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h quando se atingiu a maior produ¢ao de etanol.
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PRODU&‘AO DE CELULASES POR Penicillium funiculosum EM
FERMENTACAO SUBMERSA DE BAGACO DE CANA PRE-TRATADO E SUA
APLICACAO NA PRODUCAO DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

Resumo da Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos da Escola de Quimica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil

Roberto Nobuyuki Maeda
Orientadores: Prof. Nei Pereira Jr., PhD e Igor Polikarpov, PhD

O presente estudo objetivou desenvolver um bioprocesso para produgdo de
celulases empregando uma linhagem previamente selecionada de Penicillium
funiculosum por fermentagéo submersa, utilizando bagago de cana pré-tratado como
substrato e avaliar sua utilizacdo em processos de hidrdlise enzimatica simultanea a
fermentacdo (HESF) para producédo de etanol de segunda geragéo. O trabalho foi
estruturado nas seguintes etapas: caracterizacdo do bagago de cana e da
celulignina gerada; otimizagdo do meio de cultura para produgao de celulases, por
meio de planejamentos experimentais sequenciais; produgdo de celulases em
biorreator instrumentado de bancada, avaliando-se o tipo e tamanho de indculo. No
que concerne a elaboracdo de um produto enzimatico, avaliou-se diferentes
métodos de concentragdo (rotaevaporador a vacuo e ultrafiltracdo tangencial em
membrana); a estabilidade térmica do produto concentrado; purificacdo e
caracterizagao por meio de técnicas cromatograficas (troca iénica e eletroforese em
condigdes nativas e desnaturantes) e identificacao por LC/MS/MS. Apéds a etapa de
planejamento experimental, a condi¢do da fonte de nitrogénio apontada como 6tima
para producao de celulases foi de 0,97 g/L de uréia e 0,36 g/L de extrato de
levedura. Os valores maximos de atividades enzimaticas alcancados nesta etapa de
otimizagédo foram de: FPase, 260 UI/L; CMCase, 7100 UI/L e B-glucosidase, 1500
UI/L. A produgéo de celulases em biorreator inoculado com 10% v/v de pré-indculo
foi superior em relagdo ao inoculado com 5% v/v, com aumento de 88% para
atividades FPasica, 84% Auvicelasica, 42% CMCasica e 4% de atividade p-
glucosidasica. Além do aumento de produgédo de enzimas, com inéculo de 10 % v/v,
constatou-se que a producao de celulases ocorreu em menor tempo, que foi
reduzido de 72 para 60 h. O processo de ultrafiltragdo tangencial em membranas de
fibras ocas com corte de 5 kDa foi definido como o ideal e adotado para a obtencao
do preparado celulasico LADEBIO/BR. O preparado celulasico exibiu boa
estabilidade durante aproximadamente 460 h a 37 e 50°C e sua aplicagdo no
processo SSF de bagago de cana pré-tratado resultou em uma concentragdo de
etanol de 100 g/L em 144h, sendo a maior encontrada em estudos nesta tematica.
As elevadas concentragdes de etanol atingidas no presente estudo, além da boa
atuacao do preparado celulasico sobre celulignina de bagago de cana sinalizam para
a utilizagdo do preparado celulasico LADEBIO/BR na producdo de etanol de
segunda geragao em maior escala.
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CELLULASE PRODUCTION BY Penicillium funiculosum IN SUBMERGED
FERMENTATION USING PRETREATED SUGARCANE BAGASSE AND ITS
APPLICATION ON SECOND GENERATION ETHANOL PRODUCTION

Abstract of the PhD Thesis presented to the Graduate Program on Technology of
Chemical and Biochemical Processes of the Federal University of Rio de Janeiro,
Brazil

Roberto Nobuyuki Maeda
Advisors: Prof. Nei Pereira Jr., PhD and Prof. Igor Polikarpov, PhD

The present work aimed at the development of a bioprocess to produce cellulase
from a selected strain of Penicillium funiculosum by submerged fermentation, using
pretreated sugarcane bagasse as substrate, as well as the evaluation of the
enzymatic preparation in the simultaneous saccharification and fermentation process
(SSF) for the production of second-generation ethanol. The work is structured into
the following steps: sugar cane bagasse and its cellulignin characterization; culture
medium optimization for cellulase production using sequential experimental design;
cellulase production in an instrumented bench-scale bioreactor, evaluating inoculum
type and size. Concerning the preparation of an enzymatic product, different methods
for concentrating the free-cell spent medium were evaluated (vacuum
rotaevaporation and membrane tangential ultrafiltration). The concentrated enzymatic
preparation was characterized in terms of thermal stability; molecular weight, and
activity. The elaborated product was purified using chromatographic techniques (ionic
exchange and electrophoreses), and identified by HPLC/MS/MS. After experimental
planning design, the nitrogen condition pointed out as optimum for cellulase
production was: 0.97 g/L urea and 0.36 g/L yeast extract. The maximum values for
enzymatic activities reached in the optimization step were as follows: FPase, 260
UI/L; CMCase, 7100 Ul/L and B-glucosidase, 1500 Ul/L. The cellulase production in
bioreactor inoculated with 10% v/v was superior to 5%v/v, with an increase of 88%
for FPase, 84% for Avicelase, 42% for CMCase and 4% for B-glucosidase. Besides
the increase in the enzyme production with 10%v/v inoculum, the production of
cellulase was carried out in a lesser time, which was diminished from 72h to 60h. The
membrane tangential hollow fibers ultrafiltration process with 5 kDa molecular weight
cut off was defined as an ideal method and adopted for obtaining the LADEBIO/BR
cellulase blend. This enzymatic preparation displayed a good stability for roughly 460
hours at 37°C and 50°C, and its application in the SSF process of pretreated
sugarcane resulted in an ethanol concentration of 100g/L in 144h fermentation, being
the highest found in literature related to this theme. The high ethanol concentrations
reached in the current study, besides the good performance of the cellulase blend on
sugarcane cellulignin, point out for the use of the LADEBIO/BR enzymatic product for
second-generation ethanol production in wider scale.
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Maeda, RN Capitulo 1 — Apresentacédo do Tema da Tese

Capitulo 1

APRESENTACAO DO TEMA DA TESE

O crescimento populacional tem ocasionado um aumento da demanda
energética que é suprida principalmente por fontes ndo renovaveis, especialmente
petréleo. Outro aspecto que tem trazido preocupacdes a sociedade moderna
relaciona-se as questbes ambientais. A queima de combustiveis fésseis e o
desmatamento florestal fazem com que grande quantidade de gases permaneca na
atmosfera, especialmente o CO,. A crescente emissdo deste gas e de outros como
metano (CH,), 6xido nitroso (N.O), hidrofluorcarbonos (HFC), perfluorcarbonos
(PFC) e hexafluor sulfurico (SF6) na atmosfera, tem causado seérios problemas
ambientais, decorrentes do efeito estufa. Para minimizar este problema, em 1997, foi
estabelecido um acordo para reducdo das emissdes gasosas, denominado de
protocolo de Kyoto. Com este tratado, medidas para reducdo desses gases foram
criadas, dentre elas a utilizagcdo de biomassas como fonte de energia alternativa ao
petréleo (PEREIRA JR. et al. 2008).
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Neste contexto, tém-se intensificado Pesquisa e Desenvolvimento para a
utiizacdo, de forma mais diversificada, de matérias-primas renovaveis, em
substituicdo as fontes fosseis, em particular os abundantes residuos agricolas e
agro-industriais, denominados de biomassas residuais. A utilizacdo destes residuos
€ de grande interesse e importancia na medida em que ndo ha demanda de
aumento da extensdo de areas agricultaveis. O que se intenciona € transferi-los da
posicdo de poluentes solidos para matérias-primas valiosas visando a producéo de
combustiveis e de outras substancias quimicas. Os avancos nesta area sinalizam
que, seguramente, 0 aproveitamento de matérias-primas renovaveis, incluindo os

seus residuos, revertera a dependéncia mundial por fontes fésseis.

O Brasil encontra-se em uma posic¢ao privilegiada para assumir a lideranga na
utilizacdo integral de biomassas, j4 que € uma das maiores poténcias para producao
de matérias-primas renovaveis, pela grande disponibilidade de culturas agricolas,
com destaque para a cana-de-acucar; pela intensa radiacdo solar; agua em
abundéancia; clima favoravel e pioneirismo na producdo de um biocombustivel em
larga escala, o etanol. O pais ainda relne todas as condi¢cdes para ser um dos
principais receptores de recursos provenientes de investimentos relacionados a
créditos de carbono (PEREIRA JR. et al. 2008).

Estudos indicam uma demanda de etanol para 2013 no Brasil de 32 bilhdes
de litros (PEREIRA, 2006). No entanto, pode-se estimar que somente com a
producdo convencional de alcool a partir do caldo de cana (primeira geracao), tal
demanda ndo devera ser suprida, ratificando a necessidade de producdo de etanol
de outras fontes. Enfase tem sido dada ao uso de residuos agricolas e
agroindustriais de composi¢do lignocelulésica como matérias-primas para a

producao de etanol de segunda geracéo.

Dentre os residuos agroindustriais mais abundantes no Brasil, encontram-se o
bagaco e a palha de cana. De acordo com MAPA (2010) estima-se uma producgéo de
600 milhdes de toneladas de cana em 2010. Considerando-se que cada tonelada de
cana gera em torno de 140 kg de bagaco e 140 kg de palha (ambos em massa
seca), estima-se uma geracao de 84 milhdes de toneladas de bagaco e 84 milhdes
de toneladas de palha. E um enorme potencial que ndo pode ser subestimado e que

dita que estes residuos necessitam ter um aproveitamento mais racional.
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A conversdo do componente celulésico dessas biomassas residuais a glicose,
requer o uso de enzimas celuloliticas. Atualmente, estd bem estabelecido que a
eficiéncia de hidrolise de celulose deve-se a um sistema enzimatico
multicomponente, constituido de trés principais grupos: endo-B-glucanases, exo-f-
glucanasese e B-glucosidases. O mecanismo mais aceito de hidrélise enzimatica da
celulose envolve o efeito sinérgico entre esses trés tipos de celulases (HENRISSAT,
1994; KNOWLES et al., 1987; LYND et al., 2002; TEERI, 1997; WOOD e GARICA-
CAMPAYO, 1990; ZHANG e LYND, 2004). Quando atuam conjuntamente, as
celulases apresentam um rendimento melhor do que a soma dos rendimentos
individuais (LYND et al., 2002).

O conceito de “engenharia de produto™

pode ser aplicado em processos de
producdo de celulases, visando a obtencdo de preparados enzimaticos com
proporcdes ideais entre as diversas enzimas do complexo celulolitico, em particular
EnG e BG. O formulado ideal pode ser obtido pelo co-cultivo de linhagens
superprodutoras dos principais tipos de celulases (WEN et al. 1995) pela producéo
em separado das celulases e posterior mistura dos extratos, em proporcdes pré-
otimizadas (KADAR et al. 2004, SENDELIUS, 2005; XIAO et al. 2004; IMAI et al.,
2004) ou ainda pela incorporagao controlada de genes de celulases em organismos
hospedeiros, de forma que a célula modificada ja excrete as enzimas em proporcdes

ideais (SRIVASTAVA et al., 1999).

Além destas estratégias, existem microrganismos que secretam sistemas
enzimaticos com atividades balanceadas como no caso o fungo filamentoso
Penicillium funiculosum (CASTRO, 2006; CARVALHO, 2007). Jorgensen e Olsson
(2006) reportam que diversas espécies do género Penicillum tém previamente
mostrado a habilidade de produzir sistemas enzimaticos completos e melhor relacéao
entre as atividades FPasica e p-glucosidasica do que Trichoderma reesei, que é o

microrganismo mais utilizado em escala industrial.

No caso da producdo de etanol de segunda geracdo, os Laboratorios de
Desenvolvimento de Bioprocessos da UFRJ, vem aprimorando a estratégia do

' Engenharia do produto refere-se ao processo de projetar e de desenvolver um produto, seja na forma de uma substancia
guimica, um dispositivo, ou um sistema que resulte em um artigo para a venda, proveniente de um processo de fabricagdo. A
Engenharia do produto envolve geralmente atividades que tratam das questfes de custo, produtividade, qualidade, formulagao,
desempenho, confiabilidade e de caracteristicas que atendam a uma demanda especifica do usuario.

Fonte: Schmidt, L.C.; Zhang, G.; Herrmann, J.; Dieter, G.E. & Cunniff, P.F. (2002). Product Engineering and Manufacturing, 2nd
Edition. College House Enterprises, LLC, TE, USA.
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processo de hidrdlise enzimatica e fermentacéo simultaneas, conhecido na literatura
inglésa como processo SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation),
juntamente com a Petrobras. Entretanto, a sustentabilidade do processo é
dependente de reducéo dos custos de producéo do etanol, especialmente no que se
refere ao hidréxido de sédio, utilizado no pré-tratamento alcalino e as enzimas para a

hidrolise da celulose, conforme apontado por Schlitter (2006).

Uma alternativa para redugdo dos custos com as enzimas celuloliticas € a
producdo destas in plant, evitando assim a sua importacdo a altos precos. No
presente estudo, sera dado especial enfoque a producdo, caracterizacdo e uso
desses biocatalisadores, produzidos por uma linhagem selecionada de P.

funiculosum, em processo SSF para produc¢ao de etanol de segunda geracéao.

A presente tese de doutorado estd estruturada da seguinte forma: inicia-se
com o referencial tedrico e o estado da arte da producdo de enzimas e sua aplicacao
na hidrélise de celulose, bem como na producéo de etanol de segunda geracdo. Em
seguida, estdo apresentados 0s objetivos propostos e as justificativas da importancia
do tema da tese. No capitulo 4 estdo descritas de forma detalhada as metodologias
experimentais e analiticas utilizadas para a execucdo do presente trabalho de
pesquisa. Na sequiéncia, apresentam-se 0s resultados, que séo discutidos a luz das
constatagcdes e suportados, quando procedente, com os resultados reportados na
literatura. Finalmente, enunciam-se as principais conclusbes e sugestbes para

trabalhos futuros.

O desenvolvimento desta tese de doutorado permitiu a publicacdo da
producdo cientifica e tecnoldgica relatada a seguir. A maioria foi decorrente do
proprio trabalho de tese e outras foram resultantes do nosso envolvimento com
trabalhos de pesquisa realizados no LADEBIO/UFRJ que estabeleciam interfaces

com a producao de celulases e etanol de segunda geracao.
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Capitulo 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Celulases

Na natureza, a conversdao enzimatica da celulose em glicose por
microrganismos € um desafio que exige a producdo de um complexo sistema
enzimatico composto por celulases. Estas enzimas que coletivamente apresentam
especificidade para as ligagbes glicosidicas p-1,4 sao necessarias para a

solubilizagdo completa da celulose, existindo sinergismo na sua forma de atuar.

Embora, de forma geral, os niveis deste complexo enzimatico, secretado
pelos fungos, atendam na natureza as necessidades de decomposicdo da matéria
lignoceluldsica e disponibilizagcdo de agucares para o seu metabolismo, o0 uso
industrial das celulases requer a obtencdo de preparagdes enzimaticas com altos
niveis de atividade e estabilidade, sendo necessario modificarem linhagens de
fungos naturalmente ocorrentes em hiper-secretores, empregando-se técnicas da
genética classica ou da biologia molecular. Trabalhos nesta direcdao tém sido

desenvolvidos por diferentes laboratérios nacionais e internacionais.
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2.1.1. Classificagao e nomenclatura das celulases

As celulases pertencem ao grupo das hidrolases O-glicosideos (EC 3.2.1),
que € um grupo comum de enzimas que hidrolisam as ligagbes glicosidicas entre
dois ou mais carboidratos ou entre carboidrato e um composto ndo carboidrato. Na
Tabela 2.1 estdo apresentados os cédigos das celulases de acordo com a Enzyme

Comission (E.C.), seus nomes oficiais, alternativos e especificidade da reagcéo (NC-

IUBMB, 2008).

Tabela 2.1. Cdodigos e respectivas enzimas de acordo com Committee of the International
Union of Biochemistry and Molecular Biology.

(E:%d'go Nome oficial Nomes alternativos Reacdo catalisada
Beta-1,4-endoglucan hidrolase;
Beta-1,4-glucanase;
Carboximetil celulase; Endohidrolise de
3214  Celulase Celodextrinase; ligagdes B-1,4-D-
Endo-1,4--D-glucanase; glicosidicas da celulose
Endo-1,4-B-D-glucanohidrolase; e beta-glucanas.
Endo-1,4-B-glucanase;
Endoglucanase.
Arr[;lgcljalasg, lucohidrolase: Hidrolise do terminal,
3.2.1.21  B-glucosidase p-D-g .“00?"de glucohidrolase; B-1-4-D-glicosideo com
Celobiase; liberacdo de glicose
Gentobiase.
1,4-B-D-glucan glucohidrolase; Hidrdlise de ligagbes 1-
32174 Glucan 1,4-p- Exo-1,4-beta-D-glucosidase; 4 em B-D-glicanas com
T glucosidase Exo-1,4-beta-glucanase; remogao sucessiva de
Exo-1,4-beta-glucosidase. unidades de glicose.
1,4-B-celobiohidrolase;
1,4-B-D-glucan celobiohidrolase;  Hidrdlise de ligagdes -
3.2.1.91 Celulose 1,4-3- Avicelase; 1,4-D-glicosidicas em

celobiosidase.

Exo-1,4-B-D-glucanase;
Exocelobiohidrolase;
Exoglucanase.

celulose e celotetraose,
liberando celobiose

Fonte: NC-IUBMB (2008)

A nomenclatura de enzimas do Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB) é baseada na especificidade do
substrato e ocasionalmente no seu mecanismo molecular. Esta classificagdo nao
reflete no carater estrutural das enzimas em geral. A classificagcdo de glicosil
hidrolases em familias, baseado na similaridade da sequéncia de aminoacidos foi
proposta por Henrissat (1991). Por apresentar relagao direta entre a similaridade da

sequéncia e o enovelamento, esta classificacdo reflete a caracteristica estrutural

8
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destas enzimas; auxilia a revelar a relacdo evolutiva entre as enzimas; e fornece
informacgdes importantes a respeito do mecanismo de agao das hidrolases (CAZy,
2008). Na Tabela 2.2, estdo apresentadas as familias das glicosil hidrolases que
contém enzimas celuloliticas. Os mecanismos de acdo citados estdo melhor

detalhados no item mecanismos de hidrdlise (2.1.2).

Tabela 2.2. Familias das hidrolases com atividades celuloliticas.

Residuo catalitico

Familia Atividades conhecidas Mecanismo Nucleofilo/ doador de
basico prétons
1 B-glucosidase (EC 3.2.1.21 Retencéo Glu Glu
B-glucosidase (EC 3.2.1.21);
3 glucan 1,4-B-glucosidase (EC Retencao Asp Glu
3.2.1.74)
Celulase (EC 3.2.1.4); celulose
5 1,4-B-celobiosidase (EC Retencéo Glu Glu
3.2.1.91)

Endoglucanase (EC 3.2.1.4);

6 Celobiohidrolase (EC 3.2.1.91) Inversdo Asp Asp
Endoglucanase (EC 3.2.1.4);

7 [acdo na extremidade redutora] Retencao Glu Glu
celobiohidrolase (EC 3.2.1.-)

8 Celulase (EC 3.2.1.4) Inversao Asp Glu
Endoglucanase (EC 3.2.1.4);

9 celobiohidrolase (EC 3.2.1.91); Inverséao Asp Glu
B-glucosidase (EC 3.2.1.21)

11 Endoglucanase (EC 3.2.1.4); Retencao Glu Glu

44 Endoglucanase (EC 3.2.1.4); Retencgao Glu Glu

45 endoglucanase (EC 3.2.1.4) Inversao Asp Asp
Endoglucanase (EC 3.2.1.4);

48 celobiohidrolases (EC 3.2.1.-); Inversao Desconhecido Glu
endo-cellulases (EC 3.2.1.-)

51 Endoglucanase (EC 3.2.1.4) Retencéo Glu Glu

61 Endoglucanase (EC 3.2.1.4) Desconhcido  Desconhecido Desconhecido

74 Endoglucanase (EC 3.2.1.4) Inversao Asp Asp

Asp: asparagina; Glu: glutamina. Fonte: Coutinho e Henrissat (1999).

Henrissat (1991) comparou as sequéncias de aminoacidos de 301 glicosil
hidrolases. Num total de 291 sequéncias, codificadas pela Comissdo de Enzimas
(EC), 35 familias puderam ser classificadas. Somente dez seqiéncias (menos de
5%) ndo puderam ser classificadas em nenhuma das familias. Com as sequéncias
disponiveis, 18 familias foram verificadas sendo monoespecificas (contendo
somente um numero EC) e 17 foram observadas sendo poliespecificas (contendo no

minimo dois codigos EC).
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A unidade basica da classificacdo € a familia, onde todas as enzimas de uma
familia apresentam alta similaridade entre suas sequéncias de aminoacidos.
Atualmente, s&o conhecidas 113 familias de enzimas glicosil hidrolases
(HENRISSAT e BAIROCH, 1993; HENRISSAT e BAIROCH, 1996; BOURNE e
HENRISSAT, 2001), dentre as quais 15 correspondem a familias de celulases. Com
0 aumento do conhecimento da estrutura terciaria das proteinas, uma unidade maior
foi definida, os grupos. Um grupo contém duas ou mais familias que tém o mesmo
tipo de enovelamento do seu dominio catalitico. A similaridade da sequéncia entre
uma familia e outra dentro de um grupo pode, contudo, ser muito limitada. Isto reflete
o principio geral de que a estrutura protéica € melhor preservada pela evolugéo do
que a sequéncia de aminoacidos. Atualmente, 14 grupos (GH-A a GH-N) séo
definidos para glicosil hidrolases, conforme se observa na Tabela 2.3
(MACGREGOR, 2005; CAZy, 2008).

O enovelamento do tipo Jelly roll barrel € uma estrutura complexa consistindo
de quatro pares de folha pregueada antiparalela na forma tridimensional de barril
(Figura 2.1A). A B-hélice € um tipo de arquitetura formada totalmente por
configuragdo beta (B), caracterizada por 4 a 8 folhas pregueadas em forma de
lamina, arranjadas como uma volta em torno de um eixo central. Cada folha
tipicamente tem quatro configuragbes B antiparalela, entdo, a primeira e a quarta
folha sdo quase sempre perpendiculares uma a outra. O sitio ativo da enzima é
frequentemente encontrado na fissura formada no centro da hélice (Figura 2.1B). O
enovelamento do tipo (B/a)s ou TIM barrel consiste de oito extensdes de folha
pregueada e oito de a-hélice que alternam na cadeia polipetidica (Figura 2.1C). O
enovelamento o+p €& uma classe de dominio estrutural na qual a estrutura
secundaria € composta de a-hélice e folha pregueada (Figura 2.1D). Ha também o

enovelamento todo com configuragdo em B-hélice (Figura 2.1E).

10
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Tabela 2.3. Grupos das familias glicosil hidrolases.

Grupos Tipo de Enovelamento Familias

1 2 5 10 17 26

GH-A (B/av)s 30 35 39 42 50 51
53 59 72 79 86 113

GH-B B-jelly roll 7 16

GH-C B-jelly roll 11 12

GH-D (B/av)s 27 31 36

GH-E 6-enovelamento B-hélice 33 34 83

GH-F 5- enovelamento B-hélice 43 62

GH-G (a/at)s 37 63

GH-H (B/av)s 13 70 77

GH-I a+p 24 46 80

GH-J 5- enovelamento B-hélice 32 68

GH-K (B/aL)s 18 20 85

GH-L (a/ot)s 15 65

GH-M (a/ar)s 8 48

GH-N B-hélice 28 49

Fonte: MacGregor (2005); CAZy (2008)

Figura 2.1. Configuragdo dos enovelamentos caracteristicos dos grupos de glicosil
hidrolases. Configuragao jelly roll barrel (A); B-hélice (B); (B/a)8 ou TIM barrel (C);

configuragdo o+p (D); enovelamento somente B-hélice (E). Fonte: MacGregor (2005);
CAZy (2008)
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2.1.2. Mecanismos de hidrolise

Atualmente, esta bem estabelecido que a atividade celulolitica deve-se a um
sistema enzimatico multicomponente que consiste de trés grupos principais: endo-f3-
glucanase, exo-B-glucanase e B-glucosidase. O mecanismo mais aceito de hidrdlise
enzimatica da celulose envolve o efeito sinérgico entre as trés formas de celulase
(HENRISSAT, 1994; KNOWLES et al. 1987; LYND et al. 2002; TEERI 1997; WOOD
e GARICA-CAMPAYO 1990; ZHANG e LYND 2004).

As endoglucanases, ou 1,4--D-glucana-4-glucanohidrolases (EC 3.2.1.4) sédo
as enzimas do complexo celulasico responsaveis por iniciar a hidrélise. Tais enzimas
hidrolisam randomicamente regides internas de estrutura amorfa da fibra celulésica,
liberando  oligossacarideos de diversos graus de polimerizagdo e,
consequentemente, novos terminais, sendo um redutor e um nao-redutor (BEGUIN e
AUBERT, 1993; MIYAMOTO, 1997).

O grupo das exoglucanases age nos terminais da cadeia de celulose,
produzindo celobiose como principal produto. Este grupo é constituido,
majoritariamente, pelas enzimas 1,4-B-D-glucana-glucanohidrolases (EC 3.2.1.74),
também conhecidas como celodextrinases e 1,4-B-D-glucana-celobiohidrolases (EC
3.2.1.91), mais comumente conhecidas como celobiohidrolases. Dentre os dois
tipos, o mais reportado na literatura € o das celobiohidrolases (CBH).

As celobiohidrolases s&o distinguidas em dois tipos: as enzimas do tipo |
(CBH 1) as quais hidrolisam terminais redutores, e as do tipo Il (CBH IlI) que
hidrolisam terminais n&o redutores. Essas enzimas geralmente sofrem inibicdo pelo
seu produto de hidrdlise (celobiose) (AWAFO et al., 1996). A estrutura das
celobiohidrolases apresenta uma regido na forma de “gancho”, cuja fungédo é captar
a fibra celuldsica, facilitando seu acesso ao sitio catalitico (AWAFO et al., 1996). Na
Figura 2.2, pode-se observar um esquema de uma celobiohidrolase (CBH I), e no
detalhe a estrutura molecular da enzima. A esquerda, o médulo de ligagdo ao
substrato em azul; as ligagdes glicosiladas em verde; e, o sitio catalitico em amarelo

e alaranjado.

Adicionalmente, é reportado que as CBH | possuem dez subsitios ativos no
dominio catalitico, cuja funcdo é de se ligarem fisicamente a celulose e iniciar as

reagdes quimicas que hidrolisam as cadeias formando a celobiose (NREL, 2005).
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Enzima

Apéndice de ligacdo

Micro fibra
de celulose

Sitin Ativo
Modulo de Ligacédo
ao carboidrato

Figura 2.2. Representagao esquematica de uma exoglucanase (CBH ) atuando sobre uma
fibrila de celulose. Fonte: adaptado de Himmel et al. (2000).

O terceiro e ultimo grande grupo das enzimas do complexo celulolitico
engloba as enzimas B-glucosidases, ou p-glicosideo glucohidrolases (EC 3.2.1.21).
As B-glucosidases tém a propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos
soluveis (com menos de sete unidades monoméricas) a glicose. Assim como as
celobiohidrolases, também sao reportadas sofrerem inibicdo pelo seu produto de
hidrolise (AWAFO et al., 1996).

De acordo com Riou et al. (1998), as B-glucosidases podem ser divididas em
trés subgrupos baseados na especificidade pelo substrato: as celobiases, as quais
hidrolisam apenas oligossacarideos; as broad-specificity-p-glucosidases, que exibem
atividade tanto em dissacarideos quanto oligossacarideos (esta enzima é a [3-
glucosidase mais comumente encontrada); e as aril-B-glucosidases, que tém

afinidade apenas por aril-B-glucosideos.

Quando atuam conjuntamente, as celulases apresentam um rendimento
melhor do que a soma dos rendimentos individuais, ou seja, quando atuam
isoladamente umas das outras (LYND et al., 2002). Estes trés processos hidroliticos

ocorrem simultaneamente (Figura 2.3).
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(A) Amorfogénese da celulose
lenta cristalina. Dispersao/tumefagao
das fibras de celulose
NR | 1 R
[ 1 Fase sdélida
, . Hidrdlise priméria

| ']
(B) l Hidrélise da cadeia

lenta § insoltuvel (DP>6)

c Hidrélise de
(©) celooligossacarideos
L

rapida (DP<6)
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,.,... - M
- : ’ Hidrdlise de celobiose Liquefagéo
® Endoglucanases re'fgéa Hidrélise secundaria
, Celobiohidrolases <
’ B-glucosidases ] o - (_\n N
Glicose ™ ™ - o~ M )

Figura 2.3. Esquema das etapas da hidrélise enzimatica da celulose.
Fonte: Arantes e Saddler (2010). NR: terminal n&o redutor. R: terminal redutor.

A hidrolise primaria ocorre na superficie dos substratos solidos liberando
agucares soluveis com grau de polimerizagdo de 9, que se reduz a 6 na fase de
liquefacdo pela hidrdlise por endoglucanase e exoglucanase. A taxa de
despolimerizagcdo enzimatica realizada pelas endoglucanases e exoglucanases é o
fator limitante para todo o processo de hidrélise (ZHANG et al., 2006). A hidrolise
secundaria, que ocorre na fase pés-liquefacao, envolve primeiramente a hidrélise da
celobiose a glicose pelas B-glucosidases, embora algumas B-glucosidases também
hidrolisem celodextrinas longas (ZHANG e LYND, 2004; ARANTES e SADDLER,
2010).

A hidrdlise por enzimas glicosil hidrolases é realizada basicamente por dois
mecanismos: o de retengéo e o de inversdo. O mecanismo de retencéo consiste de
uma dupla substituicdo que leva a retencédo da configuragdo do carbono anomérico

do acucar envolvido na catélise. Estas enzimas frequentemente mostram habilidades
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de transglicosilagdo. A maquinaria catalitica destas enzimas envolve duas carboxilas
localizadas em lados opostos do plano do agucar e executam duas etapas quimicas
separadas. Na primeira, a glicosilagdo, o grupo carboxila promove uma reagéo
acido-catalisada simultaneamente ao ataque nucleofilico do outro grupamento
carboxila, formando um intermediario glicosil-enzima. Na segunda etapa, da
desglicosilagao, o primeiro residuo funciona como uma base ativando o novo agente
nucleofilico, hidrolisando o intermediario glicosil-enzima, liberando assim o produto
(Figura 2.4) (SINNOTT, 1990; McCARTER e WITHERS, 1994).

Ja no mecanismo por inversdo ha uma substituicdo nucleofilica simples,
ocasionando a mudanc¢a na configuragao B-glicosidica para a forma a-glicosidica. O
maquinario catalitico destas enzimas também envolve dois radicais carboxilas das
cadeias laterais dos aminoacidos que promovem reag¢des acido-catalisadas e o
ataque nucleofilico por uma molécula de agua a partir do lado oposto da molécula
ciclica de agucar (Figura 2.5) (SINNOTT, 1990; McCARTER e WITHERS, 1994).

4
Il }J
G;U?-.:E__ o

B N —«L;

w

Figura 2.4. Mecanismo de agao das hidrolases do tipo retengéo.
Fontes: Sinnott (1990); McCarter e Withers (1994).
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Figura 2.5. Mecanismo de acgao das hidrolases do tipo inverséo.
Fontes: Sinnott (1990); McCarter e Withers (1994).

A adsorcgao das celulases a celulose fornece mais que um contato fisico entre
enzima e substrato. O processo de adsor¢cdo, em muitos casos, tem um importante
papel na eficiéncia da hidrélise enzimatica. Usando complexos celulasicos, a taxa da
hidrélise enzimatica da celulose cristalina € frequentemente determinada por uma
condigdo: quanto melhor a adsorgdo, melhor sera a catalise (KLYOSOV, 1986,
1987).

O equilibrio de adsorgcdo € normalmente alcangado em um a trés minutos
(KLYOSOV et al.,, 1982). Foi observado que a capacidade de adsorgao de
endoglucanase em varias fontes de celulose cristalina varia significativamente, com
uma variagcdo acima de 1000 vezes. Acredita-se que na primeira etapa da
degradacdo enzimatica da microfibrila da celulose, ocorre uma estratificacdo ao
longo do eixo, conduzindo a formagao de subfibrilas ainda mais finas (CHANZY et
al., 1983).

2.1.3. Acéo sinérgica das celulases

O sinergismo em sistemas celulasicos foi descrito pela primeira vez por
Mandels e Reese (1964). Até recentemente, dois tipos de sinergismo foram
observados: (a) entre endoglucanase e celobiohidrolase e (b) entre celobiase e
outras celulases (endo e exoglucanase) (KLYOSOV, 2010). O primeiro caso €&
descrito como a clivagem da cadeia polimérica da celulose por endoglucanases,
criando extremidades redutoras, as quais servem como substrato para as
exoglucanases. Isto explica o porqué da agado individual das duas ser

significativamente menos eficiente do que a agdo das duas em conjunto. O do
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segundo tipo ocorre pela agdo das B-glucosidases que convertem rapidamente a

celobiose a glicose, eliminando a inibigao por celobiose.

Embora aparentemente o sinergismo tenha sido explicado, os mecanismos
moleculares que estdo envolvidos continuam a ser tema de muita discussdo. Em
primeiro lugar, n&o se sabe por que a adi¢ado de celobiohidrolases reforga a agcéo de
endoglucanases sobre substratos soluveis, particularmente a celulose cristalina.
Também n&o se sabe por que entre todas as endoglucanases e celobiohidrolases,
apenas um numero limitado exibe sinergismo (KLYOSOV, 2010).

De acordo com Wood e McCrae (1986) e Gow e Wood (1988), o sinergismo
entre endoglucanase de uma fonte microbiana e celobiohidrolase de outra, é
raramente observada. Ja Hoshino et al. (1997) estudaram a acéo cooperativa de
endo (En-1, Endo-2 e EG-1) e exoglunases (Ex-1, CBH I, CBH Il e Exo-A) de
diferentes fontes e observaram diferentes graus de sinergismo. Na Tabela 2.4 pode-
se observar os diferentes graus de sinergismo entre exo e endoglunasases.

O sinergismo entre duas endoglucanases foi detectado por Rabinovich et al.
(1986) e pode nao ser explicado na estrutura da simples ag&o consecutiva de endo e
exoenzimas. Esse tipo de sinergismo pode ser a chave para explicagdo do
fendbmeno do sinergismo em geral. No sinergismo endo-endo ha enzimas que séo
adsorvidas fortemente ao substrato, enquanto outras sdo fracamente adsorvidas,
apresentando diferenca na constante de adsorgcao de até 10 vezes.

Quando a mistura de endoglucanases, que se adsorvem fortemente e
fracamente, € empregada, o grau de conversao da celulose microcristalina melhora
em 75%. Porém, a endoglucanase que se adsorve fracamente tem sua atividade
perdida quando o grau de conversao atinge 30 a 40 %, mesmo quando mais enzima
é adicionada a reagao (KLYOSOV, 2010). Rabinovich et al. (1986) demonstraram
que o local de ataque das endoglucanases fracamente adsorvidas é diferente do
local de ataque das fortemente adsorvidas, e a adicdo de endoglucanase que se
adsorve fracamente a celulose previamente hidrolisada com uma endoglucanase
fortemente adsorvida, leva a um aumento significativo na velocidade da hidrolise,
bem como no grau de conversdo da celulose microcristalina. Além disso, os autores
mostraram que a taxa de hidrdlise pela combinacdo de ambos os tipos de
endoglucanase é de 6 a 20 vezes maior que taxa de hidrélise utilizando somente a

endoglucanase que se adsorve fortemente.

17



Maeda, RN Capitulo 2 — Revisao Bibliografica

Assim, propde-se que a eficiéncia da degradacao da celulose cristalina é
aumentada quando os sistemas enzimaticos contém celulases tanto com alta como
com baixa afinidade (adsor¢do) a celulose, exibindo entdo seu sinergismo. Os
mecanismos moleculares da exo-endo e da endo-endoglucanase diferem no
principio. Aparentemente, enzimas fortemente adsorvidas, ligadas a celulose em
locais onde a estrutura cristalina do substrato esta desorganizada, induzem a
disperséo (desfibrilacdo) da estrutura cristalina como resultado do efeito mecanico-
quimico. Estas enzimas fortemente adsorvidas podem penetrar nas regides
intercristalinas e abrir novos sitios para acdo de enzimas que se adsorvem
fracamente, as quais agem rapidamente somente nas regides desordenadas
(amorfas) da celulose, situada nas partes periféricas da estrutura cristalina. Isto
explica o sinergismo ndo somente entre endoglucanases, mas também entre
celobiohidrolases e suas combinagdes (KLYOSOV, 2010).

Tabela 2.4. Sinergismo entre pares de exo e endoglucanases na hidrélise de fibra de
algodao.

Acucares redutores

Combinagéo de celulases produzidos (mM)

Grau de sinergismo

Exo e Exo
CBH Il e Ex-I 1,60 2,3
CBH Il e Exo-A 1,87 2,7
CBH Il e CBH | 2,50 3,1
CBH | e Ex-1 1,18 1,3
CBH | e Exo-A 1,08 1,2
Exo-1 e Exo-A 0,95 1,2

Endo e Endo
Endo-2 e En-1 0,49 1,3
Endo-2e EG | 0,66 1,7
En-1e EG I 0,36 1,4

Exo e endo
CBH Il e En-1 1,22 2,9
CBH Il e EG-1 1,28 3,0
CBH Il e Endo-2 1,71 3,1
CBH | e En-1 2,02 3,2
CBH | e EG-1 2,17 3,4
CBH | e Endo-2 2,60 3,4
Ex-1 e Endo-2 0,72 1,1
Ex-1 e En-1 0,84 1,6
Ex-1 e EG-1 0,85 1,6
Exo-A e Endo-2 0,78 1,2
Exo-A e En-1 0,73 1,4
Exo-A e EG-1 0,79 1,5

Fonte: Hoshino et al. (1997).
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2.1.4. Substratos para enzimas celuloliticas
Os substratos para quantificacdo da atividade celulasica podem ser divididos
em duas categorias, conforme o grau de polimerizagao, que os diferenciam quanto a

solubilidade em agua.
Substratos sollveis

Os substratos soluveis incluem celodextrinas de baixo grau de polimerizagao
(DP), apresentando de 2 a 6 unidades de glicose, bem como celulose de alto grau
de polimerizacdo. Estes sdo usados para quantificar os componentes individuais de
celulases. Na Tabela 2.5 podem ser observados os diferentes substratos utilizados

para quantificagdo das diferentes atividades celulasicas (ZHANG et al., 2006).

Tabela 2.5. Substratos contendo ligagbes B-1,4-glucosidicas e enzimas detectadas.

Substratos Enzima
Soluveis
Cadeia curta (baixo DP)
Celodextrinas Endo, Exo, BG
Derivados de celodextrinas
B-metilumbeliferil-oligossacarideos Endo, Exo, BG
p-nitrofenol-oligossacarideos Endo, Exo, BG

Derivados de celulose de cadeira longa
Carboximetilcelulose (CMC), hidroxietilcelulose (HEC) Endo
Dyed-CMC (Remazol Brilliant Blue-CMC) Endo

Insoluveis

Celulose cristalina

Algodao, avicel, celulose de Valonia, celulose Total, Endo, Exo

bacteriana

Celulose amorfa Total, Endo, Exo
Dyed-celulose Endo

Celulose fluorescente Total

Derivados cromogénicos
Trinitrofenil-carboximetilcelulose (TNP-CMC) Endo
Fluran-celulose Endo, Total
Substratos celuldsicos complexos

a-celulose, biomassa lignoceluldsicas pré-tratada Total

Fonte: Zhang et al. (2006)
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Celodextrinas sao soluveis para DP < 6, e pouco soluveis para DP entre 6 e
12 (MILLER, 1960; MILLER, 1963; PEREIRA et al., 1988; ZHANG e LYND, 2003,
2005). A solubilidade destes polimeros decresce drasticamente a medida que
aumenta o grau de polimerizagédo devido as ligacdes de hidrogénio e efeito entrépico

do sistema.

Os substratos p-nitrofenil glicosideo cromogénico e metil umbeliferil-D-
glicosideo fluorogénico, derivados de celodextrinas, sdo comumente usados no
estudo cinético de celulases (TUOHY et al., 2002; WOLFGANG e WILSON, 1999),
identificacdo de reagbes especificas (BHAT et al., 1990; CLAEYSSENS e AERTS,
1992; TOMME et al., 1996; VAN TILBEURGH e CLAEYSSENS, 1985; VAN
TILBEURGH et al., 1982, 1985; ZVERLOQV et al., 2002) e estudo termodindmico dos
sitios de ligacdo (BARR e HOLEWINSKI, 2002). Estes s&o usados também para
determinar as constantes de inibicdo de celulases em presenca de celobiose e
glicose, pois os cromoforos liberados podem ser facilmente quantificados

independentemente dos agucares.

Polimeros de cadeia longa derivados de celulose podem ser soluveis devido a
substituicdes quimicas. A carboximetil celulose (CMC) é frequentemente usada na
determinagcdo da atividade de endoglucanase, chamada de CMCase, devido as
endoglucanases clivarem ligacbes B-1,4-glicosidicas intramoleculares,
randomicamente, resultando em uma drastica redugédo no grau de polimerizagao da
CMC. A CMC tem dois importantes parametros fisicos: o grau de substituicdo (DS) e
o grau de polimerizagéo. A solubilidade da CMC é estreitamente associada ao grau
de substituicdo. A CMC é soluvel quando DS > 0,3 — 0,7 (KARLSSON et al., 2001;
KLEMM et al.,, 1998a; WOOD e BHAT, 1988). CMC comercial normalmente
apresenta DS < 1,5. E altamente recomendavel que os ensaios de aclcares
redutores, quando se utiliza CMC como substrato, sejam limitados aos primeiros 2 %
de hidrélise do substrato, quando DS = 0,7 (WOOD e BHAT, 1988). Isto é
importante, pois somente unidades de glicose ndo substituidas sdao acessiveis as
celulases e a agao hidrolitica requer um minimo de dois ou trés residuos n&o

substituidos.
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Substratos insoluveis

Substratos insoluveis para ensaios de atividade celulasica incluem fontes
celulosicas praticamente puras (algoddo, papel filtro Whatman No. 1, celulose
bacteriana, celulose microcristalina e celulose amorfa) ou substratos impuros
(celulose-remazol, a-celulose e lignocelulose pré-tratada). Celulose nativa se refere
a celulose | e apresenta duas formas cristalinas, la, a qual é predominantemente
bacteriana e de algas e do tipo I, que é predominantemente encontrada em plantas
superiores (ATALLA e VANDERHART, 1984). A celulose nativa (celulose 1) pode ser
convertida em outras formas cristalinas (Il — IV) por varios tratamentos (KLEIN e
SNODGRASS, 1993; KRASSIG, 1993; O'SULLIVAN, 1997).

Algodao, celulose bacteriana e celulose da alga Valonia ventricosa sao
exemplos de celulose de alto indice de cristalinidade (BOISSET et al., 1999;
FIEROBE et al., 2002). Celulose microcristalina, papel filtro, a-celulose e substratos
celulésicos pré-tratados tém modestos valores de indice de cristalinidade e podem
ser considerados como uma combinagao de fragao cristalina e amorfa, porém nao

ha uma separacéao clara entre as duas fragoes.

A fibra de algodao é obtida de algodao natural apds remocgédo de impurezas
como cera, pectina e material pigmentado (WOOD, 1988). Papel filtro Whatman No.1
€ obtido a partir de fibras longas de polpa de algoddao de baixo indice de
cristalinidade (IC ~ 45 %) (DONG et al., 1998; HENRISSAT et al., 1985). Celulose
microcristalina, chamada também de hidrocelulose ou Avicel, pode ser obtida de
diversas marcas comerciais. De acordo com ZHANG e LYND (2004) estes sao bons
substratos para ensaios de atividade exoglucanasica, por terem baixo DP e
relativamente baixa acessibilidade, ou seja, alta relacdo FRE/Fa (Relagdo entre a
fracdo de terminais redutores e a fracdo das ligagbes B-glicosidicas acessiveis as
celulases). Na Tabela 2.6 estdo apresentadas as propriedades fisicas dos substratos
celulésicos, como indice de cristalinidade (IC); grau de polimerizagao; acessibilidade
das ligagcbes B-glicosidicas pelas celulases, a qual é estimada pela capacidade
maxima de absor¢ao de celulases (ZHANG e LYND, 2004). Hoshino et al. (1997)
avaliaram o efeito do indice de cristalinidade da celulose na sacarificagdo por
celulases e verificaram que a atividade celulasica aumenta consideravelmente com o

decréscimo da cristalinidade do substrato.
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Tabela 2.6. Sumario de valores tipicos de celulose para indice de cristalinidade (IC), fracado
das ligagdes pB-glicosidicas acessivel as celulases (Fa), numero médio de grau de
polimerizacdo (DPN), fragdo de terminais redutores (FRE), e razido FRE/Fa.
Fonte: Zhang e Lynd (2004).

FRE (%) FRE/Fa

Substratos IC Fa DPy Baixa Alta  Baixa Alta
Soluveis
Celodextrinas e ; 100 2-6 16,67 50 0.167 05
derivados
CMC ; 100  100-2000 0,05 1 0,0005 0,01
Insoluiveis

) 0,8- 1000-
Algod&o o5 02 3000 0033 0 0,167 0,5
Papel filtro Whatman ~045 1.8 750-2800 0,036 0,133 00198  0,0741

No. 1

Celulose bacteriana g’gé 6  600-2000 005 0167 0,00833 0,0278
Celulose . 0506 06 150-500 02 0667 0,333 1,11
microcristalina (Avicel)

Polpa (Solka Floc) 0407 18 750-1500 0067 0133 0,0370  0,0741

Substrato celuldsico

pré-tratado 0,4-0,7 0,6 400-1000 0,1 0,25 0,167 0,417

O material lignocelulésico pré-tratado tem sua estrutura recalcitrante rompida.
Dessa forma, as celulases podem hidrolisar o material lignocelulésico pré-tratado a
uma taxa maior e mais eficientemente. Atualmente, a tecnologia de pré-tratamento
de lignocelulésicos inclui tratamento com &acido diluido; agua quente; amodnia
seguida de explosao das fibras; e, percolagdo com amdnia (MOSIER et al., 2005;
WYMAN et al., 2005a,b). Além destes, dois outros pré-tratamentos estdo sendo
amplamente estudados, a explos&do com vapor e o processo organosolv (ARATO et
al., 2005; BURA et al., 2002, 2003; GALBE e ZACCHI, 2002; OHGREN et al., 2005;
PAN et al., 2005a,b; PYE e LORA, 1991; SASSNER et al., 2005 ; SODERSTROM et
al., 2003; WINGREN et al., 2003).

O residuo sélido de lignocelulésico apds remogao da lignina € denominado de
holocelulose, ou seja, é toda fracdo de carboidrato apds deslignificagdo. Ja a a-
celulose é o residuo solido de holocelulose apds remocido da hemicelulose por
extracao alcalina (GREEN, 1963). Ap6s neutralizagdo do extrato alcalino soluvel da
holocelulose, a fragdo insoluvel e a soluvel s&o B-celulose e y-celulose,
respectivamente (CORBETT, 1963a; CORBETT, 1963b).
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2.1.5. Producao de celulases

As celulases podem ser produzidas em meios quimicamente definidos,
utiizando como fonte de carbono celulose cristalina, carboximetilcelulose ou
celobiose (MANDELS e WEBER, 1969; JUHASZ et al., 2005a, JORGENSEN e
OLSSON, 2006; ONSORI et al., 2005, CASTRO, 2006; CARVALHO, 2007), ou em
meios complexos, utilizando residuos agricolas e agroindustriais os quais podem
servir como suporte e/ou fonte de carbono (LIMING, e XUELIANG, 2004; ADSUL et
al. 2004; MARTINS et al. 2008). Além da fonte de carbono, faz-se necessaria a
suplementagdo do meio com nutrientes minerais os quais sao de grande importancia
para o microrganismo produtor, ja que participam do metabolismo como cofatores
enzimaticos, muitos como moduladores conformacionais das estruturas enzimaticas.
Na Tabela 2.7, podem-se observar algumas composicbes de meios minerais

utilizados para producao de celulases, reportados na literatura.

Tabela 2.7. Meios de cultura liquidos para produgao de celulases.

Mandels e Mandels e

Unidades Componente Stemberg Weber ngg%o I;/Ilaztzlgzg)t
(1976) (1969) '

Uréia - 0,3 1,2 0,03
(NH4)2.SO4 1,4 1,4 - 0,13
KH,PO, 2,0 2,0 6,0 0,2

g/L CaCl,.2H,0 - 0,4 - 0,03
MgSQO,.7H,0 0,2 0,3 1,2 0,03
Peptona - 0,75 - 1,0
Ext. levedura - 0,25 1,0 -
FeS0,4.7H,0 5,0 5,0 - 0,5

mglL MnSQO,.4H,0 1,6 1,6 - 0,156
ZnS0,4.7H,0 1,4 1,4 - 0,14
CoCl,.6H,0 2,0 2,0 - 0,14

2.1.6. Microrganismos produtores de celulases

Os fungos sao os mais importantes microrganismos utilizados pela industria
na produgao de enzimas (NOVO NORDISK, 1996; MENEZES, 1997). As enzimas
celuloliticas sdo produzidas por uma grande variedade de bactérias e fungos
aerdbios e anaerdbios, mesofilos e termodfilos (LIUNGDAHL e ERIKSON, 1985).
Entretanto, relativamente poucos fungos e bactérias produzem altos niveis de
celulases extracelular capazes de solubilizar a celulose cristalina extensivamente.

Os microrganismos comumente utilizados para a produgdo de celulases sdo os
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fungos filamentosos e as bactérias. Dentre os fungos filamentosos, sdo reportados:
Trichoderma reesei (RECZEY et al., 1996; VELKOVSKA et al., 1997; URBANSZKI et
al., 2000; DOMINGUES et al., 2001; HAYWARD et al., 2000; SHIN et al., 2000;
BOLLOK e RECZEY, 2000; LI et al., 2005; MIETTINEN-OINONEN, 2004; JUHASZ
et al., 2005a, 2005b; ROSGAARD, et al., 2006), Aspergillus niger (KIM et al., 1997),
Humicola grisea (DE-PAULA et al., 1999), Aspergillus terreus (MASSADEH et al.,
2001), Trichoderma koningii, Trichoderma longibacillus, Chaetomium elatum,
Penicillium funiculosum (BOLLOK e RECZEY, 2000; ROSGAARD, et al., 2006),
Thermoascus aurantiacus (ROSGAARD et al.,, 2006). Na Tabela 2.8. estéo
apresentados alguns parametros e valores maximos de atividade obtidos em relagao
a producéo de celulases, para efeito de comparacdo com os resultados levantados

no presente trabalho de pesquisa.

H4, no entanto, interesse por microrganismos que, além de apresentarem
altos indices de producao de enzimas, apresentem, também, um equilibrio entre os
grupos de enzimas do complexo celulasico, uma vez que cada grupo tem fungdes
diferentes. Castro (2006), Carvalho (2007) e Castro e Pereira Jr. (2010) verificaram
que o fungo filamentoso Penicillium funiculosum apresenta bom balango das
atividades endoglucanasica e B-glucosidasica como pode ser observado na Figura
2.6, razéo de ter sido selecionado para a realizagdo do presente trabalho, além de
ser pouco explorado na literatura quando comparado com as linhagens do classico

Trichoderma reesei.

p. funicuiosum | { [ 0
Catuciast | LI [0
Go-2z0 | L [0
spezme |[L (D

Q Ell:l -1-::' E:'J ﬁ::' 1'I:||:|

Atividade relativa (%)

Figura 2.6. Distribuicdo das atividades de endoglucanase (cinza), exoglucanase (preto) e [3-
glucosidase (branco) no extrato enzimatico bruto de P. funiculosum e em preparacdes
comerciais. Fonte: Castro e Pereira Jr. (2010)
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Tabela 2.8. Producgao de celulases por diversos microrganismos.

Condicdes de

, . L cultivo: Maximas Tempo de A
Microrganismo Fonte celulésica ~ . e Referéncia
forma de operacéo; atividades processo
temperatura (°C); pH
Celulignina de bagaco 250 FPUIL; 1800
P. funiculosum d FS; 30°C; 5,0 Ul EG/L; 800 Ul 120 h Castro (2006)
e cana BG/L
170 FPU/L; 5600
P. funiculosum Avicel' FS Ul EG/L; 1300 UI 120 h Carvalho (2007)
BG/L
508 FPU/L; 9.204
P. funiculosum Avicel? FS Ul EGI/L; 2.395 Ul 120 h Carvalho (2007)
BG/L
. Salgueiro pré-tratado .20 E E. 1390 FPU/L; 1450 : Bollok e Réczey
T. reesei Rut C30 a vapor' FS; 30; 5,5-6,0 Ul BG/L 4 dias (2000)
Carvalho pré-tratado a 4250 FPUIL; 45000
T. reesei Rut C30 2 FS; 30; 5,0 Ul EG/L; 140Ul 9 dias Shin et al., 2000
vapo BGIL
T. reesei QM 9414 Avicel? FS; 30; 4,8 163 FPU /L; 68 horas Aiello et al. (1996)
T. reesei QM 9414 Bagaco? FS; 30; 4,8 85 FPU /L; 68 horas Aiello et al. (1996)
T. reesei QM 9414 Baga‘?oéfgl?z“ com FS: 30; 4,8 90 FPU /L; 44 horas Aiello et al. (1996)
T. reesei Rut C30 Solka Floc? FS; 28; 4,8 4250 Ul PF/L 7 dias Ve'k‘a’gg‘;)et al.
Thermoascus Palha de Trigo® FES: 49: 4,0 5§GF/9P-U1/%SQUL|“ Kalogeris et al.
aurantiacus IMI 216529 EG/g: 4 Ul CBH/g - (2003)
Cultura mista T. reesei )
Rut C30 e Aspergillus Esterco’ FS; 27: 5,5 1540 FPUL; 640U T 40 gias: 9 dias | Wen et al. (2005)

Phoenicis QM 329

BG/L

" Experimentos conduzidos em frascos conicos; > Experimentos conduzidos em biorreator.
FS: fermentacido submersa; FES: fermentacao no estado sélido
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Tabela 2.8. Produgéo de celulases por diversos microrganismos (cont).

Condicdes de

. : L cultivo: Maximas Tempo de A
Microrganismo Fonte celulésica ~ . h Referéncia
forma de operacéo; atividades processo
temperatura (°C); pH
Penicillium pinophilum Solka Floc? FS; 30; 5,0 280 FPU/L 221 horas Jdrgensen et al.
IBT 4186 (2005)
P. persicinum IBT 2 R Jdrgensen et al.
13226 Solka Floc FS; 25; 5,0 800 FPU/L 236 horas (2005)
P. brasilianum IBT 2 A, Jdrgensen et al.
50888 Solka Floc FS; 30; 5,0 750 FPU/L 229 horas (2005)
T. reesei ZU-02 Sabugo de milho e FES; 30; 4,5 130 FPU/g 6 dias Xia e cen, 1999
farelo de trigo
P. decumbens 1 Palha ;ggge'o de FES: 30; NR 15,2 FPEL;J(/;%WG U 4 dias; 4 dias Mo et al. (2004)
1 Ak, 110 FPU/L; 1200 Ul o El-nawwi e EI-
A. terreus Bagaco de cana FS; 35;4,0 EG/L 7 dias; 7 dias Kader (1996)
2500 FPU/L; 60000 _ .
Chaetomium globosum | Cacho de palmeira? FS: 30; 5,5 UIEGIL; 16000 Ul | | 9° hOras: 120 Umikessom ¢t al.
BG/L oras; oras ( )
Bacillus sp. JCM 9156 CMC' FS; 37; 10,5 46 Ul EG/L 30 horas Zhang et al. (2004)
%“r:]t:flﬁ rsnéf\f: deemBé cMC! ES: 37 6.0 2250 Ul EGIL 24 horas Kotchoni et al.
P 9 Celobiose' P 1660 Ul BG/L 24 horas (2003)
mutante CRI 6
T. reesei L27 Solka Floc? FS; 28: 4,8 13600 FPUIL 7 dias Hayg%rgoit al.
T. reesei Rut C30 Solka Floc' FS: 28; 5,8 1200 FPUIL; 1350 | & ias: 7 dias | Juhasz et al. (2005)

Ul BG/L

" Experimentos conduzidos em frascos conicos; > Experimentos conduzidos em biorreator.
FS: fermentacido submersa; FES: fermentacao no estado sélido
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Tabela 2.8. Produgéo de celulases por diversos microrganismos (cont).

Condicdes de

. : L cultivo: Maximas Tempo de A
Microrganismo Fonte celulésica ~ . h Referéncia
forma de operacéo; atividades processo
temperatura (°C); pH
T. reesei QM 9414 Fibra de milho pre- ho. 280 FPUJ/L; 9529 UI . .
tratada’ FS; 28; 4,8 EG/L: 640 Ul BGIL 8 dias Li et al. (2005)
. Fibra de milho pré- o 350 FPU/L; 9350 Ul . .
T. reesei Rut C30 tratada’ FS; 28; 4,8 EG/L: 730 Ul BGIL 8 dias Li et al. (2005)
T. reesei L27 Solka Floc? FS; 28; 4,8 13600 FPU/L 7 dias Hay}"é%rgoj"t al.
Cultura mista T. reesei .
QM 9414 e A. terreus Bagaco de cana’ FES; 30; 5,5 600 Ulgg;t 40 Ul 7 dias; 6 dias Massezaggq etal.
SUK-1 ( )
Cultura mista T. Reesei .
. 1 . 14 Ul PF/g; 80 Ul Gutierrez-Correa e
LM-UC4Qe|zVIAé2Pghoen|C|s Bagaco de cana FES; 30; NR EG/g; 17 Ul BG/g 120 horas Tengerdy (1997)
T. reesei Rut C30 Solka Floc? FS; 30; 5,0 1300 FPU/L 50 horas Jhuasz et al. (2004)
— 2 oA, 5000 Ul PF/L; 240 . Liming e xueliang
T. reesei ZU-02 Sabugo de milho FS; 30; 4,8 Ul BG/L 4 dias (2004)
A. niger ATCC 6275 Torta de palmeira’ FES: 35: 6,1 26,8 Ul/g 12 dias Pras‘?;tgg%et al.

" Experimentos conduzidos em frascos conicos; > Experimentos conduzidos em biorreator. NR: Informagao nao reportada.

FS: fermentagcdo submersa; FES: fermentacao no estado sélido
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Dentre os microrganismos citados, os celuloliticos termofilicos sao de
particular interesse, devido a sua habilidade para produzir celulases termoestaveis,
as quais sdo geralmente estaveis sob uma variedade de condi¢bes severas
incluindo extremos de pH, bem como temperaturas superiores a 90°C (LAMED e
BAYER, 1988; BHAT e BHAT, 1997). Por outro lado, € de grande interesse para a
industria do etanol, enzimas celuloliticas com atividade em temperaturas amenas, 30
a 37°C, uma vez que estas condigdes permitiiam o seu uso mais eficiente em

processos de sacarificagao e fermentagao simultdneas de biomassa lignocelulésica.

Industrialmente, para produgao de celulases € utilizado o fungo filamentoso T.
reesei. Este fungo tem grandes vantagens para produgao de celulases homologas e
heterélogas e de proteinas em geral. Seu cultivo é facil e de baixo custo e é
realizado, em fermentadores acima de 230 m® e apresenta baixa suscetibilidade a
contaminagdes (PENTTILA, 1998). T. reesei é considerado um organismo seguro
para produgdo de enzimas, devido a sua nao patogenicidade a humanos e por nao
produzir micotoxinas ou antibiéticos nas condicbes de produgdo enzimatica
(NEVALAINEN et al., 1994, NEVALEINEN e NEETHLING, 1998). T. reesei produz
proteinas extracelulares e celulases naturalmente em grandes quantidades. A
linhagem industrial tem sido obtida por técnicas de mutagéo classica para aumentar
a liberacdo de proteinas em geral e assim aumentar os niveis de produgédo de
celulases, obtendo-se mutantes deficientes de produgéo de proteases (MIETTINEN-
OINONEN, 2004). Estas linhagens de T. reesei mutantes tém sido reportadas como
produtoras de grandes quantidades de proteinas (acima de 40 g/L) em meio de
cultura em condi¢des otimas. As proteinas excretadas por T. reesei sdo compostas
em sua maioria por celulases e a enzima CBH | representa aproximadamente 50%
de todo secretoma. Dentre as celulases excretadas por T. reesei, a CBH | representa
60%, a CBH IlI, 25% e endoglucanases, 15% (GRITZALI e BROWN, 1979). A
producao de enzima EG | representa de 5 a 10% das proteinas secretadas, porém, é
proposto que a EG Il seja a responsavel por maior atividade endoglucanasica
produzida por T. reesei (SUOMINEN et al., 1993).
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2.1.7. Mecanismo de regulacdo da sintese de celulases em fungos
filamentosos

As celulases sao induzidas na maioria dos fungos somente em presencga de
celulose ou um outro indutor. As B-glucosidases, que apresentam ampla
especificidade por B-D-glucosideos, podendo também hidrolisar p-galactosideos, -
D-xilanosideios e a-L-arabinosideos, s&o enzimas-chave na conversdo de
celoligossacarideos em indutores para produgéo de celulases em Hipocrea jecorina
e Penicillium purpurogenum (MARTINS, 2007).

A celobiose, o indutor observado na maioria dos fungos, € gerada pela
hidrolise de celulose em nivel basal por celulases constitutivas (GONG e TSAO,
1979). Seria esperado, entdo, que a celobiose induzisse a sintese de celulases pelo
fato deste dissacarideo ser a unidade repetitiva de celulose. Entretanto,
dissacarideos de glicose como a soforose (ligagéo -1-2) e a gentiobiose (ligagao -
1-6) foram observados como os maiores indutores da sintese de celulases em H.
jecorina e P. purpurogenum, respectivamente (SUTO e TOMITA, 2001), sendo
consideradas como “gatilho” para indugéo. A soforose tem o poder de indugao de
2500 vezes maior que a celobiose em Hipocrea jecorina e a gentiobiose é capaz de
induzir 50 vezes mais a produgao de celulase em Penicillium purpurogenum que a
celobiose. Mas como a soforose e gentiobiose s&o raros glicidios na natureza e
nenhum deles é constituinte de celulose, o mecanismo de formacido destes

sacarideos tem despertado interesse e tem sido estudado nesses fungos.

2.1.8. Formacao de indutores por transglicosilacao

De acordo com Suto e Tomita (2001), B-glucosidases intracelulares podem ter
atividade de transglicosilagao para formar soforose. Esta hipotese foi levantada apos
observacdo de que além de glicose, soforose, gentiobiose e trissacarideos foram
encontrados na mistura reacional de celobiose com extrato celular com atividade [3-
glucosidasica somente. Em outro trabalho, Kuhicek (1987) demonstrou que
celoligossacarideos soluveis e soforose podem induzir a producédo de celulase em
conidios, micélio e protoplastos, enquanto a celulose insoluvel pode induzir somente
no conidio. Suto e Tomita (2001) sugerem que celulase constitutiva do conidio pode
degradar celulose. Os autores reportam ainda que B-glucosidases existem como
enzimas constitutivas nos conidios, micélio e protoplastos. Outra observacgao feita

pelos autores foi que a adigdo de nojirimicina, uma glicoproteina inibidora de f-
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glucosidases, inibiu a indugdo da sintese de celulases por celooligossacarideos,
mas nao afetou a indugdo por soforose. Isto indica que B-glucosidases podem
converter celooligossacarideos como celobiose em soforose (SUTO e TOMITA,
2001).

Messner et al. (1991) estudaram celulases constitutivas da superficie de
conidios e encontraram atividade de CBHI e CBHIIl os quais s&o responsaveis pela
conversao da celulose cristalina em celooligossacarideos.

Seiboth et al. (1997) concluiram que CBHII e endoglucanase Il s&o
importantes para iniciacdo da inducdo da sintese de celulases. Consequentemente,
celobiohidrolase e endoglucanase constitutivas de conidios convertem a celulose
cristalina a oligossacarideos soluveis e entdo as B-glucosidases transglicosilam a
celooligossacarideo em soforose (SUTO e TOMITA, 2001). Estes autores
propuseram um modelo hipotético para 0 mecanismo de indugdo da celulase em H.

jecorina e P. purpurogenum (Figuras 2.7 e 2.8).

MICELIO
Sintese de celulases
2) GERMINACAO
3 5)
Soforose Soforose
Glicose Glicose
Glicose ( 3) (5
.
. |® BN
4 Conidio > ceH @) @) (2
(esporos) Celooligossacarideos Glicose

Glicose
BGL Soforos

Celulase —>>|(4)
BGL —8M8M8M8M8M8M8M8™ > @ secretada

Celooligossacaridleos———M— |

A ——

Celulose

Figura 2.7. Modelo de indugao de celulases em Hipocrea jecorina. CBH — Celobiohidrolase;
BGL - B-glucosidases; CBC — celobiohidrolase; EGL — endoglucanase. Os numeros indicam
a ordem de cada etapa. Fonte: Suto e Tomita (2001).

Neste modelo, quando o conidio entra em contato com a celulose (1), a
celobiohidrolase da superficie do esporo degrada a celulose, liberando

celooligossacarideos, que sao hidrolisados a glicose e transglicosilados a soforose
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por acao da B-glucosidase constitutiva (2). Com a presencga de glicose, 0s esporos
germinam e a glicose como fonte de carbono e soforose como indutor, entram na
célula (2). pB-glucosidases ligadas a membrana plasmatica convertem
celooligossacarideos a soforose e glicose (2). A soforose induz a sintese de
celulases que, entdo, é secretada para o meio externo (3). As celulases secretadas
agem sobre a celulose, liberando mais celooligossacarideos e glicose (4). Estes
sacarideos liberados séo assimilados (5) e os celooligossacarideos séo hidrolisados
a glicose; sendo parte desta transglicosilada a soforose pelas B-glucosidases
constitutivas (5). Este ciclo se repete até que a celulose esteja integralmente

hidrolisada.

Quanto ao modelo de indugdo em Penicillium purpurogenum, Suto e Tomita
(2001) propuseram que as celulases constitutivas degradam a celulose a
celooligossacarideos e glicose (1). Estes sacarideos entram na célula e a glicose é
assimilada (2) como fonte de carbono, e a B-glucosidase intracelular converte o
celooligossacarideo a gentiobiose e glicose (2). A gentiobiose formada induz a
sintese de celulases (3) e esta é secretada ao meio externo (3). As celulases
secretadas hidrolisam a celulose (4) ocasionando liberagdo de glicose e
celooligossacarideos, que entram na célula recomegando o ciclo, como mostrado na
Figura 2.8.

MICELIO

Gentiobiose L Sintese de celulases

) <—— BGLI

Celooligossacarideos ———= Gllicose

2 &) 3

Celooligossacarideos Gllicose

Celulases constitutivas @ (4) Celulases secretada

Celulose

Figura 2.8. Modelo de indugdao de celulases em Penicillium purpurogenum. BGLI - B-
glucosidases intracelular. Os numeros indicam a ordem de cada etapa. Fonte: Suto e Tomita
(2001).
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2.1.9. Repressao catabdlica na producéo de celulases

Represséo catabdlica é um fendmeno observado na regulagédo de celulases
quando uma fonte de carbono facilmente assimilavel como glicose é adicionada. Os
genes cbhl, cbh2, egll, egl2 e egl5 sdo reprimidos por glicose em nivel
transcricional em H. jecorina. As proteinas responsaveis pela repressao catabdlica
sdao a MIG1 em leveduras e CreA em Aspergillus. Os repressores catabdlicos
identificados em fungos produtores de celulases, H. jericona (CRE1) e Humicola
grisea (CreA) possuem base de sequéncia de nucleotideo da proteina CreA de
Aspergillus (SUTO e TOMITA, 2001).

Todos os repressores catabolicos destes fungos tém o dominio “dedo de
zinco” perfeitamente conservado. Este dominio possui a sequéncia 5’-SYGGRG-3’
localizada na regido a montante dos genes (porcdo do gene localizada antes da
regido codificadora de determinada proteina). Esta sequéncia esta envolvida na
regulacdo da transcricdo e € encontrada também nos genes egll e exol de H.
jericona e H. grisea. Na regido a montante do gene avil, que codifica Avicelase I,
qgue é uma celobiohidrolase de P. purpurogenum, séo observados uma sequéncia de
5-CTGGAG-3’ e dois adjacentes, 5GCGGAG-3’. Em H. jacorina, a proteina CRE1
esta envolvida também com a regulacdo da expressdo de xilanase e outras
hemicelulases (SUTO e TOMITA, 2001).

O repressor catabolico de carbono é produzido constitutivamente e pode ser
essencial para o crescimento, pois mutantes ndo deficientes deste repressor
apresentam bom crescimento. Uma questdo levantada foi, se o repressor esta
presente na célula constitutivamente, como pode regular a transcricdo de genes
dependentes da existéncia de glicose? Vautard-Mey e Févre (2000) observaram que
a localizacdo subcelular da proteina CRE1 em Sclerotinia sclerotiorum muda
dependendo da fonte de carbono. CRE1 estava presente no nucleo do micélio
crescido em meio contendo glicose. Entretanto, apds o micélio ser transferido para
um meio contendo pectina, a CRE1 do nucleo foi quase que totalmente depletado. A
CRE1 foi entao detectada no citosol. Esta observacéao indica que tanto a CRE1 pode
estar localizada no nucleo em presencga de glicose, como pode se mover do nucleo

para o citosol quando em auséncia de glicose no meio.
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2.1.10. Via de secrecao

O mecanismo molecular do sistema de secrecdo de proteinas de fungos
filamentosos tem sido amplamente estudado para tornar a secre¢cdo de proteinas
mais eficientes (RADZIO e KUCK, 1997; VELDHUISEN et al., 1997; CONESA et al.,
2001, SALOHEIMO et al. 2004). Em fungos, o enovelamento da proteina,
glicosilagdo, formagao da ligacdo dissulfeto, a fosforilagao e a montagem das
subunidades ocorrem no reticulo endoplasmatico (ER). A reagdo de enovelamento
no reticulo endoplasmatico € a principal razao para um maior ou menor rendimento
de proteinas secretadas. O mecanismo UPR (unfolded protein response) detecta a
presenca de estrutura protéica linear no reticulo endoplasmatico e induz a sintese de
enzimas responsaveis pelo enovelamento, denominadas por foldases. ER-residente

chaperones e as foldases auxiliam na secregao de proteinas.

O gene pdil que codifica a dissulfeto isomerase, uma foldase de reticulo
endoplasmatico, foi isolado de T. reesei (SALOHEIMO et al., 1999). O promotor pdil
tem dois elementos UPR potencial e foi demonstrado que esta sob controle da via
UPR. Saloheimo et al. (2003) observaram que, concomitante com a indugao da via
UPR, os genes codificados da proteina secretada sao rapidamente regulados em T.
reesei. Este tipo de regulagdo pode ser causado por diferentes inibidores da

secrecao e por expressao de outras proteinas (MIETTINEN-OINONEN, 2004).

Em eucariotos, a proteina passa do reticulo endoplasmatico para o complexo
de Golgi, onde ocorrem modificagdes adicionais como glicosilagdo. A estrutura e
funcdo da proteina secretada podem ser modificadas por este processo. Em geral,
fungos filamentosos realizam alta glicosilagdo com mananas e sdo também capazes
de efetivar a O-glicosilagao. A O-glicosilagao é essencial para a secreg¢ao de EGI e
EGIl em T. reesei (KUBICEK et al., 1987). Kruszewska et al. (1999) expressaram em
T. reesei um gene codificado em manosilfosfodolicol sintase, a qual € requerida para
sintese de glicanas e € a enzima-chave na reagdo de O-manosilagdo. Como
resultado, o fungo filamentoso foi capaz de aumentar o nivel de CBHI secretada. Isto
sugere que a glicosilagdo insuficiente pode limitar a secrecdo de celulases
(MIETTINEN-OINONEN, 2004).

Finalmente, o “pacote de proteinas”, na vesicula de secrecao, é direcionado
para membrana plasmatica, de onde sao secretados. Esta € uma evidéncia de que a

via de secregao também envolve transporte do reticulo endoplasmatico para o
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complexo de Golgi e deste para a membrana plasmatica em T. reesei
(KRUSZEWSKA et al., 1999). Muitos estudos indicam que a secrecao de proteinas
em fungos filamentosos ocorre nas hifas, em regides apicais ou subapicais
(ARCHER e PEBERDY, 1997). No entanto, a cbhl mRNA e CBHI de T. reesei foram
encontrados nao somente nos compartimentos apicais, mas também nos
compartimentos mais velhos da colénia (MIETTINEN-OINONEN, 2004).

2.1.11. Proposta para producdao industrial de celulases

O Laboratério Nacional de Energia Renovavel (NREL) do Departamento de
Energia dos Estados Unidos desenvolveu um projeto incluindo as tecnologias de
pré-hidrolise, producao de celulases e sacarificagdo e co-fermentacdo simultdneas.
Nas Figuras 2.9 e 2.10 estdo mostrados os esquemas das plantas para produgéo de
celulases propostos por Wooley et al. (1999). A maior area destinada para produgéo
de celulases é ocupada por 11 biorreatores aerados de 1000 m® cada. Os
biorreatores sdo operados em batelada, estando oito em operagdo, um sendo

drenado, um sendo cheio e um a ser limpo e esterilizado.
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Figura 2.9. Secao de produgao de pré-inéculo proposta por Wooley et al. (1999).
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A fonte de carbono para os biorreatores € o hidrolisado do pré-tratamento
4cido, destoxificado. Agua de maceracdo do milho e micronutrientes também sdo
adicionados ao reator. Amoénia é usada para o controle de pH e fornece nitrogénio
adicional ao microrganismo. Nos biorreatores, € injetado ar comprimido e
refrigerado. Como antiespumante, é adicionado 6leo de milho. Os biorreatores sao
resfriados com agua fria por meio de serpentinas internas. O indculo € produzido em
trés vasos, cada um com tamanhos diferentes. O projeto foi desenvolvido tendo
como parametros a quantidade de celulase requerida no processo SSCF (15 FPU/g
de celulose); rendimento de 200 FPU/(g de celulose+xilose); produtividade de 75

FPU.L".h™"; e, concentracdo inicial de celulose de 4% (m/v).

Cada ciclo comeca com a limpeza e esterilizacdo de um biorreator de
producao de celulases. O biorreator, limpo e esterilizado, é carregado com fonte de
carbono de modo a atingir a concentragéo final de 4 % de celulose e a agua de
maceragao de milho para uma concentragao final de 1 %. Os nutrientes descritos por
Schell et al. (1991), apresentados na Tabela 2.9, sdo adicionados, seguido da

adicao de dleo de milho na concentracéo final de 0,1% (v/v).

Tabela 2.9. Nutrientes requeridos para producéo de celulases na planta industrial proposta
por Wooley et al. (1999).

Componentes Quantidade (g/L)
(NH,4)2S0O4 1,4
KH,PO, 2,0
MgSQO,.7H,0 0,3
CaCl,.2H,0 0,4
Tween 80 0,2

Uma vez adicionados todos os componentes do meio, € adicionado o inéculo
a 5 % (v/iv) e a fermentacgéo é realizada a 28 °C por 160 h, aerada a uma taxa de
0,577 vvm (volume/min de ar por volume de meio no reator). O fluxo de ar é
calculado para alcangar uma taxa de transferéncia de oxigénio (OTR) de 80
mmol.L™".h"". A OTR pode ser aumentada pelo aumento da relagéo altura/diametro
do biorreator; aumento da presséo de operagao; aumento da vazao de ar; aumento

da agitagdo; melhoria do designer do agitador; ou, aumento da concentragdo de
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oxigénio de entrada. A concentragao de oxigénio dissolvido desejada é estimada ser
30% da saturagdo a uma pressao absoluta de 1 atm (0,063 mmol/L). A maioria dos
trabalhos de producido de celulases em escala de laboratorio é conduzida com

oxigénio dissolvido entre 20 e 30 % de saturagao.

2.1.12. Separacdao, concentracdo e purificacdo de enzimas

As operagdes que se seguem ao processo fermentativo (downstream) sao de
extrema importancia devido ao custo substancial de separacdo, concentracdo e
purificacdo das enzimas de interesse tecnoloégico. Geralmente, as preparagdes
enzimaticas comerciais consistem essencialmente do sobrenadante da fermentacao
concentrado, ao qual podem ser misturados aditivos para estabilizar a atividade
enzimatica, bem como para auxiliar o processo catalitico, por exemplo, proteinas
acessorias. Etapas de purificacdo desnecessarias devem ser evitadas, pois sao
custosas em termos de equipamentos, mao-de-obra e perda de atividade enzimatica
(EUROPEAN COMISSION, 2002). As etapas envolvidas na recuperagédo de enzimas
envolvem procedimentos especificos e brandos em ralagdo a pH, temperatura e
forca idnica, adequados a manuteng¢ao da conformacdo nativa do biocatalisador e,

por extensao, da sua atividade.

2.1.12.1. Etapas iniciais de separacao e concentracdo do preparado enzimético

A maior parte das enzimas comercializadas industrialmente é extracelular e a
primeira etapa para o isolamento € a separagao das células do meio de cultura. No
entanto, existem enzimas intracelulares de grande interesse tecnoldgico e, neste
caso, a primeira etapa de separacio envolve ruptura das células, que pode ser feita
mecanicamente (homogeneizagdo em alta pressdao ou moagem umida) ou por lise
quimica, térmica ou enzimatica (SHUTTE e KULA, 1993; ABRAHAO NETO, 2001;
EUROPEAN COMISSION, 2002).

Os métodos mais conhecidos para separagao de células s&o: centrifugacao,
floculacdo, extracdo e filtracdo (GERHARTZ, 1990). Atualmente, foram
desenvolvidas centrifugas eficientes para separar as células e fragmentos celulares
em processo continuo. A centrifugagédo tem sido empregada em grande escala por
ser sabidamente um método brando de simples aplicacdo e de baixo impacto no
rendimento final. O seu custo, no entanto, é relativamente alto e dificilmente atinge-

se a clarificacdo desejada da corrente de alimentagao.
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No caso da filtracdo de suspensdes, o0 aumento da espessura da torta que se
forma, resulta no aumento da resisténcia a passagem da fase liquida, ocasionando a
diminuicdo do fluxo. Dificuldades podem surgir devido a compressibilidade do
material biolégico. Os filtros a pressdo, por terem uma capacidade limitada, sao
geralmente usados na etapa final de filtracdo de solugbes enzimaticas. Os filtros a
vacuo sao normalmente escolhidos devido a compressibilidade do material bioldgico
(EUROPEAN COMISSION, 2002). Recentemente, a filtragdo em membranas em
fluxo cruzado (conhecida também como filtragdo tangencial) vem ganhando espago

para separagao (microfiltragdo) e concentracao (ultrafiltragcéo).

Na filtragdo convencional, a solugdo ou a suspensao € pressionada contra a
membrana, que deixa passar o solvente e os solutos dissolvidos. Os materiais em
suspensao ficam retidos, acumulando-se na interface da membrana/solugéo, um
fendbmeno conhecido como polarizagédo de concentragdo. Na filtragdo tangencial, a
solucdo de alimentacdo escoa tangencialmente pela superficie da membrana,
enquanto o permeado € transportado transversalmente a mesma. A polarizacédo de
concentracdo continua presente, mas seu efeito € minimizado através da alteragao
da hidrodindamica de escoamento da corrente de alimentacdo (HABERT et al.,
1997).Na Figura 2.11 estdo representados esquematicamente os dois modos de

operagao e suas curvas tipicas de fluxo do permeado em fungcéo do tempo.

Apos separagao da biomassa celular e outros residuos sélidos, o volume a
ser processado é geralmente grande, devendo ser reduzido por concentragédo para
garantir que se possa posteriormente alcangcar uma purificagdo economicamente
viavel. A concentracao das enzimas pode ser feita através de evaporadores a vacuo,
por precipitagcdo ou por ultrafiltracdo, em condigdes brandas que nao levem a perda
da atividade. A precipitacdo € um procedimento simples para concentragdo de
enzimas que pode ser efetuada por adicdo de sais, solventes organicos, solugdes de
polimeros ou por alteragdo do pH. No entanto, a precipitacdo € geralmente utilizada
em pequena escala pois, quando o volume a ser processado é muito grande, o
tempo de residéncia necessario € extremamente longo, especialmente no caso de
solventes organicos, podendo resultar na inativacdo das enzimas (GERHARTZ,
1990).
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Figura 2.11. Esquema da filtragdo convencional e filtracdo tangencial. A esquerda, as curvas
tipicas de fluxo do permeado em fung¢ao do tempo. Fonte: http://www.dbdfiltros.com.br

A ultrafiltracdo representa uma técnica atrativa para a concentragcdo de
enzimas e sua purificagdo primaria (KRSTIC et al., 2007). A seletividade € definida
pela relacdo de tamanho entre as espécies presentes e os poros da membrana. A
enzima que se deseja concentrar deve ser inerte em relagcdo ao material da
membrana. O processo de ultrafiltracdo € um método comercialmente viavel com
uma alta produtividade, além de oferecer uma pureza razoavel. Adicionalmente, é
extremamente simples do ponto de vista operacional e de escalonamento, por

possuir modulos de facil operagao (LI et al., 2006).

Na literatura ja foram citados mais de 130 materiais utilizados para fabricagao
de membranas, no entanto, apenas alguns desses materiais alcangaram uso
industrial. Existem trés polimeros principais utilizados para fabricagdo de membranas
para microfiltracdo e ultrafiltracdo: acetato de celulose, poliamida e polissulfona
(SHERYAN, 1998).
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2.1.12.2. Engenharia de Produto Enzimatico (etapas finais de acabamento e
melhoramento de desempenho)

As preparacdes enzimaticas, brutas ou purificadas, devem manter suas
caracteristicas de catalisador durante o armazenamento e comercializagao até sua
aplicagcdo, pois as enzimas sao comercializadas com base na sua atividade
catalitica. A maioria das preparacdes enzimaticas industriais contém, além da
enzima ativa, outras proteinas estabilizantes, preservativos, sais e um diluente que
permite a padronizagdo entre as produgdes obtidas de diversas bateladas com
diferentes atividades especificas. Para manutengcdo da atividade enzimatica é
fundamental a preservacédo de sua conformacao nativa, sendo utilizados para esta

finalidade, aditivos, modificagdo quimica controlada ou imobilizacdo enzimatica.

Polidis de baixa massa molecular como glicerol, sorbitol e manitol estabilizam
as enzimas e reprimem o crescimento microbiano devido a reducéo da atividade de
agua (EUROPEAN COMISSION, 2002). Além disso, varias enzimas podem ser
mantidas na forma liofilizada por longos periodos de tempo na presenca de
estabilizadores como sais, carboidratos ou proteinas inertes, predominantemente
albumina de soro bovina (BSA) (GERHARTZ, 1990). Outras substancias que podem
ser adicionadas as preparacdes de enzimas para sua estabilizacdo incluem:
antibidticos, ésteres de acidos benzdicos como preservativos de preparacdes

enzimaticas liquidas e inibidores de enzimas contaminantes.

Adicionalmente, métodos modernos de engenharia de proteinas e de
evolucdo molecular tém permitido o aprimoramento de propriedades de uma dada
enzima, tais como estabilidade, mecanismos cataliticos, tipo e especificidade de

substrato, dependéncia de co-fator, pH e temperatura 6timos e parametros cinéticos.

A estabilidade das celulases em condi¢gdes de operacao industrial € uma
caracteristica importante na eficiéncia da hidrolise da celulose. Estes
biocatalisadores produzidos pelo fungo Trichoderma reesei tém mostrado uma boa
estabilidade até 50°C, entretanto, celulases estaveis acima desta temperatura
aumentariam a velocidade do processo de hidrolise da celulose. Neste contexto, a
producao de celulases por microrganismos termofilicos e 0 aumento da estabilidade
térmica das celulases através da engenharia de proteinas estdo sendo estudados
(SHULEIN, 2000; SASTRY, 2002). Outros fatores, como a presenca de ativadores,
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estabilizantes e surfactantes também podem afetar a estabilidade e a atividade das

enzimas celuloliticas.

Varias abordagens tém sido utilizadas para melhorar o desempenho de
celulases e diminuir a quantidade de enzimas necessarias para eficiente hidrélise de
materiais lignoceluldsicos. A primeira meta para a engenharia de celulases tem sido
as celobiohidrolases, que constituem 60 a 80% dos sistemas celulasicos naturais
(LYND et al. 2002; TETER et al. 2004). Estes autores demonstraram que a utilizagéo
de técnicas combinadas da engenharia genética (site-directed mutagenesis, site-
saturation mutagenesis, error-prone PCR and DNA shuffling) gerou linhagens
altamente produtoras de celobiohidrolases (Cel7a), que superaram a linhagem

selvagem na hidrolise de residuo agricola pré-tratado do processamento do milho.

Outra abordagem que tem sido realizada € a introdugédo de genes heterdlogos
que codificam para producado de celulases em sistemas ja existentes, de forma a
melhorar o desempenho global da linhagem recombinante. Bower (2005) introduziu
varios genes que codificam para endoglucanase em T. reesei. Um deles, GH5A de
Acidothermus cellulolyticus, foi fusionado com o de celobiohidrolase (CBH [) de T.
reesei. O produto da fusdo expresso em T. reesei foi mais efetivo na hidrdlise de
celulose de residuo de processamento do milho do que o oriundo da linhagem

parental (redu¢ao do tempo de hidrolise da celulose de 10 para 6 horas).

2.1.13. Mercado de celulases e perspectivas

As maiores barreiras para a producdo comercial de etanol celuldsico séo a
atual escala de fabricacdo das celulases e o alto preco dessas enzimas. Para
resolver esse problema, o Programa de Biomassa dos EUA associou-se, no ano
2000, as duas maiores empresas produtoras de enzimas do mundo — a Genencor,
subsidiaria da multinacional dinamarquesa do setor de alimentos Danisco, e a
Novozymes, que também tem sede na Dinamarca. Ambas receberam US$ 18
milhdes para o desenvolvimento do preparado celulasico. O objetivo dessas
parcerias era reduzir de 10 a 50 vezes o custo das enzimas, chegando a meta de
US$ 0,10 ou menos por galdo (cerca de US$ 0,03 por litro) de etanol —
comparativamente, as enzimas que hidrolisam o amido do milho em agucar custam
entre US$ 0,03 e US$ 0,05 por galdo (entre US$ 0,009 e US$ 0,015 por litro) de
etanol (BUENO, 2007).
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As pesquisas estenderam-se até 2004 e segundo coordenadores do
programa, ambas as companhias anunciaram ter desenvolvido enzimas com custo
abaixo de US$ 0,50 por galdo (cerca de US$ 0,15 por litro). Na época, a Genencor
divulgou um comunicado afirmando que o custo de suas enzimas ficara entre US$
0,10 e US$ 0,20 por galdo (entre US$ 0,03 e US$ 0,06 por litro) (BUENO, 2007).

O governo dos Estados Unidos ndo tem poupado esfor¢gos nem dinheiro para
tentar diminuir a dependéncia do pais em relagdo ao petréleo estrangeiro. Desta
forma, por meio do Departamento de Energia (DOE), estabeleceu uma meta, a partir
de maio de 2007, de realizar um investimento de US$ 200 milhdes nos préximos
cinco anos, para o desenvolvimento de biorrefinarias de pequena escala — isto &,
com um décimo da capacidade de uma planta comercial — para converter biomassa
em combustivel liquido, principalmente etanol, e em outros produtos. Essas
pequenas biorrefinarias deverao empregar tecnologias inovadoras, ter condigdes
para ser ampliadas facilmente e contar com uma sodlida estratégia de negécios. Os
US$ 200 milhdes anunciados para maio de 2007 somaram-se aos US$ 385 milhdes
que o departamento ja havia anunciado em fevereiro daquele ano para um fim
semelhante: financiar durante quatro anos o desenvolvimento de seis biorrefinarias
de grande escala, que deverao utilizar processos mais proximos da etapa comercial.
Os projetos que receberam as maiores verbas — até US$ 80 milhdes — foram o da
Broin Companies, que reune as empresas Dupont e Novozymes; Laboratério
Nacional de Energia Renovavel do DOE; logen Biorefinery Partners, que inclui a
empresa logen e o grupo Royal Dutch/Shell; e banco de investimentos Goldman
Sachs. Dos demais projetos, dois receberam até US$ 76 milhdes (Range Fuels e
Abengoa Bioenergy Biomass), um recebeu até US$ 40 milhdes (BlueFire Ethanol,
Inc.) e o ultimo, até US$ 33 milhdes (Alico, Inc.) (BUENO, 2007).

Além de financiar empreendimentos como as biorrefinarias, o DOE esta
investindo em pesquisas para aprimorar oS microrganismos que atuam no processo
de transformacéo da biomassa no chamado etanol celulésico. Em margo de 2007, o
departamento comunicou que a Universidade Purdue e as empresas Cargil, Celunol,
DuPont e Mascoma receberdo até US$ 23 milhdes nos préximos cinco anos para
desenvolver microrganismos altamente eficientes e capazes de sobreviver nas mais
variadas condigdes ambientais (BUENO, 2007).
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O governo dos EUA, em 2007, estabeleceu uma meta de chegar a 2017
produzindo 35 bilhdes de galdes (cerca de 132,5 bilhdes de litros) de combustiveis
alternativos, sendo a maior parte deles de etanol. E ai que entra a importancia de
projetos como os da Universidade Purdue e das quatro empresas: os organismos
eficientes que elas vao desenvolver ajudardo a diminuir o custo do processo de
conversdo de biomassa em etanol — um fator fundamental para torna-lo

comercialmente viavel.

O Brasil atualmente depende de preparados celulasicos importados. De
acordo com MDIC (2010), que é um portal do Ministério do Desenvolvimento da
Industria e Comércio Exterior, de janeiro de 2007 a junho de 2010, o Brasil importou
431,80 toneladas de preparado enzimatico a base de celulases, equivalendo a US$
2.657.658 (FOB) e exportou neste mesmo periodo 169,5 toneladas, equivalendo a
US$ 1.907.564 (FOB).

O processo de producao do etanol a partir da biomassa lignocelulésica da
cana-de-agucar esta em fase de testes em uma unidade experimental no Centro de
Pesquisas e Desenvolvimento da Petrobras, no Rio de Janeiro, o qual iniciou
operacao em dezembro de 2007. Esta planta, primeira da América Latina, opera com
tecnologia desenvolvida em colaboragdao com os Laboratérios de Desenvolvimento
de Bioprocessos (LADEBIO) da UFRJ e pode ser operado ndo s6 com palha e
bagaco de cana, mas também para qualquer outro residuo agricola ou agroindustrial
de composigao lignoceluldsica. A planta piloto da Petrobras foi projetada de forma
que o processo todo seja integrado, desde o pré-tratamento do bagago até a

fermentacgao e destilagdo do etanol, incluindo a produgao de celulases.

O incentivo a producdo de bioetanol de segunda geragdo tem atraido
investimentos e parceria com industrias multinacionais produtoras de enzimas. De
acordo com Kirihata (2010) a companhia dinamarquesa Novozymes assinou contrato
com a brasileira Dedini, que fabrica equipamentos para o setor de agucar e etanol.
Para o mercado brasileiro, em marco de 2010, a empresa Novozymes apresentou
duas enzimas, com o fim de reduzir os custos do processo de producdo do
biocombustivel a partir dos residuos da cana-de-agucar, como o bagaco. Até o final
deste ano (2010), o Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol
(CTBE) espera finalizar a planta piloto para desenvolvimento de processos, em

Campinas, no Estado de Sao Paulo. A empresa Novozymes apresentou interesse
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em utilizar a planta piloto do CTBE para testes de suas enzimas e, conforme o
instituto, as duas partes estudam o estabelecimento de uma possivel parceria
institucional (KIRIHATA, 2010).

De acordo com um relatério do Forum Econdmico Mundial (FEM) divulgado
em junho de 2010, a conversao de biomassa em combustiveis, energia e produtos
quimicos tem o potencial de contribuir com mais de US$ 230 bilhdes para a

economia mundial até 2020.

2.2. Penicillium funiculosum: posicao taxonémica e caracteristicas
O fungo filamentoso em estudo, pertence a seguinte classificagao
taxondémica:

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Classe: Eurotiomycetes

Subclasse: Eurotiomycetidae

Ordem: Eurotiales

Familia: Trichocomaceae

Género: Penicillium

Espécie: P. funiculosum

Nome Cientifico: Penicillium funiculosum Thom

Sinonimias: Penicillium aurantiacum J.H. Mill.
Penicillium rubicundum J.H. Mill.
Penicillium varians G. Sm.

Cultivado em gelatina ou em agar batata, apresenta coloragao verde escuro,
rapida propagacao, superficie velutina com hifas procumbentes (que se arrastam na
superficie), tufos e cordas de hifas sustentam conidioforos laterais. O reverso torna-
se vermelho, purpuro ou purpuro escuro, quase negro, com o meio todo pigmentado;
conidiéforos curtos, 20 a 100 um, na maioria das vezes ramos perpendiculares a
partir de hifas rasteiras e algumas vezes se erguem separadamente no substrato;
frutificacdo conidial com 125 a 160 um de comprimento, com 1 ou 2 que carregam
ramos verticilados e densos verticilos de células conidiferas paralelas de 10-14 um
por 2-3 um; conidios primeiramente cilindricos, passando entdo a fusiforme ou
eliptico, de 3-4 por 2-3 um, verdes, em cadeias que se dispersam com facilidade
(Figura 2.12) (THOM, 1910).

Seu crescimento em agar batata forma col6nias tipicas com pigmentacao
vermelha no meio sdlido. A fonte de carbono influencia significativamente as
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caracteristicas da colénia: em caldo de cana 3 %, apresenta bom crescimento, mas
ndo apresenta coloragao vermelha no meio; em lactose 3 %, galactose 3 % ou acido
latico 3 %, observa-se pouco crescimento; em glicerina 3 %, apenas germina, porém
cresce quando adicionado de acucar. Em amido de batata 3 %, coloniza bem, porém

nao apresenta coloragédo vermelha (THOM, 1910).

Figura 2.12. llustragdo do fungo filamentoso Penicillium funiculosum: a, b, c, d, e, f,
frutificacdo conidial com conidiéforos e conidios (x 900, exceto c, x 1000); g, h, i, j, k, I, m, n,
esquema da frutificagao, isolado e germinados sobre a hifa e corda de hifas (x 140); o, r,
germinacgao de conidio (x900). Fonte: Thom (1910)

2.3. Materiais lignocelulésicos

O Brasil acumulou vasta experiéncia no desenvolvimento de uma potente
agroindustria, a agroindustria do etanol, reconhecida como a mais eficiente do
mundo em termos de tecnologia de processo e de gestdo (PEREIRA, 2006;
PEREIRA JR. et al.,, 2008). Em todo o mundo, sao efetuadas pesquisas visando
inovagdes tecnoldgicas para o aproveitamento da bioenergia, sendo a produgéo de
etanol um dos exemplos de sucesso. Algumas caracteristicas devem ser observadas
para consolidar os combustiveis de biomassa, sendo uma delas a garantia de

fornecimento sem risco de interrupgoes.

Uma boa fonte de matéria-prima para bioconversao a etanol esta concentrada
nos materiais lignoceluldsicos, normalmente na forma de residuos (PEREIRA JR. et
al., 2008). Aproximadamente, em 2006, 350 milhdes de toneladas de residuos

agricolas e agroindustriais foram produzidos anualmente no Brasil, sendo cerca de
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140 milhdes oriundos da cultura da cana-de-agucar. Destes, a maior parte €
queimada para geracdo de energia para as usinas de agucar. Entretanto, a
viabilidade de novas tecnologias para o aproveitamento destes residuos, pode gerar
além de energia, biocombustiveis e outros quimicos de maior valor agregado
(PEREIRA JR. et al., 2008).

Os residuos agricolas e agroindustriais sdo essencialmente compostos por
materiais lignocelulésicos. Este termo é referido como parte da planta que forma a
parede celular, composto por estrutura fibrosa, constituida de polissacarideos como
celulose (40 a 60%) e hemicelulose (20 a 40 %) envolvidos por uma estrutura
macromolecular contendo substancias aromaticas denominada de lignina (15 a 25%)
(SUN e CHENG, 2002). De modo geral, podemos dizer que este material tem em
sua composicao, valiosas moléculas polissacaridicas, formadas por monémeros de
glicidios, que podem servir de blocos de construgdo de diversas substancias de alto

valor agregado.

2.3.1. Celulose

A celulose é o produto primario da fotossintese em ambiente terrestre, e a
mais abundante fonte renovavel produzida na biosfera (aproximadamente 100
bilhdes de ton/ano em matéria seca) (HOLTZAPPLE, 1993; JARVIS, 2003).

Celulose nativa € um homopolissacarideo que consiste de residuos de D-
glicose unidos por ligagdes glicosidicas p-1-4- para formar uma cadeia polimérica
linear (Figura 2.13). Na natureza, a cadeia de celulose tem um grau de
polimerizagao de aproximadamente 10000 unidades de glicose em madeira e 15000
em algodao (SJOSTROM, 1981).

A estrutura cristalina da celulose se adere a outras cadeias por ligagbes de
hidrogénio e for¢ca de Van der Waals, para formar uma estrutura altamente insoluvel.

Ha também uma regido amorfa ou paracristalina pouco ordenada.

A celulose é produzida na forma de microfibrilas em cadeias lineares unidas
por ligagbes de hidrogénio. Cada microfibrila de celulose consiste de
aproximadamente 36 cadeias lineares de glicose, cuja organizagdo determina as
propriedades mecanicas da célula e promovem o suporte e resisténcia a parede
celular (FRY, 1988; EMONS e MULDER, 2000; BRAGATTO, 2007).
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.

Figura 2.13. Ligacdes de hidrogénio inter e intra cadeias lineares de celulose, formando
estrutura cristalina e ordenada. Fonte: http://www.doitpoms.ac.uk/tlplib/wood/

2.3.2. Hemiceluloses
As hemiceluloses sao polissacarideos da parede celular intimamente

associadas a celulose. Diferentemente da celulose, que é formada unicamente por
mondmeros de glicose, as hemiceluloses s&o polimeros compostos por diferentes
monossacarideos, o0 que confere a este polissacarideo um alto nivel de
complexicidade. Xiloglucanos e galactomananas sdo as principais hemiceluloses
encontradas na parede celular primaria (LIMA, 2002). As duas diferem na sua cadeia
principal. Xiloglucanos sdo heteropolimeros compostos por uma cadeia principal
formada por unidades de glicose em ligagdes B-1-4, ramificada com liga¢des a-(1-6)
por unidades de D-xilopiranosideo ou com o dissacarideo 3-D-galactopiranosideo-(1-
2)-D-xilopiranosideo ou ainda com o trissacarideo a-L-fucopiranosideo (1-2) B-D-
galatopiranosideo (1-2) a-D-xilopiranosideo (HAYASHI, 1989). Sao encontrados
principalmente em dicotiledbéneas. Ja as galactomananas, possuem uma cadeia
principal linear formada por manose em ligagdes B-1-4, ramificada com unidades de
galactose. Enquanto as glucuronoarabinoxilanas possuem na sua cadeia principal,
xilose, ramificada por ligagcdes a-(1-6) por unidades de acido glucurdnico e a-(1-)
com unidades de arabinose. Estas duas ultimas hemiceluloses s&o caracteristicas
da familia Poaceae como a cana-de-agucar. Nas Figuras 2.14 e 2.15 estéo
esquematizadas as moléculas de hemicelulose xiloglucanas e galactomananas
evidenciando a diferenga na sua cadeia principal e suas ramificacées de acordo com
Lima (2002) e Buckeridge (2008).
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Unidade de repeticédo Unidade de repeticédo

Figura 2.14. Estrutura de xiloglucana, principal hemicelulose de dicotiledéneas. Nota-se uma
unidade de repeticdo com quatro moléculas de glicose, trés de xilose e galactose e fucose
em proporgdes variadas. Fonte: Buckeridge (2008).

Glucana de ligacao mista

Figura 2.15. Esquema da estrutura de hemicelulose tipica de monocotiledéneas.
Fonte: Buckeridge (2008).
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2.3.3. Interacao hemicelulose-celulose

Em vegetais, a parede celular é constituida por agrupamentos
macromoleculares heterogéneos, dentre os quais estdo polissacarideos, que
representam 80 a 90 % da parede. Os outros componentes incluem proteinas
estruturais e cataliticas e compostos fendlicos como a lignina (CARPITA e
GILBEAUT, 1993).

As paredes celulares primarias sdo compostas de um esqueleto de
microfibrilas de celulose, denominada de matriz de polimeros, que inclui
hemiceluloses, pectinas e proteinas (McCANN e ROBERTS, 1991). As microfibrilas
de celulose ficam cobertas por hemiceluloses, que podem estar forte ou fracamente
ligadas a celulose através de ligagcdes de hidrogénio. Nos modelos mais recentes de
parede celular propde-se que estes polimeros formem trés dominios independentes:
celulose-hemicelulose, pectinas e proteinas (McCANN e ROBERTS, 1991; CARPITA
e GILBEAUT, 1993). A principal hemicelulose em dicotiledéneas € o xiloglucano e

em Poaceae sao os glucuronoarabinoxilano e os glucanos de ligacdo mista.

As hemiceluloses interagem especificamente com a celulose (HAYASHI et al.
1987; VINCKEN et al. 1995). Tal especificidade ocorre devido a similaridade entre a
cadeia principal de ambos os polissacarideos, sendo que as ramificagcbes com xilose
nao parecem causar alteracdes conformacionais suficientes que evitem a interacao
(LEVY et al.,, 1997). Os autores sugeriram que os residuos de fucose sejam
responsaveis por tornar a molécula mais linear. Além disso, residuos fucosilados
contribuem para o aumento da afinidade e da constante de absorgdo dos
xiloglucanos pela celulose. Este complexo formado é responsavel pela resisténcia a
pressdo de turgor (pressao externa) e pelo crescimento anisotrépico (REIS et al.,
1994; BASKIN et al.,, 1999). O comprimento da cadeia da hemicelulose possibilita
gque uma mesma molécula estabeleca ligacdes com mais de uma microfibrila de
celulose, formando ligagdes cruzadas entre elas (Figura 2.16), o que aumenta ainda
mais a resisténcia da parede as forgas externas (HAYASHI e MACLACHLAN, 1984).

Whitney et al. (1995) produziram celulose por cultura de Acetobacter acetti
xylinum em meio com e sem xiloglucano e verificaram que a organizagao das fibrilas
de celulose foi obtida apenas em pelicula em meio contendo xiloglucano. Isto
corrobora com a hipotese de que hemiceluloses auxiliam no alinhamento e na

organizacao das microfibrilas de celulose.
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Microfibrila de
Celylose

Arranjo cristalino
em micela

Molécula de Celulose
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Figura 2.16. Esquema da estrutura da celulose, sua estrutura de repeticdo, a celobiose e
interacdo com hemicelulose. Estdo excluidos os dominios pécticos e protéicos.
Fonte adaptada de: http://www.emc.maricopa.edu/faculty/farabee/BIOBK/cellulose.gif

2.3.4. Lignina

A lignina, depois dos polissacarideos, € a macromolécula mais abundante
dentre os materiais lignoceluldsicos. E composta basicamente de unidades
fenilpropano formando uma macromolécula tridimencional e amorfa, representando
de 20 a 30 % da massa total do material lignocelulésico. O acoplamento das
unidades fenilpropano ndo ocorre de forma regular ou repetitiva e é sintetizada a
partir da reagédo de trés alcoois cinamilicos precursores, alcool p-cumarilico, alcool
coniferilico e alcool sinapilico (Figura 2.17), que geram unidades p-hidroxibenzilicas,
guaiacilicas e siringilicas (FENGEL e WEGENER, 1989).

50



Maeda, RN Capitulo 2 — Revisao Bibliografica
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Alcool coniferilico Alcool p-cumarilico Alcool sinapilico

Figura 2.17. Alcoois precursores da biossintese da lignina.
Fonte: Fengel e Wegener (1989).

A estrutura da lignina varia com a espécie. Certamente, sua estrutura
randémica tem como objetivo, além da resisténcia mecénica, neutralizar ataques
enzimaticos. A lignina, de fato, € extremamente dificil de dissociar, reflexo disso é o
pouco conhecimento que se tinha a respeito da estrutura quimica da lignina até a
década de 80 (FENGEL e WEGENER, 1989).

Tanto grupos fendlicos, como substituigdes alquil, podem se ligar a outros
mondmeros, resultando em uma macromolécula com fortes ligagdes cruzadas
dispostas randomicamente. Além disso, a estrutura quimica virtualmente garante
que produtos intermediarios da degradacédo sejam compostos fendlicos altamente

téxicos, que dao ao vegetal protegédo contra ataques por microrganismo.

2.4. Biotecnologia para producéo de etanol de segunda geracao

A hidrélise enzimatica da celulose e conversdo dos acucares liberados em
moléculas de interesse, tal como o etanol, podem ser conduzidas de forma
sequencial (processo HSF, hidrolise separada da fermentagao) ou simultanea (SSF,
sacarificagdo simultdnea a fermentagdo). Outras tecnologias estdo avangando no
sentido de se reduzirem etapas e tornar o processo mais econdmico. Estas sao
denominadas de SSCF (sacarificagao simultdnea a cofermentacao) e a concepgéao

mais integrada de operagao, o BPC (bioprocesso consolidado).

O processo SSF contribui com menor custo de investimento a planta, visto
gue nele sdo agrupadas duas etapas em um mesmo vaso reacional. Nessa forma de
operacao, reduz-se os conhecidos fenbmenos de inibicdo das enzimas que
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compdéem o pool celulasico, pois a glicose liberada € concomitantemente
fermentada. A manutencao de uma baixa concentragao de glicose no meio também
favorece o equilibrio das demais reacgdes de hidrdlise, no sentido de formagao de
mais produto, além de reduzir riscos de contaminagéo no sistema (OLOFSSON et
al., 2008; PEREIRA JR. et al., 2008; CASTRO e PEREIRA JR., 2010).

Ja o processo HSF apresenta como uma das principais vantagens frente ao
SSF, a possibilidade de ambas as etapas, de hidrolise e de fermentacdo, serem
conduzidas em suas condigdes 6timas. As celulases comumente apresentam melhor
atividade catalitica em temperaturas acima de 50°C, bem acima da temperatura
ideal para a etapa fermentativa (30-37°C). Nesse caso, como ndao ha matéria-prima
em suspensao durante a fermentacao, as células podem ser recicladas ao sistema.
No entanto, essa estratégia apresenta como desvantagens: o acumulo de agucares
intermediarios da hidrélise, causando inibicdo as enzimas; e reducdo na conversao
final de glicose, devido a adsorgao de parte do agucar ao sélido residual da hidrdlise
(OLOFSSON et al.,, 2008; PEREIRA JR. et al. (2008); CASTRO e PEREIRA JR.
2010).

Considerando-se globalmente a conversdo de biomassas lignocelulésicas em
etanol, a se¢cado de conversdo da planta pode ainda ser constituida por uma etapa
para fermentagdo de pentoses, majoritariamente xilose, provenientes da fragao
hemicelulésica das matérias-primas. A realizagdo da fermentacdo de pentoses e
hexoses (glicose) em apenas um vaso reacional da-se o nome de co-fermentacgéo. A
conducao da co-fermentagdo concomitantemente a hidrolise das fragdes celuldsica
e/ou hemicelulésica compreende o processo SSCF (sacarificagdo simulténea a co-
fermentacdo). Por fim, na forma mais integrada de conducdo das etapas de
conversdo, nomeada Bioprocesso Consolidado (BPC), a produgdo enzimatica,
hidrolise da celulose e hemicelulose e a fermentacéo da glicose e xilose, acontecem
em um mesmo equipamento (PEREIRA JR. et al., 2008; CASTRO e PEREIRA JR.
2010).

Os Laboratérios de Desenvolvimento de Bioprocessos da UFRJ tem dominio
sobre a tecnologia e producdo de etanol por processo SSF, embora outras
concepgdes sejam atualmente sendo estudadas. No entanto, para a aplicagdo do

preparado enzimatico obtido no presente estudo, adotou-se a estratégia SSF, a qual
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sera melhor detalhada nos itens seguintes, apontando os pontos importantes desta

tecnologia de produgao de etanol de segunda geragao.

2.4.1. Conceito de SSF

A idéia de realizar a hidrélise e fermentagao simultanea foi proposta por Gaus
et al. (1976) em uma patente. Os autores afirmavam que o rendimento de glicose em
hidrolise enzimatica separado era baixo, possivelmente devido a inibicdo pelos
produtos glicose e celobiose. Os autores, no entanto, mostraram que se podia obter
altos rendimentos de etanol quando se fazia uso do processo de sacarificacdo e
fermentagao simultanea (SSF), e atribuiram esse bom rendimento a remocgao de

glicose e celobiose no processo fermentativo associado.

A remogédo dos produtos de inibicdo da hidrolise enzimatica é ainda
provavelmente a mais importante razdo para o uso do processo SSF. Porém,
existem muitas outras vantagens potenciais. Gauss et al. (1976) mencionam a
vantagem, do processo SSF, de que a glicose n&o precisa ser separada da fragéo
lignina, na sequéncia de etapa de hidrolise enzimatica em separado, evitando assim,
uma perda potencial de acucar. Além disso, a combinagcdo de hidrolise e
fermentagdo diminui o numero de biorreatores necessarios e, assim, custos de

investimento. Essa redugéo do capital de investimento foi estimada em 20 %.

Inevitavelmente, ha também as desvantagens do processo SSF em
comparagao a hidrolise e fermentagdo em separado (SHF). A temperatura 6tima
para hidrolise enzimatica € geralmente maior do que a da fermentacdo. Em um
processo SHF, a temperatura de hidrélise enzimatica pode ser otimizada,
independentemente da temperatura de fermentacéo, enquanto que no processo SSF
a temperatura € limitada pela tolerancia da levedura, agente de fermentagéo. Além
disso, a levedura ndo pode ser reutilizada em um processo SSF, devido aos
problemas de se separar a levedura do solido residual apds fermentacdo. As
enzimas sao igualmente de dificil reutilizagcdo em ambos os processos, ja que se
ligam aos substratos, embora possa ocorrer dessor¢cdo parcial, apés uso de
susfactantes (OLOFSSON et al. 2008). Entretanto, a enzima adsorvida na fragcédo
lignina & perdida, pois se trata de uma ligagdo improdutiva irreversivel (ERIKSSON
et al., 2002).
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A disponibilidade de matérias-primas lignocelulésicas varia dependendo da
localizacdo geografica e sdao bastante heterogéneas em termos de estrutura e
composi¢cado quimica. Essa heterogeneidade tem um forte impacto sobre o designer
do processo, ou seja, a manipulacédo mecanica do material e as condi¢gdes de pré-

tratamento.

A Figura 2.18 mostra uma representacdo esquematica de um processo SSF,
segundo Olofsson et al. (2008). Neste esquema, a matéria-prima passa por um pré-
tratamento e a celulignina resultante é utilizada para produgdo de celulases (que

sera utilizada posteriormente no processo SSF) e no processo SSF para produgao

de etanol.
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Figura 2.18. Representacido esquematica de um processo SSF.
Fonte: Olofsson et al. (2008).

2.4.2. Pré-tratamento do material lignoceluldsico
O propésito do pré-tratamento é principalmente alterar a estrutura do material
lignoceluldsico, aumentando a acessibilidade de glucanas e xilanas ao ataque
enzimatico e assim, aumentar a taxa de hidrdlise da celulose nos processos SSF.
Esta etapa deve ser realizada com formacdo minima de compostos inibidores das
leveduras durante a fermentagcdo (ALMEIDA et al., 2007). A area superficial
acessivel é considerada como um dos fatores mais importantes na eficiéncia da
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degradacao enzimatica da celulose (GHARPURAY et al., 1983; GRETHLEIN, 1985).

O pré-tratamento aumenta a area disponivel de varias formas (DONALDSON et al.,

1988; DONALDSON, 1988; BROWNELL e SADDLER, 1984):
1.
2.
3.

Formacgéao de fragmentos e “trincas”, aumentando a area superficial,

A fracdo hemicelulose é hidrolisada, diminuindo a barreira fisica a celulose;

A lignina também sofre mudancas estruturais e o material lignoceluldsico é

deslignificado em diferentes niveis dependendo da tecnologia de pré-

tratamento empregada;

Alteracdes na cristalinidade e do grau de polimerizagao.

O pré-tratamento do material lignoceluldsico € recomendado também quando

se pretende a produgdo de enzimas (OLOFSSON et al., 2008). Com este

tratamento, o substrato se torna mais acessivel ao microrganismo, promovendo seu

desenvolvimento e secregcao das enzimas ao meio extracelular.

Varios métodos de pré-tratamento podem ser aplicados, a saber: bioldgico,

fisico, quimico e fisico-quimico. A Tabela 2.10 mostra os efeitos de diferentes

tecnologias de pré-tratamentos na estrutura de material lignocelulésico.

Tabela 2.10. Efeito de diferentes tecnologias na estrutura de lignocelulésicos.

Agua Explosao
M Explosdao liquida ; . . Explosao
oagem Acido Alcalino com
a vapor a14% aménia com CO,
160°
Aumento da
area ~da A A A A A A
superficie
acessivel
Diminuicao da
cristalinidade A ) n.d. ) ) A )
Solubilizagao
da - A A A B M A
hemicelulose
Remogdo da M B M M A .
lignina
Geragao de
compostos - A B A B B -
téxicos
Alteragao da
estrutura da - A M A A A -

lignina

A: alto efeito, M: efeito moderado, B: baixo efeito, n.d.: ndo determinado. Fonte: Olofsson et al., 2008.
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2.4.3. Hidrolise enziméatica e fatores limitantes
Um pré-tratamento bem sucedido remove parcialmente a hemicelulose e

lignina, deixando a celulose mais acessivel a hidrélise. Uma vez que os
microrganismos mais comumente usados para produgdo de etanol utilizarao
exclusivamente mondmeros de acgucar, a celulose precisa ser hidrolisada
concomitantemente a fermentacdo (OLOFSSON et al. 2008). Como ja visto, a fase
de hidrolise enzimatica é realizada por celulases, cujos diferentes grupos
(exoglucanase, endoglucanase e B-glucosidase) agem sinergicamente. Esta etapa
do processo SSF pode ser influenciada pelo produto da fermentacao. O etanol pode
inibir a hidrélise enzimatica, porém, em menor extensdo, quando comparado a
inibicdo pelos produtos da agao enzimatica, glicose ou celobiose (HOLTZAPPLE et
al., 1990).

Além da inibicdo pelo produto final, pode ocorrer perda de atividade das
enzimas que compdem o pool celulasico, com o tempo de exposicao a elevada
temperatura na fase de pré-hidrolise enzimatica, que antecede o processo SSF,;
adsor¢cdo improdutiva da enzima a lignina remanescente; ou, diminuicdo da
disponibilidade de cadeias celulésicas acessiveis, devido a propria cinética
enzimatica, na qual a velocidade de reacdo € dependente da concentracdo de
substrato (ZHANG e LYND, 2004; HOLTZAPPLE et al., 1990).

Em uma SSF industrial, as concentragcdes de enzimas e células podem ser
apropriadamente balanceadas de modo a minimizar os custos com producdo de
levedura e enzimas. A sinergia entre as enzimas também deve ser otimizada,

avaliando-se a composi¢cao da mistura enzimatica (HOLTZAPPLE et al., 1990).

Os principais fatores que afetam a hidrélise enzimatica da celulose em
matérias-primas lignocelulésicas podem ser divididos em dois grupos: fatores
relacionados a enzima e fatores relacionados ao substrato, sendo que os dois
grupos estao interrelacionados durante o processo de hidrolise (ALVIRA et al.,
2010).

A reducao da severidade do pré-tratamento € muitas vezes necessaria para
reduzir os custos econdmicos. Entretanto, baixo fator de severidade resulta em
menor liberagdo de agucares e, consequentemente, altas quantidades e diferentes

tipos de enzimas podem ser necessarios para alcangar altos rendimentos de
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acucares. Neste contexto, o desenvolvimento de preparados celulasicos contendo
hemicelulases e outras enzimas acessoOrias sa0 necessarias para completa
degradagdo dos componentes lignocelulésicos (ALVIRA et al., 2010). Estudos
recentes mostram a importancia de complexos enzimaticos balanceados contendo
combinacgdes 6timas para modificar efetivamente a complexa estrutura de materiais
lignoceluldsicos (GARCIA-APARICIO et al., 2007; MERINO e CHERRY, 2007). De
acordo com Olofsson et al. (2008), dentre os fatores relacionados ao substrato que
limitam a hidrdlise, podemos destacar:

e indice de cristalinidade da celulose (Crl)

e Grau de polimerizagao (PD)

e Area superficial

e Lignina (concentrag&o e distribuigéo)

e Hemicelulose (concentragao)

e Tamanho de particula

e Porosidade

e Espessura da parede celular

2.4.4. Microrganismos produtores de etanol de segunda geracao

O requerimento geral do organismo para ser usado na produgao de etanol é
que este deve apresentar um alto rendimento de produto, alta produtividade e ser
capaz de resistir a altas concentragcdes de etanol, a fim de manter os custos baixos
de destilacao (VON SIVERS e ZACCHI, 1996). Além destes requisitos, a tolerancia a
inibidores, a tolerancia a altas temperaturas e baixos valores de pH também séao
importantes. O microrganismo mais utilizado é a levedura S. cerevisiae, que produz
etanol a um elevado rendimento (superior a 0,45 g.g') e uma taxa especifica
elevada (até 1,3 g.g" de massa celular.h™), além de apresentar boa tolerancia ao
etanol (acima de 100 g/L). Além disso, esta levedura tem se mostrado robusta para
outros inibidores, sendo, portanto, adequada para a fermentacdo de materiais
lignoceluldsicos (OLSSON e HAHN-HAGERDAL, 1993).

Outro microrganismo freqliientemente utilizado em estudos com SSF é a
bactéria Zymomonas mobilis. O interessante neste organismo é que o mesmo utiliza
a via de Entner-Doudoroff, a qual resulta em uma baixa produc¢ao de ATP por glicose
catabolizada, quando comparada com a classica via glicolitica (Embden-Meyerhof-
Parnas) (SWINGS, 1977). Isto se reflete no baixo rendimento de células e alto
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rendimento de etanol quando comparado com S. cerevisiae. No entanto, linhagens
de Z. mobilis selvagens nao tém a capacidade de fermentar pentoses e um grande
inconveniente € que ndo € um microrganismo muito robusto. Em geral as bactérias
parecem ser menos tolerantes a inibidores derivados de material lignocelulésico e
uma etapa de destoxificacdo pode ser necessaria antes da fermentacédo (HAHN-
HAGERDAL et al., 2007).

2.4.5. Carga enzimética

A carga enzimatica certamente é de grande importancia para a economia do
processo, mas o efeito econdmico da carga enzimatica em processos SSF é dificil
de prever devido as grandes incertezas dos custos das enzimas e da falta de dados
experimentais suficientes sobre o efeito da carga enzimatica. Calculos técnico-
econdmicos indicam que uma reducéo de 50% da carga enzimatica é vantajosa se a
reducdo do rendimento for menor que 6 a 7% e o tempo de fermentagcdo nao
aumentar acima de 30% (SASSNER et al., 2007).

A hidrdlise enzimatica da fragcdo solida tem grande controle sobre a taxa de
producao de etanol (LINDE et al., 2007). As preparagdes celulasicas disponiveis
hoje, muitas vezes necessitam de suplementacdo com B-glucosidase extra para
evitar a inibigdo do produto final por celobiose (VASQUEZ, 2007; OLOFSSON et al.,
2008).

2.4.6. Carga de substrato

A fim de alcangar altas concentragbes de etanol, uma elevada carga de
substrato é crucial para a economia do processo SSF. O modo em batelada é a
forma classica dos processos SSF. Porém, neste modo de operagdo, quando o
conteudo de solidos em SSF é aumentado, a producéo de etanol tende a diminuir.
Na pratica, é dificil alcangar bons rendimentos de etanol em processos SSF
contendo acima de 10% de sélidos (OLOFSSON et al. 2008). Na Figura 2.19 estéo
apresentados os efeitos da carga de solidos, enzima e células no rendimento de
etanol em processo SSF conduzido em batelada simples, reportado por Olofsson et
al. (2008).

Ao invés de adicionar todo o sélido no inicio do processo, pode ser realizada
alimentagao gradual. Existem algumas vantagens quando se faz uso do processo

SSF em batelada alimentada. Com a adicdo gradual de solidos, os niveis de
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inibidores podem ser mantidos baixos, ocasionando menor inibicdo da fermentacgao.
A taxa de alimentacdo adequada pode permitir a continua conversao de inibidores. A
agitacdo é um problema a ser considerado em processos com altos niveis de
solidos, o que resulta em problemas de transferéncia de massa e calor. Isto se torna
menos pronunciado com batelada alimentada devido a hidrélise gradual das fibras
adicionadas (BALLESTEROS et al., 2005; RUDOLF et al., 2005).
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Figura 2.19. Influéncia da carga de sdlidos (A), enzimas (B) e concentracdo de ceélulas (C)
no rendimento de etanol em processo SSF de diferentes materiais lignocelulésicos: palha de
cevada pré-tratado (circulo), abeto pré-tratado (losangulo), salix pré-tratado (quadrado),
salgueiro pré-tratado (tridangulo) e sabugo de milho pré-tratados (x). WIS: sélidos insoluveis
em agua

2.4.7.Biomassa celular (tamanho de in6culo)

Em processo SSF em larga escala, apds inoculagdo com a levedura, ou outro
agente fermentativo, propagados externamente (Figura 2.18), ha aspectos que
necessitam de particular atencdo para se garantir o bom éxito dos processos
envolvidos (enzimatico e fermentativo). Assim, uma maior concentragdo de células
no processo SSF ira resultar em maior produtividade volumétrica em etanol e maior
rendimento do processo; no entanto, esta maior taxa de producdo de etanol podera
estar limitada caso a taxa de hidrolise enzimatica ndo atenda a taxa de consumo de
glicose pela levedura. Desta forma, € imperioso definir estratégias para que a taxa
de produgdo de etanol ndo esteja limitada pela taxa de hidrélise. Esta é€,
provavelmente, a razdo de se verificar na literatura sobre este tema valores
reduzidos de produtividade volumétrica em etanol, ja que a maioria dos trabalhos
reporta baixas concentragdes de células, devido as reduzidas cargas enzimaticas
utilizadas (RUDOLF et al., 2005; SASSNER et al., 2006; SASSNER et al., 2007).
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Sendo assim, nao se verifica uma forte correlagao entre a concentragao de células e
a producéao de etanol, sendo as concentracdes de células utilizadas da ordem de 1 a
2 g/L para condicdes tipicas de SSF (10 % de sdlidos e 30 FPU/g) (OLOFSSON et
al. 2008).

2.4.8. Breve sumario de producdo de etanol por processo SSF de
hexoses

Na Tabela 2.11 estdo apresentadas as condicbes dos processos SSF
realizados por diversos autores. Estdo apresentados os tipos de matéria-prima, o
pré-tratamento aplicado, concentragcédo de sdlidos, temperatura, linhagem do agente
fermentativo, concentracdo de etanol, rendimento e modo de operagao. Verifica-se
que inumeras séo as estratégias adotadas para producdo de etanol de segunda
geragao, variando-se os as formas de preparo da matéria-prima (pré-tratamentos),
espécies e linhagens de microrganismos fermentadores e modo de operagao do

processo.

De acordo em Vasquez (2007), a concentragado de sélidos em um processo
SSF para producédo de etanol, é o fator limitante. Sendo assim, um aumento da
concentracdo de solidos faz-se necessario para um aumento da produgao deste
biocombustivel. Entretanto, verifica-se uma caracteristica recorrente entre os
diversos trabalhos citados na Tabela 2.11, que € a baixa concentragcédo de sélidos no
processo, mesmo em processos conduzidos em batelada alimentada. Dessa forma,
a concentracao de etanol fica relativamente baixa ao final do processo. Outro fato
importante a se observar sdo os prolongados tempos de processo, ocasionando
baixas produtividades volumétricas em etanol. Este € um aspecto importante a ser
trabalhado uma vez que baixas produtividades aumentam os custos de producgao

devido ao tempo de operacéo de biorreatores.
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Tabela 2.11. Sumario de experimentos com SSF encontrados na literatura.

Etanol

Matéria- Pré- Concentracdo de | Temp . . Tempo . Modo de N
prima tratamento solidos (°C) Microrganismo (h) (gnﬂ) operagao Referéncias
E:\I/gila de Vapor 7.5% 35 S. cerevisiae 120 22,4 BioBr::It:éaem I(_2ir(1)((tl)e7)et al.
(Sg";igueiro) Vapor 9% 37 S. cerevisiae 78 32 BioBr;?:It;é:m Sas(sznoeorﬁeit al.
(S;;il);;ueiro) Vapor 1% 37 S. cerevisiae 120 33 all?rit:rlﬁga Sas(sznoeor Ge)t al.
Conifera Vapor 10% 37 S. cerevisiae 72 44,5 BioBr;?:It;é:m RU?ZO(;E)?) al.
Conifera Vapor 6-10% 37 S. cerevisiae 72 44,5 all?ritee:]at:ga R“E’;&‘;‘) al.
Poplar Vapor 10% m/v 42 lﬁ‘lrl;é\iis:(%yé$s 160 19,0 ;;ﬁzgzss BaIIe?;%rcc)):)et al
Eucalipto Vapor 10% m/v 42 K. fra19(i)li857gECT 160 17.0 gé?tzg%ss Balle?;%g):)et al.
Palha de trigo Vapor 10% miv a2 | K Tregls LECT 160 18,1 ol Ao
T | e | onen | @ | CPEESST| m | ma | fwm | wesad
Papelao Nenhum 6% 40 K. fragilis 72 14,1 ggigg‘;z Kéfz%roit)a'-
Papel&o Nenhum 6 % 40 S. cerevisiae 72 14,2 ggigg‘;z Kéfz%roit)a'-
Solka floc Nenhum 6 % 40 S. cerevisiae 72 16,6 gg:?tzgzss Ké(dzéoroit)al.
Solka floc Nenhum 6% 40 K. fragilis 72 17,8 aFgrizggss Ké(dzéoroit)a'-
Populus ACidé)"E:,J(;Erico 7.5% mi/v celulose 37 S. cerevisiae 192 36,6 Bi%ﬁ:&;:m Spir(m%egr 1e)t al.
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Tabela 2.11. Sumario de experimentos com SSF encontrados na literatura (Cont.).

Matéria- Pré- Concentragéo o : . Tempo Et_anol Modo de A
; ‘1 Temp (°C) | Microrganismo final ~ Referéncias
prima tratamento de sélidos (h) (g LY operacao
Folha de Frascos Hari Krisna et al
Antigonum Alcalino + H,O, 10% m/v 43 K. fragilis 96 27 . )
| agitados (2001)
eptopus
Folha de Frascos Hari Krisna et al
Antigonum Alcalino + H,O, 10% m/v 40 S. cerevisiae 96 21 . )
| agitados (2001)
eptopus
. o Frascos Hari Krisna et al.
0,
Palha de cana | Alcalino + H,O, 10% m/v 43 K. fragilis 96 28 agitados (2001)
Palha de cana | Alcalino + H,O, 10% m/v 40 S. cerevisiae 96 22 Fr?scos Hari Krisna et al.
agitados (2001)
Willow  (Salix 10% matéria s Biorreator em Eklund e Zacchi
caprea Q082) Vapor seca 37 S. cerevisiae 72 28,7 Batelada (1995)
Willow  (Salix 10% matéria . Biorreator em Eklund e Zacchi
caprea Q082) Vapor seca 37 Z. mobilis 72 27.9 Batelada (1995)
- . Cultura mista de
o
Switchgrass AC'do. sglfurlco 7.5% miv 37 S. cerevisiae e B. 120 37,0 Frgscos Wyman etal.
diluido celulose . agitados (1992)
clausenii
Sabugo de | Acido sulfurico 7.5% mliv L Frascos Wyman et al.
milho diluido celulose 37 S. cerevisiae 120 39,1 agitados (1992)
A . s )
Palha de milho AC|do_ sglfunco 7.5% miv 37 S. cerevisiae 120 39,1 Fr_ascos Wyman etal.
diluido celulose agitados (1992)
. Acido sulfurico 7.5% mlv L Frascos Wyman et al.
Palha de trigo diluido celulose 37 S. cerevisiae 120 38,3 agitados (1992)
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2.5. Consideracdes gerais

A utilizacdo efetiva dos materiais lignoceluldésicos em processos
biotecnolégicos esbarra em dois obstaculos principais: a associagao celulose-
hemicelulose-lignina, que é uma barreira natural a degradagdo enzimatica e
microbiana desses materiais e a estrutura cristalina da celulose, resistente a
hidrélise. Adicionalmente, a hidrélise acida da celulose apresenta o inconveniente de
requerer elevadas temperaturas e pressao, levando a destruicdo de parte dos
carboidratos e a obtengdo de produtos de degradacao tdéxicos aos microrganismos
(JACOBSEN e WYMAN, 2000). A sacarificagdo enzimatica, por sua vez, requer o
emprego de pré-tratamentos fisicos (moagem, aquecimento, irradiagdo) ou quimicos

(acido sulfurico, acido fosférico, alcalis), para atingir rendimentos viaveis.

Os avangos nessa area sinalizam que, seguramente, o aproveitamento de
mateérias-primas renovaveis, incluindo os seus residuos, podera reverter a
dependéncia energética do petroleo. As tecnologias de producdo de etanol de
matérias-primas agucaradas e amilaceas estdo comercialmente estabelecidas. O
proximo passo € o aproveitamento da celulose e da hemicelulose, que, juntas,
representam, aproximadamente, 60 a 70% em massa seca dos materiais
lignoceluldsicos. Existe, entretanto, a necessidade da etapa de pré-tratamento e do
equacionamento do uso das correntes de acucares com seis e cinco carbonos
resultantes das operagdes de pré-tratamento e hidrélise dos polissacarideos e do
uso da lignina. No que tange ao aproveitamento de celulose, existem universos
industriais distintos. O processo com mais chances de sucesso, em curto prazo, no
Brasil, devera respeitar as caracteristicas do parque industrial ja instalado,
associando as novas tecnologias aquelas tradicionais. Verifica-se tendéncia a
integracao das etapas de hidrolise e fermentacéo para produgao de etanol. O Brasil
encontra-se em uma posigao privilegiada para assumir a lideranga no
aproveitamento integral da biomassa e seguir sua vocagdo natural para

desenvolvimentos nessa tematica.
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Capitulo 3

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A crescente demanda por energia no mundo e 0s inconvenientes da queima
de combustiveis fésseis, aléem das frequentes variacdes no preco do petréleo
impulsionaram nos dltimos anos a busca por fontes renovaveis de energia, a
chamada energia limpa. O etanol € um biocombustivel que se encaixa neste
conceito, no entanto, para atender a crescente demanda, faz-se necessaria a busca
por matérias-primas alternativas as fontes sacarineas e amilaceas. Sendo assim, o
aproveitamento de residuos lignocelulésicos, como bagaco de cana, vem ganhando
espaco nas pesquisas em todo o mundo para producdo de etanol de segunda
geracado. O Brasil tem avangcado no desenvolvimento de tecnologias para a producao
de etanol de segunda geracdo, no entanto, a sustentabilidade deste processo €&
dependente da imperiosa reducéo de custos de producao, incluindo os custos com
insumos. Um dos gargalos tecnolégicos identificados para se viabilizar a tecnologia
de producédo do etanol de segunda geracao relaciona-se ao custo com as celulases
e uma das propostas para se alcancar este fim é a producdo desses
biocatalisadores de forma dedicada (dedicated production). Sendo assim, esta

pesquisa teve 0s seguintes objetivos:
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Objetivo Geral

Desenvolver um bioprocesso para producdo de celulases por Penicillium
funiculosum por fermentacdo submersa, utilizando bagaco de cana pré-tratado como
substrato e avaliar a utlizacdo do preparado celulasico em processo de
sacarificacdo e fermentacdo simultdneas para producdo de etanol de segunda

geracao.

Objetivos Especificos

e Caracterizar o bagaco e a celulignina obtida apés pré-tratamento &cido e
alcalino do bagaco de cana-de-acucar em termos de seus constituintes
principais;

e Otimizar o meio de cultivo (fontes de nitrogénio) para producéo de celulases a
partir da celulignina de bagaco de cana, em frascos agitados;

e Produzir celulases em biorreator de bancada: avaliacao do tipo e tamanho de
pré-inéculo;

e Avaliar a hidrélise de celulignina de bagaco de cana com diferentes niveis de
deslignificacdo e o efeito de substancias adsorventes no rendimento de
hidrélise;

e Avaliar métodos (rotaevaporador a vacuo e membranas) para concentrar o
extrato bruto enzimético;

e Avaliar a estabilidade da enzima nas temperaturas aplicadas no processo de
sacarificagao e fermentacéo simultaneas (37 e 50°C);

e Caracterizar as celulases produzidas quanto aos parametros cinéticos (ky, e
Vmax), € estimar as massas moleculares;

e Purificar por cromatografia de troca anidnica e caracterizar as celulases
obtidas;

¢ Identificar as celulases por LC/MS/MS;

e Avaliar a utilizacdo do extrato bruto enzimatico concentrado na hidrélise de
celulignina de bagaco de cana.

e Aplicar o preparado celulasico em processo de sacarificacdo e fermentacao
simultaneas (SSF) para producao de etanol de segunda geracao.
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Capitulo 4

MATERIAIS E METODOS

4.1. Microrganismo e padronizacao do inoculo
O microrganismo utilizado foi o fungo filamentoso Penicillium funiculosum

ATCC 11797. Este foi mantido em meio agar batata dextrose (PDA) comercial da

marca Criterion e 0s esporos conservados em glicerol 20% a 4 °C em microtubos.

A cada experimento foi realizada ativagcdo do microrganismo em meio PDA a
fim de garantir a padronizacdo do in6culo em todos os experimentos e reduzir os
riscos de modificagdo genética ocasionada por repiques sucessivos. Na Figura 4.1,
observa-se os aspectos macroscopicos do fungo crescido em agar batata dextrose e
aspectos microscopicos do fungo em microcultivo, observado em microscopio optico
(Leica, modelo DM2000) a um aumento de 1000x. Para o preparo do inéculo,
esporos com no maximo 10 dias foram inoculados (10° esporos/mL) em meio de

Mandels e Weber (1969) em todos os ensaios de otimizacao do meio.

O meio (200 mL) foi adicionado em frasco Erlenmeyer de 500 mL, esterilizado

a 110 °C por 20 min e, apos resfriamento, inoculado com esporos, incubado a 30 °C
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e agitado a 200 rpm por 48h. ApoOs este periodo, o meio contendo micélio foi
utilizado como in6culo a uma propor¢cdo de 5% (v/v) do meio de producdo de

celulases.

Figura 4.1. Aspecto macroscopico do fungo Penicillium funiculosum em meio PDA (A) e
aspecto microscépico em microcultivo (B).

4.2. Pré-tratamento do bagaco

Visando aumentar a acessibilidade do microrganismo ao substrato,
removendo-se parcialmente as frag6es hemicelulose e lignina, o bagago passou por
um tratamento acido com solugédo de é&cido sulfurico 1 % v/v a 121 °C/45 min de
acordo com método otimizado por Betancur (2005) e, posteriormente, por um
tratamento alcalino com solucédo de hidréxido de sédio 4 % m/v a 121 °C/30 min,
conforme método estabelecido por Vasquez et al. (2006). Na Figura 4.2, observa-se
0 aspecto do bagaco nas diferentes etapas do pré-tratamento. O material resultante
foi denominado de celulignina parcialmente deslignificada (Figura 4.2 D), a qual foi

utilizada para todos os experimentos.
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Figura 4.2. Aspecto do bagaco em diferentes etapas do pré-tratamento. (A) bagaco de cana
seco; (B) bagaco cominuido; (C) apds pré-tratamento com acido sulfarico 1% (v/v); (D) ap6s
pré-tratamento com hidréxido de sodio 4 % (m/v).

4.3. Caracterizacédo do bagaco de cana e celulignina
O bagaco de cana-de-acucar foi proveniente da empresa Dedini SA. O
bagaco de cana e a celulignina foram caracterizados por gravimetria e cromatografia

liquida (HPLC), conforme os procedimentos descritos a seguir.

O bagaco de cana foi cominuido em moinho (MF10 Basic, marca IKA®) e as
particulas padronizadas com uso de peneira de abertura 0,5 mm. Posteriormente foi
realizada a hidrdlise quimica, utilizando acido sulfarico 72 % (m/m) em tubos de
ensaio por 1 h a 30 °C. Apo6s este periodo, o acido foi diluido para 4 % com agua
deionizada e entdo, o bagaco com solucéo acida foi autoclavado por uma hora a 121
°C. O hidrolisado foi filtrado em cadinhos de vidro tipo Gooch n° 3 (previamente
calcinado a 550 °C e pesado) e o residuo foi lavado com &gua destilada para
remover todo o hidrolisado. Os cadinhos com residuo seco (lignina klasson) foram
pesados e calcinados em mufla a 550 °C por 5 h, resfriados e pesados. O

hidrolisado foi neutralizado para pH 5,5 a 6,0 e filtrado.
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A partir do filtrado, foram determinados os teores de acucares redutores totais
pelo método de DNS, segundo Miller (1959) e glicose por HPLC, em coluna HPX87.
As concentragdes de celulose, hemicelulose, lignina e cinza foram determinadas
conforme as equacgdes abaixo (SLUITER et al. 2005; VERVERIS et al. 2007).

Celulose (% m/m) - 090 Cl-—--100 Equacao 1
0,96 m

Onde,

0,90 = Coeficiente que resulta da relacdo entre a massa molecular do polimero e do
mondmero de glicose;

0,96 = Rendimento de sacarificacdo da celulose a glicose
C1 = Concentracao de glicose (g/L)

v = Volume total da solucao de acucar (L)

m = massa da amostra seca (Q)

oc = diluicdo da amostra (se houver)

E 30 2
Hemicelulose (% m/m)—g_gg (C2- C1) V. 4100 quacao

Onde,

0,88 = Coeficiente que resulta da relacdo entre a massa molecular do polimero e do
mondmero de glicose

0,93 = Rendimento de sacarificacdo da xilana a xilose
C1 = Concentracao de glicose (g/L)

C2 = Concentracao de acgucares redutores (g/L)

v = Volume total da solucéo de acucar (L)

m = massa da amostra seca (g)

oc = diluicdo da amostra (se houver)

69



Maeda, RN Capitulo 4 —Materiais e Métodos

Lignina (% m/m) :w-loo Equacéo 3

Onde,
W1 = Residuo seco da filtragem (g)
W2 = Residuo apds calcinacéo (g)

m = massa da amostra seca (Q)

- W2 ~
Cinza (% m/m)=—=-100 Equacéao 4
m
Onde,
W2 = Residuo apos calcinacéo (g)

m = massa da amostra seca (Q)

4.4. Avaliacédo do carater constitutivo das celulases e papel indutor da celulose

na producdo de enzimas celuloliticas por P. funiculosum

Os microrganismos sdo capazes de produzir enzimas constitutivamente, ou
seja, sem necessidade de um agente indutor, tendo como fonte de carbono a
glicose. Para avaliagdo do carater constitutivo das celulases; efeito indutor da
celulose; e, efeito repressor da glicose, o fungo filamentoso P. funiculosum foi
crescido em meio de Mandels e Weber (1969) e como fonte de carbono (10 g/L)
foram utilizadas glicose, celulose microcristalina e celulignina, em diferentes
proporcdes de acordo com a Tabela 4.1. A fermentacgdo foi conduzida em frascos
Erlenmeyers de 500 mL, a 30 °C, 200 rpm durante 72 h. ApoOs este periodo

guantificou-se as atividades das celulases.

Tabela 4.1. Composicao percentual da fonte de carbono utilizada para produgéo de enzimas
celuloliticas por P. funiculosum. Grupo 1, com celulose microcristalina e Grupo 2 com
celulose de celulignina.

Fonte de carbono Proporcéo (%)
Celulose microcristalina 0 25 50 75 100
Grupo 1
Glicose 100 75 50 25 0
Celulose de celulignina 0 25 50 75 100
Grupo 2 _
Glicose 100 75 50 25 0
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4.5. Producéo de celulases por P. funiculosum: planejamentos experimentais
para otimizag&do da concentragdo das fontes de nitrogénio

Para producgao das enzimas foi utilizado o meio mineral de Mandels e Weber
(1969). O experimento foi conduzido em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo
200 mL de meio sob agitacdo de 200 rpm a temperatura de 30 °C. Como fonte de
carbono, foi utilizada celulignina parcialmente deslignificada na concentracdo de 15
g/L.

A maioria dos trabalhos da literatura utiliza como fonte de nitrogénio a uréia, o
sulfato de amoénio, peptona e extrato de levedura (MANDELS e WEBER, 1969;
CASTRO, 2006; CARVALHO, 2007). No entanto, € importante verificar se as
concentracbes sdo adequadas, se sdo realmente imprescindiveis ou se ndo estao
em concentracdes inibitorias para o desenvolvimento do microrganismo e/ou para

producdo de enzimas do complexo celulasico.

Para otimizacdo da concentracdo das fontes de nitrogénio foi escolhido o
método de planejamentos de experimentos sequienciais. O Planejamento 1 foi
estruturado fatorial completo com quatro fontes de nitrogénio em dois niveis e trés
repeticbes do ponto central, totalizando 19 experimentos, onde o ponto central foi
definido nas condicbes encontradas na literatura (Tabela 4.2). A matriz do
planejamento pode ser visualizada na Tabela 4.3 e as varidveis de resposta foram

as atividades FPasica, CMCasica e B-glucosidasica.

Os resultados do Planejamento 1 permitiram eliminar uma das fontes de
nitrogénio, a peptona, e a faixa das demais fontes foram deslocadas para a segunda
sequéncia de experimentos (Planejamento 2), conforme se observa na Tabela 4.4 e

na matriz do planejamento na Tabela 4.5.

O ultimo planejamento da sequéncia (Planejamento 3), o Delineamento
Central Composto Rotacional (DCCR), estd mostrado nas Tabelas 4.6 e 4.7. Para
esta sequéncia, o sulfato de amonio foi retirado do planejamento, mas néo eliminado
do meio, mantendo-se constante para todos 0s experimentos na concentracédo de 4

g/L. Os dados foram analisados no Programa Statistica 6.0.
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Tabela 4.2. Niveis do Planejamento 1 (fatorial 2%) para cada fonte de nitrogénio.

. Niveis
VARIAVEIS
Min (-1) PC (0) Max (+1)
Uréia (g/L) 0,15 0,3 0,45
Sulf. Aménio (g/L) 0,7 1,4 2,1
Peptona (g/L) 0,4 0,75 11
Ext. Levedura (g/L) 0,125 0,25 0,375

Tabela 4.3. Matriz do Planejamento 1 (fatorial 2*) para fontes de nitrogénio.

Fonte de Nitrogénio (g/L)

Experimento

Uréia Sulf. Aménio Peptona Ext Lev.
1 0,150 0,700 0,400 0,125
2 0,450 0,700 0,400 0,125
3 0,150 2,100 0,400 0,125
4 0,450 2,100 0,400 0,125
5 0,150 0,700 1,100 0,125
6 0,450 0,700 1,100 0,125
7 0,150 2,100 1,100 0,125
8 0,450 2,100 1,100 0,125
9 0,150 0,700 0,400 0,375
10 0,450 0,700 0,400 0,375
11 0,150 2,100 0,400 0,375
12 0,450 2,100 0,400 0,375
13 0,150 0,700 1,100 0,375
14 0,450 0,700 1,100 0,375
15 0,150 2,100 1,100 0,375
16 0,450 2,100 1,100 0,375
17 (C) 0,300 1,400 0,750 0,250
18 (C) 0,300 1,400 0,750 0,250
19 (C) 0,300 1,400 0,750 0,250
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Tabela 4.4. Niveis do Planejamento experimental 2 (fatorial 2%) para cada fonte de

nitrogénio.
. Niveis
VARIAVEIS ]
Min (-1) PC (0) Max (+1)
Uréia (g/L) 0,3 0,55 0,8
Sulf. Aménio (g/L) 1,2 2,60 4.0
Ext. Levedura (g/L) 0,075 0,163 0,250

Tabela 4.5. Matriz do Planejamento 2 (fatorial 2°) para fontes de nitrogénio.

Fonte de Nitrogénio (g/L)

=xperimento Uréia Sulf. Aménio IIE_)((at\;ijou?;

1 0,3 1,2 0,075
2 0,8 1,2 0,075
3 0,3 4 0,075
4 0,8 4 0,075
5 0,3 1,2 0,25
6 0,8 1,2 0,25
7 0,3 4 0,25
8 0,8 4 0,25

9 (C) 0,55 2,6 0,1625

10 (C) 0,55 2,6 0,1625

11 (C) 0,55 2,6 0,1625

Tabela 4.6. Niveis do Planejamento experimental 3 (DCCR) para cada fonte de nitrogénio.

. Niveis
VARIAVEIS _
-a, Min (-1) PC(0) Max (+1) +a,
Uréia (g/L) 0,234 0,40 0,80 1,20 1,366
Ext. Levedura (g/L) 0,038 0,10 0,25 0,40 0,462
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Tabela 4.7. Matriz do Planejamento 3 (DCCR) para fontes de nitrogénio.

Fonte de Nitrogénio (g/L)

Experimento

Uréi Extrato de
réia
Levedura
1 0,400 0,100
2 1,200 0,100
3 0,400 0,400
4 1,200 0,400
5 0,234 0,250
6 1,366 0,250
7 0,800 0,038
8 0,800 0,462
9(C) 0,800 0,250
10 (C) 0,800 0,250
11 (C) 0,800 0,250

4.5.1. Validag&o da otimizag&o da fonte de nitrogénio

Para validar a condicdo O6tima predita foi utilizada a funcdo Desirability
utilizando o programa Statistica 6.0. Esta funcéo estatistica busca a combinacao
dos fatores, de forma que todas as variaveis de resposta sejam maximizadas
simultaneamente. O valor Desirability (D) tem uma amplitude que varia de 0 a 1,
onde D=1 corresponde a plena obtencdo dos objetivos e D=0 corresponde a
impossibilidade de satisfacdo dos objetivos (MONTGOMERY, 2001). Os fatores

otimizados por esta funcdo foram uréia e extrato de levedura.

Para este experimento, realizou-se fermentacdo submersa nas condigoes
Otimas de uréia e extrato de levedura, apontadas pelo modelo, em quatro repeticées
e as analises foram realizadas em triplicata. A fermentacéo foi conduzida em frascos

Erlenmeyers de 500 mL, contendo 200 mL de meio, a 30 °C, 200 rpm durante 72 h.
4.6. Producao de celulases em biorreator: avaliacdo do tipo e tamanho de
inoculo

A producao de celulases em biorreator foi avaliada utilizando-se pré-inoculos
obtidos (em frascos agitados) de trés diferentes formas quanto a composicao das

fontes de carbono:
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e Pré-inéculo G: crescimento micelial em glicose (10 g/L) como Unica fonte de
carbono, por 48 h;

e Pré-inéculo G+C: crescimento micelial em glicose (10 g/L) por 48 h seguido
de in6culo (5 %) em meio contendo celulignina 15 g/L (10 g/L de celulose),
para aclimatacdo por 72 h antes do in6culo em reator;

e Pré-inéculo GC: crescimento micelial em meio contendo 5 g/L de glicose e 15
g/L de celulignina, crescido por 72 h.

Nos trés casos, os frascos foram inoculados com 10° conidios/mL. Os
reatores foram inoculados com o meio contendo micélio (pré-inéculos) na propor¢ao
de 5 % (v/v), sendo denominados de Biorreator G, Biorreator G+C e Biorreator GC,
respectivamente, e a cada 12 h foram coletadas amostras para quantificacdo das

atividades FPasica, CMCasica e B-glucosidasica.

A producdo de celulases foi realizada em biorreator Biostat B (B. Braun
Biotech. Int.) com volume nominal de 10 L e volume util de 7 L (Figura 4.3). Como
fonte de carbono e indutor para producdo de celulases foi utilizada celulignina
parcialmente deslignificada (20 g/L). O meio mineral foi o de Mandels e Weber
(1969) e as fontes nitrogenadas foram as otimizadas no presente estudo. O
biorreator era equipado com sistema de agitacdo mecanica com trés impelidores
FBT (flat blade turbine) com seis pas retas, sem chicanas no vaso reacional; eletrodo
de temperatura; eletrodo de pH (eletrodo de prata/cloreto de platina, METLER
TOLEDO); eletrodo para controle de DO, (eletrodo polarografico prata/platina,
INGOLD). O biorreator foi configurado nas seguintes condi¢des: temperatura de 30
°C, pH 5,0, agitacdo de 150 a 400 rpm, aeracao de 0,5 a 1 vwvm, de forma a manter
DO, de 20 a 40 % da saturacéao.

Apds escolha da melhor forma de preparo do pré-inéculo, foi avaliado também
o tamanho de inéculo, sendo estudados 5 e 10% do volume total de meio de
producdo. Os biorreatores foram operados durante 84 h e a cada 12 horas foram

quantificadas as atividades celulasicas e xilanasicas e teor protéico.
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Figura 4.3. Biorreator Biostat B utilizado para producéo de celulases por P. funicusolum.

4.7. Concentracado dos extratos brutos enzimaticos

Apéds fermentacdo em biorreator, o meio fermentado foi filtrado em la de vidro
para separar o micélio e residuos de celulignina do meio liquido (extrato bruto
enzimatico). O extrato enzimatico foi entdo concentrado por dois métodos, em

rotaevaporador a vacuo e por ultrafiltragcdo tangencial em membranas de fibras ocas.

4.7.1. Concentragdo em evaporador rotativo

O extrato bruto enzimatico foi concentrado em evaporador rotativo a 45 °C
sob vacuo (-760 mmHg). O processo foi realizado em duas etapas, onde na primeira
o0 extrato foi concentrado a um fator de 25 e na segunda etapa 0s extratos
concentrados 25 vezes foram reunidos e concentrados a um fator de 2,8 totalizando
um fator de concentracdo volumétrico final de 70 (25 x 2,8). Os tempos de

concentragéo das etapas 1 e 2 foram de 4 h e 2 h, respectivamente.

O tempo total para concentrar 5 L de extrato bruto foi de aproximadamente 5
dias em baldo de evaporacdo de 1000 mL com volume util de 250 mL. A
concentracdo em rotaevaporador a vacuo foi realizada com e sem adicdo de
estabilizadores (glicerol e polietilenoglicol 8000). Tendo em vista que nos ensaios

preliminares foram verificadas perdas de até 94 % das atividades enzimaticas,
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durante a concentracdo foram adicionados como estabilizantes o polietilenoglicol
8000 (PEG8000) 0,2% m/v e glicerol 0,75 %.

O preparado enzimatico obtido foi avaliado quanto a estabilidade a 37 e 50 °C

e quanto a estabilidade durante o armazenamento.

4.7.2. Concentracédo por ultrafiltracdo tangencial em sistema de membranas de

fibras ocas

O extrato bruto celuldsico foi concentrado em um sistema de filtracdo
tangencial em membrana de fibras ocas de polissulfona, Hollow Fiber modelo
QuixStand, marca GE Healthcare (Figura 4.4). A primeira etapa consistiu em
microfiltragdo em membranas de 0,2 pum para remocdo de células e material
particulado. Na etapa seguinte o extrato enzimético foi concentrado em cartucho
com membrana de corte (cut-off) de 10 e 5 kDa a uma pressédo de no maximo 15 psi
na entrada do cartucho, em temperatura ambiente. Foram coletadas amostras do
tanque de alimentacdo (extrato bruto), do permeado da ultrafiltracdo e do
concentrado final para quantificacdo das respectivas atividades celulasicas. O
extrato bruto concentrado em cartucho de cut-off 5 kDa foi denominado de
Preparado Celulasico LADEBIO/BR (Figura 4.5). O preparado enzimatico obtido foi

avaliado quanto a atividade e estabilidade a 37 e 50 °C.

Figura 4.4. Sistema de filtracdo tangencial em membranas de fibras ocas de polissulfona.
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Figura 4.5. llustracao do preparado celulasico LADEBIO/BR.

4.8. Avaliacao da estabilidade do preparado enzimatico

Os extratos enzimaticos concentrados em ambos o0s métodos foram
incubados a 50 e 37 °C simultaneamente. Em intervalos regulares foram retiradas
amostras e avaliadas as atividades celulasicas durante 456 h. As temperaturas de
37 e 50 °C foram selecionadas por serem as utilizadas nos processos de

sacarificacdo e fermentacdo simultaneas.

4.9. Identificagdo preliminar das enzimas com atividade CMCésica e fB-
glucosidasica por meio de zimograma

Com o objetivo de se fazer uma identificacdo prévia das enzimas com
atividades CMCasica e p-glucosidasica do preparado enzimético concentrado,

realizou-se uma eletroforese SDS-PAGE e zimograma para as referidas enzimas.

4.9.1. Eletroforese SDS-PAGE e gel nativo

A eletroforese SDS-PAGE em condi¢cdes nativas foi realizada em gel de

poliacrilamida 12 % usando sistema de cuba vertical (Mini-PROTEAN Tetra system,
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marca Bio-Rad). A corrida eletroforética foi conduzida a 10 °C aplicando-se uma
corrente de 20 mA/gel. Como marcadores de massa molecular foram utilizados, soro
albumina bovina (67 kDa); ovoalbumina (45 kDa); anidrase carbdnica bovina (30
kDa); inibidor de tripsina de soja (22,46 kDa); Citocromo C (13,37 kDa).

Para o zimograma de celulases com atividade em carboximetilcelulose
(CMCQC), foi adicionada CMC (0,2 % m/v) a composicado do gel de poliacrilamida; e
para B-glucosidases, o preparo do gel seguiu 0s mesmos procedimentos para o gel
SDS/PAGE desnaturante.

4.9.2. Revelacdo das bandas

Apos eletroforese, o gel SDS-PAGE foi imerso em solucdo corante (metanol
45%, acido acético 10 % e coomasie brilhante R-250 0,1 %) por 3 horas e em
seguida descorado com solucao fixadora descorante (acido acético 10%).

Para revelacdo de celulases com atividade em CMC, apos eletroforese, o gel
foi imerso em solucéo Triton x-100 1% e mantido sob agitacdo constante durante 20
min, para remog¢do do SDS. Em seguida, a solucao foi substituida por tampéao citrato
de sédio pH 5,0 50 mM e mantida sob agitacdo constante durante 20 minutos. O
procedimento de lavagem com tampao foi repetido duas vezes. Apos lavagens, o gel
foi imerso novamente no tamp&o citrato e incubado a 50 °C por 20 min. Na
sequéncia, o gel foi imerso em solucdo vermelho de congo (0,1 % m/v), onde ficou
por 30 min. Posteriormente, o gel foi lavado sucessivas vezes com solucédo de NacCl

1 M, até o aparecimento das bandas.

Em relacéo as B-glucosidases, ap0s eletroforese, o gel foi imerso em solucao
Triton x-100 1% e mantido sob agitacdo constante durante 20 min, para remocao do
SDS. Em seguida, a solucdo foi substituida por tampéo citrato de sédio pH 5,0 50
mM e mantida sob agitacdo constante durante 20 minutos. O procedimento de
lavagem com tampao foi repetido duas vezes. A revelacdo de B-glucosidase foi
realizada com Esculim (6,7-dihydroxycoumarin 6-glucoside) 0,1% e cloreto férrico
0,03% em tampado citrato de s6dio 50 mM pH 5,0 (KWON et al., 1994). As enzimas
B-glucosidases agem separando a glicose da esculetina, a qual reage com cloreto
férrico formando um precipitado escuro, revelando especificamente a banda de B-

glucosidases.
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4.10. Purificacdo e caracterizagdo de enzimas do Preparado Celulasico
LADEBIO/BR

A etapa de purificacdo de enzimas é de grande importancia para caracterizar
as moléculas presentes no extrato bruto enzimatico. Estas informagfes servirdo para
o conhecimento das moléculas secretadas pelo microrganismo em estudo e com
isso poderdo servir de base para elaboracdo de um preparado enzimatico mais

eficiente.

Neste estudo foi desenvolvido um protocolo de purificagdo de enzimas de P.
funiculosum. A etapa de purificacdo e caracterizacéo foi realizada no Laboratério de
Cristalografia do Grupo de Biotecnologia Molecular, no Instituto de Fisica de Séao
Carlos (IFSC) da Universidade de Sao Paulo (USP).

4.10.1. Concentracdo e troca de tampédo do extrato enzimatico - Precipitacao

com sulfato de amoénio

O preparado enzimatico foi precipitado com sulfato de amdénio para reducao
do volume do extrato total de proteinas e troca do tampdao. A saturacdo de sulfato de
amonio necessaria para precipitacdo de todas as proteinas presentes na mistura
protéica foi determinada apds teste de precipitacdo com sulfato de aménio 20 a 80%
de saturacdo. A amostra inicial continha 5 mL a uma concentracdo 2,6 mg/mL e
cada passo de precipitacdo foi realizado com adicao lenta do sal sob agitacao
constante a 18°C. As guantidades de sulfato de amdnio foram adicionadas com base
na Tabela 4.8 (SCOPES, 1993). Apos 30 minutos de precipitacdo as amostras foram
centrifugadas a 3000 g por 30 minutos e ao sobrenadante foi dado tratamento
idéntico para a proxima faixa de saturagdo até se alcancgar os 80%. Os precipitados
de cada etapa foram ressuspendidos em 1,5 mL de tampao citrato de sodio 50 mM,
pH 5,0. Ensaios de atividade de CMCase, FPase e B-glucosidase foram realizados
para cada fracdo para caracterizagdo dos grupos de proteinas separados.
Adicionalmente, as diferentes fracdes obtidas foram visualizadas em gel SDS-PAGE
(Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sédio) de 15% de
poliacrilamida, corado com Comassie Brilliant Blue R-250 e descorado com &cido
acético 10% (v/v). Como marcadores de massa molecular foram utilizados, soro
albumina bovina (67 kDa); ovoalbumina (45 kDa); anidrase carbdnica bovina (30
kDa); inibidor de tripsina de soja (22,46 kDa) e Citocromo C (13,37 kDa).
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Apoés escolha da concentragdo minima de sulfato de amdnio necessaria para
precipitacdo das proteinas de P. funiculosum, realizou-se o procedimento de

precipitagdo como uma etapa prévia a purificacdo por cromatografia de troca idnica.

ApOs precipitacdo das proteinas com sulfato de aménio e ressolubilizagdo do
precipitado em tampéo citrato de sédio 50 mM, pH 7,5, a amostra foi dessalinizada
em coluna de gel filtracdo HiPrep Desalting 26/10 com 0 mesmo tamp&do. A corrida
se deu com fluxo de 3 mL/min respeitando o limite de pressao de 0,15 MPa e com 2
volumes de coluna (140 mL) de tampé&o.

Todos o0s passos de cromatografia foram realizados em sistema de
cromatografia liquida de rapida performance (FPLC) Akta Purifier (Amersham-

Biosciences) acoplada de um coletor de fracbes modelo Akta 900.

Tabela 4.8. Quantidade de sulfato de amdnio a ser adicionada para precipitacdo de
proteinas.

% Porcentagem de saturacdo a ser obtida

Saturacdo 20 30 40 50 60 70 80 90 100

inicial Quantidade de sulfato de aménio a ser adicionada (g) por litro de solucéo a 4°C

0 113 175 242 314 390 472 561 657 761

5 83 146 212 282 359 439 526 621 723
10 37 117 182 251 325 405 491 584 685
20 0 59 121 188 260 337 421 511 609
30 0 61 125 195 270 351 438 533
40 0 63 130 202 281 365 457
50 0 65 135 210 292 381
60 0 67 140 219 305
70 0 70 146 228
80 0 73 152
90 0 76

Fonte: Scopes (1993)
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4.10.2. Separagcdo de proteinas do extrato total por cromatografia de troca
ibnica

Foram purificadas as proteinas majoritarias do extrato extracelular de
Penicillium funiculosum por meio de cromatografia de troca idnica com coluna de
troca anionica Q-sepharose HP 16/10 utilizando Akta Purifier (Amersham-
Biosciences) acoplada de um coletor de fragbes modelo Akta 900 (Figura 4.6). Os
tamp0des utilizados foram tris 50 mM pH7,5 contendo glicerol 5% para tampé&o de
equilibrio e tris 50 mM pH7,5, glicerol 5% e NaCl 1M para eluicdo das proteinas em
gradiente linear de 0-100%, em 20 CV. As amostras coletadas em coletor de fracdes
foram concentradas e tiveram os tampfes trocados em concentradores Vivaspin
(Amersham-Bioscience). A pureza das fragbes foi checada por eletroforese SDS-
PAGE da mesma forma descrita acima. As fracdes que continham bandas de
proteinas equivalentes foram reunidas e concentradas em Vivaspin com membrana

com corte de 10 kDa (GE Healthcare) por centrifugacdo a 3000 g.

Figura 4.6. Akta. Sistema para cromatografia liquida de rapida performance (FPLC).
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4.10.3. Digestao com tripsina das bandas da eletroforese SDS-PAGE das
amostras purificadas

A digestdo das amostras com tripsina, para identificacdo por LC/MS/MS, foi
realizada conforme método descrito por Shevchenko et al. (1996). Apoés eletroforese
as bandas foram recortadas com auxilio de laminas bisturi e transferidas para
microtubos Eppendorff de 500 uL pré lavados com metanol. Os fragmentos foram
descorados por lavagens (trés vezes/15 min) com solucdo de acetonitrila 50% em
bicarbonato de amoénio 25 mM pH 8,0. ApGds remocédo do coomassie e SDS, os
fragmentos foram desidratados com acetonitrila seguido de secagem em
concentrador a vacuo refrigerado (Speed vac). Apos secagem, as amostras foram
reduzidas com DTT 10 mM (ditiotreitol) por 30 minutos. O DTT foi entdo removido e
a amostra foi alquilada com iodoacetamida 50 mM (IAA) por 30 minutos. Este foi
entdo removido e a amostra foi lavada com bicarbonato de amoénio 100 mM (10 min)
e desidratado com acetonitrila (5 min). A operagéo de reidratagcdo com bicarbonato
de amonio e desidratacdo foi repetida 3 vezes. Em seguida as amostras foram

desidratadas em Speed vac por 15 min.

As amostras, foram adicionados 10 puL de solucéo de tripsina (20 ng/uL) em
acido aceético e bicarbonato de amonio e deixadas em repouso por 10 minutos.
Entdo, o excesso de tripsina foi removido e adicionado de 20 uL de bicarbonato de
amonio 50 mM. As amostras foram deixadas em repouso por 16 a 24 h a 37 °C.
Apoés este periodo, a fase liquida foi removida e os fragmentos solidos foram lavados
com 30 pL de acido férmico em acetonitrila 50 %, por 30 minutos (2 vezes). A fase
liguida foi removida e reunida com a fase liquida anterior. Esta foi entdo concentrada
em Speed vac até volume de 20 uL. Os peptideos removidos foram armazenados

em ultra-freezer a -80 °C para posterior analise por espectrometria de massa.

4.10.4. Identificac&o das proteinas isoladas por espectrometria de massa

Apés digestdo das proteinas com tripsina, foi realizada analise de sequéncia
de peptideos em espectrometro de massa ESI-QUAD-TOF (Micromass) no
laboratério de Genética de Plantas do Departamento de Genética da ESALQ/USP
de Piracicaba e no Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas,

Sao Paulo.
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Apods geracao da sequéncia de peptideos, foi utilizado o software Mascot para
identificacdo de proteinas. Este software compara as sequencias de peptideos
obtidas com as depositadas em bancos de dados internacionais como o National
Center for Biotechnology Information (NCBI), um dos maiores bancos de dados em
gendmica e prote6mica, permitindo identificar proteinas que apresentam massa e

sequéncia similares.

4.10.5. Cromatografia de interagcéo hidrofobica

ApOs purificacdo em cromatografia de troca ibnica e eletroforese SDS-PAGE,
como verificou-se presenca de proteinas contaminantes na fracdo contendo enzima
CBH | (identificada por LC/MS/MS), realizou-se uma cromatografica de interacao

hidrofobica para separar a enzima CBH | das demais proteinas.

Para este método de purificacdo foi utilizada coluna de phenil sepharose TSK
Gel. A cromatografia de interacdo hidrofébica é um método de purificacdo e
separacdo de biomoléculas baseado nas diferencas de hidrofobicidade das

superficies das moléculas.

A amostra (5 mL), ap0s pré-purificacdo em coluna de troca anibnica, foi
adicionada de 5 mL de tampao tris-HCI pH 7,5 100 mM contendo 2 M de (NH,;).SO,.
A amostra foi entdo injetada no sistema FPLC para purificagcdo da enzima. O sistema

foi configurado como se observa abaixo:

A seguir sdo mostradas as condicOes operacionais utilizadas na cromatografia

de interacao hidrofdbica:

Sistema: Akta Purifier (Amersham, Biosciences)

Tampao A: Tris-HCI 50 mM, pH 7,5

Tampao B: Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 + (NH4)>,SO4 1 M

Coluna: phenil sepharose TSK Gel

Equilibrio da coluna com 2 volumes de coluna (2 VC) com tampao B
Volume de injecao: 10 mL

Fluxo: 1,5 mL/min

Volume de coluna: 25 mL

Pressdo méxima na coluna: 0,18 MPa

Gradiente: inicio com 100% de B, apds 2 volumes de coluna (2 CV)
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Atingir 0% de B em 20 CV

Tamanho das fracdes no FT: 5 mL

Tamanho das fracdes durante gradiente: 1 mL

Tamanho das fracdes apds atingir 0 % de B: 10 mL até 2 VC
A: 280 nm

4.10.6. Determinacao da massa molecular das enzimas purificadas

As massas moleculares das proteinas purificadas foram determinadas apos
eletroforese SDS-PAGE utilizando o software Gel-Pro Analyser 4.0. O gel foi
digitalizado e a imagem tratada pelo software, o qual identifica as bandas de
proteinas dos padrdes de massa molecular e das amostras. Para localizacdo das
bandas, o software se baseia na intensidade de cor por coluna. E indicada ao
software a coluna cujas bandas sdo as dos marcadores de massa molecular e
indicados os respectivos valores de massa. As massas moleculares das amostras
sdo determinadas com base na migracdo dos padrbes de massa molecular. O
software calcula com base no logaritimo da massa molecular versus mobilidade

relativa dos padrdes.

4.10.7. Eletroforese em gel nativo
A eletroforese em gel nativo permite avaliar a pureza do extrato enzimatico e

avaliar o grau de oligomerizacado da proteina, por separar a molecular por tanto por
carga quanto por massa molecular. A eletroforese foi realizada em um sistema de
eletroforese Pharmacia LKB a 140 V, 10 mA até acumular 268 AVh (average volts
hour). Como padrdes de massa molecular foram utilizadas tiroglobulina (609 kDa),
ferritina (440 kDa); catalase (232 kDa); aldolase (140 kDa); albumina (67 kDa).
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4.10.8. Atividade das enzimas purificadas

As medidas de atividades foram realizadas ap6s confirmac¢do da pureza das
amostras, por eletroforese em gel nativo. Esta técnica permite verificar a pureza,
pois separa as proteinas tanto por carga quanto por massa molecular, além de

caracterizar a molécula quanto ao grau de oligomericacao.

Apés purificacdo e identificagéo, foram medidas as atividades das enzimas -
glucosidase e CBH | em diferentes substratos (avicel, CMC, celobiose e xilose) e os
produtos formados foram medidas em por diferentes métodos (DNS e GOD).

4.10.9. Ensaios de fluorescéncia

Para analise de fluorescéncia foi utilizado o PC 1 _Photon Counting
Spectrofluorimeter ISS, com fonte ajustada para 15 mA, com aplicacao de 1 uMol de
proteina em cubeta de quartzo de 1 mm de distancia 6ptica, fenda de 1 mm a 25 °C.
A luz incidida foi a 280 nm. O sistema foi configurado para realizacdo de uma

varredura de 300 a 450 nm de luz emitida pelos aminoacidos tirosina e triptofano.

Todas as proteinas purificadas foram lidas e em uma segunda etapa foi
adicionada guanidina 6 M e as amostras deixadas em repouso por 30 minutos e as
leituras foram feitas novamente. Os dados aqui apresentados consistem em
resultados preliminares dos estudos de estabilidade protéica das enzimas em
guestdo, e 0s proximos passos consistem em aprofundar os detalhes dos
experimentos realizando ensaios mais completos de forma a caracterizar o grau de
estabilidade das enzimas purificadas frente a diferentes condi¢des desnaturantes
como variacdes de temperatura, extremos de pH e presenca de etanol.

4.10.10. Determinacdo dos parametros cinéticos Ky e Vuax, aparentes, para
atividade CMCasica e B-glucosidasica do preparado celulasico

Para determinacdo dos parametros cinéticos aparentes foram realizados
ensaios para avaliacdo do efeito da concentracdo de substrato e os parametros

cinéticos foram determinados pelo método do duplo reciproco de Lineweaver-Burk.

4.10.10.1. Efeito da concentragdo de substrato na velocidade de reagdo de B-
glucosidasica e CMCasica

Para determinacéo da faixa de trabalho das concentracdes de substrato de
ambas as enzimas, foi utilizado o Ky descrito na literatura. Entdo, adotou-se um
intervalo de 0,2 Ky a 3 Ky. Para avaliacdo do efeito da concentracdo de substrato na
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atividade B-glucosidasica, foram realizados experimentos com diferentes
concentracbes de celobiose (0,15 a 5,7 mMol/L) com medidas de liberacdo do
produto nos tempos 2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20 e 30 minutos. Para avaliacdo do efeito do
substrato na atividade CMCasica, a curva de progresso foi feita com concentracdes
de CMC de 3 a 28 g/L. As condi¢des experimentais para reacdo enzimatica foram de

pH 5,0 e temperatura 50 °C.

4.10.10.2. Célculo dos parametros Ky € Vuax

A equacao de Henri-Michaelis-Mentem (Equacéo 5) nos fornece a velocidade
instantanea ou inicial relativa a Vyax para uma dada concentracdo de substrato.
Porém, a equacao so é valida se v (velocidade) € medida num tempo suficiente de
modo que a concentracdo de substrato permaneca praticamente constante. Para
isto, & preferivel que a hidrélise ndo ultrapasse 5% da concentracao inicial de
substrato. No entanto, para celulases, recomenda-se que nao se ultrapasse 4 %
para atividade FPasica (GHOSE, 1987) e 2 % para CMCasica (ZHANG et al. 2006).

O Ks, que nas condi¢cdes definidas representa a constante de dissociagcéo do
complexo enzima-substrato, € conhecido com o nome de Constante de Michaelis
(Km) que é um dado de grande importancia e ao mesmo tempo uma caracteristica de
cada enzima sob dadas condi¢des. Este valor é independente da concentracéo tanto
da enzima como do substrato e pode ser definido como a concentragdo do substrato
que proporciona a metade da velocidade maxima de reagao (Vuax/2).

A partir da curva de progresso obtida como descrito no item anterior, foi
determinada a velocidade inicial para cada concentracdo de substrato e estimados
0s parametros cinéticos Ky, Vuax aparentes pelo método de linearizacdo da equacao
de Michaelis-Menten por meio do duplo reciproco de Lineweaver-Burk como descrito
por Segel (1979).

V_ S Equacédo 5

max *

Kg +S
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= é+— Equacéo 6

A equacéo 6 representa uma reta cujo coeficiente angular € Ks/Vmax € 0 valor
da intersecdo da reta na ordenada é 1/Vma, podendo ser calculados assim, os

valores de Vnax € Ks. Verifica-se também que quando 1/V=0, 1/S=-1/Ks.

4.11. Hidrdlise da celulignina utilizando extrato enzimatico concentrado de P.

funiculosum

Os seguintes preparados enzimaticos foram obtidos utilizando o preparado

celulasico LADEBIO/BR e o preparado enzimatico comercial Multifect (Genencor®):

1. M25 (Comercial Multifect)
2. M12,5 (Comercial Multifect)

3. P25 (Penicillium funiculosum)

4. M12,5P12,5 (50% Multifect + 50% P. funiculosum)

Em frascos Erlenmeyers de 250 mL foi adicionada a celulignina (2,5 g) e os
preparados enzimaticos (diluidos em 100 mL de tampao citrato de sédio 50 mM pH
5,0) com carga enzimética de 25 FPU por grama de celulignina, com excec¢do da
enzima M12,5, que foi de 12,5 FPU/g da enzima comercial Multifect®.

Os frascos contendo bagaco e enzima foram mantidos sob agitacdo constante
a 200 rpm e a 50 °C durante 18 horas. Neste periodo foram retiradas amostras para
o levantamento do perfil cinético da hidrolise. As amostras foram centrifugadas a

10000 g e os sobrenadantes separados para quantificacdo de acucares liberados.

As variaveis de resposta foram glicose e celobiose liberadas e foram
quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O experimento foi
realizado em duas repeticdbes e as andlises em duplicata. Os resultados foram

avaliados por Analise de Variancia (ANOVA) em delineamento inteiramente
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casualisado, em nivel de 5 % de significAncia e o teste de médias foi realizado pelo

teste de Tukey, também com nivel de 5 % de significancia.

4.12. Avaliacdo de diferentes niveis de deslignificacdo e efeito do BSA na

hidrélise de celulignina

Com a finalidade de reduzir a quantidade de hidroxido sédio utilizada na
deslignificacdo, foi avaliado o efeito de diferentes niveis de deslignificacdo na
hidrélise enzimatica da celulignina. O bagaco de cana foi deslignificado utilizando
solucao de hidroxido de sédio em diferentes concentragées (0,1; 0,5; 1,0 e 4,0 %). O
procedimento para deslignificacdo foi conforme procedimento descrito na etapa de

pré-tratamento alcalino da celulignina.

Acredita-se que a lignina, presente em materiais lignocelulésicos, adsorve
irreversivelmente as celulases, ocasionando assim uma reducao da disponibilidade
da enzima e, consequentemente, reducao da eficiéncia de hidrélise (SUTCLIFFE e
SADDLER, 1986; TATSUMOTO et al., 1988). Visando minimizar a adsorcdo das
celulases na lignina, adicionou-se BSA (albumina bovina sérica) e avaliou-se o efeito
da adicdo desta proteina na hidrolise enzimatica da celulignina parcialmente

deslignificada.

As celuligninas parcialmente deslignificadas em diferentes graus, adicionou-
se BSA 1,5 g/L duas horas antes da adicdo do preparado enzimético. Para este
estudo a carga enziméatica foi de 18 FPU/g. O preparado enzimatico utilizado foi
obtida pela mistura de enzimas do fungo filamentoso P. funiculosum e do comercial

Multifect. Foi realizado um controle para cada celulignina sem adicdo de BSA.

Os frascos contendo celulignina de bagaco de cana e enzimas foram
mantidos sob agitacdo constante a 200 rpm, a 50 °C durante 36 horas. Neste
periodo, foram retiradas amostras para o levantamento do perfil cinético da hidrélise
enzimatica. As amostras foram centrifugadas a 10000 g e o sobrenadante separado

para quantificacédo de agucares liberados.

4.13. Producéao de etanol de segunda geracao por processo de sacarificacdo e

fermentacao simultaneas (SSF) utilizando o preparado celulasico LADEBIO/BR

Para producdo de etanol por processo de sacarificacdo e fermentacao
simultaneas (SSF), foi utilizada a celulignina parcialmente deslignificada (utilizando
solucdo de hidroxido de sédio 2% e o preparado celulasico LADEBIO/BR.
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Inicialmente, foi realizado experimento em fermentébmetro e, posteriormente, em
biorreator instrumentado de bancada. A levedura Saccharomyces cerevisiae JP1 foi
produzida em biorreator em batelada alimentada por pulsos. Além da avaliagdo
prévia da estabilidade do Preparado Celulasico LADEBIO/BR, foram avaliadas
também as atividades celulasicas a 37 e 50 °C, por serem as temperaturas

empregadas no processo SSF.

4.13.1. Producéo de células de Sacharomyces cerevisiae JP1 em biorreator
Para producdo de células de Sacharomyces cerevisiae JP1, foi realizado
repigue em placas de Petri contendo meio YED, por estrias, de forma a obter
colonias isoladas. A placa foi incubada a 37 °C por 36 h. Trés colbnias da levedura
foram inoculadas em frascos Erlenmeyers de 500 mL, contendo 200 mL de meio
nutritivo (PEREIRA JR., 1991) e glicose 20 g/L. Os frascos foram incubados a 37 °C,
agitados a 200 rpm por 12 h. Apos este periodo, o meio foi utilizado como in6culo

em reator para producao de células.

A producdo de células para in6culo no processo SSF foi realizada em
biorreator Biostat B (B. Braun Biotech. Int.) com volume nominal do vaso de 5 L e
volume til de 2 L. O vaso contendo meio foi esterilizado a 121 °C por 30 min. A
fermentacao foi realizada a 37 °C, com agitagdo variando de 200 a 400 rpm e
aeracado de 0,5 a 2 vvm, de forma a manter o oxigénio dissolvido (DO,) em 60 % de
saturacao, por 16 h. O processo foi conduzido por batelada alimentada por pulsos,

com solucao de glicose 750 g/L suplementado com uréia.

Apés atingir a quantidade de células (em massa seca) necessaria para 0s
ensaios em fermentdmetro e em biorreator, o meio foi centrifugado a 8000 rpm por
30 min. As células precipitadas foram utilizadas como ind6culo nos ensaios em

fermentémetro e na producao de etanol por SSF em biorreator.

4.13.2. Avaliagdo da fermentabilidade do hidrolisado enzimético: ensaios em
fermentémetro

Com o objetivo de avaliar o desempenho do preparado celulasico obtido neste
estudo e avaliar a fermentabilidade do hidrolisado enzimético, foram realizados
ensaios em fermentbmetros, agitados em shaker modelo Excella E25 (New
Brunswick Scientific). Em frascos Erlenmeyers de 500 mL foi adicionada a
celulignina parcialmente deslignificada e o meio liquido mineral (PEREIRA Jr., 1991)
para a levedura Sacharomyces cerevisiae JP1. Os frascos contendo os meios foram
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esterilizados a 121 °C por 15 min e, apds resfriamento, foi adicionado o preparado
celulasico, acoplado do fermentémetro e mantido sob agitacdo a 50 °C. Apds pré-
hidrélise de 12 h, a temperatura foi reduzida para 37 °C e a levedura foi adicionada
na concentracdo de 15 g/L. A fermentacdo foi acompanhada por pesagens

periodicas do fermentémetro.

4.13.3. Producéo de etanol usando celulignina em processo SSF alimentado

O processo SSF foi realizado em biorreator Biostat B (B. Braun Biotech. Int.)
com volume nominal do vaso de 1,5 L e volume util de 600 mL. Utilizou-se uma
propor¢cdo solido (g):liquido (mL) total de 200:420. O volume de meio liquido
continha os nutrientes necessarios para a levedura Sacharomyces cerevisiae, 0
tampao citrato fosfato 25 mM pH 5,0 e o preparado celulasico LADEBIO/BR com
uma carga enzimatica total de 12,5 FPU/g. O preparado celulasico LADEBIO/BR
utilizado neste estudo apresentava atividades FPasica de 63,1 U/mL, CMCasica de
602,0 U/mL e B-glucosidasica de 140,6 U/mL.

Inicialmente foi realizada pré-hidrélise com 100 g de bagaco, a 50 °C, pH 5,0,
agitacdo de 200 rpm por 12 h. Apés liguefacdo, a temperatura foi reduzida para 37
°C, inoculada a levedura Sacharomyces cerevisiae JP1 15 g/L e o sistema
alimentado com 50 g de celulignina parcialmente deslignificada, e a cada 24 h foram
realizadas mais duas alimentagdes com carga de 25 g cada, totalizando os 200 g de
sélidos. Amostras foram coletadas a cada hora durante as primeiras quatro horas e a
cada duas horas até 48 horas de fermentacdo. As amostras foram centrifugadas a
10000 g por 15 min a 4 °C e o sobrenadante separado para quantificacéo de glicose,

celobiose e etanol.

4.14. Procedimentos analiticos

4.14.1. Quantificacdo da atividade em papel de filtro

Em tubos de ensaio, foi inserida uma tira de papel de filtro de 1x6 cm,
enroscada. Em seguida, foi adicionado 1 mL de tampé&o citrato 50 mM pH 5,0 e 0,5
mL da enzima diluida no mesmo tampéao. Os tubos foram incubados a 50 °C por 1h.
Decorrido o tempo reacional, foram adicionados 3 mL de reagente de DNS, seguido
de incubacédo a 100 °C por 5 min. Apos este periodo, foram adicionados 20,0 mL de
adgua destilada, seguido de homogeneizacao. A intensidade da cor formada foi lida
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em espectrofotbmetro a 540 nm, apds a calibracdo do equipamento com o branco
reacional. Foram realizados controles de enzima e controles de substrato para
separar 0s agucares nao provenientes da reacdo enzimatica. A atividade FPésica foi
expressa em unidades internacionais (Ul) a qual uma unidade de atividade foi
definida como a quantidade de extrato enzimatico necessaria para liberar 1 uMol de
acucares redutores (glicose equivalente) por minuto de acordo com método descrito
por Ghose (1987), Adney e Baker (1996) e Eveleigh et al. (2009).

4.14.2. Quantificacéo da atividade CMCasica

Em microtubos Eppendorff de 2 mL, foram adicionados 50 pL de solucédo de
CMC 2% m/v e 50 pL de enzima diluida em tampao citrato de sédio 50 mM pH 5,0. A
mistura foi incubada a 50 °C por 15 min. Decorrido o tempo reacional, foram
adicionados 300 pL de reagente de DNS, seguido de incubacao a 100 °C por 5 min.
ApoOs este periodo, adicionou-se 1,5 mL de agua, seguido de homogeneizagao. A
intensidade da cor formada foi lida em espectrofotbmetro a 540 nm, apds a
calibracdo do equipamento com o branco reacional. Foram realizados controles de
enzima e controles de substrato para separar 0os aclUcares ndo provenientes da
reacdo enzimatica. A atividade CMCasica foi expressa em unidades internacionais
(UD) a qual uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de extrato
enzimatico necessaria para liberar 1 pMol de acucares redutores (glicose
equivalente) por minuto de acordo com método descrito por Ghose (1987), Adney e
Baker (1996) e Eveleigh et al. (2009).

4.14.3. Quantificac&o da atividade B-glucosidéasica

Em microtubos Eppendorff de 2 mL, foram adicionados 50 pL de solucéao de
celobiose 2% m/v e 50 L de enzima diluida em tampao citrato de sédio 50 mM pH
5,0. A mistura foi incubada a 50 °C por 15 min, e em seguida, foi levada ao banho-
maria a 100°C por 5 min. A glicose liberada foi quantificada pelo método enzimatico
glicose oxidase (Kit GOD). A atividade B-glucosidasica foi expressa em unidades
internacionais (Ul) a qual uma unidade de atividade foi definida como a quantidade
de extrato enzimatico necesséria para liberar 1 uMol de glicose por minuto de acordo
com meétodo descrito por Ghose (1987), Adney e Baker (1996) e Eveleigh et al.
(2009).
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4.14.4. Quantificac&o da atividade xilanasica

Em microtubos Eppendorff de 2 mL, foram adicionados 50 pL de solugéao de
xilana de birkwood 2 % em tampéao citrato pH 50 mM 5,0 e adicionados 50 pL de
enzima diluida no mesmo tamp&o. A mistura foi incubada a 50 °C por 15 min.
Decorrido o tempo reacional, foram adicionados 300 pL de reagente de DNS,
seguido de incubacdo a 100 °C por 5 min. Apos este periodo, adicionou-se 1,5 mL
de &gua, seguido de homogeneizacdo. A intensidade da cor formada foi lida em
espectrofotometro a 540 nm, apos a calibracdo do equipamento com o branco
reacional. A atividade xilanasica foi expressa em unidades internacionais (Ul) a qual
uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de extrato enzimatico
necesséria para liberar 1 pMol de agucares redutores (xilose equivalente) por

minuto.

4.14.5. Determinacao do teor de proteinas

Para determinacdo de concentracdo de proteina, foi construida uma curva
padrdo utlizando-se uma solucdo de albumina bovina sérica (BSA) nas
concentracdes de 5 a 30 mg/L. A 800 uL de amostra, diluida apropriadamente em
tampao citrato pH 5,0, foram adicionados 200 pL do reativo Bradford (BioRad). Essa
solucao foi incubada em temperatura ambiente por 5 min e, apos este periodo, foram
adicionados 1000 uL de agua destilada. A intensidade da cor formada foi medida em
espectrofotometro a 595 nm apos calibragdo do equipamento com o branco

reacional.

4.14.6. Quantificacao de glicose, celobiose, xilose e etanol por CLAE

Para quantificagdo de glicose, celobiose, xilose e etanol das amostras
provenientes dos ensaios de hidrolise enzimatica da celulignina e do processo SSF,
as amostras foram centrifugadas a 10000 g a 4 °C por 15 min e o sobrenadante foi
diluido com agua Milli-Q e filtrado em membrana 0,45 um. Os agUcares e etanol
foram quantificados por CLAE (Waters 2414) equipado com detector de indice de

refracao e coluna HPX87b. A fase mével foi &gua miliQ, a um fluxo de 0,6 mL/min.
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Capitulo 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente capitulo registra os principais achados desta tese de doutorado,
que incluem a caracterizacao parcial da matéria-prima empregada e do material pré-
tratado; otimizacdo do meio de producao de celulases em frascos agitados, atraves
de técnicas de planejamento experimental sequencial, produ¢cdo em biorreator
instrumentado; concentracdo do extrato bruto sem células em rotaevaporador a
vacuo e em sistema de ultrafiltracdo tangencial; caracterizacdo do extrato enziméatico
bruto concentrado, empregando técnicas eletroforéticas, cromatografia de troca
ibnica, LC/MS e fluorescéncia. Adicionalmente, o preparado enzimatico concentrado
teve seus parametros cinéticos aparentes determinados e avaliacdo de sua
estabilidade frente a estocagem e a temperatura de aplicacdo em processo de
hidrélise enzimatica e fermentacao simultaneas. Finalmente, o preparado enzimatico
foi aplicado na hidrdlise de celulignina de bagaco de cana-de-acucar visando a
producdo de etanol de segunda geracdo, tendo sido os resultados altamente

proeminentes e promissores.
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5.1. Composicédo do bagaco e celulignina de bagaco de cana-de-acucar

Apés cada etapa de pré-tratamento (acido e alcalino) do bagaco, as massas
do material resultante foram medidas para determinagdo dos rendimentos. Dessa
forma, constatou-se que para cada quilo de bagaco de cana (massa seca) obtém-se
0,687 kg de celulignina acida e apos pré-tratamento alcalino, 0,288 kg de celulignina

parcialmente deslignificada.

O rendimento de celulignina de 28,8% obtido nas condigbes experimentais
deste estudo pode ser considerado baixo, uma vez que o bagaco de cana apresenta
em sua composicdo, aproximadamente, 34% de celulose (Tabelas 5.1 e 5.2). Sendo
assim, observa-se que ocorrem perdas de massa durante os procedimentos de
preparo da matéria-prima, em especial durante o pré-tratamento alcalino. Estas
perdas ocorreram provavelmente devido a passagem das particulas menores pelas
aberturas das peneiras utilizadas durante as lavagens com agua para remocao da
fracdo lignina. Além disso, os pré-tratamentos acido e alcalino podem liberar
pequenas quantidades de oligossacarideos solaveis a partir da celulose,

ocasionando assim sua lixiviagdo com as lavagens.

Na Tabela 5.1 estdo apresentados os resultados da caracterizacédo do bagaco
de cana que exibiu composi¢ado dentro da faixa reportada na literatura: celulose, 33 a
36 %; hemicelulose, 28 a 30%; lignina, 18 a 20% e cinzas 2 a 4,8% (PANDEY et al.,
2000).

Em relacdo a celulignina parcialmente deslignificada, verificou-se que o preé-
tratamento foi eficiente na remocao das fracbes hemicelulose e lignina, com reducéo
de 59% e 52%, respectivamente, e um aumento do teor de celulose de 34 para 68%.
Resultados semelhantes foram obtidos por Aguiar e Menezes (2000), que realizaram
um pré-tratamento do bagaco de cana-de-acucar com acido fosforico, seguido de

outro com solucao de hidréxido de sédio 4,0% (Tabela 5.2).

7

O pré-tratamento de material lignocelulésico € imprescindivel ndo sé para
facilitar o acesso do microrganismo ao principal substrato (celulose), mas também
em consonancia com Jorgensen e Olsson (2006), a lignina é capaz de absorver as
celulases e prejudicar sua acdo catalitica quando se pretende utilizar material
lignocelulésico para a producdo de uma variedade de moléculas, como sinalizado na

parte introdutéria do presente trabalho de pesquisa. Esta adsorcdo é considerada
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em parte, irreversivel, sendo que apos hidrolise da fracdo celuldsica, somente 50%

da atividade enzimatica pode ser recuperada.

Tabela 5.1. Composicéo do bagaco de cana e celulignina.

Celulignina parcialmente

Fracdes Bagaco de cana deslignificada
Celulose (%) 34,09 +£1,20 67,97 £ 1,31
Hemicelulose (%) 29,61+ 1,44 12,20+ 0,94
Lignina (%) 19,41 + 0,44 9,30 + 0,62
Cinza (%) 7,94 + 1,05 3,50+0,42
Umidade (%) 4,41 +0,12 3,98+ 0,15

Tabela 5.2. Composicéo de bagaco e celulignina reportados na literatura.

Celulignina de bagaco

FracOes Pagago de cana NaOH 4% H?Pa&ﬁvgg)c’)r
Parzg%g)t al. Aguiazzeog/lde)nezes Aguiar e Menezes (2000)
Celulose (%) 33a36 37,0 60,5 66,5
Hemicelulose (%) 28 a 30 - - -
Lignina (%) 18 a 20 24,6 10,7 10,0
Cinza (%) 2,0a4,8 - - -

Pré-tratamentos podem também melhorar o rendimento de hidrélise
enzimatica mesmo em material celuldsico isento de lignina e hemicelulose, agindo
nas ligacBes intramoleculares. Jeihanipour e Taherzadeh (2009) realizaram hidrélise
enzimatica de algodao pré-tratado com hidroxido de sédio de 2 a 20%, com relacdo
sélido:liquido de 1:20 em temperaturas de 0, 23 e 100°C durante 3 h de exposicéo, e
verificaram aumento do rendimento de hidrélise enzimatica de 17,6 para até 99,1 %,

na condi¢do de hidréxido de sédio 20% a 0°C.

5.2. Avaliagcdo do carater constitutivo e papel indutor da celulose na

producéao de celulases por Penicillium funiculosum

Os resultados mostraram que existem enzimas do complexo celulasico

produzidas por P. funiculosum de carater constitutivo. Isto é observado nas Figuras

96



Maeda, RN Capitulo 5 — Resultados e Discussdo

5.1 e 5.3 (atividades FPasica e B-glucosidasica), em que se constatam atividades
celulasicas nos meios contendo somente glicose como fonte de carbono e auséncia

de celulose (indutor).

As B-glucosidases constitutivas, no entanto, apresentam baixas proporcdes
quando comparadas com aquelas produzidas na presenca de celulose, tanto a
celulose microcristalina (comercial) quanto de celulignina de bagaco de cana. No
caso das CMCases, ndo foram observadas atividades enziméticas de caréater
constitutivo (Figura 5.2). Jorgensen et al. (2004) estudaram o efeito de
monossacarideos na producédo de celulases e xilanases em trés diferentes espécies
de Penicillium, e Chaudhary e Tauro (1982) avaliaram a sequéncia da liberacao de
celulases por Trichoderma reesei. Os autores relataram que as endoglucanases sao
produzidas somente ap0s esgotamento da glicose. Isto indica que a regulacdo do
gene de B-glucosidases difere da regulacdo daquele que expressa atividade
endoglucanasica ou a repressdo desses genes € menos forte para as f-
glucosidases (JORGENSEN et al., 2004). De acordo com Stemberg e Mandels
(1980), as B-glucosidases sao produzidas de forma constitutiva em baixos niveis,
porém podem ser induzidas por metil-B-glicosideos, e serem produzidas em altas
quantidades. Chaudhary e Tauro (1982) verificaram que as B-glucosidases sao
produzidas em meio contendo glicose como Unica fonte de carbono, mesmo em

baixas concentracdes enzimaticas.

Em relacdo ao efeito indutor da celulose, foi verificado que a celuliginina
apresentou maior inducéo sobre a producao de celulases de P. funiculosum que a
celulose microcristalina (Figura 5.4), independente das atividades medidas. Do ponto
de vista econbmico, este € um importante resultado, uma vez que em fermentacao
submersa, o custo da fonte de carbono é estimado como uma das maiores
contribuicbes para o custo de producédo de celulases (RYU e MANDELS, 1980;
LIMING e XUELIANG, 2004). Varios tipos de celulose purificada como Avicel, Solka
Floc dentre outros podem ser usados como fonte de carbono para producdo de
celulases. Entretanto, seu custo pode ser um impeditivo em escala industrial
(ESTERBAUER et al., 1991; PERSON et al., 1991; DOMINGUES et al., 2000).

Diversos autores (NIRANJANE et al., 2006; OLSSON et al., 2003; MARTINS
et al., 2008; JORGENSEN et al., 2004; JUHASZ et al., 2005a) demonstraram que a
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fonte de carbono tem grande influéncia sobre a producéo de celulases. No presente
estudo, a maior producdo de celulases em meio contendo celulignina de bagaco de
cana pode ter sido em funcdo de este substrato apresentar composicdo mais
complexa, com a presenca de xilose e outros acUcares e, assim, ter induzido a
producdo de enzimas celuloliticas. De fato, o efeito da xilose na inducdo de
celulases foi mostrado por Sestak e Farkas (1993). Os autores reportaram o papel
repressor da glicose e indutor de alguns aclUcares que s&o transportados para o
interior da célula, sem no entanto sofrerem fosforilacdo. Dentre os acgucares que nao
sédo fosforilados, a xilose induziu o aumento de adenosina monofosfato ciclico
(indutor) intracelular e manteve a glicose-6-fosfato (repressor) em concentracdes

basais, ocasionando assim, o aumento da sintese de celulases.

Outro aspecto a ser considerado é o efeito repressor da glicose. Nas Figuras
5.1, 5.2 e 5.3 pode-se observar que nos experimentos em que ha altos niveis de
glicose, houve baixa producao de celulases. O efeito repressor da glicose em altas
concentracoes na expressao de celulases foi primorosamente relatado por Sestak e
Farkas (1993). No presente estudo, observou-se que a presenca de glicose inicial no
meio afetou negativamente a producao de celulases, especialmente no experimento
em que o meio foi a celulignina de bagaco de cana. Entretanto, quando foi
empregada celulose microcristalina como fonte de carbono, a presenca de glicose
em concentracdes de até 5 g/L ndo apresentou efeito na producao de enzimas com
atividade FPasica. Porém, até esta concentracao, a glicose foi indutor para producao
de B-glucosidases, ao passo que para atividade CMCasica, a concentracdo de 2,5
g/L provocou um efeito repressor. Este efeito repressor da glicose sobre a atividade
CMCaésica foi observado também no meio contendo celulignina de bagaco de cana.
Este resultado contraria o observado por Rao et al. (1988) que estudaram a indugao
e repressao catabdlica de celulases em P. funiculosum e concluiram que glicose em
concentracdo de 5 g/L nao reprime a sintese de endoglucanases. Os autores
sugeriram, ainda, que a producéo de celulases ndo é sujeita a repressao catabolica
neste microrganismo. Entretanto, esses mesmos autores citaram que o fungo P.
funiculosum so6 iniciava a producdo apods o terceiro dia de fermentacdo. Sendo
assim, ndo podemos afirmar que P. funiculosum ndo sofre repressao catabolica,

uma vez que até o terceiro dia o fungo ndo apresentou qualquer atividade celulasica
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naqueles experimentos. Esta situacdo, ao contrario do que os autores concluiram, é

um forte indicio de repressao catabdlica por glicose.

120,0
O Celulose Microcristalina

@ Celulignina
100,04

80,0

60,0+

40,04

Atividade FPasica (U/L)

20,0+

0,0+

00:10 2,5:7,5 05:05 7,5:2,5 10:00

Proporgédo Glicose:Celulose

Figura 5.1. Producao de enzimas com atividade FPasica em meios com diferentes
proporcdes de glicose e celulose.
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0O Celulose Microcristalina
1600,0

@ Celulignina
1400,0
1200,0
1000,0

800,0
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Atividade CMCasica (U/L)

400,04

200,0+

0,0
00:10 2,5:7,5 05:05 7,5:2,5 10:00

Proporcéo Glicose:Celulose

Figura 5.2. Producdo de enzimas com atividade CMCé&sica em meios com diferentes
propor¢des de glicose e celulose.
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Sestak e Farkas (1993) estudaram a regulacdo metabdlica da sintese de
endoglucanase em Trichoderma reesei e verificaram que a glicose e outros
monossacarideos fosforilaveis aumentam a concentracdo de um possivel repressor,
glicose-6-fosfato, na célula, o qual pode causar o bloqueio na transcricdo de genes
EG (genes responsaveis pela producdo de endoglucanases), mesmo em presenca

de indutores como celulose ou cAMP (adenosina monofosfato ciclico).

900,0+ . s
0O Celulose Microcristalina

800,0 m Celulignina

700,04
600,0
500,0
400,0

300,04

Atividade g-glucosidasica (U/L)

200,0+

100,0

0,0
00:10 2,5:7,5 05:05 7,5:2,5 10:00

Proporgéo Glicose:Celulose

Figura 5.3. Producao de enzimas com atividade B-glucosidasica em meios com diferentes
proporgoes de glicose e celulose.
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Figura 5.4. Atividades celulasicas produzidas em meio contendo como fonte de carbono,
unicamente celulose microcristalina ou celulignina de bagacgo de cana.
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5.3. Planejamento sequencial para otimizagcdo da fonte de nitrogénio para
producao de celulases por fermentagdo submersa de celulignina

O desenvolvimento da tecnologia de produgdo de qualquer biomolécula passa
compulsoriamente pela otimizacdo da composi¢ao do meio de cultivo. Neste sentido,
realizaram-se inicialmente estudos de otimizacdo da fonte de nitrogénio para a
producdo de celulases por P. funiculosum, tendo celulignina de bagaco de cana

como fonte de carbono, na concentracdo de 15 g/L.

Na Tabela 5.3 estdo apresentados os resultados do planejamento
experimental fatorial 2°. Neste planejamento, verificou-se que houve efeito das
fontes de nitrogénio, com atividades variando de 39 a 172 U/L (atividade FPasica),
de 1202 a 2261 U/L (atividade CMCasica) e 71 a 511 U/L (atividade -
glucosidasica). Por meio dos diagramas de Pareto para cada grupo de enzimas,
constatou-se que a peptona pode ser excluida do planejamento seqlencial, uma vez
que, estatisticamente, ndo apresentou importancia significativa (p<0,05) para
atividades FPasica e CMCéasica e apresentou efeito negativo marginal para atividade
B-glucosidasica. Este € um importante resultado, uma vez que a peptona é uma

fonte de nitrogénio de alto custo.

Através do diagrama de Pareto, observou-se também que a uréia tem grande
importancia para expressao de enzimas com atividades FPasica e CMCasica. J4 o
sulfato de amonio apresentou efeito significativo positivo para a producédo de B-
glucosidase, ou seja, um aumento da concentracdo de sulfato de aménio do ponto
minimo para 0 mMaximo provocou um aumento da atividade B-glucosidasica. Quanto
ao extrato de levedura, verificou-se um efeito significativo somente para atividade

FPasica e teor protéico (Figuras 5.5 a 5.8).

O planejamento experimental 2* apresentou coeficiente de correlacdo, R?, de
0,836; 0,873; 0,910 e 0,965 para as atividades FPésica, CMCéasica, B-glucosidasica
e teor protéico, respectivamente, mostrando que o modelo se ajustou aos resultados

em, no minimo, 83 % dos casos.
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Tabela 5.3. Resultados do planejamento fatorial 2* para otimizacdo da fonte de nitrogénio.

Atividades (U/L) Proteinas
Experimento FPasica CMCasica B-Glucosidéasica (mgiL)
R?= 0,836 R?=0,873 R? = 0,910 R®=0,965
1 39,2 1327,6 170,5 30,0
2 87,1 1698,8 122,1 113,6
3 47,5 1331,6 4735 90,3
4 71,1 1979,2 511,4 113,6
5 42,8 1457,9 155,7 247,2
6 83,6 2188,5 204,1 306,8
7 45,1 1343,4 385,1 250,4
8 112,0 1706,7 288,3 332,7
9 19,0 1256,5 113,6 225,1
10 145,9 2147,7 115,7 304,2
11 50,3 1592,2 244,1 238,7
12 91,7 1726,5 126,3 271,8
13 106,5 1202,5 71,5 258,8
14 171,6 2261,0 210,4 354,1
15 61,6 1434,2 233,6 251,7
16 81,8 1847,6 153,6 288,0
17 (C) 74,7 1726,5 223,1 273,1
18 (C) 69,7 1781,8 218,9 262,1
19 (C) 89,0 1752,8 2258 267,9
| .
(1)Uréia : 10,802
(4)Ext. Levedura | | |4,992706
2by4 | ' |-4,50804
(3)Peptona | |3,é24531
|
(2)Sulf. Aménio |-3,364}72
1by2 | |-3,20047
|
3by4 |1,898285 |
1by4 |1,854789 !
|
2by3 } |-1,83615 |
1by3 f |-1,16507 |
1 1 ol
p=,05

Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 5.5. Diagrama de Pareto para atividade FPasica. Planejamento fatorial 2°.
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(1)Uréia | I 41,67473 1
1by2 | : |-13,4949
2by3 | L 883
(2)Sulf. Aménio | 1(-5,23612
1by3 | If4,712505

(4)Ext. Levedura
1by4
(3)Peptona

3byd

2by4

- |3,927088
- |3.474877

[
i |3,451077
[

Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 5.6. Diagrama de Pareto para atividade CMCésica. Planejamento fatorial 2*.

(2)Sulf. Aménid

90,071

(4)Ext. Levedura

|-74,9335

-54,6485

: f
2by4 i
2by3 | i |-29,822
1by2 b : |-28,611
3bya : |22,55575
(3)Peptonaf | -12,5646
1by3 | ' |9,839756
@)uréiak | |-8.32595
Curvatr. :I 5:32904
1by4 :| 15:313809

p=,05

Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 5.7. Diagrama de Pareto para atividade B-glucosidéasica. Planejamento fatorial 2°.
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(3)Peptona | 85,02144

|65,73287
|-61,6196

(4)Ext. Levedura [
3by4 ¢
(1)Uréia |
2by4 | |-15,8941
1by2 | |-15,0054
293 F  1]587083
1by3 | 4,193166
(2)Sulf. Aménio :I-1:,19805
1oys | |-438959

44,72711

Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 5.8. Diagrama de Pareto para o teor protéico. Planejamento fatorial 2°.

Tendo em vista que se verificou efeito positivo e de grande importancia, com
excecdo da peptona, das fontes de nitrogénio estudadas, e que a producdo de
celulases poderia ainda ser aumentada, realizou-se um segundo planejamento de
experimentos, removendo a peptona e modificando os limites das concentracdes das
fontes de nitrogénio que permaneceram, conforme sinalizado pelo primeiro

planejamento experimental.

Os resultados deste segundo planejamento revelaram um grande avanco no
aumento das atividades enzimaticas, especialmente para a atividade CMCasica,
passando de 2.261 U/L (valor maximo) no primeiro experimento, para 5.143 UI/L,
representando cerca de 100% de aumento.

Em relacéo a atividade FPasica, o aumento foi de 171,6 (valor maximo) para
250,0 U/L, correspondendo a um aumento de 46% em relacdo ao primeiro
planejamento (Tabela 5.4). Verifica-se, ainda, que estas atividades podem ser ainda
melhoradas ja que os valores do ponto central ainda estdo menores que os dos
pontos fatoriais, indicando tendéncia de aumento no sentido do ponto maximo
(Figuras 5.10, 5.12 e 5.14).
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Avaliando-se os efeitos dos parametros, por meio do diagrama de Pareto, no
segundo experimento (Figuras 5.9, 5.11 e 5.13), verificou-se que a uréia é a fonte de
nitrogénio mais importante para a atividade de todos os grupos de celulases
estudadas. Constatou-se ainda que esta fonte de nitrogénio apresentou efeito
positivo, indicando que para o proximo planejamento, sua concentracdo pode ser
ainda aumentada. Ja o extrato de levedura apresentou efeito significativo para as
atividades CMCaésica e B-glucosidasica, logo, esta fonte foi mantida no terceiro

planejamento da seqiéncia experimental.

O sulfato de amonio foi retirado do planejamento, uma vez que nao
apresentou efeito significativo sobre as atividades FPésica e p-glucosidasica.
Entretanto, foi mantido na concentracdo de 4 g/L, uma vez que apresentou efeito
marginal significativo para atividade CMCasica, com pyaor N@a mesma ordem de
grandeza do limite de significancia, conforme se observa da tabela da ANOVA
(Tabelas 5.5, 5.6 e 5.7).

A andlise de variancia (ANOVA) mostra importantes dados do experimento
como os valores de Probalidade de Fisher, cujo valor indica a significancia dos
fatores avaliados, suas interacdes, erros e a falta de ajuste do experimento. A soma
dos quadrados dos fatores, interagcfes e residuos (lack of fit somado ao erro puro)
sdo outros importantes indicadores na avaliagdo do experimento e escolha do
modelo. Quanto maior o valor da soma dos quadrados maior € o efeito dos fatores

avaliados.

No planejamento fatorial 2°, verificou-se, através das tabelas da ANOVA, nas
trés atividades enzimaticas avaliadas, que os valores de Probabilidade de Fisher
corroboram com os resultados do Diagrama de Pareto. Outro importante dado
verificado foi a baixa relagdo entre a soma do quadrado da falta de ajustamento ou
residuo e a soma do quadrado total, representando apenas 4,24; 4,89 e 0,45% para
as atividades FPésica, CMCasica e p-glucosidasica, respectivamente, o que indica

gue o modelo escolhido estd adequado aos dados experimentais.

Por meio da Analise de Variancia (ANOVA) verificou-se, também, que a
curvatura foi significativa para as atividades FPasica e B-glucosidasica, sugerindo
gue ha um ponto de maxima atividade. Além disso, os valores dos pontos centrais ja

se encontram proximos dos maximos obtidos na faixa estudada, demonstrando
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assim, a necessidade de adicdo de pontos axiais ao experimento para otimizacdo do

meio de producdo enzimética, uma vez que experimentos em fatoriais permitem

apenas avaliacdo em modelos lineares. Dessa forma, o planejamento DCCR

(Delineamento central composto rotacional) permitiu visualizar a superficie de

resposta com valores maximos alcancaveis nas condicbfes experimentais deste

trabalho.

Tabela 5.4. Variaveis de resposta do segundo planejamento (fatorial 2°) para otimizac&o da

fonte de nitrogénio.

Atividades (U/L) Proteinas
Experimento FPasica CMCasica B-Glucosidasica (mg/L)
R?=95759 R?=0,95104 R? = 0,99549 R2 =0,9945
1 158,2 3995,1 834,8 435
2 201,7 4291,4 1540,3 44 4
3 137,4 3642,3 1021,5 82,2
4 240,0 4895,4 1701,9 1194
5 191,5 4311,2 1311,0 310,3
6 220,8 4520,0 1716,6 88,0
7 140,7 4726,0 1344,8 60,8
8 175,4 5143,7 1728,4 119,7
9 (C) 224,9 4714,8 1622,6 60,4
10 (C) 234,2 4565,2 1687,2 70,6
11 (C) 250,1 4743,0 1713,0 79,5

Tabela 5.5. Tabela da ANOVA para atividade FPasica. Planejamento fatorial 2°.
R?=0,95759.

Soma dos Graus de Quadrado

Causas da variagao quadrados liberdade médio F Pualor
Curvatura 6167,73 1 6167,73 37,980 0,025
(1) Uréia 5516,14 1 5516,14 33,968 0,028
(2) Sulf. Aménio 776,43 1 776,43 4,781 0,160
(3) Extrato de Levedura 10,31 1 10,31 0,064 0,825
Interacdo 1 x 2 519,33 1 519,33 3,198 0,216
Interacdo 1 x 3 841,23 1 841,23 5,180 0,151
Interacdo 2 x 3 1615,33 1 1615,33 9,947 0,088
Lack of Fit 359,33 1 359,33 2,213 0,275
Erro puro 324,78 2 162,392
Total 16130,61 10
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Curvatr. | 6,16282

(1)Uréia | 5,828205

2by3 | -3,1539

1by3 } -2,27601

(2)Sulf. Aménio -2,18659

1by2 | 1,788292

(3ExtLev } - 251987

p=,05

Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 5.9. Diagrama de Pareto para atividade FPasica. Planejamento fatorial 2°.

(e 99

Figura 5.10. Superficie de resposta da atividade FP&sica em fungéo da uréia e extrato de
levedura.
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Tabela 5.6. Tabela da ANOVA para atividade CMCasica. Planejamento fatorial 2°.

R?=0,95104.
Causas da variacio Soma dos Graus de Quadrado =
& quadrados liberdade médio Pvator
Curvatura 119115 1 119114,6 13,04 0,069
(1)Uréia 591823 1 591823,1 64,82 0,015
(2)Sulf. Aménio 207929 1 207929,2 22,77 0,041
(3)Extrato de Levedura 440277 1 440277,4 48,22 0,020
Interacdo 1 x 2 169818 1 169817,8 18,60 0,050
Interagdo 1 x 3 106458 1 106458,1 11,66 0,076
Interacéo 2 x 3 77498 1 77498,2 8,49 0,100
Lack of Fit 69916 1 69915,7 7,66 0,110
Erro puro 18261 2 9130,3
Total 1801095 10
(1)Uréia | | 8,051076 1
]
(3ExtLev | | 6,044184
(2)Sulf, Aménio L |4772168
1by2 | 4312703
|
Curvatr. | 3,611939
|
|
1hy3 | -3,41466 |
|
|
2by3 t 2,913424 |
|
' ' I ' ' ' '
p=,05

Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 5.11. Diagrama de Pareto para atividade CMCésica. Planejamento fatorial 2°.
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Figura 5.12. Superficie de resposta da atividade CMCasica em funcdo da uréia e extrato de
levedura.

Tabela 5.7. Tabela da ANOVA para atividade B-glucosidasica. R=0,99549.
Planejamento fatorial 2°.

Soma dos Graus de  Quadrado

Causas da variagao quadrados liberdade médio F Pualor
Curvatura 164219,0 1 164219,0 75,71 0,0129
(1)Uréia 591432,0 1 591432,0 272,687 0,0036
(2)Sulf. Amonio 19393,3 1 19393,3 8,941 0,0960
(3)Extrato de Levedura 125588,6 1 125588,6 57,904 0,0168
Interagdo 1 x 2 276,5 1 276,5 0,128 0,7552
Interagdo 1 x 3 44507,5 1 44507,5 20,521 0,0454
Interacdo 2 x 3 11458,2 1 11458,2 5,283 0,1483
Lack of Fit 1,1 1 1,1 0,0005 0,9842

Erro puro 4337,8 2 2168,9
Total 961214,0 10
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Figura 5.13. Diagrama de Pareto para atividade p-glucosidasica. Planejamento fatorial 2°,

e esRpsoundr

Figura 5.14. Superficie de resposta da atividade B-glucosidasica em fungéo da uréia e
extrato de levedura.
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Visando identificar pontos de maximo para as trés atividades enzimaticas em
estudo, j4 que a andlise estatistica apontou para a existéncia de curvatura, realizou-
se um ultimo planejamento experimental, no qual foram adicionados pontos axiais
que permitem predizer valores 6timos de concentracdo das fontes de nitrogénio
avaliadas. Desta forma, empregou-se o planejamento de experimentos central
composto rotacional (DCCR). Os resultados deste planejamento estdo apresentados
na Tabela 5.8 para as trés atividades enzimaticas, bem como as respectivas tabelas
da analise de variancia (Tabelas 5.9, 5.10 e 5.11).

Tabela 5.8. Resultados do terceiro planejamento (DCCR) para otimizac&o da fonte de
nitrogénio.

Experimento Atividades (U/L)

FPasica CMCésica B-Glucosidéasica
1 157,9 4029,0 727,1
2 171,3 4353,5 1119,1
3 165,7 5301,8 1080,3
4 2438 5513,4 1100,9
5 1475 4480,5 743,0
6 263,3 6529,4 1213,3
7 208,0 5459,8 1084,9
8 255,1 7105,2 1435,1
9(C) 250,1 5363,9 1390,2
10 (C) 269,3 5523,9 1499,0
11 (C) 260,5 5792,8 1420,2

Comparando-se os resultados otimizados com os obtidos nos pontos centrais
do planejamento fatorial 2* (primeiro Planejamento), cuja composicéo da fonte de
nitrogénio foi a adotada por Mandels e Weber (1969), observou-se um ganho
significativo nas atividades dos trés grupos celulasicos estudados. Ao final da
otimizacdo da fonte de nitrogénio, a atividade FPasica passou de 77,8 Ul/L para
260,0 UI/L; a atividade CMCasica de 1.753,7 UI/L para 5.560,2 UI/L (média do ponto
central) a 7.105,2 UI/L (experimento 8) e a atividade B-glucosidasica de 222,6 UI/L
para 1.499,0 Ul/L, correspondendo a um aumento de, aproximadamente, 3 vezes
para as atividades FPasica e CMCasica e 7 vezes em relacdo a atividade -

glucosidasica.

Por meio da analise de variancia (ANOVA), verificou-se que ndo houve
interacdo significativa entre a uréia e o extrato de levedura para nenhum dos grupos
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de celulases produzidos pelo fungo filamentoso em estudo, o que significa que cada
uma apresentou efeito linear isolado, sem interferéncia uma na outra. A nao
interacdo entre a uréia e o extrato de levedura vem sendo observada em todas as

etapas dos planejamentos experimentais sequenciais.

Corroborando com o segundo experimento (fatorial 2°), que apresentou
curvatura significativa, no terceiro experimento observou-se efeito quadratico
significativo para as atividades FPéasica e p-glucosidasica, indicando assim
comportamento curvilineo e convexo (efeito quadratico negativo) em determinada
regido da superficie de resposta. Em relacdo ao lack of fit ou a falta de ajuste do
modelo, verificou-se que nao foi significativo (p>0,05), ou seja, 0 modelo se ajustou
adequadamente aos pontos experimentais, representando com confiabilidade os
resultados.

Tabela 5.9. Tabela da ANOVA para atividade FPasica. Delineamento composto central
rotacional (DCCR).

Causas da variagéo Soma dos C_Eraus de QuaE:Ir_ado F Pvalor

guadrados liberdade medio
(2) Uréia (L) 8132,95 1 8132,955 88,42 0,011
Uréia (Q) 7209,91 1 7209,912 78,39 0,012
(2) Extrato de Levedura (L) 2693,02 1 2693,021 29,28 0,032
Extrato de Levedura (Q) 2898,94 1 2898,940 31,52 0,030
Interacdo 1L x 2L 1048,12 1 1048,121 11,39 0,078
Lack of Fit 2961,58 3 987,195 10,73 0,086

Erro puro 183,96 2 91,979

Total 23141,82 10

Tabela 5.10. Tabela da ANOVA para atividade CMCasica. Delineamento composto central
rotacional (DCCR).

Causas da variagéao Soma dos Graus de Q”af“f"‘do F Pvalor

quadrados liberdade médio
(1)Uréia (L) 1473886 1 1473886 31,364 0,030
Uréia (Q) 512272 1 512272 10,901 0,081
(2)Extrato de Levedura (L) 2831711 1 2831711 60,258 0,016
Extrato de Levedura (Q) 43303 1 43303 0,921 0,438
Interacdo 1L x 2L 3186 1 3186 0,068 0,819
Lack of Fit 3093423 3 1031141 21,942 0,044

Erro puro 93986 2 46993

Total 8200284 10
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Tabela 5.11. Tabela da ANOVA para atividade pB-glucosidasica. Delineamento composto
central rotacional (DCCR).

Soma dos Graus de Quadrado

Causas da variagao quadrados liberdade médio F Pualor
(1)Uréia(L) 145154,2 1 145154,2 46,036 0,021
Uréia (Q) 373622,6 1 373622,6 118,494 0,008
(2)Extrato de Levedura (L) 86185,8 1 86185,8 27,334 0,035
Extrato de Levedura (Q) 76366,9 1 76366,9 24,220 0,039
Interacdo 1L x 2L 34504,9 1 34504,9 10,943 0,080
Lack of Fit 36382,9 3 12127,6 3,846 0,213

Erro puro 6306,2 2 3153,1

Total 692364,9 10

Por meio do diagrama de Pareto (Figuras 5.15, 5.16 e 5.17) verifica-se que
ambas as fontes de nitrogénio apresentaram efeito quadratico significativo, com
excecdo para atividade CMCasica, confirmando que, para este grupo de enzima, a
faixa de concentracdo das fontes de nitrogénio (uréia e extrato de levedura) poderia
ser ainda maior, uma vez que a falta do efeito quadratico e com efeito linear positivo,
indicou um modelo linear, com tendéncia ao aumento da concentracao das fontes de

nitrogénio estudadas.

|
I
(1)Uréia (1) : 9403271
|
:
Uréia (Q) : -8,8536
|
I
|
Extrato de Levedura (Q) : 5,61403
|
|
|
(2)Extrato de Levedura (L) ; 5,410964
|
]
|
1Lby2L 3,375673
|
L
p=,05

Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 5.15. Diagrama de Pareto para atividade FPasica. Delineamento composto central
rotacional (DCCR).
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|
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|
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|
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Figura 5.16. Diagrama de Pareto para atividade CMCasica. Delineamento composto central
rotacional (DCCR).
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Figura 5.17. Diagrama de Pareto para atividade B-glucosidasica. Delineamento composto

central rotacional (DCCR).
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Nas Figuras 5.18, 5.19 e 5.20 estdo apresentadas as superficies de resposta
do experimento. Observou-se para atividade FPasica e B-glucosidasica um ponto de
maximo relativamente semelhante entre os dois grupos enzimaticos. Ja para
atividade CMCasica, verifica-se que poderia ser ainda aumentada, entretanto, como
pode-se observar, 0 aumento dos niveis de uréia e extrato de levedura podera agir

de forma oposta as atividades FPasica e B-glucosidasica.

A 252 A

Figura 5.18. Superficie de resposta da otimizacao da fonte de nitrogénio para atividade
FPasica.

Estes resultados sdo promissores ao serem comparados com os dados
obtidos por Carvalho (2007), que apdés otimizar tanto fontes de nitrogénio quanto
fontes de minerais, em frascos agitados, alcancou atividade FPéasica de
aproximadamente 170 U/L, CMCaésica entre 4.400 e 5.600 U/L e B-glucosidasica de
1.300,0 U/L. Por outro lado, os valores alcancados nesta etapa do presente estudo
sdo menores quando comparados com atividades obtidas em biorreator
instrumentado no trabalho de Carvalho (2007), cuja atividade FPasica foi de 508,

CMCasica de 9.204 e B-glucosidasica de 2.395 UI/L.
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L) 2SN

Figura 5.19. Superficie de resposta da otimizacao da fonte de nitrogénio para atividade
CMCasica.

pe) sepseonit-d

Figura 5.20. Superficie de resposta da otimizacao da fonte de nitrogénio para atividade
B-glucosidasica.
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Martins et al. (2008) avaliaram a producdo de celulases por Penicillium
echinulatum em diversos substratos e obtiveram valores de atividade FPasica de
270 UI/L, CMCésica de 1.530 UI/L e B-glucosidasica de 190 UI/L ao final de 192 h de
fermentacdo. Jorgensem e Olsson (2006) produzindo celulases de Penicillium
brasianum, obtiveram atividade FPasica de 360 UI/L e 590 UI/L em meio contendo
como substrato Sigmacell e madeira pré-tratada a vapor, apés 165 h de

fermentacao.

Os fungos filamentosos podem usar uma surpreendente diversidade de
compostos como fontes de nitrogénio; no entanto, certos compostos nitrogenados
como amonia, glutamina e glutamato, sdo fontes preferenciais de nitrogénio por
estes agentes biologicos. Entretanto, quando estas fontes primarias de nitrogénio
ndo estdo disponiveis ou estdo presentes em baixas concentracdes a ponto de
limitar o crescimento, diversas fontes diferentes podem ser usadas, como nitrato,
nitrito, purina e amidas, aminoacidos e proteinas. A utilizacdo de qualquer das fontes
secundarias é altamente regulada e quase sempre requer a formacédo de uma via
catabdlica especifica, ou seja, 0 microrganismo necessita se adaptar, criando uma

via especifica na auséncia de uma fonte preferencial (MARZLUF, 1997).

Na natureza, o0 nitrogénio amoniacal € o primeiro produto formado no
processo de decomposicdo de matéria organica, especificamente de uréia, por
microrganismos decompositores, incluindo fungos filamentosos, leveduras e
bactérias. A uréia € um composto organico facilmente convertido a aménia e,
possivelmente por esta razao, foi a fonte de maior importancia para as atividades
celulasicas. De acordo com Marzluf (1997), o controle do nitrogénio secundario
envolve a ativacdo de genes, a qual é bloqueada na presenca de uma fonte
preferencial. Por esta raz&o, o sulfato de amdnio mostrou-se sem efeito significativo
para atividade FP&sica e na producdo de B-glucosidases. Entretanto, o extrato de
levedura, uma fonte secundéria de nitrogénio (nitrogénio amino) apresentou efeito
significativo positivo na producdo de celulases. Isto se deve ao fato do extrato de
levedura ser ndo somente fonte de nitrogénio, mas também fonte de vitaminas, em
especial do complexo B, que sao de grande importancia na regulacdo do
metabolismo. Estas vitaminas sdo importantes na sintese de flavina adenina

dinucleotideo (FAD), flavina mononucleotideo (FMN), entre outros, que séo cofatores
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enzimaticos essenciais no funcionamento de enzimas ligadas as vias glicoliticas,

ciclo de acido tricarboxilico entre outras do metabolismo celular.

5.4. Validacdo da otimizacéo das fontes de nitrogénio

Com objetivo de validar a otimizacdo das fontes de nitrogénio foi gerado um
modelo matematico para predizer os valores 6timos das fontes de nitrogénio e as
atividades alcancaveis nestas condicbes. Desta forma, foram realizados
experimentos para validar os valores preditos pelos modelos.

Na Tabela 5.12 estdo apresentados os valores preditos para as atividades
celulasicas e valor Desirability da otimizacdo da fonte de nitrogénio. O valor da
funcé@o Desirability para se atingir o 6timo das trés atividades simultaneamente, de
0,872, indicou que a otimizacao por esta funcao atende 87,2 % do maximo obtenivel.
Os valores 6timos para uréia e extrato de levedura foram de 0,97 g/L e 0,36 g/L,
respectivamente. Na Figura 5.21 pode ser visualizada a superficie de resposta da

funcao Desirability.

Os modelos mateméaticos que representaram a producao de celulases, nas
condicOes experimentais deste estudo, estdo representados nas equacdes que se

seguem.

Y =p,+p,-Ur*+B,-El*+B,-Ur+p,-El + B, -Ur-El +&

Equacéo 7

Onde:

Ur = Uréia

El = Extrato de levedura
&= Erro puro

Atividade FPasica = 259,97 —35,73Ur? — 22,66 EI? + 31,88 Ur +18,35 El + 2,769
Equacéo 8
Atividade CMCaésica =5560,19 — 30119 Ur? + 87,57 EI? + 429,23 Ur + 594,95 El —

28,22 Ur x El + 62,579
Equacéo 9
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Atividade pS—glucosidas ica = 1436 ,47 — 257,22 Ur > —116,29 EI *> + 134,70 Ur +

103,79 El +16,210

Equacéo 10

Tabela 5.12. Valores preditos das atividades celulasicas conforme a funcao Desirability

. Limites Valor Resultado
Atividades (UIL) -0,95% +0,95% predito experimental
FPase (UI/L) 220,5 286,7 253,6 227,2+6,3
CMCase (UI/L) 5805,4 6759,4 6282,4 6916,7 £ 241,5
B-Glucosidase (U/L) 1324,6 1571,8 1448,2 1374,7 £ 59,3

fpornSati

Figura 5.21. Superficie da funcdo Desirability para otimizacdo das fontes de nitrogénio para
producdo de celulases por Penicillium funiculosum.
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5.5 Producdao de celulases em biorreator

A producdo de celulases em biorreator foi realizada utilizando o meio de
cultivo nas condi¢Oes otimizadas de fontes de nitrogénio. Na etapa de producao de

celulases em biorreator, avaliou-se a forma de obtenc&o e o tamanho do indculo.
5.5.1 Avaliacdo da forma de obtencéo do inéculo

Na Figura 5.22 pode-se observar os perfis cinéticos da producéo de celulases
por P. funiculosum. Verifica-se que no biorreator G (Figura 5.22a), inoculado com
células crescidas em meio contendo glicose como Unica fonte de carbono, ao final
de 156 h de fermentacdo, foram alcancadas atividades de 540,0 U/L (FPasica),
6.865,2 U/L (CMCasica) e 1.691,7 U/L (B-glucosidasica). Observa-se um periodo de
60 (CMCasica ) a 84 h (FPasica e B-glucosidasica) para o inicio da producdo de
celulases. O longo periodo para o inicio da producdo é indesejavel, naturalmente.
Para reduzir este tempo, foram realizadas mais duas fermenta¢cdes nas mesmas
condicdes, diferenciando apenas a forma de preparo do inéculo. Neste segundo
experimento, as células do pré-indculo foram crescidas inicialmente em glicose e
depois aclimatadas em meio contendo celulignina de bagaco de cana como Unica
fonte de carbono (biorreator G+C). Neste caso (Figura 5.22b), atingiram-se valores
de atividades enzimaticas de 482,0 U/L (FPasica), 7.044,0 U/L (CMCaéasica) e 1.906,6
U/L (B-glucosidasica) ao final de 72 h de fermentacdo, e conseqientemente, a
produtividade volumétrica foi aumentada. Da mesma forma, o biorreator GC, ou seja
aguele em que as ceélulas foram crescidas em meio contendo glicose e celulignina de
bagaco de cana, atingiram-se 0s mesmos patamares de atividades alcancados com
o biorreator G+C em 72 h (Figura 5.22c). No entanto, do ponto de vista tecnoldgico,
o biorreator GC apresenta vantagens uma vez que o tempo de producao de in6culo
para o biorreator G+C foi de 120 h dividido em duas etapas, a primeira com glicose e
a segunda, de aclimatacdo em meio contendo celulignina, enquanto o tempo de

producao de indculo no biorreator GC foi de 72 h em uma Unica etapa.

A inducdo e a via de secrecao de celulases séo altamente reguladas por
diversos mecanismos. No modelo de indugcdo em Penicillium purpurogenum, Suto e
Tomita (2001) propuseram que as celulases constitutivas degradam a celulose a
celooligossacarideos e glicose. Estes sacarideos entram na célula e a glicose é

assimilada como fonte de carbono. A B-glucosidase intracelular converte
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celooligossacarideos de pequeno tamanho a glicose e posteriormente a gentiobiose,
por transglicosilacdo. A gentiobiose formada induz a sintese de celulases e estas
sdo excretadas ao meio externo, hidrolisando celulose e ocasionando liberacao de
glicose e celooligossacarideos, que sdo absorvidos pela célula, recomecando o

ciclo, como mostrado na Figura 2.8, item 2.1.8.

No meio contendo somente glicose como fonte de carbono como no pré-
in6culo do biorreator G, esta via ainda ndo esta formada uma vez que o
microrganismo dispde de uma fonte de carbono faciimente assimilavel. Sendo assim,
ao passar o micélio de um meio rico em glicose para um meio contendo celulose
como Unica fonte de carbono, o fungo P. funiculosum necessitou de 60 a 84 h para
secretar celulases em niveis detectaveis pelo método empregado. Ja no biorreator
G+C, assim como no GC, a fase de adaptacao ocorreu no periodo de producdo do
indculo (pré-indculo). Sendo assim, o microrganismo foi inoculado com os
mecanismos de producdo e secrecdo ja formados, permitindo menor tempo de

operacédo do biorreator principal, o de produc¢éo de celulases.
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Figura 5.22. Perfil cinético da producé@o de celulases por P. funiculosum em biorreator. A,
biorreator inoculado com microrganismo crescido em meio contendo glicose (G); B,
biorreator inoculado com microrganismo crescido em meio contendo glicose e aclimatado
em meio contendo celulignina (G+C); e C, biorreator inoculado com microrganismo crescido
em meio contendo glicose e celulignina (GC).
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5.5.2 Efeito do tamanho de in6culo

Os perfis de producédo de celulases com diferentes tamanhos de inéculo (5 e
10% v/v) estdo apresentados na Figura 5.23. Observa-se que a producdo de
celulases no biorreator inoculado com 10% de pré-indculo foi superior, com aumento
de 88, 84 e 42% para atividades FPasica, Avicelasica e CMCasica, respectivamente.
Em relacdo a atividade B-glucosidasica, verificou-se um aumento de apenas 4%.
Além do aumento de producdo de enzimas, com inéculo de 10 % v/v, constatou-se
que a producado de celulases ocorreu em menor tempo, tendo sido reduzido de 72
para 60 h. Consequentemente, a produtividade volumétrica (Qp) aumentou quando

se utilizou a maior concentracéo de indculo.

Na Tabela 5.13 pode-se observar que a produtividade volumétrica (Qp) no
biorreator inoculado com 10% de pré-indculo foi superior a obtida no biorreator
inoculado com 5%, durante todo o processo. Da mesma forma, o teor de proteinas
foi maior e a producédo mais rapida no biorreator inoculado com o maior tamanho de
in6culo (Figura 5.24). O aumento da atividade celulasica no meio € concomitante
com o aumento da producédo de proteinas secretadas pelo microrganismo. Por meio
da Figura 5.25, que exibe a atividade especifica das celulases, observa-se que no
gue concerne as atividades FPasica e Avicelasica, estas se mantiveram constantes
durante todo o periodo de fermentacédo, indicando que as enzimas exoglucanasicas
sdo produzidas seguindo o mesmo perfil cinético da producdo de proteinas. Por
outro lado, as atividades CMCasica se destacaram por um aumento da atividade
especifica até 36 h (biorreator inoculado com 10% v/v) e 48 h (reator inoculado com
5% v/v), mostrando um aumento da proporcdo de endoglucanases em relacdo ao
total de proteinas produzidas. Apés o periodo de maxima atividade especifica para
CMCases, observa-se um declinio, provocado, provavelmente, pela produgdo de
outras proteinas. Esta diminuicao da atividade especifica de CMCases coincide com
0o aumento da atividade especifica de B-glucosidases. A maior producdo de
CMCases (ou endoglucanases) na fase inicial (36 a 48 h); a producéo constante de
Avicelase (ou exoglucanases) durante todo o periodo de fermentacédo; e a maior
proporcdo de pB-glucosidases apos 36 a 48 h, € um comportamento que se
assemelha ao modo de acéao sinérgico das celulases, as quais atuam em duas fases
distintas: a hidrélise primaria e a secundaria. A hidrélise primaria ocorre na superficie

dos substratos sélidos liberando acucares solUveis com grau de polimerizacédo de
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até 9 unidades indo para 6 na fase de liquefacdo pela acdo de endoglucanases e
exoglucanases. Na hidrélise secundéaria, que ocorre na fase péds-liquefacao,
primeiramente h&a a hidrélise da celobiose a glicose pela acdo das B-glucosidases
(ZHANG e LYND, 2004). Essas diferencas nas proporcdes que as celulases sao
produzidas podem ser regidas por fatores como altera¢cdes quimicas do meio de
cultivo durante a fermentacdo (aumento e/ou diminuicdo da substancia indutora); e,

as necessidades fisiologicas associadas ao crescimento celular.
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Figura 5.23. Perfil cinético da producéo de celulases em biorreator inoculado com 5 % v/v
(A) e 10 % v/v (B) de pré-indculo.
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Figura 5.24. Perfil cinético da producéo de proteinas em biorreator inoculado com 5 e
10%v/v de pré-inéculo de células de P. funiculosum.
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Figura 5.25. Atividades especificas de celulases de P. funiculosum em biorreator inoculado
com 5 % v/v (A) e 10 % v/v (B) de pré-inéculo.
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Tabela 5.13. Produtividade volumétrica (Qp) de celulases em biorreator inoculado com 5 %
viv e 10 % v/v de pré-inGculo.

Tempo de Produtividade volumétrica - Qp (U/L.h)
fermentacéao Pré-in6culo de 5% Pré-inoculo de 10 %

(h) Fpase CMCase B-glucosidase Fpase CMCase B-glucosidase
12 1,7 11,5 1,4 14 14,8 2,3

24 1,2 10,8 1,6 1,8 43,8 3,4

36 2,0 34,2 2,9 4,3 100,5 6,2

48 2,7 49,8 6,6 13,1 189,6 37,0

60 4,5 99,7 13,6 15,0 179,5 31,0

72 6,2 106,7 22,4 12,6 154,5 26,2

84 5,7 93,3 21,6 nd nd nd

Na Tabela 5.14, estdo apresentados os resultados de producéo de celulases
em relacdo ao conteudo de celulose inicial da celulignina de bagaco de cana (U/g).
Observa-se que, ao final da fermentacdo, houve um aumento de 88 e 42 % das
atividades FPasica e CMCasica, respectivamente, no biorreator inoculado com 10 %
de pré-indculo. Por meio destes resultados pode-se estimar a relagdo entre as
atividades enzimaticas produzidas e a massa de matéria-prima. Assim, nas
condicOes experimentais deste estudo, considerando que cada 100 kg de bagaco
rendem 28,8 kg de celulignina (contendo 68% de celulose), pode-se obter, entao,
1.310.757 FPU, 16.018.733 EGU e 2.720.022 BGLU para cada 100 kg de bagaco.

Tabela 5.14. Atividades celulasicas produzidas por grama de celulose inicial (U/g).

Tempo de Pré-in6culo de 5% Pré-in6culo de 10 %
fermentacéo i ,
(h) FPase CMCase f-glucosidase FPase CMCase B-glucosidase
12 1,48 10,12 1,20 1,20 13,05 2,02
24 2,19 19,04 2,81 3,24 77,32 5,97
36 5,43 90,48 7,67 11,51 266,02 16,31
48 9,52 175,60 23,17 46,14 669,27 130,75
60 19,68 439,88 60,18 66,13 792,08 136,55
72 32,99 565,00 118,49 66,93 817,95 138,89
84 35,49 575,97 133,24 nd Nd Nd

5.5.3 Producdao de xilanases por P. funiculosum em biorreator

A Figura 5.26 apresenta o perfil cinético da producdo de xilanases em
biorreator inoculado com 10 % v/v de pré-indculo. Observa-se que o fungo
filamentoso P. funiculosum, além das celulases, possui maquinario para producéo de

xilanases. Possivelmente, este microrganismo produz enzimas com atividade
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xilanasica como enzimas auxiliares na hidrolise de materiais lignocelulésicos. Neste
caso, a matéria-prima utilizada como indutor da producédo de enzimas, possuia cerca
de 12% de hemicelulose, o0 que, provavelmente, induziu a expressao de xilanases

concomitantemente a producao de celulases, conforme se observa na figura.

Esta caracteristica pode ser de grande importancia na composicao de um
preparado enzimatico para a hidrélise de material lignocelulésico pré-tratado, uma

vez que, mesmo apods pré-tratamentos acido e alcalino, ainda permanece
significativo teor de hemicelulose.
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Figura 5.26. Perfil cinético da producéo de proteinas e atividades xilanasica e avicelésica.
Biorreator inoculado com 10 % v/v de pré-inéculo.

5.5.4 Considerac@es gerais sobre a producédo de celulases
Os valores de atividade enzimatica em cada etapa da otimizagcdo das

concentracbes das fontes de nitrogénio e em biorreator estdo apresentados na
Figura 5.27. Observa-se um aumento das atividades FPase de, aproximadamente,
12 vezes, CMCase de 6,3 vezes e B-glucosidase de 8,5 vezes em relacdo ao
planejamento 1, o qual foi baseado na composicdo do meio classico de Mandels e
Weber (1969). Desta forma, constatou-se que foi possivel aumentar a producéo de
enzimas modificando 0 meio de cultivo em frascos agitados e em biorreator,

controlando melhor as condicbes de pH (5) e oxigénio dissolvido (20-40% da
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saturacdo). Certamente, a producdo de celulases pode ainda ser aumentada por
meio de modificacbes das condi¢des de aeracdo, pH, aumento da concentracao da
fonte de carbono e nitrogénio com uso de planejamentos experimentais. O reciclo de
células é outro fator que pode incrementar a producdo de celulases em biorreator,
uma vez que as ceélulas ja estardo com toda a maquinaria metabdlica formada e

adaptada para o crescimento em material lignocelulésico.
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Figura 5.27. Evolucédo da producéo de celulases durante as etapas de otimizagdo da fonte
de nitrogénio por meio de planejamentos experimentais em frascos agitados e em
biorreatores. PE: planejamento de experimentos; BR 5%: biorreator inoculado com 5%v/v de
pré-inoculo; BR 10%: biorreator inoculado com 10%v/v de pré-inéculo.

Wooley et al. (1999) estabeleceram alguns parametros e valores no projeto de
uma planta industrial para producéo de celulases, sendo que dois dos parametros
foram relacionados a producdo (rendimento de 200 FPU/g de celulose+xilose e
produtividade de 75 FPU.L'.h'). No presente estudo, os rendimentos e
produtividade alcancados ainda estdo trés e cinco vezes menores, respectivamente,
em relacdo aos valores utilizados por Wooley et al. (1999) para projetar uma
producdo em grande escala. Vale lembrar, no entanto, que os autores utilizaram

como microrganismo produtor de celulases, o fungo T. reesei modificado para
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superproducdo destas enzimas. Sendo assim, acredita-se no grande potencial da
linhagem de P. funiculosum utilizada no presente estudo para producéo de celulases
em escala industrial. Como colocado anteriormente, o0s rendimentos e a
produtividade em celulases deste fungo podem ainda ser melhorados, seja por

melhoramento genético ou por avangos na otimizacao das condi¢des de cultivo.

5.6. Concentracdo dos extratos enzimaticos de P. funiculosum

Com o objetivo de desenvolver um produto enzimatico de forma dedicada (in
plant production) para emprego na producédo de etanol de segunda geracdo e de
outras moléculas passiveis de producdo a partir de materiais de composicao
lignocelulésica, dentro do contexto de biorrefinaria, esta se¢éo trata da concentragédo
do extrato bruto sem células, para posterior caracterizacao e aplicacao na hidrélise

de celulose de bagaco de cana.

Os resultados dos diferentes métodos de concentracdo estdo apresentados
nas Tabelas 5.15 e 5.16. A concentragdo por evaporador rotativo a vacuo e a
temperatura de 45°C, sem adicao de substancias estabilizadoras (rotaevaporador 1),
mostrou-se ineficaz com perdas de 84 a 94% das atividades celulasicas. De acordo
com Yamane et al. (1990) as moléculas de agua da camada de solvatacdo tém
papel fundamental na estabilidade protéica devido, principalmente, as interacfes
hidrofébicas, forcas de van der Walls, pontes salinas e ligacbes de hidrogénio.
Porém, variagcbes no meio como temperatura, pH, forca ibnica, entre outras, podem
induzir as modificagbes na estrutura da proteina de sua forma ativa para
desnaturada. Isto se deve a exposi¢do dos residuos de aminoacidos hidrofobicos
das enzimas ocasionada pelas alteracdes na organizacao das moléculas de agua da

camada de solvatacao.

Estabilizantes, como glicerol e PEG, agem modificando a camada de
solvatacdo, substituindo parte das moléculas de agua por estas substancias
hidrofilicas, conduzindo a uma reorganizacao das moléculas de agua devido ao
incremento do namero de interagcdes intramoleculares por ligacbes de hidrogénio,
gue contribui para estabilidade da molécula protéica.

Com isto, observa-se que nos processos de concentracdo realizados com uso
de glicerol e PEG, as perdas de atividade foram reduzidas (Tabela 5.15). lyer e

Ananthanarayan (2008) estudaram os efeitos de sete polietilenoglicois (PEG) de
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massas moleculares médias de 400-8.000 Da e dois alcoois polivinilicos (PVASs) com
média de massas moleculares de 10.000 e 50.000 Da, sobre amilase pancreatica e
verificaram que a maioria apresentou ativacdo e estabilizacdo da atividade
enzimatica. Os efeitos destes aditivos estabilizantes foram analisados também em
diferentes enzimas (cinco o-amilases, p-amilase, glucoamilase, isoamilase,
pululanase e ciclomaltodextrina glucaniltransferase), tendo sido verificados efeitos

positivos na estabilidade de todas as enzimas investigadas.

Tabela 5.15. Atividades celulasicas do extrato bruto sem células e do concentrado em
rotaevaporador a vacuo.

Rotaevaporador |I: sem adicdo de estabilizadores / FC volumétrico: 75

FPasica (U/L) CMChésica (U/L) B-glucosidasica (U/L)

Extrato bruto 223,226 2.520,944 880,174
Concentrado 2.265,77 10.409,59 3.507,62
Perdas (%) 86,47 94,494 94,69

Rotaevaporador II: adicdo de glicerol 0,75 % / FC volumétrico: 75

FPé&sica (U/L) CMCaésica (U/L) B-glucosidésica (U/L)

Extrato bruto 125,16 2.098,92 1.016,78
Concentrado Final 5.447,72 69.276,76 40.679,01
Perdas (%) 41,966 55,99 46,66

Rotaevaporador lll: adicdo de glicerol 0,75 % e PEG 8000 0,2% / FC volumétrico: 25

FPasica (U/L) CMCasica (U/L) B-glucosidésica (U/L)

Extrato bruto 240,03 6.916,71 1.374,69
Concentrado 6.786,02 104.968,69 26.094,58
Perdas (%) 0,000 39,30 24,07

FC: fator de concentracéo

Quanto as atividades celulasicas dos extratos concentrados em sistema de
ultrafiltracdo tangencial em membranas de fibras ocas (Tabela 5.16), verificou-se
que as perdas foram dependentes do corte (cut-off) da membrana. Membranas de
abertura de 10 kDa permitem a passagem de moléculas de até 30 kDa, dessa forma
celulases de baixa massa molecular e mesmo proteinas acessorias sédo perdidas
durante o processo de concentracdo. Devido a observacado dessas perdas, utilizou-
se membranas com abertura menor (5 kDa), o que permitiu recuperacdo de quase
toda a atividade celulasica, com perda de apenas 3% da atividade CMCasica. Sendo
assim, o processo de ultrafiltracdo tangencial em membranas de fibras ocas de
abertura 5 kDa, foi definido como ideal e adotado para a obtencdo do preparado
celulasico LADEBIO/BR.
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Tabela 5.16. Atividades celuldsicas nas diferentes etapas de concentracdo em membranas
de fibras ocas em dois diferentes cut-off.

Hollow fiber: cut-off: 10 kDa / Fator de concentracao volumétrico: 45,4

Atividades (U/L) Volume

FPasica CMCéasica  B-glucosidasica  (mL)
Extrato bruto 510,8 7.100,3 1.979,6 6.000
Microfiltrado 482,0 7.045,0 1.906,6 5.900
Residuo 334,5 1.307,3 504,0 100
Microfiltracao
Concentrado 1.7067,6 277.186,7 81.649,8 130
Permeado final 262,8 1.102,8 9,5 5.670
Atividade tedrica 21.876,5 319.732,6 86.528,7
Perdas (%) 22,0 13,3 5,6
Hollow fiber: cut-off: 5 kDa / Fator de concentra¢cdo volumétrico: 64
Extrato bruto 1.135,4 10.252,5 2.260,0 6.350
Microfiltrado 961,5 9.664,2 2.200,0 6.300
Residuo 234,6 981,0 583,9 100
Microfiltracao
Concentrado 63.065,6 601.995,2 140.562,2 98
Permeado final 30,1 1940 3,1 6.250
Atividade tedrica 61.810,5 621.271,7 141.428,6
Perdas (%) 0,0 3,1 0,6

5.7. Estabilidade do preparado celulasico

Nas Figuras 5.28 e 5.29 estdo apresentadas as atividades dos preparados
enzimaticos concentrados durante a incubacdo a 37 e 50°C, tanto daquele
concentrado em rotaevaporador a vacuo (rotaevaporador Ill) quanto do preparado
concentrado em sistema de ultrafiltracio em membrana, este Ultimo denominado
preparado celulasico LADEBIO/BR.

Verifica-se que ambos os preparados enzimaticos apresentam estabilidade
das trés atividades avaliadas, durante todo o periodo de incubagdo. A boa
estabilidade do preparado enzimatico é de grande importancia uma vez que 0 seu
uso em processos de hidrélise enziméatica e fermentacédo simultaneas requer que as
atividades que fazem parte do pool enzimatico apresentem boa estabilidade tanto a
50°C (fase de pré-hidrolise), quanto a 37°C (fase de fermentagdo simultdnea a

hidrélise).
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Figura 5.28. Estabilidade do preparado celulasico de P. funiculosum, concentrado em
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Figura 5.29. Estabilidade do preparado celulasico de P. funiculosum, concentrado por
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Na Figura 5.30 estdo apresentados os resultados das atividades celulasicas
durante a estocagem a 7°C (em refrigerador). Verifica-se que até 32 meses de
armazenamento, o preparado enzimatico de P. funiculosum apresentou todas as
atividades avaliadas estaveis. A boa estabilidade tanto nas temperaturas de atuacao
no processo (37 e 50°C), quanto na estocagem, colocam este preparado enzimatico
com grandes chances de se tornar um produto comercial, caso a economicidade do

processo seja favoravel.
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Figura 5.30. Estabilidade do preparado celulasico de P. funiculosum frente ao
armazenamento sob refrigeracdo a 7°C.

5.8. Identificagdo preliminar das enzimas no pool concentrado com
atividades CMCésica e B-glucosidasica em zimograma

A Figura 5.31A apresenta os eletrofoterogramas do preparado enzimatico
LADEBIO/BR, nos quais se pode observar que o fungo P. funiculosum secreta ao
meio uma grande quantidade de proteinas. No zimograma da Figura 5.31B
identificam-se bandas com atividade CMCasica (gel corado com vermelho de
Congo) e verificam-se, ainda, que estas isoenzimas apresentam grande variacao
quanto ao tamanho. No que concerne a atividade B-glucosidasica (gel corado com
esculin+cloreto férrico), foi constatada uma Unica banda de massa molecular

aproximadamente 100 kDa (Figura 5.31C). Khantan et al. (1985) constataram
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presenca de duas isoenzimas com atividade B-glucosidasica em extrato enzimatico
de P. funiculosum. Apesar de ser 0 mesmo microrganismo, este pode secretar
complexos enziméticos distintos dependendo das necessidades fisiologicas frente

ao ambiente ou ao meio em que se encontra.

MM
(kDa)

116

67

45

Figura 5.31. Separacéo eletroforética de proteinas do extrato bruto de P. funiculosum. A —
Eletroforese SDS-PAGE; B — Zimograma de CMCases; C — Zimograma de B-glucosidases.

Tendo sido constatada a presenca de enzimas, com atividade celulolitica,
com grande variacdo de massa molecular, realizou-se uma precipitacédo fracionada
com sulfato de amoénio de forma a recuperar todas as fragdes protéicas e determinar
a concentragdo minima necesséaria do sal para precipitacdo destas proteinas. As
etapas seguintes do trabalho foram realizadas para separar cada isoenzima e

confirmar a identificagdo por meio de LC/MS/MS.

5.9. Purificacdo e caracterizagdo das enzimas de P. funiculosum no extrato
bruto concentrado

As fases de purificacdo e caracterizagdo compreenderam as etapas de pré-
purificag@o por precipitagdo com sulfato de amoénio, purificagcdo por cromatografia de
troca idnica, identificagdo das enzimas purificadas por LC/MS/MS, quantificacdo das
atividades das enzimas purificadas e avaliacdo preliminar da alteragdo molecular
frente a condi¢Bes desnaturantes, utilizando técnicas de fluorescéncia. Os resultados

destas etapas estdo apresentados nos itens a seguir.

5.9.1. Precipitagao com sulfato de aménio
Um dos primeiros passos da purificagdo de enzimas consiste na sua

precipitagdo com sulfato de amoénio. Na Tabela 5.17 estdo apresentados os
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resultados da atividade celulasica da suspensdo de proteinas precipitadas com
sulfato de aménio nas concentracfes de 20 a 80% da saturacdo e na Figura 5.32
estdo exibidas as porcentagens das atividades celuladsicas recuperadas nas

amostras tratadas com as diferentes concentra¢gdes de sulfato de amonio.

De acordo com Lucarini et al. (2005), proteinas precipitadas com uso de sais,
em geral, ndo sdo desnaturadas e as atividades sao recuperadas apos
ressolubilizacdo. Além disso, o uso de sulfato de aménio para precipitagdo tem a
vantagem de apresentar acao estabilizante sobre as proteinas, por evitar protedlise

e acao bacteriana.

Tabela 5.17. Atividades celulasicas ap0s precipitagdo com sulfato de aménio.

Sulfato de Atividades (U/L) P i
A — — roteina (mg/L)
amonio (%) CMCésica B-Glucosidasica
20 737,0 412,7 81,8
30 1.124,9 1.785,5 247,1
40 1.791,3 13.517,5 580,2
50 46.161,7 73.791,9 9.151,0
60 38.643,3 22.151,7 1.820,8
70 1.312,8 930,5 226,3
80 1.184,7 514,3 135,9
Total 90.955,7 113.104,1 12.243,1
80+
70 O CMCase
W beta-glucosidase
60 O Proteina (mg/L)

Recuperagéo (%)

20 30 40 50 60 70 80
sulfato de amdnio (%saturacéo)

Figura 5.32. Porcentagem de recuperacéao de atividades celulasicas apés precipitacdo com
sulfato de aménio.
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Na Figura 5.33 esta ilustrado o gel SDS-PAGE das proteinas obtidas da
precipitagdo fracionada com sulfato de aménio. Verificou-se a presenca de no
minimo 19 bandas de proteinas nos precipitados de 40 a 60%. Nota-se que apesar
de, aproximadamente, 97 % das proteinas precipitarem com 60% de sulfato de
amonio, nos precipitados com 70 e 80 % houve a presenca de bandas (indicado com
seta) que ndo estavam presentes nos precipitados com menor concentracdo de
sulfato de aménio. Os resultados indicaram a necessidade do uso de 80% de sulfato
de amobnio para permitir a recuperacdo de grande parte das proteinas, evitando
dessa forma a exclusdo de algum composto protéico que possa ter importancia na

hidrélise enzimatica, seja ela de funcao catalitica ou acessoria.

MM  20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% Dial

67 kDa

45 kDa

30 kDa

22,5 kDa ||

13,4 kDa |

Figura 5.33. Separacado eletroforética de proteinas do extrato celuldsico precipitado com
sulfato de amoénio (20 a 80% da saturacdo). MM: padrdo de massa molecular; Dial: extrato
enzimatico dialisado (antes de precipitacao).

5.9.2. Purificacdo de enzimas do preparado concentrado por cromatografia de
troca ibnica

Com a finalidade de se obterem enzimas puras para identificacdo e
caracterizacao, foi realizada a cromatografia de troca anibnica apds precipitacao
com sulfato de amoénio (80% de saturacdo). Esta modalidade de cromatografia
baseia-se na carga liquida da proteina e na sua capacidade de se ligar a uma matriz
carregada positivamente. As proteinas adsorvidas na matriz séo eluidas apds serem
trocadas por outros ions, com o mesmo tipo de carga, porém com maior afinidade

pela fase estacionaria.
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No cromatograma apresentado na Figura 5.34, 0s picos representam a
intensidade de absorcéo de luz UV a 280 nm pelas moléculas de proteinas ou outras
capazes de absorver no mesmo comprimento de onda. Apds cromatografia, as
fracbes foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE para identificacdo das que
continham proteinas e 0 seu respectivo grau de pureza. Na Figura 5.35 estdo
ilustrados os géis SDS-PAGE das fracfes coletadas apds cromatografia e do extrato
enzimatico bruto. Observou-se que com o protocolo desenvolvido, foi possivel
separar cinco proteinas, identificadas como 2, 3, 4, 7 e 9, em uma Unica etapa. Por
meio da eletroforese (Figura 5.35) constatou-se que dentre as proteinas secretadas
pelo fungo filamentoso P. funiculosum, trés sdo majoritarias, as codificadas como 3,

4 e 7, seguida da proteina 2.

1 —mAU —B
i —_— 100
2000 3 7
80
1500 4
E
S 60
[e0]
& 1000 o)
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Volume (mL)

Figura 5.34. Cromatografia de troca anionica da purificacdo de proteinas secretadas por P.
funiculosum em Akta Purifier. Em vermelho, o aumento da proporcédo de uso da bomba B,
representando o gradiente de forca ibnica.
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Figura 5.35. Géis SDS-PAGE das fracBes obtidas na purificacdo de enzimas por
cromatografia de troca anibnica. Os numeros indicam as identificacbes dos picos do
cromatograma da Figura 5.34. MM: marcador de massa molecular; ExB: extrato enzimético
bruto.

5.9.3. Identificagdo das enzimas por LC/MS/MS

A técnica da espectrometria de massas identifica com alta precisdo a razéo
massa/carga dos peptideos ionizados e fragmentados. Através de processamentos
desses dados é possivel comparar os resultados com aqueles armazenados em
bancos de dados internacionais como o National Center for Biotechnology
Information (NCBI), um dos maiores bancos de dados em gendmica e protedmica,
permitindo recuperar peptideos que apresentam massas e sequéncia similares.
Através de multiplas fragmentac¢des, com sucessivas perdas dos aminoacidos das
extremidades, € possivel construir a sequéncia da proteina por meio do software

Mascot.

As proteinas codificadas como 2, 3, 4 e 9 no gel SDS-PAGE, apresentadas na
Figura 5.35 do item 5.9.2, foram identificadas por LC/MS/MS (Laboratério de
Genética de Plantas do Departamento de Genética da ESALQ/USP) como sendo f3-
glucosidase (sequiéncia ndo mostrada), CBH I, CBH Il e endoglucanase (sequéncia
nao mostrada), respectivamente. Os demais picos do cromatograma apresentado na
Figura 5.34, correspondentes a outras proteinas purificadas, encontram-se em

processo de identificacao.
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As sequéncias de peptideos, identificadas por LC/MS/MS, das enzimas CBH |
e CBH Il secretadas pelo fungo P. funiculosum estdo apresentadas abaixo. As
seqUéncias destacadas em negrito sdo as que coincidem com as depositadas no
banco de dados da NCBI. Neste banco de dados ndo foram localizadas sequéncias
de peptideos de celulases de P. funiculosum depositadas, porém, foram
encontradas similaridades de sequéncia com CBH | de Penicillium sp. (cobertura de
sequéncia de 18%) e de Penicilium occitanis (cobertura de sequéncia de 21%) e

CBH Il de Acremonium cellulolyticus (cobertura de sequencia 19%).

CBH | (cobertura de sequéncia de 18% quando comparado com CBH | de

Penicillium sp.)

1 MSALNSFNMY KSALILGSLL ATAGAQQIGT YTAETHPSLS WSTCKSGGSC

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

TTNSGAITLD
ADYSGTYGIT
FTVDVSHLPC
DLKFIAGQAN
PCDTPGLSVC
TVDTTKPFTV
GNVINSDYCA
VNMLWLDSTY
VGPENSTFSG
CGGQGWTGPT

ANWRWVHGVN
TSGNSLRLNF
GLNGALYFVT
VEGWTPSANN
TTDACGGTYS
VTQFVTNDGT
AEISTFGGTA
PTNATGTPGA
GSSTGGSTTT
TCVSGTTCTV

TSTNCYTGNT
VTGSNVGSRT
MDADGGVSKY
ANTGIGNHGA
SDRYAGTCDP
STGSLSEIRR
SFNKHGGLTN
ARGTCATTSG
TASRTTTTSA
VNPYYSQCL

WNSAICDTDA
YLMADNTHYQ
PNNKAGAQYG
CCAELDIWEA
DGCDFNPYRL
YYVONGVVIP
MAAGMEAGMV
DPKTVESQSG
SSTSTSSTST

SCAQDCALDG
IFDLLNQEFT
VGYCDSQCPR
NSISEALTPH
GVTDFYGSGK
QPSSKISGIS
LVMSLWDDYA
SSYVTFSDIR
GTGVAGHWGQ

CBH | (cobertura de sequéncia de 21% quando comparado com CBH

Penicillium occitanis)

1 MSALNSFNMY KSALILGSLL ATAGAQQIGT YTAETHPSLS WSTCKSGGSC

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

TTNSGAITLD
ADYSGTYGIT
FTVDVSHLPC
DLKFIAGQAN
PCDTPGLSVC
TVDTTKPFTV
GNVINSDYCA
VNMLWLDSTY
VGPFNSTFSG
CGGQGWTGPT

ANWRWVHGVN
TSGNSLRLNF
GLNGALYFVT
VEGWTPSANN
TTDACGGTYS
VTQFVTNDGT
AEISTFGGTA
PTNATGTPGA
GSSTGGSTTT
TCVSGTTCTV

TSTNCYTGNT
VTGSNVGSRT
MDADGGVSKY
ANTGIGNHGA
SDRYAGTCDP
STGSLSEIRR
SFNKHGGLTN
ARGTCATTSG
TASRTTTTSA
VNPYYSQCL

WNSAICDTDA
YLMADNTHYQ
PNNKAGAQYG
CCAELDIWEA
DGCDFNPYRL
YYVQNGVVIP
MAAGMEAGMV
DPKTVESQSG
SSTSTSSTST

SCAQDCALDG
IFDLLNQEFT
VGYCDSQCPR
NS I SEALTPH
GVTDFYGSGK
QPSSKISGIS
LVMSLWDDYA
SSYVTFSDIR
GTGVAGHWGQ

de
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CBH Il (cobertura de seqUéncia de 19% quando comparado com CBH Il de

Acremonium cellulolyticus Y-94)

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451

Além destas enzimas

MLRYLSIVAA
YAQCIPGTAT
FSGYQLYANP
PTMGTYLANI
GVANYKAYID
AYYECVNYAL
SAPASLRGLA
GWPNAHFIMD
FVWVKPGGES
NANPALV

TAILTGVEAQ QSVWGQCGGQ GWSGATSCAA

STTLVKTTSS
YYSSEVHTLA
EAANKAGASP
SIVAQLKAYP
INLNLANVAM
TNVANYNAWS
TSRNGVQPTK
DGTSNSSATR

TSVGTTSPPT
IPSLTGSLAA
PIAGIFVVYD
DVHTILIIEP
Y 1DAGHAGWL
ISSPPSYTSG
QQAWGDWCNV
YDFHCGYSDA

identificadas (CBH

TTTTKASTTA
AATKAAEIPS
LPDRDCAAAA
DSLANMVTNL
GWSANLSPAA
DSNYDEKLY
1GTGFGVQPT
LQPAPEAGTW

I, CBH I,

GSTCSTLNPY
TTTAAASGNP
FVWLDTAAKV
SNGEYTVANN
STAKCAEAQS
QLFATVYKNA
NALSPLLTSN
TNTGDPLEDA
FQAYFVQLLT

B-glucosidase e

endoglucanase), por meio de LC/MS/MS foi possivel encontrar a sequéncia de

peptideos da proteina 7 (30 kDa) da Figura 5.35, conforme se observa abaixo.

Porém, nao foi encontrada proteina com sequéncia similar a desta, sendo assim, é

referenciada apenas como proteina 7 no decorrer do trabalho.

Proteina hipotética. Cellulase de P. funiculosum (NCBI)

MLRYLSIVAATAILTGVEAQQSVWGQCGGQGWSGATSCAAGSTC

STLNPYYAQCIPGTATSTTLVKTTSSTSVGTTSPPTTTTTKASTTATTTAAASGNPFS

GYQLYANPYYSSEVHTLAIPSLTGSLAAAATKAAEIPSFVWLDTAAKVPTMGTYLANI

EAANKAGASPPIAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEYTVANNGVANYKAY IDS 1VAQLKA

YPDVHTILI 1EPDSLANMVTNLSTAKCAEAQSAYYECVNYAL IKPHLAHVAMY IDAGH

AGWLGWSANLSPAAQLFATVYKNASAPASLRGLATNVANYNAWS ISSPPSYTSGDSNY

DEKLY INALSPLLTSNGWPDAHFIMDTSRNGVQPTKQQAWGDWCNVIGTGFGVQPTTN

TGDPLEDAFVWVKPGGESDGTSNSSATRYDFHCGYSGALQPAPEAGTWFQAYFVQLLT

NANPALV

A proteina 7 trata-se de uma estrutura ainda nado identificada ou né&o

depositada no banco de dados da NCBI. E importante sua identificacéo, pois esta

representa no minimo 15% do total de proteinas secretadas pelo fungo filamentoso

P. funiculosum, conforme sera discutido no item que se segue. Por esta proteina ser
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uma das majoritarias entre as celulases do fungo em estudo, sera dada especial

atencao para sua identificacdo e caracterizacao em trabalhos futuros.

5.9.4. Massas moleculares das celulases de P. funiculosum

A massa molecular das enzimas de interesse € um dos conhecimentos
bésicos para caracterizacdo de enzimas e serve de base para o estabelecimento de
técnicas de separacdo, concentracdo por membranas, escolha de colunas para
possivel separacdo tanto em nivel laboratorial quanto em colunas industriais. Na
Tabela 5.18 estdo apresentadas as massas moleculares das celulases secretadas
pelo fungo P. funiculosum, incluindo da proteina 7. Foi possivel estimar, através do
rendimento de purificacdo, a propor¢cédo das enzimas CBH | e Il (30%) e da proteina
7 (15%). E importante o conhecimento da propor¢do entre as diversas enzimas
formadoras do complexo celulolitico de P. funiculosum para melhor entendimento de

sua eficiéncia na hidrolise de material lignocelulésico.

Dentre as celulases secretadas por T. reesei, a CBH | representa 60%, a CBH
II, 25% e endoglucanases, 15% (GRITZALI e BROWN, 1979). A producéo de enzima
EG | representa de 5 a 10% das proteinas secretadas, porém, € proposto que a EG
Il € a responsavel pela maior atividade endoglucanasica produzida por T. reesei
(SUOMINEN et al., 1993 e CASTRO et al., 2010).

Tabela 5.18. Massa molecular das enzimas purificadas de P. funiculosum.

Enzima Massa Molecular (kDa)
CBH | 63,8
CBH I 51,1
B-glucosidase 773
Endoglucanase 58,5
Proteina 7 30,0

As massas moleculares das celulases do fungo filamentoso P. funiculosum
estdo proximos dos encontrados na literatura (Tabela 5.19), podendo variar de
acordo com a fonte, conforme se observa na tabela, podendo, ainda, estar

relacionada com a diferenca na composi¢cao em isoenzimas.
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Tabela 5.19. Massas moleculares de celulases de diversas fontes.

Fonte Enzima MM (kDa) Referéncias

Humicola insolens Endoglucanase 57 Hayashida et al. (1988)

Humicola insolens Exo-glucanase 72 Hayashida et al. (1988)
Hayashida et al. (1988);

Humicola insolens B-glucosidase 250 Hayashida e Oshioka

(1980a,b)

Trichoderma harzianum B-glucosidase 75 Yun et al. (2001)

;ﬂ?&oorgﬁﬁﬁjss Endoglucanase 50 Nakkharat e Haltrich (2005)

Aspergillus oryzae B-glucosidase 43 Riou et al. (1998)

T. reesei QM 9414 CBH Il 49,7 Coutinho e Henrissat (1999)

P. funiculosum Celobiohidrolase 55 Coutinho e Henrissat (1999)

Aspergillus niger AMS B-glucosidase 48 Coutinho e Henrissat (1999)

Talaromyces emersonii Endoglucanase | 35 Moloney et al. (1985)

Talaromyces emersonii B-glucosidase 135 Coughlan e McHale (1988)

Talaromyces emersonii Celobiohidrolase A 66 Tuohy et al. (2002)

X. fastidiosa Endoglucanase 61,6 Simpson et al. (2000)

X. fastidiosa CBH 70,9 Simpson et al. (2000)

X. fastidiosa B-glucosidase 80,3 Simpson et al. (2000)

5.9.5. Atividades das enzimas purificadas

O conhecimento das atividades das enzimas isoladamente é de grande
importancia para compreensdo das eficiéncias de hidrolise dos preparados
celulasicos, bem como permite melhor entendimento das sinergias entre as varias
isoenzimas que compdem o0s sistemas celulasicos dos microrganismos. Neste
trabalho, foram medidas as atividades de trés enzimas purificadas (B-glucosidase,
CBH | e proteina 7). Os trabalhos de quantificacdo das atividades das outras
enzimas purificadas deverdo continuar até completa elucidac¢éo da boa eficiéncia do
sistema enziméatico secretado pelo fungo filamentoso P. funiculosum e servir de base
para engenharia de produto visando um preparado enzimatico altamente eficiente na

hidrolise de material lignocelulésico.
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Na Tabela 5.20 estdo apresentadas as atividades das enzimas em diferentes
substratos e os acucares liberados, quantificados tanto pelo método de DNS quanto
pelo método enzimatico da glicose oxidase (GOD). Os diferentes métodos de
quantificacao de acucares indicam se os agucares liberados sdo predominantemente
oligossacarideos ou glicose. As solucdes enzimaticas utilizadas nesses ensaios
apresentavam teor protéico de 8 mg/mL (CBH | e proteina 7) e 2,6 mg/mL (B-

glucosidase).

Tabela 5.20. Atividades (U/mL) das enzimas CBH, B-glucosidase e da proteina 7 purificadas.

Substratos
Enzima Papel filtro Avicel CMC Celobiose Xilana
DNS GOD DNS GOD DNS GOD GOD DNS
CBH | 0,41 1,59 16,27 4,06 491 4,37 42,98 21,28
B-glucosidase - - - - - - 229,54 -
Proteina 7 0,70 0,77 0,44 0,34 1,85 0,13 - 1,80

Verifica-se que a enzima CBH | de P. funiculosum apresentou atividades em
Avicel, CMC, celobiose e em xilana. Esta enzima pode ser considerada a chave para
o entendimento da boa atuacdo do preparado celuldsico secretado por P.
funiculosum, uma vez que foi capaz de hidrolisar tanto a estrutura cristalina da
celulose (Avicel) quanto a celobiose. Além disso, a atividade em xilana pode ser de
grande vantagem também para a hidrolise, ja que materiais lignocelulésicos, mesmo
apos pré-tratamento, ainda apresentam teores de hemicelulose ndo negligenciaveis
em sua composi¢cdo. Sendo assim, sua remocgao facilita o acesso de outras
celulases a celulose.

Na Tabela 5.20 observa-se ainda a grande especificidade da B-glucosidase,
com elevada atividade em celobiose e nenhuma atividade nos demais substratos. Ja
a proteina 7 apresentou atividades principalmente em CMC e em xilana. Na
literatura, enzimas com atividade em celulose e em xilana sado pouco reportadas.
Jagtap e Rao (2005) purificaram a enzima 1,4-B-glucan glucohidrolase de baixa

massa molecular (14 kDa), capaz de hidrolisar tanto celulose (CMC) quanto xilana.
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5.9.6. Eletroforese em gel nativo das enzima CBH | e da proteina 7

Na Figura 5.36 observa-se o gel de eletroforese nativo da proteina 7 (PR7) e
da enzima CBH | purificada por cromatografia de troca ibnica e interacéo hidrofébica.
Por meio deste gel foi possivel confirmar a pureza da proteina nas amostras, pela
presenca de uma unica banda, jA que por este método de eletroforese a proteina
migra pelo gel tanto por massa molecular como por carga, 0 que ndo acontece em
um gel SDS-PAGE. O gel de eletroforese nativo permitiu também constatar que as

enzima CBH | e a proteina 7 apresentam a forma monomeérica.

MM  PR7 MM CBHI
(kDa) /

{
609 | “wew Suasd
440 | e
232 | - bed
140 £ - bad
o
67 -y (-

Figura 5.36. Gel de eletroforese em condicdes nativas da proteina 7 (PR7) e da CBH I. MM
marcador de massa molecular.

5.9.7. Ensaios de fluorescéncia

O fendbmeno da fluorescéncia consiste na absorcéao de energia por um elétron,
passando do estado fundamental para o estado excitado; este elétron ao retornar ao
estado fundamental € acompanhado pela liberacdo de energia em excesso através
da emissdo de radiacdo. Em moléculas protéicas o triptofano e a tirosina sdo os
aminoacidos que absorvem luz UV e toda a resposta € reflexo da presenca e

posicao (externalizada ou internalizada) destes na superficie da molécula protéica.

Os espectros de fluorescéncia para B-glucosidase e proteina 7 demonstram
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gue houve um deslocamento dos picos para direita (de aproximadamente 340 para
360 nm), o que indica um desenovelamento dessas proteinas com consequente
exposicao dos residuos de triptofano e/ou tirosina (Figuras 5.37 e 5.38). Nas demais
proteinas (CBHI, CBHIl e endoglucanase) tal deslocamento foi menos acentuado
(Figuras 5.39, 5.40 e 5.41), o que indica que essas proteinas ja possuem residuos
de triptofano externos. Isso pode ser confirmado conforme descrito na literatura de
que esses aminoacidos sdo responsaveis pela interacdo enzima substrato no
mddulo de ligacdo ao substrato (CBM). A diminui¢do do sinal de fluorescéncia se da

pela presenca de guanidina nos tampdes.

250000 -
—— b-glucosidase

——b-glucosidase

200000 - guanidina

150000 -

Intensidade

100000 -

50000 -

0 T T T T T T T T 1
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 5.37. Ensaio de fluorescéncia de p-glucosidase purificada de Penicillium
funiculosum antes e apés a adicdo de guanidina 6M incubada por 30 min.
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Figura 5.38. Ensaio de fluorescéncia da proteina 7 purificada de Penicillium funiculosum

antes e ap6és a adicéo de guanidina 6M incubada por 30 min.
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Figura 5.39. Ensaio de fluorescéncia de CBH | purificada de Penicillium funiculosum antes
e apds a adicdo de guanidina 6M incubada por 30 min.
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Figura 5.40. Ensaio de fluorescéncia de CBH Il purificada de Penicillium funiculosum antes
e apo6s a adicao de guanidina 6M incubada por 30 min com a proteina.
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Figura 5.41. Ensaio de fluorescéncia de endoglucanase purificada de Penicillium
funiculosum antes e apés a adicdo de guanidina 6M incubada por 30 min.

Os resultados obtidos nesta série de experimentos, como 0 comportamento
da enzima frente as condi¢cdes desnaturantes, servirdo de base ou modelo para
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~

estudos futuros, particularmente no tocante a estabilidade da molécula frente as
modificacdes de pH, temperatura, concentracdo de etanol no meio. Este trabalho

ainda esta em andamento no Laboratorio de Cristalografia/IFSC/USP.

5.10. Parametros cinéticos Ky e Vmax aparentes do preparado enzimatico
LADEBIO/BR

A constante de Michaelis (Kv) esta relacionada com a afinidade da enzima
pelo substrato e expressa a concentracdo de substrato na qual se atinge a metade
da velocidade méaxima de reacdo. Dessa forma, quanto maior o valor de Ky, menor é
a afinidade da enzima por um dado substrato (SEGEL, 1979). A velocidade maxima
de reacdo (Vwmax) € aquela alcancada quando os sitios cataliticos estdo saturados,
ou seja, todos os sitios cataliticos estdo formando o complexo enzima-substrato, e

assim atuando em maxima velocidade.

Os valores de Ky e Vmax, além de serem caracteristicos das enzimas, tém
grande importancia pratica em processos enzimaticos. Empregando-se a equacao
de Michaelis-Menten integrada obtém-se um modelo matematico, o qual permite
determinar o produto formado em quaisquer tempos de hidrolise. Este é um método
interessante uma vez que leva em consideracdo a redugcédo da concentracdo de
substrato ao longo da reacdo enzimatica e, consequentemente, a reducdo da

atividade com o tempo.

Na Figura 5.42 estdo apresentados os resultados das curvas de progresso
para B-glucosidase visando a determinacdo dos valores de velocidade inicial para
cada concentracdo de substrato. Os coeficientes dos termos lineares da equacao
polinomial correspondem aos valores de velocidade inicial, os quais foram utilizados

para determinagédo dos parametros Ky e Vyax.

Os dados fornecidos pela curva de progresso permitiram construir o gréafico de
Michaelis-Menten, representando o efeito da concentracdo de substrato sobre a
velocidade inicial (Vi) da reacdo enzimatica e a linearizacdo pelo método de
Lineweaver-Burk (Figuras 5.43 e 5.44).
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Figura 5.42. Curvas de progresso da acao de pB-glucosidase de Penicillium funiculosum.

A constante de Michaelis (Ky) e a velocidade maxima (Vuax) aparentes de
reacdo enzimatica foram de 1,426 mMol.L™ e 0,01 mMol.L™.min™, respectivamente,

para B-glucosidase e Ky, 7,57 g.L* e Vyax, 0,875 g.L .min™" para enzimas com

atividade CMCasica. Estes valores estdo proximos aos reportados por Castro (2006)

para enzimas celulasicas desta mesma linhagem, que encontrou, Ky de 10,926 g.L™

para CMCase e 1,747 mMol.L™ para p-glucosidase.
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Figura 5.43. Grafico de Michaelis-Menten (A) e a linearizagdo por duplo reciproco de

Lineweaver-Burk (B) para enzima B-glucosidase de P. funiculosum. Efeito da concentragéo
de substrato sobre a velocidade de reacéo.
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Figura 5.44. Gréafico de Michaelis-Menten (A) e a linearizacdo por duplo reciproco de
Lineweaver-Burk (B) para CMCase de P. funiculosum. Efeito da concentragéo de substrato
na velocidade de reacéo.

5.11. Aplicacdo do preparado celuldsico LADEBIO/BR na hidrolise de
celulignina de bagaco de cana

Objetivando-se avaliar o desempenho do preparado celulasico concentrado
de P. funiculosum com um preparado comercial da empresa Genencor (Multifect®),
assim como investigar o0 possivel sinergismo entre o produto enzimatico
desenvolvido no presente trabalho com o preparado comercial, realizaram-se
experimentos de hidrolise enzimatica de celulignina de bagaco de cana parcialmente
deslignificada (CLBPD). Para tal, ao substrato foi aplicada uma carga enzimatica de
25FPU/g, quando os preparados eram adicionados isoladamente, ou quando
combinados ao meio era adicionado metade da carga enzimética de cada um (12,5
FPU/g). Adicionalmente, para se avaliar a efetividade da adicdo do preparado de P.
funiculosum, foi realizada a hidrélise de CLBPD também utilizando apenas 12,5
FPU/g da enzima comercial. Os resultados desta série de experimentos estao

exibidos na Figura 5.45.

Verificou-se que o preparado comercial Multifect liberou no maximo 12,9 g/L
de glicose em 18 horas de hidrdlise enzimatica, quando adicionado de uma carga de
25 FPU/g e 9,1 g/L quando adicionado de 12,5 FPU/g, correspondendo a 66,3 e
46,7% de rendimento de hidrélise, respectivamente (Tabela 5.21). Os valores desta

variavel de resposta foram significativamente aumentados quando metade da carga
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da enzima comercial foi substituida pelo preparado enzimatico de P. funiculosum
(M12,5 P12,5), elevando a concentracdo de glicose liberada para 18,4 g/L, o que
representa um rendimento de hidrolise de 94,8%. O preparado enzimatico de P.
funiculosum (P25) liberou ao final de 18 horas, 16,7 g/L de glicose, correspondendo
a um rendimento de hidrolise de 85,9%. Ficou evidenciada ndo somente a
superioridade do preparado LADEBIO/BR, como também o positivo sinergismo que
0 mesmo confere ao preparado comercial. Isto, seguramente, se deve a diferentes
propor¢des das principais atividades enzimaticas que fazem parte do pool celulasico.
Conforme reportado recentemente na literatura, através de um artigo de nosso grupo
de pesquisa (CASTRO et al., 2010), diferentes fungos filamentosos produzem
enzimas do complexo celuldsico em proporcdes variadas. O experimento controle,
no qual os preparados enzimaticos foram substituidos pela adicdo de tamp&o, ndo
apresentou, como esperado, liberacdo de glicose, demonstrando que somente a

temperatura de 50°C nao foi suficiente para que ocorresse hidrolise.
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Figura 5.45. Cinética de hidrélise enzimatica de celulignina de bagaco de cana.
Concentracao de solidos 25 g/L (celulignina com 70 % celulose). M25 (Multifect 25 FPU/Q);
M12,5 (Multifect 12,5 FPU/g); P25 (enzima de P. funiculosum 25 FPU/g); M12,5 P12,5
(Multifect 12,5 FPU/g + enzima de P. funiculosum 12,5 FPU/qg).

151



Maeda, RN Capitulo 5 — Resultados e Discussdo

Tabela 5.21. Rendimento de hidrélise de celulignina de bagaco de cana parcialmente
deslignificada por celulases de Penicilium funiculosum (P) e enzima comercial Multifect (M).
Concentracao de sélidos 25 g/L (celulignina com 70% celulose).

Enzima Carga enzimatica (FPU/Q) Rendimento (%)
M25 25 66,3 £ 3,5
M12,5 12,5 46,7+0,4
P25 25 859+1,1
M12,5 P12,5 25 94,8+2,0

M25 (Multifect 25 FPU/g); M12,5 (Multifect 12,5 FPU/g); P (enzima de Penicillium funiculosum 25
FPU/g); MP (Multifect 12,5 FPU/g+ enzima de P. funiculosum 12,5 FPU/qg).

Os rendimentos de hidrélise alcancados neste estudo foram bastante
superiores aos obtidos por Martins et al. (2008), Juhasz et al. (2005a), Sukumaran et
al. (2009), Jorgensen e Olsson (2006) e Jorgensen et al. (2005), que trabalharam
com diversas fontes celulésicas e celulases de diferentes origens, conforme se
observa na Tabela 5.22.

Por meio de andlise de variancia (ANOVA) verificou-se que houve efeito
estatistico significativo entre tratamentos, ou seja, as enzimas diferiram entre si
quanto a liberagcdo de glicose ao final de 18 horas de hidrdlise (Tabela 5.23). Pelo
teste de Tukey constatou-se que a combinacdo de preparado enzimatico que
permitiu maior liberacdo de glicose, foi o de Multifect + Penicillium (MP), seguido

pelo preparado de Penicillium (Tabela 5.24).

Constata-se que os preparados cuja composicao continha celulases de P.
funiculosum, apresentaram melhoria no rendimento de hidrélise. Possivelmente, este
bom desempenho dos sistemas celulasicos de P. funiculosum deve-se ao fato de
este fungo ser capaz de secretar sistemas celulasicos com atividades balanceadas,
como mencionado anteriomente (CASTRO et al., 2010). Jorgensen e Olsson (2006)
também reportam que diversas espécies do género Penicillium tém mostrado a
habilidade de produzir sistema enzimatico completo e melhor relacdo entre as
atividades FPasica e B-glucosidasica do que o tradicional fungo filamentoso
Trichoderma reesei, que € o microrganismo mais utilizado na producdo comercial

destas enzimas.
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Tabela 5.22. Rendimento de hidrélise de celulose de diversas fontes.

Fonte Celulose Tempo de Carga Rendimento
Origem da enzima celulbsica (g/L) hidrélise enzimética  de hidrdlise
’ (h) (FPUIg) (%)
) Polpa  kraft
P. equinulatum (1) 20,0 24 10 43,94
branqueada
Polpa  kraft
Celuclast 1.5 (1) 20,0 24 10 32,15
branqueada
Polpa  kraft
Celluclast + Novozym 188 (1) 20,0 24 10 46,71
branqueada
Sabugo de
T. reesei RUT C30 (2) milho pré- 20,0 24 15 59,00
tratado
Sabugo de
T. reesei RUT C30 (2) milho pré- 20,0 24 15 30,00
tratado
T. reesei RUT C30 (2) Solka floc 20,0 24 15 31,00
T. reesei RUT C30 (2) Solka floc 20,0 24 15 36,00
T. reesei RUT C30 (2) Abeto 20,0 24 15 23,00
Sabugo de
Celuclast (2) milho pré- 20,0 24 15 41,00
tratado
P. brasilianum (3) Sigmacell 25,0 69 25 77,00
P. pinophilum (4) Abeto 21,7 24 25 48,00
Celluclast (4) Abeto 21,7 24 25 14,00
Celluclast + Novozym 188 (4) Abeto 21,7 24 25 59,00
80
) ) Bagaco de
T. reesei + A. niger (5) 20,0 24 (+10 3,79
cana
BGLU/qg)
) Bagaco de 50
T. reesei + A. niger (5) 20,0 48 17,64
cana (+5 BGLU/qg)

(1) Martins et al. (2008); (2) Juhasz et al. (2005a); (3) Jorgensen e Olsson (2006); (4) Jorgensen et al.
(2005); (5) Sukumaran et al. (2009).

Tabela 5.23. Quadro de analise de variancia do experimento, ao final de 18 h de hidrdlise.

C. Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 3 112,50 37,50 312,5**
Residuo 4 0,48 0,12

Total 7 112,98
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Tabela 5.24. Teste de Tukey para hidrélise enzimatica ao final de 18 h.

Tratamentos Glicose liberada (g/L)
Multifect + Penicillium 18,91 a
Penicillium 16,70 b
Multifect 25 FPU/g 12,89 ¢
Multifect 12,5 FPU/g 9,08d

Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica entre si, em nivel de 5 % de significancia. DMS =
1,41

Além disso, a mistura de diferentes tipos de celulases permite um maior
sinergismo. Hoshino et al. (1997) avaliaram o0 sinergismo entre pares de exo e
endoglucanases e observaram que 0s maiores graus de sinergismo envolvem as
enzimas CBHI e CBHII com outras enzimas e entre si. Reiterando, nossos achados
vao ao encontro das observacfes destes autores, pois através da técnica de
LC/MS/MS, foram identificadas, em nosso estudo, a presenca majoritaria destas
enzimas (item 5.9.3) produzidas por P. funiculosum. Além da presenca de CBH | e
CBHIl, verifica-se que este fungo € um bom produtor também de B-glucosidases,
enzimas-chave na producao de glicose, que é o substrato para a producéo de etanol

de segunda geracéao.

A razao entre as atividades FPasica e B-glucosidasica do extrato bruto de P.
funiculosum foi de 1:3,8 e do preparado Multifect foi de 1:0,8. Em processos SSF,
esta razado é importante para evitar o acimulo de celobiose no meio, que é um
inibidor das celobiohidrolases. O efeito positivo da adi¢cdo de preparado celulasico de
P. funiculosum na diminuicdo da concentracédo de celobiose pode ser observado na
Figura 5.46, na qual também se verifica 0 acimulo de celobiose somente nos meios
hidrolisados com a enzima comercial, aplicando-se tanto a carga enzimatica de 12,5
FPU/g quanto a de 25 FPU/g, permanecendo no meio, 0,89 g/L e 2,28 g/L de
celobiose, respectivamente. J& nos meios hidrolisados pela mistura de enzima
comercial com preparado de P. funiculosum houve apenas um acumulo inicial,
porém, a celobiose foi convertida a glicose apds duas horas, indicando a boa

atuacao de B-glucosidases de P. funiculosum na mistura enzimatica.
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Figura 5.46. Celobiose liberada durante 18 horas de hidrélise. Concentracdo de sélidos 25
g/L (celulignina com 70 % celulose). M25 (Multifect 25 FPU/g); M12,5 (Multifect 12,5 FPU/q);
P25 (enzima de Penicillium funiculosum 25 FPU/g); M12,5P12,5 (Multifect 12,5 FPU/g+
enzima de P. funiculosum 12,5 FPU/Q).

5.12. Hidrolise enzimatica do bagaco com diferentes niveis de deslignificacéo
e efeito da adicdo de BSA na hidrélise do bagaco pré-tratado

A literatura é controversa no que se refere a necessidade de deslignificar o
material lignoceluldsico, particularmente quando a producdo de etanol de segunda
geracdo é considerada, ja que este biocombustivel classifica-se no grupo de
produtos da Biotecnologia como de baixo valor agregado, havendo a necessidade
imperiosa de se estabelecerem compromissos com a economicidade do processo
tecnoldgico. Foi com esta inquietude, ou seja, a de se avaliar a imprescindibilidade
da deslignificacdo de celulignina de bagaco de cana que esta série de experimentos

foi realizada.

Partindo-se da premissa de que a principal funcao da deslignificacdo era a de
melhorar a acessibilidade das enzimas, em particular endo e exoglucanases, as
fibras celul6sicas e de que o agente alcalino (NaOH) empregado no pré-tratamento
da celulignina de bagaco de cana (CLBC), embora eficiente era um insumo que
podia onerar o custo de producédo do etanol de segunda geracao, programou-se esta
série experimental, na qual buscou-se pela maxima reducédo das concentracfes de
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hidroxido de sédio, sem que isto comprometesse o rendimento de hidrélise

enzimatica.

Na Figura 5.47 estdo apresentados os resultados do efeito de diferentes
graus de deslignificacdo alcalina na hidrélise enzimética de CLBC. Observou-se que
nao houve diferenca significativa na hidrélise de CLBC tratada com 1 ou 4% de
NaOH. A CLBC tratada com 0,5% de NaOH apresentou bom grau de hidrdlise
enzimatica nas primeiras 12 h, no entanto, apds este tempo, verificou-se uma
diminuicdo na eficiéncia hidrolitica, quando comparada com a CLBC tratada com 1
ou 4% de NaOH. Ja a hidrolise enzimatica de CLBC pré-tratada com 0,1% de NaOH

foi pouco eficiente.

A diminuicdo da eficiéncia na hidrélise de CLBC tratada com baixas
concentracbes de NaOH deve-se, seguramente, a barreira fisica ocasionada pela
lignina residual, dificultando o acesso das enzimas a celulose. Além disso, a lignina
residual pode adsorver as celulases irreversivelmente, reduzindo assim, a carga
enzimatica disponivel para hidrélise (SUTCLIFFE e SADDLER, 1986; TATSUMOTO
et al.,, 1988). Neste sentido, em consonancia com o trabalho de Yang e Wyman
(2005), buscou-se pela investigacdo também da adicdo de BSA ao meio reacional,
que se ligaria a lignina residual, deixando as enzimas disponiveis para a hidrolise

propriamente dita.

Assim como a adi¢cdo de BSA, surfactantes e polimeros podem ser utilizados
para a melhoria da hidrolise enzimatica. Gomes (2009) fez uso de tween e PEG na
sacarificacdo de celulignina de bagaco de cana e constatou um aumento da
conversado de glucana a glicose. No caso de surfactantes, os grupamentos de 6xido
de etileno favorecem as ligacbes de hidrogénio entre os atomos de oxigénio das
ligacdes éter e as hidroxilas fenodlicas da lignina. Além disso, ocorrem as interacfes
hidrofébicas entre os grupamentos fenil da lignina e os grupamentos CH, e CH3 dos
surfactantes. Estas interacdes intermoleculares fazem com que o surfactante ocupe
um volume na superficie do material solido, diminuindo assim a adsorcdo das

enzimas.

Contrariando os achados de Yang e Wyman (2005), que observaram melhoria
na eficiéncia de hidrélise de palha de milho, aplicando BSA duas horas antes da
adicdo de celulases, verificou-se no presente trabalho que n&o houve diferencas

estatisticas significativas entre os meios adicionados ou ndo de BSA.
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Figura 5.47. Cinética da hidrélise enzimatica de celulignina de bagaco de cana pré-tratada
com diferentes graus de deslignificacdo (NaOH em diferentes concentracdes) e auséncia e
presenga de BSA. Enzima utilizada: M12,5P12,5 (Multifect 12,5 FPU/g+ enzima de P.
funiculosum 12,5 FPU/qg). Concentracédo de sélidos, 25 g/L; carga enzimatica, 18,5 FPU/g.

5.13. Producéo de etanol de segunda geracao por sacarificacéo e fermentacéao
simultaneas (SSF) utilizando o preparado celulasico LADEBIO/BR

Nesta secdo estdo apresentados os resultados dos ensaios envolvidos no
processo SSF, incluindo as atividades celulasicas nas temperaturas aplicadas no
processo; producdo de células; ensaios em fermentdémetro; e, finalmente, a
producéo de etanol por SSF em biorreator de bancada com o produto desenvolvido

no presente estudo.

5.13.1. Atividades celulasicas

O preparado celulasico LADEBIO/BR apresentou atividades FPéasica de 63,1
U/mL, CMCasica de 602,0 U/mL e B-glucosidasica de 140,6 U/mL (Tabela 5.16). Na
Tabela 5.25 estdo apresentados os resultados das atividades relativas das celulases
nas temperaturas aplicadas no processo SSF, 37 e 50°C. Foram consideradas como
100% de atividades celulasicas, aquelas alcancadas na temperatura de 50°C.
Verificou-se que as atividades enzimaticas sdo reduzidas em 20 a 30% com a
diminuicdo da temperatura de 50 para 37°C. Castro (2006) avaliou a atividade de
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celulases de P. funiculosum a 37, 50 e 60°C e observou uma reducdo de
aproximadamente 15% das atividades celulasicas. A reducéo das atividades com a
diminuicdo da temperatura é esperada, uma vez que as celulases apresentam faixa
de temperatura G6tima entre 50 e 55°C. Em temperaturas inferiores a 6tima, as
enzimas diminuem sua atividade por estarem com sua conformacao alterada (grau
de enovelamento diferente do 6timo). As velocidades de reacdo diminuem, portanto,

guanto mais distante da faixa 6tima de temperatura o sistema reacional estiver.

Tabela 5.25. Atividades relativas do preparado celulasico LADEBIO/BR a 37 e 50°C.

Atividade relativa (%)

Temperaturas (°C) FPasica CMChésica B-glucosidase
37 79,4 73,4 66,5
50 100,0 100,0 100,0

5.13.2. Producéo de células de Sacharomyces cerevisiae JP1

Na Figura 5.48 esta apresentado o perfil de producdo de células de
Sacharomyces cerevisiae linhagem JP1, utilizada para producdo de etanol através
da estratégia SSF. Observa-se que o crescimento celular em batelada alimentada foi
bem eficiente atingindo concentracédo de células de 8,5 g/L (massa seca) em 15 h de
crescimento, permitindo um aumento de 70% na concentracao celular em relacdo a

batelada simples inicial.
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Figura 5.48. Producdo de células de Sacharomyces cerevisiae JP1 por processo em
batelada alimentada. S, = 20 g/L, temperatura = 37 °C, DO, = 60%.
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A melhor producdo de células em biorreator se da pelos melhores controles
das condi¢cdes de aeracéo, agitacdo, pH, nivel de oxigénio dissolvido e alimentacao
do meio com fontes de carbono e outros nutrientes. Na batelada alimentada por
pulso a glicose foi fornecida sempre que esta atingia baixos niveis. Esta forma de
conducao permite estender a fase exponencial de crescimento e manter baixos os
niveis de substrato, evitando assim, o efeito repressor da glicose sobre o
metabolismo da levedura, sendo esta estratégia altamente recomendada quando o
produto do bioprocesso forem células microbianas, exemplo tipico é a producéo de

levedura de panificacao.

5.13.3. Avaliagéo preliminar da fermentabilidade do hidrolisado de celulignina
de bagaco de cana utilizando o preparado celulasico LADEBIO/BR

Em experimentos anteriores foi mostrado que o preparado celulasico
LADEBIO/BR apresentou bom rendimento de hidrélise de celulignina quando
comparado a um preparado comercial. Nesta etapa, foi avaliada a fermentabilidade
dos acucares liberados pela hidrélise realizada pelo preparado celuldsico obtido in
situ. Na Figura 5.49 estd apresentado o perfil cinético da producdo de etanol
equivalente produzido em fermentdometro (estimado estequiometricamente pela
liberacdo de CO,).
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Figura 5.49. Avaliacado preliminar da fermentabilidade do hidrolisado de celulignina de
bagaco de cana, em fermentdmetro.
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Observa-se que a concentracdo de etanol equivalente atingiu o valor de 55
g/L. Considerando que o meio continha 200 g/L de celulignina, com 68% de celulose
em sua composicdo, e considerando também que na conversdo de celulose a
glicose a concentragado de celulose deve ser multiplicada pelo fator 1,1, decorrente
da incorporacédo de agua, atinge-se uma concentracdo tedrica de glicose de 150 g/L.
Desta forma, o valor da concentracdo de etanol maxima obtenivel seria de 76,6 g/L.
Logo, o valor de etanol equivalente alcancado neste ensaio pode ser considerado
satisfatorio (eficiéncia de fermentacdo de 72%), tendo em vista se tratar de uma
avaliacdo ainda preliminar da fermentabilidade do hidrolisado enzimatico gerado
pelo preparado LADEBIO/BR.

5.13.4. Producdao de etanol de segunda geragcéo por processo SSF alimentado
em biorreator

Estudos realizados no LADEBIO ja apontavam que em processos SSF, a
concentracéo de etanol era limitada pela concentracdo de sélidos (VASQUEZ, 2007)
devido a limitagBes difusionais, relacionadas a transferéncia de massa. Reduzindo,
assim, o rendimento de hidrolise de materiais lignocelulésicos e, em alguns casos, 0
seu proéprio impedimento. A fim de se buscar por uma solucédo para este problema,
incorporou-se uma inovagao ao processo, alimentando o biorreator com sélidos, em
momentos nos quais 0 meio se tornava liquefeito. Dessa forma, a relacao
sélido:liquido se manteve baixa o suficiente para minimizar os classicos problemas

de transferéncia de massa.

Na Figura 5.50 estdo apresentados os perfis de producdo de etanol e
consumo de glicose e celobiose durante o processo SSF em batelada alimentada. A
faixa vertical em cinza indica a fase de pré-hidrélise enzimatica (12 h) e a partir do
ponto zero (0), a fase de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas. As setas indicam
0 ponto de perturbacdo do sistema com alimentacdo com carga de celulignina
(massa seca). Ao final da fase de pré-hidrélise, a glicose atingiu valores de 64 g/L e
0 meio apresentava-se liquefeito, sendo possivel a inoculacéo com a levedura JP1 e
a primeira alimentacdo com celulignina de bagaco de cana parcialmente
deslignificada. Ao longo do processo pode ser observada a reducdo da
produtividade volumétrica em etanol (Qp). Este comportamento reflete a reducgéo
progressiva da taxa de formacdo de produto. De acordo com Véasquez (2007) a
hidrolise enzimatica é etapa limitante do processo SSF, particularmente quando o
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meio a ser fermentado é inoculado com altas concentracdes celulares, levando a
levedura a consumir a glicose em elevadas taxas. Se observarmos a produtividade
nas primeiras 8 horas de fermentacdo, fase em que a glicose esta prontamente
disponivel, o valor deste parametro variou de 5 a 9 g/L.h, ou seja, 0s mesmos
verificados em fermentacdes de etanol a partir do caldo de cana no Brasil, 5-8 g/L.h.
Logo, a taxa de formacdo de etanol passou a ser limitada pela taxa de hidrélise
enzimatica a partir 8 h de fermentacdo, quando a concentracdo de glicose foi

mantida em niveis baixos.
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Figura 5.50. Cinética de producéo de etanol por processo SSF utilizando celulases de P.
funiculosum (Preparado Celulasico LADEBIO/BR) em batelada alimentada. As setas indicam
0s tempos nos quais o sistema foi alimentado com celulignina parcialmente deslignificada.
(a) alimentacdo com 50 g; (b) alimentagcdo com 25 g; e, (c) alimentacdo com 25 g de
celulignina. A faixa em cinza indica a fase de pré-hidrélise enzimatica (HE) de 12 h. A linha
pontilhada em roxo indica o tempo de 106 h quando se atingiu a maior producéo de etanol.
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De acordo com Rudolf et al. (2005), Sassner et al. (2006), Sassner et al.
(2007) a taxa de hidrdlise enzimatica em muitos casos reportados sobre processos
SSF, é a taxa que governa um processo SSF, entdo, a concentracdo de células
pode ser reduzida. Olofsson et al. (2008) reportaram que ndo ha& uma forte
correlagcdo positiva entre o tamanho do inoculo e a producdo de etanol, em
processos com concentracdes de células acima de 1 a 2 g/L para condicdes tipicas
de SSF (10 % de sdlidos e 30 FPU/g). Sendo assim, o tamanho de indculo poderia
ser reduzido neste processo.

As elevadas concentracdes de etanol atingidas no presente estudo, além da
boa atuacdo do preparado celulasico sobre a celulignina de bagaco de cana,
sinalizam para uma possivel utilizacdo deste produto enzimético para producdo de
etanol de segunda geracdo em escala produtiva. Considerando os resultados
obtidos, estima-se que para cada tonelada de celulignina de bagaco de cana, obtém-
se 380 L de etanol. Para esta estimativa, considerou-se a concentracao inicial de
sélidos de 33,3 % m/v, o etanol produzido de 100 g/L e a densidade do etanol de
0,789 kgl/L.

Os resultados obtidos neste estudo, utilizando processo SSF alimentado, sao
bastante promissores gquando comparados aos estudos recentes reportados na
literatura, conforme se observa nas Tabela 5.26 e 2.11 (item 2.4.8). Nota-se que a
maioria dos trabalhos realizados com o processo SSF utilizaram baixas
concentracbes de sélidos iniciais (menor ou igual a 10%). No presente estudo,
optou-se por utilizar altas concentracbes de sdlidos que assegurassem altas
concentracbes de etanol, ja que esta € uma condicdo sine qua non para a
viabilidade técnico-econdmica de processos quimicos e bioquimicos, particularmente
quando a tecnologia de producéo envolve produtos de baixo valor agregado. Nao
conseguimos localizar trabalhos publicados na literatura com descricdo de processos
reportando concentracdes de etanol tdo elevadas quanto as obtidas no presente

trabalho de pesquisa.
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Tabela 5.26. Condi¢cdes empregadas no SSF para producgéo de etanol encontradas na literatura (HE: Hidrélise Enzimética).

Carga enzimética

. Teor de .
, Pré- i ) o : . Células | Etanol | Tempo Qp A
Material tratamento | " €-HE FPase B-glucosidase S(()(;)(Z;O Microrganismo (g/L) (/L) ) (g/L.h) Referéncia
(FPU/g) (Ul/g)
Bagacode | H.SO.e 12h 12,5 28,0 33 S. cerevisiae 15,0 97,5 106 0,92 | Presente estudo
cana NaOH JP1
Rejeito da S. cerevisiae
indUstria de Nao 16 h 17,5 - 20 ’ IP1 8,0 74,6 48 1,55 Silva (2010)
celulose
Cavaco de H.,SO, e -
Pinus NaHSO, 12 h 15,0 22,5 8 S. cerevisiae 2,0 41,8 _ _ Zhu et al. (2010)
Palmiste N&o 48h 6,0 ~ 30 S. cerevisiae 7.0 70,0 216 0,32 | Jorgensenetal
panificacéo (2010)

Exploséo

com vapor
Madeirade | (SOo)e NE 15,0 12,6 10 S. cerevisiae _ 29,4 72 0,41 | Ruiz etal. (2006)
oliva deslignific.

peroxido

alcalino

Explosao

com vapor
Caulede | (SO)e N&o 15,0 12,6 10 S. cerevisiae ~ 20,9 72 0,29 | Ruiz et al. (2006)
girassol deslignific.

peréxido

alcalino
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Tabela 5.26. Condi¢cdes empregadas no SSF para producéo de etanol encontradas na literatura (HE: Hidrélise Enzimética). Cont.

Carga enzimatica Teor de T
. Pré- . _ . . . Células Etanol €mpo Qp A
Material | i mento | Pré-HE FPase B-glucosidase S(()(;)(Z;O Microrganismo (g/L) (g/L) ) (g/L.h) Referéncia
(FPU/g) (Ul/g)

Bagaco Acido e S. cerevisiae )
d deslignific. 12h 26,0 17 30 N 6,0 70,0 50 1,21 Vasquez (2007)

ecand | com NaOH panificacéo
Bagaco Acido e Santos et al

ga¢ deslignific. | 12h 25,0 B 23 Z. mobilis 4,0 60,0 36 1,66 :
de cana (2010)
com NaOH

Sabugo Acido . Zhang et al.
de milho (H,S0,) 48 h 8,0 _ 12,5 K. marxianus 10,0 5,68 48 0,12 (2009)
Silagem . S. cerevisiae
de milh Hidrotémico 24 h 30,0 _ 13 L 0,2 20,0 194 0,10 Xu et al. (2009)

e milho panificacdo

Exploséo S. cerevisiae .
P"?‘I'r?a de | comvapor | 16h 10,0 16,7 10 T 1,0 26,7 96 0,28 Ohgren etal.
milho (SO,) panificagdo (2007)
Exploséo

tprf"ga de | comvapor | N&o 15,0 12,6 10 K. marxianus 0.2 0,6 72 0,01 Ba”e?;%rc‘;g) etal.

9 (H,S0,)

Exploséo .
Palha de com vapor N&o 20,0 25,0 10 S. cerevisiae 50 25,0 120 0,21 Linde et al.
cevada (H,SO,) (2006)
2! 4
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Dadas as condicdes de rendimentos e etanol produzido, realizou-se um
balanco de massa do processo SSF, tendo sido considerados:
0 Massa de celulignina adicionada: 200 g;
Volume total de meio: 600 mL;
Concentracao de etanol: 100 g/L;

Eficiéncia de fermentacao: 95%;

O O O O

Ypss: 0,485 gp/gs (valor aproximado normalmente observado no LADEBIO em

fermentacdes de glicose);

o Fator de conversédo de glicose a celulose: 0,90 (coeficiente que resulta da
relacdo entre a massa molecular do polimero e do monémero de glicose);

o0 Rendimento de hidrélise: 85% (dados experimentais, Tabela 5.21);

o Conteudo de celulose na celulignina: 68%.

Verificou-se que até o final do processo, foram consumidos 81,87% (163,74 Q)
de celulignina, ou seja, ainda restaram 36,26 g de celulignina, o que corresponde a

18,13 % da celulignina adicionada integralmente.

Uma vez que as primeiras horas de fermentagéo apresentaram Qp dentro do
observado em fermentacfes industriais convencionais, o processo foi limitado
exclusivamente pela hidrolise enzimatica, o que levou a sobra de cerca de 20% da
carga de celulignina. Sendo assim, devem-se envidar esforgos para melhoria desta
etapa. Sabe-se que a cinética enzimatica de reacBes Michaelianas € de primeira
ordem até se atingir a velocidade maxima de reacdo. Em outras palavras, a
velocidade da reacdo é influenciada pela concentracdo de substrato, logo, no
decorrer do processo, como o substrato é consumido, € natural que a velocidade de

hidrolise da celulignina diminua consideravelmente.

Outro fator para reducao da velocidade de reacdo, a qual limita as taxas do
processo SSF, é a liberacdo da lignina com o consumo de substrato, provocando
ligagbes improdutivas entre este composto polifendlico e as enzimas, como ja

discutido anteriormente.

Uma solucdo que pode ser proposta é a alimentacdo do sistema com uma
carga extra de enzima ap0s observacédo da reducéo da taxa da fermentacéao (reflexo
da reducdo da taxa de hidrolise). Esta estratégia é baseada também na cinética
enzimatica, jA que a velocidade de reacdo é diretamente proporcional a

concentragdo de enzima, em uma reagdo uni-uni Michaeliana. Porém, esta
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estratégia deve ser cuidadosamente estudada, especialmente quanto ao aspecto
econbmico, ja que implica no aumento da carga enzimatica. Outra estratégia que
pode ser investigada, apesar de os resultados do uso de BSA na hidrélise
enzimatica de celulignina ndo terem sido significativos, € o uso de outras
substancias adsorventes a lignina. Assim, os locais de reacao da lignina ja estariam
ocupados com estas substancias adsorventes, concorrendo diretamente com a
enzima, podendo-se ser reduzidos 0s locais nos quais as enzimas se ligariam a

lignina.
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Capitulo 6

CONCLUSOES E SUGESTOES

Com os resultados obtidos na presente tese de doutorado, pode-se concluir que:

e O pré-tratamento acido e alcalino do bagaco foi eficiente, com aumento da
concentracdo de celulose de 34 para 68 %;

e Para o pré-tratamento alcalino, a concentracao da solucdo de NaOH pode ser
reduzida para 1% (m/v);

e A celulose, tanto comercial quanto a de origem lignocelulésica, tem papel
indutor na producéo de enzimas com atividades FPasica e CMCéasica,;

e As B-glucosidases de P. funiculosum sdo, em parte, constitutivas, porém sua
maior producéo é obtida quando induzidas somente por celulose;

e Dentre as fontes de nitrogénio avaliadas, a uréia e o extrato de levedura sao
as de maior importancia para producao de celulases;

e As condicdes 6timas de concentracdo das fontes de nitrogénio foram de 0,97

g/L de uréia e 0,36 g/L de extrato de levedura;
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A melhor producéo de celulases em reator € obtida com pré-inéculo crescido
em celulignina com concentracao inicial de células de 10 %vl/v;

A otimizacdo das fontes de nitrogénio, através do uso da metodologia de
planejamento experimental foi bem sucedida, visto que se obtiveram as
concentracbes Otimas de nitrogénio para as trés atividades celuloliticas
simultaneamente. Pode-se afirmar que o0 uso desta metodologia, com
sensibilidade e exatiddo adequadas, possibilitou eliminar a peptona, o que
pode trazer como consequéncia a reducdo dos custos relacionados com o
preparo do meio de produgéo;

A tecnologia de concentragao por ultrafiltragéo tangencial em membranas de
fiboras ocas com cut-off de 5 kDa foi a mais eficiente entre os métodos
estudados, com perda maxima de 3% na atividade CMCasica e nulas em
relacéo as atividades FPasica e B-glucosidasica.

Penicillium funiculosum secreta no meio um sistema celulasico composto por
quatro enzimas majoritarias, sendo CBH I, CBH II, B-glucosidase e
endoglucanase;

A enzima CBH | de Penicillium funiculosum foi capaz de hidrolisar celobiose, o
que explica em parte a boa atividade B-glucosidasica;

No sistema enzimético secretado por P. funiculosum sdo encontradas
enzimas capazes hidrolisar a xilana e celulose simultaneamente;

As enzimas de P. funiculosum s&o capazes de hidrolisar a celulignina, com
rendimento de hidrélise de, aproximadamente, 85%, nas condicbes
experimentais empregadas;

A albumina de soro bovino ndo apresentou resultado significativo na melhoria
da hidrélise enzimética de celulignina de bagaco de cana, nas condicbes
experimentais estudadas;

O preparado celulasico LADEBIO/BR apresenta estabilidade de no minimo
300 h a 37 e 50°C e no minimo 32 meses sob refrigeracao;

O preparado celuldsico LADEBIO/BR foi eficiente no processo de
sacarificacdo e fermentacao simultanea para producao de etanol de segunda

geracao, tendo sido gerado etanol em concentracao de 100 g/L.
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SUGESTOES

e Otimizar o meio mineral e avaliar a producdo de celulases em biorreator,
modificando a relacdo C/N, pH e fonte de carbono, com o fim de aumentar a
producao e produtividade;

e Buscar por meios nutritivos de menor custo em substituicdo as fontes
minerais e nitrogenadas utilizadas neste estudo, sem prejudicar a produgéo e
produtividade das celulases por P. funiculosum;

e Estudar mais profundamente o uso de outras substancias como surfactantes
a fim de se reduzir o efeito adsortivo das enzimas a lignina durante a hidrolise
de material lignocelulésico;

e Avaliar o efeito da concentracdo de etanol nas atividades das celulases;

e Estudar processo SSF com alimentacdo com carga enzimatica extra apos

inicio da fermentacédo para, dessa forma, reduzir o tempo de processo.
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um fungo especialmente adaptado, visando a obtengdo de um
preparado enzimatico capaz de hidrolisar a celulose e a hemicelulose
para a produgéo de etanol.
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Abstract The present study aimed at maximizing cellulase production by Penicillium
funiculosum using sequential experimental design methodology for optimizing the concen-
trations of nitrogen sources. Three sequential experimental designs were performed. The first
and the second series of experiments consisted of a 2% and a 2* factorial designs, respectively,
and in the third one, a central composite rotational design was used for better visualizing the
optimum conditions. The following nitrogen sources were evaluated: urea, ammonium sulfate,
peptone, and yeast extract. Peptone and ammonium sulfate were removed from the medium
optimization since they did not present significant statistical effect on cellulase production.
The optimal concentrations of urea and yeast extract predicted by the model were 0.97 and
0.36 g/L, respectively, which were validated experimentally. By the use of the desirability
function, it was possible to maximize the three main enzyme activities simultaneously, which
resulted in values for FPase of 227 U/L, for CMCase of 6,917 U/L, and for [3-glucosidase of
1,375 U/L. These values corresponded to increases of 3.3-, 3.2-, and 6.7-folds, respectively,
when compared to those obtained in the first experimental design. The results showed that the
use of sequential experimental designs associated to the use of the desirability function can be
used satisfactorily to maximize cellulase production by P. funiculosum.

Keywords Cellulase - Sugar cane bagasse - Penicillium funiculosum - Response surface
methodology - Nitrogen sources
Introduction

Studies indicate that the projected demand for ethanol by the year 2013 in Brazil will be 32
billion liters [1], which correspond to an additional production of 33% than the current
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production level. Several factors contribute to this, including the increase of bifuelled car
selling (flex fuel); worldwide ethanol demand and, consequently, of the Brazilian exports;
as well as the increasing gasoline demand, which in Brazil is mixed with 20-25% of
anhydrous ethanol. However, it is forecasted that the harvested sugar cane in the same
period will not be sufficient to supply such a demand, ratifying the need of producing
ethanol based on other feedstocks. In this context, research and development have been
intensified targeting the utilization of renewable feedstocks other than the traditional crops
in substitution of fossil sources. Emphasis has been placed on the utilization of abundant
agricultural and agro-industrial residues, both of lignocellulosic composition [2].

For the production of ethanol, using lignocellulosic biomass (second-generation ethanol),
the simultaneous saccharification and fermentation process has been an interesting option
since the enzyme inhibition of the cellulolytic complex can be circumvented by associating
enzyme hydrolysis with ethanol fermentation [3]. However, the economical feasibility of this
process is primarily dependent on the costs of the enzymes, which is considered one of the
bottlenecks for the industrial implementation of this technology [4].

The biorefinery context can be incorporated by in-plant production of cellulases, which will
avoid expenditures with their imports. The main challenge, however, is the development of
sustainable technologies for the production of these enzymes with low cost in Brazil. For this
reason, significant amount of research has been focused on the production of cellulases. For the
production of theses enzymes, part of the sugarcane bagasse can be used as feedstock;
nonetheless, sugarcane bagasse is a poor source in terms of nitrogen, whose main function is the
synthesis of plastic and catalytic proteins, affecting significantly microbial physiology [5]. It is
known that several nitrogen sources are available in different forms, i.e., ammonium, amines,
amides, and nitrates [6, 7]. They can cause many effects to the microorganisms, when
presented in repressive or inductive concentrations. Therefore, this work aimed at optimizing
the nitrogen source concentration for the production of cellulases by a strain of Penicillium
funiculosum using sequential experimental design methodology.

Materials and Methods
Microorganism

P, funiculosum ATCC 11797 was maintained on potato dextrose agar (PDA), and its conidia
were stored in glycerol 20% at 4 °C in microtubes. This condition allows the preservation
of the conidia for more than 1 year. In each experiment, the stored conidia were activated in
PDA solid medium to obtain a homogeneous inoculum for the production of cellulases.

Bagasse Pretreatment

To enhance the microorganism accessibility to the substrate, a pretreatment was carried out
with diluted sulfuric acid (1% v/v) with a solid:liquid ratio of 1:2 at 121 °C for 45 min, as
reported by Betancur [8]. After acid pretreatment, two fractions were obtained: a
hemicellulose hydrolysate liquid phase and a solid fraction, composed mainly by cellulose
and lignin, which was named as cellulignin. These two fractions were separated by pressing
filtration, and the cellulignin was even washed repeatedly with water until pH 5. The
cellulignin was subjected to an alkaline pretreatment with sodium hydroxide (4% w/v) with
a solid:liquid ratio of 1:20 at 121 °C for 30 min as established by Vasquez et al. [3]. The
resulting solid material was called cellulignin partially delignified. For the bagasse and
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cellulignin partially delignified composition determination, a chemical hydrolysis was
carried out with H,SOy, in two steps, according to National Renewable Energy Laboratory,
NREL [9] and Ververis et al. [10].

Enzyme Production

The enzyme production medium was composed of varying concentrations of urea,
ammonium sulfate, peptone, and yeast extract as nitrogen sources. Cellulignin partially
delignified was used as carbon source and inducer in a concentration of 15 g/L. The
experiments were performed in 500 mL conical flasks containing 200 mL of the production
medium which was inoculated with a suspension of spores (10° conidia/mL). The flasks
were stirred in a rotary shaker (200 rpm) at a temperature of 30 °C. After 72 h of
fermentation, the medium was centrifuged at 2,500% g for 10 min, and the crude enzymatic
extract was used for quantifying cellulase activities (FPase, CMCase, and {3-glucosidase).

Cellulase Assays

FPase, CMCase, and {3-glucosidase activities were measured using filter paper, carboxy-
methylcellulose, and cellobiose as substrates, respectively [11]. Test tubes containing
substrate and crude extract were incubated at 50 °C for 1 h for filter paper activity and
15 min for CMCase and [3-glucosidase activities. The reaction systems were shaken
throughout the assays. Cellulase activity was expressed in international unit (U) in which an
activity unit is the amount of crude enzymatic extract that releases 1 pumol of sugars
(glucose equivalent) per minute.

Optimization of Nitrogen Sources for Cellulase Production

For the optimization of the nitrogen sources, the strategy of sequential experimental design
was adopted. In the first experimental design, a complete 2* factorial experiment was
performed with four nitrogen sources (urea, ammonium sulfate, peptone, and yeast extract)
in two levels, minimum and maximum, coded as “—1” and “+1”, respectively, and three
replicates of the center point, coded as “0” (Table 1). The center points for each nitrogen
source were the same used by Mandels and Weber [12]. A second experimental 2° factorial
design with two levels and three replicates of the center point (Table 2) was performed,
eliminating peptone, since it did not present a significative effect as it is going to be shown
further on. Finally, a third experimental central composite rotational design (CCRD) was
carried out (Table 3). For this sequence, the concentration of ammonium sulfate was kept
constant (4 g/L), since it presented significant effect only for CMCase activity, remaining
urea, and yeast extract as the only factors to be analyzed. The response variables in all
experimental designs were FPase, CMCases, and {3-glucosidase activities.

To maximize the three response variables simultaneously, an optimization using the global
desirability function (D) was performed, which consists in converting each response into a
single desirability function (d;), that ranges from 0 to 1 (0 < d; < 1) [13]. For a function with
three independent variables, the global desirability function is expressed as follows:

D= (d dr- d3)"> (1)

The predicted values were validated experimentally in batchwise submerged fermenta-
tion (four replicates), carried out in 500 mL conical flasks, containing 200 mL of the
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Table 1 Factors and levels used in the experimental 2* factorial design for nitrogen source optimization.

Factor Min CP Max
-1 0 +1
Urea (g/L) 0.15 0.30 0.45
Ammonium sulfate (g/L) 0.70 1.40 2.10
Peptone (g/L) 0.40 0.75 1.10
Yeast extract (g/L) 0.13 0.26 0.38

Min minimum value, CP center point, Max maximum value.

production medium, at 30 °C and 200 rpm for 72 h. The activity measurements were
assayed in triplicates. The statistical treatment of the results was performed by the software
STATISTICA version 6.0 (StatSoft, Inc).

Results and Discussion
Sugar Cane Bagasse and Cellulignin Composition

Table 4 shows the composition of sugar cane bagasse and cellulignin partially delignified.
Acid and alkaline pretreatments were efficient in reducing both hemicellulose (29.6% to
12.2%) and lignin (19.4% to 9.3%) contents and simultaneously resulted in an increase in
cellulose content (34.1% to 68.0%). It is widely known that lignin hinders the direct
utilization of lignocellulosic materials. This polyphenolic macromolecule offers a physical
barrier for the use of native cellulose [14]. Besides disorganizing the lignocellulosic
complex, the aim of the acid and alkaline pretreatments is to remove part of hemicellulose
and lignin, reducing the cellulose crystallinity and enhancing the remaining solid fraction
porosity [15]. Pretreatments of lignocellulosic materials are essential as for making easier
the accessibility to the cellulosic substrate by microorganisms or enzymes. Additionally, if
cellulose enzymatic hydrolysis is aimed, lignin can adsorb cellulases, and thus, making
them unproductive requiring higher enzyme load when high lignin-containing feedstocks
are used [16].

Sequential Experimental Designs

Table 5 shows the results of the 2* factorial design. The enzymatic activities ranged from 41
to 170 U/L for FPase, from 1,200 to 2,260 U/L for CMCase, and from 71 to 510 U/L for 3-

Table 2 Factors and levels used in the experimental 2° factorial design for nitrogen source optimization.

Factor Min CP Max
-1 0 +1
Urea (g/L) 0.30 0.55 0.80
Ammonium sulfate (g/L) 1.20 2.60 4.00
Yeast extract (g/L) 0.08 0.16 0.25

Min minimum value, CP center point, Max maximum value.
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Table 3 Factors and levels used in the experimental central composite rotational design (CCRD) for
nitrogen source optimization.

Factor Axial Min CP Max Axial

-1.41 -1 0 +1 +1.41
Urea (g/L) 0.07 0.40 1.20 2.00 2.33
Yeast extract (g/L) 0.00 0.09 0.29 0.50 0.59

Min minimum value, CP center point, Max maximum value.

glucosidase. These results allowed plotting the Pareto chart (Fig. 1), which provided
important data about the statistical relevance of the factors as well as of their interactions.
From these charts, one can see that urea had significant relevance to express enzymes with
FPase and CMCase activities, and a negative effect on (3-glucosidase activity. On the
contrary, ammonium sulfate presented significant positive effect for (-glucosidase
production, yet no significative effect was observed for the other activities. Yeast extract
caused a significant effect only on the FPase activity. The correlation coefficient (R%)
showed a good fit to the experimental results with values higher than 83%. Peptone was
eliminated from the medium composition since it did not present a significative effect for
FPase and CMCase, and a negative effect of low importance for (3-glucosidase activity.

According to the results of the second experimental design, an increase in cellulase
activities, especially CMCase, was achieved, rising from a maximum of 2,260 (first
experimental design) to 5,143 U/L (second experimental design), an increase of above
100%. Concerning FPase activity, the increase corresponded to 46% (172 to 250 U/L)
related to the first experimental design (Table 6). Nonetheless, these enzymatic activities
can still be enhanced, as the center points are still lower than the factorial points, showing
an increasing tendency in the direction of the maximum point.

Based on the effects of parameters using the Pareto chart (Fig. 2), urea appears as the
most important nitrogen source for all cellulase activities. Also, this nitrogen source showed
a positive effect, indicating that in the next planning, its concentration should still be
increased. The yeast extract indicated a significative effect for CMCase and (3-glucosidase
activities and of low importance for FPase activity. The concentration of this component
was maintained for the third experimental design sequence.

The analysis of the Pareto chart also depicted significative curvature for FPase and f3-
glucosidase activities denoting that there exists a point of maximum activity. Moreover, the
values of the center points are close to the maximum obtained in the studied range,
indicating the need of adding axial points to the following experiment to optimize the
cellulase production, as in the factorial design, only linear models can be evaluated. Thus,

Table 4 Composition of sugar cane bagasse and cellulignin partially delignified.

Components Sugar cane bagasse (% w/w) Cellulignin partially delignified (% w/w)
Cellulose 34.09+1.20 67.97+1.31
Hemicellulose 29.61+1.44 12.2+£0.94
Lignin 19.41+0.44 9.30+0.62
Ash 7.94+1.05 3.50+0.42
Moisture 4.41+0.12 3.98+0.15
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Table 5 Matrix of experimental 2* factorial design for nitrogen sources optimization and corresponding
results of cellulase activities.

Run Nitrogen sources Activities (U/L)
Urea Ammonium Peptone Yeast FPase CMCase [3-glucosidase

sulfate extract ~ R°=0.836  R’=0.873  R*=0.910
1 -1 -1 -1 -1 39 1,328 170
2 +1 -1 -1 ! 87 1,699 122
3 -1 +1 ! -1 48 1,332 473
4 +1 +1 -1 ! 71 1,979 511
5 -1 -1 +1 ! 43 1,458 156
6 +1 -1 +1 ! 84 2,189 204
7 -1 +1 +1 -1 45 1,343 385
8 +1 +1 +1 -1 112 1,707 288
9 -1 -1 -1 +1 19 1,257 114
10 +1 -1 -1 +1 146 2,148 116
11 -1 +1 -1 +1 50 1,592 244
12 +1 +1 -1 +1 92 1,726 126
13 -1 -1 +1 +1 107 1,203 72
14 +1 -1 +1 +1 172 2,261 210
15 -1 +1 +1 +1 62 1,434 234
16 +1 +1 +1 +1 82 1,848 154
17 (C) 0 0 0 0 75 1,726 223
18 (C) 0 0 0 0 70 1,782 219
19 (C) 0 0 0 0 89 1,753 226

the next step was to evaluate the enzyme production using the CCRD technique, since it
allowed predicting response surface with curvature plots and visualizing the maximum
values of the response variables.

The results of CCRD are presented in Table 7. Comparing the optimized results with
those obtained by Mandels and Weber [12] media, there was an improvement in all
enzymatic activities. Increases of 3.3-, 3.2-, and 6.7-folds were achieved for FPase,
CMCase, and 3-glucosidase activities, respectively, at the end of this study.

Using the analysis of variance (ANOVA; Tables 8, 9, and 10), significant linear effects
(»<0.05) of both nitrogen sources (i.e., urea and yeast extract) were observed. Also, no
significant interactions between urea and yeast extract were verified for any group of
cellulases produced. This means that each nitrogen source alone presented linear effect,
without mutual interference. Since the first experimental design, interaction between urea
and yeast extract has not been observed.

Corroborating with the second experimental design, which presented significant
curvature, the CCRD showed quadratic effect for FPase and 3-glucosidase (p<0.05), thus
denoting curvilinear plan, as can be observed in ANOVA tables (Tables 8, 9, and 10). The
lack of fit was not significative (p>0.05); this, combined with the F values of the
parameters and the determination coefficient (R?) values (91.98 to FPase and 88.85 to f3-
glucosidase), shows that the model adequately adjusts to the experimental points,
representing the confidence of the results.
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Fig. 1 Pareto chart for FPase (a), CMCase (b), and B-glucosidase (c) activities in 2* factorial design

Table 6 Matrix of experimental 2 factorial design for nitrogen sources optimization and their corresponding

results of cellulase activities.

Run Nitrogen sources Activities (U/L)
Urea Ammonium sulfate Yeast extract FPase CMCase B-glucosidase

1 -1 -1 -1 158 3,995 835
2 +1 -1 -1 202 4,291 1,540
3 -1 +1 -1 137 3,642 1,021
4 +1 +1 -1 240 4,895 1,702
5 -1 -1 +1 191 4,311 1,311
6 +1 -1 +1 221 4,520 1,717
7 -1 +1 +1 141 4,726 1,345
8 +1 +1 +1 175 5,144 1,728
9 (CP) 0 0 225 4,715 1,623
10 (CP) 0 0 234 4,565 1,687
11 (CP) 0 0 0 250 4,743 1,713

CP center point
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Fig. 2 Pareto chart for FPase (a), CMCase (b), and B-glucosidase (c) activities in the 2° factorial planning

Table 7 Matrix of experimental central composite rotational design (CCRD) for nitrogen sources
optimization and their corresponding results of cellulase activities.

Experiment Nitrogen sources Activities (U/L)
Urea Yeast extract FPase CMCase B-glucosidase

1 -1 -1 158 4,029 727
2 -1 +1 171 4,354 1,119
3 +1 -1 166 5,302 1,080
4 +1 +1 244 5,513 1,101
5 —1.41 0 148 4,481 743
6 +1.41 0 263 6,529 1,213
7 0 —1.41 208 5,460 1,085
8 0 +1.41 255 7,105 1,435
9 (CP) 0 0 250 5,364 1,390
10 (CP) 0 0 269 5,524 1,499
11 (CP) 0 0 261 5,793 1,420

CP center point
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Table 8 Analysis of variance (ANOVA) of nitrogen sources for FPase activities.

Source of variation Sum of squares Degrees of freedom Mean square F Pvalue
Urea (L) 8,133 1 8,133 88 0.011
Urea (Q) 7,210 1 7,210 78 0.012
Yeast extract (L) 2,693 1 2,693 29 0.032
Yeast extract (Q) 2,899 1 2,899 32 0.030
Interaction 1x2 L 1,048 1 1,048 11 0.078
Lack of fit 2,962 3 987 11 0.086
Pure error 184 2 92

Total 23,142 10

The response surface plots of the third experimental design are presented in Fig. 3.
FPase and (3-glucosidase activities presented a point of maximum relatively similar. The
analysis of Fig. 3b shows that CMCase activity could be increase. However, the increase of
urea and yeast extract concentrations can act in an opposite way for FPase and f3-
glucosidases activities. By means of ANOVA, it was found that both nitrogen sources (i.e.,
urea and yeast extract) presented significant quadratic effect, except for CMCase activity,
confirming that for this group of enzymes, the range of nitrogen source could be even
higher, since the lack of quadratic effect and positive linear effect indicates a linear model,
with a trend of increasing towards higher concentrations of the nitrogen sources
investigated.

The mathematical models of cellulase production under the current conditions are
represented by the following equation:

Y=By+B - U +p, -EP +B;-Ur+pB, - El+fs-Ur-El +¢ (2)
where:

Ur = Urea

El = Yeast extract
¢ = Pure error

(8 = Coefficients

Table 9 Analysis of variance (ANOVA) of nitrogen sources for CMCase activities.

Source of variation Sum of squares Degrees of freedom Mean square F Pvalue
Urea (L) 1,473,886 1 1,473,886 31 0.030
Urea (Q) 512,272 1 512,272 11 0.081
Yeast extract (L) 2,831,711 1 2,831,711 60 0.016
Yeast extract (Q) 43,303 1 43,303 11 0.438
Interaction 1x2 L 3,186 1 3,186 0.1 0.819
Lack of fit 3,093,423 3 1,031,141 22 0.044
Pure error 93,986 2 46,993

Total 8,200,284 10
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Table 10 Analysis of variance (ANOVA) of nitrogen sources for (3-glucosidase activities.

Source of variation Sum of squares Degrees of freedom Mean square F Pvalue
Urea (L) 145,154 1 145,154 46 0.021
Urea (Q) 373,623 1 373,623 118 0.008
Yeast extract (L) 86,185.8 1 86,186 27 0.035
Yeast extract (Q) 76,366.9 1 76,367 24 0.039
Interaction 1x2 L 34,504.9 1 34,505 11 0.080
Lack of fit 36,382.9 3 12,128 4 0.213
Pure error 6,306.2 2 3,153

Total 692,365 10

As it was noticed in the ANOVA table that there was no interaction between urea and
yeast extract, the combined effect of both nitrogen sources was removed from the model.
The equations representing each enzymatic group are provided as follows:

FPase activity(U/L) = 259.97 — 35.73Ur? — 22.66EI* + 31.88Ur + 18.35E1 +2.77 (3)

CMCase activities(U/L) = 5560.19 — 301.19Ur? + 87.57EI* 4- 429.23Ur
+ 594.95E1 + 62.58 (4)
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Fig. 3 Response surface of nitrogen source optimization for FPase (a), CMCase (b), and 3-glucosidase (c)
activities
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Table 11 Validation of the nitrogen sources optimization.

Activities (U/L) Limits Predicted value Experimental result
—95% +95%

FPase (U/L) 220 287 254 227+6

CMCase (U/L) 5,805 6,959 6,382 6,917+£241

[3-glucosidase (U/L) 1,325 1,572 1,448 1,375+59

Predicted and experimental values of cellulase activities.

B—Gase activity(U/L) = 1436.47 — 257.22Ur* — 116.29EI* + 134.70Ur + 103.79El
+16.21 (5)
where:

[3-Gase:3-glucosidase

Optimization of Nitrogen Sources using Desirability Function and Experimental Validation

The global desirability value to reach the optimum for the three enzymatic activities
simultaneously was 0.872, meaning that the optimization by this function fulfills 87.2% of
the maximum obtainable for each dependent variable (response variable). The optimum
concentration for urea was 0.97 g/L and for yeast extract was 0.36 g/L.

The predicted values for cellulase activities determined by using the global desirability
function and cellulase activities from the experimental validation of the results in optimized
conditions are presented in Table 11.

It is observed that the experimental values are within the confidence limits —95% and +95%,
showing that the optimized values of urea and yeast extract were experimentally validated. The
deviations of experimental and predicted values were 18.6, 377.8, and 52.0 U/L for FPase,
CMCase, and [3-glucosidase activities, respectively, corresponding to values of the coefficient
of variation of only 7.4%, 5.9%, and 3.6%.

Conclusions

The sequential experimental design strategy combined with the use of the desirability
function for the optimization of nitrogen source showed to be an important tool for
maximizing cellulase production by P. funiculosum. Apart from maximizing the three
cellulase activities separately, an optimum condition was successfully found considering all
of them simultaneously, which resulted in an increase of 3.3-, 3.2-, and 6.7-folds to FPase,
CMCase, and f3-glucosidase activities, respectively, compared with the initial condition
(first experimental design). Among the evaluated nitrogen sources, urea and yeast extract
are of greater importance to cellulase production by this filamentous fungus.
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Correspondence e-mail: ipolikarpov@ifsc.usp.br 1. Introduction

A variety of microorganisms degrade cellulose in nature. The enzy-
Received 28 April 2010 matic process that is involved in the hydrolysis of cellulosic materials
Accepted 7 July 2010 has been studied in depth for several filamentous fungi, such as, for
example, Trichoderma reesei. It is widely accepted that this hydrolytic
process is accomplished by several cellulases through a series of
reactions that are mediated by exoglucanases (cellobiohydrolases I
and II), endoglucanases and B-glucosidases (Kubicek et al., 1993).
These enzymes are of considerable biotechnological interest, while
the reaction conditions and the production costs of these enzymes
significantly influence their range of application (Zhou et al., 2008).
Cellulases have been used in waste recycling and in the processing of
cellulose-rich raw materials in the food, detergent, paper and textile
industries (Bhat, 2000). Recently, the application of cellulases that
have potential in the production of biofuels has gained significant
importance.

Of the cellulases secreted by T. reesei, cellobiohydrolases (CBHs)
are the most abundant enzymes, comprising roughly 60% of the
cellulases produced by this fungus. These are key enzymes for the
degradation of crystalline cellulose and the absence of CBHs reduces
the rate of cellulose hydrolysis by as much as 70% (Lynd et al., 2002).
In general, the isoforms CBHI and CBHII act on the reducing and
nonreducing ends of the cellulose chain, respectively, cleaving the
internal glycoside bonds to release the disaccharide cellobiose (Hui et
al., 2002). These enzymes are known to be glycosylated proteins with
acidic pIs (Medve et al, 1998). Structurally, CBHI is a two-domain
enzyme with a tertiary structure arrangement that is characteristic of
glycosyl hydrolases (GHs) of family 7 (Coutinho & Henrissat, 1999).
CBHs consist of a carbohydrate-binding module (CBM) and a cata-
lytic core domain (CCD) separated by a heavily glycosylated peptide
linker that is rich in prolines, serines and threonines (Gruno et al.,
2004). Cellulose-binding modules (CBMs) are found in most cellu-
lases (Linder & Teeri, 1996) and play an important role in the
interaction of GHs with the insoluble cellulose (Palonen ef al., 1999),
which is crucial for the initiation and processivity of exoglucanases
(Teeri et al., 1998). The activity of the enzyme towards insoluble
polymeric substrate in the absence of the CBM is frequently con-
siderably lower than that of the full-length protein (Mattinen et al.,
© 2010 International Union of Crystallography 1997). Structural studies have demonstrated that the active site of the
All rights reserved CBHI from T. reesei is centrally located and is formed mainly by a

Acta Cryst. (2010). F66, 1041-1044 doi:10.1107/51744309110026886 1041



crystallization communications

large antiparallel B-sandwich followed by a 50 A long cellulose-
binding tunnel composed of four surface loops. As the cellulose chain
passes through the tunnel the hydrolytic product cellobiose is formed
(Divne et al., 1994).

T. harzianum is a filamentous fungus that secrets a cellulolytic
complex that is able to efficiently hydrolyze a range of substrates to
their reducing sugars (Saddler et al., 1985). With respect to the three
major groups of cellulases, 7. harzianum displays well balanced
B-glucosidase, endoglucanase and exoglucanase activities, efficiently
hydrolyzing cellulolytic substrates into monomeric glucose (de Castro
et al., 2010). Sequencing of the gene for T. harzianum exoglucanase
type I (CBHI) has shown that the enzyme is closely related to T. reesei
CBHI (81% sequence identity; Guilfoile et al., 1999). To date, little
is known about the three-dimensional structure of CBHI from
T. harzianum. In order to structurally characterize orthologues of
T. reesei CBHI and to better understand possible differences in the
mechanisms of action of cellobiohydrolases, we have purified and
crystallized the catalytic domain of CBHI from 7. harzianum for
X-ray diffraction analysis.

2. Experimental methods
2.1. Protein production

The enzymes of the cellulolytic complex were produced by sub-
merged fermentation of T. harzianum in a 7.5 1 BioFlo 110 bioreactor
(New Brunswick Scientific) with an operating volume of 51. The
culture was maintained under 50% oxygen saturation by aeration and
agitation at a temperature of 298 K for 120 h. The fermentation
medium was prepared as described previously (Mandels et al., 1976),
with microcrystalline cellulose (Avicel) as the carbon source to
induce the expression of cellulases.

2.2. Protein isolation and purification

Full-length CBHI (amino acids 1-505, with a theoretical molecular
weight of 53 kDa) was purified from a 5 1 culture of T. harzianum. On
the fifth day the culture was harvested for 20 min at 8000g and 277 K
and the clarified extract was submitted to filtration and concentration
using hollow-fibre technology. The extract was then applied onto a
Q-Sepharose (GE Healthcare) column equilibrated with 50 mM Tris
buffer pH 7.0 and eluted with a linear gradient of 0-1 M sodium
chloride in the same buffer. The CBHI-containing fractions were
concentrated with a Vivaspin concentrator and further purified by
hydrophobic interaction chromatography on a Phenyl Sepharose
column (GE Healthcare) equilibrated with 50 mM Tris buffer pH 7.0
and eluted with a linear gradient of 0-1 M ammonium sulfate in the
same buffer. The protein fractions were monitored for exoglucanase
activity using 1% (w/v) Avicel in 50 mM sodium citrate pH 5.0 as a
substrate (Ghose, 1987) and the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS)
method for quantification of the produced reducing sugars (Tomme et
al., 1988). Finally, the fractions containing CBHI activity were pooled
and concentrated. The Avicelase activity of pure CBHI was deter-
mined according to the procedures of the IUPAC Commission on
Biotechnology (Ghose, 1987) using cellobiose as a standard curve.

As the next step, the CBHI was submitted to photolytic cleavage
by the addition of papain at a protein:enzyme ratio of 50:1(w:w). The
reaction was carried out in 40 mM potassium phosphate buffer pH 6.0
at room temperature for 30 min. Size-exclusion chromatography was
applied for further purification of the catalytic core domain using a
Superdex 75 10/30 column (GE Healthcare) equilibrated with 50 mM
Tris—HCI pH 7.0 and 300 mM sodium chloride. The eluted protein
was dialyzed overnight against 50 mM Tris-HCl pH 7.0 and con-

centrated prior to crystallization. Protein quantification was carried
out by the method of Bradford (1976) using bovine serum albumin
(BSA) as a standard.

2.3. Crystallization

The purified catalytic core domain of CBHI (46 kDa; amino acids
18-449) at a concentration of 8 mg ml~' was submitted to crystal-
lization screening using the sitting-drop vapour-diffusion technique.
Drops of 2 pl final volume (1:1 ratio of protein and screen solutions)
were set up automatically with a Honeybee 931 crystallization robot
(Genomic Solutions Inc.) using a variety of commercially available
screens (Qiagen) and maintained at a temperature of 291 K. Needles
grew using 35% PEG 4000 as a precipitant. Crystal-growth optimi-
zation trials were carried out in both hanging-drop and sitting-drop
plates (24-well Linbro plates).

2.4. Data collection and processing

The cluster of needle-like CBHI CCD crystals was manipulated
using an acupuncture needle and transferred to a cryosolution con-
taining a mixture of 35% PEG 4000 and 20% PEG 400. One single
needle-like protein crystal was mounted in a cryoloop and directly
flash-frozen in a nitrogen stream prior to X-ray data analysis. The
diffraction data were collected on beamline MX2 at the Synchrotron
Light Source Laboratory (LNLS), Campinas, Brazil using a MAR
charge-coupled device detector (Guimarades et al, 2009). Data
covering 180° were collected using the oscillation method at a
wavelength of 1.46 A. Data integration was carried out using the
program XDS (Kabsch, 2010) and data were scaled with the program
SCALA (Collaborative Computational Project, Number 4, 1994).

3. Results and discussion
3.1. Enzyme purification and crystallization

As expected, CBHI comprised the majority of the protein that was
produced in the extracellular extract of T. harzianum (Fig. 1, lane 1).
Highly pure full-length CBHI could be obtained after the second
purification step via hydrophobic interaction chromatography (Fig. 1,
lane 3). Its enzymatic activity was determined to be 0.3 Umg™' on
Avicel substrate at pH 5.0 and 323 K. This value is at the upper limit
or just slightly above the reported Avicelase activity values obtained
for T. reesei CBHI, which range from 0.014 to 0.26 U mg ™' depending

M 1 2 3 4
T
-
Y5, v
e—

Figure 1

SDS-PAGE gel. Lane 1, supernatant of 7. harzianum culture broth; lane 2, full-
length CBH1 eluted from the anion-exchange column; lane 3, full-length CBH1
eluted from the hydrophobic interaction column; lane 4, CBHI CCD after cleavage
with papain and size-exclusion chromatography purification. Lane M contains
protein markers (labelled in kDa).
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Table 1

Data-collection and processing statistics.

Values in parentheses are for the highest resolution shell.

Beamline . MX2, LNLS
Wavelength (A) 1.46
Space group P2,2,2,

Unit-cell parameters (A)
Resolution range (A)
No. of unique reflections

a=569,b=693,c=907
55.1-2.9 (3.0-2.9)
8493 (1176)

Mosaicity (°) 0.5
Redundancy 7.0 (6.7)
Completeness (%) 99.6 (99.6)
Ruerget (%) 11.9 (29.5)
(Ilo(I)) 6.5 (2.8)

T Ruerse = D a2 Mi(hkl) — (IChKD)| /> 4 > Ii(hkl), where I(hkl) is the observed
intensity of an individual reflection and (I(hkl)) is the average intensity of that
reflection.

on the initial substrate concentration and the experimental conditions
(Tomme et al., 1988; Elgogary et al., 1989; Vehmaanpera et al., 2009).
Following protein cleavage with papain, the CCD of CBHI was
successfully separated from the CBM by size-exclusion chromato-
graphy (Fig. 1, lane 4). According to the size-exclusion chromato-
graphy elution volume and SDS-PAGE, the CBHI CCD exhibits a
molecular weight of about 50 kDa, which is close to the sequence-
based theoretical molecular weight of the CBHI CCD (46 kDa).
The CBHI CCD was crystallized using a crystallization robot and
several commercial crystallizations Kkits covering more than 650
different conditions. Crystals only grew in only one condition, which
contained 35% PEG 4000 as a precipitant. Small needles appeared
very rapidly using this crystallization condition, so that the needle
cluster was completely formed after 10 h of incubation time (Fig. 2).
Various attempts were carried out to attempt to reduce the number of
nuclei being formed and to favour single-crystal growth. Variations in
the pH and the protein and precipitant concentrations and tests of
different additives were ineffective, resulting exclusively in a shower
of microcrystals or clusters of needles. Needles grown in clusters were
tested for X-ray diffraction quality. Surprisingly, a small single
needle-like crystal of approximate dimensions 10 x 5 x 5 pm showed
a diffraction pattern that extended to a resolution of about 2.9 A
(Fig. 3). A complete native data set was collected on the dedicated
wiggler beamline MX2 (LNLS, Brazil; Guimaraes et al., 2009). The
data set was reduced in the orthorhombic space group P222, with
unit-cell parameters a = 56.9, b = 69.3, ¢ = 90.7 A. Analysis of the
systematic absences revealed the presence of twofold screw
symmetry along all three unit-cell axes. According to the Matthews

Figure 2
Crystals of CBHI CCD grew as clusters in hanging drops using 35% (w/v) PEG 4000
as precipitant. The black bar corresponds to 10 pm.

coefficient of 1.77 A* Da™" (Matthews, 1968), there is only one
molecule in the asymmetric unit and the solvent content of the crystal
is 31%. Data-collection and processing statistics are shown in Table 1.

4. Conclusions

The cellulase CBHI was successfully purified from the soluble
extracellular fraction of 7. harzianum cultured in a bioreactor. The
catalytic core domain of the enzyme was submitted to crystallization
and diffraction-quality crystals were obtained. An X-ray diffraction
data set from a single needle-like CBHI catalytic core domain crystal
was collected using a synchrotron source.

(%)

Figure 3
(a) Diffraction pattern collected from one single needle-shaped crystal extending to
a resolution of 2.9 A. (b) Close-up view of the diffraction image with enhanced
contrast.

Acta Cryst. (2010). F66, 1041-1044
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