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RESuUMO

Producao de pB-glucosidase em Saccharomyces cerevisiae
recombinante e avaliacao de seu emprego no processo de hidrolise
enzimatica simultanea a fermentacao para a producao de etanol de

segunda geracao

Veronica Ferreira

Orientador: Prof. Nei Pereira Jr., PhD.

Atualmente, o grande desafio das grandes potenciais mundiais é a
reducao dos custos envolvidos nos processos de producao do etanol de
segunda geracao. Uma forma que pode levar a reducao de parte desses custos
€ a utilizacdo de uma linhagem capaz de suplementar o preparado enzimatico
empregado na produgdao de etanol de segunda geragdao em sistemas de
fermentacdo e sacarificacdo simultdneas (SSF). O presente trabalho objetivou
a producdo em biorreator de B-glucosidase 4 de Humicola grisea var.
thermoidea em Saccharomyces cerevisiae recombinante e sua utilizacdao na
obtencao de bioetanol a partir de celulignina pré-tratada de bagaco de cana-
de-acgucar. Inicialmente, selecionou-se o melhor clone produtor de B-
glucosidase, a maioria dos clones apresentou crescimento e producao
enzimatica em meio contendo apenas glicose e também em meio contendo
glicose e celobiose. A quantidade maxima de atividade PB-glucosidasica
apresentada foi 6 U L' e 43 U L' em meio de glicose e celobiose e em meio de
glicose, respectivamente. Adicionalmente, avaliou-se a melhor fonte de
nitrogénio e a melhor relacdo C/N a ser empregada na producdo da enzima em
biorreator. O meio suplementado com extrato de levedura como fonte de
nitrogénio, e glicose como fonte de carbono, com a relacdo C/N de 13
forneceu os maiores valores de atividade pB-glucosiddsica (800 U L™).
Posteriormente, foi avaliada a produgao de B-glucosidase em biorreator
conduzido em batelada simples e batelada alimentada através de alimentacgao
de glicose ou glicose e extrato de levedura por pulsos e continua. A linhagem
utilizada apresentou producdo enzimatica associada ao crescimento celular e
apresentou atividade enzimatica extracelular na presenca de glicose residual.
Em cultivos conduzidos em regime de batelada alimentada por pulsos de
glicose e extrato de levedura obteve-se 3000 U L, correspondendo a uma
produtividade volumétrica de atividade enzimatica total de 63 U L'* g* em 48
horas de processo. Finalmente, foi avaliada a utilizacdo da levedura
recombinante na producdo de etanol de diferentes fontes celuldsicas, CMC,
AVICEL e celulignina de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado. Celulignina de
bagaco de cana-de-acgUcar pré-tratado forneceu a maior concentracao de
etanol 52,69 g L, representando uma eficiéncia de fermentacdo de 69% e
produtividade volumétrica de 1,18 g L' h™'. Concluindo, a levedura utilizada
no presente trabalho é uma linhagem recombinante capaz de produzir
elevadas concentragbes de enzima B-glucosidase intracelular e extracelular e
apresenta grande robustez para ser utilizada como agente catalitico em
processo de sacarificacdo e fermentacdo simultadneas. Logo, neste trabalho foi
possivel produzir a enzima B-glucosidase para posterior suplementacdao em
consoércios enzimaticos, bem como, suplementar o processo de obtencdo de
bioetanol de lignoceluldsico via fermentagao e sacarificacao simultaneas.



ABSTRACT

Production of p-glucosidase in recombinant Saccharomyces cerevisiae
and evaluation of its use in the enzymatic hydrolysis simultaneous to
fermentation for second-generation ethanol production

Veronica Ferreira
Advisor: Nei Pereira Jr., PhD

In these days, the great challenge of the world powers is the reduction of
involved costs in the production processes of second-generation ethanol. The
use of a strain capable of supplementing the enzymatic blend used in the
second-generation ethanol production in Simultaneous Saccharification and
Fermentation (SSF) systems is a way that could lead to a reduction in part of
these costs. This work aimed to produce B-glucosidase 4 from Humicola grisea
var. thermoidea in recombinant Saccharomyces cerevisiae and its further use
in obtaining bioethanol from cellulignin sugarcane bagasse pre-treated. At
first, the best B-glucosidase producing clone was selected, where most of the
clones showed growth and enzymatic production in a glucose-only medium, as
well in a glucose-cellobiose medium. The maximum B-glucosidasic activity was
6 U L' and 43 U L! in glucose-cellobiose medium and glucose-only medium,
respectively. Additionally, the best nitrogen source and C/N ratio to be used in
the enzyme production were evaluated. The supplemented medium, with yeast
extract as nitrogen source and glucose as carbon source (C/N=13), had the
higher values of p-glucosidasic activity (800 U L). Therefore, the B-
glucosidase production in bioreactor were evaluated, using as strategies
simple batch and fed batch with glucose feeding or glucose and yeast extract
feeding by pulses or continuous. The used strain showed growth-associated
enzymatic production and also extracellular enzymatic activity in the presence
of residual glucose. In cultivations conducted using the fed batch strategy with
glucose and yeast extract pulses, an enzymatic activity of 3000 U L were
obtained, resulting in a volumetric productivity of enzymatic activity of 63 U L
1 g in 48 h of process. At last, the use of recombinant yeast in the production
of ethanol from different cellulosic sources (CMC, Avicel and pre-treated
sugarcane bagasse cellulignin) was evaluated. The pre-treated sugarcane
bagasse cellulignin yielded the higher ethanol concentration (52.69 g L),
resulting in a 69% fermentation efficiency and a 1.18 g L* h! volumetric
productivity. The yeast used in this work is a recombinant strain capable of
producing higher intra and extracellular B-glucosidase concentrations and
shows great robustness to be used as a catalytic agent in a simultaneous
saccharification and fermentation process. Also, it was possible to produce the
B-glucosidase enzyme to further supplementation in enzymatic blends, as well
supplementing the obtaining process of bioethanol from lignocellulosic sources
via simultaneous saccharification and fermentation.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

TEP: toneladas equivalentes de petrdleo;

SHF: Hidrdlise e fermentacdo em separado;

SSF: Sacarificacao e fermentacdo simultaneas;
SSCF: Sacarificacao e co-fermentacao simultanea;
CBP: Bioprocesso consolidado;
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IC: Indice de cristalinidade;

CMC: Carboximetilcelulose;

CBD: Dominio de ligacao a celulose;

BS: Batelada simples;

BA: Batelada alimentada;

FN: Fonte de nitrogénio;

°C: graus Celsius;

g: gramas;

h: hora;

L: litro;

Qp: produtividade volumétrica em xilanase, U.L*.h'!;
rpm: revolugdes por minuto;

S: Concentracdo final de substrato, g.L?;

S.: Concentracdo inicial de substrato, g.L?;

T: temperatura, °C;

v/v: relacdo volume/volume;
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vvm: vazdo de ar por volume de meio por minuto, min'*;
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Vo: Volume inicial, L;

Sf: Concentracdo de glicose na alimentagdo, g.L!;

t: tempo, h;

Yp/s: Fator de rendimento em produto por substrato consumido, U.g™%;
Yy/s: Fator de rendimento em biomassa por substrato consumido, g.g*;

Yp/x: Fator de rendimento produto por biomassa, U.g™%;
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Hx: Taxa especifica de crescimento;

uL: microlitros.
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Apresentaglio oo tema 1

1 APRESENTAGAO DO TEMA

A demanda projetada de energia no mundo aumentara 1,7% ao
ano, de 2000 a 2030, quando alcangara 15,3 bilhdes de toneladas
equivalentes de petrdoleo (TEP, ou toe, na sigla internacional, em
inglés) por ano, de acordo com o cenario tracado pelo Instituto
Internacional de Economia. Em condicdes ceteris paribus, sem alteragao
da matriz energética mundial, os combustiveis fosseis responderiam
por 90% do aumento projetado na demanda mundial, até 2030.
Entretanto, o esgotamento progressivo das reservas mundiais de

petroleo é uma realidade cada vez menos contestada.

A matriz energética mundial tem participagdo total de 80% de
fontes de carbono féssil, sendo 36% de petréleo, 23% de carvao e

21% de gas natural. O Brasil se destaca entre as economias
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industrializadas pela elevada participacao das fontes renovaveis em
sua matriz energética. Isso se explica por alguns privilégios da
natureza, como uma bacia hidrografica contando com varios rios de
planalto, fundamental a produgao de eletricidade (14%), e o fato de
ser o maior pais tropical do mundo, um diferencial positivo para a

producao de energia de biomassa (23%) (Biodieselbr, 2009).

O etanol ganha importancia no cenario mundial como principal
opcao de fonte de energia alternativa ao petréleo em curto prazo.
Esse combustivel apresenta baixo custo de producdo, bem como
baixos niveis de poluicdao e, em relacdo a sua matéria-prima, é
considerado renovavel (Tokarski, 2005). O custo médio de producgao
de um litro de etanol no Brasil é de US$ 0,20, enquanto que nos
Estados Unidos e na Europa esses valores sao de US$ 0,47 e US$
0,53, respectivamente (Pereira Jr. et al., 2009). O Brasil domina a
producdao de etanol a partir de cana-de-agucar, possuindo cerca de
434 usinas em operagao no pais e € responsavel pela producdo de
um terco da producao mundial de etanol (Lin e Tanaka, 2006; MAPA,
2010). Os Estados Unidos apresentam-se como maior produtor de
etanol do mundo, obtendo o produto a partir do amido de milho, e
estdo investindo US$ 1,6 bilhao em pesquisas dessa natureza,
especialmente para tornar sua producdo de biocombustiveis
minimamente competitiva. Cabe ressaltar que o etanol obtido pelo
Brasil a partir da cana-de-acucar é oito vezes mais eficiente do que o
produzido nos EUA a partir do milho, que utiliza praticamente um litro
de combustivel féssil para um de alcool. Ou seja, € inviavel do ponto

de vista econémico e ambiental (Invertia, 2008).

O Brasil vem desenvolvendo novas tecnologias para obtencao
de biocombustiveis visando suprir a crecente demanda por
combustiveis sem precisar aumentar as areas de terra plantada e,

principalmente, sem necessidade dos desmatamentos que colocam o
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Pais como um dos quatro maiores poluidores, apesar de ter uma das
matrizes energéticas mais limpas do mundo (Pereira Jr. et al., 2009).
Entre as novas tecnologias destacam-se duas rotas tecnoldgicas para
aumentar a producao de etanol: Uma envolve a introdugao de novas
variedades de cana (transgénicas inclusive) enquanto a outra busca
desenvolver tecnologias que aproveitem integralmente a biomassa
residual da planta para produzir etanol. Esta ultima recebe o nome de
etanol lignoceluldsico ou de 2° geracdo, onde a utilizagao de residuos
agroindustriais, como o bagaco de cana-de-agucar, pode representar

um aumento substancial da producgao de etanol (CTBE-MCT, 2010).

A agroindlstria canavieira caracteriza-se por ser capaz de
produzir uma grande variedade de matéria organica para producao de
alimentos, energia, insumos quimicos e outros subprodutos. Sao
produzidos nesta atividade agroindustrial, dois grupos de residuos: os
residuos agricolas e residuos agroindustriais. O principal residuo
agricola gerado é a palha, durante o processo de colheita, quando
esta é realizada sem o uso de queima. Enquanto que, o principal
residuo agroindustrial € o bagaco de cana de acucar (Pereira Jr. et
al., 2008).

Com a moagem da cana-de-aguUcar para a extracao do caldo de
cana, geram-se dgrandes quantidades de bagaco de cana,
normalmente, utilizadas para a produgao de vapor e eletricidade em
processos de pouca eficiéncia, devido a inexisténcia de aplicagdes
mais atraentes para o material. Apesar desta aplicagao, entre 10% e
15% do bagaco ndo possui uma destinagcdao apropriada tornando-se
poluente (Castro, 2006).

O bagaco e a palha de cana-de-aclucar sao materiais
lignoceluldsicos, formados por estruturas duras e fibrosas compostas,
basicamente, de hemicelulose e celulose, infiltradas por outra
estrutura formada por alcoois aromaticos, a lignina, as quais
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encontram-se unidas por ligacdes de hidrogénio e covalentes (Pereira
Jr., 2008). Em menores proporcoes podem ser encontrados também
algumas resinas, taninos, acidos graxos, fendis, compostos
nitrogenados e sais minerais, principalmente, calcio, potassio e

magnésio (Shleser, 1994).

Em processos de producdo de bioetanol, tendo como substrato
o material lignoceluldsico, é importante ressaltar duas das etapas
envolvidas nesta producao: a etapa de sacarificacao e, em seguida, a
etapa de fermentagao (Lin e Tanaka, 2006). Em processos de
sacarificacdo € possivel aplicacdao de hidrélise quimica (acida ou
alcalina) ou de hidrdlise catalisada por enzimas. Na hidrélise
convencional, a hemicelulose é hidrolisada sob condicdes &acidas
moderadas, enquanto a celulose semicristalina recalcitrante exige
condicbes drasticas (acido concentrado, altas temperaturas). A
exigéncia de condigdes drasticas relacionadas a hidrélise acida do
material lignoceluldsico, principalmente da celulose, leva a
decomposicdo de acglcares em compostos inibidores da etapa
fermentativa. Com isso, o uso de celulases nos processos de
sacarificacdo de biomassa para producdao de etanol vem sendo
amplamente desenvolvido com a finalidade de um melhor
aproveitamento dos materiais lignoceluldsicos, uma vez que com a
utilizacao destas enzimas nao ocorre formagao de inibidores. O maior
custo associado ao uso de enzimas durante a producao de etanol de
segunda geragdao tem se sustentado pelo alto preco do petrdleo e
pela redugao dos custos de produgao dessas enzimas (Mielenz,
2001).

No processo de obtencdo biotecnoldgica de etanol ha dois
principais gargalos da tecnologia: os métodos de pré-tratamento
impostos a biomassa e os altos custos de producao de celulases, que

seriam menores com o0 uso de preparados com elevadas atividades
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especificas. Contudo, o aumento do volume produtivo das celulases,
decorrente de sua aplicacdo em diversos setores, como o téxtil, o de
detergentes e o de papel e celulose, também pode contribuir
significativamente para a reducao dos custos de producao dessas

enzimas (Singhania et al., 2010).

As celulases sao produzidas por uma gama de microrganismos,
contudo a maioria apresenta grandes restrigdes que dificultam ou que
oneram o0 processo de produgao das enzimas. Para superar estas
restricbes a biologia molecular aparece como uma favoravel
ferramenta na producdo enzimatica, viabilizando a expressdo apenas
das enzimas de interesse, minimizando ou eliminando a producao de
proteinas interferentes; acelerando a cinética de crescimento,
reduzindo o tempo de producao; melhorando a produtividade e as
propriedades cinéticas e fisico-quimicas da proteina; facilitar o
processo de downstream, principalmente, quando ha secrecdao da
enzima para o meio de cultivo; e ainda a possibilitando a utilizagao de

biorreatores com controle dos processos bem definidos.

A producao das enzimas hidroliticas pode, entretanto, ser feita
durante o préprio processo de fermentacdo conduzido por um
microrganismo capaz de produzir ndo apenas o etanol, mas também
todas as enzimas necessarias a hidrdlise da celulose. Isto
representaria uma economia no custo total do processo de produgao
de etanol a partir de materiais lignoceluldsicos (McBride, et al. 2005).
O que seria alcancado com o desenvolvimento de microrganismo
capaz converter a biomassa lignocelulésica a etanol sem a

necessidade de adicdo enzimas celuloliticas.

A levedura Saccahromyces cerevisiae apresenta varias
caracteristicas desejaveis para a obtencdao de produtos de base
(commodities), incluindo sua robustez frente a ambientes industriais,
alta produtividade de etanol, ser considerada como um organismo
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GRAS e estar bem desenvolvida no campo da biologia molecular,
apresentando todo seu DNA sequenciado. Assim, este microrganismo
apresenta grande potencial para a obtencao de melhores
biocatalisadores industriais, com maior capacidade de utilizacao de
substrato, em virtude de expressao heterdloga de enzimas
hidroliticas, tais como celulases. Varias enzimas heterdlogas tém sido
produzidas em S. cerevisiae destinadas a utilizacdo de uma variedade
de substratos, incluindo amido, celulose, xilose, celobiose e lactose
(Mcbride et al.,2005 e Den Haan et al., 2007).

No que concerne a producao de etanol de biomassa
lignoceluldsica, a levedura S. cerevisiae geneticamente modificada
permite, ndo apenas, a condugao do processo conhecido como SSF
(do inglés Simultaneous Saccharification and Fermentation), mas
também através do Bioprocesso Consolidado. No primeiro, a hidrélise
enzimatica da celulose é conduzida simultaneamente a etapa de
fermentacao da glicose. Ja no ultimo, todas as etapas de conversao
da lignocelulose, que abrange a producao de celulases, a hidrélise da
celulose e hemicelulose e a fermentacao da glicose e xilose,
acontecem em um mesmo equipamento, caracterizando o chamado

“Bioprocesso Consolidado” (Lynd et al., 2002; Pereira Jr. et al. 2008).

Neste contexto, a producdo de B-glucosidase por microrganismo
geneticamente modificado, Saccharomyces cerevisiae, se configura
como um grande passo para obtencdao dessa enzima com uma
producdo economicamente viavel e com grande potencial para
aplicacdo industrial. Ademais, os consdércios enzimaticos comerciais,
apesar de apresentar os trés grupos de celulases, Endoglucanases,
Celobiohidrolase, B-glucosidase, possuem uma baixa atividade B-
glucosidasica, o que gera uma necessidade de suplementacdao desta
enzima a estes preparados. Dessa forma, o principal objetivo do

presente trabalho é a utilizacdo da linhagem de S. cerevisiae
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recombinante expressando B-glucosidase para a produgdao enzimatica

e para a obtencdo de bioetanol por SSF.

Assim, segue a resumida apresentacao dessa tese, no que

tange ao conteudo de cada capitulo contido nela:

O capitulo dois apresenta a Revisdo Bibliografica dos
aspectos relevantes desse trabalho, que sequencia as informagdes

técnicas necessarias a compreensdo e ao embasamento do estudo.

No capitulo trés, intitulado de Justificativas e Objetivos,
estdo destacadas a importancia tecnoldgica deste trabalho e estdo

listados os objetivos gerais e especificos deste trabalho.

No capitulo quatro, Materiais e Métodos, encontram-se
descritas as metodologias empregadas para a obtencao dos objetivos

propostos para realizacao deste trabalho.

O capitulo cinco, Resultados e Discussdes, apresenta o0s
resultados desde a selegcdao dos clones produtores de B-glucosidase
até a utilizacdo da levedura recombinante na producao de etanol por
SSF. Este capitulo ainda contém as discussdes acerca dos aspectos
fenomenoldgicos observados com a realizacdo deste trabalho, bem

como a comparagao com resultados de outros autores.

Por fim, as ConclusGes agrupam as principais consideracoes
fornecidas pelos resultados, que por sua vez permitiram a seguinte

producdo bibliografica:

Ferreira, Veronica; Faber, Mariana de Oliveira; Mesquita,
Sabrina da Silva; Pereira Jr., Nei. Simultaneous saccharification and
fermentation process of different cellulosic substrates using a
recombinant Saccharomyces cerevisiae harbouring the p-glucosidase

gene. Electronic Journal of Biotechnology, v. 13, p. 1-7, 2010.
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Ferreira, V.; MESQUITA, S. S.; FABER, M. O.; PEREIRA JR, N.

Expressao de B-glucosidase Recombinante em Diferentes Fontes de

Nitrogénio e Relagdes de C:N. In: XVII Simpodsio Nacional de
Bioprocessos- SINAFERM 2009, 2009, Natal- RN. XVII Simpdésio
Nacional de Bioprocessos- SINAFERM 2009, 2009. v. 1. p. 7-13.

Ferreira, V.; FABER, M. O.; PEREIRA JR, N. Hidrolise

Enzimatica e Fermentagdao de Diferentes Materiais Celuldsicos para

Produgcao de Etanol Utilizando  Saccharomyces  cerevisae
Recombinante. In: XVII COBEQ. Engenharia Quimica: Energia e
Novos Desafios, 2008, Recife. XVII COBEQ. Engenharia Quimica:
Energia e Novos Desafios, 2008. V. 1. p. 9-16.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, sera apresentada uma revisdo teorica sobre a
composicao da biomassa lignoceluldsica, das enzimas celuldliticas,
incluindo a fundamentacao tedrica da expressao heterdloga para
obtencao de celulases recombinantes e para obtencao de etanol de 22

geracao.

2.1 Biomassas Lignoceluldsicas

As matérias-primas lignocelulésicas sdo as fontes renovaveis
mais abundantemente encontradas na natureza, sendo
compreendidas, majoritariamente, pelos materiais agroindustriais,
pelos residuos urbanos e pelas madeiras (Castro e Pereira Jr., 2010).
Constituem mais de 60% da biomassa produzida mundialmente, o

que equivale a aproximadamente dois bilhdes de toneladas de
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lignoceluldsicos. Essas biomassas sao constituidas por trés principais
fracoes (Figura 2.1): lignina, hemicelulose e celulose, que sao unidas
entre si por ligagcdes covalentes, formando uma rede complexa
resistente a ataques microbianos (Jeffries, 1990). Internamente, as
fibrilas da fracao celuldsica encontram-se dispostas como espirais, de
forma a conferir forca e flexibilidade ao material. Esta fragao
encontra-se envolvida pela lignina, cuja funcdo €é aumentar a
resisténcia da estrutura a ataques quimicos e enzimaticos. A terceira
e Ultima fracdo principal, a hemicelulose, atua como um elo quimico
entre a celulose e a lignina. Estas caracteristicas resultam em
materiais flexiveis, porém altamente resistentes a espécies quimicas
(Castro, 2006).

Figura 2.1 Polimeros constituintes dos materiais lignoceluldsicos.
Fonte: Pereira Jr. (2004).

A composicao basica do material lignoceluldsico depende do
vegetal de origem, da espécie da planta, da regidao de cultivo, idade e
periodo do ano em que se realiza a colheita do material, dentre
outros fatores que a influenciam (Hassuani, 2005). A Tabela 2.1
ilustra algumas fontes de material lignoceluldsico e sua composicao
basica aproximada  (porcentagem das fracdes celuldsica,

hemicelulésica e lignina).
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O bagaco de cana-de-aglcar € um material lignoceluldsico
produzido em grandes quantidades pelas industrias sucro-alcooleiras
do Brasil, india, Cuba, China, México, Indonésia e Coldmbia (Cardona
et al., 2010). Anualmente, sdo processadas 5,4 x 10° toneladas de
cana-de-aglcar em todo o mundo, em média, 1 tonelada de cana-de-
acucar geram 280 kg de bagaco (Cerqueira et al., 2007).
Aproximadamente, 50% deste bagaco sao utilizados na geragao de
energia nas usinas (destilarias), o restante € armazenado. Portanto,
em virtude da importancia do bagaco de cana-de-aglcar como
residuo industrial, € crescente o interesse no desenvolvimento de
métodos de producdao biocombustiveis e produtos quimicos que

oferecem vantagens econémicas e ambientais (Cadorna et al., 2010).

Tabela 2.1 Composicao de alguns materiais lignoceluldsicos.

) Componente (%)
Material Lignoceluldsico

Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas

Bagaco de Cana 33-36 28-30 18-20 2-5

Palha de Cana 32-36 19-21 16-18 -
Palha de Arroz 32-37 19-24 9-13 12-18

Palha de Trigo 30-33 22-28 14-18 3-7
Palha de Sorgo 34-36 45-48 25-26 -
Sabugo de Milho 34-36 16-24 15-19 -
Papel 43 13 6 -
Madeira 50 20 10 5

Fonte: (Olsson e Hahn-Hagerdal, 1996; Lee, 1997)

Com o aumento da quantidade de excedente de bagaco e a
existéncia de processos mais eficientes para a extracao de glicidios, o
bagaco poderia ser destinado a etapas de pré-tratamento e posterior
transformacdao em substdncias de maior interesse, aumentando a

produtividade das industrias, sem acréscimos nas areas de plantio.

Vveronlea Fevvelrn




Revisfio Bibliografica 12

No caso brasileiro, estima-se que o bagaco excedente, se fosse
utilizado na producao de etanol, permitiria duplicar a produgao deste
combustivel no pais sem aumentar as areas de plantio (Vasquez,
2007).

2.1.1 Hemicelulose

A hemicelulose é formada por uma estrutura complexa de
carboidratos poliméricos, incluindo a xilana, xiloglicana
(heteropolimero de D-xilose e D-glicose), glicomanana
(heteropolimero de D-glicose e D-manose), galactoglicomanana
(heteropolimero de D-galactose, D-glicose e D-manose) e
arabinogalactana (heteropolimero de D-galactose e arabinose),
(Shallom et al., 2003).

Xilana é o principal componente da fracdao hemiceluldsica e o
segundo polissacarideo mais abundante na natureza (Collins et al.,
2005). Devido a estrutura complexa da fracdao hemiceluldsica, torna-
se necessario uma variedade de enzimas para sua degradacao ou
modificacdo. As duas principais enzimas capazes de despolimerizar a
cadeia de hemicelulose sao a endo-1,4-pB-D-xilanase e a endo-1,4-B-
D-mananase, ambas glicosil hidrolases (Singh et al., 2003). A Figura
2.2 ilustra a estrutura de uma hemicelulose, na qual a cadeia linear

representa a xilana.
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Figura 2.2 Estrutura tipica da hemicelulose.
Fonte: Mussato, 2002.

2.1.2 Lignina

A lignina, a macromolécula rica em aromaticos mais abundante
da terra, é constituida de unidades de fenil-propano nao
fermentaveis, e esta diretamente envolvida nas ligagdes cruzada
entre moléculas de xilana e outros polissacarideos. Apesar de ser um
composto macromolecular aromatico, a lignina difere dos outros
componentes presentes na biomassa do vegetal, na medida em que
sua estrutura tridimensional ndao possui ligacdes repetitivas entre os
residuos monoméricos constituintes da macromolécula. Devido a sua
complexidade estrutural, a lignina apresenta-se como uma barreira a
acao das celulases e hemicelulases (D’Almeida, 1988). Essa barreira
de lignina na composicdao lignoceluldsica pode ser removida pela
utilizacdo de lignina peroxidases, deixando a estrutura mais
susceptivel a hidrdlise dos outros polissacarideos por acao de

celulases e hemicelulases (Aristidou & Penttila, 2000).

2.1.3 Celulose

A celulose é o polimero organico mais abundante do planeta e o
maior componente da biomassa vegetal. Pode ser encontrada na
forma pura, como no algoddao, mas €& comumente encontrada
associada a hemicelulose e lignina na parede celular (Lynd, 2002). A
celulose tem uma estrutura relativamente simples, sendo formada de
mondmeros de D-glicose unidos por ligagdes glicosidicas B-1,4. Cada
residuo de glicose tem uma orientacao de 180° em relacdo ao residuo
adjacente, formando assim a celobiose, a subunidade repetitiva do
polimero  (Figura 2.3). Cada microfibrila é sintetizada
independentemente e contém entre 2.000 e 20.000 residuos de D-

glicose. A extremidade da cadeia em que se encontra o residuo de
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glicose cujo carbono anomérico nao esta livre € chamada
extremidade redutora; a outra extremidade é chamada nao redutora
(Sandgren, 2005).

Celobiose
| 1

HO OH HO OH HO OH
“o’@& HO 0’%& HO o’@/ HO o~

HO. . o} 3 HO > o} d HO > o} 3

HO ¥ ho HO
Ext. ndo-redutora Ligagéo glicosidica Ext. redutora
B-1,4

Figura 2.3 Estrutura da celobiose e da ligacdo B-glucosidica na celulose
(adaptado de Sandgren, 2005).

A celulose apresenta estrutura cristalina, em que as fibrilas sao
unidas por ligagdes de hidrogénio tanto intra quanto inter cadeias de
celulose (Figura 2.4). Cada camada adjacente de celulose é ainda
unida por forcas de van der Waals. Isso resulta em uma fibra
compacta, capaz de impedir o acesso de enzimas e até mesmo de
moléculas pequenas, como a agua. As regides cristalinas da celulose
sao intermediadas por regides menos compactas, chamadas amorfas,
em que as fibras apresentam maior distdncia uma das outras. Além
das regidbes amorfas, as fibras de celulose apresentam
irregularidades, falhas e microporos que aumentam a superficie de
contato da celulose, permitindo o acesso de moléculas de agua e

outras moléculas maiores, como enzimas celuloliticas (Lynd, 2002).

O grau de polimerizacdo (GP) e o indice de cristalinidade (IC)
sao duas importantes propriedades que ajudam na diferenciacao e
classificacdo dos polimeros celuldésicos. O GP informa a freqliéncia
relativa de ligagOes glicosidicas internas e terminais, disponiveis para
atuacao de endo e exo enzimas, respectivamente. Pode ser definido

com base no numero médio de mondmeros e no peso médio do
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polimero, assim como inferido a partir de sua viscosidade. Ja o IC
estd associado a reatividade do substrato, e pode ser quantificado
pela técnica de difracao de raios-X, utilizando-se equacodes intrinsecas
ao tipo de celulose avaliada (Sun et al., 2004). Segundo Zhang e
Lynd (2004) quando um polimero natural sofre tratamento acido,

geralmente, ocorrem reducdes nos valores de IC e GP.

Ligactes de £
. hidrogénio H
2 | intramolecular ' i
B % HO GHT:
CHy
0T x“‘
P A fD i i o

L0 \ ;
“54HO OH Hzc\o Ligactes de

hidrogénio

intermolecular

T
(=]
=

Celobiose

S C A

Figura 2.4 Estrutura cristalina da celulose. Representacao das ligacdes de
hidrogénio entre cadeias (inter) e entre residuos de glicose da mesma
cadeia (intra).

A celulose pode ser clivada por intermédio de enzimas,
denominadas celulases, que reconhecem as ligacdoes B-1,4 entre as
moléculas de glicose. Essas enzimas agem em consorcio e podem ser
separadas em trés classes, basicamente, as endoglucanases, as
exoglucanases e as B-glucosidases (Pérez Pons et al., 1995; Aristidou
e Penttila, 2000).
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2.2 Enzimas Celuloliticas

As enzimas celuloliticas sdo caracterizadas por realizar a
hidrélise das ligagdes O-glicosidicas da celulose, estdo divididas em
trés grandes grupos, com base no modo de catdlise sobre a fibra de
celulose: a) endoglucanases, b) exoglucanases e c) B-glucosidases
(Van Rensburng et al., 1996; Sun e Cheng, 2002). A Tabela 2.2
apresenta as classificagdbes das enzimas celulasicas segundo a
Enzyme Comission e a IUBMB - International Union of Biochemistry

and Molecular Biology.

Tabela 2.2 Classificagcdes das enzimas celuloliticas segundo Enzyme
Comission e a IUBMB - International Union of Biochemistry and Molecular
Biology.

Celulase Enzyme Comission IUBMB
1,4-B-D-glucana-4-
Endoglucanases EC 3.2.1.4
glucanoidrolases
1,4-B-D-glucana-4-
Exoglucanases EC 3.2.1.91
glucanoidrolases
B-glucosidase 3.2.1.21 B-glucosideo glucohidrolases

IUBMB: International Union of Biochemistry and Molecular Biology
a) Endoglucanases (EG)

As endoglucanases iniciam a hidrélise da celulose através da
clivagem randomicamente das ligagOes internas nas microfibrilas que
se encontram nas regides menos cristalinas (amorfa), diminuindo o
comprimento das mesmas e, conseqlientemente, gerando novas
extremidades livres. Estas enzimas sao responsaveis pela reducdo do
GP que ocorre através solubilizacdo do polimero celulésico, devido a

sua hidrélise em oligossacarideos (Castro, 2006).

b) Exoglucanases (ExG)
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O grupo das exoglucanases é constituido por celobiohidrolase
(CBH) e glucano hidrolase (GH). As glucano hidrolases, também
conhecidas como 1,4-B-D-glucana-glucano-hidrolases sao capazes de
liberar glicose diretamente da fibra celuldsica. As celobiohidrolases
agem de maneira progressiva em extremidades redutoras (CBHI) e
nao-redutoras (CBHII) da celulose, com maior afinidade por celulose
insolUvel ou microcristalina, liberando glicose e principalmente,
celobiose como produtos. Essas enzimas geralmente sofrem inibicao

pelo seu préprio produto de hidrélise (celobiose).
c) B-glucosidases (BG)

As B-glucosidases representam um grupo de grande expressao
dentre as enzimas hidroliticas, atuam nos residuos de celodextrina
(GP<7) e celobiose hidrolisando-os a glicose (Figura 2.5) (Lynd et al.
2002). Assim como a CBH, também é reportada com a caracteristica

de sofrer inibicdo por seu produto de hidrélise.

A acao das B-glucosidases é caracterizada pela quebra na
ligacao B-1,4 quando o grupo carboxil do residuo conservado de acido
glutédmico do sitio ativo doa um proéton para a ligacao e o ion carbonio
formado é estabilizado pelo residuo de acido aspartico. Esse modelo
foi proposto por analogia com o mecanismo de acao da lisozima, que
cliva ligagdes B-glicosidicas entre o acido N-acetilmuramico (NAM) e a
N-acetilglicosamina (NAG) (Dillon, 2004). Dois diferentes mecanismos
de quebra da ligacdo glicosidica sdo utilizados por essas enzimas.
Algumas enzimas usam o mecanismo de retengao, no qual o carbono
anomérico (carbono 1) permanece na conformacdo B (abaixo do
plano da molécula) apds a quebra da ligacdo. No outro mecanismo,
chamado de inversdao, a configuracdo do carbono anomérico é
alterada para a forma a (acima do plano da molécula) durante a
hidrélise (Sandgreen et al., 2005).
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As enzimas do complexo celulolitico atacam o substrato de uma
forma sinergistica (Figura 2.5), o que resulta no aumento da
eficiéncia pela acdo de dois ou mais componentes de um sistema
quando comparado a acao de cada um deles isoladamente. No caso
das celulases, esse sinergismo faz com que a velocidade de formacao
de produtos soluveis aumente significativamente quando comparado

a velocidade de acdo isolada das enzimas (Sandgreen et al., 2005).

A interagdo sinergistica pode acontecer entre uma
endoglucanase de uma espécie de microrganismo e uma
celobiohidrolase de outra. As celobiohidrolases sao capazes de atuar
muito rapidamente em uma extremidade gerada pelas
endoglucanases, mostrando que as enzimas ficam distribuidas ao
longo da fibra de celulose. O sinergismo ocorre também entre os
diferentes subtipos de celobiohidrolases, uma vez que ha enzimas
que atacam as extremidades redutoras (CBHI) e outras que atacam
as extermidades nao-redutoras (CBHII) das fibras de celulose (Lynd
et al., 2002). O grau de sinergismo varia conforme o tipo de celulose
utilizada: na presenca de celulose cristalina o sinergismo endo-exo é
alto, diminui na celulose amorfa e é muito baixo ou ausente em
derivados soluveis da celulose, como a carboximetilcelulose (CMC)
(Bhat e Bhat, 1997).
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Figura 2.5 Representacao esquematica da hidrdlise de celulose pelo
sistema celulolitico. (adaptado de Lynd et al., 2002).

Embora celulases sejam divididas em diferentes familias de
glicosil-hidrolases, existem algumas caracteristicas em comum,
obtidas provavelmente durante a evolugao. Elas possuem uma longa
cavidade de uma das regides da proteina que se liga a residuos
consecutivos de aclUcar do substrato, geralmente dois residuos de

cada lado da regido catalitica da enzima. Nas endoglucanases elas se
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apresentam em forma de fenda, enquanto que as celobiohidrolases
possuem uma espécie de tunel que envolve a microfibrila de celulose
(Sandgren et al., 2005). A maioria das endoglucanases e
celobiohidrolases de microrganismos celuloliticos possui um dominio
de ligacdo a celulose (CBD - cellulose binding domain) que é ligado
ao dominio catalitico por um peptideo de ligacao flexivel. O CBD
apresenta especificidade de ligacao pela superficie da celulose
cristalina e enfraquece as pontes de hidrogénio das microfibrilas de
celulose vizinhas. As enzimas que possuem o CBD apresentam maior
atividade sobre substratos soélidos, principalmente sobre celulose
cristalina, mas ndo afetam sua atividade em substratos sollveis (Ito
et al., 2004, Sandgren et al., 2005). A Figura 2.6 ilustra a acao do

CBD de celulose sobre a fibra de celulose.

Figura 2.6 Acao da celulase na superficie da fibra de celulose, interagao
entre o dominio de ligacdo a celulose (CBD) e a superficie do polimero.
Fonte: SciDAC, 2010.

2.3 Producao de Celulases

As celulases ocupam o terceiro lugar no ranking mundial das
enzimas produzidas industrialmente, isso se deve as suas amplas
aplicagbes: no processamento de algodao, na reciclagem de papel, na
extracdo de sucos, como detergentes enzimaticos e como aditivos

para alimentacao animal. No entanto, as celulases podem vir a
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ocupar o primeiro no ranking, se o etanol de biomassa lignoceluldsica

torna-se uma realidade industrial.

As celulases podem ser produzidas por uma grande gama de
organismos, que inclui bactérias, actinomicetos, fungos filamentosos,
plantas e animais (Lynd et al., 2002; Palomer et al., 2004). Algumas
leveduras como as do género Trichosporium sp também sdo
produtoras de celulases (Castro, 2006). As celulases produzidas por
fungos, actinomicetos e bactérias aerdbias sdo facilmente secretas na
forma de molécula livre. Os fungos filamentosos sdo os mais
utilizados industrialmente na produgao de celulases, principalmente
dos géneros Aspergillus, Trichoderma, Humicola e Penicillium,
Fusarium, Phanerochaete (Singhania et al., 2010). Estes fungos
filamentos produzem complexo celulasico com todas as trés classes
de enzimas, necessarias para a completa hidrélise de celulose, com
diferentes proporcdes. Por exemplo, o fungo filamentoso Trichoderma
reesei € um dos mais potentes e mais estudados produtores de
celulase. Ele produz duas celobiohidrolases (CBH I e CBH II) e duas
endo-glucanases (GE1 e GE2), numa proporgao aproximada de
60:20:10:10, que juntos podem formar até 90% do pool enzimatico,
enquanto que as sete B-glucosidases -BGLI-BGLVII sao secretadas
por esse fungo, mas correspondem a menos que 1% do complexo
celuldsico (Lynd et al., 2002; Gimbert et al., 2008).

Novozymes e Genencor Danisco, duas industrias consagradas
na producao comercial de enzima, se destacam com a producdo de
celulases para conversao de biomassa. Ambas as empresas tem
adotado novas tecnologias para reduzir o custo de producao dos
preparados celulasicos (Singhania et al., 2010). A Tabela 2.3 mostra
os principais preparados enzimaticos disponiveis no mercado com
diferentes marcas e origens. Recentemente, a Genencor langou o

Accelerase® 1500, um complexo celulasico especifico para industrias
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que processam a biomassa lignoceluldsica (Genencor, 2010).
Accelerase ® 1500 é produzido com uma linhagem geneticamente
modificada de T. reesei, este preparado enzimatico contém niveis
mais elevados de atividade B-glucosidasica, de modo a assegurar

guase a conversao completa de celobiose a glicose.
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Tabela 2.3 Celulases comerciais produzidas por empresas internacionais e as fontes de cada pool enzimatico

Pool enzimatico Empresa Fonte

Cellubrix (Celluclast) Novozymes, Dinamarca T. longibrachiatum e A. niger
Novozymes 188 Novozymes A. Niger

Cellulase 2000L Rhodia-Danisco (Franga) T. longibrachiatum/ T. reesei
Rohament CL Rohm-AB Enzymes T. longibrachiatum/ T. reesei
Multifect CL Genencor Intl. T. reesei

Bio-feed beta L Novozymes T. longibrachiatum/T. reesei

Ultraflo L Novozymes T. longibrachiatum/T. reesei

Viscozyme L Novozymes T. longibrachiatum/T. reesei

Cellulyve 50L Lyven (Franga) T. longibrachiatum/T. reesei

GC 440 Genencor-Danisco (EUA) T. longibrachiatum/T. reesei

Spezyme CP Genencor T. longibrachiatum/T. reesei

GC 220 Genencor T. longibrachiatum/T. Reesei
Accelerase®1500 Genencor T. Reeseij

Cellulase AP30K Amano Enzyme A. niger

Cellulase TRL Solvay Enzymes T. reesei/T. longibrachiatum

Econase CE Alko-EDC T. reesei/T. longibrachiatum

Cellulase TAP106 Amano Enzyme T. viride

Biocellulase TRI Quest Intl. T. reesei/T. longibrachiatum

Biocellulase A Quest Intl. A. niger

Ultra-low microbial (ULM) Iogen (Canada) T. reesei/T. longibrachiatum

Fonte: Singhania et al., 2010.
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As celulases produzidas por fungos filamentosos apresentam
valores otimos de pH na faixa acida (3,6-5,0). Enquanto que
bactérias chegam a produzir celulases altamente ativas em valores de
pH alcalinos (Singh, 2001). Em relacdo as celulases de actinomicetos,
especialmente do género Streptomyces, possuem melhor atuacao em
temperaturas por volta de 50 °C e valores de pH de neutros a
moderadamente &acidos (Lima et al., 2005). Para a degradacao de
celulose cristalina, que é insollvel em agua devido a sua estrutura
altamente compacta, é interessante a utilizacdo de celulases
termoestaveis ativas a altas temperaturas (Haki & Rakshit, 2003).
Com o maior interesse por celulases termoestaveis, os sistemas de
microrganismos termofilicos passaram a ser estudados e
caracterizados. Dentre estes, destacam-se as bactérias Clostridium
thermocellum, Thermonospora fusca e Microbispora bispora e o0s
fungos Chaetomium  thermophile, @ Thermoascus aurantiacus,
Sporotrichum thermophile e Humicola grisea var. thermoidea
(Siqueira, 2006).

O fungo Humicola grisea var. thermoidea é um deuteromiceto
heterotrofico e saprofitico, capaz de degradar celulose, hemicelulose,
amido, gomas vegetais e compostos presentes na lignina. E um fungo
termofilico, capaz de crescer em temperaturas que variam de 20 a 50
°C aerodbico. O amplo espectro de substratos degradados por H.
grisea var. thermoidea e a sua caracteristica termofilica fizeram com
que esse fungo se tornasse objeto de estudo para identificagao e
caracterizacao de enzimas hidroliticas, bem como a regulacdo da

producao das mesmas (De-Paula, 1999; Siqueira, 2006).

Azevedo et al (1990) caracterizaram o gene de uma
celobiohidrolase (cbhl.1) de H. grisea var. thermoidea que
apresentou 60% de homologia com um gene de celulase de T. reesei.

Posteriormente foi identificado o gene da enzima celobiohidrolase 1.2
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(cbh1.2) (Pocas-Fonseca et al., 1997). O mesmo gene, cbhl.2, foi
clonado e expresso em Saccharomyces cerevisiae (Benoliel, 2004) e
em Pichia pastoris (Miranda, 1999) com a finalidade de fazer a
caracterizagdo da enzima. Foram caracterizados também
endoglucanases (Takashima et al., 1996a, 1997, 1999a) e B-
glucosidases (Ferreira Filho, 1996; Takashima et al., 1996b, 1999b)
de H. grisea var. thermoidea. Sao conhecidas seis diferentes pB-
glucosidases de H. grisea var. thermoidea (BGL1-6). A enzima -
glucosidase H. grisea apresenta algumas caracteristicas importantes,
como alta atividade especifica, pH ideal, termotolerdncia, por isso
tem sido utilizados para complementar extratos celuloliticos. Por
exemplo, a B-glucosidase BGL4 tem sido utilizada para complementar
a atividade B-glucosidasica no preparado celulasico de Trichoderma
reesei em um processo de sacarificacao de celulose (Benoliel et al.,
2010).

2.3.1 Principais técnicas para a producao de celulases

As celulases, normalmente, sao produzidas por duas
metodologias de cultivo: em estado sélido ou semi-sélido e em cultivo
submerso. Muitas pesquisas sdao conduzidas utilizando cultivo
submerso, o qual permite o controle dos niveis de aeracdo, pH e
temperatura do meio, para o crescimento 6timo do microrganismo.
Contudo, a fermentacdo em estado sélido tem sido preferida na
producdo de enzimas lignoceluloliticas. Isto se explica pelo grande
nimero de vantagens econdmicas e de processo, nos quais se
destaca a natureza dos substratos utilizados como suporte e/ou fonte

indutora na produgao da enzima.

As denominagdes “Fermentacdo em estado sodlido”,
“Fermentacdo em substrato sdélido”, “Fermentacdo em meio-sdlido”
ou simplesmente “Fermentacdo semi-sdlida”, consistem em um Unico

processo, que € definido como o processo no qual o microrganismo
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cresce sobre particulas da matriz sélida (substrato ou material
inerte), onde o conteudo de liquido (substrato ou meio umidificante)
estda a um nivel de agua que assegura o crescimento € o metabolismo
das células e ndo exceda a maxima capacidade de ligacao da agua

com a matriz sélida (Pandey et al., 2000).

Em paises ocidentais, diversos estudos estdo sendo realizados
utilizando substrato sélido, tanto para obtencao de bioprodutos como
para o desenvolvimento de reatores ou estudos metabdlicos de
bioproducdo e de condicdes de processo. Porém, em niveis
industriais, o processo submerso continua sendo o principal sistema
de geracgao de produtos obtidos via fermentagao, sendo insignificante
o numero de empresas que empregam a fermentacdo em estado

solido para estes fins.

Diversas matérias-primas sao utilizadas com o objetivo de se
obter grandes quantidades de enzimas celuloliticas por
microrganismos. Os residuos agricolas devem ser devidamente
moidos ou triturados para servir como fonte de nutrientes,
principalmente de carbono, em fermentagcao submersa. Na maioria
dos casos, o simples enriquecimento destes residuos com fonte de
nitrogénio, de minerais ou de vitaminas é suficiente para producdo de
elevada atividade enzimatica (Bisaria e Ghose, 1981; Elisashvili,
1993).

Segundo Menezes et al. (1976) a atividade celulolitica de
linhagens fungicas, como Aspergillus niger, desenvolvidas em bagacgo
de cana foi superior as cultivadas em carboximetil celulose e papel de
filtro. Sugeriram que estas linhagens produzem a fracao
exoglucanase, uma vez que o bagago é uma celulose in natura e nao
havia recebido qualquer tratamento quimico, o que exigiria acao da
fracdo pré-hidrolitica da exoglucanase antes de ser hidrolisada pelas

outras fragdes endoglucanase e B-glucosidase. Menezes et al. (1991)
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obtiveram valores proximos a 0,25 UI/mL de celulase total de
Aspergillus niger, quando utilizaram bagago de cana pré-tratado com

solucao de hidréxido de sddio 4%, como fonte de carbono.

Residuos lignoceluldsicos disponiveis em abundancia podem ser
excelentes matérias-primas para a producdo enzimatica por
fermentacdo em estado soélido. Cultura mista de Aspergillus ellipticus
e Aspergillus fumigatus desenvolvida em bagacgo de cana pré-tratado
com solucdo de hidréxido de calcio a 2% foi favoravel a producao de
celulase e B-glucosidase, apdés 8 dias de fermentacdo (Gupta e
Madamwar, 1997). Abdelnasser et al. (1997) testaram trés fungos:
Phanerochaete chrysosporium NRRL 6359, Phanerochaete
chrysosporium NRRL 6361 e Coriolus versicolor NRRL 6102, quanto
as suas capacidades de produzir xilanase e celulase, em residuos
agricolas (bagaco de cana tratado e ndo tratado; palha de trigo;
espigas de milho; cascas de arroz e celulose em pd). Espigas de
milho, palha de trigo e bagago de cana tratado promoveram maior

indugdo enzimatica.

Segundo Umikalson et al. (1997) uma linhagem de
Chaetomium globosum apresentou bom crescimento e substancial
quantidade de celulase em fibras deslignificadas de palma,
produzindo extrato celulolitico cujas atividades de enduglucanase e B-

glucosidase foram 30,8, 9,8 UI/mL, respectivamente.

Castro (2006) comparou a producao de Endoglucanase (EnG) e
B-glucosidase (BG por Trichoderma reesei e Humicola grisea, quando
cultivadas em substratos insolluveis (celulignina de bagaco de cana-
de-acucar e avicel) e solluveis (CMC e celobiose). Foram observadas
cinéticas mais lentas de producdo das enzimas quando fontes
insolUveis foram  utilizadas, especialmente a de origem
lignoceluldsica, devido a um periodo inicial de aclimatacdo das células

a essa matéria-prima. Ja quando CMC e celobiose foram
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consideradas, os tempos correspondentes a producdao enzimatica
maxima foram antecipados em cerca de 50 h. Ainda, nesse estudo
pode-se concluir que na sintese das enzimas do complexo celulolitico
pelos fungos T. reesei Rut C30 e Humicola grisea var. thermoidea,
nao ha correlacdo direta com a fonte de carbono utilizada para a
indugao, visto que mesmo quando as linhagens foram cultivadas na
presenca apenas de celobiose como substrato, EnG e ExG também
foram excretadas pelas células, e que essa sintese nao se

enquadrava em carater constitutivo.

Muitas vezes, 0s microrganismos que apresentam elevado
potencial para a producdo de celulases sdao submetidos a técnicas de
biologia molecular, as mais comuns sdo a mutacdao classica
(aleatdria) e a expressao génica. Tais alteracdes possibilitam um
aumento na produtividade enzimatica, reducao da inibicao por glicose
durante a expressao de celulases, e incrementos nas taxas de O-

glicosilagao (Lynd et al., 2002; Castro e Pereira Jr., 2010).

A mutacao classica vem sendo aplicada ha décadas sobre
linhagens de Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina), gerando
diversas linhagens, geralmente agrupadas em séries, dentre as quais
a mais reportada é a linhagem Rut C30. Esta linhagem teve seu
potencial celulolitico incrementado devido a mutacdo do gene crel
(acarretando menor efeito de repressao catabodlica da glicose pelas
células, durante a expressao das enzimas) e ao aumento da
guantidade de reticulo endoplasmatico (promovendo aumento nas

taxas de O-glicosilacdo das proteinas).

No que tange a expressdao génica, as formas mais conhecidas
de manipulacao do conteddo genético das células sdao a expressao
homodloga e a expressdo heterdloga, que sdo distinguidas conforme a
procedéncia do material genético inserido na célula hospedeira.

Dentre os organismos hospedeiros mais comumente utilizados para a
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expressao heterdloga de proteinas, estdo a bactéria Escherichia coli e
as leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris. O sistema
de S. cerevisiae, embora tenha se mostrado eficiente em alguns
casos, apresenta forte tendéncia a hiperglicosilar (50 a 150 residuos
de manose) as proteinas produzidas, acarretando, no caso das
celulases, em uma reducao da capacidade destas em adsorver-se em
substratos solidos. Em relacdao ao sistema de expressao de E. coli,
uma das principais desvantagens é a deficiéncia de etapas pOs-
traducionais, que decorre em errbnea organizacao estrutural da
cadeia polipeptidica, além do fato de esta ficar localizada em corpos
de inclusao, os quais dificultam a extracao do produto. Por fim, o
sistema de expressao de P. pastoris, embora tenha apresentado
hiperglicosilacao em alguns casos, mostra-se como um dos mais
adequados dentre os conhecidos atualmente, por proporcionar
elevada producao da proteina de interesse. Entretanto, se o objetivo
for a producdao das enzimas celuloliticas para a conversao de
biomassa lignoceluldsica a etanol, S. cerevisiae configura-se como o
mais adequado sistema de expressao heterdloga. Esse sistema além
de expressar as enzimas de interesse € capaz de fermentar os

produtos de hidrdlise.

A enzima pB-glucosidase também pode ser expressa em
sistemas heterdlogos, alguns genes de B-glucosidase foram expressos
em S. cerevisiae visando a sua caracterizacao e aplicagao industrial.
S. cerevisiae também foi usada para co-expressar exo/endocelulases
e B-glucosidases de fungo filamentoso a fim de conduzir a producao
de etanol a partir de materiais lignoceluldsicos (Benoliel et al., 2010;
Iwashita, et al., 1999; Rajoka et al., 2003; van Rensburg et al.,
1998; Fujita et al., 2002).
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2.4 Saccharomyces cerevisiae como sistema de

expressao heterdloga

Saccharomyces cerevisiae ¢ um microrganismo amplamente
estudado, e informagdes sobre sua genética, biologia molecular e
fisiologia tém contribuido para o entendimento da célula eucariédtica,
bem como da biologia humana. Esse organismo ja tem seu genoma
totalmente seqienciado e possui aproximadamente 3.000 genes
caracterizados. Desde muitos anos ela tem sido usada pelo homem
para fabricacdo de pdes e bebidas alcodlicas e atualmente, devido a
sua classificagao, como organismo seguro (GRAS - Generally
Regarded as Safe), é cultivada em escala industrial no setor industrial
farmacéutico. Tal classificacao sé foi possivel devido a sua utilizagao
na fabricagdo de produtos de consumo humano e por ser um

microrganismo nao-patogénico (Ostergaard et al., 2000).

Durante as duas Ultimas décadas os estudos em engenharia
genética tém permitido criar linhagens de microrganismos capazes de
produzir proteinas de interesse em grandes quantidades e de boa
qualidade. S. cerevisiae € um microrganismo facilmente manipulado
geneticamente pela tecnologia do DNA recombinante e seu processo
de fermentagcdo é bem conhecido e estabelecido. Devido a essas
vantagens e a possibilidade de modificar as vias metabdlicas a fim de
aumentar o rendimento de producdao, muitas proteinas heterdlogas
sao produzidas nesse microrganismo, dentre elas, a primeira vacina
recombinante comercializada, para hepatite B (Gellissen e
Hollenberg, 1997). A expressao heteréloga em S. cerevisiae é
facilitada, pois possui um protocolo de transformagao simples e uma
taxa de recombinacao homodloga muito eficiente in vivo, além de ser
um dos poucos eucariotos que possui um plasmidio natural, o 2y, que
permite a construcao de vetores para a transferéncia de genes e

sistemas de expressao (Brandao, 1996).
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Os vetores de expressao de leveduras sao baseados no
plasmideo multicopia 2u e contém seqliéncias para propagagao em E.
coli e na levedura, possuem também seqliéncias promotoras e
terminadoras de levedura para uma transcricao eficiente do gene
exogeno (Figura 2.7). Entretanto, a insercdo de um gene no cassete
de expressdao nao garante sempre um alto nivel da proteina
correspondente; a expressao génica & um processo com Vvarios
passos e problemas que podem ocorrer em qualquer estagio, da

transcricao até a secrecdo.

Figura 2.7 Tipico vetor de expressao em Saccharomyces cerevisiae
com as seqliéncias para propagacao em E. coli e em levedura.

2.4.1 Producao de celulases por S. cerevisiae

A utilizacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae como
sistema de expressao heterdloga de enzimas celuloliticas viabiliza a

obtencao de grande quantidade da(s) enzima(s) para aplicacao

Vveronlea Fevvelrn




Revisio Blbliogrifica 32

industrial e a associacdo da produgdao enzimatica com o processo de

obtencdo de etanol de biomassa lignoceluldsica.

Celulases de diversos fungos tém sido clonadas e expressas em
S. cerevisiae (Tabela 2.4). A maioria dos trabalhos relata um bom
nivel de producdo e quando o gene da enzima recebe um peptideo
sinal grande parte passa a ser secretada para o meio de cultura pela
levedura. Segundo Minamiguchi et al. (1995) os niveis de glicosilagao
da enzima, quando existentes, ndo aumentam significativamente a
massa molecular da enzima em relagdo ao tamanho da proteina
nativa (de 24 kDa para 28 kDa na FI-CMCase de Aspergillus

acuelatus) e nao interferem na atividade enzimatica.

Rooyen et al. (2005) ao expressar o gene de B-glucosidase em
S. cerevisiae afirmaram que a enzima estava presente no espago
periplasmatico, o que foi explicado pelo aumento da massa molecular
da enzima. O aumento da massa molecular foi explicado pelos altos

niveis de N-glicosilacdo.

As endoglucanases 1 e 3 de Trichoderma longibrachiatum foram
expressas em S. cerevisiae dirigidas pelos promotores dos genes
PGK1 (fosfogliceratoquinase) e ENO1 (enolase). As enzimas foram
eficientemente secretadas somente apds o final da fase exponencial
de crescimento. Foram  produzidas somente na forma
hiperglicosiladas e ficaram heterogéneas no tamanho. Apesar disso,
mais de 80% dessas celulases foram detectadas no meio de cultura,
sendo que a maioria das enzimas intracelulares ficou localizada no
espaco periplasmatico. Apesar da hiperglicosilacdo a atividade
especifica da enzima recombinante nao foi significantemente alterada
em relacdo a enzima nativa, apresentando consideravel atividade em

celulose insoluvel (Lynd et al., 2002).
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Tabela 2.4 Celulases produzidas por expressdo heterdloga em
Saccharomyces cerevisiae

Celulase Origem Referéncia
) ) Minamiguchi et al.
FI-CMCase Aspergillus acuelatus (1995)
Endoglucanases 1 Thichoderma
e3 longibrachiatum Lynd et al. (2002)
EGII e CBHII Thichoderma reesei Fujita et al. (2004)
. . Den Haan et al.
CBHI Thichoderma reesei (2007)
Clostridium
thermocellum
Endoglucanase | Jeon et al. (2009)
B-glucosidase Saccharomycopsis
fibuligera
B-glucosidase Cellulomonas biazotea Rajoka et al. (2003)
) . Saccharomycopsis .
B-glucosidase fibuligera McBride et al. (2005)
) . Saccharomycopsis
B-glucosidase fibuligera Shen et al. (2008)
B-glucosidase Humicola grisea Benoliel et al. (2010)
B-glucosidase Aspergillus aculeatus  Tokuhiro et al. (2008)

Cho et al. (1999) e Fujita et al. (2004) construiram linhagens
de S. cerevisiae co-expressando uma endoglucanase, uma
celobiohidrolase e uma B-glucosidase para a utilizagao da levedura
em processo de sacarificacdo e fermentagdao simultédneas. Ensaios
preliminares foram feitos com celodextrinas e celulose amorfa como
fonte de carbono para essas leveduras e mostraram que S. cerevisiae
co-expressando essas trés enzimas foi capaz de gerar aglcares a

partir desse substrato e produzir etanol.

O gene de B-glucosidase de Saccharomycopsis fibuligera, BGL1,

foi clonado em S. cerevisiae industrial por Shen et al. (2008). A
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linhagem recombinante apresentou crescimento e produgao de etanol
em meio de celobiose e em meio de celobiose e glicose. Ao se utilizar
S. cerevisiae recombinante em processo de fermentacao de
sacarificacao simultdneas de sabugo de milho pré-tratado com acido
foram produzidos 20 g L' de etanol a 72 h, concentracdo semelhante
a produzido pela levedura nativa com adicao de 20 Ul de B-

glucosidase/ g de substrato foi adicionada.

O gene de PB-glucosidase (BGL4) de Humicola grisea var.
thermoidea foi expresso com sucesso em Saccharomyces cerevisiae.
A proteina recombinante (BGL4Sc) foi, inicialmente, detectada no
citoplasma celular e, posteriormente, no meio de cultura. A enzima
apresentou atividade para celobiose e alguns substratos sintéticos,
por exemplo, p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pNPG). Os autores
afirmam que a enzima BLG4Sc ¢ ideal para ser usada no processo de
sacarificacao e fermentagao simultaneas de materiais lignoceluldsicos

para a producao de etanol (Benoliel et al., 2010).

Com as informacOes obtidas na literatura percebe-se que a
levedura Saccharomyces cerevisiae configura-se como um oOtimo
sistema de expressao heterdloga de enzimas celuloliticas, permitindo
tanto a obtencao da enzima recombinante quanto de etanol de
biomassa lignoceluldsica. Os cultivos conduzidos em regime de
batelada simples permitiram o crescimento da levedura e a producgao
enzimatica tanto em condicdes aerdbicas quanto em condicOes
anaerobicas (van Rooyen et al., 2005). Adicionalmente, para que a
linhagem recombinante cresca em meio contendo material celuldsico
como Unica fonte de carbono é necessdrio que a enzima esteja
ancorada a parede celular da levedura recombinante ou que seja
secretada (Shen et al., 2008; Cho et al., 1999; Mc Bride et al., 2005;
Fujita et al., 2004).
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2.5 Fermentacéao alcodlica

A fermentacdo de agucar a etanol por leveduras tem um
importante papel em varios processos industriais. As leveduras de
maior interesse industrial sdo as espécies Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces uvarum  (carlsbergensis), Schizosaccharomyces
pombe, e Kluyveromyces. Uma étima conversao de agucares a etanol
requer das cepas de leveduras capacidade para tolerar altas
concentragoes de etanol, dado que o etanol inibe o crescimento e a

fermentagcao (Melo, 2008).

Leveduras sao capazes de utilizar uma grande variedade de
substratos. Em geral, crescem e fermentam eficientemente a valores
de pH entre 3,5 e 6,0 e temperaturas de 28 a 35 °C. Embora a taxa
inicial da produgao de etanol seja maior a temperaturas elevadas (40
°C) a produtividade global da fermentacdo € reduzida devido a
inibicao pelo etanol produzido (Kosaric, 2001). Leveduras, sob
condicao nao aerada, metabolizam glicose a etanol primariamente
pela via de Embden-Meyerhof. A reacdo liquida global envolve a
producao de 2 mol de etanol, 2 mol de CO;, e 2 mol de ATP por mol

de glicose fermentada.

Com base em massa, cada grama de (glicose pode,
teoricamente, se converter a 0,51 grama de alcool e 0,49 gramas de
CO,. Entretanto, na pratica, o rendimento do etanol produzido nao
excede usualmente a 90-95% do valor tedrico. Isto é devido ao
requerimento celular de nutrientes para a sintese de nova biomassa
celular e outras demandas relacionadas com a manutengao celular.
ReacOes paralelas também ocorrem na fermentacao (normalmente
glicerol e succinato) que podem consumir até 4-5% do substrato
total. A Figura 2.8 representa um esquema simplificado do

catabolismo aerdbio e anaerdbio de S. cerevisiae.
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Em termos nutricionais, uma pequena quantidade de oxigénio
deve ser provida ao processo fermentativo como um componente
necessario para a sintese de lipideos e acidos graxos poli-insaturados
pela levedura. Valores comuns de tensao de O, mantidos no meio de
fermentacao estao entre 0,05 e 0,10 mmHg. Qualquer valor superior
a estes promovera o crescimento celular as custas da produtividade

de etanol (efeito Pasteur).

2CO;

ADP (da biossintese) y
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Glicose l

(Imol) —¥ Glicdlise ~|———» 2 Piruvato
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Figura 2.8: Esquema simplificado do metabolismo anaerébio e

aerbébio de Saccharomyces cerevisiae. (Melo, 2008)

As necessidades relativas por nutrientes nao utilizados na
sintese de etanol estdo na proporcao dos principais componentes
celulares da levedura. Estes incluem carbono, oxigénio, nitrogénio e
hidrogénio. Pequenas quantidades de fosforo, enxofre, potassio e

magnésio devem ser fornecidas. Minerais (exemplos: Mn, Co, Cu, Zn)
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e fatores organicos de crescimento (aminoacidos, acidos nucléicos e
vitaminas) sdo requisitados em quantidades trago. Os mais
importantes fatores de crescimento para levedura sao as vitaminas,
biotina, acido pantoténico, inositol, tiamina, acido nicotinico e acido
folico (Maiorella et al., 1981 apud Kosaric, 2001).

Inimeras biomassas vegetais consideradas para a producao de
etanol em larga escala fornecem além dos carboidratos para a
bioconversdao etandlica todos os nutrientes necessarios para o
crescimento e manutencao das leveduras. A suplementacao adicional
pode ser necessdria em alguns casos. Esses nutrientes podem ser
fornecidos como componentes individuais como sais de amonio e
fosfato de potassio ou, provenientes de fontes de baixo custo como

milhocina (subproduto da maceragao por via uUmida do milho).

2.6 Producdo de etanol a partir de material

lignoceluldsico

O processo fermentativo € o mais viavel economicamente para
producdo de etanol, devido principalmente a grande variedade de
matérias-primas naturais (agucaradas, amilaceas ou lignoceluldsicas)

com potencial uso biotecnoldgico.

Ha que se ressaltar que a matéria-prima é um dos
componentes mais relevantes nos custos de produgao, havendo casos
em que pode representar até 75% dos custos totais, sendo esta uma
das razdes pelo crescente interesse no aproveitamento de residuos
agro-industriais e florestais como matérias-primas para a producao
ndao somente de etanol, mas de uma grande gama de substancias

guimicas de interesse comercial (Pereira Jr., 1991).

Sumariamente, a matéria-prima, seja qual for sua origem, é

submetida a um pré-tratamento para a liberacdo de glicidios que sdo,
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subseqliientemente, metabolizados por um agente bioldgico
adequado, via de regra células de leveduras. Esses pré-tratamentos
(fisicos, quimicos ou enzimaticos), dependem do tipo de matéria-
prima (cana-de-agucar, amido de milho, beterraba, residuos de
composicao lignoceluldsica, dentre outros) e do agente bioldgico a ser
utilizado. Apds o consumo do substrato, por meio de uma seqliéncia
de reacdes, o agente bioldgico é separado do meio fermentado, para

posterior reaproveitamento (Pereira Jr., 2005).

O processo fermentativo pode ser operado por trés formas:
batelada simples, batelada alimentada ou continuo. Na batelada
simples, ao meio de fermentacao é adicionada uma suspensao celular
e 0 processo é transcorrido, sem adicdoes de meio novo, nem
retiradas de meio reacional durante o seu curso. A batelada simples é
caracterizada por alteracao nas condicdes ambientais a todo instante
do processo (as concentracdes de nutrientes sao reduzidas e de
células, produtos e sub-produtos aumentadas). O principal problema
desta forma de se operar o processo fermentativo é decorrente de
fenomenos de inibicdo pelo substrato, produto, ou outros
metabdlitos. Para se contornar esses problemas associados a inibicao,
outras formas de condugao podem ser utilizadas, como a batelada
alimentada, que possibilita a manutengao da concentracao desses
inibidores/repressores em niveis sub-inibitorios/sub-repressores, com
implicagOes diretas no desempenho da célula. A técnica de batelada
alimentada é definida como um modo de operacao onde um ou mais
nutrientes necessarios ao crescimento celular sdo adicionados ao
fermentador, intermitentemente ou continuamente, sem que ocorra

retirada de material durante a operacao (Pereira Jr., 2005).

A conducdo continua é outra modalidade de se operar
fermentadores. Como o proprio nome sugere tanto a alimentacdo de

meio nutriente, quanto a retirada de produto (meio fermentado) sao
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realizadas de forma continua. Sua principal vantagem, quando
comparada com outras formas de conducdo, estd ligada a
possibilidade de se operar o sistema por extensos periodos de tempo,
resultando em aumento de produtividade. Adicionalmente, o agente
bioldgico converte substrato em condicdes estacionarias, que podem
ser determinadas previamente para o seu melhor desempenho, em
contraste com a batelada simples, na qual o agente bioldgico esta
submetido, a todo o momento, a condicdes ambientais diferentes
(Pereira Jr., 1991).

O liquido resultante, apés consumo dos componentes do meio
de fermentacdo, é destilado com o intuito de concentrar o etanol até
um nivel determinado ou até o limite possivel, o azedtropo etanol-
agua (95,5% de etanol). Este azedtropo € comumente comercializado
como etanol hidratado, sendo possivel a sua utilizagdo direta nos
motores automotivos. No entanto, para ser misturado a gasolina o
etanol necessita estar na sua forma anidra, cuja obtencdo se da por
meio de processos de desidratagao como o arraste com benzeno ou o

uso de absorventes regeneraveis (Pereira Jr., 1991).

Ressalta-se que o0 processamento de matérias-primas
acucaradas e amilaceas geram residuos de composigao lignoceluldsica
gque podem incrementar a producao de etanol, na medida em que
possuem polissacarideos (celulose e hemicelulose) em sua
composicao, passiveis de processos de hidrélise (quimica ou
enzimatica) e fermentacdo. Este é um aspecto de capital importancia,
que justifica o enorme interesse no aproveitamento dessas biomassas
residuais, ja que se pode incrementar a relacao de etanol produzido

por matéria-prima utilizada no processo tecnoldgico.

A obtencdo de etanol a partir dos materiais lignoceluldsicos
permite diferentes estratégias de processamento. Devido a presencga

de diferentes acUcares, muitas vezes se faz necessario o emprego de
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enzimas simultaneamente a agdo de microrganismos. Pode-se ainda
utilizar diferentes microrganismos em etapas sucessivas, de maneira
a se aproveitar ao maximo a matéria-prima disponivel. Na literatura
sao apontadas quatro estratégias para obtencdo de etanol de

material lignoceluldsico:

Hidrolise e Fermentacdao em Separado (SHF): a hidrodlise
do material lignoceluldsico, etapa de pré-tratamento, ocorre num
estagio separado da fermentacdo. Nesta estratégia, a etapa de
hidrélise pode ser realizada quimica ou enzimaticamente. Ao ser
utilizado um agente quimico como catalisador da clivagem da
macroestrutura no processo, sao formados compostos inibidores de
fermentacao. Por isso, segundo a severidade da hidrdlise, podem ser
requeridas etapas de destoxificagao posterior, 0 que nao permite
fermentacao simultdnea. A hidrolise enzimatica, geralmente, é
conduzida nas condicdes 6timas de pH e temperatura das celulases. A
dificuldade deste processo reside no acumulo da glicose e
polissacarideos, provenientes da mesma hidrdlise, que atuam como
inibidores enzimaticos de algumas enzimas envolvidas, decorrendo
numa hidrolise incompleta da celulose. Uma vez terminada a
hidrélise, o residuo sdlido é separado e o sobrenadante é empregado
para fermentagao por microrganismos (Wingren et al. 2003;
McMillan, 2004).

Sacarificacdo e Fermentacao Simultaneas (SSF): neste
processo, a sacarificacao e fermentacdo da fracdo celuldsica ocorrem
numa unica etapa, sendo realizada enzimaticamente a hidrélise da
macromolécula, evitando a formacgao de inibidores, e possibilitando o
sinergismo com o microrganismo fermentador. Em etapas separadas
sao realizadas a clivagem e hidrdlise da hemicelulose, assim como a
fermentacdo dos acuUcares gerados neste processo. As enzimas

empregadas no processo, o complexo celuldsico, sao também
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produzidas separadamente. As enzimas tém como funcgdo a hidrodlise
da celulose até os monOomeros de glicose. A glicose produzida inibe as
enzimas B-glucosidases interrompendo o processo hidrolitico. O
microrganismo, ao consumir esta glicose, reativa o processo
enzimatico e é obtido o produto desejado no processo fermentativo
(Wingren et al. 2003). A Figura 2.9 ilustra a sinergia entre enzima e

microrganismo durante o SSF, o qual favorece:

> a reducdo da inibicao enzimatica pela glicose formada, devido a

inexisténcia do acumulo desses acglcares no meio;

> a diminuicdo da complexidade do processo pela existéncia de

uma unica etapa;

> a minimizacao dos riscos de contaminacdo, devido as baixas

concentracdes de agucar livre no meio;

> 0 alcance de maiores indices de conversao a glicose, pois os
equilibrios das reacdes enzimaticas sao deslocados no sentido
de formacdao de mais produto, visto que a glicose é

concomitantemente consumida;

> o desfavorecimento da cinética enzimatica pela necessidade de
conducdao do processo em condicdes compativeis com as de

crescimento da linhagem fermentativa da glicose.

Sacarificacdo com Co-fermentacdao Simultanea (SSCF): este
processo envolve 3 etapas, das quais a hidrdlise da fracao
hemiceluldsica e a producdo de celulases ocorrem separadamente. A
hidrélise da celulose e a fermentacao, tanto das pentoses quanto das
hexoses, acontecem simultaneamente, num mesmo equipamento,
sendo geralmente necessario o auxilio da biologia molecular para o
desenvolvimento de microrganismos capazes de fermentar pentoses

e hexoses.
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Bioprocesso Consolidado (CBP): é o processo de concepcao
mais complexo devido ao envolvimento de, pelo menos, 3 das etapas
num Unico equipamento. Para este processo sera necessario recorrer
as ferramentas modernas, como a engenharia genética, no intuito de
se obter um microrganismo que consiga produzir diversas enzimas

gue permitam a clivagem dos complexos hemiceluldsico e celuldsico,

e alta habilidade fermentativa, tanto de pentoses

quanto hexoses.
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Figura 2.9 Esquema do processo SSF em biorreator.
Fonte: Vasquez, 2007
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Neste capitulo serd apresentada a justificativa para o
desenvolvimento desta tese assim como a sua importancia frente ao
desenvolvimento de processo para a obtencao de etanol de segunda
geracao. Adicionalmente, serao listados os objetivos geral e

especificos.

3.1 Justificativa

Nos ultimos anos o setor agroindustrial vem se destacando por
ser um forte gerador de matéria-prima para varios ramos das
indUstrias de bioprocessos, principalmente o de biocombustivel. Brasil
e Estados Unidos, em especial, tém investido na producdo de
bioetanol a partir de biomassa lignoceluldsica proveniente, sobretudo,
de bagaco de cana-de-aclcar e sabugo de milho. A busca pelas

fontes de energia renovaveis €& justificada pela tendéncia a
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substituicdo de matérias-primas nao renovaveis, especialmente

combustiveis fésseis, por fontes renovaveis.

Atualmente, o grande desafio € a reducao do custo nos
processos de producao do etanol de segunda geracgao. Varias
pesquisas em andamento apontam que a introducdao da hidrdlise
enzimatica, acao de enzimas hemiceluloliticas e celuloliticas, no pré-
tratamento de biomassas em substituicdo da hidrélise quimica,
aumentaria os rendimentos do processo. Uma vez que, hOS processos
de hidrélise quimica sao formados muitos inibidores, os quais
comprometem a fermentacdao microbiana. Por isso, sao muitos os
grupos de pesquisas que vém investindo na producdao de enzimas
celuloliticas por microrganismos nativos e/ou por recombinantes.
Comercialmente, sdo vendidos consorcios enzimaticos que
apresentam os trés grupos de celulases, Endoglucanases,
Celobiohidrolase, B-glucosidase, produzidas por  diferentes
microorganismos. Contudo, esses consoércios enzimaticos comerciais
apresentam baixa atividade B-glucosiddsica, o que gera uma
necessidade de suplementacao desta enzima a estes preparados,

quando utilizados na hidrélise de materiais lignoceluldsicos.

O grupo de pesquisas de Desenvolvimento de Bioprocessos da
Escola de Quimica/ UFRJ vem se destacando por sua experiéncia na
producao de xilanase e asparaginase recombinantes em processos
conduzidos em biorreator sob regime de batelada alimentada, nos
quais se alcancou altos valores de atividade enzimatica quando
comparados com dados reportados na literatura. Aplicando esta
experiéncia na producao de p-glucosidase por microrganismo
geneticamente modificado se daria um grande passo para obtencao
desta enzima, visando uma producdo economicamente viavel e com
grande potencial para aplicagcao industrial na obtencdo de bioetanol

de segunda geracao.
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Entre os microrganimos utilizados para a expressao heterdloga
de enzimas, Saccharomyces cerevisiae se destaca por ser uma
levedura amplamente estudada para estes fins e, ainda, por ser
robusta quando utilizada na fermentacao alcodlica. Sendo assim,
torna-se 0 microrganismo altamente interessante para promover a
suplementacdo do preparado enzimatico utilizado na producdao de
etanol de segunda geracao em sistemas de fermentagao e

sacarificacao simultaneas (SSF).

3.2 Objetivo geral

Esta tese teve como objetivo geral a producao em biorreator de
B-glucosidase 4 de Humicola grisea var. thermoidea em
Saccharomyces cerevisiae como sistema de expressdao heterdloga e
sua utilizacdo na obtencdo de bioetanol a partir de celulignina pré-

tratada de bagaco de cana-de-agucar.

3.3 Objetivos especificos

& Selecionar o melhor clone de S. cerevisiae MFL que

expressa o gene de B-glucosidase 4 de H. grisea var.termoida;

& Selecionar as condigcdes - temperatura, concentracao
inicial de glicose, concentracdo celular inicial, fonte de nitrogénio e
relacao C:N - mais adequadas ao crescimento celular e a expressao

de B-glucosidase recombinante em frascos agitados;

& Avaliar a producao de B-glucosidase recombinante em

biorreator em batelada simples;

& Selecionar o modo de conducdao da producao de B-
glucosidase recombinante em biorreator em diferentes condigcdes de

alimentacdo e diferentes meios de cultivo;
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& Caracterizar a enzima produzida em biorreator através da
técnica de SDS-PAGE;

& Levantar as cinéticas de produgao de etanol por linhagens

de Saccharomyces cerevisiae recombinante e de panificagao;

& Avaliar a fermentacdo e sacarificacdo simultdneas de
diferentes fontes celuldsicas - celulose cristalina, CMC, celulignina
pré-tratada de bagaco de cana-de-aglcar - utilizando a linhagem

recombinante;

& Produzir em biorreator etanol de segunda geracao de
celulignina pré-tratada de bagaco de cana-de-agucar utilizando a
linhagem de Saccharomyces cerevisiae expressando B-glucosidase

recombinante;

& Avaliar a reducdo da carga enzimatica na producao de
bioetanol de segunda geracdo de celulignina pré-tratada de bagaco
de cana-de-acglcar utilizando a linhagem de Saccharomyces

cerevisiae expressando B-glucosidase recombinante.
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4 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo estdao descritos os materiais e a metodologias
experimentais utilizados na conducao dos todos os experimentos

realizados para a composicao desta tese.

4.1 Microrganismo utilizado

A linhagem de Saccharomyces cerevisiae MFL (leu2) utilizada
neste trabalho, que contém o gene de B-glucosidase do fungo
filamentoso Humicola grisea var. thermoida, foi obtida por Benoliel
(2004) aplicando técnicas de biologia molecular. A levedura S.
cerevisiae MFL é uma linhagem mutante auxotréfica para leucina
derivada da linhagem industrial de S. cerevisiae FTPT472, isolada do
fermentador industrial da Fundacao Tropical de Pesquisas

Tecnoldgicas André Tosello (Campinas, Brasil). Para a obtencao da
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linhagem recombinante utilizada neste trabalho, Benoliel et al. (2010)
clonaram o gene bgl4 de Humicola grisea var. thermoida no
plasmideo YEp351PGK, gerando o vetor pYBG4 que foi utilizado na
transformacao da levedura S. cerevisiae MFL (Rocha, 2004; Benoliel
et al., 2010).

4.2 Meios de cultura

4.2.1 Meio de propagacao

Na propagacdo da levedura foi utilizado meio YPD constituido
de (em g L'!): extrato de levedura (10,0), peptona de caseina (20,0)
e glicose (20,0). Os componentes do meio foram esterilizados,
separadamente, em autoclave a 120°C por 15 minutos, para

posteriormente serem misturados.

4.2.2 Meio de manutencao

Para manutencao celular foi utilizado meio sélido constituido de
(em g L*): &gar bacterioldgico (20,0); extrato de levedura (10,0),
peptona de caseina (20,0) e glicose (20,0). Os componentes do meio
foram esterilizados, separadamente, em autoclave a 120°C por 15

minutos, para posteriormente serem misturados.

4.2.3 Meio de crescimento e expressao

O meio de crescimento em glicose - meio BG - foi constituido
de 1,7 g L de Yeast Nitrogen Base sem aminoacidos, 5 g L de
sulfato de amdnio, 20 g L' de glicose, 10 g L' de tamp&o &cido
aspartico/ acido glutamico de pH 6,0. O meio foi esterilizado através

de filtracdo em membrana de éster de celulose 0,22 um.

O meio de crescimento em celobiose — meio BC - foi constituido
de 1,7 g L de Yeast Nitrogen Base sem aminodcidos, 5 g L' de

sulfato de aménio, 20 g L de celobiose, 10 g L' tampdo &cido
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aspartico/ acido glutdmico pH 6,0. O meio foi filtrado em membrana

de éster de celulose 0,22 um para esterilizagao.

O meio de crescimento em glicose e celobiose - meio BGC - foi
constituido de 1,7 g L'! de Yeast Nitrogen Base sem aminodcidos, 5 g
L de sulfato de aménio, 10 g L™ de glicose, 10 g L! de celobiose e
10 g L! tamp3o acido aspartico/ acido glutdmico pH 6,0. O meio foi

esterilizado em membrana de éster de celulose 0,22 pm.
4.3 Pré-inoculo

Frascos cOnicos de 50 mL contendo 10 mL de meio BG (secao
4.2.3) foram inoculados com uma colénia de Saccharomyces
cerevisiae recombinante estocada em meio de manutencao (secao
4.2.2). Este meio foi incubado em agitador rotatério com controle de
temperatura e agitagao por aproximadamente 24 horas, sob agitacao
de 200 rpm e a 30°C.

4.4 Expressao de p-glucosidase de Humicola grisea
em Saccharomyces cerevisiae recombinante em
frascos conicos

Para conduzir a expansao do indculo, transferiu-se a suspensao
celular, obtida no pré-indculo (secdo 4.3), para um frasco cbnico de
1L contendo 200 mL de meio BG (secao 4.2.3), o qual foi incubado a
30°C e 200 rpm até obtencdo de concentracdo celular de 1,0 g L™.
Apds centrifugacao (7800 g por 20 minutos) da suspensdo celular
obtida, o sobrenadante foi descartado e as células precipitadas foram
ressuspendidas em 100 mL de meio BG em frasco conico de 500 mL
para concentracao celular desejada, a fim de se acompanhar a

expressdo enzimatica.

A cada 4 ou 6 horas, foram retiradas aliquotas de 3 mL do

meio. As células foram separadas do sobrenadante por centrifugacao,
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procedendo-se a quantificacdo da atividade pB-glucosidasica dos
extratos enzimaticos extracelular (sobrenadante do meio) e

intracelular (apds rompimento da parede celular).

4.5 Selecdo do melhor clone de Saccharomyces
cerevisiae MFL (LEU2) expressando gene de -
glucosidase
O objetivo deste experimento foi selecionar o melhor clone de

S. cerevisiae recombinante na produgao de B-glucosidase em

presenca de glicose (meio BG), presenca de celobiose (meio BC) e

em presenca de glicose e celobiose (meio BGC).

Foram selecionadas, aleatoriamente, 15 colonias dentre 50
colonias de clones positivos, cedidas pelo Professor Fernando Araripe
Torres do grupo de Biologia Molecular da UNB. Em seguida, as
referidas colonias foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 3
mL dos meios especificos (BG, BC e BGC), os quais foram incubados
por 48 horas a 30°C e 200 rpm. Com os resultados de atividade
enzimatica e atividade enzimatica especifica, apresentada pelos
clones de S. cerevisiae nos meios BG, BC e BGC, selecionou-se o
melhor deles, o qual foi utilizado nos processos de producao de B-

glucosidase deste trabalho.

4.6 Avaliacao do crescimento celular e da producao
de p-glucosidase por S. cerevisiae recombinante
utilizando planejamento experimental

Este experimento foi conduzido utilizando o planejamento
experimental multivariado com modelo fatorial completo de dois
niveis e trés varidveis (2°) mais os pontos centrais para quantificagdo
do erro experimental e validacdo da analise estatistica. As varidveis a
serem avaliadas para a producdao de B-glucosidase foram:
temperatura (30 e 37°C), concentracdo de glicose (20 e 60 g L) e

de concentracdo celular inicial (2 e 6 g L'!). Para estes experimentos
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foram consideradas como varidveis de resposta a concentragao
celular e a atividade enzimatica no final do processo (24 h). O arranjo
experimental completo apresenta-se na Tabela 5.1 do Capitulo 5
(Secao 5.3).

4.7 Avaliacdo de diferentes fontes de nitrogénio para
expressao de g-glucosidase recombinante

O objetivo deste experimento foi analisar a influéncia de
diferentes fontes de nitrogénio - Yeast Nitrogen Base sem
aminoacido, extrato de levedura, uréia e sulfato de amoénio - na
expressao de B-glucosidase e producao de etanol por Saccharomyces
cerevisiae recombinante. Os experimentos foram conduzidos em
frascos conicos de 500 mL (secao 4.4) utilizando como composicao
base o0 meio que forneceu os melhores resultados de atividade
enzimatica nos experimentos de selecao do melhor clone. Nestes
ensaios, o meio foi suplementado com uma das quatro fontes de
nitrogénio avaliadas - YNB (0,17 g L'!), extrato de levedura (5,64 g
L), uréia (1,32 g L) ou sulfato de amébnio (5,01 g L'!) - visando
fornecer ao meio uma concentragdo de nitrogénio de 0,615 g L't e 20
g L' de glicose (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 Composicao do meio utilizado nos experimentos de avaliacao da
influéncia de diferentes fontes de nitrogénio na expressado de p-glucosidase
recombinante.

Componente Concentragdo g L
Glicose 20
Tampao acido aspartico/glutamico pH 6,0 10
Nitrogénio presente nas fontes avaliadas 0,615

Fonte: (Benoliel, 2004)

veronled Fevvelva




Matertal ¢ Métodos
52

4.8 Avaliacdo da influéncia da relacado C/N na
expressao de g-glucosidase recombinante.

Com os resultados obtidos no experimento de selegao da fonte
de nitrogénio mais adequada para a producao enzimatica (secdo 4.7),
avaliaram-se as relagdes carbono/nitrogénio de 6,5, 13 e 26,
utilizando as duas melhores fontes de nitrogénio e glicose como fonte
de carbono. O experimento foi conduzido em frascos conicos de 250
mL contendo 50 mL de meio BG (com variacao na concentragcao de
nitrogénio) e a concentragdo de carbono foi mantida constante em 8
gL

4.9 Expressao de p-glucosidase recombinante por S.
cerevisiae em biorreator

Os experimentos  foram conduzidos em biorreator
instrumentado modelo Biostat® (B.Braun Biotech International) com
vaso reacional de 2 L, controle de temperatura, pH, nivel de oxigénio

dissolvido e espuma (Figura 4.1).

O ind6culo foi crescido em frascos cOnicos nas condigOes
descritas na segao 4.3. Apds o crescimento da levedura, a suspensao
celular foi centrifugada a 7800 g por 20 minutos, posteriormente,
ressuspensa em 1 L de meio BG e entao transferida para o vaso
reacional. A temperatura do meio foi mantida a 37°C e o pH foi
controlado em 6,0 através da adicdo automatica de solugdo 2 M de
NaOH. A concentracao de oxigénio dissolvido no meio foi fixada em
30% da saturacao (Ferrara, 2004) e foi mantido através da variacao
da agitacdo, entre 50 e 1000 rpm, e da vazao de ar, que variou de
0,5a 1,0 L min.

veronled Fevvelva




Material e Métodos
53

Figura 4.1 Biorreator instrumentado modelo Biostat® utilizado na
producao de B-glucosidade recombinante.

Durante a producao de B-glucosidase, foram retiradas aliquotas
para que fossem acompanhadas as taxas de crescimento celular, de
producdo enzimatica, de producdo protéica e de consumo de

substrato.

Foram realizados experimentos avaliando diferentes fontes de
nitrogénio e diferentes estratégias de alimentacao para a produgao de

B-glucosidase recombinante, conforme descrito nas segdes a seguir.

4.9.1 Batelada Simples em diferentes fontes de
nitrogénio - Bio I e Bio II

Com o objetivo de avaliar a producao de B-glucosidase
recombinante em biorreator realizaram-se dois experimentos,
denominados de Bio I e Bio II, com meio suplementado com as fontes
de nitrogénio mais adequadas a producdo de B-glucosidase, como
indicado nos resultados dos experimentos de avaliagao das diferentes

fontes de nitrogénio (Secao 4.7).
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Ambos o0s experimentos iniciaram-se com 1,8 L de meio BG
(secao 4.2.3) variando, apenas, a fonte de nitrogénio. A concentracao
celular inicial foi de 1,7 g L para Bio I e 1,6 g L para Bio II.
Durante cada uma das fermentacgdes, realizaram-se amostragens
com intervalo de 4 horas para quantificacdo da atividade enzimatica,

da concentracao celular, de concentracao de glicose e etanol.

4.9.2 Batelada Alimentada por pulsos com
alimentacao de glicose - Bio III

Objetivando analisar a producao da enzima recombinante em
regime de batelada alimentada por pulsos, iniciou-se o experimento
com 1,8 L de meio de crescimento descrito na secao 4.9.1. A cada 8
horas foi realizada alimentacdo de 45 a 60 mL de glicose 800 g L, a
fim de obter, aproximadamente, a concentracdo de 20 g L' de
glicose no meio. A alimentagao por pulsos foi mantida por 40 horas e
foram realizadas amostragens a cada 4 horas para o0
acompanhamento do crescimento celular, consumo de glicose e

producao enzimatica.

4.9.3 Batelada Alimentada por pulsos com
alimentacao por glicose e fonte de nitrogénio - Bio IV

Este experimento foi conduzido com alimentagao por pulsos de
glicose e fonte de nitrogénio para avaliar a influéncia do fornecimento
pulsado de nitrogénio no meio de producao da enzima recombinante.
O experimento foi iniciado com 1,8 L de meio de crescimento (secao
4.9.1) e concentragdo celular de 1,7 g L''. Apds o total consumo da
glicose inicial, iniciou-se a alimentagao por pulsos de 90 a 120 mL de
solucdo contendo glicose 800 g L' e fonte de nitrogénio em uma
proporcao que mantenha a melhor relagdgo C/N sinalizada na secao
4.8. A alimentagao foi realizada com a finalidade de fornecer a cada
pulso uma concentracdo de, aproximadamente, 20 g L* de glicose e

a quantidade proporcional de fonte de nitrogénio. Amostras foram
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recolhidas a cada 4 horas para a realizacao da quantificagao do
crescimento celular, do consumo de glicose e da producao de enzima

recombinante.

4.9.4 Batelada Alimentada por vazao constante - Bio
V e Bio VI

O objetivo deste experimento foi avaliar a cinética de producao
da enzima recombinante em regime de batelada alimentada
continuamente. Os resultados obtidos na secao 4.9.3 foram utilizados
para definir a vazao de alimentacao utilizando a equacdo 4.1. Esta
equacdo é tipica de bioprocessos conduzidos por alimentagao
constante, em que a vazao de alimentacdo é calculada considerando
dados da batelada simples inicial e valores de concentracao celular
que se deseja alcancar em um intervalo de tempo previamente

determinado.

XV, =X,V
(Sfo/s—X)t Equacao 4.1

F: Vazdo de alimentacdo (h™)

X,: Concentragdo de concentragdo celular inicial (g L)

X: Concentracdo de concentragdo celular final (g L)

Vo: Volume inicial (L)

Si: Concentragdo de glicose da alimentacdo (g L)

Yys: Fator de rendimento de glicose em biomassa (g de biomassa g™
de glicose)

t: tempo de fermentacdo estimado (h™!)

Foram realizados dois experimentos com alimentagao continua,
Bio V, com alimentacdao apenas de glicose e Bio VI com alimentacao

de glicose e fonte de nitrogénio, para avaliar a influéncia da
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disponibilizacao continua tanto da fonte de carbono quanto da fonte
de nitrogénio.

Em Bio V foi feita a alimentacdao continua de solucao de glicose
na concentracdo de 300 g L por 36 horas, contadas a partir do
término da batelada simples inicial. Utilizou-se 1,8 L de meio de
crescimento (secdo 4.9.1) e concentracdo celular de 1,87 g L para
iniciar a batelada simples.

Bio VI foi caracterizado pela alimentagao continua de solucao de
glicose 300 g L! e fonte de nitrogénio na melhor proporgdo C/N, por
36 horas apds total consumo da glicose inicial. As condigdes iniciais
de cultivo foram semelhantes as utilizadas em Bio V.

Tanto em Bio V quanto em Bio VI foram retiradas aliquotas, com
intervalos de 4 horas, para quantificacao de glicose, biomassa celular
e atividade enzimatica intracelular e extracelular.

As principais caracteristicas dos experimentos de producdo de B-
glucosidase recombinante em  biorreator estao descritas,

resumidamente, na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Condicdoes experimentais da producao de B-glucosidase

recombinante em biorreator.

Experimento Conducao Alimentacdo FontedeN X, (glL™)

Bio I BS - FN 1 1,6
Bio II BS - FN 2 1,7
Bio III BA por pulsos Glicose FN 1,8
Bio IV BA por pulsos  Glicose + FN FN 1,7
Bio V BA continua Glicose + FN FN 1,6
Bio VI BA continua Glicose FN 1,8

BS: Batelada simples; BA: Batelada alimentada; FN 1 e FN 2: Melhores
duas fonte de nitrogénio segundo resultados da secdao 51; FN: Melhor fonte
de nitrogénio segundo Bio I e Bio II.
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Em todos os experimentos conduzidos em biorreator foram
mantidas as concentragdes iniciais de glicose 20 g L' e de tamp&o
acido aspartico/ glutdmico 4 g L'! e o volume (til inicial do reator de
1,8 L.

4.10Estudo das cinéticas de producado de etanol por

S. cerevisiae recombinante e S. cerevisiae

comercial

Para a obtencdao de perfil cinético de producao de etanol em
condicbes anaerodbicas utilizando S. cerevisiae recombinante,
realizou-se um estudo comparativo desta linhagem com S. cerevisiae
comercial. O cultivo foi iniciado com 3,0 g L'* de concentragdo celular,
100 g L? de glicose, 1,5 g L' de extrato de levedura, 40mL L' de
solugcao de sais (Tabela 4.3). No caso de levedura recombinante, foi
utilizado tamp&o &acido aspartico/ acido glutdmico (4 g L) pH 6,0.
Todos o0s experimentos foram realizados em frascos conicos
equipados com fermentometro contendo 50 mL de meio. A utilizacao
do fermentdmetro permitiu o acompanhamento do desprendimento
de CO, para posterior correlacao com o etanol produzido utilizando
calculo estequiométrico da conversao de glicose em gas carblnico e

etanol.

Tabela 4.3 Composicao da solugao de sais minerais e acido citrico

Componente Concentracao Componente Concentracao
(g/L) (g/L)
MgSQO,4.7H>0 12,5 CuS04.5H,0 0,025
CaCl,.2H>0 1,25 CoCl,.6H>0 0,025
Acido citrico 12,5 NaMoO,.2H,0 0,035
FeS0O4. 7H>0 0,9 H3BO3 0,050
MnSO4 0,19 KI 0,009

ZnS04.7H>0 0,30 Al (SO4)3 0,0125

(Pereira Jr., 1991)
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4.11 Obtencao de celulignina de bagaco de cana-de-
acucar

Para a obtencdo da celulignina de bagaco de cana-de-acgucar foi
utilizada metodologia descrita por Vasquez, 2007. Inicialmente, foi
realizado o pré-tratamento acido de bagaco de cana-de-aglUcar com
acido sulfurico (1% v/v) com relagao solido:liquido 1 g: 2 mL a 121°C
por 40 minutos, obtendo uma fragao liquida, rica em pentoses, e uma
fracdo soélida composta basicamente por lignina e celulose. Em
seqguida, foi realizada a deslignificacdo alcalina desta fracao sdlida
com NaOH (4% m/V), relagao sélido:liquido 1g:20mL a 121°C por 30
minutos, o solido obtido foi denominado de celulignina de bagaco de
cana-de-agucar. A determinacao dos conteldos de acucar, de lignina
e de cinzas seguiram metodologia descrita pelo National Renewable
Energy Laboratory (Sluiter et al 2004) e Ververis et al. (2007).

4.12 Fermentacao e sacarificacdo simultanea de

diferentes fontes celulOsicas

Este experimento foi conduzido com o objetivo de avaliar o
desempenho da levedura recombinante na producao de etanol por
SSF. Inicialmente, foi realizada hidrolise de diferentes materiais
celulésicos — Carboximetilcelulose, celulose cristalina e celulignina -
utilizando o preparado enzimatico comercial Multifect (Genencor
International). As hidrdlises enzimaticas foram realizadas a
temperatura de 47°C e agitagao orbital de 250 rpm por 12 horas,
sendo o meio tamponado com citrato de sdédio pH 5,0, carga
enzimatica de 25 FPU/g de material celuldsico com uma relacao
sOlido:liquido de 1g:4mL. Ao final da etapa de pré-hidrélise
enzimatica (12 horas) foi retirada uma aliquota para quantificacao de

celobiose e glicose.

Em seguida, iniciou-se a etapa de fermentacdao e hidrodlise

simultanea, com o uso de fermentometros. Foram adicionados 10 mL
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de suspensao celular com concentracao de 13 g/L ao hidrolisado
enzimatico obtido, a fim de iniciar a fermentagdo com concentragao
celular de 2,17 g/L. Os sistemas foram realizados em duplicata e

incubados a 37°C e 250 rpm por 30 horas.

4.13 Avaliacdo do efeito da reducdo da carga
enzimatica na fermentacdo e sacarificacao
simultaneas de celulignina de bagaco de cana-de-
acucar

Neste experimento foi avaliada a reducao da carga enzimatica
no processo de obtencao de etanol a partir de celulignina de bagaco
de cana-de-acucar. Foi utilizado o preparado enzimatico comercial,

Multifect (Genencor International). Os experimentos foram realizados

em duplicata e seguiram metodologia descrita na segao 4.12. A

Tabela 4.4 apresenta as caracteristicas de cada sistema avaliado na

reducao de carga enzimatica.

Tabela 4.4 Relacdo das cargas enzimaticas da producgdo de etanol a

partir de SSF de celulignina de cana-de-acgucar.

Carga Enzimatica

Experimento Preparado enzimatico (U g* celulignina)

RC1 MULTIFECT 25
RC2 MULTIFECT 19
RC3 MULTIFECT 12,5

4.14 Metodologias utilizadas no acompanhamento dos

experimentos de producédo enzimatica

Todos os experimentos relacionados com a produgao da enzima
B-glucosidase recombinante envolveram a quantificacao da

concentragdo celular, da atividade enzimatica intracelular e
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extracelular e na maioria dos casos da fonte de carbono (glicose) e o
principal produto de fermentacao (etanol), utilizando as metodologias

descritas a seguir.

4.14.1 Determinacao da concentracao celular

A concentracao celular foi acompanhada por espectrometria a
600 nm. A concentragao celular foi determinada por correlagdao com a

absorvancia a 600 nm, seguindo a equacao 4.2.

X =(0,7128* Abs)* fd Equacio 4.2
Na qual,
X:concentracdo celular em massa seca (g L™?);
Abs: absorvancia em 600 nm;

fd: fator de diluicdo empregado na suspensao celular.

4.14.2 Rompimento celular

A cada amostragem de 1 mL do meio de cultivo, as células
foram separadas do sobrenadante por centrifugacao a 6.000 g por 10
minutos para, entdao, serem lavadas por duas vezes com 1 mL de
tampdo acetato de sdédio 1 mM pH 6,0, para total remocao do meio
de cultura, seguido de centrifugacao a 6.000 x g por 10 minutos.
Posteriormente, as células foram ressuspensas em 1 mL do tampao
acetato de sddio e transferidas para um tubo Eppendorf de 2 mL.
Para facilitar o rompimento da parede celular as células foram
congeladas a -4°C e descongeladas a 42°C. Em seguida, Adicionou-se
1 mL de pérolas de vidro ao tubo e as células foram incubadas a 0°C
por 10 minutos, seguida por agitacao vigorosa em vortex, para o
rompimento da parede celular por atrito. Foram feitos trés
tratamentos de 45 segundos em vdrtex com intervalos de 15

segundos no banho de gelo. O extrato periplasmatico foi separado
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por centrifugacao a 6.000 g por 10 minutos. Esse extrato foi estocado
a 4°C e utilizado para a quantificacdo da atividade enzimatica

intracelular (Figura 4.2).

aq v'Ressuspensdo celular aq x
+1 mL de tampéo 1mM * 1Cr|n-|LCdOeOt?lr::1]p?—|o elgm
/ CH;COONapH 6,0 v'Centrifugag&o / 8 PHS,
v'Descarte do sobrenadante

Pelletde Pellet de

células células

- ~N / vCongelamento

2 x v'Descongelamento a 42°C

v45 segundos em voértex (3X)

v'15 segundos em gelo f +1mL de
¢ pérolas de vidro
v centrifugagéo 1mL de

suspenséao
celular

Extrato
Enzimatico
Intracelular

Figura 4.2 Etapas da obtencdo de extrato enzimatico intracelular

através do rompimento celular.

4.14.3 Quantificacdao da Atividade pB-glucosidasica

Para a determinacdo da atividade B-glucosidasica em celobiose,
50 pL de extrato enzimatico intracelular ou extracelular, previamente
diluidos em tampao acetato de sédio 1 mM pH 6,0, foram incubados
com 50 pL de solugao de celobiose 15 mM pH 6,0 por 30 min. a 50°C
em banho tesmostatizado (Dubnoff). Apés o tempo reacional, os
tubos foram imediatamente incubados a 100°C por 10 min., de forma
a promover a inativacao das enzimas. Em seguida, adicionou-se 1 mL
de reativo enzimatico para dosagem de glicose (Secdo 4.14.4) e os
tubos foram novamente incubados, desta vez a 37°C por 15 min.

Finalmente, foi adicionado 1 mL de agua destilada e as solugdes
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tiveram suas absorvancias registradas em espectrofotometro
(Spectrumlab modelo 22PC - Spectrophotometer) a 505 nm com
posterior correlagdo com curva de calibragao (adaptado de Ghose,
1987). As analises foram realizadas em triplicata, utilizando glicose

como padrao.

A partir da concentragao de glicose foi determinada a atividade
enzimatica (U/L). Uma unidade de atividade B-glucosidasica (U) foi
definida como a quantidade de enzima que catalisa a liberacao de 1
umol de glicose por minuto, sob as condicdes de ensaio padrao (50°C

por 30 minutos).

[(zmoles de glicose)* (fd)]
[(volume )* (tempo )]

Atividade S — glucosidasica = Equacao 4.3

Em que,
v Atividade Aglucosidadica: U L;

v' umoles de glicose: quantidade de micromoles de glicose

calculados a partir da curva padrao;
v fd: fator de diluicdo empregado ao extrato enzimatico;
v’ tempo: tempo de reagdo enzimatica, em minutos;
v" volume: volume de amostra empregado na reacdo enzimatica.

4.14.4 Reativo enzimatico para quantificaciao de
glicose

Este reativo € obtido a partir das seguintes solugoes:

Solugao A: 25 mM de 4-aminofenazona (4-AF) em tampao Tris 920

mM;

Solucao B: 55 mM de fenol;
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Solucdo C: Solucao enzimatica contendo acima de 1KU/mL de
glicose oxidase (GOD) e acima de 0,15 KU/mL de peroxidase (POD).

Para o preparo de 100 mL de reativo, adicionou-se, na
seqliéncia, 70 mL de agua destilada, 5 mL da solucdo A, 5 mL da
solucao B, 300 pL da solucao C e o volume foi completado com agua

destilada.

4.14.5 Quantificacao de etanol e celobiose

O meio, apods filtracdo em membrana de acetato de celulose
(Millex™ 0.22 u, Millipore) e diluicdo adequada com &gua destilada,
foi analisado utilizando o equipamento de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) da Waters® Corporation, contendo o sistema de
bombeamento modelo 510 (Waters), injetor Rheodyne, detector de
indice de refracdo modelo 2487 (Waters) e integrador HP 3390A
(Hewlett Packard). Foi utilizada a coluna de troca idnica Sugar
SC1011 (Shodex®), mais adequada para os analitos em questdo.
Como fase movel foi utilizada agua “Milli-Q” a uma vazao de 0,6
mL/min. sob pressao de 500 psi. O volume de amostra injetada foi de
5 WL. As temperaturas do forno e do detector foram de 75°C e 40°C,
respectivamente. Nessas condigdes, os tempos de retencao do etanol,
da glicose e da celobiose foram, respectivamente, 15,99, 11,72 e
9,69 minutos. Foi utilizado padrao de etanol a 15 g/L. As solugdes-
padrao de celobiose (2,5 g/L) e glicose (10,0 g/L) foram preparadas a

partir de padrdes sélidos.

4.15Caracterizacdo da enzima pf-glucosidase de
Humicola grisea variacao thermoida expressa por

S. cerevisiae

Para a determinacdao da massa molecular da enzima

recombinante por SDS PAGE e para a caracterizagao da atividade B-
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glucosidasica por zimograma utilizou-se extrato enzimatico
intracelular concentrado por precipitacdao por sulfato de amobnio,
previamente quantificadas. As metodologias para quantificacao
protéica, para a concentracdo do extrato enzimatico e para a

eletroforese estao descritas a seguir.

4.15.1 Quantificacao protéica

A guantificacdo de proteinas foi realizada seguindo o método de
Bradforf (1976). O conteldo protéico total dos extratos enzimaticos
foi determinado incubando-se 800 pL de amostra com 200 pL de
reagente a base do corante Coomassie blue por 5 min. a temperatura
ambiente. Apods este tempo reacional, adicionou-se 1 mL de &agua
destilada e a absorvancia das solugdes foi registrada a 595 nm. O

branco reacional continha 800 pL de agua, no lugar da amostra.

A curva padrao que correlaciona valores de absorvancia ao
conteudo protéico de solugbes foi obtida utilizando-se albumina
bovina sérica, como padrao, em concentracdes na faixa de 5 a 50 mg
L'l. Os pontos da curva padrdo foram submetidos as mesmas etapas

gue as amostras dos extratos enzimaticos, para sua quantificacdo.

4.15.2 Precipitacao enzimatica por sulfato de amonio

Para a precipitacdao enzimatica seguiu-se a metodologia descrita
por Ferreira (2005). Nesta metodologia o extrato enzimatico
intracelular ou extracelular, obtido em processos em frascos agitados
ou biorreator, foi incubado em banho de gelo a, aproximadamente,
0°C e foi mantido sob agitacao. Durante esta etapa, adicionou-se
lentamente a quantidade de sulfato de amobnio referente a 90% de
saturacdo do extrato enzimatico (60,3g de sulfato de amoénio para
cada 100mL de extrato enzimatico). Apds ter adicionado todo o
sulfato de amoOnio, o extrato enzimatico foi mantido em banho de

gelo a 0°C por aproximadamente 1:30h, em seguida, a suspensao foi
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centrifugada a 7000 rpm por 10 min, o sobrenadante foi descartado e
o precipitado ressuspendendido na menor quantidade possivel de

tampao acetato de sédio 1mM pH 6,0.

4.15.3 Eletroforese em SDS-PAGE

Para caracterizacao da proteina recombinante e da atividade B-
glucosidasica expressa por S. cerevisiae recombinante foi realizada
eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes desnaturantes
(SDS-PAGE) e nativas.

A 50puL de extrato enzimatico, contendo 250 mg/L de proteina,
foram adicionados 50 pL de tampao de amostra e esta mistura foi
desnaturada por aquecimento a 95°C durante 4 minutos. 20 pL de
padrao de massa molecular e 20 pL de mistura foram aplicados em
gel de poliacrilamida 15%, previamente preparado seguindo
metodologia de Laemmli (1970). As amostras correram a 20mA por
aproximadamente 90 minutos, e em seguida o gel foi corado com
solugao 0,1% de Coomassie Blue R-250, para entao ser tratado por

solucao descorante (metanol 45% e acido acético 10%).

Para revelacao especifica da atividade B-glucosidasica utilizou-
se metodologia proposta por Kwon et al. (1994). O gel nativo, isento
de SDS, foi imerso em tampdo acetato de sdédio 1mM contendo
Esculim (6,7-dihydroxycoumarin 6-glucoside) e cloreto férrico, sendo
mantido sob agitacao orbital de 50 rpm a 37°C. Durante a incubacao,
a atividade da enzima B-glucosidase foi detectada através da
formacdo de um precipitado escuro, caracteristico da hidrdlise

promovida ao Esculim pela enzima B-glucosidase.

Os padrdes de proteina utilizados para a realizacao de corrida

de eletroforese em gel de acrilamida estdao descritos na Tabela 4.5.
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Para a determinacdao da massa molecular das proteinas
identificadas no gel de acrilamida foi utilizado o programa “Gel Pro-

Analyser versao 4".

Tabela 4.5: Composicao da solucao padrao de proteinas

Proteina Massa Molecular (KDa)
Albumina 66
Ovoalbumina 45
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 36
Anidrase carbdnica bovina 29
Tripsinogénio pancreatico bovina 24
Inibidor de tripsina de soja 20,1
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo estdo descritos os principais resultados obtidos
nesta tese, com as suas discussoes baseadas nos fendmenos

observados e nos resultados reportados pela literatura.

5.1 Selecao do melhor clone de Saccharomyces

cerevisiae MFL (Leu2) recombinante

A levedura Saccharomyces cerevisiae destaca-se como um dos
microrganismos mais utilizados para a expressao heterdloga e para a
produgao de etanol (Wong, 1979; Van Rensburg, 1996). Em sua
forma nativa, a levedura ndo apresenta atividade celulolitica, fato que
somado a sua alta capacidade fermentativa, tem motivado multiplas
pesquisas para a expressao de celulases, objetivando,

principalmente, a obtencao destas enzimas para aplicacao industrial,
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bem como para producao de etanol, no caso de processos SSF (Lynd
et al., 2000; McBride, 2005).

Varios clones da linhagem de Saccharomyces cerevisiae
contendo o gene de B-glucosidase 4 de Humicola grisea var.
thermoidea foram obtidos pelo grupo de Biologia Molecular da
Universidade de Brasilia (Benoliel, 2004), e foram gentilmente
cedidos pelo professor Fernando Torres para realizagdao desta tese. O
gene bgl4 do fungo filamentoso Humicola grisea estd presente no

plasmideo pYBG4, que foi utilizado para a transformacao da levedura
S. cerevisiae.

- EcoRI (16)
Sael (28)
Aval (32)
Kpnl (32)
Xmal (12)
BamHI (37)
Xbal (43)
Sall (43)
Pstl (59)

- Hindlll {(ET)

Amp' /7 AN
scal :?2133-.{/ ; \
;"f f/
pYBG4
8972 pb bl
SnaBl (6179) -
“ ' /PGKt
) - . / \. i (3304)
g
Kpnl (4885) - —
EcoRl (4481) / LEUZ2

Figura 5.1 Plasmideo pYBG4 utilizado por Benoliel (2004) para
transformacao da levedura S. cerevisiae.
Fonte: Benoliel et al. (2010)
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A levedura utilizada expressa a enzima que hidrolisa celobiose,
desta forma tornou-se interessante analisar o potencial desta em
degradar celobiose e consumir a glicose liberada. Para tal, foi
analisada a producao de enzima na presenca de glicose (meio BG),
na presenca de glicose e celobiose (meio BGC), e na presenca apenas

de celobiose (meio BC) seguindo metodologia descrita na secao 4.5.

Nenhum dos clones da linhagem recombinante apresentou
crescimento celular, nem atividade B-glucosidasica em meio contendo
celobiose como fonte exclusiva de carbono (BC). Fujita et al. (2004),
Van Rooven et al. (2005), Mcbride et al. (2005) e Den Haan et al.
(2007) descrevem em seus trabalhos que a enzima B-glucosidase
recombinante, em muitos casos, é expressa no citoplasma celular.
Nestes trabalhos a enzima foi ancorada na superficie celular da
levedura S. cerevisiae para se garantir o consumo de celobiose. Desta
forma, pode-se explicar a falta de crescimento celular e da atividade
celular em meio BC, pois a linhagem utilizada nesta tese nao possui a

enzima recombinante ancorada na superficie celular (Benoliel, 2004).

Tanto o meio BG quanto o meio BGC possibilitaram o
crescimento celular e a producao de B-glucosidase recombinante.
Analisando a Figura 5.2 pode-se perceber que a presenca de
celobiose limitou a produgao enzimatica (no meio BGC), na maioria
dos clones, diferente do observado em meio BG. Nestes ensaios era
esperado que no meio BGC as atividades enzimaticas apresentassem,
pelo menos, a metade dos valores obtidos em meio BG, ao possuir a
metade da concentragcao de glicose destes. No entanto, os valores de
atividade B-glucosidasica foram menores, corroborando a deficiéncia
dos clones para a expressao da enzima na presenca de celobiose
(meio BG e BGCQ).
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Figura 5.2 Atividade B-glucosidasica de 15 clones de Saccharomyces
cerevisiae produtores de B-glucosidase em meio de glicose (BG) e em meio
de glicose e celobiose (BGC).

Os clones 6, 16 e 17 ndo apresentaram producgdao enzimatica
em meio com a mistura glicose e celobiose (BGC), enquanto que o
clone 13 ndo apresentou producdao enzimatica em meio contendo
apenas glicose como fonte de carbono. Ja os clones que produziram
B-glucosidase em ambos os meios, BG e BGC, apresentaram grande
diferenca na producao enzimatica. A atividade B-glucosidasica em
meio de glicose e celobiose (BGC) variou entre 3 e 6 U L' e em meio
de glicose entre 18 e 43 U L%, Analisando esses valores, os clones 12
e 18 apresentaram-se como melhores produtores de B-glucosidase
em ambos os meios. O clone 12 foi selecionado para ser utilizado em
todos os experimentos posteriores por apresentar maior atividade

enzimatica especifica - U g'! - (Figura 5.3).
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Figura 5.3 Atividade pB-glucosidasica especifica de 15 clones de
Saccharomyces cerevisiae produtores de B-glucosidase em meio de glicose
(BG).

Shen et al. (2008) descrevem que a habilidade de utilizagao de
glicose em presenca de celobiose da levedura Saccharomyces
cerevisiae modificada com o gene BGL1, para expressao de B-
glucosidase, nao é alterada. No entanto, os ensaios realizados com a
linhagem de S. cerevisiae MFL nao mostraram tal comportamento.
Neste caso, a presenca de celobiose comprometeu o crescimento

celular e a producao da enzima.

A Figura 5.4 apresenta o perfil cinético de producdo da enzima
B-glucosidase recombinante do clone 12 de Saccharomyces cerevisiae
MFL (Leu 2). A producao foi realizada em meio contendo glicose como
fonte de carbono, nestas condicdes o clone selecionado manteve os
niveis de producdo enzimatica apresentado no experimento de
selecdo dos clones, produzindo 45 U L' de atividade B-glucosidasica

intracelular, ao final de 24 horas. A levedura recombinante
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apresentou uma taxa especifica de crescimento de 0,124 h' e
produtividade volumétrica de atividade enzimatica intracelular (Qag)
iguala 1,875 U L' h™'.
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Figura 5.4 Cinética de producdao da enzima B-glucosidase recombinante
utilizando o clone 12 de Saccharomyces cerevisiae MFL em frasco conico.

5.2 Caracterizacao da enzima pF-glucosidase

recombinante por SDS-PAGE

A técnica eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) é
amplamente utilizada para caracterizar proteinas e baseia-se na
migracdo de moléculas de diferentes tamanhos (massas moleculares)
sobre um meio gelatinoso poroso, que age como uma peneira
molecular, em que as moléculas maiores migram mais lentamente do
gue as moléculas menores. Sendo assim, as moléculas maiores ficam
localizadas na parte superior, enquanto que as moléculas menores,
gue migram mais facilmente, sao encontradas em sua parte inferior

(Castro, 2006). A técnica de zimograma pode ser associada a
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eletroforese em gel de poliacrilamida para a deteccao da atividade
especifica de enzimas. Para a deteccao de B-glucosidase, em gel de
poliacrilamida, destacam-se alguns substratos especificos, por
exemplo, p-nitrofenil-p-D-glicosideo  ou 6-bromo-2-naftil-g-D-
glicosideo ou 4-metilumbeliferil-p-D-glicosideo ou 6,7-
dihidroxicumarin 6-glicosideo (Benoliel et al., 2010; Kwon et al.,
1994).

Com o objetivo de identificar e caracterizar a enzima B-
glucosidase, produzida pela linhagem de Saccharomyces cerevisiae
recombinante utilizada neste trabalho, foi realizada a eletroforese em
condicdes nativas do extrato enzimatico intracelular. Para tal, o
extrato enzimatico intracelular foi concentrado através da técnica de
precipitacdo de proteinas por sulfato de amoénio com 90% de
saturacao (salting out). A caracterizacao da enzima B-glucosidase
recombinante foi realizada seguindo metodologia descrita por Kwon
et al. (1994), em que foi utilizado o esculin (6,7-dihidroxicoumarin 6-
glicosideo) como substrato do zimograma para a localizacdo da
enzima B-glucosidase em gel de poliacrilamida. A identificacao ocorre
através da acdo da enzima B-glucosidase ao B-glucosideo natural,
esculin, que é hidrolisado em esculetin (6,7-dihidroxicoumarin) e
glicose, e quando o esculetin reage com o cloreto férrico forma um
precipitado preto. Segundo Kwon et al. (1994) esta metodologia
permite a localizacao da enzima com alta nitidez, rapidez e facilidade

de manipulagao.

Apbés a corrida eletroforética, a qual seguiu as condigoes
descritas na secao 4.15.3, dividiu-se o gel de poliacrilamida 15% em
duas partes, uma denominada por “"CA” que continha o padrao de
massa molecular para proteinas e duplicata da amostra do extrato

enzimatico intracelular, e outra denominada por “CE” que continha
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apenas a duplicata da amostra de extrato enzimatico intracelular
(Figura 5.5).

66 kDa

45 kDa
36 kDa

B-glucosidase

29 kDa
24 kDa

20,1 kDa

Figura 5.5 Gel de poliacrilamida 15% em condigdes nativas para amostras
de extrato enzimatico intracelular concentrado de Saccharomyces cerevisiae
recombinante. O gel "CA"” foi corado com Coomassie Blue 0,1% e o gel “"CE”
foi submerso em solucdao de esculin/cloreto férrico. PD: Padrdao de massa
molecular de proteina contendo albumina (66 KDa); ovoalbumina (45 KDa);
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (36 KDa); anidrase carbonica bovina
(29 KDa); tripsinogénio pancreatico bovina (24 KDa); inibidor de tripsina de
soja (20,1 KDa) e EEI: Extrato enzimatico intracelular concentrado.

A parte do gel denominada como “CE” foi incubada em tampao
acetato de sédio 1 mM pH 6,0 contendo esculin 0,1% (m/v) e cloreto
férrico 0,03% (m/v) durante 15 minutos a 40°C sob agitacao orbital
de 50 rpm. Durante a incubacao, bandas escuras foram aparecendo
correspondendo a formacao da esculetina com ion férrico,
caracterizando assim a atividade B-glucosidasica (Figura 5.5). A parte
do gel denominada de “CA” foi corada com Coomasie Blue 0,1 % e as
massas moleculares das bandas de proteina presentes no extrato
enzimatico intracelular foram calculadas através da ferramenta
computacional “Gel Pro-Analyzer versao 4”. A Figura 5.6 apresenta a
analise gerada pelo software “Gel Pro-Analyzer versao 4" realizada
através da correlacdo entre as bandas de proteina presentes no
padrao de massa molecular e das bandas presentes na amostra.

Dessa forma, foi possivel identificar trés bandas de proteinas: a
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primeira banda, mais intensa, de massa molecular 56,3 kDa e outras
duas bandas de menor intensidade, dentre as quais identificou-se a
banda de massa 43,6 kDa como sendo a banda caracteristica da

enzima B-glucosidase, que foi confirmada pelo zimograma (gel “CE").
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Figura 5.6 Graficos gerados pelo programa “Gel Pro-Analyzer versdao 4”
determinacao das massas moleculares pelo do gel de poliacrilamida 15%
em condicdes nativas para amostras de extrato enzimatico intracelular
concentrado de Saccharomyces cerevisiae recombinante. a: gel de
poliacrilamida 15% com padrdao de massa molecular e extrato enzimatico
intracelular; b: caracterizacdo das massas moleculares do padrao de
amostra; c: caracterizagcdao da massa molecular da proteina de massa 56,3
kDa; d: caracterizacdo da massa molecular da proteina de massa 43,6 kDa.

Benoliel et al. (2010) descrevem a expressao de p-glucosidase
de Humicola grisea var. thermoida em Saccharomyces cerevisiae, em
frascos agitados, e identificaram que a enzima recombinante
apresenta massa molecular de 57 kDa através de zimograma

utilizando MUG como substrato especifico.
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Jeon et al. (2009) obtiveram através de técnicas de engenharia
molecular uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae expressando
D-endoglucanase de Clostridium cellulovorans e B-glucosidase (Bgll)
de Saccharomycopsis fibuligera para ser utilizada na producao de
bioetanol por sacarificacdao e fermentacdo simultdnea da celulose. As
enzimas recombinante tiveram suas massas moleculares identificadas
através de  SDS-PAGE, D-endoglucanase e  B-glucosidase
apresentaram massas moleculares de 50 kDa e 90 kDa,

respectivamente.

5.3 Avaliacdo do crescimento celular e da producao
de p-glucosidase por S. cerevisiae recombinante
utilizando planejamento experimental
Os experimentos foram conduzidos, em frascos agitados, com o

intuito de avaliar a producao de pB-glucosidase em diferentes

condicoes de cultivo, utilizando planejamento experimental para

posterior analise dos efeitos das varidaveis. Foram avaliadas: a

temperatura, a concentracao celular inicial e a concentragao de

substrato. Os valores definidos para os niveis minimos e maximos,
bem como os pontos centrais referentes a cada varidvel estao

descritos na secao 4.6.

Ao analisar o crescimento celular, observou-se que as maiores
concentragoes celulares finais foram obtidas nos experimentos em
que foram utilizado os niveis maximos para concentracdo inicial de
células (experimentos 3, 4, 7 e 8) (Tabela 5.1), sendo,
adicionalmente, independente da concentracao inicial de glicose,
dados que se corroboram com o grafico de Pareto (Figura 5.7).
Segundo a Figura 5.7 a unica varidvel que apresentou influéncia
significativa no crescimento celular foi a concentracao inicial de
células. E importante evidenciar como erro experimental (erro puro)

obedeceu a uma ordem de grandeza menor aos resultados
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experimentais, indicando a reprodutibilidade dos experimentos.
Adicionalmente, a significancia estatistica apresentada pela curvatura
indica que na faixa de valores avaliados o comportamento da
resposta (concentracao celular final) pode ser melhor representado

por um modelo quadratico.

Os valores maximos das atividades B-glucosidasicas, presentes
na Tabela 5.1, indicam que o experimento 8, com 0s niveis maximos
das trés variaveis analisadas, forneceu o melhor valor de atividade
enzimatica. No entanto, segundo o gréafico de Pareto (Figura 5.8),
apenas as variaveis temperatura e concentragdo celular inicial
apresentaram significancia estatistica sobre producao enzimatica.
Tabela 5.1 Matriz do planejamento fatorial 2° para otimizacdo do

crescimento celular e da producdo de B-glucosidase utilizando planejamento
experimental.

Atividade
Experimentos Glico_fe Xo_1 T X_1 B-gluc’os_idésica
(gL”) (gL7) (°C) (glL™) maxima
(UL

1 20 2 30 5,8 60
2 60 2 30 5,1 70
3 20 6 30 10,8 260
4 60 6 30 10,7 160
5 20 2 37 5,1 230
6 60 2 37 5,5 230
7 20 6 37 10,4 335
8 60 6 37 10,3 420
9 40 4 33,5 9,2 318
10 40 4 33,5 8,8 313
11 40 4 33,5 8,9 275
12 40 4 33,5 8,8 275

Xo: Concentracdo celular inicial; T: Temperatura; X: Concentracao celular final.
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Figura 5.7 Grafico de Pareto para analise da variavel dependente X

(concentracao celular final).

ized Effects; Variable: Ativ. BetaGlu

Figura 5.8 Grafico de Pareto para anadlise da variavel dependente atividade

B-glucosidasica.
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Considerando-se que a concentracao de glicose, na faixa de
valores avaliados, nao apresentou efeito significativo para nenhuma
das variaveis de resposta, foram consideradas como as melhores
condigdes: Xo = 6 g L}, So = 20 g L't a 379C. Estas condicdes foram
validadas, obtendo-se uma atividade final de 440 U L' apds 24 horas
de processo, como apresentado na Figura 5.9. Este resultado condiz
com os resultados do planejamento. No entanto, foi extremamente
laborioso obter um indculo da ordem de 6 g L' da levedura
recombinante para se iniciar a produgao enzimatica. Uma vez que, foi
necessario centrifugar grandes volumes de suspensdo celular para se
obter a concentracdo de 6 g L, isto porque as células de S.
cerevisiae recombinante atingiram a fase exponencial do crescimento
com 12 horas de cultivo e concentragdo celular de 1 g L'*. Com toda
esta realidade experimental, foi definida uma concentracao inicial de
células de 2 g L', para os experimentos posteriores, uma
concentragdo inicial de glicose de 20 g L' e temperatura de 37°C a

fim de facilitar o trabalho laboratorial.
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Figura 5.9 Cinética de producao de B-glucosidase e crescimento de
Saccharomyces cerevisiae recombinante, em frascos agitados, nas
condicdes indicadas como melhores pelo planejamento fatorial - Xo: 6 g L™;
So: 60g Lt T: 37 oC.

5.4 Avaliacao de diferentes fontes de nitrogénio para

expressao de g-glucosidase recombinante

A suplementacao de nutrientes e o0 modo de operacao de um
biorreator sdo modificagdes intrinsecas que podem levar ao aumento
do rendimento e da produtividade de um dado bioprocesso. A
suplementacdo do meio de cultura com compostos nitrogenados € de
fundamental importancia para as rotas biossintéticas da levedura
Saccharomyces cerevisiae (Brandberg, 2007). Com base nestas
informacdes foi realizada a avaliagdo da influéncia de diferentes
fontes de nitrogénio na expressdo enzimatica, seguindo metodologia
descrita na secdo 4.7. As fontes de nitrogénio avaliadas foram Yeast
Nitrogen Base sem aminoacido (YNB), extrato de levedura, uréia e
sulfato de amoénio ((NH4)2S04).
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A Figura 5.10 fornece os valores de atividade enzimatica
obtidos pelo cultivo de S. cerevisiae recombinante em meio
suplementado com as diferentes fontes de nitrogénio. Nesses
resultados, percebe-se que a utilizacdo de extrato de levedura levou
aos maiores valores de atividade B-glucosidasica (787 U L), com
20% a mais da atividade enzimatica apresentada com YNB como
fonte de nitrogénio (631 U L™). Quando o meio foi suplementado com
uréia ou sulfato de amonio obtiveram-se valores de atividade
enzimatica de 204 U L' e 76 U L, respectivamente. Da mesma
forma, Aiyer (2004) reportou a obtencao dos menores valores de
atividade enzimatica (atividade amilasica) ao utilizar sulfato de

amonio como fonte de nitrogénio.
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Figura 5.10 Valores de atividade B-glucosidasica maxima em diferentes
fontes de nitrogénio produzida por S. cerevisiae recombinante a 37°C,
200rpm, Xo: 2 gL?; So: 20 g L™
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Em cultivos em que os meios foram suplementados extrato de
levedura ou YNB foram obtidos os melhores valores de atividade
enzimatica, provavelmente, por estas fontes de nitrogénio serem
enriquecidas com algumas vitaminas, aminoacidos e outros micro-
nutrientes, os quais devem exercer papel de grande importancia na
sintese da enzima heterdloga B-glucosidase. Lang et al. (1997)
utilizaram diversas fontes de aminodacidos (caseina, peptona e extrato
de levedura) para enriquecer o meio e observaram que em todos os
casos investigados houve um aumento na producao da proteina
heterbloga de interesse, especialmente quando utilizado extrato de
levedura. Thomas e Ingledew (1990) descrevem que uma mistura de
aminoacidos (como extrato de levedura ou casaminoacidos) ou um
simples aminoacido (tal como 4acido glutamico) estimulam o
crescimento celular e reduzem o tempo de fermentagao alcodlica em
cultivos de Saccharomyces cerevisiae. Com as afirmacdes expostas
por Lang et al. (1997) e Thomas e Ingledew (1990) pode-se dizer
que a presenca de aminoacidos favorece a producao de B-glucosidase

recombinante.

No que concerne a producao de etanol, as fontes YNB e sulfato
de amobnio foram as mais adequadas, sendo alcancados os maiores
valores de concentracdo de etanol, 12,1 g L' e 10,5 g L7V,
respectivamente (Figura 5.11), correspondentes a produtividades
volumétricas de etanol de 0,504 g L' h'! e 0,438 g L! h',
respectivamente. Estas fontes de nitrogénio caracterizam-se por
apresentar o ion amoénio como a molécula que fornece o nitrogénio
diretamente a célula. Albers et al. (1996) demonstram que a
formacao de produtos é diretamente afetada pela fonte de nitrogénio
utilizada no cultivo da levedura S. cerevisiae, especialmente,
verificaram que a produtividade de etanol aumentou nos cultivos em

que foram utilizadas fontes amoniacais, fato que corrobora os
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resultados de produtividades volumétricas de etanol (Qp) obtidos

neste trabalho.

14
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Etanol (gL™)

Extrato de Sulfato de
Levedura amonio

Fonte de Nitrogénio

Figura 5.11 Valores de concentragdo de etanol produzida por
Saccharomyces cerevisiae recombinante em diferentes fontes de nitrogénio
a 37°C, 200rpm, Xo: 2 g L?; So: 20 g L.

5.5 Avaliacdo da influéncia da relacdo C/N na
expressao de f-glucosidase recombinante.

Segundo Brandberg (2007), a variacao na disponibilidade de
nitrogénio no meio de cultivo ocasiona muitas conseqliéncias nas
rotas metabdlicas de Saccharomyces cerevisiae. Com o objetivo de
avaliar a relacao entre a disponibilidade de nitrogénio e a producao
da enzima B-glucosidase recombinante, utilizaram-se as relacdes C/N
de 6,5, 13 e 26 para as fontes de nitrogénio YNB e extrato de
levedura nos cultivos com a levedura Saccharomyces cerevisiae. A
selegdo de YNB e extrato de levedura, para a realizacdo deste

experimento, decorrem dos resultados obtidos na avaliagdao da
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influéncia de diferentes fontes de nitrogénio na expressao enzimatica
(secao 5.4), nos quais estas duas fontes se mostraram como as

melhores.

A relacdo C/N de 13 forneceu os maiores valores de atividade
enzimatica, tanto para YNB quanto para extrato de levedura. Esta
relacdo representa uma concentracdo de nitrogénio de 0,615 g L'! no
meio de cultivo (Figura 5.12) para a concentracao inicial de glicose
utilizada (20 g L) .

No experimento em que foi utilizado YNB com relacao C/N 13
alcancou-se a atividade enzimatica de 631 U L', a maior atividade
dentre as trés relagcdbes C/N analisadas para YNB (Figura 5.12). O
cultivo em que foi utilizado YNB com a relagao C/N 6,5 possibilitou
alcancar 100 U L™ de atividade p-glucosidasica, 6,3 vezes menor do
gue a maxima obtida para essa fonte de nitrogénio. Quando
diminuida a disponibilidade desta fonte de nitrogénio (relacao C/N 26)
ndao foi observada nenhuma atividade enzimatica. Os resultados
obtidos com as relagbes C/N 6,5 e 13 sugerem que ha uma
quantidade ideal de ions amoénio que favorece a produgdo da enzima
B-glucosidase. Lang et al. (1997) verificaram que a quantidade da
fonte de nitrogénio utilizada no meio de cultivo interfere na producao
da proteina de interesse, bem como a relagcdo carbono/nitrogénio
imposta ao meio de cultivo, devido ao aumento da quantidade de ions

amonio.
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Figura 5.12 Atividade B-glucosidasica maxima em diferentes relagdes C/N,
tendo YNB e extrato de levedura como fonte de nitrogénio e glicose como
nglnte de carbono. Condigdes iniciais: a 37°C, 200rpm, Xo: 2 g L'!; So: 20 g

Em processos nos quais se tém uma proteina recombinante
como produto, a inducdao de proteases se d& quando ocorre a
diminuicdo da concentracdo de nitrogénio no meio, sendo estas
proteases responsaveis pela degradacdo de proteinas presentes no
meio de cultivo. Tal fato poderia explicar a auséncia de atividade
enzimatica ao utilizar a relacdao C/N de 26, tendo YNB como fonte de

nitrogénio.

5.6 Expressao de fg-glucosidase de Humicola grisea
em S. cerevisiae recombinante em biorreator

O desenvolvimento de cultivos da levedura Saccharomyces

cerevisiae em biorreator, visando a obtencdo de proteinas
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recombinantes, tem proporcionado um ganho na produtividade
através do controle mais rigoroso de algumas variaveis importantes
como pH, temperatura, assim como pela possibilidade de modificar o
modo de conducao do processo (Miguel, 2006). Dessa forma, foram
avaliadas diferentes condicoes de cultivo de S. cerevisiae
recombinante em biorreator visando obter maiores valores de

atividade de p-glucosidase.

5.6.1 Batelada simples em diferentes fontes de
nitrogénio - Bio I e Bio II
Nesta secdo foi verificada a influéncia das fontes de nitrogénio,
YNB e extrato de levedura, em biorreator sob regime de batelada
simples. Para tal, utilizou-se a relagao C/N de 13 apontada na secao
5.5 como a melhor relacdao, dentre as avaliadas, para expressao da

enzima p-glucosidase.

A producao da enzima recombinante em biorreator sob regime
de batelada simples utilizando extrato de levedura como fonte de
nitrogénio e glicose (20 g L'!) como fonte carbono, com relagdo C/N
de 13, foi denominada de Bio I. As condicdes iniciais para a realizagao
do processo Bio I foram as sinalizadas como as melhores nos
resultados descritos na secao 5.5, que apontaram o extrato de
levedura como a melhor fonte de nitrogénio para a expressao
enzimatica em frascos cbnicos. Quando estas condicdes foram
utilizadas em biorreator, identificou-se que a levedura apresentou a
fase exponencial de crescimento celular entre 3 e 9 horas de cultivo,
com uma taxa especifica de crescimento (uy) de 0,116 h™*. Durante o
crescimento exponencial toda a fonte de carbono foi consumida (20 g
L de glicose), posteriormente, houve uma redugdo considerdvel da
taxa especifica de crescimento (0,001 h™'), mesmo sendo evidenciado

o0 consumo de etanol. Em termos gerais, a levedura recombinante
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apresentou uma taxa média de consumo de substrato (glicose) de
2,27 gLt h,

A linhagem de S. cerevisiae recombinante expressou a enzima
B-glucosidase constitutivamente, produzindo principalmente atividade
intracelular, e em menor quantidade a atividade extracelular. A
producdo enzimatica total (intracelular e extracelular) foi de
aproximadamente 1100 U L* ao final de 24 horas de cultivo,
correspondendo ao fator de rendimento atividade enzimatica em
relacdo a concentracdo celular (Ypx) de 201 U g™t. A anélise do perfil
cinético do processo (Figura 5.13) tornou evidente que a linhagem
recombinante expressou a enzima B-glucosidase (intra e extracelular)
concomitante ao crescimento celular e a producao de etanol (fase
fermentativa). A enzima intracelular continuou sendo expressa apos
total deplecao de glicose, quando a levedura passou a consumir o
etanol como fonte de carbono (fase aerdbica). Enquanto que, a
atividade extracelular observada na 102 hora de cultivo permaneceu

constante até o final do cultivo.
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Figura 5.13 Perfil cinético da expressao de p-glucosidase recombinante,
consumo de glicose e producdo de etanol em biorreator — Bio I - utilizando
extrato de levedura com relagcdao C/N: 13. CondigOes experimentais: Xo: 1,6
g LY So: 20 g L;0.D.: 30% saturagdo; 37°C; pH 6,0; agitacdo 50-1000
rpm; vazdo de aeragdo: 0,5 - 1,0 L min™.

O experimento conduzido para avaliar a producao de B-
glucosidase recombinante em biorreator tendo YNB como fonte de
nitrogénio e glicose como fonte de carbono na relagdo C/N 13 foi
denominado de Bio II, sendo mantidas as condicdes sinalizadas na
secao 5.5. Neste experimento, ndo foi observada a presenca de fase
lag no perfil de crescimento da levedura (Figura 5.14), apresentando-
se uma taxa especifica de crescimento de 0,061 h™!, muito abaixo da
observada no experimento Bio I (0,116 h'). Adicionalmente, no
experimento Bio II, houve crescimento celular e producdo enzimatica
até a 292 hora de cultivo (Figura 5.14), a glicose foi consumida em
12 horas, e a partir dai, a levedura passou a crescer a expensas de
seu proprio produto, o etanol. Comparando o comportamento da

concentracao celular em ambos os processos (Bio I e Bio II), a
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suplementacdo com extrato de levedura como fonte de nitrogénio,

mais uma vez, propiciou maior crescimento celular.
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Figura 5.14 Perfil cinético de crescimento celular, de expressao de B-
glucosidase recombinante, consumo de glicose e producao de etanol em
biorreator - Bio II - utilizando YNB com relagao C/N: 13. Condicdes
experimentais: Xo: 1,7 g L'!; So: 20 g L'!;0.D.: 30% saturagdo; 37°C; pH
6,0; agitagdo 50-1000 rpm; vazdo de aeragdo: 0,5 - 1,0 L min™.

Durante o processo realizado em biorreator com YNB como
fonte de carbono, a levedura Saccharomyces cerevisiae recombinante
ndao apresentou atividade enzimatica extracelular. A produgao
enzimatica, intracelular, foi de 440 U L' em 29 horas de processo
(Figura 5.14), correspondendo a 49% da atividade enzimatica obtida
no Bio I, comportamento que ja havia sido sinalizado nos

experimentos realizados em frascos conicos.

No experimento Bio II, o fator de rendimento de atividade

enzimatica em relagdo a biomassa celular (Ypx) foi de 206 U g,
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muito proximo ao apresentado pela levedura em Bio I (201 U g'),
tornando evidente que a atividade enzimatica intracelular foi
associada ao crescimento da linhagem recombinante, tanto em meio
de cultivo suplementado com extrato de levedura (Bio I) quanto

naquele suplementado com YNB (Bio II).

Cabe ressaltar que os resultados obtidos em frascos agitados e
em biorreator (Bio I e Bio II) confirmam que a producdo enzimatica
encontra-se associada ao crescimento, sugerindo que a obtencao de
maiores concentracdes finais de células levaria a maiores valores de

atividade enzimatica.

Sumarizando, os resultados obtidos nos experimentos em
bioreator (Bio I e Bio II) mostraram-se promissores quanto a
expressao de pB-glucosidase recombinante. Estes experimentos
elucidaram e confirmaram os resultados obtidos, em frascos agitados,
a respeito da selecao da fonte de nitrogénio (secbes 5.4) mais
adequada ao crescimento celular e a expressao da atividade B-
glucosidase extracelular. Adicionalmente, os experimentos foram
fundamentais para direcionar a selecao do modo de operagao em
biorreator mais adequado para o aumento da produtividade e da
expressao extracelular de enzima recombinante, fundamentando os

experimentos posteriores.

5.6.2 Batelada alimentada

A producdao de proteina recombinante através do processo em
batelada alimentada é reportada em diferentes trabalhos cientificos
como apropriada para se obter maiores produtividades quando
utilizando, principalmente, Saccharomyces cerevisiae como sistema
de expressao heterdloga. Diferentes metodologias de alimentacao
tém sido investigadas, como alimentagdo continua com vazdo

constante e exponencial, visando a obtencdo de taxas de crescimento

veronled Fevvelva




Resultados ¢ Dlseusses o

constantes ou utilizando sistemas sofisticados de alimentacao,
suportados pelo uso de instrumentacdo especifica para controle em
linha de glicose e etanol (Alberghina, 1991, Rech e Ayub, 2006).
Associando estas informagdes com os resultados obtidos nos
experimentos em que a produgao de B-glucosidase foi conduzida sob
o regime de batelada simples (secao 5.6.1), assim como,
considerando que a enzima recombinante é constitutiva e a linhagem
utilizada expressa atividade extracelular enquanto ha consumo de
glicose, tornando interessante alcancar alta densidade celular e desta
forma uma alta atividade p-glucosidasica, decidiu-se avaliar
diferentes formas de alimentacao e meios de alimentacao para a

producao desta enzima recombinante.

5.6.2.1 Batelada alimentada por pulsos - Bio III e Bio
IV

O cultivo para produgao de B-glucosidase recombinante sob
regime de batelada alimentada por pulsos de glicose foi denominado
de Bio III. Este experimento foi iniciado com o cultivo em batelada
simples, utilizado extrato de levedura como fonte de nitrogénio e
glicose como fonte de carbono com relacao C/N de 13. As condigdes
experimentais foram as mesmas descritas na secao 5.16.2. O cultivo
teve duracao de 40 horas e a cada 8 horas foi realizada a alimentacao
de solucdo de glicose (800 g L), com volume varidvel, visando
fornecer, aproximadamente, 20 g L' de glicose no meio de cultivo.
Nos primeiros dois pulsos foram adicionados 45 mL de solucao de
glicose (800 g L!) e nos pulsos posteriores foram adicionados 60 mL
desta mesma solugao. A concentracdao média de glicose fornecida ao

meio de cultivo foi de 16,1 g L'! (Figura 5.15).

A Figura 5.15 mostra que a levedura recombinante apresentou
atividade enzimatica extracelular e intracelular durante todo o

processo. Quando decorridas 43 horas de processo foram atingidas
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1482 U Lt e 1262 U L* de atividade B-glucosidasica intracelular e
extracelular, respectivamente, correspondendo a uma atividade
enzimatica total de 2744 U L' e uma produtividade volumétrica de
atividade enzimatica total (Qag) de 43 U L* hl. A concentragdo
celular obtida, ao final de 43 horas de batelada alimentada por
pulsos, foi de 11,8 g L' (Figura 5.15), gerando um fator de
rendimento da atividade enzimatica total em relacdo a concentracao

celular (Yp/x) de 233 U g'! de células.
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Figura 5.15: Perfil cinético de crescimento celular, de consumo de glicose e
de expressdao de p-glucosidase recombinante em regime de batelada
alimentada por pulsos de glicose - Bio III. Condicdes experimentais: Xo: 1,8
g L'!; So: 20 g L'!;0.D.: 30% saturagdo; 37°C; pH 6,0; agitagdo 50-1000
rpm; vazdo de aeragdo: 0,5 - 1,0 L min™.

No cultivo sob batelada alimentada por pulsos, Bio III, foi
adicionado apenas glicose, no entanto, sabe-se que a fonte de
nitrogénio exerce papel primordial no crescimento celular e na sintese

de metabdlicos (Albers et al., 1996; Miguel, 2006). Para avaliar a
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influéncia da fonte de nitrogénio, na producdo da enzima pB-
glucosidase recombinante, foi conduzido um experimento em regime
de batelada alimentada por pulsos de glicose e extrato de levedura

com relagao C/N de 13, denominado por Bio IV.

No cultivo de Saccharomyces cerevisiae recombinante em
regime de batelada alimentada, com o meio contendo de glicose e
extrato de levedura (Bio IV), foram realizados pulsos com intervalos
de 8 horas durante 50 horas de processo (Figura 5.16). O volume
adicionado de solucdo de glicose e extrato de levedura (800 g L e
112,8 g L, respectivamente) variou de 90 mL a 120 mL, mantendo-
se a relagdo C/N de 13 e objetivando alcancar 20 g L™ de glicose no
meio de cultivo, sendo conseguida uma concentracdao média de
glicose de 18,2 g L™ ao inicio de cada ciclo. Entretanto, ndo foram
aplicadas metodologias para a quantificacdo da concentracao de
nitrogénio durante o experimento, devido a interferéncia ocasionada

pela constante formacao de produtos de base nitrogenada (enzimas).

A incorporacao da fonte de nitrogénio, no meio de alimentacao
(Bio 1V), permitiu alcangar a concentracao final de levedura de 24 g
L ao final de 48 horas, o dobro da concentracdo de células obtida no
processo alimentado apenas com glicose (Bio III), apresentando uma
taxa especifica de crescimento celular (pux) de 0,100 h'l. Este
comportamento da concentracdao celular, para a levedura
recombinante S. cerevisiae, corrobora os resultados expostos por
Albers et al. (1996) e Miguel (2006), no que tange a influéncia
positiva da disponibilidade da fonte de nitrogénio frente ao

crescimento celular.

Neste processo, Bio IV, a linhagem de S. cerevisiae
recombinante utilizada também apresentou atividade B-glucosidasica
intracelular e extracelular durante todo o tempo. A atividade

enzimatica intracelular maxima foi de 1798 U L apds 37 horas de
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processo, enquanto a atividade extracelular méaxima de 1343 U L foi
observada decorridas 48 horas. Neste tempo, a atividade 8-
glucosidasica total foi de 3005 U L', o que corresponde a
produtividade volumétrica de atividade enzimatica total (Qae) de 63 U
L* hl. O fator de rendimento da atividade enzimatica total em

relacdo a concentracgdo celular (Yp/x) foi de 125 U g™ de células.
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Figura 5.16: Perfil cinético de crescimento celular, de consumo de glicose e
de expressdao de p-glucosidase recombinante em regime de batelada
alimentada por pulsos de glicose e extrato de levedura - Bio IV. CondigOes
experimentais: Xo: 1,7 g L'!; So: 20 g L'!;0.D.: 30% saturacdo; 37°C; pH
6,0; agitacdo 50-1000 rpm; vazdo de aeragdo: 0,5 - 1,0 L min™.

A introducdo da fonte de nitrogénio no meio alimentado no
processo em regime de batelada alimentada por pulsos (Bio IV)
favoreceu ao crescimento celular e aumentou a produtividade
volumétrica de atividade enzimatica total (Qae), aproximadamente,
1,7 vezes em relagdo ao cultivo em que a fonte de nitrogénio nao foi

incorporada a alimentacao (Bio III).
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5.6.2.2 Batelada alimentada continuamente - Bio V e
Bio VI

O regime de batelada alimentada continuamente possibilita o
oferecimento ininterrupto de nutrientes as células, o que garante a
constante manutencao do crescimento celular e a sintese de produtos
pelo microrganismo, diferentemente do observado na alimentacgao
por pulso em que foram observados periodos de deplecdo de glicose.
Desta forma, foi avaliada a producao de B-glucosidase recombinante
em regime de batelada alimentada continuamente, com alimentacao
de glicose e extrato de levedura (Bio V) e com alimentagao de apenas

glicose (Bio VI).

Para a determinacao da vazao de alimentacao foi utilizada a
Equacdo 5.1 que define a relagdao entre a concentragao celular a ser
obtida ao final do processo e todas as variaveis envolvidas em

cultivos sob regime de batelada alimentada continuamente.

o~ FSiYas 1486V Vs + X,V
- V, +Ft

Equacao 5.1

Em que:

X,: concentracdo de biomassa celular inicial (g L™);

X: concentracdo de biomassa celular estimada (g L'?);

So: concentragdo de substrato inicial (g L™);

Sf: concentracao de substrato na solugao de alimentagao (g L
")

Yys: fator de rendimento concentragao celular em relacao ao
substrato (g g');

Vo: Volume inicial (L);

t: tempo final estimado (h);

F: vazdo de alimentagdo (L h').

A producao da enzima recombinante em regime de batelada

alimentada continuamente com uma solugao de glicose e extrato de
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levedura, Bio V, foi iniciada com uma batelada simples utilizando as
condigoes iniciais descritas nos experimentos de batelada alimentada
por pulsos (secao 5.6.2.1). Para o calculo da vazao de alimentagao
empregada (Equacao 5.1) foram considerados, como condicdes
inicias, os resultados obtidos ao final da batelada simples (Yxs = 0,2 g
g?l, Xo=5,52gL*eSy=0gL?’) e uma concentragdo da solucdo de
alimentacdo de 300 g L (glicose), visando atingir uma concentracio
final de células 25 g L'* em um tempo total de batelada alimentada
continuamente de 36 horas. Sendo assim, empregou-se a vazao de

alimentacdo constante de 0,027 L h .

No cultivo de S. cerevisiae recombinante em batelada
alimentada continuamente com solucdao de glicose e extrato de
levedura (Bio V) foram detectadas as atividades pB-glucosidasica
intracelular e extracelular (Figura 5.17). A atividade enzimatica
intracelular apresentou o valor maximo de 998 U L' em 10 horas de
cultivo e apds este tempo ocorreu um decréscimo na atividade
intracelular, chegando a 500 U L' ao final de 36 horas. Enquanto
que, a atividade pB-glucosidasica extracelular apresentou valores
crescentes durante todo o processo, com 384 U L' ao final de 36
horas. A atividade enzimatica total foi de 884 U L, correspondendo a
produtividade volumétrica de atividade enzimatica total (Qag) de 23,2
U L ht. O decréscimo da atividade intracelular poderia ser atribuido
a excrecao da enzima B-glucosidase (aumento da atividade
extracelular), no entanto, a diminuicdao da atividade intracelular foi
maior que o aumento da atividade extracelular. Adicionalmente, a
analise da Figura 5.17, permite afirmar que a producdao da enzima
intracelular esta associada ao crescimento celular, enquanto que a
producao da enzima extracelular mostrou-se independente do

crescimento celular.
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A estratégia de condugdo por alimentacao continua visava o
favorecimento do crescimento celular, com a perspectiva de alcancar
a concentracdo de biomassa celular de 25 g L'}, em um tempo total
de 36 horas. Entretanto, em 12,5 horas de processo obteve-se a
concentragdo celular de 9,64 g L'! (Figura 5.17), momento a partir do
qual foram observadas a estagnacao do crescimento da levedura
recombinante e o aumento na glicose residual no meio, indicando que
a taxa de consumo do substrato manteve-se menor a taxa de

alimentagao do mesmo durante todo o processo.
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Figura 5.17 Perfil cinético de crescimento celular, de consumo de glicose e
de expressdao de p-glucosidase recombinante em regime de batelada
alimentada continuamente de glicose e extrato de levedura - Bio V.
CondicBes experimentais: Xo: 1,6 g L'}; So: 20 g L'};0.D.: 30% saturacgdo;
379C; pH 6,0; agitacdo 50-1000 rpm; vazdo de aeracdo: 0,5 - 1,0 L min™.

No experimento Bio VI, foi realizada a produgao da enzima
recombinante em regime de batelada alimentada continuamente

apenas com solucao de glicose. Neste processo, foi mantida a
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estratégia utilizada no experimento Bio V para o calculo da vazao a
ser empregada, alimentacdo constante de 0,026 L h! de solugdo de

glicose (300 g L), porém sem extrato de levedura.

A Figura 5.18 mostra que a levedura S. cerevisiae
recombinante apresentou crescimento até a 17° hora de processo € a
partir deste momento deixou de crescer, semelhantemente ao
observado no experimento denominado por Bio V. A concentracao
celular final obtida foi 8,31 g L, cerca de 3 vezes menor que a
concentragdo celular utilizada (25 g L) para estimar a vazdo de

alimentagao a ser empregada.

O processo apresentou 1136 U L de atividade enzimatica total
em 40 horas de cultivo. A atividade B-glucosidasica intracelular
maxima (800 U L) foi alcangada na 17° hora de processo, enquanto
que a atividade extracelular foi crescente durante as 40 horas de
processo. A produtividade volumétrica de atividade enzimatica total
ao final do cultivo foi de 28,4 U L't h'l.

No intervalo entre 17 horas e 30 horas do processo Bio VI
(Figura 5.18) verifica-se que a concentracao residual de glicose no
meio permanece, relativamente, constante (aproximadamente 2 g L
1), indicando que as taxas de consumo e de alimentacdo deste
substrato permaneceram iguais durante este periodo. Como neste
intervalo ndao houve crescimento celular, o consumo de glicose,
provavelmente, esteve relacionado a producdao da atividade

enzimatica extracelular.
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Figura 5.18 Perfil cinético de crescimento celular, de consumo de glicose e
de expressdao de p-glucosidase recombinante em regime de batelada
alimentada continuamente de glicose - Bio VI. Condigdes experimentais:
Xo: 1,8 g L'}; So: 20 g L';0.D.: 30% saturacdo; 37°C; pH 6,0; agitacdo
50-1000 rpm; vazdo de aeragdo: 0,5 - 1,0 L min™.

Tanto no experimento Bio V quanto no experimento Bio VI,
esperava-se obter perfis tipicos de cultivo em batelada alimentada
continuamente, em que, inicialmente, a concentracdo de glicose é
maior que a demanda da célula, o que propicia o crescimento celular
exponencial. Com o decorrer do cultivo, esta oferta passa a ser muito
menor que a demanda Ilevando ao crescimento limitado,
caracterizado pela reducao da concentracdao de substrato no meio de
cultivo. Entretanto, este comportamento nao foi observado nos
experimentos Bio V e Bio VI, indicando que a estratégia de
alimentacdo continua, para as condicOes utilizadas, nao forneceu o
aumento da atividade enzimatica comparado com as atividades

obtidas nos experimentos com alimentagao por pulsos (Bio III e Bio
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IV). No entanto, os processos Bio V e Bio VI foram primordiais no
esclarecimento da relagao entre a produgao intracelular e extracelular

da enzima B-glucosidase recombinante e o crescimento celular.

5.7 Comparacao das variaveis de respostas obtidas
Nos experimentos para producao de fg-glucosidase
em biorreator

Os parametros cinéticos obtidos ao final de cada cultivo de

Saccharomyces cerevisiae em biorreator e alguns dos resultados

apresentados na secao 5.6, estao presentes na Tabela 5.2.

O uso de extrato de levedura como fonte de nitrogénio,
complementado com o controle mais rigoroso das condicdes de
processo (facilitado pelo uso de biorreator) mostraram-se favoraveis
a producao de pB-glucosidase intracelular e extracelular, quando
comparados aos experimentos realizados em frascos agitados, nos

guais somente a atividade enzimatica intracelular foi detectada.

Nos processos conduzidos em batelada simples (BSg e BSg)
foram avaliadas duas fontes de nitrogénio, extrato de levedura e
YNB. O extrato de levedura (Bio I) favoreceu tanto o crescimento
celular quanto a producdo enzimatica extracelular, apresentando uma
taxa especifica de crescimento (ux) 1,9 vezes maior do que quando
utilizada a fonte de nitrogénio YNB (Bio II). No que tange a
produtividade volumétrica, a utilizacdo de extrato de levedura

permitiu um valor 3,1 vezes maior para em relagdao ao YNB.
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Tabela 5.2 Varidveis de respostas obtidas na producdao de B-glucosidase
recombinante em biorreator utilizando diferentes estratégias de condugao.

Parametros do
Bio I Bio II BioIII BioIV BioV BioVI
Processo

BAP;, BACg:

EL EL

Modo de condugdo BSe. BSwes  BAPg BACg

Atividade B-glucosidasica

intracelular (U L) 894 440 1482 1343 500 790

Atividade B-glucosidasica

extracelular (U L) 200 - 1262 1662 384 346
Tempo tot(?ql)de cultivo 24 29 45 48 38 40
Concentragio celular 6,0 3,5 11,8 24 9.6 8.3
(gL™)
ux (h™) 0,116 0,061 0,100 0,096 0,083 0,095
Yex (U gt) 201 206 233 125 116 186
Qe (UL HY 46 15 60 63 23,2 28,4

BSe. : Batelada simples com extrato de levedura como fonte de nitrogénio;
BSyns: Batelada simples com YNB como fonte de nitrogénio; BAPg:
Batelada alimentada com pulsos com solucao contendo apenas glicose;
BAPg.e : Batelada alimentada com pulsos com solugdo contendo glicose e
extrato de levedura; BACg+e.: Batelada alimentada continuamente com
solucdao glicose e extrato de levedura; BACg: Batelada alimentada com
pulsos com solucdao contendo apenas glicose; pux: Taxa especifica de
crescimento celular; Yp,x: Fator de conversao atividade enzimatica total em
relacdo ao crescimento celular; Qae: Produtividade volumétrica de atividade
enzimatica total.

Lojudice et al. (2001) afirmam que ha casos em que
microrganismos geneticamente modificados precisam ser cultivados
em meios especificos para evitar a perda do plasmideo responsavel
pela producdo da biomolécula de interesse. Entretanto, este
comportamento nao foi observado nos experimentos realizados neste
trabalho com a levedura S. cerevisiae recombinante expressando j-
glucosidase (Bio I e Bio II), uma vez que a nao utilizacdo de YNB,
meio especifico para microrganismos geneticamente modificados, nao

ocasionou a perda do plasmideo. Neste sentido, a utilizacdo de meio
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nao especifico (extrato de levedura) favoreceu o aumento da
producdo enzimatica (1094 U L) em 2,5 vezes se comparado ao
meio especifico (YNB). O comportamento observado no presente
trabalho foi também reportado por Danesi et al. (2005), que
estudaram o uso de melaco de cana-de-acucar (fonte de carbono) e
extrato de levedura (fonte de nitrogénio), em diferentes relagoes
C/N, para a producao de G6PDH em S. cerevisiae W303-181. Esses
autores verificaram que, com C/N igual a 10, a produtividade
enzimatica foi 3,7 vezes maior que as obtidas utilizando glicose como

fonte de carbono e YNB como fonte de nitrogénio.

Analisando a Tabela 5.2, observou-se que o0s cultivos em
regime de batelada alimentada por pulsos (BAP) possibilitaram a
obtencao de alta concentragao celular quando relacionados aos
cultivos em regime de batelada simples (BS). Nos experimentos em
que houve a alimentacao por pulsos de fonte de carbono e de
nitrogénio (Bio III) a concentragdo celular foi cerca de 2 vezes maior
gue no processo alimentado com pulsos apenas de fonte de carbono
(Bio 1IV). Apesar do ganho no crescimento celular quando a
alimentacdo foi suplementada com fonte de nitrogénio, estes
processos nao apresentaram diferencgas significativas na comparagao
dos valores de atividade enzimatica intracelular e extracelular, da
taxa especifica de crescimento e da produtividade volumétrica da
atividade enzimatica total. Portanto, do ponto de vista econ6mico, o
processo em batelada alimentada por pulsos, apenas de glicose,
apresenta-se mais interessante para a producao da enzima B-
glucosidase recombinante porque ndao compromete a obtencdo de
altas atividades enzimaticas, sem requerimentos de onerosas fontes
de nitrogénio. Adicionalmente, este apresentou o fator de conversao
atividade enzimatica total em relacdo a concentragao celular

(Ypx=233 U g'!) 1,86 vezes maior que em cultivo com alimentacdo
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por pulsos de glicose e extrato de levedura, tornando-o mais

interessante.

Os processos utilizando a linhagem recombinante conduzidos
em regime de batelada alimentada continuamente (BAC) tinham
como finalidades a obtencao de alta concentragcdo celular e a
avaliacdo da influéncia deste fator na expressdo da atividade B-
glucosidasica. Neste sentido, os processos foram realizados com a
estimativa de alcancar 25 g L?, tanto na alimentacdo de apenas
glicose (Bio VI) quanto na alimentacao de glicose e extrato de
levedura (Bio V). No entanto, em média, obtiveram-se 2,8 vezes
menos concentragao celular ao final dos processos (Tabela 5.2). No
qgue diz respeito a atividade enzimatica total, o processo com
alimentagdo de glicose alcangou um valor 22% maior (1136 U L) ao
da a atividade enzimatica total obtida no cultivo com alimentacao de
glicose e extrato de levedura (884 U L!). Estes resultados refletiram
diretamente nos valores de produtividade volumétrica de atividade
enzimatica total de ambos os experimentos. Em todos os processos
realizados verificou-se que a atividade enzimatica intracelular
acompanhou o perfil do crescimento celular, atingindo um valor
maximo que se mantinha até o final do processo. No entanto, no
experimento denominado Bio V, verificou-se um decréscimo da
atividade enzimatica intracelular apds atingir seu valor maximo,
comportamento que, provavelmente, esteve relacionado com a
alimentacao interrupta de extrato de levedura como fonte de

nitrogénio (diferencial deste processo).

Na avaliacdao geral dos processos realizados em biorreator,
pode-se dizer que o extrato de levedura favoreceu o crescimento
celular e atividade da p-glucosidase extracelular, se comparado com
YNB como fonte de nitrogénio. No entanto, quando se utilizou o

regime de alimentacao por pulsos, a presenca de extrato de levedura
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na alimentacao favoreceu a obtencao de alta concentragao celular,
sem representar um ganho proporcional na producdo enzimatica.
Quanto a condugao do processo, a batelada alimentada por pulsos
mostrou-se mais adequada a producdo da enzima recombinante e ao

aumento da produtividade volumétrica de atividade enzimatica total.

Patkar et al. (2003) destacaram que o crescimento celular e a
fase de expressao do gene clonado podem ser desaclopados,
possibilitando alcancar maiores produtividades em processos em
batelada alimentada, quando comparado ao cultivo em batelada
simples. Comportamento semelhante foi observado no presente
trabalho, onde a conducdo do processo por batelada alimentada
permitiu visualizar a producao da atividade B-glucosidase extracelular
desaclopada ao crescimento celular, enquanto que a atividade

intracelular mostrou-se associada ao crescimento celular.

Finalizando, os resultados apontam que esta linhagem de
Saccharomyces cerevisiae, expressando o dgene de p-glucosidase,
possui grande potencial para a producao de etanol por sacarificagao e
fermentacao simultdneas (SSF), uma vez que esta pode ser capaz de
fermentar e de suplementar o meio com B-glucosidase, enriquecendo
os consoércios enzimaticos comerciais utilizados em processos de SSF.
Chen et al. (2007) e Hodge et al. (2008) reportaram a necessidade
de suplementacdo do pool enzimatico comercial utilizado em
processos de SSF com B-glucosidase. Vasquez et al. (2007) também
observaram o acumulo de celobiose no processo de obtencao de
bioetanol de celulignina de bagaco de cana-de-agucar através de SSF
utilizando a linhagem de S. cerevisiae de panificagdo. Sendo
necessaria a adicao de B-glucosidase em seus cultivos para a redugao

da concentracao de celobiose.
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5.8 Estudo comparativo das cinéticas de producao de
etanol por S. cerevisiae recombinante e S.
cerevisiae comercial em frascos cOnicos

A levedura S. cerevisiae destaca-se como a espécie mais
explorada comercialmente, entre as leveduras, e apresenta grande
emprego em nosso pais, notadamente na industria produtora de
alcool. O objetivo principal deste estudo foi avaliar a capacidade
fermentativa da levedura recombinante frente a linhagem de
panificacdao, sendo esta comumente utilizada para ensaios de

sacarificacdao e fermentacao simultaneas (Vasquez et al., 2007).

Neste experimento utilizou-se meio sintético, como descrito na segao

4.10.

A levedura recombinante mostrou maior robustez ao ser
comparada com a levedura de panificagao, apresentando
produtividade volumétrica de 4,65 g L'! h'!, cerca de 2,7 vezes maior
que a apresentada pela linhagem comercial (Figura 5.19).
Considerou-se os valores de etanol equivalente para o estudo
comparativo, pois foi utilizado fermentometro para garantir as

condicdes anaerdbicas do meio.
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Figura 5.19 Producao de etanol por Saccharomyces cerevisiae de
panificagdo e Saccharomyces cerevisiae recombinante realizado em frascos
cdnicos. Xo: 2 g L'!; So: 100 g L''; 200 rpm; 37°C.

Com base nos resultados obtidos neste experimento, pode-se
concluir que a levedura S. cerevisiae recombinante apresenta-se
muito interessante a pesquisa ja que, alem de expressar uma enzima
(B-glucosidase) altamente importante para o aproveitamento de
biomassa lignoceluldésica para a producdo de etanol, possibilita a
obtencdo de alta produtividade volumétrica frente a levedura de

panificacao, reduzindo, com isso, o tempo de produgao de etanol.

5.9 Avaliacao da fermentacao e sacarificacao
simultanea de diferentes fontes celuldsicas

Atualmente, o processo baseado na hidrdlise enzimatica e na
fermentagcao configura-se como uma alternativa promissora na
conversdao dos materiais lignocelulésicos em etanol, com elevada
produtividade e baixo custo. Estas duas etapas podem ser realizadas
simultaneamente, sendo o processo denominado de sacarificacao e
fermentacao simultédnea (SSF), apresentando grandes vantagens em

comparagdo aos processos em que estas etapas sao realizadas
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separadamente (Ferreira et al., 2010; Sassner et al., 2006). Wingren
et al. (2003) descrevem que o processo SSF reduz significantemente
a inibicao enzimatica pelos produtos finais da hidrdlise. Para o
desenvolvimento deste tipo de processo (SSF), a levedura S.
cerevisiae apresenta-se como um excelente agente catalisador, ao se
caracterizar por ser uma Otima produtora de etanol e apresentar
tolerdncia a inibidores comumente encontrados nos hidrolisados
provenientes de pré-tratamentos de biomassa vegetal (Haan et al.,
2007).

Sendo assim, o objetivo desta secao foi avaliar sacarificacao e
fermentacao simultdnea (SSF) de trés diferentes fontes celuldsicas
(carboximetilcelulose, celulose cristalina e celulignina pré-tratada de
bagaco de cana-de-acgucar), utilizando a S. cerevisiae recombinante

expressando B-glucosidase.

A composicao de acucar da celulignina pré-tratada de bagaco
de cana-de-acglcar esta presente na Tabela 5.3. Estes valores foram
utilizados para calcular a produtividade de aclcar em etanol.
Considerando a hidrdlise completa da celulose, presente nas
diferentes fontes de celulose avaliadas, e a eficiéncia de fermentacao,
as concentracoes tedricas de glicose e etanol foram estimadas e
apresentadas na Tabela 5.4. Estes valores sao importantes para o

calculo da eficiéncia de fermentacao do processo de SSF realizado.

Tabela 5.3 Composicao da celulignina pré-tratada de bagaco de cana-de-
acucar.

Composicao % de matéria seca + desvio padrao

Glicose 67,968 + 1,309
Hemicelulose 12,197 £ 0,945
Lignina 9,303 +£0,617
Cinzas 3,501 + 0,423
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Tabela 5.4 Concentracdes tedricas de glicose e etanol considerando-se
hidrolise completa da celulose e eficiéncia de fermentacao.

Fonte Teor de Concentragao de Concentracao tedrica
celuldésica  celulose (%) glicose (g L) de etanol (g L'Y)
CMC 100 220 112,42
Celulignina 68 149,6 76,45
AVICEL 100 220 112,42

Inicialmente, realizou-se o pré-tratamento enzimatico dos
materiais celulésicos em 12 horas, pois segundo Vasquez et al.
(2007) tempos maiores 12 horas nao exercem influéncia significativa
sobre a etapa de pré-hidrdlise. As concentragdes dos produtos de
pré-hidrolise, utilizando o preparado enzimatico comercial Multifect
(Genercor International) estdao presentes na Tabela 5.5. Ao final de
12 horas, o produto de hidrdlise enzimatica de CMC foi
exclusivamente glicose, enquanto que para celulignina e celulose
cristalina (AVICEL), havia como produtos tanto glicose quanto
celobiose. Provavelmente, a quantidade de glicose produzida nestas
duas fontes celuldsicas gerou a inibicao da enzima B-glucosidase,
presente no preparado enzimatico, considerando a presenca de
celobiose no meio. Segundo Ohgren (2007), as enzimas endo e exo-
glucanases sao inibidas pela celobiose e as enzimas p-glucosidases
sao inibidas por glicose. A diferenca entre a concentracdo de agucares
produzidos com celulignina pré-tratada de bagaco de cana-de-acgucar
e AVICEL, em relacdo a CMC na etapa de pré-tratamento, foi,
possivelmente, devido aos tipos de celulases presente no pool
comercial utilizado. De acordo com Hodge et al. (2008), as atividades
celulasicas sao fortemente dependentes ao tipo de celulose a ser
hidrolisada. Sukumaran et al. (2009) também obtiveram diferentes
concentracdes de acglcares fermentaveis ao final do processo de pré-

hidrolise usando biomassa de aguapé, palha de arroz e bagaco de
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cana-de-aglcar, resultando em 14,2 g L?, 26,3 gL' e 17,8 g LY,
respectivamente, indicando a estreita relacao entre o poll enzimatico
e a fonte celulésica.

Tabela 5.5 Produtos de pré-hidrdlise enzimatica dos materiais celuldsicos.

Condigdes experimentais: Relagao soélido:liquido: 1:4; Carga enzimatica 25
FPU g! de material celuldsico; T: 50°C.

Concentragdes apds pré-hidrdlise (g L™)
Fonte Celuldsica

celobiose glicose
CMC 0,00 25,20+ 0,45
Celulignina BC 1,28 +0,62 69,79 + 2,83
AVICEL 8,62+ 0,24 59,54 + 0,21

Apds a pré-hidrolise enzimatica, cada fonte celuldsica foi
inoculada com a levedura Saccharomyces cerevisiae recombinante e
a producao de etanol pelo processo de SSF foi monitorada por 65
horas (Figura 5.20). Como observado celulignina e AVICEL foram as
fontes de substrato que forneceram o0s melhores valores de
concentracao de etanol, quando comparados com CMC. Da mesma
forma, estas foram as fontes celuldsicas que forneceram os maiores
valores de acUcares fermentdveis apds a etapa de pré-hidrolise
(Tabela 5.5). As concentracdoes de celobiose, glicose, etanol, assim
como as eficiéncias de fermentacdo ao final do processo SSF para as
trés fontes celuldsicas investigadas, estdo presentes na Tabela 5.6.
Em todas as fontes, celobiose foi totalmente convertida em glicose, e
os valores de produtividade volumétrica foram de 1,18 g L't h!, 0,95
g L' ht e 0,33 g L' h'! para celulignina, AVICEL e CMC,
respectivamente, apds 43 horas de processo SSF. A presenca de
glicose no meio ao final do processo SSF indica a continuagao da

atividade catalitica do complexo celulasico (Ballesteros et al., 2004),
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0 que é visualizado nos ensaios em que foi utilizada celulignina ou
AVICEL (Tabela 5.6).
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Figura 5.20 Sacarificacao e fermentacdo simultaneas de diferentes fontes
celulasicas de Saccharomyces cerevisiae recombinante para producao de
etanol de 22 geracdo em frascos agitados (PH: etapa de pré-hidrdlise
enzimatica). Condicdes experimentais da PH: Relacdo sdlido:liquido: 1:4;
Carga enzimatica 25 FPU g! de material celuldsico; T: 50°C). Condicbes
experimentais do processo de SSF: Xo: 2 g L'!; 250 rpm; 37°C.

Nos processos conduzidos em frascos agitados, os melhores
resultados foram obtidos quando utilizada celulignina como fonte
celuldsica, tanto na pré-hidrélise enzimatica quanto no processo SSF.
Isto levou a selecao desta fonte para avaliar o desempenho da
levedura recombinante, em biorreator, e quantificar com maior

acuracia as variaveis do processo.

No processo realizado em biorreator com celulignina como fonte
de celulésica, foi observado, ao final da etapa de pré-hidrdlise, 95,5 g
L de glicose e 29,5 g L! de celobiose no meio. Para iniciar a etapa

de SSF, o biorreator foi inoculado com 2 g L' de células de S.
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cerevisiae recombinante (Figura 5.20). Apds 78 horas de processo,
obteve-se 60 g L'! de etanol e sem a presenca de celobiose residual,
demonstrando uma acao efetiva da pB-glucosidase expressa pela

levedura recombinante.

Tabela 5.6 Concentracdo residual de aclUcares e etanol produzidos no
processo SSF (Condicdes experimentais do processo de SSF: Xo: 2 g L%;
250 rpm; 37°C).

Concentracdo final (g L'!)
Fonte Celulosica EF (%)
Celobiose Glicose Etanol

CMC 0,00 0,59 15,15 13,5
Celulignina 0,00 0,69 52,69 68,9
AVICEL 0,00 1,15 42,45 37,8

A producao de etanol em biorreator validou os resultados
obtidos usando frascos agitados, resultando em um desempenho
semelhante (produtividade volumétrica média de 1,0 g L' h™' para
ambos os sistemas) (Figura 5.21). Os resultados obtidos nestes
experimentos foram interessantes, visto que eles sinalizam o uso da
linhagem de levedura S. cerevisiae recombinante como uma solugao
para a reducao da concentracao de celobiose residual, normalmente
encontrada no processo SSF da biomassa lignoceluldsica. Além disso,
as concentracdoes de etanol e as eficiéncias de fermentagdo foram
maiores que as reportadas recentemente na literatura. Neste sentido,
Hernandez-Salaz et al. (2009) encontraram 12,5 g L' de etanol
aplicando o processo SSF em bagaco de cana-de-agucar pré-tratado
com acido e deslignificado com NaOH, apds 48 horas de processo,
correspondendo a uma eficiéncia de etanol de 32,6%. Resultados
semelhantes foram obtidos por Sukumaran et al. (2009) que
encontraram, apos 24 horas de processo SSF, uma concentragdao de

etanol de 12,3 g L, usando palha de arroz pré-tratado com alcali e
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hidrolisado enzimaticamente, correspondendo a uma eficiéncia em
etanol de 40,3%.

100 - ! - 70

Glicose; Celobiose (g/L)
Etanol (g/L)

Tempo (h)

m Glicose —e— Celobiose Ao Etanol

Figura 5.21 Sacarificacdo e fermentacao simultaneas de celulignina de
bagaco de cana-de-acglUcar de Saccharomyces cerevisiae recombinante para
producao de etanol de 22 geracao em biorreator. CondicOes experimentais
da PH: Relacdo sdlido:liquido: 1:4; Carga enzimética 25 FPU g™ de material
celuldsico; T: 50°C). Condicdes experimentais do processo de SSF: Xo: 2 g
Lt 250 rpm; 37°C.

5.10Avaliacédo do efeito da reducdo enzimatica na
fermentacdo e sacarificacdo simultaneas de
celulignina de bagaco de cana-de-acucar

Um dos grandes gargalos da producao de etanol de segunda
geracdo é o alto custo das enzimas celuloliticas (Singhania et al.,
2010). Para garantir a eficiéncia do processo de sacarificagao e
fermentacdo simultdneas é necessario a utilizacdo de uma carga

elevada do consdrcio enzimatico ou a suplementagao deste consorcio
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celuldsico com a enzima pB-glucosidase. Essas sdao acdes que
favorecem a conversao total da celulose em acucar fermentavel
(glicose) e a manutencao do processo SSF. Desta forma, foi avaliado
o efeito da reducdo da carga enzimatica na etapa de pré-hidrélise de
celulignina de bagaco de cana-de-acgucar, pela utilizagdo da linhagem
de Saccharomyces cerevisiae que produz a enzima pB-glucosidase
constitutivamente, garantindo a suplementacdo do consorcio

celulasico.

Neste experimento foi utilizado o preparado enzimatico
comercial, Multifect, nas concentracdes 12,5; 19 e 25 FPU g* de
celulignina de bagaco de cana-de-aglcar. A razdo solido:liquido
empregada foi de 1:4, a mesma empregada na secao 5.9. A faixa de
concentragdo enzimatica utilizada foi baseada nos resultados obtidos

por Vasquez, 2007.

As concentracoes dos produtos finais da pré-hidrélise
enzimatica estdo presentes na Tabela 5.7. Nestes resultados destaca-
se que as cargas enzimaticas 19 e 25 FPU g ndo apresentaram
diferenca significativa nas concentracdes de glicose e celobiose ao
final da etapa de pré-hidrdlise enzimatica. No entanto, no
experimento em que foi utilizada a carga de 12,5 FPU g' a
concentracao de glicose obtida foi 25% menor que a obtida com a
carga de 25 FPU g™'. Este resultado é bastante interessante, pois foi
possivel reduzir a carga enzimatica em 50%, com uma reducao da
concentragcao de produto que nao apresentou uma relacao

proporcional, diminuindo-se em 25%.

Apds 12 horas de pré-hidrélise enzimatica, iniciou-se o processo
de sacarificagdo e fermentacao simultdneas, que foi mantido por,
aproximadamente, 54 horas a 37°9C a 200 rpm. Ao final do processo

SSF, obtiveram-se concentracdes de etanol de 54,50 g L'}, 52,30 g L
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1 e 50,11 g L'! para as cargas enzimaticas de 25 FPU g}, 19 FPU gt e
12,5 FPU g}, respectivamente.

Tabela 5.7 Concentracdao dos produtos ao final da pré-hidrdlise enzimatica
da celulignina com diferentes cargas enzimaticas. (Relacdo sodlido:liquido
1:4; T: 50°C; t: 12 horas )

Carga Enzimatica Concentragdes ap6s pré-hidrélise (g L™)
(FPU g de celulignina)
celobiose glicose
12,5 2,12+0,37 50,09 + 2,79
19 1,95+0,25 64,87 + 1,31
25 1,72 + 0,47 67,45 + 3,42

60

Etanol (g/L)

0 20 40 60 80
Tempo (h)
—a—25 FPU/g —e— 19 FPU/g —— 12,5 FPU/g

Figura 5.22 Producao de etanol de celulignina de bagaco de cana-de-
acucar em diferentes cargas enzimatica.

Ao comparar os valores da produtividade volumétrica em etanol
(Tabela 5.8) obtidos ao final da etapa de SSF, pode-se dizer que a

reducdo da carga enzimatica, de 25 para 12,5 FPU g de celulignina,
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favoreceu o processo de obtencao de bioetanol de celulignina de
cana-de-aglcar, uma vez que a reducao de 50% da carga enzimatica
representa a reducao de, apenas, 6% na produtividade volumétrica

em etanol (Qp).

Tabela 5.8 Concentragdes dos produtos finais do processo de obtengao de
bioetanol por SSF

Carga Enzimética Concentragdo final (g L™) Qr EF (%)
(FPU g™ Celulignina)  celobiose Glicose Etanol (9L h™)
12,5 0,00 0,89 51,32 0,95 67
19 0,00 0,63 53,46 0,99 70
25 0,00 0,61 54,78 1,01 72

Os valores de eficiéncia de fermentagao (Tabela 5.8) foram
calculados a partir da concentragdo teérica de etanol (76,45 g L)
gue pode ser obtida pela conversao total da celulose contida na
celulignina, como apresentado na secao 5.9. Quando utilizada a
levedura recombinante no processo SSF, foi possivel reduzir a carga
enzimatica do processo sem comprometer a eficiéncia do mesmo
(Tabela 5.8). A reducdo da carga enzimatica e a utilizacdo da
levedura recombinante, ndao forneceram diferencias significativas nos
ensaios realizados. Adicionalmente, o0 emprego da levedura
recombinante expressando B-glucosidase permitiu a condugdo de
processos SSF nos quais nao foi observada a presenca celobiose

residual.

5.11 Consideracdes Gerais

A produgao de etanol de biomassas residuais, denominado de
etanol de segunda geracao, envolve diferentes etapas: pré-
tratamento, hidrélise (sacarificacdo) e obtencdao de etanol por
fermentacdo. A hidrdlise da biomassa é essencial para a liberacdo de

acUcares fermentaveis que sao convertidos a etanol através da acao
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microbiana. A hidrdlise, que pode ser acida ou enzimatica, tem como
finalidade principal a disponibilizacdo dos aglUcares fermentaveis que
constituem as fragdes polissacaridicas. O tipo de hidrdlise a ser
empregada depende das condicdes de tratamento, do tipo de
biomassa e das propriedades de cada agente de hidrdlise. A hidrdlise
acida é a tecnologia mais explorada, mas com grandes desvantagens
como a geragao de subprodutos téxicos, decorrentes da desidratacao
acida de acuUcares e a solubilizacdo de compostos fendlicos oriundos
da degradacao parcial da lignina. Como alternativa, apresenta-se
método enzimatico, sendo este mais eficiente, que ocorre em
condicdoes ambientais (vantagem adicional) e ndo apresenta a

geracao de subprodutos téxicos.

A hidrdlise enzimatica possui grande potencial para a redugao
do custo e aumento da eficiéncia na obtencdao de etanol. No entanto,
a comercializagao do etanol produzido de biomassa lignoceluldsica é
dificultada, principalmente, pelo alto custo dos preparados celuldsicos
utilizado na etapa de sacarificacdao. A reducao de custo destes
preparados enzimaticos pode ser alcancada através de esforgos
concentrados nos aspectos que envolvam a producgao destas enzimas,
que podem estd ligado ao tipo matéria-prima utilizada até a

manipulacao de linhagem produtora.

Os microrganismos nhaturalmente ocorrentes utilizados na
obtencao dos preparados enzimaticos comerciais produzem menor
quantidade de B-glucosidase do que as outras enzimas do pool
enzimatico (endoglucanase e exoglucanase). Neste sentido, a etapa
de sacarificacao de celulose pode ser comprometida pelo excesso de
celobiose remanescente no meio, a qual acentua a inibicao da acao
das enzimas endoglucanase e exoglucanase. A suplementacao do
meio com a enzima PB-glucosidase evita o acumulo de celobiose e,

portanto ameniza o efeito inibitorio na etapa de sacarificacado,

veronled Fevvelva




Resultados ¢ Dlseusses
118

garantindo a conversao da biomassa em glicose e sua pronta

utilizacao pela levedura, agente de fermentacao.

No presente trabalho foi possivel obter grandes avangos na
producdo de etanol de materiais lignoceluldsicos, em especial,
celulignina de bagacgo de cana-de-acgucar. A levedura utilizada neste
trabalho é uma linhagem recombinante que se mostrou capaz de
produzir altas concentragdes de enzima B-glucosidase, intracelular e
extracelular, e apresentou grande robustez para ser utilizada como
agente catalitico em processo de sacarificacdo e fermentacgao
simultaneas. A Figura 5.23 apresenta a evolucao na producao da
enzima B-glucosidase recombinante, desde a selecao dos clones de
Saccharomyces cerevisiae em experimentos realizados em frascos
conicos até a producao em biorreator em regime de batelada
alimentada por pulsos, experimento que forneceu os maiores valores

de producao enzimatica.

Fujita et al. (2004) descrevem a obtengao de uma linhagem de
Saccharomyces cerevisiae capaz de expressar as trés principais
celulases, endoglucanase 1II, celobiohidrolase II de Thichoderma
reesei e B-glucosidase de Aspergillus aculeatus. Estas enzimas foram
ancoradas na parede celular da levedura com o objetivo de produzir
bioetanol de celulose amorfa através do processo de fermentacdo e
sacarificacdo simultdnea. Neste sentido foram produzidos 2,9 g L de
etanol em 40 horas de processo, correspondendo a 88% da

produtividade tedrica de etanol.
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Figura 5.23 Evolucdo dos valores de atividade enzimatica intracelular,
extracelular e total obtidos por Saccharomyces cerevisiae recombinante
obtidos na realizagao deste trabalho. SC YNB: Selecao dos clones com YNB;
FA YNB: Frascos agitados com extrato de levedura; BS YNB: Batelada
simples em biorreator com YNB; BS EL: Batelada simples em biorreator com
extrato de levedura; BAP EL: Batelada alimentada por pulsos em biorreator
com extrato de levedura.

O trabalho de Rajoka et al. (2003) destaca-se na literatura
como o0 Uunico a reportar, exclusivamente, a producao de B-
glucosidase recombinante sem apresentar producao de bioetanol.
Neste trabalho, obteve-se 222 U g! de células ao final de 72h de
fermentacao ao se utilizar linhagem de S. cerevisiae expressando o

gene BGL1 de Cellulomonas biazotea.

Shen et al. (2008) detectaram 1,02 U mg* de atividade B-
glucosidasica especifica a partir da linhagem de recombinante de S.
cerevisiae expressando a enzima B-glucosidase de Saccharomycopsis
fibuligera. Com esta linhagem obtiveram 3,3 g L'! de etanol ao final

de 48h de fermentacgao de celobiose.
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Na Tabela 5.9 estdao os valores de concentracao de etanol
obtidos a partir de matéria-prima celulésica ou celobiose
apresentados na literatura em que se utilizaram S. cerevisiae

expressando B-glucosidase recombinante.

Tabela 5.9 Valores das concentracoes de etanol obtidas por S. cerevisiae
expressando B-glucosidase recombinante reportados pela literatura.

Fonte de Carbono Etan_?l Fonte
(gL™)

Celulose amorfa pré-tratada 20,6 (36h) Fujita et al.( 2008)
Celobiose 3,3 (48h) Shen et al. (2008)
Celobiose 20,6 (36h) Nakamura et al. (2008)
Celobiose 7,5 (50h) Jeon et al. (2009)
B-glucana 9,15 (50h) Jeon et al. (2009)

Carboxi-metil-celulose 15,15 (62h) Este trabalho
Celulose cristalina 42,45 (62h) Este trabalho
Celulignina pré-tratada de 52,7 (62h) Este trabalho

bagaco de cana de aclcar

No presente trabalho, foi possivel obter, aproximadamente, 52
g L de etanol a partir de celulignina pré-tratada de bagaco de cana
de acgucar, o que representa uma eficiéncia de processo de 70%. A
comparagao dos valores de concentracdao de etanol e de atividade
enzimatica obtidas neste trabalho e os valores apresentados pela
literatura, permitem afirmar que a linhagem de Saccharomyces
cerevisiae expressando a enzima B-glucosidase de Humicola grisea
var. thermoida configura-se claramente como uma alternativa
promissora para a producao de etanol de segunda geragao a partir de

celulignina pré-tratada.
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6 CONCLUSOES E SUGESTOES

Neste capitulo sdo apresentadas as principais conclusdes desse
trabalho baseadas nos resultados experimentais descritos
anteriormente. Também estdo pontuadas, neste capitulo, as
principais sugestdes para a continuidade do presente trabalho de

pesquisa.

6.1 Conclusoes

v. A levedura Saccharomyces cerevisiae MFL Leu2
apresentou-se como um promissor vetor de expressao heterdloga da
enzima p-glucosidase 4 de Humicola grisea var. thermoida,
apresentando crescimento celular e expressdo enzimatica em meio

contendo glicose e celobiose como fontes de carbono.
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v Na producao da enzima B-glucosidase recombinante, em
frascos agitados, a temperatura do meio e a biomassa celular inicial

foram as variaveis de maior relevancia.

v Na analise de algumas fontes de nitrogénio, extrato de
levedura e YNB conduziram a melhores valores de atividade
enzimatica, provavelmente por serem fontes de nitrogénio
enriquecidas com vitaminas, aminoacidos e outros micro-nutrientes,
0s quais exercem papel de grande importéncia na sintese da enzima

heterdloga B-glucosidase.

v A relagao C/N de 13 possibilitou maiores valores de
atividade enzimatica recombinante, tanto para a fonte de nitrogénio
YNB quanto para extrato de levedura. Esta relagao representa uma
concentragdo de nitrogénio de 0,615 g L' no meio de cultivo da

levedura recombinante S. cerevisiae.

v" Na avaliacdo geral dos processos realizados em
biorreator, pode-se dizer que o extrato de levedura favoreceu o
crescimento celular e a atividade B-glucosidase extracelular, se

comparado com YNB como fonte de nitrogénio.

v Na producdo de B-glucosidase recombinante em
biorreator sob regime de alimentagao por pulsos, a presenca de
extrato de levedura na alimentagao favoreceu a obtencao de alta
concentracdo celular (24 g L!), sem representar um ganho
proporcional na producdo enzimatica intracelular quando comparado
com pulsos apenas de glicose. No entanto, apresentou um ganho de

30% na atividade extracelular.

v' O processo conduzido em regime de batelada alimentada
por pulsos mostrou-se mais adequado a produgao da enzima
recombinante e favoreceu o aumentou da produtividade volumétrica

de atividade enzimatica total quando comparado a batelada simples e
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a batelada alimentada continuamente. A producao de B-glucosidase
recombinante por S. cerevisiae em biorreator em regime de batelada
alimentada por pulsos de glicose e extrato de levedura forneceu cerca
de 3000 U L de atividade B-glucosidasica total.

v A linhagem de Saccharomyces cerevisiae, expressando o
gene de B-glucosidase, utilizada nesta tese, possui grande potencial
para a producao de etanol por sacarificacao e fermentagao
simultaneas (SSF), uma vez que foi capaz de suplementar o meio
com pB-glucosidase, enriquecendo o0s consércios enzimaticos

comerciais utilizados em processos de SSF.

v Na fermentagao e sacarificagdo simultaneas de diferentes
fontes celuldsicas, utilizando a linhagem recombinante de S.
cerevisiae para a producao de bioetanol de segunda geracao, a
celulignina pré-tratada de bagaco de cana-de-aglcar forneceu os
melhores resultados de producao de etanol. Com a fonte mais
complexa (celulignina pré-tratada de bagaco de cana-de-acucar)
obteve-se 51,7 g L't e 60 g L de bioetanol em frascos agitados e
biorreator, respectivamente. Este resultado evidencia o potencial
biotecnoldgico desta linhagem de S. cerevisiae para a producdo de

etanol de 22 geragao.

v Na avaliacdo do efeito da reducao da carga enzimatica
empregada na etapa de pré-hidrdlise da celulignina pré-tratada de
bagaco de cana-de-acgulcar obteve-se uma reducao de apenas 6% da
concentragdo de etanol, de 54,78 g L™* para 51,32 g L'}, ao se reduzir

50% da carga enzimatica empregada.
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6.2 Sugestoes

v' Estudar o efeito do etanol e da saturacao de oxigénio na

expressdo enzimatica;

v' Investigar estratégias que favorecam o aumento da
eficiéncia do processo de obtencdao de etanol de celulignina pré-
tratada de bagaco de cana-de-aclcar utilizando Saccharomyces
cerevisiae recombinante como agente catalitico. Principalmente, em
relacdo a concentracdo celular inicial a ser empregada no processo de

sacarificacao e fermentacao simultaneas;

v' Validar em biorreator o resultado obtido com a reducao
de 50% da carga enzimatica empregada no processo de produgao de
etanol a partir de celulignina pré-tratada de bagaco de cana-de-

acucar utilizando Saccharomyces cerevisiae recombinante;

v Desenvolver uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae
que expresse a enzima p-glucosidase de Humicola grisea var.
thermoida ancorada a parede celular a fim de garantir o crescimento
desta levedura em meio contendo celobiose como fonte exclusiva de

carbono.
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