyces marxianus, tém sido isolados e utilizados no processo SSF (de
Souza et al., 2012; Faga et al.,, 2010; Moreno et al., 2012; Suryawati et al.,
2008). Alguns isolados de S. cerevisiae que podem tolerar temperaturas
superiores a 44°C tém sido selecionados com sucesso, entretanto as taxas de
crescimento e de produgdo de etanol nestes casos sdao menores nestas
temperaturas (Sree et al., 2000).

Entre as espécies de leveduras conhecidas utilizadas em processos
fermentativos, K. marxianus tem mostrado alto desempenho em termos de
crescimento e fermentagdo em altas temperaturas (Ballesteros et al., 2004; de
Souza et al., 2012; Hong et al., 2007; Suryawati et al., 2008).

De Souza e colaboradores (2012) compararam a capacidade
fermentativa de duas linhagens termotolerantes, Kluyveromyces marxianus
UFV-3 e Saccharomyces cerevisiae LBM-1. As linhagens foram capazes de
crescer em temperaturas acima de 40°C. Neste estudo a melhor temperatura
de fermentacdo para a levedura S. cerevisiae LBM-1 foi 37°C, ao passo que
para K. marxianus UFV-3 foi 42 °C. Produgao de etanol préximo de 19 g/L foi
obtido por Faga e colaboradores (2010) utilizando K. marxianus IMB3
fermentando a 45°C e S. cerevisiae D5A a 37 °C. Krishna e colaboradores
(2001) utilizando uma linhagem de S. cerevisiae NRRL-Y-132, bagaco de cana-
de-agucar e 40 FPU de enzima por grama de substrato obtiveram
aproximadamente 25 g/L de etanol a 40°C. No entanto, essa alta concentragéo
de etanol exigiu uma carga de enzima muito alta o que impacta o processo.

Entre as vantagens no uso de leveduras termotolerantes incluem
reducao de custo com resfriamento, dispensa de unidade refrigeragdo, melhor
rendimento de hidrdlise, reducdo dos riscos de contaminacdo, evaporacao
continua do caldo sob presséo reduzida e sustentabilidade para uso em paises
tropicais (Hasunuma & Kondo, 2012).

Uma vez que o crescimento e produgao de etanol tendem a ser menor
com o aumento da temperatura uma alternativa seria a busca por celulases que
tenham atividade 6tima préoxima a temperatura, ideal de crescimento dos micro-
organismos. Além disso, o uso de temperaturas menores no processo
contribuiria para uma menor perda de etanol por evaporagdo e menor gasto de
energia com aquecimemto. Neste sentido, o isolamento de micro-organismos

produtores de enzimas e a caracterizagéo cinética das mesmas surgem como
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uma alternativa promissora. Modificagao estrutural da enzima por mudancgas na
sequéncia de aminoacidos pode contribuir para obtencido de enzimas com
temperaturas otimas de atuagdo proximas ao do crescimento dos micro-

organismos fermentadores.

1.1.3. Custo das enzimas

Atualmente, os custos do pré-tratamento e hidrélise enzimatica sdo os
principais obstaculos econdmicos para a comercializagcdo da tecnologia de
bioconversao da biomassa em etanol. Uma limitagdo do processo que contribui
ainda mais para o aumento do custo é a inibicdo das celulases pelos produtos
de hidrolise, glicose e celobiose (Kristensen et al., 2009b; Wang et al., 2012).

Devido a baixa concentracdo de [-glicosidases nos coquetéis
enzimaticos disponiveis comercialmente, faz-se necessario sua suplementacgao
com [-glicosidases de outras fontes. Isto € necessario, pois por meio da
hidrolise da celobiose pelas B-glicosidases consegue-se diminuir o efeito
inibitério causado na endoglucanase e celobiohidrolase. No entanto, isso
resulta num impacto bastante significativo para o processo, em termos de
custos, podendo representar de 30 a 50% (Chen & Qiu, 2010).

1.1.3.1. Bioprocesso consolidado (CBP)

Uma forma de reduzir os custos do processo de hidrolise € a obtencao
de micro-organismos fermentativos capazes de hidrolisar a biomassa
lignoceluldsica. Assim, a hidrdlise da celulose e a fermentagdo da glicose
acontecem em um mesmo equipamento em um processo denominado
bioprocesso consolidado. (Figura 2) (Lynd et al., 2005).

Nesse sentido, diversos trabalhos com leveduras geneticamente
modificadas expressando enzimas do complexo celulolitico vém sendo
realizados (Hong et al., 2007; Jeon et al., 2009; Yanase et al., 2010b).

Dentre os organismos que tém sido geneticamente modificados se
destacam as linhagens de Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces
marxianus. S. cerevisiae destaca-se devido a sua capacidade fermentativa, sua
tolerancia a etanol e outros inibidores e por ser mais facilmente modificada

devido a um maior conhecimento do seu genoma e da sua fisiologia. K.
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marxianus devido ao fato de possuir caracteristicas desejaveis para o
processo. Dentre essas caracteristicas destacam-se a termotolerancia, a
capacidade de assimilar uma ampla variedade de substratos como lactose,
glicose, xilose, sacarose e inulina como também possuir a maior taxa de
crescimento encontrado entre organismos eucariotos. E mais importante, por
combinar caracteristicas de eficiente capacidade fermentativa e capacidade de
secretar proteinas heterdlogas (de Souza et al., 2012; Faga et al., 2010;
Fonseca et al., 2013; Fonseca et al., 2008; Lane et al., 2011; Lane & Morrissey,
2010; Lertwattanasakul et al., 2013; Rocha et al., 2011b).

Devido a capacidade de K. marxianus secretar uma proteina de alta
massa molecular como a inulinase, supdem-se que essa seja uma
caracteristica favoravel para sua aplicagdo em producdo de proteinas
heterélogas (Zhang et al.,, 2003). Alguns exemplos mostrando a producao
heterdloga de proteinas nesta levedura foram relatados na literatura (Hong et
al., 2007; Pecota et al., 2007; Rocha et al., 2010; Sieiro et al., 2009; Yanase et
al., 2010a; Zhang et al., 2003).
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Figura 2 — Esquema representativo de producdo de etanol de biomassa
lignoceluldsica por bioprocesso consolidado (CBP). Adpatado de (Hasunuma &
Kondo, 2012).
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1.1.3.2. Co-fermentacao de xilose e celobiose

Uma opgéo pouco explorada é a utilizagdo de linhagens que utilizam a
celobiose. Linhagens selvagens de S. cerevisiae ndao conseguem assimilar
celobiose, porque nao possui um transportador de celobiose e uma -
glicosidase capaz de hidrolisar a celobiose em glicose. Uma alternativa seria
utilizar linhagens geneticamente modificadas ou as que naturalmente
expressam o transportador e/ou uma [-glicosidase (Ha et al., 2011).

Recentemente Ha e colaborares (2011) obtiveram uma linhagem
recombinante de S. cerevisiae capaz de co-fermentar celobiose e xilose. Os
genes que codificam um transportador de celodextrina e uma [(-glicosidase
intracelular foram expressos em S. cerevisiae modificada para fermentar xilose.
Os autores destacam que a co-fermentacdo torna possivel a utilizacdo de
coquetéis enzimaticos com atividade limitada de B-glicosidase, reduzindo dessa
forma, o custo associado a hidrolise. Esta estratégia contribui também para o
aumento da produtividade em etanol devido a sinergia entre celobiose e xilose.
A presencga de celobiose ndo interfere na utilizagdo de xilose pela levedura
como acontece quando a glicose esta presente no meio.

Aeling e colaboradores (2012) obtiveram uma linhagem de S. cerevisiae
capaz de co-fermentar xilose e celobiose sob condicbes anaerdbicas. Esta
linhagem foi obtida pela inser¢ao de uma xilose isomerase, superexpressao do
gene que codifica uma xiluloquinase, expressdo de um transportador de
celobiose e de uma fosforilase de celobiose. A linhagem, no entanto, foi
incapaz de utilizar xilose e celobiose como unica fonte de carbono em
anaerobiose, uma vez que, nessas condigdes ndao ha geragao suficiente de
ATP para o crescimento. O crescimento e a fermentagdo ocorreram com a
presenga de pequenas quantidades de glicose no meio. Os autores apontam
que talvez um aumento de atividade da fosforilase e a utilizacdo de
transportadores passivos de celobiose seja uma altenativa para que a prépria

celobiose seja fonte de carbono e energia para o crescimento microbiano.
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1.1.3.3. Engenharia de superficie celular

A engenharia de superficie se baseia na expressao de uma proteina alvo
na superficie celular de uma célula. Para isto, essa deve ser fusionada a uma
determina proteina chamada ancora. Existem varias caracteristicas que a
proteina ancora deve possuir para ser utilizada de maneira eficiente. Um delas
€ possuir mesma possua uma sequéncia sinal que tem como fungéo dirigir sua
transferéncia para a superficie da célula. Uma segunda caracteristica é que
esta proteina nao interfira com a estabilidade e atividade da proteina alvo
(Tanaka et al., 2012). Diferentes proteinas tém sido utilizadas como ancora.
Dentre essas temos a a-agglutinin, Aga2 e Aga1 (Baek et al., 2012; Tanaka et
al., 2012; Wen et al., 2010).

Existem varias vantagens que podem ser apontadas pelo uso da
engenharia de superficie celular:

(1) A proximidade das enzimas facilita a hidrdlise devido a acgao
sinérgica das enzimas;

(2) A ocorréncia da hidrolise proxima a membrana aumenta a
velocidade de captagao da glicose evitando seu acumulo no meio. Com isso
diminui-se a chance de contaminagdo como também o efeito da repressao
catabdlica por glicose facilitando dessa forma a captagéo de xilose pela célula.

(3) Redugédo do custo relacionado a hidrélise uma vez que havera
reutilizagdo das enzimas quando recuperado o inéculo.

(4) Manutencdo da atividade das enzimas enquanto as leveduras
continuam a crescer (Baek et al., 2012; Fujita et al., 2004; Matano et al., 2012a;
Tanaka et al., 2012).

Neste cenario, tem sido obtidos nos ultimos anos linhagens de leveduras
geneticamente modificadas expressando celulases e hemicelulases na
superficie celular visando assim, a sua aplicagdo na produgéo de etanol (Baek
et al., 2012; Wen et al., 2010; Matano et al., 2012b).

Baek e colaboradores (2012) obtiveram 2,12 g/L de etanol utilizando
PASC (phosphoric acid swollen celulose) como substrato. Neste estudo o
processo foi otimizado pela mistura na proporcao (6:2:1) de linhagens de S.
cerevisiae expressando na sua superficie endoglucanases, exoglucanase e [3-

glicosidase. Em outro estudo Wen e colaboradores (2010) obteve uma
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linhagem recombinante de S. cerevisiae expressando na sua superficie um
minicelulossoma trifuncional. A linhagem recombinante foi capaz de hidrolisar
celulose e produzir aproximadamente 1,8 g/L de etanol com um rendimento de
0,31 g de etanol por g de PASC consumido depois de 70 h.

Uma linhagem recombinante de S. cerevisiae expressando
endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidase na sua superficie foi capaz de
produzir etanol com um rendimento 1,4 vezes maior que a linhagem selvagem.
O processo foi conduzido em altas concentragcbes de palha de arroz como
substrato e apds 72 h obteve-se 27,3 g/L de etanol. Os autores concluiram que
0 uso da linhagem recombinante reduziu o uso de enzimas comerciais no
processo (Matano et al., 2012b).

Melhoramento genético de micro-organismos € um dos principais fatores
necessarios para geragao de uma planta competitiva para produgao de etanol a
partir de lignocelulose e marcaria um avango significativo em termos de
eficiéncia e simplicidade do processo. Apesar da diversidade de trabalhos com
expressdo de proteinas em leveduras, os niveis de secregdo nesses
organismos ainda s&o considerados baixos quando comparadas aos fungos
filamentosos. Neste ambito, surge a necessidade de mais estudos visando a
padronizacao de um sistema de expressao facil e mais eficiente para obtencéao
de leveduras recombinantes. No entanto, a utilizagdo de linhagens
expressando enzimas do complexo celulolitico ndo necessariamente culminara
na independéncia da adicdo dos preparados enzimaticos durante o processo.
Assim, além do uso desses micro-organismos seria de grande importancia o
desenvolvimento de técnicas que permitam a reciclagem das enzimas bem
como o desenvolvimento de uma secgéo destinada a producao de celulases e

hemicelulases na propria industria.

1.1.4. Micro-organismos que fermentam xilose

O segundo polimero mais abundante presente na biomassa
lignocelulésica € a hemicelulose, representando cerca de 15-35%. Os
constituintes mais abundantes da hemicelulose sao as xilanas, as quais contém
como principal constituinte residuos de xilose unidos por ligagbes glicosidicas
B-(1—4) (Girio et al., 2010; Scheller & Ulvskov, 2010). Um processo eficiente
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de producgdo de etanol de segunda geragao requer micro-organismos capazes
de fermentar ndo somente a glicose como também as pentoses presentes na
hemicelulose (Oreb et al., 2012). No entanto, um numero limitado de micro-
organismos fermentam xilose com altos rendimentos de etanol. Assim,
estratégias de engenharia metabdlica, engenharia evolucionaria e isolamento
de micro-organismos surgem como alternativas promissoras visando a
obtencdo de linhagens capazes de utilizar eficientemente este acgucar
(Matsushika et al., 2009).

1.1.4.1. Engenharia metabdlica

A via metabdlica de utilizagdo de xilose se inicia com a captagédo da
xilose e sua conversdo em xilitol pela enzima xilose redutase (XR) ou em
xilulose pela acdo da xilose isomerase (XI). O xilitol por sua vez pode ser
convertido em xilulose pela xilulose desidrogenase (XDH) e em seguida em
xilulose-5P pela enzima xiloquinase (XKS), o qual entra na via das pentoses
fosfato (Figura 3) (Gunsalus et al., 1955; van Maris et al., 2006).

O principal organismo utilizado na fermentacgao alcodlica é a levedura S.
cerevisiae, a qual fermenta agucares como sacarose e glicose com altos
rendimentos de etanol. No entanto, esse micro-organismo n&o € capaz de
fermentar xilose em etanol, pois ndo possui um transportador especifico para
xilose e 0s genes da via de utilizagdo de xilose sdo expressos em baixos niveis
(Kim et al., 2013b; Runquist et al., 2010; Toivari et al., 2004).

Nesse contexto, a engenharia metabdlica utilizando S. cerevisiae tem
sido foco de intensas pesquisas. O primeiro relato de fermentagdo anaerdbica
de xilose em S. cerevisiae é da década de 80, no qual genes de utilizacdo de
xilose foram superexpressos (Rizzi et al., 1988; Rizzi et al., 1989). Desde
entéo, diversas abordagens tém sido testadas mudando a expressao de um ou
mais genes envolvidos na via. Estas abordagens sao importantes para evitar
principalmente o desbalango redox de coenzimas NADPH e NAD®, que pode
afetar o fluxo metabdlico desviando-o para a formacéao de xilitol. Esse desvio é
comum em linhagens de levedura que utilizam xilose devido a especificidade
diferencial da xilose redutase por NADPH e da xilitol desidrogenase por NAD".
A formagao do NADPH ocorre na via das pentoses fosfato e a regeneragao do
NAD" ocorre somente na cadeia transportadora de elétrons. Porém, sob
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suprimento limitado de oxigénio, ndo ocorre a completa reoxidagéo do cofator,
levando a um desequilibrio redox o que induz a producéo e excrecao de xilitol
(de Figueiredo Vilela et al., 2013; Guo & Jiang, 2013; Toivari et al., 2004;
Watanabe et al., 2007).

Visando sua aplicagdo no processo de fermentacdo de biomassa
lignoceluldsica, diversos micro-organismos tém sido engenheirados e sua
capacidade de fermentar xilose em etanol tem sido testada. Guo & Jiang (2013)
obtiveram linhagens de leveduras expressando genes de xilitol desidrogenase,
xilose redutase e xiloquinase. Neste estudo foi possivel selecionar uma S.
cerevisiae EP490 que mostrou captacao de xilose e produtividade de etanol
superior a Shefersomyces stipitis TM1. Foi possivel obter uma linhagem de S.
cerevisiae com fermentacdo eficiente de xilose e etanol pela clonagem e
expressao de uma xilose isomerase de Burkholderia cenocepacia. A expressao
dessa enzima contribui para um consumo cinco vezes maior de xilose
comparado com a linhagem selvagem (de Figueiredo Vilela et al., 2013). Ismail
e colaboradores (2013) isolaram uma linhagem termotolerante de S. cerevisiae
capaz de crescer a 38°C. Modificagbes genéticas foram realizadas para que
fosse capaz de utilizar xilose. Teste de fermentacdo a altas temperaturas
mostrou que 9 das 10 linhagens testadas foram capazes de consumir xilose
eficientemente. Foi possivel obter uma linhagem com uma produtividade de
0,87g/L/h de etanol com um rendimento de 0.34 g etanol/g xilose.

Alternativas a serem testadas para que seja possivel a utilizagdo de
xilose seriam:

(1) A identificagcéo e isolamento de xilose isomerase e otimizagao da sua
expressdo em S. cerevisiae.

(2) Identificacédo de possiveis transportadores de xilose.

(3) Engenharia de proteinas visando alterar a especificidade da xilose
redutase e xiltol desidrogenase pelos cofatores de modo a evitar o desbalanco
redox.

(4) Engenharia genética e metabdlica da via oxidativa e ndo oxidativa da
via das pentoses fosfato visando o desvio do fluxo de carbono para a produgao
de etanol.

18



(5) Paralelamente a isso, sugerem-se estudos mais detalhados dos
genes, proteinas e regulagdo metabdlica em leveduras ndo Saccharomyces

como as do género Spathaspora, Candida e Scheffersomyces.

Levedura

Xilose T) Xilitol —— > Xilulose T} Xilulose-5P

XDH l

[Via das pentoses ]

Xl

fosfato
|
Etanol

Figura 3 — Vias de utilizacdo de xilose em leveduras e bactérias com as
enzimas envolvidas. Xilose redutase (XR), Xilitol desidrogenase (XDH),

Xiluloquinase (XK) e Xilose isomerase (XI).

A engenharia evolucionaria surge como uma alternativa para adaptagao,
melhoramento e obtencéo de linhagens de leveduras fermentadoras de xilose
(Garcia Sanchez et al., 2010; Scalcinati et al., 2012).

Por essa técnica foi possivel selecionar linhagens de S. cerevisiae com
aumento no transporte de xilose e arabinose bem como dos niveis das enzimas
da via da xilose que foram introduzidas (Garcia Sanchez et al., 2010). Zhou e
colabores (2012) obtiveram uma linhagem com um aumento do crescimento,
consumo de xilose e producido de etanol. Com a adaptacdo de uma
recombinante de S. cerevisiae para a utilizacido de xilose foi possivel selecionar
uma linhagem capaz de fermentar xilose em etanol com rendimento de 0,37g/g
e com um aumento na taxa de crescimento de 0.025h™' para 0.133 h™"
(Madhavan et al., 2009).

Visando um aproveitamento integral da biomassa muitos grupos de
pesquisa tém focado no isolamento de micro-organismos que naturalmente
fermentam xilose em etanol. Dentre esses micro-organismos destacam-se

linhagens do género Spathaspora que tém sido isolados de diversos ambientes
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como madeiras em decomposig¢do (Cadete et al., 2013; Cadete et al., 2009;
Cadete et al., 2012).

Cadete e colaboradores (2013) isolaram quatro novas espécies
fermentadoras de xilose. Essas leveduras provenientes de madeira podre da
regido da Amazébnia, norte do Brasil foram capazes de fermentar xilose em
etanol sob condi¢gdes aerdbicas. Neste trabalho, a espécie Spathaspora
xylofermentans cresceu bem em glicose e xilose e produziu etanol com um
rendimento (YE/glu = 0.37 + 0.02 para glicose e YE/xyl = 0.34 + 0.04) para
xilose. Em um estudo anterior os mesmos autores isolaram um total de 224
linhagens de leveduras da regiao do Amazdnia, norte do Brasil (Cadete et al.,
2012). Entre as espécies fermentadoras de xilose foram identificadas linhagens
de Spathaspora passalidarum, Scheffersomyces stipitis e cinco novas espécies
do clado Spathaspora. As novas espécies produziram etanol e xilitol em
diferentes concentragdes utilizando xilose como substrato. A espécie
Spathaspora passalidarum apresentou altos rendimentos (0.31 g/g e 0.37 g/g)
e produtividade (0.62 g/L-h e 0.75 g/L-h) de etanol a partir de xilose (50g/L).
Neste mesmo estudo, foram isoladas espécies de Candida tropicalis,
Asterotremella humicola, Candida boidinii e Debaryomyces hansenii.

A espécie Spathaspora passalidarum descrita por Nguyen e
colaboradores (2006) apresentou altas taxas de crescimento, rendimentos em
etanol e rapida utilizacdo de xilose apds consumo da glicose sob condi¢des
anaerdbicas. A produgéo de etanol obtida de glicose (30 g/L), xilose (32 g/L) e
mistura (15 g/L de xilose e 15 g/L de glicose) foram 90% do rendimento tedrico
que é de 0,52 e a taxa especifica de crescimento foi de 0.67+ 0.04, 0.58+ 0.04,
e 0.63+ 0.05 h™, respectivamente (Hou et al., 2011).

1.1.5. Estresse por inibidores

Durante a etapa de fermentagao as células de leveduras estédo sujeitas a
diversos tipos de estresse. Dentro do contexto do etanol celulésico, destacam-
se o estresse causado por inibidores formados na etapa de pré-tratamento ou
na etapa da hidrolise (Jonsson et al., 2013).

Os compostos inibidores formados sao divididos em trés grandes

grupos: os derivados furanos originados da desidratacdo de hexoses e
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pentoses, sendo o0s principais representantes os furfurais e os
hidroximetilfurfurais; os compostos fendlicos que sdo derivados da hidrélise da
lignina e os acidos carboxilicos sendo os mais comuns o acético, formico e
levulinico que podem ser formados pela desacetilagdo da hemicelulose e
degradagao de hidroximetilfurfural. O tipo e a quantidade desses inibidores
formados dependem da biomassa e do tipo de pré-tratamento utilizado (Alvira
et al., 2010; Jonsson et al., 2013; Parawira & Tekere, 2011).

Cada um desses inibidores exerce um determinado efeito no
metabolismo da levedura. Os furfurais podem afetar a expressao de genes que
codificam enzimas da via glicolitica, via das pentoses fosfato, ciclo do acido
citrico bem como podem alterar o balango redox da célula. Os acidos podem se
difundir através da membrana, se dissociar no citoplasma levando a diminuigéo
do pH do citoplasmatico. O acido acético, por exemplo, pode inibir o
crescimento, causar apoptose e deplecao de ATP. Os compostos fendlicos
podem alterar a integridade da membrana. Juntos podem contribuir para a
formacdo de espécies reativas de oxigénio e dessa forma induzir estresse
oxidativo nas células. Esses fatores em conjunto podem afetar negativamente o
metabolismo da levedura, causando diminuicdo da concentragcdo e
produtividade em etanol (Ullah et al., 2012; Palmquist et al., 1999; Ding et al.,
2011). Dessa forma, tornam-se necessarias estratégias visando remover esses

inibidores ou mesmo tornar os micro-organismos tolerantes aos mesmos.

1.1.5.1. Detoxificagcao

Uma das possiveis opgdes para remocado dos inibidores € o uso de
métodos de detoxificagdo que sdo formados antes das etapas de hidroélise e/ou
fermentacdo ou mesmo durante essas etapas. Esse processo tem por
finalidade reduzir a concentragdo dos inibidores que dependendo da
concentragao influenciam negativamente no processo (Jonsson et al., 2013;
Parawira & Tekere, 2011).

Diversos métodos de detoxificacdo tais como alcalino, neutralizagao e
resinas de troca ibnica tém sido utilizados visando diminuir ou mesmo remover
esses compostos. Tem sido testado também o uso de enzimas tais como

lacases e micro-organismos modificados ou que, naturalmente tém a
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capacidade de degradar esses compostos, como leveduras, fungos e bactérias.
Dentre esses, destacam-se os fungos da podriddo branca. Esses fungos
produzem lacases e peroxidases. As lacases oxidam fendis enquanto que as
peroxidases visam diminuir espécies reativas de oxigénio (Chandel et al., 2007;
Moreno et al., 2012; Parawira & Tekere, 2011; Sanchez & Cardona, 2008).

Na Figura 4 estao listados diversos métodos de detoxificagéo testados e
seus efeitos na redugao dos compostos inibidores.

Micro-

[ Meétodos J Alcalino Lacase . Oxidative Resina
organismo
. - Palha de - Palha de Residuo
[ Biomassa J Conifera Hio Madeira o = ligniie
4 S A\ 4 B\ 4 C"\ ' = D"\ i r E\'
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Kolb etal., 2012 Okuda etal., 2008
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Figura 4 Efeito de diversos métodos de detoxificagdo na reducédo de
compostos inibidores formados na etapa de pré-tratamento de diferentes
biomassas: furfural (HF), hydroximetilfurfural (HMF), Fendlicos (PHE) e acido
férmico (FA) sendo (A) (Bjorklund et al., 2002; (B) Kolb et al., 2012; (C) Okuda
et al., 2008; (D) Persson et al., 2002; (E) Silva et al., 2013).

No entanto, esses passos adicionam custo e complexidade ao processo
e geram residuos. Estratégias de engenharia evolucionaria tém se mostrado
uteis na obtengao de linhagens com uma maior tolerancia a inibidores.

Foi verificado um aumento na produtividade em etanol por linhagens de
S. cerevisiae apés cultivo em meio com concentragdes crescente de inibidores
(Martin et al.,, 2007). Neste mesmo experimento foi verificada uma maior
conversdo de furfural e 5-HMF da linhagem adaptada comparada com a
linhagem n&o adaptada. Linhagens de S. cerevisiae obtidas pelo cultivo em

meio contendo altas concentracbes de inibidores exibiram aumento no
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consumo de xilose e produgao de etanol (Tomas-Pejo et al., 2010). Por meio
de engenharia evolutiva em um meio contendo um coquetel de 12 inibidores foi
possivel obter linhagens de S. cerevisiae com significativo aumento no
crescimento. Uma linhagem quando cultivada em hidrolisado de abeto
apresentou aumento de 25 para 38% no consumo especifico de agucar, 32
para 50% na produtividade especifica de etanol e redugcdo do tempo de
fermentacao (Koppram et al., 2013). Wright e colaboradores (2011) utilizaram-
se da engenharia evolucionaria para aumentar a tolerancia ao acido acético da
linhagem S. cerevisiae RWB218 fermentadora de xilose. Foram testadas duas
estratégias, o cultivo continuo e o descontinuo. Apos 400 geragdes as culturas
em selegao continua e descontinua foram capazes de crescer em xilose em pH
<4comb5eb6g L'em &cido acético, respectivamente. Culturas em selecéo
continua tiveram um aumento de 75% no consumo especifico de xilose.
Isolamento e manipulagdo genética de micro-organismos tornam-se
alternativa promissora para obtencdo de organismos tolerantes a inibidores.
Torna-se necessario uma compreensao das vias de sinalizagao e dos genes
envolvidos na resposta ao estresse por inibidores. Esse conhecimento facilitara
a obtencédo de micro-organismos mais tolerantes ao estresse. O uso desses
micro-organismos contribuira para diminuicdo dos custos na etapa de
detoxificacdo como também contribuira para o aumento do rendimento em

etanol do processo.

1.1.6. Baixo rendimento de etanol do processo

No processo de produgdo de etanol de primeira geragao a partir do caldo
de cana-de-acgucar obtém-se ao final da fermentacao aproximadamente 8-11%
(v/v) de etanol (Basso et al., 2008; Soccol et al.,, 2010). Na maioria dos
trabalhos envolvendo produgao de etanol de segunda geragao, a concentragao
de etanol obtida fica proximo aos 3% (v/v) (de Souza et al., 2012; Faga et al.,
2010; Krishna et al., 2001; Rudolf et al., 2008; Suryawati et al., 2008). Altas
concentragbes de etanol sdo importantes para o balango energético e
viabilidade econémica do processo, principalmente na etapa da destilagao
(Kristensen et al., 2009a). Nesse ambito, diferentes estratégias tém sido
testadas e otimizadas visando o aumento da concentragcédo de etanol. Dentre as
estratégias destacam-se: a co-fermentagéo, sacarificagcdo e co-fermentagéo
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simultanea, pré-sacarificagdo e a sacarificagdo utilizando altas concentragdes
de solidos (de Souza et al.,, 2012; Erdei et al., 2013; Koppram et al., 2013;
Varga et al., 2004).

1.1.6.1. Co-fermentagao (CF)

A concentracdo de etanol é um importante parametro na avaliacdo da
viabilidade de producgéo de etanol lignocelulésico. Esse processo consiste na
fermentacao de dois ou mais agucares em uma unica etapa (Figura 1). No caso
do etanol de biomassa lignocelulésica da glicose e da xilose liberada na
hidrolise da celulose e hemicelulose, respectivamente (Erdei et al., 2013; Oreb
et al., 2012).

No entanto, esse processo requer micro-organismos que fermentam os
agucares a etanol com alto rendimento. Uma alternativa seria a obtencéo de
micro-organismos geneticamente modificados para a utilizagdo de xilose e sua
utilizacdo em processos de co-cultura. Diferentes micro-organismos tém sido
modificados pela introdugdo da via de utilizacdo de xilose. Dentre os micro-
organismos destacam-se linhagens de Escherichia coli, Zymomonas mobilis e
S. cerevisiae. No entanto, o que se tem notado € uma reduzida tolerancia ao
etanol dessas linhagens engenheiradas durante a fermentacdo da xilose
comparada ao da glicose (Jeffries & Jin, 2004; Kim et al., 2013a; Oreb et al.,
2012; Saha et al., 2011).

Assim outra abordagem que tem sido testada € a utilizagdo de mais de
um micro-organismo no processo de co-fermentagdo. Nesse processo, tem
sido utilizado um organismo que fermenta glicose e outro que fermenta xilose
com altos rendimentos (Xu e Tschirner, 2011; Hanly et al., 2012; Qian et al.,
2006).

Dentre os diversos micro-organismos utilizados em co-cultura destacam-
se linhagens de S. cerevisiae para a fermentagéo de glicose e S. stiptis para a
fermentacao de xilose (Wan et al., 2012) (Yadav et al., 2011; Chandel et al.,
2011). Yadav e colaboradores (2011) compararam o rendimento em etanol
utilizando monocultura e co-cultura de S. cerevisiae e S. stipitis. Neste trabalho
eles observaram um aumento no rendimento e produtividade em etanol quando

0s substratos glicose e xilose eram consumidos simultaneamente. S.

24



cerevesiae (OVB 11) utilizou 30 £ 0.2 g/L de agucares e produziu 7.5 g/L em 36
h com um rendimento de 0.3 g/g e produtividade 0.20 g/L/h. Ja em co-cultura
de S. cerevesiae (OVB 11) e P.stipitis (NCIM 3498) a producéao foi de 12 g/L
com uma eficiéncia de 95%. A produtividade volumétrica foi de 0.33g/L/g com
um rendimento de 0.4g/g.

Outros micro-organimos também tém sido testados em processos de co-
cultura. Co-cultura de Clostridium themocellum e Clostridium thermolacticum
foram capazes de fermentar glicose, xilose, celulose e celulose microcristalina
(CMC) (Xu e Tschirner, 2011). Dentre estes destacam-se Escherichia coli e S.
cerevisiae em mistura de glicose e xilose (Hanly et al.,, 2012). Altos
rendimentos em etanol 0,49g por g de agucar total correspondendo a 96,1% do
valor tedrico foram obtidos apds 48 h de fermentagao utilizando co-cultura de
Pachysolen tannophilis ATCC e E. coli (Qian et al., 2006). Co-imobilizagdo de
linhagens de S. cerevisiae e Candida shehatae foram capazes de consumir
100% da glicose e 73% de xilose com um rendimento de 0,48g de etanol por
grama de acgucar total. Neste estudo a melhor performance de fermentacgéao foi
obtida com um excesso de Candida shehatae em relacado a S. cerevisiae.

A utilizacdo de co-cultura pode contribuir, portanto, para o aumento do
rendimento e produtividade do processo devido a conversao simultdnea dos
dois agucares glicose e xilose (Chen et al., 2011). Em cultura pura de linhagens
recombinantes de S. cerevisiae, os agucares tendem a ser consumidos de
modo sequencial com uma preferéncia por glicose devido a menor afinidade
dos transportadores HXT por xilose (Ha et al., 2010; Subtil and Boles, 2012).
Devido ao fato de linhagens engenheiradas apresentarem uma menor
tolerancia ao etanol, a utilizagao preferencial de glicose leva ao aumento da
concentragdo de etanol no meio reduzindo dessa forma a utilizagao de xilose
(Jeffries and Jin, 2000). Esse fato pode estar influenciando no menor
rendimento e produtividade em etanol quando se compara monocultura e co-

cultura.
1.1.6.2. Sacarificagdo e co-fermentagcao simultaneas (SCFS)

Este processo consiste em realizar a sacarificagdo da biomassa
simultaneamente a fermentacao das pentoses e hexoses geradas pela hidrolise
da celulose e hemicelulose, respectivamente, apdés o pré-tratamento. Portanto
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€ um processo mais integrado do que o processo SSF. A hidrélise da
hemicelulose pode ocorrer pela acdo de hemicelulases simultaneamente a
hidrolise e fermentagéo da celulose ou proveniente da hemicelulose hidrolisada
na etapa de pré-tratamento. Neste caso, o hidrolisado hemiceluldésico é
utilizado no processo SSF (Figura 1). Essa forma de condug¢do do processo
fermentativo permite um aproveitamento integral da biomassa contribuindo
assim para um maior rendimento e produtividade de etanol no final do processo
(Cardona et al.,, 2010; Cardona & Sanchez, 2007; Koppram et al., 2013;
Olofsson et al., 2010).

No entanto, esse processo requer organismos geneticamente
modificados capazes de fermentar xilose em etanol. Neste contexto, linhagens
de Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificadas tem sido utilizadas
no processo de sacarificagdo e co-fermentagdo simultanea (Bertilsson et al.,
2009; Carrasco et al.,, 2011; Koppram et al., 2013; Ohgren et al., 2006;
Olofsson et al., 2010).

Uma desvantagem a ser considerada € a reduzida tolerancia a etanol de
micro-organismos engenheirados durante a fermentagao da xilose. E como os
micro-organismos utilizam preferencialmente a glicose, apés o seu consumo a
concentragdo de etanol aumenta reduzindo dessa forma a fermentagdo da
xilose (Jeffries e Jin et al., 2000).

1.1.6.3. Pré-sacarificagcao

O processo de sacarificacdo e fermentagcdo simultdnea pode ser
antecedido por uma etapa de pré-sacarificacdo. Esse processo consiste em
realizar a hidrdlise parcial da biomassa antes do inicio da fermentacdo. A
funcdo da pré-sacarificacédo € fornecer uma fonte de carbono inicial para a
levedura, uma vez que a biomassa esta na forma de polimero que ndo € uma
fonte de carbono diretamente fermentavel (Martin et al., 2008; Varga et al.,
2004).

Foi demonstrado que a pré-sacarificacdo leva a uma rapida dissolucao e
uma boa mistura do substrato no meio, levando a um maior rendimento de
etanol no final do processo (de Souza et al., 2012; Martin et al., 2008). (De

Souza et al., 2012) demonstraram que a concentragao inicial de glicose é o
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principal fator que afeta o rendimento em etanol no processo SSF, dai a
importancia dessa etapa no processo. Foi recentemente relatado por resultar
em maior produtividade e producido de etanol que o alcangado pelo processo
de SSF (de Souza et al., 2012; Shahsavarani et al., 2013). A maior produgéo
de etanol é interessante visando principalmente reduzir gastos de energia

referente a etapa de destilacdo do processo.

1.1.7. Hidrélise em altas concentragoes de sélidos

Com o intuito de aumentar a concentracdo de etanol no final do
processo, pesquisas tém sido focadas no aumento da concentragao inicial de
sélidos na etapa da hidrdlise (Lu et al., 2010).

Altos teores de sélidos podem ser definidos como uma condigdo em que
pouca ou nenhuma agua livre esteja presente. Aumento da carga de solido
contribui para o aumento da concentragdo de agucar e consequentemente de
etanol, tendo, portanto, efeitos significativos nos custos energéticos e
viabilidade econémica do processo, principalmente na etapa da destilagao
(Kristensen et al., 2009a; Kristensen et al., 2009b).

No entanto, esse aumento deve ser avaliado uma vez que o aumento na
concentragao de sdélidos pode resultar em acumulo de produtos de inibicdo que
podem influenciar negativamente a hidrélise e fermentagdo. Além disso, a alta
concentragdo de sélidos pode gerar o que se chama dificuldade de mistura
devido a insolubilidade da biomassa. Assim, a baixa concentracdo de agua
nessa condicdo deve ser mensurada devido a importdncia da mesma no
processo atuando no deslocamento de massa, na fungao da enzima e por atuar
diretamente na clivagem da ligac&o glicosidica (Felby et al., 2008; Mohagheghi
et al., 1992; Fan et al., 2003; Kristensen et al., 2009).

1.2. Consideragoes finais

Para alcancar uma producgao de etanol economicamente viavel ha varios
desafios a serem vencidos. Primeiramente existe a necessidade de conhecer
estruturalmente a biomassa de forma a entender os fatores que contribuem
para a recalcitrancia. Esse conhecimento facilitara, por exemplo, na escolha

das condicdes e métodos de pré-tratamentos a serem utilizados.
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Atualmente os custos do pré-tratamento e da hidrdlise impactam
significativamente o processo em termos de custo. A hidrélise, por exemplo,
pode representar até 30 a 50% do custo operacional de produgao de etanol
(Chen et al., 2010). Assim, processos de sacarificacdo e fermentacao
simultdnea como também o bioprocesso consolidado tém sido testados para
diferentes linhagens de micro-organismos. Neste sentido, linhagens
termotolerantes tém sido modificadas geneticamente com genes que conferem
resisténcia a inibidores, ao etanol e a temperatura, visando sua aplicagdo no
processo.

Um importante parametro na avaliacdo da viabilidade de producao de
etanol lignocelulésico é a concentragdo de etanol. Dessa forma, ha
necessidade da utilizagao integral da biomassa. Assim diversos grupos de
pesquisa tém focado os estudos no isolamento e modificagdo genética de
micro-organismos pela expressao de genes da via metabdlica de utilizagao de
xilose (de Figueiredo Vilela et al., 2013; Guo & Jiang, 2013). Isto é importante,
pois altas concentragdes de etanol sdo necessarias para o balango energético

e viabilidade econémica do processo, principalmente na etapa da destilagao.
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CAPITULO 2: INFLUENCIA DA CONCENTRAGAO
DE BIOMASSA E ALIMENTAGCAO DO REATOR
NA PRODUGAO DE ETANOL CELULOSICO
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RESUMO

A sacarificagdo e fermentagao simultanea (SSF) de biomassa em altas
concentracdes de sélidos é promissor para aumentar a concentragao de etanol
no final do processo. No entanto, a biomassa lignocelulésica € um material
heterogéneo e insoluvel em agua e o aumento da sua concentragdo no meio
reacional pode influenciar negativamente a taxa de conversédo de biomassa em
alcool. Assim um dos objetivos do trabalho foi avaliar o efeito do aumento da
concentracdo de solidos e a forma de alimentagdo do reator, com enzimas e
biomassa, no rendimento em etanol de um processo SSF. Os resultados
obtidos mostram um aumento da concentragcdo de etanol com o aumento da
concentracdo de biomassa em todas as condi¢des testadas. Quando se avaliou
o efeito da adicao gradual de enzimas, concentragdes semelhantes de etanol
foram obtidas, sugerindo que as enzimas n&o perdem, significativamente, sua
atividade ao longo do processo. Os resultados obtidos com as analises fisico-
quimicas do bagaco antes e apds o processo fermentativo sugerem que os
principais fatores que estao influenciando a hidrdlise enzimatica da biomassa
sdo o conteudo de lignina e o indice de cristalinidade da celulose, fatores esses

que aumentam ao longo do processo diminuindo o rendimento em etanol.
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2.0 Revisao de literatura

O processo de producdo de etanol de segunda geracéo € dividido em
quatro etapas: pré-tratamento, hidrolise, fermentacédo e destilagdo. As quatro
etapas podem ser conduzidas de diferentes formas, sendo que o processo de
sacarificagdo e fermentagcdo simultaneas (SSF) tem se destacado pelo maior
rendimento comparado a outros processos. O processo SSF pode ser
antecedido por uma etapa de pré-sacarificacdo. Trabalhos recentes
demonstram que a pré-sacarificagao leva a uma rapida dissolu¢ao do substrato
e uma boa mistura no meio, levando a um maior rendimento de etanol no final
do processo (De Souza et al., 2012; Tomas-Pejo et al., 2009; Olofsson et al.,
2008).

Na grande maioria dos trabalhos de producédo de etanol de segunda
geracao se obtém uma concentragéo final de etanol proxima a 3% (v/v) (de
Souza et al.,, 2012; Faga et al., 2010; Rudolf et al., 2008; Suryawati et al.,
2008). Assim para elevar o rendimento em etanol do processo, uma alternativa
seria aumentar a concentracao inicial de biomassa utilizada. O aumento da
carga de sodlidos contribui para o aumento da concentragdo de agucar e
consequentemente de etanol, tendo, portanto, efeitos significativos nos custos
energéticos e viabilidade econémica do processo, principalmente na etapa da
destilacao (Kristensen et al., 2009a; Kristensen et al., 2009b).

Neste sentido, os efeitos do aumento da concentragao de sélidos devem
ser avaliados uma vez que a biomassa lignocelulésica &€ um material
heterogéneo e insoluvel em agua o que influencia na taxa de converséo de
agucares, principalmente devido a diminuicdo da quantidade de agua livre no
processo. De modo geral podemos dividir os efeitos da concentracdo de
sélidos sobre o rendimento do processo em dois fatores principais: fatores
ligados ao substrato e fatores ligados as enzimas. Dentre os fatores ligados ao
substrato, destacam-se a recalcitrancia e a solubilidade da biomassa e dentre
os fatores ligados as enzimas destacam-se a inibicao pelo produto de hidrdlise,
a adsorgao na lignina e a perda de atividade ao longo do processo (Rahikainen
et al., 2013; Kumar et al., 2012; Kristensen et al., 2009a; Kristensen et al.,
2009b; Percival Zhang et al., 2006; Wang et al., 2012).
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As celulases, principalmente as endoglucanases e celobiohidrolases,
s&o fortemente inibidas por celobiose (Percival Zhang et al., 2006; Wang et al.,
2012). Diversas alternativas podem ser utilizadas para reduzir essa inibig&o.
Estas incluem: aumento da concentracdo de celulases na reacao e
suplementagdo com [-glicosidase, visando diminuir a concentragdo de
celobiose. No entanto, essas alternativas aumentam significativamente os
custos do processo (Chauve et al., 2010; Chen et al., 2010; Zhang et al., 2010).
A presenca da lignina também limita a etapa de hidrolise uma vez que a
mesma pode diminuir a acessibilidade a celulose como também promover a
adsorcao n&o produtiva das celulases. Essa influéncia negativa da lignina é
dependente tanto do conteudo da lignina como das unidades monomeéricas que
a compde (Fu et al., 2011; Masarin et al., 2011; Rahikainen et al., 2013;
Wagner et al., 2011).

Os fatores relacionados ao substrato que afetam negativamente a
hidrolise como a recalcitrancia e a insolubilidade estdo ligados as
caracteristicas fisico-quimicas da biomassa. Na parede celular vegetal a
presencga da lignina e a forte associagao entre a celulose e a hemicelulose sao
importantes, conferindo sustentacdo a planta, além de protegé-la contra
patégenos e substancias quimicas. No entanto, essas caracteristicas fisico-
quimicas tornam a parede altamente recalcitrante e dificil de ser
desestruturada. A recalcitrancia dificulta o acesso e o ataque das celulases e
hemicelulases as ligagdes glicosidicas nos residuos de glucanas e xilanas e,
tem sido, um dos principais obstaculos para produgcdo economicamente viavel
de bioetanol de segunda geracdo. Dentre os fatores que contribuem para a
recalcitrancia estdo: grau de polimerizagéo, cristalinidade, porosidade e a
porcentagem, distribuicdo e tipo de lignina. (Alvira et al., 2010; Brodeur et al.,
2011; Hendriks & Zeeman, 2009; Pauly & Keegstra, 2010; Agbor et al., 2011).

Neste sentido, um dos objetivos do trabalho foi avaliar o efeito do
aumento da concentragao de solidos e a forma de alimentacdo do reator no
rendimento em etanol do processo SSF. Além disso, avaliou-se o efeito da
adicdo gradual da enzima durante o processo e as caracteristicas fisico-
quimicas da biomassa com o intuito de mapear quais os fatores que estéo

influenciando os rendimentos em etanol do processo.
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2. Objetivos

Avaliar o efeito da concentracido de biomassa e alimentacdo do reator
com bagaco e enzima no rendimento em etanol do processo SSF como

também dos fatores que influenciam na taxa de hidrélise e fermentacéo.

2.1.0Objetivos Especificos

- Avaliar a influéncia da adigdo e concentragdo de bagago no rendimento no

processo SSF;
- Avaliar o efeito da adigao gradual de enzima no processo;

- Caracterizar fisico-quimicamente o bagaco de cana-de-agucar pré-tratado,

apods o pré-tratamento e apos a hidrodlise;

- Determinar os fatores relacionados ao substrato e a enzima que podem

influenciar a taxa de hidrélise e fermentacéo.
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4. Metodologia
4.1.Micro-organismos e condigoes de crescimento

As células de K. marxianus foram pré-ativadas pelo crescimento em
frascos erlenmeyers de 50mL contendo tampao citrato 50 mM pH 4,8 acrescido
de extrato levedura (2,5 g/L); peptona (2,5 g/L); NH4Cl (2g/L); KH2PO4 (1 g/L);
MgS0O47H,0 (0,3 g/L) e de glicose (20 g/L) sob agitagdo a 180 rpm por 16 h a
28 'C.

4.2.Pré-tratamentos

O bagaco de cana triturado, na concentracédo 10% (p/v), foi submetido a
um pré-tratamento em 100 mL de solugao de acido sulfurico 0,5% a 121°C por
30 minutos em autoclave. Posteriormente, o liquido foi coletado por filtragdo e o
residuo sdlido lavado com agua seguido de secagem a 50 °C por 24 horas. O
sélido obtido, denominado celulignina, foi submetido a um pré-tratamento
basico em solucdo de hidroxido de sodio 4% (p/v) nas mesmas condigdes

descritas anteriormente.
4.3.Sacarificagao e fermentacao simultaneas com pré-sacarificagao

Experimentos de SSF foram realizados em frascos erlenmeyers de 125
mL, cada um contendo 50 mL do meio de fermentagcdo, sem glicose, sob
agitacdo a 180 rpm. Inicialmente foi feito uma pré-hidrélise por 48 horas a 50
°C utilizando enzima comercial (Celluclast 1.5 L) na concentragéo final de
15FPU por grama de substrato. Ensaios SSF foram realizados em condigbes
estéreis e a fermentacdo foi realizada a 42 °C utilizando leveduras em uma
DOoonm inicial igual a 2. Seis condigbes foram testadas no processo
alterando-se a forma de alimentac&o do reator com relagdo a enzima e bagaco.
As condic¢des utilizadas estao descritas na tabela 1.

34



Tabela 1 — Formas de condugao do processo SSF com pré-sacarificagao
durante 48 h.

Ensaio Oh 8h 16h 24h 32h 48h 48h
1 4 :60 - - - - - -
2 4:15 - 15 - 15 - 15
3 4 :60 - 1 - 1 - 1
4 4:15 - 1:15 - 1:15 - 1:15
5 1 :60 - 1 - 1 - 1
6 1:15 - 1:15 - 1:15 - 1:15

Os valores 1, 4, 7 e 10 representam a quantidade em gramas de bagago
adicionado enquanto os valores 15 e 60 representam a quantidade em FPU de
celulase comercial utilizada.

Aliquotas foram coletadas para analise de consumo de glicose e

producao de etanol por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

4.4.Sacarificacao e fermentagao simultanea

Experimentos de SSF foram realizados em frascos erlenmeyers de 125
mL, cada um contendo 50 mL do meio de fermentagao sob agitagdo a 180 rpm.
A hidrdlise e a fermentacgdo foram realizadas a 42 °C utilizando as leveduras
em uma DOoonm) inicial igual a 2 e enzima comercial (Celluclast 1.5 L) na
concentracgao final de 15 FPU por grama de substrato. Nove condi¢gées foram
testadas no processo no qual se variou a forma de alimentagao do reator com

relacdo a enzima e bagaco. As condi¢des testadas estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2 — Formas de conducgao do processo SSF sem pré-sacarificagao.
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Ensaios Oh 5h 10h 15h 20h 25h 30h

1 4 :60 - - - - - -
2 4:15 - 15 - 15 - 15
3 4 :60 - 1 - 1 - 1
4 4:15 - 1:15 - 1:15 - 1 :15
5 1:60 - 1 - 1 - 1
6 1:15 - 1: 15 - 1:15 - 1:15
7 7 :60 - - - - - -
8 7 :60 - 1 - 1 - 1
9 10 : 60 - - - - - -

Os valores 1 e 4 representam a quantidade em gramas de bagaco adicionada,
enquanto os valores 15 e 60 representam a quantidade em FPU de Celluclast
utilizada.

4.5.Hidrdlise da biomassa da biomassa pré-tratada e residual

Para avaliar o efeito da estrutura da biomassa no rendimento de
hidrolise, o bagago pré-tratado e o residual (que restou apos 48 de hidrolise
enzimatica) foram submetidos a sacarificagdo utilizando celulases.
Experimentos foram realizados em frascos erlenmeyers de 125 mL, cada um
contendo 50 mL de tampao citrato 50 mM pH 4,8 e 4 g de bagaco residual ou
pré-tratado. Ensaios foram conduzidos a 180 rpm por 72 horas a 50 °C
utilizando enzima comercial (Celluclast 1.5 L) na concentragao final de 15 FPU
por grama de substrato. Aliquotas foram retiradas para analise de glicose por

HPLC e para avaliar a quantidade de celulases livres e ligadas no bagaco.
4.6. Adsorcao enzimatica

A quantidade de celulase adsorvida na biomassa foi determinada pelo
método de Bradford. Nesse ensaio, a diferenca na quantidade de enzima
adicionada no inicio do processo em relacdo a quantidade livre durante o
processo foi utilizada para calculo da quantidade de celulase adsorvida na
biomassa. As amostras coletadas durante o processo foram submetidas a
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quantificacdo de proteinas pelo método de Bradford (1976), utilizando o

reagente Protein Assay BIORAD seguindo as recomendacgdes do fabricante.

4.7.Caracterizagao do bagagco de cana-de-agucar
4.7.1. Caracterizagao quimica do bagago de cana-de-agucar

Foi pesado 0,3 g de bagago de cana triturado. Em seguida adicionado 3
mL de acido sulfurico 72% e mantido em banho maria a temperatura de 40 C°
por 1 hora. Apds este tempo, a mistura foi diluida com agua e aquecida em
autoclave a 118°C por 1 hora para promover a hidrolise total dos
polissacarideos. Apds a hidrolise, a mistura foi filtrada em funil de Gooch
previamente tarado. O liquido obtido foi utilizado para a quantificacdo de
agucares por HPLC. O residuo foi lavado com agua quente, seco em estufa até
atingir massa constante. Em seguida, a percentagem de lignina insoluvel e
soluvel foi determinada em relagdo a massa seca da amostra. Espectroscopia
no ultravioleta foi utilizada para a determinacéo da lignina soluvel em acido
conforme a norma TAPPI T222 om-88 (Shoening e Johan 1965).

4.7.2. Cristalinidade

Para a determinagao do indice de cristalinidade o bagago de cana-de-
acgucar in natura, pré-tratado e residual foram submetidos a difracdo de raios-x
operando a 40 kV e 200 mA. O indice de cristalinidade foi calculado segundo a
equagao seguinte, empregando para isso as intensidades de difracdo da
estrutura cristalina (plano 002, 26 = 22,5°) e da fragdo amorfa (plano am, 26 =
18,7°). O indice de cristalinidade foi determinado com a porcentagem de

material cristalino e amorfa presente na biomassa.

Crl: indice de cristalinidade
R Y

Trocp el |
e Crl :{M x 100 I Intensidade

/4 0oz .l
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4.8.Métodos analiticos
4.8.1. Concentragao de glicose e etanol

A quantificagao de glicose e etanol foi realizada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), utilizando coluna de troca ibnica Rezex ROA-Organic
Acid H+ (Phenomenex), mantida a 60°C. Como eluente pra separagao foi
utilizado acido sulfurico 5 mM, aplicado a uma taxa de eluigdo 0,5 mL.min-1. A
coluna foi acoplada ao detector de inidice de refragdo HP 1047A.

4.9. Analises estatisticas

Todos os experimentos apresentados foram realizados pelo menos trés
vezes e a utilizados para o calculo das médias e dos desvios padroes. As

analises e construcdo de graficos foram realizadas no programa SigmaPlot 12.

4.10. Determinagao dos parametros fermentativos

O rendimento em etanol (YE/B) foi calculada no final da fermentacéo,
por meio da diferengca entre a quantidade final (EtOH;) e inicial (EtOH;) de

etanol (g) pela massa de biomassa pré-tratada utilizada no processo (g):

EtOH; — EtOH;
Biomassa

YE/B =

O rendimento em Glicose (YE/B) foi calculada no final da hidrdlise, por
meio da diferenca entre a quantidade final (Glu;) e inicial (Glu;) de glicose (g)
pela massa de biomassa pré-tratada utilizada no processo (9):

Glug — Glu;

Y, =
G/B Biomass

A produtividade volumétrica (Qp) foi calculada dividindo a concentragao

de etanol (g/L) pelo tempo de fermentacdo em horas:

_ EtOH;
ot

P
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5. Resultados e discussao

O efeito da concentracdo do substrato e adicao gradual de enzima e
bagagco foi avaliado no processo SSF com e sem pré-sacarificagdo. As
condicdes testadas foram comparadas com o método tradicional onde se inicia
0 processo adicionando-se o bagago em uma unica etapa.

Na figura 1 estdo representados os valores de concentragéo de glicose e
etanol para as etapas de pré-sacarificacdo e fermentacdo das condi¢des
testadas. Apos 48 horas de hidrolise a concentragdo de glicose é maior para as
condicdes 3 e 4, nas quais 0s processos iniciam-se com 4 gramas de bagaco e
adiciona-se mais bagago no decorrer do processo até atingir 7 gramas de
substrato. Os maiores valores de glicose obtidos nas condigdes 3 e 4 refletem
em maiores rendimentos de etanol (Figura 1). Apos 15 horas de fermentacgéo
foram obtidos aproximadamente 19,29 e 20,08 g/L de etanol nas condigdes 4 e
3 respectivamente, quando comparado as outras condicbes em que se obteve
valores préximos de 14,83 g/L (Tabela 3). O tempo escolhido para comparagao
entre as médias foi o menor tempo de fermentagéo, no qual foram atingidos os

maiores valores de etanol para todas as condigOes testadas.
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Glucose g/L Glucose g/L

Glucose g/L

40 25 40
35 | A 35 1 B
30 20 50
25 - 15 25 -
20 - 20 |
15 1 10 15 |
10 1 g 10
5 5
0 0 0

-48-40-32-24-16-8 0 3 6 9 121518

-48-40-32-24-16-8 0 3 6 9 121518

40 25 40
35 1 c 35 |
30 - 20 45 |
25 1 15 251
20 20 |
15 10 45
10 1 5 10
5 1 5 |
0 0 0

-48-40-32-24-16-8 0 3 6 9 121518

-48-40-32-24-16-8 0 3 6 9 121518

40 25 40

35 - E 35 - F
30 | 20 30

25 - 15 25 1

20 - 20 |

15 10 15 1

10 5 10 1

5 - 5 -

0 0 0

-48-40-32-24-16-8 0 3 6 9 121518
Time (h) Time (h)
Figura 1 - Sacarificacao e fermentagdo simultdnea nos seis ensaios testados:
(A) ensaio 1: adicionou-se 4 g de bagaco e a enzima de forma n&o gradual, (B)
2: adicionou-se 4 g de bagaco e a enzima de forma gradual, (C) 3: adicionou-
se mais bagago ao longo do processo até atingir 7 g e a enzima de forma néo
gradual, (D) 4: adicionou-se mais baga¢o ao longo do processo até atingir 7 g
e a enzima de forma gradual , (E) 5: adicionou-se bagaco de forma gradual até
atingir 4 g e enzima de forma nao gradual e (F) 6: adicionou-se bagago de
forma gradual até atingir 4 g e enzima de forma n&o gradual. No intervalo de -
48 a 0 h estao representados as concentragdes de glicose liberadas na etapa

de pré-sacarificacdo. No intervalo de 0 a 18 h estao representados o consumo
de glicose e etanol em g/L na etapa de fermentacgao.
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Resultados semelhantes foram obtidos para o processo SSF sem pré-
sacarificagdo (Figura 2A). Neste processo foi verificado um aumento da
concentracdo de etanol nas condicbes 3 e 4 nas quais foram utilizadas
concentragdes maiores de bagago comparado as condigdes 1, 2, 5 e 6 (Tabela
2).

Dessa forma, parece haver uma relagdo diretamente proporcional entre
a concentragdo de bagaco e a concentragcédo de glicose e etanol no processo.
Para ratificar a hipotese, novas condi¢coes foram testadas para o processo SSF
sem pré-sacarificagao utilizando uma maior concentragédo de bagago. Foram
testadas 3 novas condi¢gdes que foram comparadas com a condicdo anterior
em que se obteve maior produgdo. Confirmando o que foi obtido nos
experimentos anteriores, verificou-se um aumento da quantidade de etanol
apo6s 40 horas de fermentacdo com o aumento da concentragao de bagaco.
Neste caso, a maior quantidade de etanol foi obtida quando o processo foi
iniciado com 10 g de bagaco (Figura 2B e Tabela 2).

Esse efeito foi observado recentemente por Ramachandriya e
colaboradores (2013). Neste estudo, os autores observaram um aumento da
concentragdo de glicose com o aumento do teor de sodlidos de 2 a 20%
utilizando Juniperus virginiana pré-tratado como substrato. Do mesmo modo,
em um estudo com biomassa de oliveira, foi observado um aumento da
concentragao de glicose com aumento da concentragao de sélidos no intervalo
de 2 a 30% (Cara et al.,2007). Zhang et al., 2009a observou um aumento da
concentragao de glicose de 26,6; 29,8; 39,9 e 43,1 g/L correspondendo a carga
de sdlidos de 15,0%; 20,0%; 25,0% e 30,0% (p/p), respectivamente. Neste
mesmo estudo, alta concentragdo de glicose na hidrdlise contribuiu para o
aumento da concentracdo de etanol na fermentacdo. Foram observados
crescentes valores de etanol variando de 24,7 g/L; 31,0 g/L; 39.3 g/L até 40,6
g/L, de acordo com a variagao da carga de solidos de 15,0%; 20,0% e 25,0%
para 30,0% (w/w), respectivamente.

A analise do efeito da adigao gradual de bagaco indica que o substrato
ndo exerceu influéncia na taxa de hidrélise (Tabela 1). Rendimentos
semelhantes foram encontrados no processo SSF sem e com pré-
sacarificagdo, quando se adiciona uma mesma quantidade de bagago de forma

gradual e ndo gradual ao longo do processo.
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Figura 2 — Concentragcdo de etanol do processo SSF sem pré-sacarificagéo
nas nove condicdes testadas.
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SSF Pré- Sem Pré-sacarificagao
sacarificagao
Condigées | Etanol g/L Yes Qp Etanol g/L  Ygss Qp
1 14,83 A 0,19A 157A 18,32A 0,22A 0,69A
2 14,84 A 0,19A 1,18C 17,77A 0,22A 0,55B
3 20,08 B 0,14B 1,34B 2425B 0,177B 0,79C
4 19,29 B 0,14B 155A | 2283B 0,16B 0,57B
5 15,05 A 0,19A 1,22C 18,90A 0,24A 047D
6 14,32 A 0,18A 0,74D 19,64 A 0,25A 049D

Tabela 3 — Concentracao, rendimento e produtividade em etanol das condi¢des

testadas no processo SSF com e sem pré-sacarificagao. *Médias seguidas pela

mesma letra ndo apresentam diferenga significativa (a=0,05) pelo teste de

DUNCAN.

Tabela 4 — Concentracao, rendimento e produtividade em etanol das condi¢des

testadas no processo SSF sem pré-sacarificagao nas condigdes 1,7, 8 e 9.

SSF Sem Pré-sacarificagao
Condigoes Etanol g/L YeB Qp
3 21,83 A 0,15 A 0,75 A
7 20,12 A 0,14 A 0,70 A
8 24,42 B 0,12 B 0,91B
9 26,18 B 0,13B 1,05C

*Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenca significativa
(a=0,05) pelo teste de DUNCAN.
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5.1.Efeito da adigao gradual da enzima

Sabe-se que fatores relacionados a enzima podem influenciar na
hidrdlise. Dentre estes, destacam-se a inibicdo das celulases pelos produtos de
hidrolise e adsorgao nao produtiva na lignina (Rahikainen et al., 2013; Wang et
al., 2012).

Neste sentido, avaliou-se o efeito da adigdo gradual de enzima no
processo. Para uma mesma quantidade de bagacgo, valores semelhantes de
glicose foram obtidos quando se adiciona enzima de uma s6 vez e de forma
gradual ao longo do processo. Apos 48 h de hidrolise foram obtidos proximo de
28 g/L de glicose nessas 4 condi¢des (Tabela 1 e Figura 1). O mesmo efeito foi
observado para o processo SSF sem pré-sacarificacdo em todas as
concentragdes de bagaco utilizada no processo.

Avaliando-se valores de concentragdo e produtividade do processo
verifica-se um aumento da concentracdo de etanol com o aumento da
quantidade de bagagco em todas as condi¢des testadas para os processos SSF
com e sem pré-sacarificagdo. No entanto, verifica-se que o rendimento diminui
com o aumento da concentragdao de bagaco. Neste sentido, dois fatores podem
estar atuando em conjunto na diminuigdo do rendimento.

O primeiro deles diz respeito a quantidade de enzima utilizada no
processo. No processo testado aumentou-se a quantidade de bagaco sem
haver acréscimo na quantidade de enzima. Em todas as condigdes foram
utilizadas uma concentracado final de 60 FPU de celulases. Desta forma o
aumento da quantidade de bagacgo resultou em uma diminui¢do na quantidade
de FPU de celulases por grama de substrato.

O outro fator diz respeito ao aumento da quantidade de bagaco. Este
aumento interfere com as caracteristicas reologicas dificultando o fluxo de
enzimas e substratos e influenciando negativamente na hidrolise (Kristensen et
al., 2009). No presente estudo descartou-se a influéncia da inibicdo pelos
produtos de hidrélise devido ao ndo acumulo de glicose no processo SSF sem
pré-sacarificagao.

A produtividade foi calculada no tempo em que foi obtida a maior
quantidade de etanol para cada processo em separado. Nas tabelas 3 e 4

observa-se que a maior produtividade deu-se nas condigdes que possuiam
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maiores quantidade de bagaco (condicdo 3, 4 e 9). Neste caso, as maiores
concentracdes de etanol obtidas nessas condi¢des contribuiram para os
valores obtidos de produtividade. Conclui-se ainda que, a adigcdo de enzima de
forma ndo gradual contribui para uma maior taxa de hidrdlise e
consequentemente maiores valores de rendimentos comparados as condi¢des
em que se adicionou enzima de forma gradual (condigdes 2 e 6 das tabelas 3 e
4). Pelos valores de concentragdo, rendimento e produtividade de etanol
obtidos conclui-se que as melhores condigdes sdao aquelas em se utiliza uma
maior quantidade de bagaco, e, a adigcdo da enzima é realizada de uma so vez
no inicio do processo. Essas condigdes sdo aquelas em que se obtém uma
maior quantidade de etanol em menor tempo, utilizando menores
concentragdes de enzima. Isso é muito interessante para a aplicagao industrial,
visto que as etapas de pré-tratamento impactam bastante o processo em
termos de custos, podendo representar de 30 a 50% do valor final (Chen & Qiu,
2010).

5.2.Fatores que afetam a hidrélise e fermentagao

Pode-se observar que em nenhuma das condigbes testadas houve
hidrolise completa da celulose. Iniciando a hidrolise com 4 gramas de bagago
sobrou no final 1 g de bagacgo residual, ou seja, 3 gramas foram hidrolisados.
Iniciando-se o processo com 7 gramas, 5 gramas foram hidrolisados. Portanto,
0 que se observou foi que uma mesma quantidade de enzima foi capaz
hidrolisar uma quantidade maior de celulose com o aumento da quantidade de
bagaco.

Portanto, algum fator relacionado a estrutura da biomassa pode estar
influenciando na hidrélise completa da biomassa. Dentre os fatores
relacionados ao substrato, foram avaliados a cristalinidade e a composigéao e a
composi¢ao do substrato.

Neste sentido o bagago in natura, pré-tratado e o bagago que restou
apo6s 48 h de hidrélise (residual) foram submetidos primeiramente a difracao de
raios-X. Essa técnica permite avaliar o grau de cristalinidade da biomassa.
ApoOs o pré-tratamento percebe-se um aumento de 72,72% no indice de
cristalinidade comparando a biomassa in natura e pré-tratada (Figura 3). Este

resultado foi observado anteriormente por outros autores. O indice de
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cristalinidade mede a quantidade relativa de celulose cristalina no sdlido total.
Neste caso, o0 aumento do indice de cristalinidade ocorreu devido a remogao de
substancias amorfas como hemicelulose no pré-tratamento acido e lignina no
pré-tratamento basico (Xiao et al., 2014; Kim et al., 2012). Kim et al., 2012
observou aumento da cristalinidade de 60,92% da palha de arroz apéds
combinacdo de pré-tratamento com acido sulfurico diluido e solugdo de
amodnia. Neste mesmo estudo observou-se um aumento da concentracdo de
glicose com o aumento do indice de cristalinidade da palha de arroz. Os
autores concluem que este fato é devido a remocgao das barreiras para atuggao
das enzimas, como hemicelulose e lignina, que impedem o acesso das
enzimas ao polimero de celulose.

Avaliando a figura 3 verifica-se um aumento de 16% no indice de
cristalinidade do bagaco quando se compara o bagaco residual e pré-tratado.
Isto foi confirmado quando se calcula o indice de cristalinidade (Tabela 3). Esse
fato pode explicar a ndo hidrolise completa da biomassa. Nesse sentido, o
aumento da concentragao de glicose e etanol pelo aumento da quantidade de
bagaco, diferentemente do que foi descrito acima pelos autores Xiao e Kim,
pode estar ocorrendo devido ao aumento da quantidade de regides amorfas.
Quanto maior a quantidade de bagaco no processo maior a quantidade de
regides amorfas, que por serem mais acessiveis, resultardo em uma maior taxa

de hidrélise.
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Figura 3 — Difracdo de raio X das amostras de bagaco de cana in natura

(verde), pré-tratado (azul) e residual (vermelho).

Tabela 5 — Composigcéo quimica (% p/p, peso seco) e indice de cristalinidade

do bagaco in natura, pré-tratado e hidrolisado.

Bagacgo in natura Pré-tratado Hidrolisado
Celulose 42,18 64,55 60,03
Hemicelulose 18,5 15,62 13,41
Lignina 18,29 11,65 18,89
Acetil 3,60 0,00 0,00
Cinzas 0,93 0,27 0,20
Indice de Cristalinidade 31,79 54,91 63,69

Para confirmar essa hipotese realizou-se a hidrdlise do bagago pré-
tratado e do bagaco que restou apos a hidrélise. A concentragdo de proteinas
totais foi quantificada durante o processo para verificar a porcentagem de
enzima livre e ligada ao substrato. Apds 72 h de hidrdlise verificou-se que a
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quantidade de glicose liberada foi maior para o bagago pré-tratado (49,00 g/L)

quando comparado ao residual (36,40 g/L) (Figura 4). Neste caso, a parada da

hidrolise provavelmente ocorreu devido ao aumento da cristalinidade com o

tempo de hidrélise.
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Figura 4 - Concentragao total de glicose na hidrolise do bagago de cana-

acgucar pré-tratado, residual e quantidade de proteinas livres com o tempo.

de-

Essa diferenca pode estar relacionada ao indice de cristalinidade do

bagaco hidrolisado (Tabela 3). Essas regides cristalinas sao caracterizadas por

possuirem cadeias de celuloses altamente ordenadas e proximas estabilizadas

por ligagdes de hidrogénio e de van der waals. Tem sido demonstrado que o

grau de agregacao diminui a area superficial interna disponivel dificultando o

acesso até de pequenas moléculas como a agua. Essas regides cristalinas sao

um dos principais fatores que contribui para a resisténcia da celulose a

degradacao por diminuir a acessibilidade das celulases as ligagdes glicosidicas
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e consequentemente diminuir o rendimento de hidrdlise (Carroll & Somerville,
2009; Laureano-Perez et al., 2005b).

Além da cristalinidade o outro fator que pode estar contribuindo para a
nao hidrolise completa € a maior porcentagem de lignina quando se compara o
bagaco pré-tratado (11,65) e o residual (18,89) (Tabela 2). Yu e colaboradores
(2011) utilizando fibras de floresta submetidas a diferentes pré-tratamentos
observaram uma correlagao entre a taxa de remocao de lignina e aumento da
hidrélise enzimatica. Neste caso, o término da hidrélise pode ser devido ao
aumento do teor de lignina ao longo do processo.

A lignina pode afetar a hidrolise em trés aspectos: lignina afeta
acessibilidade das celulases nas ligacbes glicosidicas, por adsorcdo nao-
produtiva da enzima e pela interacéo entre lignina e carboidratos. A remocéo
da lignina diminui a quantidade de enzima que se liga na mesma como, do
mesmo modo, aumenta a acessibilidade da enzima ao criar poros, quebrar a
interagcéo entre carboidratos e lignina (Yu et al., 2011). Resultados semelhantes
foram obtidos por Junior e colaboradores (2013), no qual foi observado um
aumento da conversao enzimatica da celulose do bagago de cana-de-agucar
com a remogao da lignina. Os autores concluiram que a remogao da lignina
aumenta o volume e area superficial dos poros, e consequentemente, a
hidrolise da celulose.

Avaliando a quantidade de enzima livre e ligada ao substrato durante a
hidrélise, verificou-se que, ao longo de todo o processo houve uma maior
quantidade de enzima ligada ao bagacgo pré-tratado comparada ao residual
(Figura 3). Resultados semelhantes foram observados por Gao e
colaboradores (2013), ao avaliarem a influéncia da cristalinidade da celulose no
rendimento de hidrdlise e na afinidade das celulases pelos substratos. Foi
verificada uma diminuicdo na afinidade de ligacdo com o aumento do indice de
cristalinidade do substrato. Neste mesmo estudo, observou-se um aumento da
quantidade de glicose liberada com a diminuigao da cristalinidade da celulose.

Uma vez que a quantidade de glicose e etanol produzidos foram maiores
com o aumento da concentragdo de bagaco, descartou-se a possibilidade de a
hidrélise ter parado pela inibicdo das celulases pelos produtos de hidrélise,
glicose e celobiose. Verificou-se que mesmo apos 48 h de hidrélise, em

nenhuma das condicdes houve um comportamento hiperbdlico caracteristico
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de inibicdo enzimatica. Aléem do mais, o mesmo efeito foi encontrado para o
processo SSF sem pré-sacarificacdo, condicdo essa que nao houve acumulo
de glicose devido ao seu consumo pela levedura. Este mesmo achado foi
observado por (Ramachandriya et al., 2013). Neste estudo, os autores
observaram um aumento linear da quantidade de glicose como o aumento da
concentragdo de solidos demonstrando a nao influéncia de inibigdo pelo
produto.

Assim fica claro que o aumento da concentragdo de glicose com o
acréscimo do teor de sélidos ocorre provavelmente devido ao aumento da
porcentagem de celulose amorfa quando se adiciona mais bagac¢o durante o
processo. No entanto, verifica-se uma diminuicdo do rendimento com o
aumento da concentracdo de sdélidos. Essa queda no rendimento pode ser
explicada pela diminuicdo da quantidade de agua livre o que acarreta
dificuldade de mistura e transporte de substrato, produto e enzima. Esse
transporte € necessario para que a enzima se ligue ao substrato para que
ocorra a reacao. Outra explicagdo é pela quantidade de enzima utilizada no
processo. Neste estudo aumentou-se a quantidade de substrato mantendo-se
constante a concentragao final de celulases.

A produgédo anual de bagago no Brasil esta estimado em 186 milhdes de
toneladas (Cardona et al., 2010; Soccol et al., 2010). Parte desse bagaco é
queimado para gerar energia na propria industria, no entanto, ha um excedente
que sobra e é deixado no campo. O que tem sido proposto € utilizar esse
excedente para produgdo de etanol. No entanto, pelos resultados obtidos
nesse estudo sugere-se a utilizagao para produgao de etanol de todo o bagago
gerado na moagem da cana. Neste caso, o bagaco que seria utilizado para
queima e producdo de energia € aquele bagaco residual obtido apds a
fermentacdo, e como foi mostrado neste trabalho é mais recalcitrante para

hidrdlise.
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6. Conclusoes

A maior concentracdo de glicose e etanol obtida com o aumento da
concentracido de solidos no processo é devida, provavelmente, ao aumento da

quantidade de celulose amorfa no meio reacional.

O rendimento de etanol do processo diminuiu com o aumento da
concentragao de biomassa. Isto provavelmente é devido efeitos reoldgicos que

dificultam o fluxo de enzimas e substratos.

A adi¢cao gradual de enzima durante o processo nao teve influéncia no

rendimento de glicose.

Os resultados obtidos sugerem que os principais fatores que influenciam
na hidrolise enzimatica da biomassa sdo o conteudo de lignina e o indice de

cristalinidade da celulose, fatores esses que aumentam ao longo do processo.
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CAPITULO 3: CARACTERIZACAO DE UMA B-
GLUCANASE EXTRACELULAR DE
Kluyveromyces marxianus
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RESUMO

Recentemente nosso grupo de pesquisa identificou uma nova enzima
secretada por Kluyveromyces marxianus com atividade hidrolitica sobre
celobiose e p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pNpG). Neste trabalho a
especificidade da enzima foi avaliada utilizando os substratos celobiose (3-1,4),
CMC (B-1,4), B-glucano (B-1,4: B-1,4), e pNpG. Os resultados obtidos mostram
uma atividade de hidrélise maior para o substrato B-glucano indicando que a
enzima identificada possui especificidade para ligagdes glicosidicas p-1,3 e B-
1,4. Para uma melhor caracterizacdo da enzima identificada foi realizado o
sequenciamento da proteina por espectrometria de massas. As analises das
sequéncias obtidas mostraram alta similaridade com B-1,3 glucanases
fungicas. Além disto, foi medida a atividade hidrolitica desta enzima sobre a
parede celular de leveduras. Os resultados mostram que a enzima possui um
potencial para aplicagdo na producdo de [-glucanos soluveis ou para
preparacdo de protoplastos de S. cerevisiae. A atividade da enzima sobre
ligagbes [p-1,3 explica a sua atividade sobre a parede celular de
Saccharomyces cerevisiae. A sequéncia de aminoacidos e a especificidade
pelos substratos B-glucanos sugerem que a enzima secretada por K. marxianus

seja uma B-1-3(4)-glucanase
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7. Revisao de literatura

B-glucanases sao enzimas que hidrolisam ligagdes glicosidicas em
polimeros [-glucanos. Elas podem ser divididas em dois grandes grupos, exo
e endo-B-glucanases. As exo-B-glucanases clivam o polimero a partir da
extremidade redutora ou nao redutora liberando oligossacarideos com graus de
polimerizagdo menor que trés como principais produtos. As endo-3-glucanases
clivam aleatoriamente em regides internas do polimero liberando
oligossacarideos com graus de polimerizagdao maior que trés. O mecanismo e
especificidade da enzima sao dependentes do tipo de ligagdo e dos
monossacarideos envolvidos na ligagdo glicosidica (Peng et al., 2011;
McCarthy et al., 2003).

As B-glucanases podem ser classificadas em quatro categorias: (1) B-
1,3-1,4-glucanases, a qual clivam ligagbes B-1,4 glicosidicas adjacentes a
ligagdes B-1,3; (2) B-1,4-glucanases, que clivam ligagdes B-1,4 glicosidicas; (3)
B-1,3(4)-glucanases, que clivam polimeros de B-1,3-1,4-glucan e (3-1,3-glucan;
e (4) B-1,3-glucanases, que clivam ligagées [B-1,3 glicosidicas em polimeros de
B-1,3-glucan (Luo et al., 2010; Boyce et al., 2007; Peng et al., 2010; Liu et al.,
2013).

Os principais substratos para as (-glucanases sdo os polimeros de -
glucanas que sao polimeros de glicose que possuem de centenas a milhares
de unidades de glicose unidas por ligagdes B-glicosidicas e diferem entre si
pelo grau de ramificacao, tipo de ligacdo e grau de polimerizagdo (Barbosa et
al., 2010; Nelson and Cox 2002). B-glucanases podem ser encontradas em
diferentes organismos como bactérias, fungos e plantas (Javmen et al., 2013;
Labourel et al., 2013; Maloney et al., 2012).

B-1,3-glucanases sado enzimas que hidrolisam especificamente ligagdes
B-1,3 em polimeros de B-1,3-glucano. Portanto, estas glucanases hidrolisam
substratos tais como laminarina, mas sao inativas em polimeros nao
ramificados de -1,3-glucano, p-1,3-1,4-glucano e em dissacarideos. Tem sido
demonstrado que possuem atividade sobre polimeros de [(-1,3-1,6-glucanos
presentes em parede celular de fungos e leveduras (Coutinho and Henrissat,
1999; Genta et al., 2009).
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B-1,4-glucanases sao enzima que hidrolisam ligacbes B-1,4 em
polimeros de [3-1,4-glucanos. Elas podem ser classificadas em endo e exo-
glucanases. As 1,4-3-D-glucana-4-glucano-hidrolase hidrolisam
randomicamente as regides internas da estrutura amorfa da fibra celuldsica,
liberando oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo e,
consequentemente, novos terminais, sendo um redutor e um nao redutor. O
grupo das exoglucanases é constituido por celobio-hidrolase. As 1,4-B-D-
glucana-celobio-hidrolase (EC 3.2.1.91) catalisam a hidrolise a partir da
extremidade nao-redutora da fibra celuldsica liberando celobiose como principal
produto (Lynd et al., 2002 e Castro, 2010). Recentemente essas enzimas tem
recebido atencéo pela a sua aplicagao na hidrélise de matérias lignocelulésicos
visando a produgao de etanol de segunda geracédo (De Souza et al., 2012;
Tambor et al., 2012).

As B-1,3-1,4-glucanases sao enzimas que apresentam especificidade
por polimeros de [-1,3-1,4-glucanos onde elas catalisam a hidrolise das
ligagcdes B-1,4 adjacentes a ligagbes B-1,3 (Tsai et al., 2008). Essas enzimas
tém sido descritas como tendo atividades em substratos como Barley B-glucan
e Lichenan. Os produtos de hidrélise da enzima sdo principalmente 3-O-
celobiosil-D-glicose (G3) e 3-O-celotriosil-D-glicose (G4) de B-glucano (Bielecki
et al., 1991). Recentemente, essas enzimas tém sido aplicadas na produgao de
etanol a partir de substratos como Lichenan e Barley B-glucan (Menon et al.,
2011; Nghiem et al., 2010).

Dentre as enzimas destacam-se as [3-3(4)-glucanases isoladas de micro-
organismos. Estas enzimas tém sido purificadas e caracterizadas e os
resultados tém mostrado que elas possuem especificidade por uma ampla
gama de substratos. B-3(4)-glucanase isolada de Rhizomucor miehei
apresentou especificidade por B-glucan (B-1,3; B-1,4), Laminarina (3-1,3; 3-1,6)
e CM-curdlan (B-1,3) (Boyce et al., 2007). Estudo de especificidade de
substrato de uma (-3(4)-glucanase de thermoacidophilic Alicyclobacillus sp. A4
indicou que a enzima catalisa a hidrolise de p-1,3-1,4-glucans (Barley B-glucan
and lichenan), B-1,4-glucans (CMC-Na), e [(-1,3-glucans (Laminarin). Por
hidrolisar diferentes tipos de ligagdes B-1,3 e B-1,4 apresentam especificidade

por diferentes substratos (Bai et al., 2010).
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7.1. Caracteristicas das B-glucanases

As glicosil hidrolases realizam a catalise das liga¢des glicosidicas por
dois mecanismos, um com inversao e outro com retencdo de quiralidade do
carbono anomérico. Ambos esses mecanismos utilizam um par de acidos e
residuos nucleofilicos em ambos os lados do agucar. No mecanismo com
inversdo de quiralidade uma molécula de agua ativada faz um ataque
nucleofilico diretamente sobre o carbono anomérico em uma unica etapa. Cada
enzima apresenta um desses mecanismos. No entanto, ha casos em que a
hidrélise de substratos derivados de analogos ocorre por um mecanismo € a
hidrolise do substrato natural ocorre por outro (Park et al., 2002; Ketudat Cairns
& Esen, 2010).

Os valores de pH e de estabilidade das [B-glucanases dependem da
fonte e da sua sequéncia de aminoacidos. O pH 6timo se encontra no intervalo
de 2,76 e 6,5 (Walsh et al., 2007; Sutivisedsak et al., 2012). A temperatura e a
termoestabilidade também varia enormemente entre as B-glucanases. A
temperatura 6tima pode variar de 40 a 70 °C, também dependendo da fonte e
da sequéncia de aminoacidos (Walsh et al., 2007; Tambor et al., 2012;
Sutivisedsak et al., 2012). Essas enzimas geralmente apresentam
termoestabilidade em temperaturas até 90°C, sendo que acima dessa
temperatura elas perdem parte da sua atividade (Walsh et al., 2007). Walsh e
colaboradores (2007) avaliando a termoestabilidade de uma [-3(4)-glucanase
verificou que a enzima reteve 96, 94 e 81% da atividade original por um
minuto a 70, 80 e 90°C respectivamente.

Glicose e celobiose sao inibidores de muitas p-glucanases sendo que a
inibicdo pode ser do tipo competitiva e ndo-competitiva. Dentre os ions
avaliados, os que inibem mais frequentemente as B-glucanases sdo Hg*?, Cu*?
e Ag”, que chegam a provocar até a perda total da atividade catalitica (Castro,
2010; Ketudat Cairns & Esen, 2010). Bai e colaboradores (2010) avaliando a
atividade de uma B-3(4)-glucanase frente aos diferentes ions e reagentes
quimicos verificaram que a atividade foi abolida por SDS, Hg** e Ag®, Pb*",
Cr**, cu®*, Fe* e EDTA. Recentemente Zhang & Bao, (2012) relataram a
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inibicdo das glucanases por xilanas. A inibicdo foi verificada nas

endoglucanases e celobiohidrolases | e .

7.2.Glicosil hidrolases da familia 5

As glicosil hidrolases representam um grupo de enzimas que catalisam a
hidrolise de ligagbes glicosidicas entre dois carboidratos ou entre um
carboidrato e uma molécula nao carboidrato. As [-glucanases séao
pertencentes ao grupo das glicosil hidrolases. Uma vez que as dglicosil
hidrolases podem catalisar a hidrolise de uma variedade de substrato, um
sistema de classificagdo com base na sequéncia de aminoacidos e semelhanca
estrutural tem sido proposto. Nesse sistema as enzimas que possuem
similaridade na sequéncia de aminoacidos bem como motivos de sequéncias
conservados sao agrupadas em um mesmo grupo (Henrissat, 1991; Cantarel et
al., 2009; Cairns, 2010). A versado desse sistema de classificagdo contém 115
familias (Marana, 2006; Cairns et al., 2010).

B-glucanases ja descritas pertencem a familia 7, 16 como também da
familia (Duenas-santero et al., 2010; Luo et al., 2010). As glicosil hidrolases da
familia 5 possuem como principal caracteristica a presenga de uma regido
conservada onde se encontra um residuo de glutamato, envolvido no
mecanismo catalitico da enzima. E comum nessa familia de enzima a presenca
de estruturas secundarias tais como folha B e a-hélice (B/a)s. Enzimas
pertencentes a esta familia de hidrolases possuem as mais diversas atividades
sendo capazes de hidrolisar diferentes substratos (Duenas-Santero et al.,
2010).

7.3.Aplicagoes das B-glucanases

As B-glucanases tém recebido significativa atencédo pela sua aplicagao
na industria. Por exemplo, na fabricacao de cerveja industrial, a adicdo de [3-
glucanases pode reduzir a viscosidade e turbidez de extratos, aumentar os
rendimentos e produzir cerveja de alta qualidade (Celestino et al., 2006). Na
industria de alimentos, a utilizacdo dessas enzimas pode aumentar a

digestibilidade de 3-glucana na alimentagcéo e com isso melhorar a eficiéncia de
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conversao alimentar (Mathlouthi et al 2002; Beckmann et al. 2006). Outras
aplicagdes incluem na area biotecnologica sendo utilizadas na fusdo de célula,
transformacdo e preparacdo de protoplastos, na industria de alimentos,
industrias agricola, farmacéutica e de fermentacao (Castoria et al. 1997; Fleuri
et al. 2008).

Kim e colaboradores (2006) demonstraram que -glucano obtido a partir
da parede celular de levedura parece ser mais eficaz do que a obtida a partir
de outras fontes. Assim, a Saccharomyces cerevisiae, uma levedura
amplamente utilizadas em processos de fermentagdao industrial, ¢ uma
importante fonte de B-glucanos bioativos (Aimanianda et al., 2009).

A atividade biolégica de um polissacarideo esta relacionada ao o seu
peso molecular, a configuracdo e ligagdes glicosidicas, entre outras
caracteristicas (Chaidedgumjorn et al., 2002). A hidrdlise acida tem sido a mais
utilizada para se obter oligossacarideos, no entanto, este método produz uma
grande quantidade de oligossacarideos, bem como subprodutos, tais como
furfural e hidroximetilfurfural. Por esta razdo, a hidrdlise enzimatica de B-
glucana tem sido um método promissor para se obter gluco-oligossacarideos,
uma vez que permite a producao de oligbmeros de maior peso molecular (grau
de polimerizagédo = 4) (Giese et al., 2010). Neste contexto, a lise enzimatica da
parede celular da levedura usando B-glucanase tem uma potencial aplicagao
no tratamento da massa de células residuais para se obter B-glucano na

industria de fermentacgéao.

7.4.Parede celular de Saccharomyces cerevisiae

A parede celular de leveduras exerce varias fungbes como a de
protecao, estabilidade osmética, suporte de enzimas e adesao célula/célula. A
parede representa 30% do peso seco da célula e é composta por 85% de
polissacarideo e 15% de proteinas. A parede ndo é uma estrutura estatica e
sim, uma estrutura em constante crescimento e mudang¢a ,sendo muitas
mudancgas exercidas por glicosil-hidrolases. Essas mudangas sdo dependentes
de condigdes ambientais como pH, temperatura, disponibilidade de oxigénio e
nutrientes (Fleuri et al., 2005; Lesage & Bussey, 2006).

A parede celular de S. cerevisiae € composta por trés componentes

principais: um polimero de moléculas de glicose unidas por ligacdes [3-1,3 e [3-
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1,6 glicosidicas, mananaproteinas e quitina, um polimero de unidades de N-
acetilglicosamina unidas por ligacées (3-1,4. A parede possui duas camadas
principais: uma externa onde se encontra as mananaproteinas e uma interna
de B-glucan (Lesage & Bussey, 2006).

As enzimas liticas sdo enzimas capazes de hidrolisar a parede celular de
leveduras e fungos. Muitos micro-organismos sdo capazes de produzir -1,3
glucanases, [B-1,6 glucanases, mananases, proteases e quitinasesas as
principais enzimas envolvidas no processo. Essas enzimas agem
sinergicamente na lise hidrolisando a parede da face externa para a interna
(Asenjo et al., 2006; Gacto et al., 2000; Peng et al., 2011).

As enzimas capazes de hidrolisar a parede celular de leveduras
apresentam grande potencial de aplicagao biotecnologica tais como aditivos
para ragao animal. Elas sdo também utilizadas no controle bioldégico de pragas,
devido a sua capacidade de clivar as paredes celulares de microrganismos
patogénicos e na obtencdo de oligossacarideos bioativos, B-glucana em
particular, que é considerada uma potente imunomoduladora (Bamforth, 2009;
Daenen et al., 2008; lorio et al., 2008, Fleuri et al., 2008). B-glucan tem sido
demonstrado possuir atividades anti-tumorais, anti-inflamatérios, anti-
mutagénicas, hipocolesterolémicos e hipoglicemia e protecado contra a infeccao
por micro-organismos (Barbosa et al., 2004; Behall, 2006; Kim et al., 2006;
Giese et al., 2010).

GPI-CWP

s

-1,4- -1,4- -1,4-
GlcNAc-1,4-[GlcNAc-1,4-GlcNAc] 5y G-_ENA: Glc  [Glc * Glclsgy | © Gl

o= [
Glec-1,3-[Gle-1.5-Gle-1,3-Gle-1,3-Gle-1.3-Gle]y 5591 -Gl
Gle-1,3-[Gle-1,3-Gle-1.3-Gle-1.3-Gle-1,2-Gle |, 5:-Gle X,

[ . T 500 cwp

PIR-55-CWP

Figura 1 - Representagdo esquematica da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae e suas ligacdes. As ligagdes glicosidicas (3-1,3, B-1,4 e p-1,6 que

une os residuos de B-D-glicopiranose estdo representadas em verde, azul e
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laranja respectivamente. CWP corresponde a camada de manoproteina

presente na face externa da parede (Lesage & Bussey, 2006).
8. Objetivo geral
Caracterizar uma B-glucanase de Kluyveromyces marxianus UFV-3
8.1.Objetivos especificos
- Determinar a sequéncia de aminoacidos da B-glucanase;
- Caracterizar a B-glucanase quanto a especificidade por diferentes substratos;

- Determinar a que classe pertence a enzima com base na sequéncia de

aminoacidos e especificidade de substratos.

- Avaliar a capacidade da enzima em hidrolisar a parede celular de

Saccharomyces cerevisiae.
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9. Metodologia
9.1.Caracterizagao da B-glucanase
9.1.1. Producgao e purificagao da enzima

Para a producédo enzimatica erlenmeyers contendo 50 mL de meio YP,
foram inoculados com linhagens de Kluyveromyces marxianus UFV-3. Apos
incubacao por 24 horas a 37 °C, sob agitacdo orbital de 180 rpm, o
sobrenadante de cultura foi coletado e inoculado em meio YP 0,1X pH 5,0
contendo 4 % de glicose de modo que a D.O.gponm fosse 0,6. Apds 48 h de
incubagao, nas mesmas condi¢gdes acima descritas, o meio foi centrifugado e o
sobrenadante de cultura foi armazenado a -20°C para analises posteriores.
Para purificagdo utilizando FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography), o
extrato de cultura foi primeiramente concentrado por ultra-filtracdo, utilizando
Coluna Vivaspin 10 KDa MWCO (GE Healthcare), a 4500 rpm até a
concentracao final de 10% (v/v). Posteriormente, o extrato bruto concentrado,
com valor de pH previamente ajustado para 7,0, foi aplicado na coluna de
cromatografia liquida de troca aniénica HiTrap Capto Q (GE Healthcare) de 1
mL, previamente equilibrada com tampéo fosfato de sddio pH 7,0 / 50 mM. O
fluxo foi ajustado para 1,0 mL/minuto. A eluigédo foi realizada em passos, nas
concentragdes 100 mM, 200 mM, 400 mM e 1 M de NaCl, e em cada passo
fracoes de 15 mL foram coletadas. Foi realizado o ensaio enzimatico para
cada fragao.

A fragao contendo atividade foi separada e determinada a concentragao
de proteinas solUveis totais. A fracdo da etapa anterior foi adicionado 50 mL de
tampao fosfato de sédio pH 7,0 / 50 mM e, para retirada do NaCl, foi feita ultra-
filtragcdo em Coluna Vivaspin 10 KDa MWCO (GE Healthcare). A amostra foi
entdo re-cromatografada na Coluna HiTrap Capto Q (GE Healthcare). A
eluicdo com NaCl foi realizada em um passo inicial de 100 mM, seguida por
um gradiente crescente de 100 a 200 mM, e dois passos finais de 200 mM e 1
M. Fracdes de 1 mL foram coletadas e analisadas por ensaio enzimatico. As
amostras contendo atividade foram unidas e concentradas em Coluna Vivaspin
10 KDa MWCO (GE Healthcare), sendo realizados o ensaio enzimatico e a

determinacao de proteinas soluveis totais.
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9.1.2. Analise por espectrometria de massas

Para analise no espectrbmetro de massas o extrato enzimatico
proveniente da segunda etapa de purificagao foi analisado por SDS-PAGE por
(Rocha et al., 2014). As bandas do gel foram previamente cortadas e
descoradas em solucéo de acetonitrila 50% em bicabornato de aménio 25 mM,
pH 8,8. Apés o descorante ser removido, os géis foram desidratados com
acetonitrila 100%, ficando branco/opaco, e seco em centrifuga a vacuo. As
proteinas contidas nas bandas removidas do gel fordo reduzidas com DTT
(ditiotreitol) 65 mM em bicarbonato de aménio 100 mM. O DTT foi entdo
removido e as proteinas alquiladas com lodoacetamida 200 mM em
bicarbonato de aménio 100 mM. Apds serem lavados com bicarbonato de
amoénio 100 mM, os géis foram desidratados com acetonitrila 100% e,
posteriormente, reidratados com bicarbonato de aménio 100 mM. Os géis
foram novamente desidratados com acetonitrila 100% e secos na centrifuga a
vacuo. Para tripsinizagdo das proteinas, foram adicionadas aos géis uma
solugdo contendo tripsina (Trypsin Gold Mass — Promega) 25 ng/pL em
bicarbonato de aménio 40 mM e acetonitrila 10%. A reacéao foi entdo incubada
a 37°C por 16 horas. Em seguida, o gel foi sonicado em ultrasson, e apds
agitagao no vortex a solugado com os peptideos removida para outro microtubo.
Ao gel restante foi adicionado acido férmico 5% em acetonitrila 50%, seguido
de agitacdo no vortex e repouso em temperatura ambiente. O gel foi
posteriormente sonicado, agitado em vortex e a solugdo removida para o
microtubo anterior. Este procedimento foi repetido 2 vezes. A amostra
removida para o outro microtubo foi seca em centrifuga a vacuo. Os peptideos
foram estocados em freezer (- 20 °C) para posterior analise por espectrometria
de massas.

A analise dos peptideos por espectrometria de massas foi realizada no
Nucleo de Analises de Biomoléculas (NuBioMol)/CCB/UFV, utilizando MALDI-
TOF-TOF (Bruker Daltonics). Os peptideos tripticos foram solubilizados em 20
ML de acetonitrila 50% e acido trifluoroacético (TFA) 0,1% para analises por
MALDI. Uma aliquota de 1,0 yL da digestao triptica foi misturada a 1,0 yL da

matriz acido alfa-ciano-4- hidroxicinamico e 0,5 yL aplicado em placa de
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MALDI. Os espectros de massas tripticas foram obtidos em modo refletivo
positivo e a fragmentagcdo por meio do método do LIFT. Os espectros de
massas foram processados usando o software FlexAnalysis (Bruker). As listas
de picos monoisotépicos obtidas foram utilizadas para pesquisas contra banco
de dados de proteinas pelo método de “Peptide Mass Fingerprinting” utilizando
0 banco de dados NCBI por meio do pacote computacional MASCOT, rodando
em plataforma local. Os espectros de fragmentacdo MS/MS foram utilizados
para identificacdo das sequéncias de aminoacidos dos peptideos por meio do
método “MS/MS ion search”, utilizando-se o0 MASCOT. As seqliéncias obtidas
foram confirmadas por inspecéao visual dos fragmentos de massas utilizando-se
o software FlexiAnalysis. A sequéncia de aminoacidos obtida foi utilizada para
pesquisa no banco de dados NCBI, utilizando o pacote computacional
MASCOT search.

9.2.Purificagao e caracterizagcao da pB-glicosidase

9.2.1. Purificagao da BGL extracelular através de Cromatografia
Liquida (FPLC)

Para purificacdo a enzima extracelular foi obtida através do cultivo da
levedura K. marxianus UFV-3 e purificada segundo condi¢cdes determinadas

pelo por Rocha 2011.

9.2.2. Ensaio enzimatico

A avaliagdo da atividade B-glicolitica foi realizada utilizando o substrato
cromogénico p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pNPBG) (Sigma). A reacgéo
consiste de pNPBG 2mM, tampao citrato de soédio (50 mM; pH 5,4) e da
amostra contendo atividade. Apds incubacgao da reagao a 50°C por 40 minutos,
a reacao foi interrompida adicionando-se carbonato de so6dio (500 mM). A
estimativa da atividade enzimatica foia realizada em espectrofotdmetro, através
da leitura de absorvancia (410 nm) do p-nitrofenol (¢ = 18.700) liberado;
utilizando a curva padrdo de p-nitrofenol [concentracdo (umol/mL) versus
absorvéncia (A = 410 nm). Uma unidade (U) de BGL foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 1Tnmol de pNPG por minuto de

reacao.
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9.2.3. Determinagao da concentragao de proteinas soluveis

A determinacdo da concentragdo de proteina soluvel nas diferentes
etapas de purificacdo foi realizada através do método BCA - Acido
Bicinconinico (Smith et al., 1985).

9.2.4. Hidrélise da celobiose

Para testar atividade da BGL na hidrolise de celobiose, o extrato
enzimatico foi incubado com celobiose (100 mM) em tampé&o citrato de sodio
(50 mM; pH 5,5), a 37, 42 e 50°C por 30 horas e a cada 6 horas aliquotas
foram retiradas e fervidas por 5 minutos para inativar a enzima e parar a

reagao. A concentragao de glicose foi mensurada por analise em HPLC.

9.2.5. Atividade litica

A atividade litica da enzima foi quantificada por medida da densidade
6tica em 600 nm, produzida pela enzima em suspensdao com células de S.
cerevisiae. Células de S. cerevisiae com D.O. inicial igual a 0,7 foram coletadas
por centrifugacao e lavadas com tampao citrato 50 mM pH 7. As células foram
suspensas no mesmo tampao para uma D.O. igual a 1,4. Ensaios foram
realizados com o extrato bruto concentrado 10X acrescido ou ndo com [3-
mercaptoetanol 50mM. Culturas de leveduras foram adicionadas de modo que
a D.O. inicial fosse 0,7. O controle utilizado foi de células de leveduras
suspensas em tampao sem adi¢ao da enzima. O ensaio foi realizado por 18 h a

50°C em microplacas vedadas com parafilmes.

9.2.6. Atividade sobre CMC e 3-glucan

A atividade da enzima foi medida por quantificacdo de extremidades
redutoras, geradas no ensaio de hidrolise do substrato sintético
carboximetilcelulose (CMC) e pB-glucan, utilizando o método do acido
dinitrosalicilico (DNS) (Miller et al 1959). Para tanto, os ensaios foram
conduzidos em volume total de 750 uL, sendo 225 pL de amostra, 375 uL de
substrato CMC 2 % (p/v) (SIGMA) em tampéo e 150 pyL de tampao citrato 50
mM pH 5,0. Os componentes da reacdo foram adicionados, a 4 °C, em

microtubos de 1500 pL, a e incubados por 4 h a 50 °C. A reacdo foi
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interrompida pela adicdo de 500 uL de reagente de DNS em 500 uL da
amostra. A mistura foi incubada a 99 °C por 5 min e a 4 °C por 5min e
transferida (200 yL) para microplacas e a concentracéo de agucares redutores
foi estimada por espectrometria em A = 540 nm. A dosagem de glicose foi

realizada por HPLC.

65



10.Resultados e discussao
10.1. Sequenciamento da enzima

Uma nova enzima foi identificada em Kluyveromyces marxianus sendo
esta enzima secretada e com capacidade de hidrolisar celobiose e pNpG
(Lopes et al., 2014).

Visando uma melhor identificagdo e caracterizacdo o extrato bruto,
assim como a enzima parcialmente purificada por cromatografia de troca iénica
foram submetidos a eletroforese desnaturante para posterior analise por
espectrometria de massa. Abaixo encontra-se a tabela de purificagdo com

dados de atividade ap6s cada etapa de purificagdo (Lopes et al., 2014).

Tabela 1 - Tabela da purificagao parcial por FPLC da BGL extracelular de K.

marxianus UFV-3.

Atividade Atividade

Etapa de Vol Atividade Proteina Fator de Recuperacao
L especifica total L
purificagao (mL) (U/mL) (mg/mL) purificacao (%)
(U/mg ptn) V)
Ultra-filtrag&o 40 113,0 1,0 113,0 4520 1,0 100
Troca idnica 1 2,5 962,4 0,478 20134 2406 18,0 53
Troca idnica 2 2,5 911,2 0,232 3927,6 2278 35,0 50

Com a coloragao do gel foi possivel observar duas bandas proximo de
45 kDa (Figura 2) que corresponde as duas bandas anteriormente observadas
por Rocha et al., 2014 como tendo atividade no substrato sintético pNpG.
Sendo assim, essas duas bandas foram excisadas do gel para posterior analise

por espectrometria de massa.
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Figura 2 - Analise por SDS-PAGE da B-glucanase secretada por K. marxianus.
O gel foi corado com Coomassie brilliant blue G-250. (M) marcador de peso
molecular; (EB) sobrenadante de cultura concentrado por ultrafiltracdo; (Q1)
enzima parcialmente purificada por cromatografia de troca i6nica obtido por
(Rocha et al., 2014).

Analisando os espectros de massas obtidos, verifica-se que as duas
bandas apresentam padrées semelhantes de fragmentacdo (dados né&o
mostrados). Este mesmo resultado foi obtido por Lopes e colaboradores
(2014). Experimentos anteriores mostraram que as diferengas entre os seus
pesos moleculares ndo é devido a diferenga no padrao de glicosilagao (dados
nao mostrados), reforcando mais uma vez a questdo de se tratar de isoformas
de uma mesma enzima.

Foi possivel por essa técnica obter sequéncias de aminoacidos de 10
fragmentos. Com a sequéncia obtida foi feita uma busca no banco de dados
do genoma de Kluyveromyces marxianus UFV-3. Com isso foi possivel
encontrar um peptideo de 430 residuos de aminoacidos cuja sequéncia
encontra-se na figura 3. Com a sequéncia dos fragmentos obtida foi feito um
alinhamento no banco de dados do NCBI mostrando se tratar de uma possivel
B-glucanase (Figura 4). Foi realizado um alinhamento no banco de dados do
NCBI com a sequéncia do peptideo de 430 e os mesmos resultados foram

encontrados (dados ndo mostrados).
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Essa busca pela sequéncia é importante, devido a diversidade de
enzimas capazes de hidrolisar ligagdes glicosidicas em polimeros de
carboidratos. As B-glucanases, por exemplo, fazem parte do grupo das glicosil
hidrolases os quais podem ser agrupadas em até 115 familias. Neste sentido a
sequéncia de aminoacidos serviu pra identificar a enzima e a que grupo ela
pertence (Marana, 2006; Cairns et al., 2010).

1 MLSTHQALSV LLFLVS5VCFA TPLPLSERYL DYDSYEVEGY HNIGGWLVLEE
51 FITESLFEAF RTHHNDNDDGI BVDEYHYCQQD LGEEEATERL TQHYSTWI

101 DDFAEMAKTG LEMVRIPIGY WAFDLLDMDF YVIGVQEGFL DQATGWASEY
151 HLEVWWVDLHG APGSQHGFDH SGLEDQIEF]) EDQNTQLLEN VIMHITEEYS
201 GEHYTDTVIG IEVLNEPLGEP SIDMNELEDL HHWAYDYLERN OVEGDOVILVI
251 HDAFQAPOYW HNDQLTLSDGH YGVLVDHHHY QWFSPGELSE SMDDHISVAC
301 QQGWDSVEFEG HWHLVGEWSLA ALTDCARWLN GVGVGYRYDGE SFHNENGDTSY
351 YIGS5CEGEQD ITTWSEDEEN HYREYIEAQL DAYEMBWNGWI YWCWETEST
401 EWDYENLVON GLFPQPLDDE QFFHQCHYGG

Figura 3 - Sequéncia de aminoacidos da B-glucanase obtida pela busca no
banco de dados do genoma de K. marxianus UFV-3 utilizando sequéncias de
aminoacidos dos fragmentos obtidos do sequenciamento por ms/ms.

ApOs analise da sequéncia realizou-se uma busca no InterProScan de
forma a determinar a que grupo de hidrolases pertence a enzima mostrando se
tratar de glicosil hidrolases do grupo 5. Esta familia é caracterizada por possuir
uma regido conservada onde se encontra um residuo de glutamato, envolvido
no mecanismo catalitico da enzima. E comum nessa familia de enzima a
presencga de estruturas secundarias tais como folha 8 e a-hélice (B/a)s. Enzimas
pertencentes a esta familia de hidrolases possuem as mais diversas atividades,
sendo capazes de hidrolisar diferentes substratos como sera mostrado
posteriormente (Duené&s-Santero et al., 2010).
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Figura 4 - Similaridade de aminoacidos obtidas pelo alinhamento de

sequencias presentes em bancos de dados e seis peptideos obtidos por

sequenciamento ms/ms da B-glucanase de K. marxianus. Caixas tracejadas

indicam a sequéncia do peptideo. As sequéncias e seus numeros de acesso

sdo mostrados na figura 4.

10.2. Especificidade por substratos

Os grupos das B-glucanases podem ser agrupadas em quatro categorias

com base na especificidade por substratos, sendo estas: B-1,3-glucanases, B-

1,4-glucanases, [B-1,3(4)-glucanases e [3-1,3-1,4-glucanases (4-7). Neste
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sentido, torna-se necessario uma melhor caracterizagdo da enzima em relacao
a diferentes substratos visando agrupa-la em uma dessas categorias.

A especificidade da enzima foi testada com os substratos celobiose ([3-
1,4), CMC (B-1,4), B-glucano (B-1,4: B-1,4), e pNpG (Figura 5 e 6). Ao avaliar a
sua atividade sobre CMC e B-glucano verificou-se uma atividade quase duas
vezes maior para o substrato $-glucano, evidenciando sua alta especificidade
sobre substratos com ligagdes 3-1,3 e 3-1,4 (Figura 5). Neste ensaio, percebe-
se que apoés quatro horas aumenta-se a quantidade de agucar redutor sem
haver liberagao de glicose, o que nos leva a inferir que se trata de uma endo-
glucanase, com atividade em ligagdes glicosidicas (3-1,3 e B-1,4. As endo-
glucanases ao contrario das exo-glucanasse clivam o polimero liberando
oligossacarideos como principais produtos de hidrolise (Peng et al., 2011;
McCarthy et al., 2003).

Sabe-se que as B-glucanases nao apresentam atividade para um unico
substrato podendo hidrolisar ligagdes (-1,3, B-1,4 e 3-1,6 (Boyce & Walsh,
2007); Peng et al., 2011). De acordo com os resultados de atividades obtidos
para os diferentes substratos acreditamos que a enzima seja uma [(3-1,3(4)-
glucanase. Estasenzimas possuem a capacidade de hidrolisar ligagées B-1,3
adjacentes a ligagcdes B-1,4 coerente com a atividade obtida em B-glucan
(Boyce et al., 2007; Bai et al., 2010). Elas também podem hidrolisar polimeros
de glicose unidos somente por ligacbes B-1,3. (Bai et al., 2010) Isto pode
explicar a capacidade da mesma em hidrolisar parede celular de levedura
(Figura 7). Boyce et al., 2007 caracterizaram uma [3-1,3(4)-glucanase de
Rhizomucor miehei e verificaram que a enzima foi capaz de hidrolisar CM-
curdlan (B-1-4) e B-glucan (B-1,3 e B-1-4). Bai e colaboradores (2010)
identificaram uma nova [3-1,3(4)-glucanase pertencente a familia 9. Os
resultados de caracterizacdo mostraram que a enzima foi capaz de hidrolisar 3-
1,3-1,4-glucans (barley B-glucan and liqueena), B-1,4-glucans (CMC-Na), e B-
1,3-glucans (laminarina). A maior atividade foi detectada em liquenana (109%)
seguido por barley B-glucan (100%), CMC-Na (15.02%), e laminarina (6.19%).
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Figura 6 - Concentragao de glicose em g/L em fungao do tempo de hidrélise da
celobiose utilizando o extrato de cultura de K. marxianus a 37 (circulo

vermelho), 42 (circulo azul) e 50 °C (triangulo verde).
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O extrato enzimatico foi testado, ainda, quanto a capacidade de
hidrolisar celobiose. No entanto, verifica-se que a atividade em celobiose é
muito baixa (4,5 U/mL) ap6s 30 horas de ensaio a 50°C comparado a 3-glucan
(Figura 5). O mesmo pode-se inferir do pNPG o qual a atividade foi préxima ao
da celobiose. Uma vez que a levedura K. marxianus UFV-3 cresce e fermenta a
37 e 42° com altos rendimentos o ensaio foi também realizado nessas
temperaturas (De Souza et al., 2012). Analisando a Figura 6 verifica-se um
aumento na quantidade de glicose liberada pelo aumento da temperatura.
Essas caracteristicas apresentadas pela enzima permitiu classifica-la como
uma B-glucanase, descartando a possibilidade de se tratar de uma -
glicosidase.

Quanto a especificidade de substrato podemos classificar as [-
glicosidase em: aril B-glicosidase, que agem sobre aril-glicosideos; celobiases,
que hidrolisam a celobiose e as [B-glicosidases verdadeiras que apresentam
especificidade por um amplo espectro de substrato (Bhatia et al., 2002 e
Cairns, 2010).

Nos ensaios realizados vimos que a enzima apresentou baixa atividade
em pNPG descartando a possibilidade de ser uma aril B-glicosideo. A enzima
nao foi capaz de hidrolisar a rutina que também se trata de um aril-glicosideo
(dados nao mostrados). E a baixa atividade em celobiose indicou ndo se tratar
de uma celobiase. O ultimo grupo das B-glicosidases também foi descartado,
uma vez que, as enzimas desse grupo tém como principal caracteristica
hidrolisar ligacdes glicosidicas em pequenos oligossacarideos e liberarem

glicose como principal produto.

10.3. Atividade em parede celular de levedura

Foi avaliada a capacidade litica do extrato enzimatico concentrado em
hidrolisar parede celular de S. cerevisiae. A atividade foi testada na auséncia e
presenca de [B-mercaptoetanol e a atividade litica foi acompanhada pela
reducdo da densidade 6tica a 600nm. O B-mercaptoetanol foi utilizado uma vez
que age como agente redutor, reduzindo as manoproteinas e desfazendo a

camada protéica que envolve o polimero de glucano.
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Pela Figura 7 verifica-se uma redugcdo da densidade otica quando a
cultura de S. cerevisiae foi incubada na presenga do extrato enzimatico
comparado com o controle. O controle consistiu em se adicionar agua no lugar
do extrato enzimatico. Comparando o ensaio enzimatico na presenga e
auséncia de B-mercaptoetanol verifica-se uma pequena diferenga na redugéo
da densidade dtica na presenca do mesmo.

Sabe-se que a parede celular de S. cerevisiae é formada por trés
componentes principais: um polimero de glucan (p-1,3 e B-1,6), manoproteinas
e quitina (Lesage & Bussey, 2006). Neste caso, a retirada da camada de
manoproteina pelo B-mercaptoetanol aumenta a acessibilidade do extrato para
as ligagdes glicosidicas presentes no polimero de glucano.

As enzimas capazes de hidrolisar parede celular sdo principalmente as
B-1,3-glucanases. Apesar de ter sido classificada como uma [-1,3(4)-
glucanase sabe-se que esta classe de enzima é capaz de hidrolisar ligagdes [3-
1,3 adjacentes a (-1,4 como também ligagdes glicosidicas em polimeros de

laminarina (Bai et al., 2010).
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Figura 7 - Atividade litica do sobrenadante de cultura sobre parede celular de

S. cerevisiae W303 com e sem [3-mercaptoetanol.
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11.Conclusoes

Uma nova B-glucanase foi identificada em Kluyveromyces marxianus
UFV-3 sendo esta enzima secretada e classificada com base na sequéncia de

aminoacidos e especificidade por substrato como uma -3(4)-glucanase.

A enzima foi capaz de hidrolisar ligagdes glicosidicas B(1-3) e B(1-4) em

polimeros de B-glucana, mas apresentou baixa atividade sobre celobiose.

Atividade enzimatica mostrou que o extrato bruto concentrado foi capaz

de lisar parede celular de Saccharomyces cerevisiae.
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