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Resumo

Atualmente, as celulases sdo enzimas bastante estudadas para a hidrélise de residuos
ligno-celuldsicos para obten¢do de acucares fermentesciveis utilizdveis em diferentes
processos biotecnoldgicos. Um destes residuos é o bagaco de cana proveniente da industria
sucroalcooleira, que pode ser uma alternativa para producdo de bioetanol, desde que haja
tecnologia eficaz e econOmica para a conversdao em acucar (glicose ou xilose). O objetivo
deste trabalho foi encontrar fungos celuloliticos produtores de enzimas que sejam eficientes
nos processos de degradacdo da biomassa lignoceluldsica. No presente trabalho foram
selecionados 12 fungos celuloliticos previamente isolados pelo Laboratério de Biotecnologia
Industrial (UENSP — Assis). Estes fungos foram cultivados em bagaco de cana-de-acucar
como substrato e para seus extratos foram testados suas atividades para celulases (FPase) e
endoglucanase (CMCase) e comparados com o T.reesei CCT 2768. Os fungos mais eficientes
foram as linhagens: M51, FS09, MG10A e FS11A. Destes, se destacaram respectivamente
para atividade FPase e CMCase, os fungos FS09 com 0,054 FPU/mL ou 1,79 FPU/g de
substrato e 0,874 U/mL ou 29,1 U/g de substrato; seguido pela M51 com 0,049 FPU/mL ou
1,62 FPU/g de substrato e 1,094 U/mL ou 36,46 U/g de substrato, valores vezes superior em
relagdo ao fungo 7. reesei CCT 2768, espécie considerada uma dos principais microrganismos
de referéncia em estudos para a produgdo de celulases. A imobiliza¢do da celulase comercial
em microesferas de alginato e de hidrogéis (alginato/quitosana) mostraram resultados
promissores para os protocolos com adi¢do da enzima durante o processo de formacdo dos
derivados, tanto os peletes como os biofilmes, sendo os melhores derivados, o pelete B e o
biofilme E’. Com estes protocolos de imobilizacdo houve um incremento de 56% (derivado
B) e 44,05% (biofilme E’), através da soma dos reciclos, de 13 e 28, respectivamente, em
relacdo a enzima gasta no processo de imobilizacdo. Espera-se que estes resultados possam
contribuir para avancos no desenvolvimento de bioprocessos para aproveitamento de residuos
lignoceluldsicos por via enzimdtica, tanto pela descoberta de novas linhagens celuloliticas
como pela possibilidade de imobilizar as celulases e aplicacdo no residuos de celulose para

produzir acucares fermentesciveis.

Palavras-chave: materiais lignoceluldsicos, fungos celuloliticos, celulases, imobilizacgao.

Abstract
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Nowadays the cellulases are widely studied for the hydrolysis of ligno-cellulosic
residues to obtain fermentable and economic sugars for several biotechnological applications.
Cane bagasse is the most important residue from sugar factory, which could be an alternative
of substrate to produce bioethanol or other biotechnological production, but it depending on
the economical technology for the conversion in simple sugar (glucose or xylose). In the
present study was selected 12 cellulolytic fungi, previous isolated by the Laboratory of
Industrial Biotechnology (UNESP — Assis). These fungi were cultivated in cane bagasse as
substrate and their extracts was tested as FPU and Endoglucanase (CMCase) activity and
compared with 7. reesei CCT 2768. The most efficient fungi were the not yet identified
strains: M51, FS09, MG10A e FS11A. Respectively for FPase and CMCase activity, the
strain FS09 shows 0.054 FPU/mL or 1.79 FPU/g of substrate, and 0.874 U/ml or 29.1 U/g of
substrate, followed by M51 with 0.049 FPU/mL or 1.62 FPU/g of substrate, and 1.094 U/mL
or 36.46 U/g of substrate. These results were higher than 7. reesei CCT 2768, considered as a
important microorganism for the studies of the production of cellulose. Immobilization of
commercial cellulase in microspheres of alginate and hydrogels (alginate/chitosan) was
procedure and it showed promising results for the protocols of the enzyme with added during
the formation of derivatives (immobilized enzymes). The best immobilization of cellulase was
obtained with the pellets and biofilms produced by the protocols B and E', respectively.
These protocols were responsible for the increase in cellulolytic activity of 56% (protocol B)
and 44% (protocol E”) when compared with the enzyme used in the immobilization process
due to the 13 and 28 recycles of the enzyme. It is hoped that these results will contribute to
advances in the development of bioprocesses for the use of ligno-cellulosic residues by
enzymatic method, by new cellulolytic strains and the possibility of immobilization of
cellulases and make this product more economic by its recycle and application on cellulose

residues to produce fermentable glucose.

Keywords: lignocellulosic material, cellulolytic fungi, cellulase, immobilization, alginate,

chitosan.
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1. Introducao

A necessidade de suprimento de energia para a manutencdo de toda a estrutura e
dinamica operacional da sociedade representa um ponto crucial nas mais diversas dreas, como
no préprio bem-estar individual até nos bioprocessos industriais e de prestacdes de servicos.
Nesta conjun¢do, os combustiveis fosseis, como o petrdleo, atualmente, sdo a base para a
manutencdo energética e econdmica da sociedade. O aumento do seu uso como fonte de
energia acarretou, ao longo dos anos, transformagdes tanto econdOmicas, como sociais e
ambientais. Desta forma, a sua escassez pelo uso prolongado ao longo dos anos, acarreta um
aumento do valor destas fontes ndo renovaveis de energia. Estimativas pessimistas afirmam
que em torno de 40 anos, estes combustiveis, irdo se esgotar (ODAC, 2011).

Assim sendo, a crescente demanda por energia no mundo, que acelera o esgotamento
das reservas petroliferas mundiais, principal fonte de energia na Terra, tem como
consequéncia o aumento no preco dos combustiveis fésseis, particularmente o petroleo. Desta
forma, antes de se atingir exaustdo das suas reservas, o uso do petréleo se verd inviabilizado
devido ao seu alto custo. Com isso, e somado ao risco de colapso ambiental, a natureza vem
sendo transformada em uma velocidade muito maior com que consegue se recompor, torna-se
necessdria a busca de fontes alternativas e renovaveis de energia, as chamadas energias
limpas. Nesse cendrio, o uso do bioetanol produzido por fermentacdo de matérias-primas
renovdveis aparece como uma atraente fonte substitutiva aos combustiveis fdsseis
(SCHUCHARDT, 2001; GIORDANO, 2004) e com énfase no desenvolvimento de processos
biotecnolégicos de menor impacto ambiental (PEREIRA Jr. et al., 2008).

O Brasil é o maior produtor de cana de agucar (Saccharum officinarum L.) do mundo,
tendo processado cerca de 569 milhdes de toneladas na safra 2008/2009 (UNICA, 2008). As
usinas sucroalcooleiras sdo as principais consumidoras, utilizando a cana na produgdo de
bioetanol, que tem como residuo lignocelulésico o bagaco, totalizado em cerca de 100
milhdes de toneladas em 2004 (CUNHA et al., 2005). De acordo com a Cenbio (2005), o
processamento da cana produz cerca de 30% de bagaco com 50% de umidade. De 60 a 90%
deste bagaco ¢ utilizado pelas proprias usinas, em substitui¢do a lenha e o 6leo combustivel,
no processo de aquecimento das caldeiras e geracdo de energia elétrica, com uma producao
média em torno de 30 kW/h/tonelada de cana moida (MAPA, 2010). Entretanto, o excedente,
que pode variar de 10 a 30%, gera problemas ambientais e de estocagem como aponta a
Fapesp (1998). Neste contexto, a possivel utilizacdo desta biomassa para a bioproducio se

tornou vital para a economia do Brasil (PESSOA Jr et al., 1997). Sendo estes residuos um
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subproduto da industria sucroalcooleira que se destacam como um dos materiais
lignoceluldsicos mais abundantes, e estdo disponiveis para sua utilizacdo biotecnolégica,
resultando em novos produtos (COELHO et al., 2001; CUNHA et al., 2005; RAMOS, 2003).

Celulose € um polissacarideo constituido por cerca de quarenta cadeias glicosidicas
unidas em um feixe compacto. Cada cadeia tem grau de polimeriza¢do em torno de 10000
unidades de glicose, unidas por ligagdes B1-=2>4, ndo podendo ser usada pela maioria dos
animais por faltar-lhes uma enzima que hidrolise estas ligacdes. Contudo, este material ndo se
acumula devido a acdo de fungos e bactérias os quais produzem enzimas celuloliticas
(NELSON, 2006). As muitas pontes de hidrogénio intra e intermoleculares presentes na
estrutura da celulose tornam esse polimero muito recalcitrante a hidrdlise. A hemicelulose
mais comumente encontrada na parede celular de plantas terrestres € a xilana, composta de
residuos de ligacdes (B1—>4) D-xilopiranosidicas e que se apresentam na forma de
heteropolissacarideos, contendo diferentes grupos substituintes nas cadeias centrais e laterais,
sendo os mais comuns 0s grupos acetil, arabionosil e glucoronosil (ADSUL et al., 2004).

Dentro do moderno conceito de “biorrefinaria” a separacdo seletiva de fragcdes
constituintes de uma dada biomassa permite a utilizacdo de cada fracdo para geracdo de
produtos de alto valor agregado. Dessa forma, a celulose, hemicelulose e lignina presentes nos
residuos lignoceluldsicos poderdo gerar, em um processo hidrolitico eficiente, glicose,
pentoses, principalmente xilose, e fenilpropano, os quais poderdo ser transformados em
diferentes novos produtos (LASER et al., 2002; GARROTE et al., 2002; GIORDANO, 2004;
PESSOA Jr. et al., 1997). A glicose liberada no final da hidrélise pode ser fermentada e usada
para a produgdo de biocombustivel, entretanto, o processo ainda € invidvel e se encontra em
fase experimental no Brasil. O principal objetivo é a busca por um processo
quimico/biolégico eficiente para que esta tecnologia se torne vidvel (FICK, 2008).

Para uma utilizacdo eficiente dos residuos lignoceluldsicos sdo necessarios
tratamentos prévios, ou pré-tratamentos, no qual varios vém sendo estudados para separacao
dos componentes do bagaco da cana e/ou hidrdlise dos polimeros, os quais podem ser
utilizados individualmente ou de forma combinada, pois todos possuem aspectos positivos e
negativos. O tratamento do bagaco pode ser fisico-quimico utilizando-se dcidos (hidrélise
dcida), com o propésito de desagregar a estrutura associativa da lignocelulose, onde o
principal 4cido usado € o sulfirico. Outra forma de tratamento pode ser com o uso de enzimas
(hidrélise enzimatica) produzidas por microorganismos que se alimentam desta matéria
organica (BASTOS, 2007), sendo os fungos, os mais utilizados entre os microrganismos pelas

inddstrias na produgdo das enzimas (AGUIAR & MENEZES, 2000). Isso se deve ao fato de
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que eles possuem um complexo enzimdtico extracelular que facilita a extracdo e pode
hidrolisar celulose em condicdes suaves sem gerar subprodutos téxicos e, consequentemente,
sua utilizacdo pela industria biotecnolégica (CLAEYSSEN & TOMME, 1989).

As principais desvantagens da hidrdlise dcida sdo seu alto custo (MULLINGS, 1985) e
a liberacdo de produtos téxicos no meio reacional como 4cido acético, furfural e compostos
fendlicos que sdo potentes inibidores de microrganismos. (GURGEL et al., 1998; PESSOA
Jr., 1997; SASAKI et al., 2003). Por outro lado, a hidrdlise enzimdtica é realizada por um
complexo de enzimas, o que torna este processo pouco eficaz, de dificil acesso das enzimas a
celulose, pois suas fibras encontram-se envoltas pela lignina e hemicelulose, atuando como
barreiras naturais a decomposi¢do, e por consequéncia diminuem a eficiéncia da hidrolise
(SUN & CHENG, 2002). A conversao hidrolitica da celulose tem sido considerada como um
dos principais pontos tecnoldgicos do processo de producao do bioetanol.

As enzimas do complexo celulolitico sd@o capazes de hidrolisar a celulose, que € a
matéria-prima mais abundante do planeta, principal fonte de carbono (ZHANG, 2006), sendo
encontradas nas paredes celulares de vegetais. A conversdao enzimatica da celulose em glicose
€ uma tarefa drdua, devido a natureza fisica do substrato, sendo este composto por fracdes de
celulose, hemicelulose e lignina (COELHO et al., 2001; PANDEY et al., 2000), a qual reduz a
acessibilidade as enzimas celuloliticas (BEGUIN, 1990).

Sdo encontrados na literatura diversos microrganismos produtores do complexo
celulolitico, com destaque para o fungo filamentoso Trichoderma reesei como fonte de
enzimas celuloliticas, sendo sua enzima a mais frequentemente usada em processos de
sacarificagdo do material lignoceluldsico (FUJIL, 2010). Vérios outros microrganismos podem
ser utilizados como fonte dessas enzimas como, por exemplo, o Aspergilus niger (KIM,
2004). E para uma aplicacdo desta tecnologia enzimatica em escala industrial é necessdario
tornd-la economicamente vidvel, o que pode ser conseguido através de tecnologia de
imobilizacdo. Sendo que a imobilizacdo e estabilizacdo de celulases e xilanases em suportes
solidos podera auxiliar a superar a grande desvantagem da rota enzimética, possibilitando seu
reaproveitamento catalitico e ganho em estabilidade (GAMA et al., 2002; GU et al., 2005;
NABY-ABDEL et al., 1997; SHEN & XIA, 2004; TYAGI et al., 1995).

No atual contexto mundial mostra-se uma necessidade da aquisi¢do de recursos
praticos e vidveis economicamente para a obtengao de fontes de energias renovaveis, e para o
reaproveitamento dos residuos lignoceluldsicos. Desta forma, este trabalho teve como

objetivo o desenvolvimento de processos para produgdo de enzimas do complexo celulolitico
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por diferentes fungos, além do desenvolvimento e aperfeicoamento da tecnologia de

imobilizacao destas enzimas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Petroleo: Combustivel féssil e fonte de energia

As reservas mundiais de petréleo, no ano de 2010, totalizam 1,38 trilhdes de barris
(ANP, 2011) (figura 2.1), e o consumo deste combustivel fossil estd estimado em mais de 80
milhdes de barris/dia (PADUA, 2005; ANP, 2011). Estimativas preocupantes afirmam que as
reservas mundiais de petrdleo se esgotardo por volta de 40 anos (ODAC, 2011), isso se nao
houver descobertas de novas reservas petroliferas. Em comparagdao a 2009, o volume de
petréleo produzido no mundo em 2010 aumentou 2,3%, passando de 80,3 para 82,1 milhdes
de barris/dia, enquanto o consumo mundial em 2010 foi de 3,2% superior a 2009, totalizando
87,4 milhdes de barris/dia (ANP, 2011), mostrando que apesar de se elevar a produgdo
mundial de petréleo, e assim reduzindo cada vez mais as reservas, 0 consumo aumenta em
proporcdes alarmantes. Com isso, € de se prever que antes do esgotamento das reservas o
preco do petrdleo ficard tdo elevado que a sua utilizacdo como combustivel ndo serd mais
aplicavel na sociedade, denotando uma necessidade da obten¢do de alternativas de recursos
energéticos que permitam a substituicdo do petréleo (SCHUCHARDT, 2001; RAMOS, 2003;
GIORDANO, 2004). Por outro lado, questdes ambientais (polui¢do, mudangas climdticas,
aquecimento global) e sociais reforcam a necessidade do uso de combustiveis produzidos de

fontes renovaveis, como da biomassa.
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Figura 2.1: Reservas provadas de petrdleo, segundo regides geograficas (bilhdes de barris) —
2010. (Fonte: ANP, 2011).

Estudos ja apontam que, a utilizacdo da biomassa para fins energéticos vem tendo uma
participacdo crescente na matriz energética mundial, considerando que o crescimento da
demanda por agroenergia ocorrera principalmente em fungdo da exigéncia da sociedade pela
substituicdo de combustiveis fdsseis, principalmente devido a questdes ambientais, sendo
assim € estimando que até o ano de 2050 deva dobrar o uso mundial de biomassa disponivel
(FISCHER, 2001). E como ja havia sido reportado por Vasquez et al. (2007), novos estudos
de processos biotecnoldgicos estdo sendo feitos, para que permitam a utilizacdo de biomassas
residuais de composi¢do lignoceluldsica. Possibilitando assim, uma alternativa vidvel para a
obten¢do de novas fontes de energia, e que poderd suprir toda a demanda da sociedade.

Pesquisas apontam o aumento da concentracdo dos gases de efeito estufa na atmosfera
(diéxido de carbono - CO,) de 31% nos tltimos 250 anos. Sendo que estes valores tendem a
aumentar consideravelmente se as fontes emissoras nao forem controladas, isso ocorre devido
as atividades antrdpicas, como a queima de combustiveis fsseis. Diversos esforcos foram
feitos neste sentido, como a cria¢do do protocolo de Kyoto, no Japdo em 1997, que estabelece
o compromisso de diversos paises de, a partir de 2005, reduzir a emissao dos gases que
provocam o efeito estufa. Ou a Diretiva para Obtencao de Eletricidade de Fontes Renovaveis

do Parlamento Europeu, que se mostrou um instrumento indutor do uso da bioenergia.
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2.2: Biomassa: Fonte de bioenergia (energias renovaveis)

A possibilidade de utilizagdo dos combustiveis renovdveis tem despertado um
interesse cada vez maior em todo o mundo. Este fato acontece, devido a impactos positivos do
uso destas energias renovaveis, em substituicdo aos fésseis, que nao se limitam apenas nas
questdes econdmicas, mas também nas ambientais, sendo assim uma alternativa limpa sem
prejuizos econdmicos. A utilizagdo da bioenergia, além de reduzir a dependéncia do petréleo
e 0s gastos com energia, resulta em uma diminuicdo significativa das emissdes de gases
toxicos para a atmosfera, e desta forma diminui o impacto ambiental causado pela queima dos
combustiveis fdsseis. Esse apelo ambiental constitui um dos principais agentes para a
substituicdo dos derivados de petréleo pelos chamados: biocombustiveis. Atualmente diversos
centros de pesquisas buscam por substitutos para o petrdleo, segundo previsdes de Evans
(1999), o consumo de petréleo ird aumentar significativamente até por volta de 2014, quando
entdo o prego do barril devera subir a niveis absurdos, que forcard a diminui¢do do consumo.
Este fato estd proximo de se tornar realidade, visto que, no ano de 2010 o preco do barril
chegou a custar U$ 79,39/barril, com uma elevac¢do de quase 29% em relacido a 2009 (ANP,
2011). Em principio, os combustiveis fésseis, como o gds natural e o carvdo mineral, podem
ser utilizados e poderiam substituir o petrleo (CAMPBELL, 1998). Porém, eles ndo iriam
resolver o principal problema relacionado ao uso do petréleo, que € o impacto ambiental pela
eliminacdo de dioxido de carbono (CO,) e gases sulfurados durante sua queima, outro fator
que poderia atrapalhar o uso desses combustiveis fésseis seria a sua dificil transformacdo em
matéria-prima para a inddstria. Desta forma os altos precos e improvéveis substitutos tornam
o bioetanol e o biodiesel, tanto economicamente atrativos e vidveis no setor energético, como
uma energia mais limpa, apresentando um menor impacto ambiental. E sendo Brasil é um dos
maiores produtores de cana de agucar (Saccharum officinarum L.) do mundo, tendo desta
forma, processado cerca de 569 milhdes de toneladas na safra 2008/2009 (UNICA, 2008), e
por consequéncia uma alta producao de biomassa, esta pode se tornar um excelente substituto
para o petréleo como fonte de energia (SHUCHARDT et al., 2001).

Denomina-se biomassa qualquer matéria de origem vegetal que dispde de bioenergia e
que pode ser processada para fornecer formas bioenergéticas mais elaboradas e adequadas
para o uso final. As principais fontes de biomassa provém dos residuos agricolas, como restos
de madeira, residuos de serralherias e plantas, como a cana-de-acuicar e palha de cereais.
Como j4 havia sido reportado por Vasquez et al. (2007), novos estudos estdo sendo feitos no
qual é baseado em desenvolver processos biotecnolégicos que permitam a utilizagdo de

biomassas residuais de composi¢ao lignocelulésica, como palha de milho e arroz, bagaco de
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cana-de-acucar e residuos da industria de celulose, abundantemente geradas nos setores
agricolas e florestais, para a producdo de bioetanol de segunda geracdo. Portanto materiais
lignoceluldsicos se tornam interessantes para a produgdo de energias renovaveis, reduzindo
assim a polui¢do, pois sd@o formadas a partir de CO, e H,0, aproveitando a energia solar
(CORTEZ, 1997). De acordo com Compet (1999), 1 tonelada de biomassa corresponde a
aproximadamente 2,9 barris de petrdleo (valor calorifico médio do petréleo = 10000 kcal/kg;
biomassa base seca = 4000 kcal/kg), o Brasil precisaria atualmente de 1,8 a 2,6 milhdes de
barris/dia (90 x 10° toneladas de petréleo por ano), oque é aproximadamente 3% do total
mundial (ANP, 2011). Isso poderia ser suprido por 225 x 10° toneladas de biomassa por ano.
Ja em 1993, no mundo ja eram produzidos cerca de 100 x 10° toneladas de biomassa por ano
(KUHAD, 1993), sendo que a produ¢do no Brasil em 2007 foi de aproximadamente 400
milhdes de toneladas de subprodutos agroflorestais, incluindo os residuos gerados na industria
de celulose (PEREIRA Jr. et al., 2008), sendo assim, necessdrio apenas uma pequena
porcentagem dessa biomassa produzida anualmente, para que no Brasil o petroleo fosse
substituido, ndo exigindo devastacdo ou qualquer outra forma de agressdo as florestas
(CORTEZ, 1997). Os recursos renovaveis apresentam cerca de 12,2% do suprimento total de
energia no mundo, sendo 10% proveniente de biomassa e 2,2% de fonte hidrica (BEN, 2011).
Segundo dados do Balanco Energético Nacional (edi¢cdo 2011), a participagdo da energia
renovavel na matriz energética brasileira € de 45,4% (figura 2.2)- incluindo lenha e carvao
vegetal (9,6%), bagaco de cana-de-acticar (17,7%), energia hidrdulica e eletricidade (14,2%) e
outros (3,9%) (BEN, 2011).
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Figura 2.2: Oferta interna de Energia para o Brasil. (Fonte: BEN, 2011).

Os componentes da biomassa precisam ser separados antes da sua transformacido em
substancias quimicas para geracdo de produtos de altos valores agregados. Neste contexto, o
conceito de “biorrefinaria” tem por base a separacao seletiva de fragdes constituintes de uma
dada matéria prima, a biomassa, de acordo com suas caracteristicas quimicas e dos produtos a
serem obtidos (LASER et al., 2002; GARROTE et al., 2002), em que as fracdes devem ser
separadas seletivamente de acordo com suas caracteristicas e as do produto desejado. De
acordo com Giordano (2004) o esquema geral de uma biorrefinaria ilustrada novas rotas e
transformacdes, aplicacdes de novas tecnologias, o conceito 3R, que significa: Reduzir (R1), o
impacto ambiental através de novos processos, novos catalisadores e projetos de novos
equipamentos com o intuito de aperfeicoar e aumentar a eficiéncia de processos “cldssicos”,
pois maiores conversdes implicam menores volumes de rejeito; Reutilizar (R2), toda a forma
de matéria-prima, desde as nobres até os rejeitos industriais para geracdo de novos produtos e
energia, fazendo que gradativamente a matriz energética seja acrescida de mais fontes
renovaveis; Reciclar (R3), nao apenas o produto, mas também a prépria biosfera, utilizando a
bioremediacao frente aos impactos ambientais (GIORDANO, 2004).

Entre as matérias-primas renovdveis de grande interesse tecnoldgico, encontram-se 0s

materiais lignoceluldsicos, que sdo estruturas duras e fibrosas, principalmente sob a forma de
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residuos agroindustriais e florestais, constituido de trés fragdes fundamentais. A fragdo mais
abundante € a celulose, um homopolissacarideo linear formado por unidades de glicose. O
grau de ordenacdo da celulose resulta numa alta cristalinidade, que se traduz na resisténcia ao
ataque hidrolitico. Uma segunda fracdo, denominada hemicelulose, apresenta composicao
Heteropolissacaridica e € constituido por varios agucares, como Xxilose e arabinose, contudo a
propor¢do depende da origem do material. Por ultimo encontram-se &lcoois aromadticos
polimerizados, constituindo a fragdo de lignina, que unida a hemicelulose envolve a matriz
celulésica (SUN, 2002). A composicado e a estrutura dessa biomassa lignocelulésica tem forte
influéncia na natureza e nos rendimentos dos processos de hidrolise e fermentacdo. Sendo que
a composi¢cao bésica depende do vegetal de origem e, no caso de biomassas agroflorestais
residuais, da regido, idade e periodo de coleta do material. Na Tabela 2.1 pode ser visualizada
a variacdo da composicdo quimica bdsica de algumas biomassas de composi¢ao

lignocelul6sica.

Tabela 2.1. Composicao quimica parcial de alguns materiais lignocelulésicos

Material lignocelul6sico Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
Farelo de cevada 23,0 32,7 24,4
Sabugo de milho 31,7 34,7 20,3
Folhas de milho 37,6 34,5 12,6
Bagaco de cana 46,2 26,4 25,2
Palha de arroz 435 22,0 17,2
Palha de trigo 33,8 31,8 20,1
Palha de sorgo 34,0 44,0 20,0
Casca de aveia 30,5 28.6 23,1
Eucalyptus grandis 40,2 15,7 26,9
Eucalyptus globulus 46,3 17,1 22,9

Fonte: PANDEY et al., (2000); TAMANINI & HAULY (2004); MUSSATO & ROBERTO
(2002); BOFO (2005).

2.3. Bagaco de cana-de-aciicar: Fonte de biomassa lignocelulolitica
O Brasil € o maior produtor de cana-de-agicar do mundo, chegando em 2008 a 649
milhdes de toneladas, seguida pela India com apenas 348 milhdes de toneladas (MAPA,

2011). Atualmente, o Brasil produz 25 bilhdes de etanol por ano a partir da cana-de-actcar,
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no qual o plantio dessa matéria-prima, realizado em terras ardveis de boa qualidade, devera
ser expandido devido a crescente demanda nacional e internacional de dlcool (MAPA, 2011).
No entanto, para evitar a expansdo desmedida das dreas de cultivo, t€m se desenvolvido
processos biotecnoldgicos que permitam a utilizacdo de biomassas residuais de composi¢ao
lignocelulésica, abundantemente geradas nos setores agricolas e florestais. Dentre estas
biomassas, os residuos celuldsicos provenientes da producao de pasta de celulose e separados
na etapa de decantacdo constituem uma das fontes mais promissoras de carboidratos para a
producdo de bioetanol de segunda geracdo. Nas ultimas safras a produgdo superou facilmente
100 milhdes de toneladas de subproduto, deste, entre 6% a 10% ndo tem uma destinagdo
apropriada (MAPA, 2011). Para cada tonelada de cana-de-agticar processada sdo gerados em
média 230kg de bagaco (SANTANA & SOUZA, 1984). A composi¢dao quimica do bagaco
integral ¢ em média de 46,2% de celulose, 26,4% de hemicelulose e 25,2% lignina (Tabela
2.1) (TAMANINI & HAULY, 2004; MUSSATO & ROBERTO, 2002; BOFO et al., 2005).

Uma das formas de utilizacdo desse residuo € cogeracdo de energia através da queima
do bagaco em caldeira, sendo uma prética tradicional em todo o mundo. No Brasil para cada 1
tonelada de cana moida é produzida cerca de 30 kW/h de energia. A cogeracdo de energia
através do bagaco nas industrias sucroalcoleiras induz uma economia na producdo do
bioetanol, que por sua vez, aumenta a competitividade do dlcool carburante nacionalmente e
internacionalmente. Contudo existe um excedente em valores de toneladas de bagaco de cana-
de-agicar que podem ser utilizados para producdo de produtos de interesse como o
biocombustivel (bioetanol de segunda geracdo) e assim ajudar de forma limpa e
economicamente favordvel, a substituir a demanda energética da sociedade que atualmente é
suprida pelos combustiveis fosseis.

A hidrélise dos polissacarideos presentes nos materiais lignoceluldsicos pode ser feita
com diferentes tecnologias utilizadas individualmente ou combinadas: cozimento com vapor a
alta pressdo seguida de hidrogénio, dissolucdo da lignina a quente com solvente orgdnico ou
alcali, entre outros. Dependendo da severidade do processo utilizado o tratamento pode gerar
grande quantidade de subprodutos téxicos aos microrganismos que irdo utilizar os agtcares
produzidos. Por outro lado um complexo de enzimas, celulases e xilanases, pode catalisar essa

hidrélise em condi¢des suaves de reacao, sem geracao de subprodutos.
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2.4. Enzimas: Catalisadores biolgicos

As enzimas sdo substancias orginicas de natureza, normalmente, protéica (com
excegdo de alguns grupos de moléculas de RNA), que tem fungdes de catalisadores bioldgicos
que aumentam a velocidade de rea¢des bioquimicas (GAMA, 2002). Para formar proteinas,
os aminodcidos se ligam através das chamadas ligacoes peptidicas, ligagdo dos grupos amino
de uma aminodcido e carboxila de outro, com eliminacido de uma molécula de &4gua
(NELSON, 2006). As propriedades funcionais das enzimas dependem essencialmente do
nimero dos residuos desses aminodcidos e sua atividade catalitica, da integridade
conformacional da proteina ativa. Portanto, a atividade € perdida caso esta enzima sofra
alteracdes em sua conformacdo estrutural. Para serem ativas, algumas ndo requerem nenhum
outro grupo quimico além de seus residuos de aminodcidos. Outras requerem componentes
quimicos denominados cofatores, que podem ser um ou mais fons tais como: Mg** Fe*™ ou
um grupamento organico chamado de coenzima. Algumas enzimas requerem ambos para
exercer sua atividade. Uma enzima completa, ou seja, ativa, unida a sua coenzima e/ou grupo
inorganico € chamada de holoenzima, ja a parte exclusivamente protéica é denominada
apoenzima (NELSON, 2006).

Enzimas como catalisadores bioldgicos sdo extremamente eficientes, podendo acelerar
em média de 10° até 10'? vezes a velocidade de reagdo, esta velocidade é aumentada devido
ao abaixamento da energia de ativacdo necessaria para converter o substrato em produto. Essa
velocidade € fun¢do da concentracdo de substrato e geralmente seguem cinética de Michaelis-
Mentem, onde a velocidade de reacdo € fungdo hiperbdlica da concentracdo de substrato

(RADZICKA & WOLFENDEN, 1995).

2.5. Enzimas celuloliticas

As celulases s@o compostas por um complexo enzimético, que agindo juntamente sao
capazes de hidrolisar a celulose, que ¢ a matéria-prima mais abundante do planeta, principal
fonte de carbono (ZHANG, 2006), sendo encontradas nas paredes celulares de vegetais. Do
ponto de vista quimico, a celulose € um polissacarideo composto de unidades [-D-
glicopiranosil, ligados por pontos B-(1,4), formando um polimero linear (RAMOS, 2003). A

figura 2.3 apresenta a estrutura linear da celulose.
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Figura 2.3: Cadeia linear polimérica da celulose.

Estas enzimas sdo classificadas como hidrolases e, segundo a nomenclatura
enzimdtica (E.C. 3.2.1), hidrolases O-glicosidicas sdo baseadas em sua especificidade ao
substrato e ocasionalmente no seu mecanismo molecular. De acordo com a nomenclatura, o
numero 3 refere-se a hidrolases; 3.2 glicosilases e 3.2.1 glicosidases, isto €, uma enzima que
hidrolisa compostos O-glicosil ou S-glicosil. Atualmente as hidrolases glicosidicas sdo
agrupadas em 87 familias (WULFF, 2002). A conversdo enzimdtica da celulose em glicose é
uma tarefa drdua, devido a natureza fisica do substrato, que é composta principalmente de
fibras cristalinas insoluiveis, chamadas de microfibrilas, nas quais as pontes de hidrogénio
mantém as moléculas unidas. Essas fibras sdo embebidas em uma matriz de hemicelulose e
lignina (COELHO et al., 2001; PANDEY et al.,, 2000), a qual reduz a acessibilidade as
enzimas celuloliticas (BEGUIN, 1990). As celulases produzidas por fungos possuem trés

componentes principais:

I As endoglucanases que hidrolisam aleatoriamente as ligacdes 124 D-glicosidicas
internas;
II) As celobiohidrolases (exocelulases) que produzirdo celobiose das extremidades ndao

redutoras a partir de celulose e;

III) As p-glicosidases (celobiases) que converterdo celobiose em glicose. Para uma
efetiva hidrolise da celulose € necessdrio um consércio destas enzimas, que sao
descritas na literatura como tendo uma acgdo sinérgica entre elas (MONTI, 1989;
NIDTZKY et al., 1994; TANNER, 2002; WULFF, 2002; DASHTBAN et al.,
2010).

As endoglucanases e as celobiohidrolases degradam celodextrinas soldveis e celulose
amorfa, enquanto somente as celobiohidrolases, com notdveis excecdes, degradam a celulose
cristalina eficientemente (WULFF, 2002). Na figura 2.4 é apresentado o mecanismo de
degradacdo da celulose e se pode verificar o sinergismo das enzimas. A endocelulase quebra

aleatoriamente a cadeia polimérica, posteriormente a exocelulase quebra o final dessa cadeia
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em um dimero de glicose, chamado de celobiose. Por ultimo, as celobiases convertem a

celobiose em glicose (WULFF, 2002).

Figura 2.4: Mecanismo de degradacdo da celulose e o sinergismo do complexo enzimatico.

Na literatura varios microrganismos sdo reportados como produtores de celulases, e
um dos trabalhos de sele¢do mais conveniente para a produgdo de celulases extracelulares foi
desenvolvido pelo grupo de Natick da U.S. Army Research and Development Comand em
Natick, laboratdrio norte americado que se interessou nos estudos desse complexo enzimatico
e dos microrganismos produtores (MONTI, 1989). Esse grupo destacou como o principal
microrganismo promissor para producdo de celulase o fungo filamentoso 7richoderma viride
(MONTI, 1989; AGBHEVOR, 2004). Os estudos se basearam em comparagdes com diversas
espécies produtoras na qual o grupo de Nitck possuia um acervo de mais de 14.000 cepas de
microrganismos isolados de materiais celuloliticos em decomposi¢do e relataram ao final do
estudo que a celulase ndo era uma entidade simples, mais um complexo de enzimas.

O Trichoderma reesei se destaca entre os fungos celuloliticos, sendo sua enzima a
mais frequentemente usada em processos de sacarificacdo do material lignoceluldsico (FUJII,
2010). RUEGGER e TAUK-TORNISIELO (2004) obtiveram resultados melhores resultados
de CMCase de 1,64U T. harziannum (V), cultivadas em meio de farelo de trigo, sendo que

para FPase o melhor resultado 0,021 FPU/mL para o Penicillium simplicissimum (V). Wen et



24

al., (2004) utilizaram Trichoderma reesei para produgdo de celulase. O estudo teve interesse
na degradacdo da forragem pela indudstria leiteira através da digestdo anaerdbica para
conversao de produtos bioenergéticos. Alguns trabalhos apresentam como produtores de
celulases o Aspergilus niger, Kim et al., (2004) trabalhando com esse microrganismo,
pesquisaram a producao de celulases e hemicelulases em fermentacdes em estado s6lido como
substratos de palha de arroz e farelo de trigo. Recentemente Lobello (2009), isolou 164
fungos da Mata Atlantica e de bagaco de cana e encontrou cerca de 10 linhagens flingicas que
apresentaram excelentes atividades celuloliticas. Trabalhando com uma linhagem mutante do
Trichoderma reesei RUT C-30 e usando como fonte de carbono o p6 de palha de arroz sem
pré-tratamento, obtiveram uma atividade enzimdtica de 0,71FPU/mL Sun et al.(2008). Basso

et al.,, (2010) como melhor resultado e trabalhando com Trichoderma reesei QM9414

cultivado em bagaco de cana a 28°C, conseguiram em 15 dias de cultivo, 0,5 U/mL para

CMCase, e 0,2 de FPU/mL para FPase. Delabona et al., (2012) conseguiram uma atividade de
FPase de 0,85 FPU/mL em 72 horas de fermentacio submersa, utilizando como
microrganismo o T.harzianum P49P11 e como substrato bagaco de cana-de-acucar mais
sacarose, € quando estes autores trabalharam em biorreator (1,5L) e bagago tratado com
NaOH, em pH 6,0, a FPase subiu para 0,95 FPU/mL, para 0 mesmo microrganismo.

H4 vaérias aplicacdes das celulases em processos biotecnolégicos na qual em sua
grande maioria sd@o utilizados fungos filamentosos do género Trichoderma para degradacdo de
materiais lignoceluloliticos e producdo de enzima livre para comercializacdo (WEN et al.,
2004; KIM et al., 2004). As inddstrias de alimentos, papel e celulose, biocombustivel, téxtil,
farmacéutica, medicina, quimica fina, agroindustria e de alimenta¢do animal e silagem vem
aplicando essa tecnologia enzimdtica para reduc¢do de custos operacionais, aumento da
qualidade e buscando processos mais limpos diminuindo assim 0s impactos ambientais. A
producdo de bioetanol de segunda geracdo utilizando biomassa lignocelulolitica atrai as
atencOes de indmeros centros de pesquisas, que buscam uma fonte de energia alternativa
(AGBHEVOR, 2004; VASQUEZ et al., 2007). Tal processo consiste em hidrolisar a
biomassa lignocelulolitica reduzindo-a principalmente em glicose e xilose, € por sua vez,

serem fermentadas por microrganismos facultativos, como a Saccharmyces cerevisiae, sendo

entdo convertidos em bioetanol (AGBHEVOR, 2004; KIM, 2004; VASQUEZ et al., 2007).
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2.6. Imobilizaciao de enzimas: Tecnologia para processos biotecnolégicos

O elevado custo das enzimas torna dificil viabilizar-se economicamente a utilizagio
destas na forma livre em bioprocessos industriais. Diversos estudos com lignoceluldsicos
mostram que a hidrélise enzimdtica vem se inviabilizando pelos altos custos com as enzimas
celulases e xilanases, um complexo de endo e exoenzimas envolvidas na degradacdo de
celulose e xilanas. Estes estudos indicam que até 60% do custo operacional do processo
enzimatico corresponde a reposicdo do complexo enzimdtico de celulases, e muito esforco
vem sendo investido na obtencdo de enzimas mais baratas. Além disso, um dos principais
problemas na hidrélise enzimadtica reside na necessidade de alta estabilidade térmica das
enzimas para se trabalhar com altas temperaturas e assim atingir altas velocidades de reacdo e
solubilidade dos reagentes (PHILIPPIDIS & HATZIS, 1997). Desta forma, para uma
aplicacdo em escala industrial é necessério tornd-la economicamente vidvel, o que pode ser
conseguido através de sua imobilizagdo.

A imobilizacio e estabilizacdo de celulases e xilanases poderd auxiliar a superar a
grande desvantagem da rota enzimdtica, pois permite facil recuperacdao da enzima e aumenta
sua vida operacional, reduzindo, portanto, os custos, tornando mais vidvel sua utilizacio
(GAMA et al., 2002; GU et al., 2005; NABY-ABDEL et al., 1997; SHEN & XIA, 2004;
TYAGI et al., 1995). A insolubiliza¢do das enzimas € tema que vem sendo estudado hé varios
anos. Messing, (1975), por exemplo, ja enumerava diversas técnicas de imobilizac¢do até entdo
desenvolvidas tais como, confinamento, adsor¢do, encapsulagcdo, intercruzamento, unido
covalente, copolimerizacdo. Essas eram solugdes para a recuperacdo das enzimas e sua
posterior reutiliza¢do. Contudo, se mantinha o problema de baixa resisténcia a desativacio, o
que requeria um processo de estabilizagc@o adicional do derivado enzimdtico (enzima ligada a
suporte insolivel), etapa chave para estender sua aplicacao industrial.

A imobilizacdo de enzimas em suportes sélidos permite, além da reutilizacdo de sua
atividade catalitica, um melhor controle das reacdes e o projeto de biorreatores que podem ser
facilmente incorporados numa linha de processo continua (WHITAKER, 1990). A unido da
enzima ao suporte pode realizar-se através de seus grupos carboxilicos ou de aminos, sendo
estes ultimos os mais adequados pela sua reatividade, abundéncia e presenca majoritaria na
superficie enzimdtica (GUISAN, 1988). Aumentos maiores que 200 vezes na meia-vida da
enzima imobilizada em relagdo a enzima solivel podem ser obtidos (TARDIOLI et al., 2003
a, b). Assim, hidrélise do bagago usando enzima imobilizada poderd atingir conversdes

superiores as obtidas com igual concentracdo inicial de enzima livre, pois quando a enzima
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livre se desativa com o tempo a imobilizada continuard catalisando a reacao de hidrélise, por
ser mais estdvel e facil reutilizagdo.

A imobilizacdo enzimética em suportes apropriados se constitui em drea de interesse
enquanto pode significar a melhoria de processos e barateamento de custos. O suporte ideal
deve adsorver a enzima, sem afetar sua atividade e sem interferir na reagdo enzimética
(COMERLATO, 1995). A literatura reporta inimeros suportes para imobiliza¢do de enzimas.
A quitosana é um biopolimero obtido através da desacetilacdo da quitina, em que a maioria
dos grupamentos acetil da quitina sdo removidos, normalmente por tratamento com bases
fortes (CANELLA E GARCIA, 2001; KHAN et al., 2000; MAO et al., 2003; WANG et al.,
2001; WANG et al., 2002) , possuindo dois grupos funcionais reativos, amino e hidroxila,
sendo utilizados como sitios de reacdo e coordenagdo. Esse polissacarideo é formado por uma
sequéncia linear de agicares monoméricos do tipo B-(1-4)2-acetamido-2-deoxi-D-glicose (N-
acetilglicosamina). O emprego de quitosana como suporte em imobilizagdes torna-se uma
op¢ao atrativa, por apresentar uma maior afinidade por proteinas que sua precursora, além de
apresentar um maior nimero de grupos aminas livres reativos em sua molécula (HIRANO,
1996; MONTEIRO-JUNIOR, 1999). No entanto, a maior quantidade de grupos aminas livres
reativos e, sobretudo, o menor teor de grupos N-acetil (<40%), também confere maior
solubilidade a quitosana em solu¢des com pH abaixo de 6,5 (KNORR, 1983; ANTHONSEN
et al., 1993). Essa propriedade ndo € desejdvel, uma vez que o meio para agdo de diversas
enzimas, durante um processo industrial, possui pHs baixos e a insolubilidade do suporte é
uma condi¢ao imprescindivel para o sucesso da aplicacdo da enzima imobilizada. Nesse caso,
existe a possibilidade de se realizar um tratamento da quitosana com tripolifosfato de sédio
(NasP3;0j9) ou glutaraldeido para promover a formacdo de ligagdes intercruzadas entre as
moléculas e, consequentemente, a reducdo da solubilizacdo em meios dcidos (COCHRANE et
al., 1996; OSWALD et al., 1998; KRAJEWSKA, 2004). Sendo assim uma das mais
interessantes caracteristicas da quitosana € sua versatilidade para modificagdes quimicas. A
presenca de grupos amino propicia indmeras modificacdes quimicas da superficie do
polimero.

Outro suporte muito utilizado em imobilizacdo e tecnologias de microencapsulagdo € o
alginato (FUNDUENANU et al., 1999; VELTEN et al., 1999). Este polimero consiste em um
polissacarideo natural extraido de algas, que sao compostos por de cadeias alternadas de 4cido
a-L-gulurénico e residuos de dcidos de B-D-manurdnico (SRIAMORNSAK, 1998). Suportes
de alginato normalmente sdo feitos por entrecruzamento do grupo carboxil do 4cido o-L-

gulurdnico com uma solugdo catidnica geleificante como cloreto de célcio, cloreto de bario



27

(DRAGET et al., 1997; SMIDSROD et al., 1990). Na imobilizacdo utilizando alginato, este
pode ser ou ndo misturado com a solugd@o contendo o biocatalizador, tudo dependendo do
protocolo de imobiliza¢do, sendo, a seguir, gotejada sobre uma solu¢do de ion bivalente
(CA*, Ba®). Quando a mistura contendo o alginato entra em contato com a solucio de ion
bivalente formam-se microesferas rigidas de alginato de célcio, em que a enzima ficara retida
(RUCKA E TURKIEWICZ, 1989).

Na busca de melhores suportes para imobilizacdo os géis hibridos, ou hidrogéis,
aparecem como alternativas interessantes (TAQIEDDIN et al., 2002). Estes hidrogéis sdao
estruturas poliméricas tridimensionais, hidrofilicas, capazes de sorverem grandes quantidades
de dgua ou fluidos bioldgicos. Estas matrizes sdo insoliveis em dgua devido a presenca de
pontos de reticulacdo quimicos ou fisicos (BERGER et al., 2004). Estes géis hibridos sdo
formados pela associacdo de dois ou mais polimeros complementares, os quais sdo ligados,
principalmente, devido as forcas eletrostaticas, a interagdes hidrofébicas, a pontes de
hidrogénio, a forcas de van der Waals, ou pela combinacio destas interagdes (LEE et al.,
1999). Hibridos de quitosana-alginato sdo relatados na literatura como suportes para
imobilizacdo de enzimas (VILLALONGA et al., 2006), a quitosana € um polimero
policatidnico e o alginato um polianidnico, as interagdes i0nicas entre eles permitem formar
géis rigidos (HUGUEST & DELLACHERIE, 1996).

Para uma melhor imobilizacdo e estabilizagdo da enzima, muitos suportes necessitam
ser ativados, e o método mais adequado deve ser aquele que produza grupos aldeidos
moderadamente afastados do suporte para evitar impedimento estérico. A principal vantagem
de se utilizar grupos aldeidos deve-se a reversibilidade da ligagdo amino-aldeido, que facilita
a imobilizacdo da enzima sem causar importantes distorcdes na estrutura protéica, enquanto
reagem reversivelmente com grupos amino da enzima (PEREIRA, 1996). Esta modificagdo
quimica, objetiva aumentar a resisténcia mecanica, alterar a hidrofibicidade,
biocompatibilidade e estabilidade quimica tornando-a mais resistente (VIEIRA, 2004). Para
ativacdo de diversos suportes, varios agentes bifuncionais t€ém sido utilizados, sendo que o
glutaraldeido aparece como sendo um dos mais satisfatérios € comumente utilizados
(BROUN, 1976; GUISAN, 1988).

A imobiliza¢do enzimatica pode induzir a modificacdo de algumas propriedades da
enzima, muitos fatores levam a alteragdo dos parametros cinéticos da enzima imobilizada, em
relacio a livre, diminuindo o rendimento do processo de imobilizagdo. Dentre as
caracteristicas que descrevem os diversos sistemas de imobilizacdo de enzimas, merecem

destaque aquelas que levam em considera¢do o Rendimento da Imobilizacdo, que é definido
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como a razdo entre a quantidade de enzima oferecida ao suporte e a quantidade desaparecida
do sobrenadante, Rendimento de atividade imobilizada, que é a razdo da atividade oferecida
menos a atividade do sobrenadante, pela atividade oferecida ao suporte, Atividade
Recuperada (atividade do derivado), neste caso € a razdo entre a atividade oferecida ao
suporte pela atividade desaparecida do sobrenadante e a Atividade perdida, sendo esta a
porcentagem da atividade enzimética oferecida no inicio do processo que desapareceu durante

a imobilizagao.

3. Justificativa e Objetivos:

3.1. Justificativa

Solugdes priticas e vidveis economicamente sdo de extrema importincia para o
aproveitamento de residuos agro-industriais, visando a producdo de alimentos e energia, com
destaque para os residuos de maior abundancia, os lignoceluldsicos. Neste contexto, a selecao
de microrganismos celuloliticos eficientes € estratégica, bem como a producdo econdmica
destas enzimas utilizando-se de meios de baixo custo. Outra forma de viabilizar a hidrélise
enzimadtica destes residuos consiste nos estudos do desenvolvimento e aperfeicoamento da
tecnologia de imobilizacdo destas enzimas, a fim de reutilizd-las no processo, acarretando
assim uma diminui¢do nos custos deste insumo. A busca de uma nova tecnologia de
aproveitamento do bagaco de cana que envolvera: a linhagem, forma de cultivo e producdo de
extrato celulolitico, protocolo de imobilizacdo do complexo enzimético, e forma de aplicacao
da enzima imobilizada no bagaco de cana e celuloses diversas; visando a obtengdo de
aclicares fermentesciveis abrird espago para novas perspectivas para a inddstria

biotecnoldgica, sobretudo para a produgdo de biocombustiveis e alimentos.

3.2. Objetivo geral

O objetivo geral foi selecionar fungos celuloliticos mais promissores, e destes realizar
cultivos de forma econdmica visando obter extrato enzimdtico com atividade celulolitica
diferenciada. Outro estudo foi a imobilizacdo enzimdtica deste extrato e de celulases
comerciais, bem como a reutilizacido destas enzimas imobilizadas na hidrélise da celulose e

producdo de agucares fermentesciveis.
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3.2.1. Objetivos especificos:

Produzir extratos enzimdticos a partir de microrganismos recentemente isolados,
utilizando unicamente o bagaco de cana-de-agucar in natura como fonte de carbono, e
avaliar a atividade celulolitica visando a selecdo dos mais promissores, assim como
estudar o efeito das varidveis: temperatura e pH na producao do extrato celulolitico;
Comparar os extratos obtidos dos melhores microrganismos quanto a atividade
celulolitica através das técnicas de FPase e CMCase;

Determinar o microrganismo mais promissor em relacdo ao rendimento do processo,
entre a atividade celulolitica produzida e a biomassa fornecida;

Realizar testes preliminares de adsor¢do da enzima comercial em zedlita e resina de
troca idnica e poliestireno, visando o melhor agente de adsorcao a ser utilizado durante
a imobilizagdo;

Estabelecer protocolos de imobilizacao do extrato celulolitico produzido e da enzima
comercial lendo-1,4-B-glucanase (celulase) da marca ROHAMENT® CL, a partir de
microesferas ou biofilmes dos suportes solidos: alginato de cdlcio e géis hibridos
(alginato e quitosana); e avalia-los através da porcentagem de enzima imobilizada e da
atividade enzimadtica quantificada pela técnica FPase;

Determinar a capacidade de reciclo enzimdtico dos derivados produzidos nos

diferentes protocolos.

4. Materiais e Métodos:

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia Industrial e

Microbiologia da Faculdade de Ciéncias e Letras — Campus de Assis da Universidade

Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™.

4.1. Materiais
4.1.1. Microrganismos

Foram utilizadas 13 linhagens fingicas as quais estdo depositadas na colecao de

culturas da Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis — UNESP. Dez destas foram isoladas por

Lobello (2009), as quais apresentaram excelentes atividades celuloliticas e estdo pré-
codificadas com as seguintes numeragdes: FS09, MT09, MG18B, FS11A, MT13B, FSO8A,
MT45B, MT31B, MT06, MG10A. Duas, das demais linhagens, pré-codificadas como M51 e
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N51, foram recentemente isoladas de amostras de bagaco de cana de destilarias de Médio
Vale do Paranapanema, e o Trichoderma reesei CCT 2768 como referéncia na producdo de

enzimas celuloliticas.

4.1.2 Suportes utilizados na imobilizacao enzimatica.

Para o preparo dos suportes foram utilizados: quitosana (C;2H24N>Og) de alto peso
molecular, da marca Aldrich® (c6d. 419419-50 G); alginato de sédio, da marca LabSynth®
(c6d. A1089.01.AF); zeolita (Mx/n [(AlOy)x (SiOy)y]. wH,0O; resina de troca idnica

(Amberlite® MB-20), poliestireno (isopor®), conforme o protocolo de imobilizacao.

4.1.3. Celulase (E.C.3.2.1.4)

Foram utilizadas preparacoes de celulases (1,4-B-glucanase) de origem microbiana de
Trichoderma reesei adquirida da empresa AB Enzymes (ROHAMENT® CL), com atividade
minima de 15.000 ECU/g, de acordo com a empresa, sendo esta unidade € definida como a
producdo de um nmol de agucar redutor (glicose) em um segundo. Diluida nas concentragdes
desejadas em tampdo acetato a 0,2 mol/L, pH 5,6, para sua utilizacdo na sua forma livre nos

ensaios de atividade celuloliticas e para os protocolos de imobilizagdo.

4.1.4. Reagentes e Substratos

Foi utilizado glutaraldeido da marca Nuclear, 25% em dgua (P.A.), o qual foi diluido
em agua para concentracao desejada; cloreto de célcio (CaCly) a 0,15 mol/L; tampao Acetato
(0,2 mol/L - pH 5,6); e como substrato para dosagem da atividade hidrolitica, papel de filtro
Whatman n°l para a técnica de FPase, e Carboximetilcelulose (Sigma) para a técnica de
CMCase, e bagaco de cana in natura, ou seja, sem nenhum pré-tratamento, para o cultivo dos

microrganismos.

4.1.5. Equipamentos

Os seguintes equipamentos foram utilizados: espectrofotometro UV/Vis (Ultrospec
1100 Pro - Pharmacia); balanca analitica (Gehaka mod. AG 200); incubadora com agita¢ao
orbital e controle de temperatura marca Tecnal mod;TE 421 (Piracicaba — SP); demais

equipamentos em nivel analitico.
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4.2 Metodologias:

4.2.1. Cultivo, Preservacao e Inoculacio dos microrganismos

Os microrganismos foram cultivados em tubos contendo SmL de meio PDA 39g/L
(potato, dextrose e dgar) inclinado (slants) e colocados em ambiente refrigerado (4°C).

Para preservacdo duradoura, foram adicionados 20% de glicerol estéril a suspensdo de
conidios e 1mL da suspensdo de cada linhagem foi transferida para um tubo tipo Eppendorf e
congelado a -20°C (LOBELLO, 2009).

A reativacao destes deu-se da mesma forma, sendo repicados periodicamente. Assim,
cinco dias apds a passagem dos microrganismos para novos tubos com meio PDA 39g/L,
estes foram repicados para placas de Petri contendo aproximadamente 30mL de meio descrito
a seguir (item 4.2.2) com adicdo de Agar na concentragdo de 20g/L. Estas placas foram
mantidas por sete dias em temperatura ambiente a fim de se obter um crescimento flingico
desejdvel, sendo em seguida transferidos para Erlenmeyers de 250mL para fermentacdo e

obtencdo do extrato celulolitico, protocolo descrito a seguir (item 4.2.2).

4.2.2. Producao do extrato enzimatico

Os 12 microrganismos selecionados, mais o Trichoderma reesei, foram cultivados e
fermentados. Porém foi feito uma fermentacgdo inicial, no qual se objetivava selecionar, dentre
eles, os 4 melhores para producdo do extrato celulolitico. Desta forma os fungos foram
transferidos assepticamente a Erlenmeyers de 250mL contendo 80mL de meio liquido,
formado por 3% (p/v) de bagaco de cana, 0,4% de sulfato de amoénia, 0,1% de fosfato de
potéssio e 0,5% de extrato de levedura. Cada fungo foi inoculado em meios contendo trés
diferentes pHs (3,5; 4,5 e 5,5) e fermentados por cinco dias em uma incubadora refrigerada
com agitacdo orbital (Tecnal — Piracicaba - SP) a 180 rpm. Nas temperaturas: 28, 30 e 35°C.

Ap06s o término dos cultivos, os meios fermentados foram filtrados para a separagcdo da
parte solida e parte liquida (extrato enzimatico). Em seguida, mediu-se a atividade celulolitica
de cada extrato pela técnica FPase (item 4.2.5), e assim foram selecionados os 4 melhores.

Para os 4 melhores fungos mais o Trichoderma reesei CCT 2768, uma nova
fermentacdo em triplicada foi feita, utilizando-se 0 mesmo volume e meio citado acima, € nas
mesmas condicoes de pHs, temperaturas e tempo. Porém, apds o término dos cultivos e
filtracdo do extrato flingico, foi medida a atividade celulolitica pelas técnicas de FPase (item

4.2.5) e CMCase (item 4.2.6).
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4.2.3. Teste de adsorcao da enzima comercial em zedélita, resina de troca iénica e
poliestireno.

Testes preliminares foram realizados para adsorcdo da enzima comercial (E.C.3.2.1.4)
para determinar qual agente adsorvente ou agente de ligacao seria utilizado durante o processo
de imobiliza¢do em biofilmes (protocolo E e E’ - Tabela 4.1): zedlita, resina de troca i6nica
ou poliestireno. O melhor derivado foi empregado na imobiliza¢cdo em biofilme (Tabela 4.1).

Para o suporte poliestireno, foi feita um tratamento precedente, em que este foi
previamente autoclavado por 15 min a 120°C, e posteriormente mantidos de 1:2 (m/v) em
uma solucdo de etanol 50 % (v/v) por 30 min a fim de excluir o ar contido dentro das
particulas. Em seguida, estes suportes foram lavados com dgua deionizada e filtrados, estando
assim, pronto para o teste de adsor¢cao da enzima comercial.

Para cada agente adsorvente foi adicionado solu¢do enzimadtica na proporc¢ao de 1% de
proteina por suporte (zeoélita, resina ou poliestireno) (m/m), isto €, para 1,5g de suporte foram
adicionados 0,15g de proteina e mantidos por 24 horas em agitacdo branda e temperatura
ambiente para adsor¢do da enzima ao suporte. ApOs esta etapa foi feita a separacdo da fase
s6lida da liquida, em ambas as fases e foi determinada a concentragdo de proteinas
(BRADFORD, item 4.2.7) e a atividade enzimatica (FPase, item 4.2.5), assim como o
rendimento da atividade enzimética. O melhor foi selecionado para que este fosse utilizado

nos protocolos de imobilizagdo (Tabela 4.1).

4.2.4. Imobilizacao do extrato fiingico produzido e/ou enzima comercial

Foram estudadas duas formas de preparacdo para os suportes s6lidos na imobilizacao
(derivados), o biofilme e peletes. Desta forma foram realizados 10 protocolos diferentes de
imobilizacdo e preparo dos derivados para cada solucdo de biocatalizadores (extrato fingico
dos 4 melhores mais o T.reesei e enzima comercial), descritos resumidamente na Tabela 4.1.
Cada imobilizado teve sua atividade celulolitica determinada através da técnica de FPase

(item 4.2.5).
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Tabela 4.1. Protocolos de imobilizacdo de acordo com o suporte de imobilizacdo e a
utilizagdo do glutaraldeido.

Protocolo Formato Suporte

A Pelete Alginato de Cdlcio
A’ (glutaraldeido) Pelete Alginato de Cdlcio

B Pelete Quitosana + Alginato de Cdlcio
B’ (glutaraldeido) Pelete Quitosana + Alginato de Cdlcio

C Biofilme Alginato de Cdlcio
C’ (glutaraldeido) Biofilme Alginato de Cdlcio

D Biofilme Quitosana + Alginato de Cdlcio
D’ (glutaraldeido) Biofilme Quitosana + Alginato de Cdlcio

E Biofilme Alginato de Cdlcio com agente adsorvente'
E’ (glutaraldeido) Biofilme Alginato de Cdlcio com agente adsorvente’

1Agente a ser determinado (item 4.2.3).

Os protocolos de preparo dos peletes para imobilizagdo tiveram como base a
metodologia utilizada por Albarghouthi et al. (2000) e Tanriseven (2001), com algumas
modificagcdes. Para a preparacdo dos biofilmes, a base da metodologia teve o trabalho de

Rodrigues (2008) modificado.

4.2.4.1. Imobilizacao do extrato fingico.

Ap6s serem escolhidos os melhores fungos e produzidos seus extratos, estes foram
imobilizados em biofilmes de acordo com a Tabela 4.1 e descritos nos protocolos a seguir
(item 4.2.4.3). Posteriormente, foram feitas andlises da atividade celulolitica pela técnica
FPase (item 4.2.5) para cada protocolo de imobilizacdo, assim como consecutivos reciclos dos

derivados, para determinar a estabilidade destes.

4.2.4.2. Imobilizacao da celulase comercial

A imobiliza¢do utilizando a enzima comercial (lendo-1,4-B-glucanase) foi realizada
de duas formas: na primeira foi fornecida uma concentragdo total de 1% de proteina (m/m) em
relacdo ao peso final dos derivados. Por exemplo, para o preparo de 5 gramas de derivados,
seria adicionado 0,05g de proteina; no qual foi adicionada nas solu¢gdes de alginato de sédio,
para que em seguida fossem realizados os protocolos de imobilizacdo. Na segunda forma,

apés a preparagdo dos suportes para imobilizacdo (Tabela 4.1), estes passaram por um
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tratamento enzimdtico em que se tratou de fornecer uma concentracdo de 1% de proteina em
relacdo ao peso final de cada suporte, seguindo o mesmo exemplo supracitado.
Posteriormente foram feitas anélises da atividade celulolitica pela técnica FPase (item 4.2.5),

assim como sucessivos ciclos dos derivados, para determina a estabilidade destes.

4.2.4.3. Protocolos de imobilizacao adicionando diretamente o biocatalisador.

4.2.4.3.1. Protocolos A e A’: Peletes de Alginato de Calcio

Para o protocolo A foi preparada uma solucdo de alginato de sédio 3% (m/v) em agua
deionizada, nesta solugdo foi adicionado uma solu¢@o enzimatica que no final a concentracao
em relac@o ao derivado foi 1% (m/m). Foi preparada, uma solucdo CaCl, (0,15M). A soluc¢do
de alginato de s6dio foi gotejada na solugdo de cloreto de célcio, em propor¢do 1:2 e mantida
por 24 horas sob agita¢do branda para a formagdo dos peletes, a temperatura ambiente. Apos
esse periodo, os peletes formados foram lavados com 4gua deionizada, pesados e feitas as
reacOes enzimaticas.

No protocolo A’ foram realizados os mesmos procedimentos do protocolo A, porém
apos a formagdo dos peletes, estes foram tratados com glutaraldeido (0,5%) durante 1 hora em

agitacao, para ativacao do derivado.

4.2.4.3.2. Protocolos B e B’: Peletes de Quitosana + Alginato de Calcio

Para o protocolo B foi preparada uma solucao de alginato de s6dio 3% (m/v) em dgua
deionizada, nesta solucdo foi adicionado uma solucao enzimdtica que no final a concentragdo
em relagdo ao derivado foi 1% (m/m). Foi preparada, uma solucdo de quitosana 1% (m/v) em
acido acético (1%), com adi¢ao de CaCl, (0,15M). A solugdo de alginato de sédio foi gotejada
na solucdo de quitosana, em proporcao 1:2 e mantida por 24 horas sob agitacdo branda para a
formacdo dos peletes, a temperatura ambiente. Apds esse o periodo, os peletes formados
foram lavadas com dgua deionizada, pesados e feitas as reacdes enzimaticas.

No protocolo B’ foram realizados os mesmos procedimentos do protocolo B, porém
apo6s a formagdo dos peletes, estes foram tratados com glutaraldeido (0,5%) durante 1 hora em

agitacdo, para ativacao do derivado.
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4.2.4.3.3. Protocolos C e C’: Biofilme de Alginato de Calcio

Para o protocolo C foi preparada uma solu¢do de alginato de sodio (3%) em agua
deionizada contendo uma solu¢do na propor¢do 1:1 do extrato fingico ou uma solucdo
enzimadtica que no final a concentracdo em relagdo ao derivado foi 1% (m/m), assim como
uma solucao de CaCl, (0,15M). Em seguida, foi realizada a técnica de preparo do biofilme: a
solucdo de alginato de sdédio foi misturada sob agitacdo mecénica constante. Apds a
homogeneizagdo, a mistura foi transferida para uma placa de petri de polipropileno e colocada
para secar em estufa a 30°C, por um periodo entre 20 e 24 horas. Em seguida, solug¢do de
CaCl, (0,15M) foi adicionada ao biofilme seco que permaneceu sob agitacdo branda por 12
horas, a temperatura ambiente. O biofilme foi lavado com agua deionizada, pesado e feita as
reacOes enzimaticas.

No protocolo C’ foram realizados os mesmos procedimentos do protocolo C,
adicionando o tratamento com glutaraldeido (0,5%) durante 1 hora em agitagado, para ativagao

do derivado.

4.2.4.3.4. Protocolos D e D’: Biofilme de Quitosana + Alginato de Calcio

Para o protocolo D foi preparada uma solucdo de quitosana (1% - m/v) em dacido
acético (1%), e outra de alginato de sédio (3% - m/v) contendo uma solucao na proporg¢do 1:1
do extrato fungico ou uma solug¢do enzimdtica que no final a concentracdo em relagdo ao
derivado foi 1% (m/m), assim como uma solucdo de CaCl, (0,15M). Em seguida, foi realizada
a técnica de preparo do biofilme, contudo, foi feito uma mistura de 1:1 da solugdo de
quitosana e alginato de s6dio em agitacdo mecanica constante, no final o biofilme foi lavado
com dgua deionizada, pesado e feita as reacdes enzimaticas.

No protocolo D’ foram realizados os mesmos procedimentos do protocolo D, porém
apdés o periodo de formagdo do biofilme, foi realizado o tratamento com o glutaraldeido

(0,5%) durante 1 hora em agitacdo, para ativa¢do do derivado.

4.2.4.3.5. Protocolos E e E’: Biofilme de Alginato de Calcio com Agente
adsorvente

Para o protocolo E foi preparada uma solucdo de alginato de sédio (3% - m/v), solucao
na proporcao 1:1 o extrato fingico ou uma solu¢io enzimadtica que no final a concentragao em
relacdo ao derivado foi 1% (m/m), nas quais foram adicionado 2% do melhor agente

adsorvente (item 4.2.3), assim como uma solu¢do de CaCl, (0,15M). Em seguida, foi
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realizada a técnica de preparo do biofilme, que no final foi pesado e feita as reacdo
enzimaticas.

No protocolo E’ foi realizados os mesmos procedimentos do protocolo E, porém apds
o periodo de formagdo do biofilme, foi realizado o tratamento com o glutaraldeido (0,5%)

durante 1 hora em agitacao, para ativagao do derivado.

4.2.4.4. Protocolos de imobilizacdo com posterior tratamento enzimatico, para
enzima comercial

Para esta etapa do trabalho, foram realizados os mesmos protocolos do item 4.2.4.3,
porém, contrariamente, ndo foi adicionada juntamente com as solu¢des do suporte, qualquer
solucdo enzimatica. Desta forma, foram realizados apenas os protocolos para a preparagao dos
suportes (peletes e/ou biofilmes), com ou sem glutaraldeido. Contudo, apds o término desta
etapa, foi feito um tratamento enzimatico, para que a enzima pudesse se ligar e/ou ser
adsorvida pelo suporte, e assim formar os derivados. Este tratamento envolveu pegar os
suportes ja prontos (peletes ou biofilmes), e colocd-los em uma solugcdo enzimdtica que no
final possuia 1% de proteinas em relacdo ao peso final de cada suporte, que permaneceu em
agitacdo branda por 24 horas em temperatura ambiente. Apds esta etapa os derivados foram

lavados com dgua deionizada e feitos a reagdo enzimatica.

4.2.5. Determinacao da Atividade celulolitica (FPase):

A atividade enzimdtica do extrato produzido pelos fungos e da enzima comercial foi
medida através da técnica de FPase, no qual a uma solu¢do com 0,5mL de extrato estéril ou
solugd@o enzimatica € adicionada 1mL de solu¢do tampao acetato 0,2M e pH 5,6, e uma tira de
papel Whatman n°1 de 0,5 X 3,0cm colocada para reagir por 60 minutos a 50°C (Mandels et
al., 1976), onde ocorre a hidrélise da celulose do papel, liberando acicares redutores
(glicose), quantificados no inicio e apds 60 minutos de reagcdo. A liberagdo de acticar redutor
foi quantificada a partir da amostra obtida pelo método DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico)
(MILLER, 1959).

A unidade utilizada para determinagdo da atividade celulolitica foi unidades de FPAse
(Filter Paper Units) por volume de enzima ou FPU/mL, onde 1 FPU € a liberacdo de 1
micromol de agucar redutor por min por ml de enzima nas condicdes descritas. A atividade
especifica foi determinada como unidades de FPU/g de proteina na amostra (GHOSE, 1987).

Para o cdlculo da atividade enzimatica segundo GHOSE (1987), uma unidade da

atividade de enzima (FPU) é baseada na liberacio de exatamente 2,0mg de glicose



37

equivalente em mols (2,0/0,18016 pumol) do volume de enzima adicionada a cada ensaio (0,5
mL), e no tempo de incubacdo requerido (60 minutos) para a geragdo dos equivalentes

(enzima diluida), para quando necessario. Este conceito € mostrado na calculo 1.

Calculo 1
FPU ( 2,0 ) | min-t mL-1
mL _ \0,1816. 0,5.60 ) KO- T
FPU ( 0,37 )
mL  \ concentra¢io [enzima diluida] da enzima que libera 2 mg de glicose

4.2.6. Determinacao da Atividade da Endoglucanase (CMCase):

A atividade da endoglucanase foi determinada através da determinacdo de agucares
redutores liberados durante a degradacao da carboximetilcelulose (CMC), seguindo a técnica
de Ghose (1987) modificada.

Em tubos de ensaio, 100uL solu¢cdo enzimatica bruta foram adicionadas em 650uL de
suspensao de carboximetilcelulose (CMC) (Sigma) 0,5% (m/v) em tampao acetato 0,2M e pH
5,6. Essa mistura foi incubada a 50°C por 10 minutos seguidos por um resfriamento imediato
no gelo por 5 minutos. O agucar redutor liberado foi quantificado pelo método DNS (4cido
3,5-dinitrosalicilico) (MILLER, 1959).

Uma wunidade de atividade celulolitica endoglucanase ou CMCase
(carboximetilcelulase) é expressa em U/mL, e é definida como de 1 pmol de agicar redutor
por minuto e por de enzima a partir do substrato CMC (carboximetilcelulose), conforme
protocolo descrito neste item. A atividade especifica foi determinada como unidades de U/g
de proteina na amostra (item 4.2.7), ambas utilizando curva padrio de glicose.

O célculo da atividade segundo Ghose (1987) modificado baseia-se no conceito da
unidade da atividade de Endoglucanase (CMC), a qual € a liberacdo de exatamente 0,5mg de
glicose equivalente em mols (0,5/0,18016), convertida por 0,ImL de extrato enzimético em

10 minutos de reacdo. Este conceito é mostrado na calculo 2.

cCMC ( 0,5 Calculo 2

-1 -1
mlL 0,1816. 0,1.10 ) umol .min==.mL
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CMC ( 2,75 )
mL concentragio [enzima diluida] da enzima que libera 0,5 mg de glicose

4.2.7. Determinacio da concentracao de proteina

O teor de proteina das amostras de preparagdes enziméticas foi dosado pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976), baseado na ligacdo do corante Coomassie Brilliant Blue G-
250 a proteina. Este método foi escolhido por ndo sofrer interferéncias significativas de
cations e carboidratos, possivelmente presentes nas amostras. Soro albumina bovina cristalina

(BSA) foi usada como padrao para construir a curva de calibragao.

4.2.8. Calculo dos parametros de imobilizacio

4.2.8.1. Calculo do rendimento de proteina imobilizada

O rendimento de imobiliza¢do de proteinas foi estimado com base na quantidade de
proteina oferecida e a quantidade dela presente no meio reacional apds o processo de

imobilizacdo, como mostrado na equacdo 1.

Equacao 1
RP (%) = ~=="x 100

Eo

Em que RP representa a porcentagem de proteina imobilizada (%); Eo, a quantidade
total de proteina oferecida no inicio da imobilizacdo (g) e Ef, a quantidade total residual de

proteinas presente no sobrenadante apds a imobilizacao (g).

4.2.8.2. Calculo do rendimento de imobiliza¢ao

O rendimento de imobilizacdo foi estimado com base na atividade enzimaética
oferecida e a atividade enzimadtica presente no meio reacional apds o processo de adsorc¢ao,
como mostrado na equacao 2.

Equacao 2
Uo- Us

RI (%) = X 100

0
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Em que RI € a porcentagem de atividade da enzima imobilizada (%); Uy € a atividade
oferecida no inicio da imobilizacdo (FPUry,) € Ur € a atividade residual presente no

sobrenadante ap6s a imobilizacdo (FPUrgay).

4.2.8.3. Calculo da atividade recuperada
O cdlculo da atividade recuperada foi determinado pela relacdo entre a atividade
hidrolitica contida no suporte e as atividades iniciais e finais presentes no sobrenadante,

conforme mostrado na equacao 3.

Equacao 3
suporte quag

x 100

U
AR (%) = 7
o — Ut

Em que AR (%) representa a porcentagem de atividade enzimatica recuperada; Ugyporte,
a atividade hidrolitica contida no suporte (FPUrqy,); Up, a atividade oferecida no inicio da
imobilizacdo (FPUry,), € Ug a atividade residual presente no sobrenadante apds a

imobilizacao (FPUrqy).

4.2.8.4.. Célculo da atividade perdida
O célculo da atividade perdida foi determinado pela relacdo entre a atividade
hidrolitica oferecida e a atividade enzimadtica presente no meio reacional apds o processo de

adsorcao somado a atividade hidrolitica contida no suporte, conforme mostrado na equagao 4.

Uo — (Uswpore + U
(0 ( port f))><100

%) =
AP (%) Uy Equacao 4

Em que AP (%) representa a porcentagem de atividade enzimatica perdida durante a
imobiliza¢do; Uy, a atividade oferecida no inicio da imobilizacdo (FPUrowm), Usuportes @
atividade hidrolitica contida no suporte (FPUrqa); Ur € a atividade residual presente no

sobrenadante apds a imobilizacdo (FPUrgay).
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4.2.9. Tratamento Estatistico

Os testes de atividade enzimdtica serdo conduzidos em triplicata, e os dados
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), enquanto que as médias foram comparadas pelo
teste Tukey, através do programa GRAPHPAD INSTAT (Rutgers University). Os tratamentos

analisados estatisticamente serdo considerados significativos para p < 0,05.

5. Resultados e Discussao

Em uma primeira etapa do trabalho foi feita uma triagem entre os 12 microrganismos
propostos inicialmente, dos quais quatro se destacaram na producao de um extrato celulolitico
a partir de um meio contendo apenas bagaco de cana-de-agucar (in natura) como fonte de
carbono. Partindo destes 4 microrganismos mais o 7.reesei CCT 2768 foi feito um novo
cultivo, e avaliada a atividade celulolitica para as técnicas de FPase e CMCase, e assim foi
determinado o melhor microrganismo, a melhor temperatura e pH de cultivo para este, na
producdo de um extrato celulolitico a partir de uma biomassa lignocelulolitica (in natura). A
segunda etapa constituiu em estudar a imobilizacdo dos extratos produzidos e a imobiliza¢ao
da enzima comercial celulase (lendo-1,4-B-glucanase), em diferentes protocolos (peletes e
biofilmes), e compara-los em rendimento de imobilizagdo, assim como em estabilidade

através de sucessivo reciclos de suas atividades celuloliticas.

5.1. Obtencao dos Extratos Enzimaticos

5.1.1. Triagem dos fungos mais promissores para producao do extrato celulolitico

Na primeira parte do trabalho, foi realizada uma triagem dos 12 microrganismos
propostos a fim de selecionar os mais promissores em relacio a producdo do extrato
celulolitico, a partir de bagaco de cana-de-aclcar in natura, para posteriormente repetir as
fermentagdes destes, nas mesmas varidveis de temperatura e pH, e assim avalia-los para as
técnicas de FPase e CMCase.

As atividades enzimdticas dos extratos obtidos pelos 12 diferentes microrganismos
(FS09, MT09, MG18B, FS11A, MT13B, FSO08A, MT45B, MT31B, MT06, MG10A, M51,
N51) e Trichoderma reesei CCT 2768, nas temperaturas: 28°C, 30°C e 35°C; e nos pHs: 3,5;
4,5 e 5,5; estdo representadas abaixo. A Figura 5.1 refere-se a atividade enzimadtica
volumétrica, expressa em FPU/mL (item 4.2.5) de todos os microrganismos nas condicoes de
fermentagdo citadas acima. A Figura 5.2 representa a atividade enzimadtica especifica, ou seja,
o quociente entre a atividade volumétrica (FPU/mL) e o total de proteinas (item 4.2.7) obtido

para cada extrato enzimético (g/mL), sendo expressa em FPU/g de proteina (item 4.2.5).
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m FPU/mL (28°C e 3.,5)
® FPU/mL (28°C € 4.,5)
® FPU/mL (28°C € 5.5)
® FPU/mL (30°C e 3,5)
® FPU/mL (30°C e 4.,5)
® FPU/mL (30°C e 5.5)
FPU/mL (35°C e 3.,5)
FPU/mL (35°C e 4.,5)
FPU/mL (35°C e 5.5)

Figura 5.1: Atividade enzimdtica volumétrica dos extratos celuloliticos de todos os
microrganismos estudados nas temperaturas de 28, 30 e 35°C durante cinco dias a 180 rpm e
nos trés diferentes pHs (3.5; 4,5 e 5,5).

mFPU/g (28°C e 3,5)
mFPU/g (28°C e 5,5)
u FPU/g (30°C e 3,5)
mFPU/g (30°C e 4,5)
u FPU/g (30°C e 5,5)
uFPU/g (35°C e 3,5)

FPU/g (35°C e 4,5)

FPU/g (35°C ¢ 5.5)

Figura 5.2: Atividade enzimdtica especifica dos extratos celuloliticos de todos os
microrganismos estudados nas temperaturas de 28, 30 e 35°C durante cinco dias a 180 rpm e

nos trés diferentes pHs (3.5; 4,5 e 5,5).

O fungo que apresentou maior atividade enzimatica foi o MG10A, a temperatura de

30°C e pH 5,5 (0,1190 FPU/mL). Além deste, outros 3 microrganismos, como o M51 (0,0541
FPU/mL - 30°C e pH 4,5), FS09 (0,0674 FPU/mL - 30°C e pH 3,5) e FS11A (0,043 FPU/mL -

30°C e pH 5,5) apresentaram valores de atividade enzimadtica superiores ao 7. reesei CCT

2768 (0,0244 FPU/mL - 30° e pH 5,5). Indicando, em um primeiro momento, que estes

microrganismos sao mais efetivos em produzir o extrato celulolitico que o proprio T.reesei.
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Resultados muitos superiores foram obtidos por Sun et al.(2008), trabalhando com uma
linhagem mutante do Trichoderma reesei RUT C-30 e usando como fonte de carbono o p6
de palha de arroz sem pré-tratamento, obtiveram uma atividade enzimadtica de 0,71 FPU/mL.

Se uma amostra apresentar atividade enzimadtica satisfatéria e concentragdo protéica
baixa em relacdo as demais, sua atividade especifica serd alta. Esse valor representa um
extrato enzimdtico em que a maioria das proteinas presentes apresenta a caracteristica
hidrolitica testada (PESSOA-Jr, 2005), que nesse caso seria as enzimas do complexo
celulolitico que ird hidrolisar a celulose do meio reacional. Neste primeiro momento o fungo
MGIO0A apresentou a maior atividade especifica, chegando a 1293,97 FPU/g, nas condi¢des
de 35°C e pH 4,5.

Outra maneira de apresentar as atividades enzimadticas € sob a denotagcdo atividade
enzimdtica (FPU) por grama de substrato. Desse modo, pode-se analisar, de forma geral, o
rendimento do processo, uma vez que € dado o potencial enzimético gerado por quantidade de
substrato ofertado no processo fermentativo. Na Tabela 5.1 estdo representadas as atividades
enzimdticas por grama de substrato (FPU/g substrato) dos 12 microrganismos estudados, nas

diferentes temperaturas: 28, 30 e 35°C, nos trés diferentes pHs: 3,5;4,5¢ 5,5.

Tabela 5.1: Atividade Enzimadtica por grama de substrato (FPU/g substrato) — Fermentacdes a 28, 30 e 35°C por
5 dias em agitador orbital a 180 rpm, nos pH 3.,5; 4,5¢5,5.

Microrg. pH35 pH45 pHS5S5 pH35 pH45 pHSS5S pH35 pH4,5 pHSS
28°C 28°C 28°C 30°C 30°C 30°C 35°C 35°C 35°C

FS08A 0,065 0,8031 04163 0,8233 08418 0,7030  0,9050 0,5833  0,6493
MT45B 0,0000 0,7320 0,0000 03978  1,3043  0,5550 0,0000 04018  0,4430
N51 0,4255 1,0163  0,6568 0,7030  1,0638 0,7123  0,0000 0,0000  0,0000
Ms51 0,5550  0,7913  0,3700  1,2395  1,8038  1,7298  0,7895  0,6493  1,1030

MTO06B 0,4070  0,6136  0,3053  0,0000 0,0000 02775 0,5998 0,3605  0,5338
MT13B 02960  0,7794  0,0000 0,5643  0,0000 0,0000 0,4595 0,5420  0,7070
MG10A 0,3515  0,5899  0,3053 1,4338 1,2673 3,9683 0,3853  3.4461 03523

MT09 0,7863  0,5544  0,4070  1,0268  1,3043  0,5828  0,0000  0,0000  0,0000
FS09 0,4903  0,6965 0,0000 22478 03515 08788 04100 03440  0,5503
FS11A 0,0000 0,7439  0,0000 0,4718 0,9805 1,4430 0,0000 04100 04183

MG18B 0,0000 0,7557 0,4995 0,7400  0,9065  0,7400  0,0000 0,4018  0,0000
MT31B 0,3515 0,5425 0,6290 0,6013  0,3885  0,2035  0,0000  0,0000  0,0000
T. reesei 0,6290 0,3411 0,5273 03145 0,7308 0,8140 0,5750 04595  0,4348

As atividades celuloliticas por grama de substrato foram mais elevadas nos extratos
produzidos pelas linhagens MG10A e M51, e superaram a apresentada pelo 7. reesei CCT
2768. O valor mais alto foi referente a0 MG10A quando cultivado a 30°C e pH 5,5, sendo de
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3,968 FPU/g de substrato, o FS09 apresentou 2,2478FPU/g de substrato a 30°C e pH 3,5,
enquanto o M51 apresentou 1,803 FPU/g de substrato a 30°C e pH 4,5, enquanto o T.reesei
apresentou no maximo 0,8140 FPU/g de substrato a 30°C e pH 5,5. De acordo com um
trabalho realizado por Szakics et al. (2000), utilizando a linhagem selvagem Trichoderma
hamatum TUB F-105, obtiveram cerca de 7,0 FPU/g substrato em massa seca, em apenas trés
dias de fermentacdo em estado sélido, contudo o substrato utilizado como fonte de carbono
foi a fibra de milho, um material muito mais facil e simples de se degradar. No mesmo
trabalho quando os autores procederam a fermentacdao em estado sélido, utilizando a mesma
fonte de carbono, contudo com mais um inoculante, além da linhagem selvagem, a varidvel
mutante Trichoderma reesei Rut C30, apos 10 dias de incubagdo obteve-se uma atividade
extremamente mais alta, 31 FPU/g substrato em massa seca. E interessante lembrar que no
presente trabalho, foi utilizado como fonte de carbono, unicamente o bagaco de cana-de-
acucar in natura, ou seja, sem nenhum pré-tratamento de hidrolise. Desta forma, objetivava-se
isolar microrganismos mais eficazes em crescer utilizando uma biomassa mais complexa. Tal
fato dificultou o acesso dos fungos a fonte de carbono e, logo, limitou tanto o crescimento,
como a producdo de enzimas celuloliticas, tendo em vista que esta biomassa apresenta altas
concentracoes de hemicelulose (26%) e lignina (25%) (PANDEY et al., 2000).

Os microrganismos M51, MG10A, FS09 e FSI1A, em um primeiro momento,
apresentaram atividade celulolitica acima do Trichoderma reesei CCT 2768, considerado o
microrganismo modelo para a producdo de celulase (GHOSE, 1987). A figura 5.3 e 5.4
apresenta, respectivamente, a atividade enzimdtica volumétrica, e a atividade por grama de

substrato dos cinco microrganismo, nas diferentes de temperaturas e pHs.

0,14 -
0712 i m28°C pH 3,5
m28°C pH 4,5
0,1 -

u28°C pH 5,5
2 0,08 - =30°C pH 3,5
= =30°C pH 4,5

B 0,06 - PES
u30°C pH 5,5
0,04 - 35°C pH 3.5
0.02 - 35°C pH 4.5
35°C pH 5.5

0 p

M51 MGI10A FS09 FS11A T. reesei

Figura 5.3: Atividade enzimatica volumétrica dos extratos celuloliticos dos 4 melhores mais o
T.reesei nas temperaturas de 28, 30 e 35°C e pHs 3.5;4,5 ¢ 5,5.
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MS51 MGI10A FS09 FS11A T. reesei
Figura 5.4: Atividade enzimatica por grama de substrato dos microrganismos mais promissores
e do T.reesei CCT 2768, nas diferentes temperaturas e pHs de fermentacdo — (a) M51, (b)
MGIOA, (c) FS09, (d) FS11A e (e) T.reesei CCT 2768.

A partir dos resultados obtidos nas fermentacdes, em condi¢des supracitadas de
temperaturas e pHs, foram estabelecidos 4 microrganismos mais promissores, dentre os 12
propostos inicialmente, foram: MS51, MGI0A, FS09 e FSI11A. Juntamente com o
Trichoderma reesei CCT 2768, as suas fermentacdes foram refeitas. E a partir disso, com uso
de ferramentas estatisticas. O fungo e sua condi¢do de cultivo mais favordvel a producdo do
extrato celulolitico foi determinado (item 5./.2). E com o extrato enzimatico destes 4
microrganismos previamente selecionados foi utilizado no estudo de imobilizacio em

biofilmes.

5.1.2. Obtencao dos Extratos Enzimaticos dos fungos mais promissores

Apoés a triagem inicial e selecio dos 4 microrganismos mais promissores (M51,
MGI10A, FS09 e FS11A) em relacdo a producdo do extrato celulolitico (item 5.1.1), foi refeita
as fermentacdes e do T.reesei CCT 2768, seguindo os mesmos critérios ja estabelecidos em
relagdo ao volume, tempo, temperaturas e pHs do meio fermentativo. Depois de obtido o
extrato fungico de cada microrganismo foi realizada uma a andlise das atividades celuloliticas
utilizando as técnicas de FPase e CMCase.

As atividades enzimadticas volumétricas para a técnica de FPase (FPU/mL — item 4.2.5)
e para técnica de CMCase (UI/mL — item 4.2.6) dos extratos celuloliticos obtidos apds a
fermentacdo desses microrganismos, e em todas as condi¢des testadas, estdo representadas

abaixo, nas tabelas 5.2 e 5.3, e figuras 5.5 e 5.6, respectivamente.
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Tabela 5.2: Atividade Enzimatica Volumétrica da técnica FPase (FPU/mL) dos microrganismos selecionados,

nas fermentacoes a 28, 30 e 35°C e pHs 3,5; 4,5¢ 5,5.

FPase (FPU/mL)
28°C 30°C 35°C
pH 3,5 pH4,5 pHS5,5 pH 3,5 pH45 pHS5,5 pH 3,5 pH45 pHS5,5
Micror média +SD média +SD média +SD |média *=SD média +SD média +SD |média *=SD média +SD média =*SD
M51 0,015 0,0008 0,011 0,0031 0,018 0,0054 | 0,026 0,0011 0,025 0,0049 0,022 0,0012| 0,049 0,0041 0,021 0,0020 0,026 0,0014
MGI0 0,010 0,0006 0,012 0,0008 0,011 0,0029 | 0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,000 0,0000]| 0,022 0,0013 0,017 0,0021 0,022 0,0038
FS09 0,000  0,0000 0,003 0,0045 0,012 0,0113| 0,054 0,0127 0,021 0,0060 0,015 0,0147 | 0,016 0,0042 0,011 0,0102 0,023 0,0068
FS11A | 0,000 0,0000 0,012 0,0022 0,004 0,0075| 0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,010 0,0088| 0,014 0,0006 0,011 0,0105 0,000 0,0000
T.reesei | 0,000 0,0000 0,020 0,0014 0,013 0,0005| 0,015 0,0017 0,000 0,0000 0,017 0,0026 | 0,018 0,0028 0,011 0,0094 0,021 0,0013
Tabela 5.3: Atividade Enzimdtica Volumétrica da técnica CMCase (Ul/mL) dos microrganismos selecionados,
nas fermentagdes a 28, 30 e 35°C e pHs 3,5; 4,5 5,5.
CMCase (Ul/mL)
28°C 30°Cc 35°C
pH 3,5 pH 4,5 pH5,5 pH 3,5 pH 4,5 pH 5,5 pH 3,5 pH 4,5 pH 5,5
Micror média *SD média *SD média +SD |média *SD média +SD média +SD |média *SD média +SD média =+SD
M51 0,227 0,0051 0,177 0,0044 0,193 0,0068 | 0,821 0,1250 0,381 0,0601 0,518 0,0213 | 1,094 0,0110 0,578 0,0110 0,679 0,0170
MGI0 | 0,140 0,0179 0,141 0,0266 0,160 0,0102 | 0,173 0,0053 0,157 0,0091 0,170 0,0030 | 0,242 0,0106 0,205 0,0091 0,233 0,0185
FS09 0,240 0,0382 0,190 0,0449 0,209 0,0068 | 0,874 0,0635 0,515 0,0271 0,194 0,0140 | 0,186 0,0110 0,198 0,0213 0,247 0,0106
FSIIA | 0,177 0,0044 0,187 0,0068 0,154 0,0346 | 0,265 0,0110 0,175 0,0081 0,180 0,0170 | 0,194 0,0536 0,191 0,0061 0,194 0,0106
T.reesei | 0,168 0,0089 0,172 0,0230 0,228 0,0267 | 0,212 0,0122 0,182 0,0030 0,171 0,0220 | 0,215 0,0106 0226 0,0346 0,170 0,0213
0,07 -
0,06 - m28°C pH 3,5
m28°C pH 4,5
0,05
28°C pH 5,5
2 0,04 = 30°C pH 3,5
~
E ®30°C pH 4,5
I I 30°C pH 5,5
I
I I el 35°C pH 3,5
I
I = 35°C pH 4,5
1 35°C pH 5,5
T 1
M51 MG10 FS09 FS11A T.reesei

Figura 5.5: As atividades enzimaticas volumétricas para a técnica de FPase (FPU/mL) dos 4
microrganismos previamente selecionado mais o 7.reesei CCT 2768.
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Figura 5.6: As atividades enzimaticas volumétricas para a técnica de CMCase (UI/mL) dos 4
microrganismos previamente selecionado mais o 7.reesei CCT 2768.

Como se pode observar, contrariamente ao apresentado na primeira etapa deste trabalho
(Tabela 5.1 e figura 5.3), o fungo que apresentou maior atividade enzimatica para a técnica de
FPase nesta segunda fermentagdo foi o FS09 com 0,054 FPU/mL em 30°C e pH 3.5, seguido
pelo M51 com 0,049 FPU/mL em 35°C e pH 3,5, porém sem diferenca estatisticas (ANOVA
F=15,83 e Tukey p>0,05). Ambos foram muito superiores aos maiores valores do MG10A
(0,022 FPU/mL em 35°C e pH 5,5) e T.reesei CCT 2768 (0,021 FPU/mL em 35°C e pH 5.,5)
(ANOVA F=15,83 e Tukey p<0,05) (Tabela 5.2 e figura 5.5). Resultados bem superiores
foram apresentados por Sun et al.(2008), que trabalhando com uma linhagem mutante do
Trichoderma reesei RUT C-30 e usando como fonte de carbono o pé de palha de arroz
conseguiram uma atividade enzimdtica de 0,71FPU/mL, utilizando substrato sem pré-
tratamento, contudo utilizando o mesmo microrganismo. Porém, com substrato pré-tratado
com NaOH 10%, a atividade enzimdtica subiu para 1,07 FPU/mL. Estes valores sao
compreensiveis, devido a constituicdo deste substrato, ja que a palha de arroz possui em sua
estrutura uma menor concentragdo de lignina quando comparada a do bagago de cana, 17,2%
para 25,2%, respectivamente (PANDEY et al., 2000; TAMANINI & HAULY, 2004; BOFO,
2005). Essa diferenca pode resultar em maior facilidade de acesso dos fungos a celulose, e

assim induzir um melhor crescimento e producdo do extrato enzimdtico. Basso et al. (2010),

trabalhando com Trichoderma reesei QM9414 cultivado em bagaco de cana a 28°C,

conseguiram em 15 dias de cultivo 0,2 de FPU/mL para FPase, valores estes compreensiveis
visto que, o tempo de cultivo foi muito superior ao utilizado neste trabalho, que foi de apenas

5 dias de cultivo. Resultados bem superiores foram apresentados por Delabona et al., (2012)
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que, ao trabalharem com 72 horas de fermentacdo submersa, conseguiram uma atividade de
FPase de 0,85 FPU/mL utilizando o fungo T.harzianum P49P11. Porem além do bagacgo de
cana-de-acucar, neste meio de cultivo foi adicionado sacarose, o que pode ter fornecido um
auxilio no inicio do processo fermentativo como fonte de carbono. E neste mesmo trabalho,
quando trabalharam em biorreator (1,5L) e bagaco tratado com NaOH, em pH 6,0, a FPase
subiu para 0,95 FPU/mL, para o mesmo microrganismo.

Ribeiro (2010), utilizando bagagco de caju tratado alcalinamente (NaOH 1IM) e
Trichoderma reesei ATCC 2768, conseguiram resultados ndo muito superiores ao
apresentado neste trabalho. As méximas atividades obtidas foram de 0,074Ul/mL e 1,337
UI/mL de FPase e CMCase, respectivamente. O trabalho de isolamento de fungos
celuloliticos a partir da estac@o ecoldgica de Juréia-Itatins (SP) feito por Ruegger et al. (2004)
mostrou resultados ligeiramente inferior ao apresentado neste trabalho, sendo que os
microrganismos que apresentaram maiores valores de atividade celulolitica FPase foram o
Scopulariopsis carbonaria com 0,023 FPU/mL, seguido pelo Penicillium decumbens com
0,021FPU/mL, e foi utilizado para o cultivo desses microrganismos um meio farelo de trigo.

Um ponto interessante que vale ressaltar é em relacdo ao fungo MG10A que em um
primeiro momento mostrou-se 0 mais promissor microrganismo para producdo do extrato
celulolitico, apresentando atividade de 0,1190 FPU/mL na temperatura de 30°C e pH 5,5.
Contudo, para as mesmas condicdes de trabalho, a atividade caiu para 0. Isso pode ter
acontecido devido a alguma mutacdo sofrida por este microrganismo durante o
desenvolvimento deste trabalho.

As endoglucanases sdo enzimas que hidrolisam aleatoriamente as ligagoes f1->4 D-
glicosidicas internas (DASHTBAN et al., 2010) e ao analisar a atividade dessas enzimas, pela
técnica de CMCase (Tabela 5,3 e figura 5,6), observa-se que os melhores resultados, seguiram
o padrdo da técnica FPase, contudo com valores invertidos, ou seja, o fungo com o maior
atividade foi o M51 com 1,094 U/mL na temperatura de 35°C e pH 5,5, seguido do FS09 com
0,874 U/mL na temperatura de 30°C e pH 3,5, contudo desta vez, apesar de pequena a
diferenca entre eles, foi significante para p< 0,01 (ANOVA F=342,51). E ambos os fungos
apresentaram um valor muito superior ao maior valor de T.reesei (CCT 2768) (0,228 U/mL
em 28°C e pH 5,5) (ANOVA F=342,51 e Tukey p<0,001). Ribeiro (2010) conseguiu
resultados de endoglucanase (1,337 U/mL) ndo muito superior aos obtidos neste trabalho
(1,094 U/mL), mesmo trabalhando com uma fonte lignocelulolitica pré-tratada de bagaco de

caju e Trichoderma reesei ATCC 2768. J4 no trabalho de Basso et al., (2010) utilizando o
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fungo Trichoderma reesei QM9414 conseguiram 0,5 U/mL para CMCase, bem inferior ao
apresentado neste trabalho que o maior valor foi de 1,094U/mL para mesma técnica.

O mesmo aconteceu nos fungos isolados do solo da Estacdo Ecolégica de Juréia-
Itatins em Sao Paulo (RUEGGER et al., 2004), em que obtiveram, em relacao a atividade das
endoglucanases, valores superiores em que o maior valor foi de 1,64U/mL para o
Trichoderma harzianum V, utilizando como fonte de carbono o farelo de trigo. Ressalta-se
que para a hidrdlise de biomassa lignoceluldsica deve ser considerada a necessidade de um
complexo celulolitico, que terd que agir em sinergismo para hidrolisar essa biomassa, pois sua
conversdo enzimatica em glicose € dificil tendo em vista a natureza fisica do substrato, que €
composta de fibras cristalinas insoliveis de celulose mantidas unidas por pontes de
hidrogénio, e sdo enterradas em uma matriz de hemicelulose e lignina (COELHO et al., 2001;
PANDEY et al., 2000). Devido essa estrutura complexa das biomassas lignoceluldsicas, as
enzimas tem uma dificil acessibilidade ao substrato (BEGUIN, 1990). Ao avaliar a existéncia
de diferentes enzimas deste complexo celulolitico, pode-se propor biotecnologias para
converter a biomassa em carboidratos fermentesciveis, ao sugerir a utilizacdo de diferentes
extratos celuloliticos simultaneamente, como por exemplo, ao indicar a utiliza¢do dos extratos
dos microrganismos M51 e FS09, estudados neste trabalho e produzidos em diferentes
condi¢des de cultivo, que poderdo agir em sinergismo para degradar uma biomassa
lignoceluldsica.

Quando comparada a atividade especifica, (Tabelas 5.4 € 5.5, e figuras 5.7 e 5.8) entre
os fungos destacou-se o FS09, que apresentou a maior atividade em ambas as técnicas (FPase
e CMCase). Para a técnica de FPase o maior valor apresentado por este fungo foi de 535,28
FPU/g de proteina (35°C e pH 3.,5), sendo superior aos maiores valores apresentado pelos
outros microrganismos, inclusive o T.reesei CCT 2768 (Tabela 5.3 e figura 5.7) (ANOVA F=
6,003 e Tukey p<0,05).
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Tabela 5.4: Atividade Especifica para a técnica de FPase (FPU/g de proteinas) dos microrganismos
selecionados, nas fermentacdes a 28, 30 e 35°C e pHs 3,5; 4,5 e 5,5, por cultivo no meio a base de bagaco de
cana em 5 dias em incubadora com agitacdo orbital.

FPase (FPU/g de proteina)

28°C 30°C 35°C
pH 3,5 pH4,5 pH 5,5 pH 3,5 pH 4,5 pH 5,5 pH 3,5 pH4,5 pH 5,5
Micror | sdia  +SD  média +SD média +SD | média +SD média +SD média +SD | média +SD média +SD média +SD
M51 212,52 11,47 135,69 49,03 176,29 45,12 | 141,00 11,37 203,13 61,64 122,37 7,05 |163,28 10,17 185,64 23,07 155,70 8,87
MGI0 145,22 6,17 152,23 33,60 143,77 65,16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 |240,87 94,74 176,96 85,02 113,57 19,52
FS09 0,00 0,00 1691 2929 7745 7148 |12239 860 112,00 30,56 94,91 103,51 |535.28 180,01 8176 74,69 111,33 3421
FSI1IA 0,00 0,00 64,43 8,53 27,80 48,15 0,00 0,00 0,00 0,00 33,56 58,05 | 166,37 14,10 98,77 89,83 0,00 0,00
T.reesei | 0,00 0,00 107,07 6,36 76,65 3,61 |222,13 822 47,32 81,96 135,73 12,01 |232,50 7591 70,26 61,02 92,67 7,19
Tabela 5.5: Atividade Especifica para a técnica de CMCase (U/g de proteinas) dos microrganismos
selecionados, nas fermentagdes a 28, 30 e 35°C e pHs 3,5; 4,5 ¢ 5,5, , por cultivo no meio a base de bagaco de
cana em 5 dias em incubadora com agitacdo orbital.
CMCase (U/g de proteina)
28°C 30°C 35°C
pH 3,5 pH4,5 pH 5,5 pH 3,5 pH4,5 pHS5,5 pH 3,5 pH4,5 pH 5,5
Micror média +SD média *SD média =+SD | média *SD média +SD média +SD | média *SD média *=SD média =+SD
M51 3258,8 212,1 2054,1 249,8 1875,3 178,7 |4454,1 500,8 3025,8 804,3 28869 46,0 [3672,9 171,8 2280,5 69,5 4052,7 278,1
MGI0 |2089,1 324,0 17614 1132 19650 519,1 | 19774 2826 24349 1258 2134,1 3392 |2679.2 10102 1417,3 7819 12295 974
FS09 1906,9 414,2 1210,7 3374 1426,1 113,9 |2067,5 504,0 2709,7 152,1 1139,7 98,7 |6010,0 4688 1335,6 230,2 1207,1 26,4
FSIIA |1076,1 84,0 1002,6 259,7 936,7 1893 |2457,6 3951 15083 77,5 863,3 746,7 | 2302,3 724,33 1090,5 582,77 1963,7 2352
T.reesei | 11148 43,2 9108 128,6 1379,6 40,5 |30864 411,6 1791,8 133,0 1393,8 136,1 |2748,8 4719 10779 296,7 7573 103,0
800 -
700 - T m28°C pH 3,5
{0}
« 600 - m28°C pH 4,5
=
= 28°C pH 5,5
£ 500 - p
a ®30°C pH 3,5
400 -
< 1 ®30°C pH 4,5
o0
E 300 - 30°C pH 5,5
= 200 - I 35°C pH 3,5
L+ T I I
O,
100 - = I | _ . 35°C pH 4,5
1 T 35°C pH 5.5
0 T 1
MS51 MG10 FS09 FS11A T.reesei

Figura 5.7: As atividades especifica para a técnica de FPase (FPU/g de proteinas) dos 4
microrganismos previamente selecionado mais o 7.reesei CCT 2768.
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Figura 5.8: As atividades especificas para a técnica de CMCase (U/mL) dos 4 microrganismos
previamente selecionado mais o 7.reesei CCT 2768.

Quando analisado a atividade especifica pela técnica CMCase, observa-se um
resultado semelhante ao demonstrado pela FPase, nas mesmas condi¢des de temperatura e pH,
em que o fungo FS09 foi superior aos demais, obtendo uma atividade de 6010,0 U/g de
proteina (35°C e pH 3,5), seguido pelo M51 com 4454,1 U/g de proteina (30°C e pH 3,5),
contudo, ambos sem diferenca estatistica para p>0,05 (ANOVA F=17,63). Estes resultados
sdo interessantes, pois uma alta atividade especifica demonstra uma maior producdo de
enzimas hidroliticas de interesse (PESSOA-Jr, 2008) Isso poderia ser aplicado quando se
objetivar a purificar e separar essas proteinas no extrato flngico, ou seja, uma alta
concentracdo de proteinas com a atividade enzimdtica de interesse facilitaria no momento de
purifica¢do, diminuindo assim os custos e as etapas deste processo.

As atividades enzimdticas por grama de substrato em peso seco, para ambas as
técnicas, FPase (FPU/ g de substrato) e CMCase (U/g de substrato), estdo apresentadas na
Tabela 5.6 e figuras 5.9 e 5.10. Esta forma de analisar a atividade celulolitica apresentada para
os extratos flingico desses microrganismos, resulta em um rendimento mais real do processo
de producdo enzimdtica, ja que é dado o potencial de producdo desta enzima por grama de
substrato ofertado durante a fermentacdo, assim temos um valor mais verdadeiro dos possiveis

custos para a producao deste complexo enzimatico.
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Tabela 5.6: Atividade Enzimadtica por grama de substrato (FPU/g substrato e U/g substrato) dos microrganismos
selecionados mais o T.reesei CCT 2768 — Fermentagdes a 28, 30 e 35°C, nos pH 3,5; 4,5 ¢ 5,5.

FPase (FPU/g de substrato) e CMCase (Ul/g de substrato)

28°C 30°Cc 35°C
pH 3,5 pH4,5 pH 5,5 pH 3,5 pH4,5 pH 5,5 pH 3,5 pH4,5 pH 5,5
Micror FPU/g U/g FPU/g U/g FPU/g U/g |FPU/Jg Ul/lg FPU/g U/g FPU/fg Ulg |FPU/g U/g FPU/g U/lg FPUg Ulg
g subst  subst  subst  subst  subst  subst | subst subst subst subst subst subst | subst  subst  subst subst subst subst
M5 049 756 038 580 061 643 | 08 2737 085 1270 0,73 1728 | 1,62 3647 0,70 1927 087 2262
MGIO | 032 466 040 471 038 535 | 000 577 000 525 000 566 | 072 806 055 68 072 777
FS09 | 000 800 009 633 040 697 | 1,79 29,13 071 17,16 049 648 | 054 619 038 660 076 824
FSIIA | 000 580 041 623 015 515 | 000 88 000 58 033 601 | 047 648 038 636 000 648
T.reesei| 000 559 068 574 042 761 | 051 707 000 607 056 572 | 060 708 036 754 069 566
2,5 1
m28°C pH 3,5
X 2 1 m28°C pH 4,5
-
£ I = 28°C pH 5,5
7] 15 .
'§ ’ ®30°C pH 3,5
< = 30°C pH 4,5
L
E I =30°C pH 5,5
= I 1 II I I 35°C pH 3,5
0,5 - z
35°C pH 4.5
0 35°C pH 5,5
M51 MGI10 FS09 FS11A T.reesei
Figura 5.9: Atividade enzimdtica por grama de substrato, para técnica de FPase, dos extratos 4
melhores microrganismos mais o 7T.reesei CCT 2768, nas diferentes temperaturas e pHs de
fermentacgao.
40 -
I
35 - m28°C pH 3,5
m28°C pH 4,5
=
g u28°C pH 5,5
-
2 ®30°C pH 3,5
5 = 30°C pH 4,5
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Figura 5.10: Atividade enzimdtica por grama de substrato, para técnica de CMCase, dos
extratos 4 melhores microrganismos mais o 7T.reesei CCT 2768, nas diferentes temperaturas e

pHs de fermentacao.
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As atividades celuloliticas por grama de substrato medida pela técnica de FPase foram
mais elevadas nos extratos produzidos pelos fungos FS09 (1,79 FPU/g de substrato) e M51
(1,62 FPU/g de substrato), sendo muito superior a apresentada pelo 7. reesei CCT 2768
(0,069 FPU/g de substrato) (ANOVA F=15,19 e Tukey p<0,05). No caso da CMCase, o
fungo M51 obteve 36,46 U/g de substrato, mostrando-se neste caso superior ao o FS09 com
29,13 U/g de substrato, (ANOVA F=373,35 e Tukey p<0,01). Szakécs et al., (2000),
conseguiram um total de 7,0FPU/g substrato em peso seco, utilizando a linhagem selvagem
de Trichoderma hamatum TUB F-105, tendo a fibra de milho como fonte de carbono e
durante trés dias de fermentagdo. Valor maximo de 31 FPU/g substrato seco foi obtido no
mesmo trabalho quando utilizaram este substrato, porém com a linhagem selvagem
supracitada e o Trichoderma reesei Rut C30, em 10 dias de incubacao.

Vale ressaltar que no presente trabalho utilizou-se, como fonte de carbono para a
fermentagcdo, unicamente o bagaco in natura, ou seja, sem nenhum processo prévio de
hidrdlise, visando o minimo custo de producdo. Este fato pode ter dificultado o acesso dos
fungos ao carbono.

Contudo os resultados apresentados neste trabalho foram muito superiores quando
comparados ao do Farinas et al., (2008) que utilizaram o bagaco de cana como substrato e
produziram celulases com Aspergillus niger, e verificaram 1 FPU/g e valores abaixo de 2 U
CMCase/g de substrato seco. No presente trabalho, com as linhagens FS09 e M51 obteve-se,
respectivamente, 1,79 FPU/g para FPase e 36,46 U/g de substrato seco para CMCase.

De uma forma geral, os resultados obtidos nesta etapa do trabalho mostraram-se
bastante promissores, dado que os pardmetros operacionais relevantes no processo de
incubag¢do como temperatura, aera¢do, formulacdo do meio, tempo de fermentacio e até um
possivel pré-tratamento do substrato poderdo ainda serem otimizados. Por exemplo, o bagaco
de cana pré-hidrolisado, o estudo da fonte de nitrog€nio, os parametros de processo poderao
potencializar o crescimento fungico, com consequente aumento da concentragdo de enzimas

celuloliticas.

5.2. Caracterizacao da enzima comercial livre estudada: ROHAMENT® CL-
ABEnzyme

Para a caracterizagdo da enzima comercial na sua forma livre foram investigadas a
atividade enzimadtica pela técnica da FPase e a concentracdo total de proteinas, determinando
assim a atividade volumétrica (FPU/mL) e a atividade especifica (FPU/g de proteina), nas

concentracoes de 3, 5, 12 e 20% (v/v), nas temperaturas de 40 e 50°C e em pH 5,6. A Tabela
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5.7 fornece os valores das atividades enzimaticas volumétricas e especificas nas respectivas

concentragoes.

Tabela 5.7: Valores das atividades enzimaticas (FPU/mL) e especifica (FPU/g de proteina) da enzima livre em
diferentes concentracdes (3, 5, 12 e 20% — v/v), nas temperaturas de 40 e 50°C em pH 5,6.

Conce.ntrag?w Concentl:a(;ﬁ:) de 40°C" 50°C"
de enzima (%) proteinas
(v/v) (g/mL x 104 FPU/mL FPU/g FPU/mL FPU/g
3 13,83 0,1255 90,75 0,3401 245,95
5 37,43 0,1681 44,93 0,4389 117,28
12 77,89 0,3798 48,76 0,6114 78,50
20 92,71 0,4562 49,21 0,6762 72,94

* Concentragdo total determinada pela técnica de Bradford (item 4.2.7);
® Atividade enzimética realizada pela técnica de PFase (item 4.2.5).

Observa-se que os valores para a atividade enzimdtica e especifica foram maiores a
50°C, isso demonstra que esta enzima tem uma atividade 6tima de reagdo mais proxima a esta
temperatura. Como se pode observar na Tabela 5.8, ocorreu uma queda de mais de 65%, no
caso da concentracdo de 20% (v/v), para a atividade volumétrica (FPU/mL), quando se
compara a atividade em ambas as temperaturas. De tal modo, decidiu-se continuar o trabalho,

utilizando-se nos demais ensaios de atividade enzimatica, a temperatura de 50°C.

Tabela 5.8: Valores em porcentagem da queda de atividade enzimdtica (FPU/mL) em relagdo a diferenca de
temperatura.

Concentracao de enzima (%) (v/v) % de queda de FPU/mL de 50 para 40°C
3 36,90
5 38,31
12 62,11

20 67,47
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Figura 5.11: Atividade enzimdtica volumétrica e atividade especifica das concentracdes
enzimaticas — 3, 5, 12 e 20% a temperatura de 50°C de reacao.

Um importante dado deve ser observado com relagdo a pureza desta enzima: quando
se eleva a concentracdo da solucdo enzimdtica, o que se desejava era um aumento
proporcional de sua atividade. Contudo como se nota, ao elevar a concentracdo enzimdtica,
por exemplo, de 5 para 20%, ou 4 vezes, ocorreu um aumento de aproximadamente 2,5 vezes
na concentracdo de proteina (Tabela 5.7) . Para uma concentracdo de 3% (v/v) a 50°C, a
atividade especifica foi de 245,95 FPU/g de proteina, enquanto a 20% (v/v) foi de apenas
72,94 FPU/g de proteina. Provavelmente houve uma interferéncia do extrato concentrado na
técnica de medicdo de proteina, pois deveria haver um aumento proporcional do teor de
proteina, utilizando-se o extrato mais concentrado, j& que o veiculo da diluicdo foi dgua
deionizada. Outra hipdtese seria a possivel presenca de inibidores presentes na solucdo
original, e quando se diluiu esta solugdo, diluiu também estes possiveis inibidores elevando
assim a atividade enzimatica especifica. Esta hip6tese poderia explicar o comportamento da
atividade enzimatica (FPU/mL) onde ocorreu um aumento de apenas 2 vezes (Tabela 5.6)
elevando-se a concentracdo de enzima de 3 para 20% (aumento de 6,66 vezes), o que pode ser

devido a eficiéncia do biocataliasador operar de forma melhor com a enzima mais diluida.

5.3. Imobilizacao enzimatica

5.3.1. Imobilizacao da celulase comercial (1endo-1,4-B-glucanase) em peletes

Foi realizado o processo de imobilizagdo e obtengcdo dos derivados com enzima
comercial em peletes de acordo com a Tabela 4.1 Neste primeiro estudo, realizaram-se os

protocolos: A, A’, B e B’ com posterior tratamento enzimatico conforme descrito no item
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4.2.4.4. A concentracdo de proteinas totais das solucdes originais adicionadas ao suporte, bem
como das solugdes residuais do processo (incluindo a solugdo utilizada para descanso dos
derivados ap6s a imobilizacdo), foi quantificada e, por diferenca, determinou-se a quantidade
de proteinas imobilizadas por grama de suporte, assim como o rendimento da imobilizagao

(item 4.2.8.1 — equagdo 3) (Tabela 5.9).

Tabela 5.9: Quantidade de proteina imobilizada em peletes com tratamento enzimatico (item 4.2.4.4), e
Rendimento de proteina Imobilizada (RP).

Quantidade de proteina

imobilizada (mg de Rendimento de proteina
Derivados proteina/grama de suporte) Imobilizada (RP) (%)"
A (Alginato) 5,00 48,81
A' (Alginato - glut.) 5,31 51,96
B (Alginato + quitosana) 4,99 48,64
B' (Alginato + quitosana - glut.) 5,36 52,44

*Concentragdo de proteinas da solugdo ofertadas para cada suporte 1% (m/m), ou seja para cada 5g de suporte
foi ofertado 0,05g de proteina, calculado por Bradford (item 4.2.7);
® Calculo efetuado através da equagdo 1 (item 4.2.8.1).

Nestes protocolos de imobilizacio em peletes foram obtidos bons resultados de
imobilizacdo de proteinas visto que, para quase todos os derivados, obteve-se
aproximadamente 50% de proteinas imobilizadas. O maior valor de proteina imobilizada e,
consequentemente, maior quantia de celulase imobilizada por grama de suporte, foi o
apresentado pelo derivado B’ (5,36 mg de proteina/g de suporte), sendo este produzido por
um gel hibrido de alginato de cdlcio e quitosana tratados com glutaraldeido a 0,5%. Contudo
ndo muito distante do derivado B (4,99 mg de proteina/g de suporte), o menor valor
apresentado (Tabela 5.8).

Para estes protocolos de imobilizagdo foram preparados dois diferentes tipos de
derivados em forma de peletes, aqueles compostos somente com alginato de cdlcio, tratado ou
ndo com glutaraldeido a 0,5%, e peletes formados pelos hidrogéis, tratados ou ndo com
glutaraldeido a 0,5% (Tabela 4.1). A Tabela 5.10 apresenta os parametros de imobilizacdo

para estes derivados de celulases obtidos.
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TABELA 5.10: Atividade por grama de suporte (FPU/g de suporte), Rendimento de Atividade Imobilizada
(RAI) e Rendimento da Atividade Recuperada (AR) e Atividade Perdida (AP), para os protocolos com posterior
tratamento enzimatico (item 4.2.4.4).

Derivados FPU/g de sup. RI" (%) AR (%) AP®(%)
Soliivel (5%) 0,438" 100,00 100,00 -

A (Alginato) 0,134 15,42 76,01 3,70
A' (Alginato - glut.) 0,093 51,52 15,91 43,32

B (Alginato + quitosana) 0,080 13,59 51,43 6,60
B’ (Alginato + quitosana - glut.) 0,086 13,48 55,69 5,97

® Atividade enzimatica (FPU/mL) da soluc3o enzima (5%);
® Calculo efetuado através da equagdo 2 (item 4.2.8.2);
¢ Calculo efetuado através da equacio 3 (item 4.2.8.3);
4 Calculo efetuado através da equacgdo 4 (item 4.2.8.4).

Pode-se observar que os derivados A e A’ apresentaram os maiores valores de FPU por
grama de suporte, com 0,134 e 0,093 FPU/g de suporte, respectivamente, contra 0,080 e 0,086
FPU/g de suporte, para B e B’, respectivamente.

Apesar de ter demonstrado uma melhora do Rendimento de Imobilizacao (RI — item
4.2.8.2), quando foi tratado com glutaraldeido (0,5% - v/v), devido, principalmente, ao seu
mecanismo de acdo em fazer crosslinking tanto entre enzima-enzima e enzima-suporte
(MIGNEAULT et al., 2004), observa-se que a Atividade Recuperada destes derivados (AR —
item 4.2.8.3), fo1 de 15,91% do A’ contra 76,01% do A . Este processo refletiu, ndo somente
na atividade por grama de substrato, como também na Atividade Perdida (AP — item 4.2.8.4),
em que os derivados A apresentaram apenas 3,70% de atividade perdida, para 43,32% no A’
(Tabela 5.9). Essa perda de atividade pode ter sido causada por vdrias razdes, mas € bastante
presumivel que tenha ocorrido algum dano na estrutura da enzima durante o processo de
imobilizacdo, devido, sobretudo, a acdo degradante do glutaraldeido sobre as enzimas. Por
outro lado, o agente bifuncional pode ter induzido a enzima a ligar-se de vdrias formas ao
suporte e assim, sua atividade pode ter sido afetada por uma liga¢do que tenha comprometido
o sitio catalitico da molécula ou dificultado a sua disponibilidade para o substrato. Spagna et
al., (1998) e Lopes, (2006) confirmam resultados degradantes deste agente bifuncional,
quando afirmaram que varios compostos podem agir como inibidores enzimaticos, induzindo
uma perda total ou parcial de sua atividade, que pode ser atribuida a diversos fatores, no qual
cada enzima responde diferentemente a diferentes tratamentos quimicos e fisicos. Lima et al.,
(2007), trabalhando com a enzima aldeido desidrogenase, verificaram que o glutaraldeido
utilizado como agente bifuncional em imobilizagdo, desnaturou parcialmente a enzima. A
natureza da enzima € a principal responsdvel pela acdo desnaturante destes agentes. No caso,

estudos mostram que enzimas ricas em lisina s3o mais resistentes a acdo negativa do
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glutaraldeido (BROUN, 1976). A concentracdo da enzima e do glutaraldeido devem ser
cuidadosamente consideradas para se obterem derivados via crosslinking ativos. Baixas
concentracoes de enzima e do agente bifuncional tende a induzir ligagdes cruzadas
intramolecular, ou seja, ocorrer ligacdes entre a mesma enzima (ZABORSKY, 1973), contudo
a atividade enzimdtica € inversamente proporcional a concentracdo de glutaraldeido, no qual
um excesso de crosslinking, ou ligacio cruzada, pode resultar em uma distor¢cdo na estrutura
da enzima (CHUI & WAN, 1997), e essa modificagdo conformacional pode induzir uma
perda do sitio catalitico, reduzindo assim, a sua atividade enzimatica.

Em uma segunda etapa de imobilizacdo em peletes, o preparo dos derivados de
celulases foi com a enzima comercial ja adicionada durante seu preparo (Tabela 4.1). A
concentracdo de proteinas totais das solugdes originais adicionadas ao suporte, bem como das
solucdes residuais do processo (incluindo a solucdo utilizada para descanso dos derivados
ap6s a imobilizacdo), foi quantificada e, por diferenca, determinou-se a quantidade de
proteinas imobilizadas por grama de suporte, assim como o rendimento da imobilizacio

(Tabela 5.11).

Tabela 5.11: Quantidade de proteina imobilizada em peletes com enzima ja adicionada (item 4.2.4.3), e
Rendimento de proteina Imobilizada (RP).

Quantidade de proteina Rendimento de enzima
Derivados imobilizada (mg de proteina/grama Imobilizada (RP) (%)"
de suporte) ®
A (Alginato) 11,91 85,60
A' (Alginato - glut.) 11,99 86,15
B (Alginato + quitosana) 12,01 86,35
B’ (Alginato + quitosana - glut.) 12,04 86,52

*Concentragdo de proteinas da solugdo ofertadas para cada suporte 1% (m/m), ou seja para cada 5g de suporte
foi ofertado 0,05g de proteina, calculado por Bradford (item 4.2.7);
> Célculo efetuado através da equagdo 1 (item 4.2.8.1).

Nestes protocolos de imobiliza¢do em peletes com adi¢do da enzima durante o preparo
dos suportes, houve uma imobilizacdo consideravel visto que todos os derivados desta etapa
obtiveram mais de 85% de rendimento de proteinas imobilizadas (RP) (Tabela 5.10).

Para os quatro diferentes derivados, a concentragdo de proteina por grama de suporte
foi de aproximadamente 12 mg de proteina/g de suporte, que no caso foi de 2,4 vezes superior
ao apresentado pela técnica de imobilizacdo anterior (Tabela 5.9), na qual foi feito um

tratamento enzimadtico apds o preparo dos suportes.
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Nestes protocolos de imobilizacio foram preparados dois diferentes tipos de derivados
em forma de peletes (item 4.2.4.2): A, A’, B e B’ (Tabela 4.1). Os resultados destas

imobilizacdes estdo apresentados na Tabela 5.12.

TABELA 5.12: Atividade por grama de suporte (FPU/g de suporte), Rendimento de Atividade Imobilizada (RI)
e Rendimento da Atividade Recuperada (AR) e Atividade Perdida (AP), para os protocolos com adi¢do da
enzima durante a producdo dos suportes (item 4.2.4.3).

FPU/g de
Derivados suporte RI” (%) AR (%) AP (%)
Soliivel (5%) 0,438% 100,00 100,00 -
A (Alginato) 0,1412 13,47 96,05 0,53
A' (Alginato - glut.) 0,0771 13,53 52,21 6,47
B (Alginato + quitosana) 0,1535 56,17 25,02 42,12
B’ (Alginato + quitosana - glut.) 0,1723 55,39 28,49 39,61

® Atividade enzimatica (FPU/mL) da solugdo enzima (5%);
® Calculo efetuado através da equagdo 2 (item 4.2.8.2);
¢ Calculo efetuado através da equacio 3 (item 4.2.8.3);
¢ Célculo efetuado através da equacdo 4 (item 4.2.8.4).

Para esta segunda etapa de imobilizagdo envolvendo suportes no formato de peletes,
pode-se observar que os derivados B e B’ obtiveram maiores valores de FPU por grama de
suporte, chegando a 0,1535 e 0,1723 FPU/g de suporte, respectivamente. Estes resultados
foram no minimo 1,2 vezes superiores ao de maior valor de atividade apresentados pelos
derivados dos protocolos anteriores, sendo o maior com 0,134FPU/g de suporte (Tabela 5.10).

Neste caso, percebe-se que o glutaraldeido ndo auxiliou no aumento de rendimento de
imobilizacdo (RI — item 4.2.8.2) j& que para ambos os derivados, tratados ou ndo com este
agente bifuncional, os resultados de rendimento foram préximos (Tabela 5.12). Contrastando
com o resultado apresentado anteriormente, para os protocolos A e A’ (Tabela 5.10), em que
pelo menos no Rendimento de Imobilizacio (RI) foi elevado pela utilizacdo do glutaraldeido.
O mesmo aconteceu com Cardias et. al. (1999) que, trabalhando com Penicilina G Acilase em
silica-glutaraldeido, obtiveram uma atividade relativa em torno de 70% superior ao nao
tratado, mostrando que a utilizacdo deste agente bifuncional pode melhorar o rendimento de
imobilizacdo, e assim melhorar a atividade catalitica do derivado. Contudo, como j4 citado,
diferentes enzimas possuem diferentes comportamentos perante esse agente de crosslinking
(BROUN, 1976), ou mesmo uma concentracdo muito baixa perante o tipo de suporte pode

ndo ser o suficiente para melhorar a imobilizagao (ZABORSKY, 1973).
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Os protocolos a base dos géis hibridos conseguiram atingir um maior valor de
Rendimento de Imobilizacdo (RI — item 4.2.8.2) provavelmente devido a existéncia de
grupamentos aminas livres reativos presentes na quitosana e assim apresentar uma maior
afinidade por proteinas (MONTEIRO-JUNIOR, 1999). Como foi feito a adi¢do da enzima
comercial durante o preparo dos peletes, provavelmente foi facilitado o contato da enzima
com a quitosana. Este processo pode ser o responsdvel por elevar o rendimento da
imobilizacdo (RI), o que ndo aconteceu nos protocolos anteriores, j4 que a enzima sé foi
adicionada aos suportes apds seu preparo.

Porém, como € observavel, a Atividade Recuperada (AR — item 4.2.8.3) para estes
protocolos que utilizaram a quitosana (B — 28,49% e B’ — 25,02%), foram bem inferiores
quando comparados aos derivados A e A’(A — 96,05% e A’ — 52,21%). Este evento
provavelmente aconteceu devido a ligacdo da enzima aos grupamentos aminas da quitosana, a
qual pode ligar-se de vérias formas e assim, comprometer o sitio catalitico das celulases
imobilizadas, tendo a sua atividade afetada, ou mesmo pela baixa acessibilidade do substrato
ao sitio ativo da enzima imobilizada (problemas difusionais), j4 que a enzima ativa pode ter
sido imobilizada no interior dos peletes, devido ao processo de producgdo desses derivados.

Sendo assim, devido a cinética enzima/substrato, a enzima imobilizada pode néo estar
sendo governada apenas por interacdes entre enzima e substrato, mas pode também estar
sendo limitada pela taxa de difusdo do substrato a superficie do suporte, ou internamente, por
entre os poros do suporte. Por este motivo, mesmo as celulases estando imobilizadas
ativamente no interior dos peletes de quitosana/alginato, ndo conseguem entrar em contato
direto com o substrato da técnica FPase, devido a incapacidade destes penetrarem
eficientemente nos poros destes hidrogéis.

Para os protocolos A e A’ ocorreu uma diminui¢do da Atividade Recuperada quando
tratados com o glutaraldeido (0,5% - v/v), podendo ser o mesmo problema enfrentado nos
protocolos anteriores, em que o glutaraldeido, provavelmente tenha inibido a atividade
enzimdtica.

Os possiveis problemas que afetaram a atividade recuperada refletiram na Atividade
Perdida, mostrando que para os protocolos que utilizaram a quitosana, a atividade perdida foi
de aproximadamente 40%, contra 6,47% para o derivado A’ e de apenas 0,53% para o
derivado A (Tabela 5.10). Martins (2007), ao imobilizar celulases comerciais em hidrogéis de
alginato/quitosana conseguiu como melhor resultado 42,2% de rendimento de imobilizacdo e

com atividade recuperada de 46,3%. Quando este mesmo autor trabalhou com hidrogéis
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ativados com glutaraldeido, o resultado foi de 40,6% de rendimento de imobilizagdo com
56,3% de atividade recuperada.

Ap6s ter finalizado as imobilizagdes em peletes e preparo dos derivados, estes foram
submetidos a testes de estabilidade através de reciclos da atividade celulolitica pela técnica
FPase . Os resultados destes testes estdo dispostos nas figuras 5.13 e 5.14, para ambos os

protocolos de preparo dos derivados.
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Figura 5.13: Reciclo das atividades enziméticas dos derivados pela técnica FPase (50°C por 60
minutos) nos protocolos com posterior tratamento enzimatico (item 4.2.4.4).
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Figura 5.14: Reciclo das atividades enzimaticas dos derivados pela técnica FPase (50°C por
60 minutos), com suportes preparados ja com a enzima adicionada (item 4.2.4.3).
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Observa-se que a técnica de preparo dos derivados com suportes preparados ja com a
enzima adicionada conseguiram atingir uma estabilidade maior, ao longo de sucessivos
reciclos de atividade celulolitica. Na Figura 5.14 mostra-se que foi conseguido até 12
reutilizagdes da enzima imobilizada para os derivados B e B’, enquanto os derivados do
protocolo de preparo com posterior tratamento enzimético, a atividade celulolitica foi zerada
Jano 5° reciclo, para todos os derivados (Figura 5.13).

Cabe ressaltar, nestes casos, que em nenhum protocolo de producdo dos derivados
utilizando o glutaraldeido demonstrou um ganho em estabilidade (Figura 5.13 e 5.14).

O derivado B com enzima j4 adicionada apresentou o melhor resultado no final de
suas reutilizacdes (Figura 5.14 — item 4.2.4.3), com um total somado em 13 ciclos foi de 1,59
FPU/g de suporte, e a0 comparar com a enzima livre a 5% (0,4389 FPU/mL), pode-se dizer que
este derivado teve aproximadamente 4 vezes mais atividade celulolitica do que a enzima livre.

Em outro cdlculo, para produzir o derivado B foi ofertado 15,28 FPU Total
(equivalente a 1% de proteina em relacao ao peso final do suporte). Como foi preparado 15g
de suporte, e apds 13 reciclos obteve-se 1,59FPU/g de suporte, portanto conseguiu-se 23,85
FPU Total, com um saldo positivo de 8,57 FPU entre o que foi gasto para a imobilizacdo e o
que se obteve com a reutilizagdo dos derivados. Sendo assim, conseguiu-se um aumento real
de 56% da atividade celulolitica com o uso desta tecnologia de imobilizacdo, isso sem
considerar a enzima que nao foi imobilizada, mas continua ativa no liquido residual e que
podera ser utilizada numa nova imobilizacgao.

5.3.2. Testes preliminares de adsor¢cio da enzima comercial (lendo-1,4-p-
glucanase) em zedlita e resina de troca ionica e poliestireno

Testes preliminares para a adsor¢do da celulase comercial em diferentes agentes
adsorventes foram realizados visando o melhor para que este fosse usado nos protocolos de
imobilizacdo em biofilmes de acordo com a Tabela 4.1, que no caso sdo os protocolos E e E’.
A concentracdo de proteinas totais das solugdes originais adicionadas ao suporte, bem como
das solucdes residuais do processo (incluindo a solugdo utilizada para descanso dos derivados
apés a imobilizacdo) foi quantificada e, por diferenca, determinou-se a quantidade de
proteinas imobilizadas por grama de suporte, assim como o rendimento da imobilizac¢do (item

4.2.8.1 — equagdo 1) (Tabela 5.13).
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Tabela 5.13: Quantidade de 1-endo-1,4-B-glucanase adsorvidas pelos agentes adsorventes (item 4.2.4.5), e
Rendimento de proteina Imobilizada (RP).

Quantidade de proteina

adsorvida (mg de Rendimento de proteina
Derivados proteina/grama de suporte) Imobilizada (RP) (%)"
Zedlita 0,46 4,67
Resina de troca ionica 0,97 9,75
Poliestireno 2,26 22,71

*Concentragio de proteinas da solugfo ofertadas para cada suporte 1% (m/m), ou seja para cada 1,5g de suporte
foi ofertado 0,15g de proteina, calculado por Bradford (item 4.2.7);
> Célculo efetuado através da equagio 1 (item 4.2.8.1).

Nestes protocolos de adsorcdo para estes agentes os resultados foram insatisfatorios,
em que o maior valor alcangado no rendimento de proteina imobilizada (RP) foi de 22,71%.
Contrastando com os resultados observados quando se imobilizou essas proteinas em peletes,
nos protocolos com posterior tratamento enzimatico os valores chegaram a 50% de proteinas
imobilizadas (Tabela 5.9), e alcancando mais de 80% quando a enzima ja adicionada durante
o preparo dos derivados (Tabela 5.13). Neste caso o maior valor de proteina por grama de
suporte, foi o apresentado pelo poliestireno (2,26 mg de proteina/g de suporte) (Tabela 5.11).

Nestes testes preliminares de adsor¢do foram utilizados trés diferentes suportes:
zellita, resina de troca idnica e o poliestireno, em que todos passaram pelos mesmos
processos de tratamento enzimdtico. A Tabela 5.14 e figura 5.15 apresentam os parametros de

imobilizacdo para estes derivados de celulases obtidos.

TABELA 5.14: Atividade por grama de suporte (FPU/g de suporte), Rendimento de Atividade Imobilizada
(RAI) e Rendimento da Atividade Recuperada (AR) e Atividade Perdida (AP), para os protocolos com adsor¢ao
em diferentes agentes adsorventes (item 4.2.4.5).

Derivados FPU/g de sup. RI" (%) AR (%) AP (%)
Soliivel (5%) 0,438* 100,00 100,00 -
Zeolita 0,1311 83,30 13,45 72,10
Resina de troca ionica 0,3182 33,34 81,57 6,14
Poliestireno 0,1613 68,81 20,04 55,02

® Atividade enzimatica (FPU/mL) da solucdo enzima (5%);
® Calculo efetuado através da equagdo 2 (item 4.2.8.2);
¢ Calculo efetuado através da equacdo 3 (item 4.2.8.3);
4 Calculo efetuado através da equacgdo 4 (item 4.2.8.4).
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Figura 5.15: Rendimento de Atividade Imobilizada (RI) e Rendimento da Atividade
Recuperada (AR) e Atividade Perdida (AP), para os protocolos com adsor¢cao em diferentes
agentes adsorventes (item 4.2.4.5).

Pode-se observar que os maiores valores de FPU por grama de suporte foi da resina de
troca i6nica, com 0,3182 FPU/g de suporte, sendo praticamente o dobro dos demais agentes
adsorvente (Tabela 5.12).

O suporte zeolita e o poliestireno, apesar de terem apresentado melhores Rendimentos
de Imobilizacdo (RI — item 4.2.8.2) (83,30% e 68,81% respectivamente), suas Atividades
Recuperada (AR — item 4.2.8.3) foram de apenas 13,45% para zedlita e de 20% para o
poliestireno, refletindo tanto na Atividade Perdida (AP — item 4.2.8.4), como no FPU por
grama de suporte. Sendo assim o melhor derivado em adsor¢do da celulase comercial foi a
resina de troca i0nica, que mesmo apresentando um RI de 33,34%, seu AR foi de 81,57%, que
atuou diretamente na AP (6,14%) como no FPU/g de suporte (0,3182) (Tabela 5.14 e figura
5.15).

Desta forma, observa-se que os valores para a atividade enzimdtica dos derivados
constituidos a partir da resina de troca idnica mostrou-se, neste primeiro momento, uma maior
eficiéncia em adsorver a enzima comercial. Desta forma, decidiu-se utilizd-lo como agente
adsorvente nos protocolos E e E’ (Tabela 4.1 e item 4.2.4.3.5), objetivando-se uma melhora

tanto na imobilizacdo como na estabilidade da celulase comercial nos biofilmes.

5.3.3. Imobilizacao da celulase comercial (1endo-1,4-B-glucanase) em biofilmes
O processo de imobilizacdo e obtencdo dos derivados em forma de biofilme foram
realizados com enzima comercial de acordo com a Tabela 4.1, que neste caso, foram

realizados os protocolos: C, C’, D, D’ e E, E’ com posterior tratamento enzimético conforme
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descrito no item 4.2.4.4. A concentracdo de proteinas totais das solucdes originais adicionadas
ao suporte, bem como das solugdes residuais do processo (incluindo a solugdo utilizada para
descanso dos biofilmes apds a imobiliza¢do), foi quantificada e, por diferenca, determinou-se
a quantidade de proteinas imobilizadas por grama de suporte, assim como o rendimento da

imobilizacdo (item 4.2.8.1 — equacdo 3) (Tabela 5.15).

Tabela 5.15: Quantidade de 1-endo-1,4-B-glucanase imobilizadas em biofilmes com posterior tratamento
enzimdtico (item 4.2.4.4), e Rendimento de proteina Imobilizada (RP).

Quantidade de proteina

imobilizada (mg de Rendimento de proteina
Derivados proteina/grama de Imobilizada (RP) (%)"
suporte)®
C (Alginato) 2,78 27,96
C' (Alginato - glut.) 3,21 32,34
D (Alginato + quitosana) 0,11 1,13
D’ (Alginato + quitosana — glut.) 4,56 45,87
E (Alginato + agente adsorvente ©) 1,49 15,05
E' (Alginato + agente adsorvente ©) 1,60 16,08

*Concentragio de proteinas da solugdo ofertadas para cada suporte 1% (m/m), ou seja para cada 5g de suporte
foi ofertado 0,05g de proteina, calculado por Bradford (item 4.2.7);

> Célculo efetuado através da equagdo 1 (item 4.2.8.1);

¢ Agente adsorvente determinado no item 5.3.2.

Nestes protocolos de imobilizagdo em biofilmes obtiveram resultados de imobilizacao
de proteinas abaixo da média, em que todos os valores foram abaixo de 50% de proteinas
imobilizadas. O maior valor, por grama de suporte, foi o apresentado pelo biofilme D’ (4,56
mg de proteina/g de suporte), chegando a 45,87% de Rendimento de Proteina (RP) sendo que
este biofilme foi produzido por um gel hibrido de alginato de cdlcio e quitosana tratados com
glutaraldeido a 0,5% (Tabela 4.1), o que demonstra uma agdo de crosslinking realizado por
este agente bifuncional. Valor ndo muito distante foi verificado pelo biofilme C’ (3,21mg de
proteina/g de suporte), com 32,24% de RP (Tabela 5.15).

Para estes protocolos de imobilizacdo em biofilmes foram preparados trés diferentes
tipos de derivados, aqueles compostos somente com alginato de célcio, tratado ou ndo com
glutaraldeido a 0,5%, os formados pelos hidrogéis (alginato de cdlcio e quitosana), tratados ou
nao com glutaraldeido a 0,5%, e o terceiro tipo sdo os biofilmes formado por alginato de
célcio com adicao do agente adsorvente (item 5.3.2) (Tabela 4.1). A Tabela 5.16 apresenta os

parametros de imobilizacao obtidos, para estes biofilmes de celulases imobilizadas.
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TABELA 5.16: Atividade por grama de suporte (FPU/g de suporte), Rendimento de Atividade Imobilizada
(RAI) e Rendimento da Atividade Recuperada (AR) e Atividade Perdida (AP), para os protocolos em biofilmes
com posterior tratamento enzimdtico (item 4.2.4.4).

Derivados FPU/g de sup. RI" (%) AR (%) AP®(%)
Soliivel (5%) 0,438" 100,00 100,00 -

C (Alginato) 0,105 28,54 15,03 24,25
C' (Alginato - glut.) 0,093 35,33 10,74 31,54
D (Alginato + quitosana) 0,047 55,46 3,50 53,52
D' (Alginato + quitosana — glut.) 0,089 46,13 7,91 42,48

E (Alginato + agente adsorvente ©) 0,075 23,11 13,29 20,04
E' (Alginato + agente adsorvente ©) 0,091 24,59 15,20 20,85

? Atividade enzimatica (FPU/mL) da soluc3o enzima (5%);
® Calculo efetuado através da equagdo 2 (item 4.2.8.2);

¢ Calculo efetuado através da equago 3 (item 4.2.8.3);

¢ Calculo efetuado através da equacgao 4 (item 4.2.8.4);

¢ Agente adsorvente determinado no item 5.3.2.

Pode-se observar que os biofilmes C e C’ apresentaram os maiores valores de FPU por
grama de suporte, com 0,105 e 0,093 FPU/g de suporte, respectivamente, contra 0,047 e 0,089
FPU/g de suporte, para D e D’, respectivamente e 0,075 e 0,091 para os biofilmes E e E’,
respectivamente.

Para os biofilmes C e C’ apesar de ter demonstrado uma melhora no Rendimento de
Imobilizacdo (RI —item 4.2.8.2), quando este tratado com glutaraldeido (0,5% - v/v), observa-
se que a Atividade Recuperada (AR — item 4.2.8.3) foi levemente inferior sendo que o
biofilme C’ obteve 10,74% de AR para 15,03 de AR no biofilme C. Para os demais biofilmes
o glutaraldeido ndo demonstrou, para estes protocolos, um ganho significativo, sendo que na
realidade seus valores foram inferiores aos biofilmes ndo tratados, o que demonstrou uma
ineficiéncia em sua utilizacdo como agente de crosslinking.

Quando comparado com os derivados em peletes com posterior tratamento enzimatico
(Tabela 5.10), estes biofilmes mostraram-se menor eficiéncia na imobilizagcdo, visto que o
derivado A apresentou um FPU/g de suporte de 0,134, com um RI de 15,42% e um AR de
76,01%.

Em uma segunda etapa de imobilizacdo em biofilmes, o preparo destes foi com a
enzima comercial j4 adicionada durante seu preparo (Tabela 4.1). A concentragdo de proteinas
totais das solugdes originais adicionadas ao suporte, bem como das solugdes residuais do
processo (incluindo a solug¢ao utilizada para descanso dos derivados apds a imobilizagdo), foi
quantificada e, por diferenga, determinou-se a quantidade de proteinas imobilizadas por grama

de suporte, assim como o rendimento da imobilizagcao (Tabela 5.17).
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Tabela 5.17: Quantidade de 1-endo-1,4-B-glucanase imobilizadas em biofilmes com enzima ja adicionada (item
4.2.4.3), e Rendimento de proteina Imobilizada (RP).

Quantidade de proteina

imobilizada (mg de Rendimento de proteina
Derivados proteina/grama de suporte) Imobilizada (RP) (%)"
C (Alginato) 9,35 94,78
C' (Alginato - glut.) 9,64 97,54
D (Alginato + quitosana) 5,91 33,15
D' (Alginato + quitosana — glut.) 5,91 33,15
E (Alginato + agente adsorvente ©) 10,61 88,89
E' (Alginato + agente adsorvente ©) 11,24 93,89

*Concentragdo de proteinas da solugdo ofertadas para cada suporte 1% (m/m), ou seja para cada 5g de suporte
foi ofertado 0,05g de proteina, calculado por Bradford (item 4.2.7);

® Célculo efetuado através da equacio 1 (item 4.2.8.1);

¢ Agente adsorvente determinado no item 5.3.2.

Nestes protocolos de imobilizacdo em biofilmes com adi¢do da enzima durante o
preparo dos derivados, houve uma imobiliza¢do consideravel para os biofilmes Ce C’, Ee E’,
visto que todos ficaram acima de 88% de RP, no qual o C’ chegou a 97,54% de RP (Tabela
5.17). O maior valor de concentracdo de proteina por grama de suporte foi para o biofilme E’
de 11,24 mg de proteina/g de suporte, sendo de aproximadamente 2,5 vezes superior a0 maior
valor apresentado pela técnica de imobilizacdo em biofilmes anterior (Tabela 5.15).

Nestes protocolos de imobilizacdo foram preparados trés diferentes tipos de biofilmes,
tratados ou ndao com glutaraldeido (Tabela 4.1). Os resultados destas imobilizagdes estdo

apresentados na Tabela 5.18.

TABELA 5.18: Atividade por grama de suporte (FPU/g de suporte), Rendimento de Atividade Imobilizada (RI)
e Rendimento da Atividade Recuperada (AR) e Atividade Perdida (AP), para os protocolos com adicdo da
enzima durante a produgdo dos biofilmes (item 4.2.4.3).

Derivados FPU/g de sup. RI" (%) AR (%) AP"(%)
Soliivel (5%) 0,438* 100,00 100,00 -

C (Alginato) 0,063 36,35 12,58 31,78
C' (Alginato - glut.) 0,050 53,55 6,78 49,92
D (Alginato + quitosana) 0,120 22,45 54,08 10,31
D' (Alginato + quitosana — glut.) 0,015 17,76 8,77 16,20

E (Alginato + agente adsorvente ©) 0,085 36,23 14,71 30,90
E' (Alginato + agente adsorvente ) 0,049 30,82 10,03 27,73

® Atividade enzimatica (FPU/mL) da soluc3o enzima (5%);

® Calculo efetuado através da equagdo 2 (item 4.2.8.2);

¢ Calculo efetuado através da equacdo 3 (item 4.2.8.3);

4 Calculo efetuado através da equacgdo 4 (item 4.2.8.4);

¢ Agente adsorvente ou de liga¢do determinado no item 5.3.2.
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Nestes protocolos de imobilizacdo em biofilmes com enzima j4 adicionada durante o
preparo, pode-se observar que o biofilme D obteve o maior valor de FPU por grama de
suporte, chegando a 0,120 FPU/g de suporte. Para estes protocolos de imobilizacdo percebe-se
que o glutaraldeido elevou o Rendimento de Imobilizacdo (RI — item 4.2.8.2)
excepcionalmente para o biofilme C’ (53,55%) em contrapartida do biofilme C (36,35%).
Contudo como se percebe na Atividade Recuperada (AR — item 4.2.8.3) foi bem inferior ao
nido tratado com glutaraldeido (0,5% - v/v) de 12,58% caiu par a 6,78%. Este fato,
provavelmente ocorreu devido a acdo desnaturante provocada por este agente bifuncional
sobre a enzima (Lopes, 2006). No restante dos protocolos de imobiliza¢do em biofilmes com
a enzima j& adicionada, o glutaraldeido nio auxiliou no aumento de RI, ja que para estes
biofilmes, quando tratado com este agente de crosslinking, seus valores foram inferiores
(Tabela 5.16). Contrastando com o resultado apresentado nas imobilizacdes em peletes que
para os protocolos A e A’ (Tabela 5.10), em que pelo menos no Rendimento de Imobilizagao
(RI) foi elevado pela utilizacdo do glutaraldeido, subindo de 15,42% para 51,52% quando o
mesmo protocolo foi tratado com o agente bifuncional. Como j4 referido, o glutaraldeido pode
atuar de diferentes maneiras perante diferentes enzimas e suportes (ZABORSKY, 1973;
BROUN, 1976).

Ao imobilizar celulases comerciais em hidrogéis de alginato/quitosana, Martins (2007)
conseguiu, como melhor resultado de Atividade Recuperada, 46,3%. Quando o autor tratou
esses hidrogéis com glutaraldeido a Atividade Recuperada subiu para 56,3%, resultados nao
muito distantes dos apresentados neste trabalho.

Ap6s ter finalizado as imobiliza¢des nos biofilmes e preparo destes derivados, estes
foram submetidos a testes de estabilidade através de reciclos da atividade celulolitica pela
técnica FPase (item 4.2.5). Os resultados destes testes estao dispostos nas figuras 5.16 e 5.17,

para ambos os protocolos de preparo dos biofilmes.
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Figura 5.16: Reciclo das atividades enzimaticas dos biofilmes pela técnica FPase (50°C por 60
minutos) nos protocolos com posterior tratamento enzimatico (item 4.2.4.4).
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Figura 5.17: Reciclo das atividades enziméticas dos biofilmes pela técnica d FPase (50°C por
60 minutos) com suportes preparados j4 com a enzima adicionada, para os biofilmes sem
tratamento com glutaraldeido (item 4.2.4.3).
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Figura 5.18: Reciclo das atividades enzimaticas dos biofilmes pela técnica d FPase (50°C por
60 minutos) com suportes preparados jd com a enzima adicionada, para os biofilmes tratados
com glutaraldeido (item 4.2.4.3).

Os resultados apresentados demonstram que os biofilmes que tiveram seu preparo com
posterior tratamento enzimdtico, tiveram uma baixa estabilidade, visto que seus reciclos para
a atividade celulolitica ndo apresentaram atividade para todos os biofilmes ja no 6° reciclo
(Figura 5.16). Igualmente aos resultados obtidos nas imobiliza¢des utilizando peletes como
derivados, observa-se que a técnica de preparo destes biofilmes, com derivados preparados ja
com a enzima adicionada conseguiram atingir uma maior estabilidade ao longo de sucessivos
reciclos de atividade celulolitica. Contudo, contrariamente ao apresentado no primeiro teste de
atividade enzimética, em que o biofilme D apresentou resultados superiores aos demais, na
Figura 5.17 mostra-se que foi alcancado até 28 reutilizacdes da enzima imobilizada, contudo
com os biofilmes Ee E’.

Compete notar, nestes casos, que os biofilmes que tiveram a adicdo dos agentes
adsorventes mostraram-se superiores ao demais (Figura 5.17), porém sem ganho expressivo
ao utilizar o agente bifuncional. Que no caso o biofilme E obteve-se somados os 28 reciclos

1,95 FPU/g de suporte, enquanto E’ alcangou 2,3 FPU/g de suporte.
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Quando comparado com o derivado B (Figura 5.14), na forma de peletes, onde
somando-se as 13 reutilizacGes obteve um total de 1,59 FPU/g de suporte, com o E’ este
ultimo foi 44,6% superior em FPU/g de suporte, que em um primeiro momento mostra-se
uma maior vantagem nessa forma de imobilizac@o. Entretanto ao se comparar pela quantidade
de atividade ofertada para producdo destes imobilizados, e assim determinar o ganho real em
atividade enzimadtica, ao biofilme E foi ofertado 4,79 FPU Total (equivalente a 1% de proteina
em relacdo ao peso final do suporte), e como foi preparado 3g deste biofilme com 2,3 FPU/g
de suporte, alcangou-se um total de 6,9 FPU Total, com um saldo positivo de 2,11 FPU.
Assim sendo, ocorreu um aumento real de 44,05% da atividade celulolitica para a
imobilizacdo neste biofilme, contra 56% de aumento real para a imobilizacdo em peletes.

Estes resultados demonstraram mais uma vez que a tecnologia de preparo de
derivados propostos neste trabalho, tanto utilizando o formato de peletes como biofilmes ,
mostrou uma economia e ganho quando comparado a utilizacao da enzima livre.

Considerando-se ainda que este € apenas um inicio dos estudos com esta técnica, e
que € possivel melhord-la considerando vérios parametros de imobilizacdo, tais como: a
relacdo mais apropriada entre proteina enzimdtica e massa de suporte, temperatura, pH e
tempo de imobilizacdo, associacdes entre diferentes suportes, ativacdo destes suportes com
outras concentracdes € outros agentes funcionais tais como o glicidol caminhando para a
imobilizacdo multipontual, pureza do extrato enzimatico, etc. Com estes estudos pode-se
avancar no desenvolvimento desta tecnologia com aumento do rendimento e estabilidade das
enzimas imobilizadas.

Tais resultados abrem caminho para utilizacdo de residuos celulésicos tais como
papelao, papel, jornal, e também os lignoceluldsicos que podem sofrer pré-tratamento e assim
liberar a porcao celuldsica. O objetivo final serd a producdo de agucares fermentesciveis de
baixo custo, com ampla aplica¢do na industria biotecnoldgica atendendo aos objetivos iniciais

deste trabalho, bem como a reducao de lixo e danos ambientais.

5.3.4. Imobilizacao do extrato celulolitico produzido em biofilmes

Posteriormente a producdo e obtencdo dos extratos enzimadticos dos fungos mais
promissores (item 5.7.2), foram selecionados os dois mais efetivos, nas melhores condicdes
de cultivo e fermentacdo para produgdo de extratos com atividade celulolitica, sendo estes: a
linhagem FS 09 (pH 3.5 e temperatura 30°C) e M51 (pH 3,5 e temperatura 35°C) (Tabela 5.2
e Figura 5.5).
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ApOs esta selecao foi realizado o processo de imobilizagdo e obtencdo dos derivados
em forma de biofilme (Tabela 4.1 e item 4.2.4.1), que neste caso foram os protocolos: C, C’,
D, D’ e E, E’ com adi¢do de 1:1 (v/v) do extrato fingico e das solucdes referentes a cada
biofilme. Em seguida, foi feita andlises da atividade celulolitica pela técnica FPase (item
4.2.5) para cada protocolo de imobilizacdo, assim como consecutivos reciclos dos derivados
para determinar a estabilidade destes. Contudo, nenhum protocolo de imobilizacdo e produgdo
dos biofilmes, tratados ou ndo com glutaraldeido, apresentou atividade celulolitica. Porém
foram realizados sucessivos reciclos para determinar uma possivel atividade apds alguns
ciclos, e novamente os resultados foram negativos para atividade celulolitica.

Estes resultados negativos provavelmente ocorreram devido a baixa atividade
celuloliticas apresentada pelos extratos produzidos por estes fungos que foram de 0,054
FPU/mL para o FS09 (30°C e pH 3,5) ¢ 0,049 FPU/mL para M51 (35°C e pH 3.,5). Ao
realizar a execugdo destes protocolos de imobilizagdo, ocorreu uma nova diluicdo destas
atividades enzimaticas, tornando-as ainda mais baixas, contrastando com os resultados
obtidos quando se utilizou a enzima comercial imobilizada em biofilmes (item 5.3.3), onde a
atividade das enzimas comerciais usadas para imobilizacdo foram cerca de 7-8 vezes superior
aos extratos produzidos. Esta pode ser uma provavel razao para o sucesso na imobilizagdo da
enzima comercial que atingiu 28 reciclos mantendo atividade. Uma alternativa para confirmar
esta teoria seria a purificacdo dos extratos produzidos e posterior imobiliza¢io, mas esta etapa
ndo estava prevista neste projeto, mas certamente serd investigada pelo grupo de pesquisa.

Parece consenso pela literatura ja citada que serd fundamental uma etapa enzimética
no processo de hidrdlise dos lignocelulésicos, e certamente o custo das enzimas é o grande
limitador. Porem sua eficdcia ji4 foi bem comprovada. Apesar de este trabalho ter sido
realizado em escala de bancada para a producdo dos extratos celuloliticos com meios
econOmicos a base de bagaco de cana sem pré-tratamento, obteve-se microrganismos com
potencial celulolitico. Outro aspecto importante foi o desenvolvimento de uma técnica de
imobiliza¢ao de celulases capaz de reutilizar a enzima por 28 ciclos, o que certamente abre
uma perspectiva para diminui¢do do custo do tratamento enzimdtico se estes estudos forem
aprofundados. O que estd em jogo atualmente é a possibilidade de aumentar a oferta de
alimentos e energia renovavel, sem que haja grandes aumentos de dreas agriculturdveis, pois
estas ja sdo limitadas em escala global. A utilizacdo biotecnolégica dos residuos

agroindustriais € um dos poucos caminhos disponiveis para este fim.
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6. Conclusoes

A partir do cultivo em meio de cultura a base de bagaco de cana foi possivel selecionar
linhagens de fungos filamentosos com maior atividade celulolitica do que o Trichoderma
reesei CCT 2768. O destaque foi para os fungos ainda nao identificados denominados
FS09 e MS5I1. As condigdoes de pH e temperatura de cultivo influenciaram
significativamente na producdo enzimdtica com destaque para o pH 3,5 e temperaturas de
30 e 35°C;

Na imobilizacdo da enzima comercial em peletes e biofilmes, os protocolos em que a
solucdo enzimdtica foi adicionada durante o processo de produg¢do dos derivados
mostraram-se superiores. O protocolo B, onde os peletes foram constituidos de apenas
alginato e quitosana apresentou a melhor atividade e rendimento ao longo dos 13 reciclos.
O protocolo E’, onde o biofilme foi constituido de alginato de cdlcio e resina de troca
i0nica, com tratamento com glutaraldeido, apresentou a maior estabilidade ao longo de 28
reciclos. Com estes protocolos de imobiliza¢do houve um incremento de 56% na atividade
celulolitica para o derivado B, e 44,05% para o biofilme E’, através da soma das
atividades residuais nos reciclos em relacdo a enzima gasta no processo de imobilizagdo.
Tais resultados sdo promissores e devem ser aperfeicoados visando o desenvolvimento de
uma tecnologia competitiva para a producao de glicose a partir de residuos de celulose.

A imobilizacdo dos extratos celuloliticos produzidos pelos melhores microrganismos, nas
melhores condi¢cdes de fermentacdo estudados neste trabalho, ndo demonstrou resultados
positivos provavelmente pela falta de concentracdo e pureza quando comparados com a

enzima comercial.
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