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Sé

Se né&o puderes ser um pinheiro, no topo de uma colina,
Sé um arbusto no vale mas sé

O melhor arbusto a margem do regato.

Sé& um ramo, se nao puderes ser uma arvore.

Se nédo puderes ser um ramo, sé um pouco de relva
E d& alegria a algum caminho.

Se ndo puderes ser uma estrada,

Sé apenas uma senda,

Se néo puderes ser 0 Sol, sé uma estrela.

N&o € pelo tamanho que teras éxito ou fracasso...
Mas sé o melhor no que quer que sejas.

Pablo Neruda
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RESUMO

As endoglicanases EC 3.2.1.4 sdo enzimas capazes de hidrolisar as ligacbes
glicosidicas B-1,4 da celulose, resultando na liberagdo de glicose, celobiose e celo-
oligossacarideos. Empregadas mundialmente em diversos processos industriais, por
exemplo, como amaciante de tecidos de algodao e bioestonagem de jeans, na
extragdo de sucos de frutas, na adigdo em detergentes comerciais, na fabricagdo de
cerveja, e na producao de papel e de etanol. Atualmente, ha um grande interesse em
enzimas que hidrolisem biomassa lignoceluldsica para obtenc¢do de etanol de segunda
geracao. A imobilizacdo de enzimas em matrizes soélidas oferece muitas vantagens,
entre as quais, reuso da enzima, a facil separacdo do produto e o aumento da
estabilidade operacional. Os objetivos deste trabalho foram: produzir CMCases
secretadas por Aspergillus niger e Humicola grisea var. thermoidea em cultivo sélido
e submerso; imobilizar CMCases em suporte agarose com diferentes ativagdes
quimicas; determinar a estabilidade térmica e as propriedades cinéticas dos derivados
obtidos, comparando-os com as enzimas livres; avaliar a capacidade de reuso dos
derivados ativos e estaveis e analisar qualitativamente o produto de hidrolise dos
substratos celuldsicos. O fungo A. niger secretou grandes quantidades de CMCases,
34,1 U.mg-!, em meio Vogel, utilizando pé de bagago de cana-de-agticar como fonte
de carbono. O pH 5 foi determinado como o 6timo para a enzima, apresentando
instabilidade ao pH 10. Com a utilizagdo de aditivos estabilizante, a trealose a 10%
(m/v), manteve, em pH 10, 80% de atividade residual, por 25 horas. Em relagdo a
temperatura, apresentou uma faixa ampla de atividade entre 45°C a 75°C, tendo como
temperatura 6tima 65°C. O derivado enzimatico que ofereceu melhor estabilidade foi
aquele em que a imobilizagdo foi conduzida juntamente com o substrato
carboximeticelulose (CMC 1%), em suporte glutaraldeido-agarose (70% de grupos
reativos), preservando 35% de atividade catalitica a 60 °C por 250 horas. Através da
analise qualitativa em TLC constatou-se que o derivado foi capaz de hidrolisar, por 16
horas, a CMC 1% (m/v), liberando glicose e resquicios de celobiose, assim como a
enzima soltvel. O fungo H. grisea secretou favoravelmente 14,8 U.mg' da enzima
CMCase, em meio M6 composto por Avicel® como fonte de carbono. O pH 6 foi
determinando como 6timo, sendo que em pH 8-10 a enzima preservou 80% de sua
atividade residual apds 5 horas. A temperatura considerada 6tima foi de 50°C. O
melhor derivado enzimatico foi obtido quando a condugao da imobilizagao ocorreu na
presenga de CMC 1%, em suporte MANAE-agarose (70 umol de grupos aminos). Este
derivado mostrou-se eficiente para a hidrélise da CMC 1% (m/v) por 16 horas, assim
como a enzima soluvel. O coquetel enzimatico, imobilizado ou soluvel, composto na
proporgao 1:1 por ambos os extratos, apresentaram-se promissores para a hidrolise
de substratos celuldsicos, assim como a reutilizagado do derivado. A analise qualitativa
revelou que o produto de sacarificagao foi composto por glicose, celobiose e xilose.
Este trabalho € um passo importante no avancgo biotecnolégico para a produgao de
etanol de segunda geracéo.

Palavras-chave: Aspergillus niger. Humicola grisea var. thermoidea. Etanol de
segunda geragao. Imobilizacdo de enzimas.



ABSTRACT

The endoglucanases EC 3.2.1.4 are enzymes that hydrolyze the (-1, 4 glycosidic
linkages of the cellulose producing glucose, cellobiose and cello-oligosaccharides.
Used worldwide in many industrial processes such as fabric softener and
bioestonagem cotton jeans, extraction of fruit juices, in the addition of commercial
detergents, in brewing, and the production of paper and ethanol. Currently, there is
great interest in enzymes that hydrolyze lignocellulosic biomass to obtain second-
generation ethanol. The immobilization of enzymes on solid arrays provides many
advantages as the enzyme reuse, easy separation of the product and increased
operational stability. The aims of this study were to produce secreted: CMCases
produce secreted by Aspergillus niger and Humicola grisea var. thermoidea in solid
and submerged cultivation; CMCases immobilized on agarose support with different
chemical activations; determine the thermal stability and kinetic properties of the
derivatives obtained comparing them with the free enzyme; evaluate the reuse
capacity assets and stable derivatives and qualitatively analyze the product of
hydrolysis of cellulosic substrates. The fungus A. niger secreted large amounts of
CMCases, 34.1 U.mg-1 amid Vogel, using powdered sugarcane bagasse as a carbon
source. The pH of 5 was determined as the optimum for the enzyme, presenting
instability to pH 10. With the use of stabilizing additives, the 10% trehalose (w / v), kept
at pH10, 80% residual activity for 25 hours. Regarding temperature there was a broad
activity range from 45 °C to 75 °C and the optimum temperature as 65 °C. The enzyme
derivative which offered better stability was one in which immobilization was conducted
with the carboxymethycellulose substrate (1% CMC) in agarose support
Glutaraldehyde (70% of reactive groups), preserving catalytic activity of 35% at 60 °C
for 250 hours. Through qualitative TLC analysis, it was found that the derivative is able
to hydrolyse for 16 hours the CMC 1% (w / v), releasing traces of cellobiose and
glucose, as well as the soluble enzyme. The fungus H. grisea secreted favorably 14.8
U.mg CMCase-1 enzyme in M6 medium comprising Avicel® as a carbon source. The
pH 6 was determined as optimal, whereas at pH 8-10 the enzyme preserved 80%
residual activity after 5 hours. The optimal temperature was 50°C. The best enzyme
derivative was obtained when immobilization conducting occurred in the presence of
1% CMC in manae agarose support (7Oumol of amino groups). This derivative was
efficient for the hydrolysis of CMC 1% (m / v) for 16 hours, as well as the soluble
enzyme. The immobilized or soluble enzyme cocktail, composed 1:1 by both extracts
showed to be promising for the hydrolysis of cellulosic substrates, as well as the reuse
of the derivative. Qualitative analysis revealed that the product comprised
saccharification of glucose, xylose and cellobiose. This research is an important step
in advancing biotechnology for the production of second-generation ethanol.

Key-words: Aspergillus niger. Humicola grisea var. thermoidea. Second-generation
ethanol. Enzyme immobilization.
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1 Introducgao

1.1 Producgao de enzimas

Presentes em todas as células vivas, as enzimas exercem a funcido de
catalisadores das reacdes que compdem as vias catabdlicas e anabodlicas do
metabolismo celular. Os microrganismos sdo as principais fontes produtoras de
enzimas industriais com diferentes atividades cataliticas. A produgcdo das enzimas
ocorre através de processos fermentativos em pequena e grande escala utilizando
meios de cultivo liquidos ou solidos constituidos de requerimentos nutricionais (BON
et al., 2008). A partir dos anos 90 houve aumento da preocupagdo com as questdes
ambientais, com a qualidade dos produtos e com o consumo de energia no mundo
todo. Por estes motivos, os governos e empresas vém incentivando varios setores
industriais a buscar tecnologias “limpas”, mais sofisticadas e de baixo custo. Neste
contexto, a tecnologia enzimatica surgiu como uma alternativa para a substituigao
gradual de processos quimicos por processos biocatalisados (BON; PEREIRA, 1999).

E de conhecimento que o uso de microrganismos como leveduras, bactérias e
fungos filamentosos séo de grande interesse na aplicagao de processos fermentativos
para a producado de enzimas uteis. Os filtrados de cultivos podem ser denominados
como extratos enzimaticos ou proteicos. Os fungos filamentosos destacam-se, entre
0s microrganismos, por produzirem enzimas de grande aplicabilidade devido a suas
caracteristicas, como a facilidade de cultivo e por secretarem suas enzimas
diretamente ao meio em que se encontram (SINGHANIA, 2011).

A utilizacdo de enzimas em bioprocessos industriais incluem a escolha do
microrganismo a ser manipulado, devendo este ajustar-se a uma série de
caracteristicas preferenciais. Dentre as quais incluem a elevada capacidade de
conversao do substrato em produto; a tolerancia a altas concentracdes de substrato e
de produto, ter estabilidade fisiologica, ser pouco exigente quanto as condigcbes de

cultivo e nao requerer condi¢des operacionais dispendiosas (LEISOLA et al., 2002).
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1.2 Celulose

Considerado o maior polissacarideo encontrado em paredes de plantas, a
celulose é um carboidrato que apresenta um entrelagamento de hemicelulose e
lignina, essas caracteristicas conferem a capacidade estrutural na parede celular de
plantas (JUTURU; WU, 2014). Esse polissacarideo é formado por residuos de glicose
ligadas através de ligagbes covalentes B-1,4-glicosidicas, as cadeias assim formadas
sdo unidas entre si por pontes de hidrogénio. As hemiceluloses (polissacarideo néao
celulésico, que inclui xilanas, mananas e glucanas) recobrem toda a fibra celuldsica,
sendo classificados como polissacaridos formados principalmente por residuos de D-
xilose com possiveis ramifica¢gdes de L-arabinose, D-glicose, D-manose, D-galactose,
acido glucorénico e acido manurénico. Ligninas (compostos com estrutura polifendlica
complexa) sdo denominadas como redes poliméricas tridimensionais formadas por
unidades fenilpropano interligadas (OGEDA; PETRI, 2010; KUMAR et al., 2008).

A interagao por pontes de hidrogénio, que unem as fitas de celulose, faz com
que haja formacao de microfibrilas com regides altamente ordenadas, conferindo
caracteristicas de insolubilidade, rigidez e resisténcia a degradacao enzimatica, essas
regides sdo conhecidas como cristalinas. Apos o rompimento dessas pontes, formam-
se regides denominadas amorfas, permitindo a hidratagdo e melhor acessibilidade
para a degradacao enzimatica (CASTILLO et al., 2002).

1.3 Celulases

As celulases sdo enzimas com capacidade de hidrolisar as ligagdes glicosidicas
B 1,4 da celulose, estando presentes em 13 das 82 familias das hidrolases glicosidicas
identificadas através de analise sequencial molecular. Estas enzimas liberam como
principais produtos de hidrolise a glicose, celobiose e celo-oligossacarideos
(SINGHANIA et al. 2010). O complexo celulolitico utiliza como substrato a celulose.
Essas enzimas sao divididas em trés tipos, sendo elas: endoglicanases,
exoglicanases, B-glicosidases.

As endoglicanases ou endo-1,4-B-D-glicanases (EC 3.2.1.4 Cx-celulase)

hidrolisam as cadeias de celulose internamente de modo aleatério. Essas enzimas



27

Produgdio ¢ imobilizacdo de celulases em matriz de agavose...

hidrolisam a celulose amorfa e celuloses modificadas quimicamente (soluveis), como
a carboximetilcelulose (CMC) e hidroxietilcelulose (HEC) (LYND et al., 2002)

As exoglicanases ou exo-1,4-B-D-glicanases (EC 3.2.1.91 celobio-hidrolase)
agem nas extremidades redutoras e nao redutoras da cadeia de celulose, produzindo
em maiores quantidades a celobiose, além de glicose e celotriose. Essas enzimas n&o
atuam sobre celuloses soluveis por haver impedimento estereoquimico causado pelos
grupos substituintes, seja carboximetilico (CMC) ou hidroxiietilico (HEC). As
exoglicanases atuam sobre celulose microcristalina (Avicel®), produzindo uma
reducdo lenta e gradual do seu grau de polimerizagdo (LYND et al., 2002). As [3-
glicosidases (EC 3.2.1.21 celobiase) rompem a celobiose, liberando glicose.

Celulases fungicas tém uma arquitetura simples, contendo um dominio
catalitico (CD) e um dominio de ligagao ao substrato (CBD). O CD esta ligado a CDB
por meio de um peptideo ligante, funcionando como uma ancora do CDB para o
substrato celulose, permitindo que o CD desempenhe a sua funcdo catalitica.
(JUTURU; WU, 2014).

1.4 Mecanismo de acao

O fungo mais estudado, que explica o mecanismo de ag¢ao das celulases, é o
Trichoderma reesei. Para a hidrélise completa da celulose, o sinergismo entre as trés
principais enzimas (endoglicanases, exoglicanases, B-glicosidases) é requerido (ARO
et al., 2005).

As endoglicanases hidrolisam aleatoriamente as ligagdes glicosidicas f1-4 em
regides amorfas da cadeia da celulose, produzindo novas porgoes terminais e celo-
oligossacarideos. As exoglicanases clivam a cadeia de celulose liberando glicose, e
as [-glicosidases hidrolisam celobiose e celo-oligossacarideos em glicose
(SUKUMARAN et al., 2005; ZHANG et al., 2006). Este processo ocorre

simultaneamente, de acordo com a Figura 1.
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Figura 1 — Esquema mostrando o mecanismo de acao enzimatica do sistema celulolitico em
Trichoderma reesei.
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Fonte: (modificado de Singhania, 2011). Exoglicanase NR- exoglicanase agindo em extremidades nao-
redutoras; Exoglicanase R- exoglicanase agindo em extremidades redutoras.

1.5 Aplicagao

A utilizacdo de celulases é relatada desde 1959 para a modificacdo de
polpas celulésicas. Mas a producao dessas enzimas em escala industrial comecou
em meados da década de 80, como um aditivo para ragao animal (CASTRO, 2006).

Atualmente, as celulases sao empregadas mundialmente em diversos
processos industriais, tais como nas industrias téxteis, amaciante de tecidos de
algodao e bioestonagem de jeans; extracao de sucos de frutas; adicdo em detergentes
comerciais; fabricacao de cerveja; industrias de papel; industria de alimentos e etanol
(SILVA, 2013; OHMIYA et al.,1997).

Dentre essas aplicagdes, o maior interesse industrial € a aplicagao de celulases
para producdao de bioetanol, utilizando como fonte de producdo a biomassa
lignoceluldsica, isto a torna de grande importancia para a produ¢cdo de combustivel
para transportes (SINGHANIA et al. 2010).
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Segundo Ogeda e Petri (2010), atualmente o sistema energético internacional
é fortemente dependente de combustivel fosseis (carvao, petréleo e gas), pois cerca
de 80% do consumo mundial de energia se originam dessas fontes; o consumo
apresenta um crescimento anual de cerca de 2% (média em 20 anos) e cresceu 3,1%
ao longo dos ultimos anos.

Esta é uma situagcdo que merece mudancgas, ndo sé pela exaustdo gradativa
das reservas de combustiveis fésseis, como também, pelos efeitos negativos ao meio
ambiente que resultam do seu uso, destacando o aquecimento global.

Dentro das pesquisas, visando um avango na tecnologia da fermentagéo para
a produgao de etanol, o estudo das enzimas utilizadas na hidrolise de materiais
lignocelulésicos incluem celulases e xilanases em papel de destaque (JORGENSEN
et al., 2007; WAGHMARE et al., 2014).

1.6 Bioetanol

O Brasil tem sua industria de bioetanol de primeira geragao consolidada, sendo
0 segundo maior produtor mundial desse produto. Na primeira geragéo no Brasil, o
bioetanol é obtido a partir da fermentagcido da sacarose de cana-de-agucar. Os Estados
Unidos sao atualmente o primeiro produtor mundial de bioetanol com sua plataforma
baseada na hidrolise do amido de milho e posterior fermentacdo. Entretanto, o
bioetanol brasileiro € mais competitivo que o americano.

Apesar de algumas crises momentaneas na produgéo, pode-se afirmar que o
bioetanol brasileiro € um fator determinante para a seguranga energética do pais
(SOCCOL et al., 2010; QUIRINO et al., 2013).

O mais abundante recurso renovavel da terra é a biomassa lignocelulésica
(ZHANG; LYND, 2004). Estima-se que somente os EUA tém potencial para produzir
mais de 1,3 bilhdes de toneladas (base seca) de biomassa por ano. Segundo Zhang
(2006), um bilhdo de toneladas de biomassa seca produz entre 80-130 bilhdes de
galdes de etanol celuldsico.

Neste contexto, o material lignoceluldsico, uma vez pré-tratado nas condigbes
adequadas, € entao hidrolisado a glicose mediante a agao de enzimas celuloliticas, e

assim, produzindo etanol, denominado de segunda geracdo. As condicbes do
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processo: pH, tempo de sacarificacdo, concentracdo enzimatica e relacdo soélido-
liquido, depende do substrato escolhido e das caracteristicas do complexo enzimatico
utilizado, que devem ser determinadas e otimizadas experimentalmente para cada
caso. A rota enzimatica apresenta-se como uma alternativa mais adequada a
producao de etanol a partir do bagago e da palha de cana-de-agucar do ponto de vista
técnico, em virtude da maior possibilidade de obter elevados rendimentos glicosidicos,
ao mesmo tempo em que sdo obtidos hidrolisados com reduzida toxicidade aos
microrganismos da fermentacéo (SILVA; GOUVEIA, 2008; CHANDRA et al., 2010). A
Figura 2 apresenta simplificadamente a produgcdo de etanol a partir de biomassa

lignoceluldsica.

Figura 2 — Representacao esquematica da producao de etanol a partir de biomassa
lignoceluldsica.

BIOMASSE
NIGNGOGE SUITCSI GRS

HEMICELLLOSE

PRE - TRATAMENTO

CELULOSE

HIDROLISE

GLICOSE

FERMENTACAO

ETANOL

Fonte: (Extraido de Santos, 2012).
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1.7 Organismos de estudo

1.7.1 Aspergillus niger

Aspergillus niger (A. niger) € um dos microrganismos mais importantes
utilizados na area da biotecnologia. Ele tem sido utilizado ha muitas décadas para
produzir enzimas extracelulares e acido citrico (YAKOUT, 2014). Classificado como
fungo filamentoso, esse saproéfito degrada moléculas complexas nos materiais
derivados de células vegetais, por secretarem uma variedade de enzimas hidroliticas
(DE VRIES, 2003).

A. niger cresce em material organico em ampla escala de temperatura de 6 a
47 °C, e pH, 1,4 - 9,8 (SCHUSTER et al., 2002). Microscopicamente é caracterizado
por apresentar cabecgas conidiais escuras, geralmente negras, e conidioforos hialinos
a marrom, com cabecgas globosas. O conidiéforo apresenta cabega conidial radiada,
com métulas e fialides ou somente fidlides. Conidios escuros unicelurares, globosos,
medem 4 - 5 uym de didmetro (ABARCA et al., 1994).

Tratando-se da produgao de celulases, Khademi et al. (2002), reportam que o
A. niger € uma importante fonte fungica de baixo custo para a producgao de celulases,
com grande aplicabilidade na industria téxtil, alimenticia e farmacéutica. Bansal et al.
(2013), produziram celulases em estado sdlido de fermentacdo com linhagens de
Aspergillus niger NS-2.

Singhania et al. (2010), descrevem que a maior parte das celulases disponiveis

comercialmente sdo produzidos a partir de A. niger e T. reesei.

1.7.2 Humicola grisea var. thermoidea

Classificado como fungo filamentoso, estritamente aerdbio e pertencente ao
complexo Torula-Humicola, este complexo compreende os fungos filamentosos Torula
thermophila, Humicola insolens e Chaeatomium thermophilum (SILVA, 2013).

De acordo com Monti (1989) o género Humicola & constituido por fungos
desprovidos de reproducao sexuada, pertencente a classe Deuteromicetes e a familia

Dematiaceae. Filho (1996); Maheshwari et al. (2013), descrevem o fungo Humicola
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grisea var. thermoidea como sendo um bom produtor de celulases. Retratado por
Oliveira et al. (2013) H. grisea var. thermoidea é um eficiente produtor de hidrolases
termoestaveis, com potencial aplicagao biotecnoldgica. Quando cultivado em residuos

lignoceluldsicos, como bagaco de cana, secreta majoritariamente celobiohidrolases.

1.8 Imobilizagao de enzimas

As enzimas tém intrinsecamente excelentes propriedades como atividade,
seletividade e especificidade, o que permitem o desenho de processos de sintese de
produtos muito complexos. Mas apesar do elevado potencial de aplicagcdes das
enzimas, devido a necessidade dos consumidores, elas tém de ser otimizadas, de
modo a cumprirem suas fungdes biolégicas com eficacia e eficiéncia. A catalise de
reagcdes em processos metabodlicos complexos pode ser regulada em varios niveis,
onde algumas reag¢des passam a ter as caracteristicas para serem aplicadas em
processos industriais (BON et al., 2008).

De acordo com Aragon (2013), para aplicagdes praticas, a imobilizacdo de
microrganismos ou enzimas em materiais solidos oferece muitas vantagens, entre as
quais o reuso da enzima, a facil separagao do produto e o aumento da estabilidade
enzimatica. O termo “enzimas imobilizadas” refere-se a enzimas fisicamente
confinadas ou localizadas em determinada regidao de espagco com retengao de suas
atividades cataliticas e que podem ser utilizadas repetida e continuamente (BRENA;
BATISTA-VIERA, 2006).

Para determinar o sucesso de imobilizacdo de enzimas, deve-se considerar as
caracteristicas fisico-cinéticas, como também, as caracteristicas fisico- quimica dos
diferentes suportes (matriz), e as diferentes possibilidades de ativagao quimica destes
suportes. A escolha de um processo de imobilizacdo pode ser dividida em métodos
reversiveis e irreversiveis, onde nos métodos reversiveis pode-se recuperar o suporte
para posterior utilizagdo; como exemplo, tém-se os métodos de adsorgao fisica e
ligacao ibnica. No caso especifico da ponte dissulfeto, é possivel recuperar o suporte
apos o tratamento com uma mercaptana. (Figura 3). Ja para os métodos irreversiveis,
esse processo de recuperacao nao € possivel, pois o processo de imobilizagao ocorre

através de ligagdes covalentes entre a enzima e o suporte utilizado em questao; como
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exemplo, imobilizagdo multipontual covalente, onde ha mais de uma ligagéo covalente
entre a enzima e o suporte. O entrecruzamento € obtido utilizando o reagente
bifuncional (glutaraldeido) permitindo desta forma ligagdes covalentes entre as
moléculas ja imobilizadas (Figura 4) (TAVANO, 2013).

Figura 3 — Representacao esquematica dos métodos reversiveis de imobilizacdo de
enzimas.

i AN
S e |
+ - |0
e |
. |-
Adsorc¢ao Ligacao ionica Ligagdao metalica Ponte dissulfeto

Fonte: prépria autoria.

Figura 4 — Representagéo esquematica dos métodos irreversiveis de imobilizagéo de
enzimas.
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Fonte: prépria autoria.
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O principal interesse em imobilizar uma enzima € obter um biocatalisador com

atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o processo em comparagéo

a sua forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada devera exibir uma atividade

catalitica igual a enzima soluvel. Além disso, ndo deverdo ocorrer alteragdes

estruturais, bem como modificagdes no sitio ativo. A Tabela 1 apresenta a comparagao

entre os métodos de imobilizagéo.

Tabela 1 — Comparacéao entre os métodos de imobilizagao reversivel e irreversivel.

Caracteristicas Ligagoes Adsorcgao Ligacao Ligacado Ligacado Oclusao
cruzadas fisica ionica metalica covalente

Preparacéo Intermediaria Simples Simples Simples Dificil Dificil

Forga da Forte Fraca Intermediaria  Intermediaria Forte Intermediaria

ligagao

Atividade Baixa Intermediaria Alta Alta Alta Baixa

Recuperagao Impossivel Possivel Possivel Possivel Rara Impossivel

do suporte

Custo Intermediario Baixo Baixo Intermediario Alto Intermediario

Estabilidade Alta Baixa Intermediaria  Intermediaria Alta Baixa

Aplicabilidade Nao Sim Sim Sim Nao Sim

geral

Protecao Intermediaria Nao Nao Nao Nao Sim

microbiana

Fonte: (GALLEGO, 2006; BRENA; BATISTA-VIERA, 2006; FERNANDEZ-LAFUENTE, 1993).

Atualmente diversas matrizes sao utilizadas para a imobilizagdo de enzimas.

Entre os suportes utilizados podemos citar polissacarideos (agarose, celulose, amido,

dextrana, quitosana), proteinas (colageno, gelatina, albumina), polimeros sintéticos

(poliacrilatos, polimetacrilatos, poliacrilamida, poliamidas, minerais (bentonite, silica)
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e outros materiais (vidro ndo poroso, vidro de poro controlado (CABRAL; KENNEDY,
1991).

A agarose € um polimero natural extraido de algas vermelhas (Figura 5).
Basicamente suas fibras sdo constituidas de unidades repetidas de agarobiose (D-
galactose e 3,6- anidro-L-galactose), cujas hidroxilas podem ser transformadas por
meio de reagdes quimicas e grupos ativos, onde se ligardo enzimas a serem
imobilizadas (GUISAN, 2006).

Figura 5 — Estrutura quimica basica da agarose, formada por repetidas unidades de
agarobiose.

Fonte: (extraido de SIGMA-ALDRICH, 2014).

1.8.1 Imobilizacao de celulases

E de grande interesse biotecnoldgico a imobilizacdo de celulases, uma vez que
ha poucos trabalhos cientificos comparados as demais enzimas.

De acordo com a revisao literaria, sdo encontrados alguns trabalhos sobre
imobilizagdes de celulases de distintas fontes, sendo: Eudragit S-100 (YU et al., 2013),
Dendrimero de Poliaminoamida (WANG et al., 2013), Particulas de Grafeno
(GOKHALE et al., 2012), Eudragit L-100 (ZHANG et al., 2010), Quitosana (ABD EL-
GHAFFAR; HASHEM, 2010), Silica Gel (PALVEJAC et al., 2007), Nanofibras de Poli
Vinil Alcool (PVA) (WU et al., 2004), Acrilamida (YUAN et al., 1998), Argila de Silicato
(SINEGANI et al., 2005), Agarose ( CHIM-ANAGE et al., 1986).
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As celulases sdo cada vez mais utilizadas nas industrias de alimentos, de
celulose e papel, e na formulagdo de detergentes em p6. O alto custo das enzimas,
muitas vezes, faz com que o procedimento enzimatico seja economicamente
insatisfatorio

Assim, a etapa chave para o procedimento enzimatico é a imobilizacdo de
enzimas, que confere inumeros beneficios em relacdo a enzima livre, como
reutilizagao, facil recuperagao e em, alguns casos, a purificagao.

Portanto, a imobilizacdo enzimatica facilitara uma maior economia industrial,
pois as enzimas imobilizadas podem ser reutilizadas por varias vezes, e também,

podem apresentar maior estabilidade térmica comparada a enzimas n&o imobilizadas.
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OBJETIVOS
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2 Objetivos

2.1 Objetivos geral

Produzir celulases por fungos filamentosos e imobilizar em suportes solidos:

caracterizacdo dos derivados ativos e estabilizados.

2.2 Objetivos especificos

e Produzir CMCases secretadas por A. niger e H. grisea em meio de cultivo sélido
e submerso;

¢ Imobilizar CMCases em suporte agarose com diferentes ativagdes quimicas;

e Determinar a estabilidade térmica e propriedades cinéticas dos derivados
obtidos, comparando-os com as enzimas livres;

e Avaliar a capacidade de reuso dos derivados ativos e estaveis;

¢ Analisar qualitativamente o produto de hidrdlise dos substratos celulédsicos.
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MATERIAL E METODOS
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3 Material e Métodos

3.1 Microrganismos

Os microrganismos utilizados neste estudo foram Aspergillus niger isolado de
fruto cupuagu em decomposigao. Este fungo foi identificado por biologia molecular na
fundacdo André Tosello, Campinas- SP (OS 120017). A linhagem de Humicola grisea
var. thermoidea (H. grisea) foi cedida gentilmente pelo Prof. Dr. Jodo Atilio Jorge do
departamento de biologia da FFCL- USP- Ribeirdo Preto-SP.

3.2 Suportes

Como suporte para imobilizacdo de enzimas foi utilizado agarose de 4 e 6 CL

(Cross-linked) ((Sigma Aldrich®)) com diferentes ativagdes quimicas.

3.3 Manuteng¢ao do microrganismo

As culturas foram mantidas a 35°C, em tubos de ensaio contendo meio
inclinado de 2% de (m/v) de agar-agar e 4,5% (m/v) de farinha de aveia (Quaker®).
Ap06s quatro dias de crescimento para o fungo A. niger e dez dias para o H. grisea, 0s
microrganismos foram armazenados a 4°C.

A manutengdo dos microrganismos foi realizada através de repiques

periodicos.

3.4 Obtencao de conidios

Os conidios foram obtidos a partir das culturas estoques. A cada tubo de cultura
foi adicionado 10 mL de agua estéril de onde se retirava o volume de 2 mL da
suspensdo (aproximadamente 5.107 esporos/mL) sendo transferido para um

erlenmeyer contendo meio liquido (50 mL) ou sélido (9 g).
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3.5. Fermentagao para producgao de celulases de A. niger

3.5.1 Meios de cultivo sélido

Meio constituido em uma composigao de 3 g de farelo de trigo/ 3 g de p6 de
sabugo de milho/3g de Avicel®, 25% (m/v) de agua destilada e 1% (m/v) de agua de
maceragao de milho. Apds a esterilizagao a 120°C, por 15 minutos, o meio inoculado
e incubado a 35°C permaneceu sem agitagdo em uma mesa incubadora.

Apo6s 120 horas, foi adicionado agua destilada esterilizada (20 mL), onde
permaneceu sob agitacdo constante por 24 horas a 140 rpm em movimento linear.
Apods o tempo pré-determinado, os micélios resultantes das culturas foram colhidos,
por filtragdo a vacuo com perfex®. O filtrado (meio de cultura livre de células) constitui
o extrato que foi parcialmente purificado em suporte agarose ativado a MANAE
(descrito a seguir) para obtengdo de um extrato livre de agucares e restos celulares

acrescidos do processo de fermentacao.
3.5.2 Meio de cultivo submerso (liquido)

O meio liquido utilizado foi o proposto por Vogel (1956), contendo 1% (m/v) de
po6 de sabugo de milho e p6é de bagago de cana- de-agucar como fonte de carbono a

pH 6,0. Descreve-se:

1) Microelementos ( solugao tragos)

Composigao Quantidade
ACIAO CItIICO. oo 0,59
ZNS04. H20......coooiiiii e 0,59

Fe (NH4)2 (SO4)2. 6H20.........cccenrrnnre 0,1g
CuSO4.5H20......cccuvieeeieeeeeee e 0,025 ¢
MNSO4. HoO....coovnieieeeeeeeeeee e, 0,005 ¢
H3BOS ... 0,005 g
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2) Biotina

Composicao

3) Sais de Vogel

Composicao

Mg SO4. 7TH20......iiiiiiiiiiieeeieeeeeeee
CaClo. 2H20.....cee e

3.5.2.1 Composigao do meio Vogel
Composicao
Sais de Vogel .......ooveeveeeiiiiiiiiiiiiie,

BiotONa. ..o

Quantidade
10 mL (etanol 50%)

Quantidade
25¢g

1049

0,19

0,05¢

1,59

0,05 mL
0,02 mL

10 mL

Quantidade
2mL

42

ApOs a esterilizagcao a 120°C, por 15 minutos, o meio inoculado e incubado a

35°C permaneceu sob agitacao linear a 140 oscilagdes por minuto em uma mesa

incubadora. Apods determinado tempo de fermentacédo, os micélios resultantes das

culturas foram colhidos, por filtragéo a vacuo com perfex® e auxilio de uma bomba de

vacuo. O filtrado (meio de cultura livre de células) foi usado como preparagéo de

enzimas extracelulares. Em seguida, quando necessario, realizou-se a precipitagao

proteica “overnight” (12 horas) em acetona 3:1 (solvente: extrato).
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3.6 Meio de cultivo submerso para producao de celulases de H. grisea

O meio liquido utilizado foi proposto por Monti (1989). Sendo composto, por:

Meio M6

Composicao Quantidade
NHACL......eieeeeeeeeeee e 0,5g/L
CaCOa3.....coceccee e, 1,09
Peptona.......ccoooovviiiiiii 1,09

NACL. ..o 50¢g
Gelatina........cooieeiieee 25¢g
Extrato de levedura.........cccccccoooivviiinn. 8,0¢

H20 dest. 9.S.pceeeeeiiiceeeee e 1000 mL
pPH INICIal........cocoeviiiiiie e, 6,0

Ao meio foi adicionado fonte de carbono 1 % (m/v) de p6 de sabugo de milho,
p6 de bagaco de cana-de-agUcar e avicel®. Apos a esterilizagdo a 120°C, por 15
minutos, o meio foi inoculado e incubado a 40°C, com agitacdo constante a 140
oscilagbes por minuto, em uma mesa incubadora de movimento linear por
determinado tempo. O extrato bruto produzido, quando necessario, sofreu

precipitagédo proteica overnight em etanol 3:1 (solvente extrato).

3.7 Obtengao do p6 bagago de cana-de-agucar “pré-tratamento fisico”

O bagaco de cana-de-agucar foi moido em maquina picadeira/siladeira-
TRAPP®. Em um recipiente cilindrico de PVC envolto por camadas de gaze na
extremidade (técnica desenvolvida no laboratério), adicionou-se o residuo de bagago
de cana, onde foi lavado abundantemente em agua corrente por aproximadamente
6 horas para eliminacao das impurezas. Em seguida, o conteudo foi despejado em
bandeja plastica com agua destilada para a decantagao. Eliminado o excesso de

agua, o material foi seco em estufa com circulagao de ar a 100°C por 24 horas. O
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bagaco seco foi triturado em liquidificador, e tamisado em malhas de 125 mesh. Ao

final, obteve-se um pé fino para o processo de pré-tratamento.

3.8 Processo de pré-tratamento fisico-quimico do p6é de bagago de cana-de-

agucar

O p6 de bagacgo de cana foi submetido a pré-tratamento quimico, catalisado por
base NaOH 2 mol. L' em 24 horas sob agitagido suave em palas. Nessas condigdes,
parte da lignina é removida. Apds o tempo pré-determinado, o pé de bagaco de cana,
junto com o catalisador, foi autoclavado a vapor por 15 minutos a 120°C e apds esse
tempo uma descompresséao rapida foi realizada. Sem seguida, foi lavado com agua
destilada 8 vezes em um volume de 200 mL para a remogao do hidroxido de sédio em
seguida submetido a 100 °C. O material assim obtido foi armazenado a temperatura
ambiente.

O processo de descompressao ocorre quando a autoclave é desligada e a
valvula aberta rapidamente, deixando o vapor sair com consequente queda na
pressdo interna da autoclave. Processo fundamental para redugdo da lignina e
hemicelulose (SANTOS, 2010).

3.9 Obtencao de polpa celulésica

A polpa celulésica foi obtida através do processo mecanico em liquidificador,
onde 1% do p6 de bagaco de cana-de-agucar, papel Kraft e papel sulfite usado néo
contendo tinta, foram triturados junto com 100 mL de tampao acetato de sddio 50
mmol.L-! até a obtengdo de um produto pastoso. As polpas obtidas foram utilizadas

no processo de sacarificagdo enzimatica.
3.10 Dosagem de proteinas
As proteinas foram quantificadas de acordo com o método de Bradford (1976).

O diagrama de calibragao da proteina foi elaborado com solugao de proteina padrao,

Soro Albumina Bovina (BSA), método baseado na ligagdo do corante Coomassie
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Brilliant Blue G-250 as proteinas. Essa ligacédo do corante as proteinas € monitorizada
a 595mm através de meétodos espectrofotométricos. Através dos resultados em
absorbancia construiu-se um grafico, obtendo absortividade igual a 0,3451 (mg/ mL)"
" para um volume total 1mL de reagente/0,02 mL de amostra e de 2,2243 (mg/ mL)-"

para 1mL de reagente/0,1mL de amostra.

3.11 Atividade enzimatica para CMCase, Avicelase e Xilanase

Para a determinagdo da atividade das CMCases foi utilizado
carboximentilcelulose (CMC) 1% (m/v). Para Avicelases, Avicel® 1% (m/v). A atividade
xilanolitica foi determinada em 0,5 % (m/v) xilana soluvel birchwood (Sigma- Aldrich
®) (ARAGON, 2013). Os substratos foram elaborados em tampao acetato de sédio 50
mmol.L-' pH 5. Apds a adigdo das enzimas, foram retiradas aliquotas em diferentes
tempos e o produto liberado foi detectado com Acido 3-5- dinitrosalicilico (Miller,1959).
Apos a fervura por cinco minutos, fez-se a leitura em espectrofotbmetro em
comprimento de onda de 540nm. A curva de calibragdo com o uso de glicose obteve
um coeficiente de extingdo molar igual a 94 mol'.cm™', para xilose, coeficiente de
extingdo molar igual a 240 mol-'.cm -'. Determinando que uma unidade enzimatica (U)
para atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar
1 umol de acgucar redutor por minuto. A atividade especifica foi definida através da
relagéo entre o nimero de unidades por miligrama de proteina (U. mg ).

As condigdes dos ensaios utilizados para CMCases e Avicelases foi de 0,9 mL
de substrato e 0,1 mL de extrato enzimatico, totalizando 1 mL de solucao final. Apds
o procedimento de precipitagao das proteinas, foi utilizado quantidades de 0,99 mL de
substrato e 0,01 mL de extrato. Os ensaios foram conduzidos a 50°C, com agitacao
constante durante 20-30 minutos. Acrescido de reagente alcalino DNS para detecgéo
do produto.

Para xilanases foram utilizados volume de 0,9 mL de substrato e 0,1 mL-
0,01mL de solugcado enzimatica, convenientemente diluida em um volume final de 1
mL. A reacao foi conduzida a 50°C, com agitagao constante durante 10- 30 minutos,

quando se acrescentou 1mL de DNS para deteccéo do produto. Manteve-se o cuidado
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para elaborar o controle da reacdo (branco), contendo: DNS/substrato/extrato

enzimatico para as enzimas CMCases, avicelases e xilanases.

3.12 Atividade para B-glicosidase

A atividade da enzima B-glicosidase foi conduzida em 3,0 mmol.L"" pNP-Glu
(Sigma- Aldrich®) em tampao fosfato de sédio 100 mmol. L-" pH 6,0, incubado a 50°C
por 10-30 minutos. Acrescido de solugao saturada de tetraborato de sdodio, fez-se a
leitura em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 410nm.

O volume final do ensaio foi igual a 1mL, variando a quantidade de substrato e
solugao enzimatica. O coeficiente de extingdo molar determinado para p-nitrofenol foi
de 17.500 M-".cm ' em pH 12 a 410nm. O controle da reagéo foi elaborado com

tetraborato de sodio/substrato/extrato enzimatico para a enzima.

3.13 Determinacao da quantidade de glicose residual pelo método com Glicose
Oxidase

Para a quantificacdo da glicose residual presente nos ensaios, utilizou-se o
meétodo enzimatico por glicose oxidase. Foram utilizadas preparagdes dos reativos
enzimaticos e de cor do Kit de analises clinicas da LABORLAB. Foi adicionado 2,0 mL
da solugdo reagente em 20 ul de amostra e incubada a 37°C por 15 minutos. Em
seguida, foi realizada a leitura de absorbancia a 505.m. A quantidade de glicose
presente na amostra foi calculada a partir da absorbancia da solu¢ao padrao de mg/dl

de glicose.

3.14 Atividade para celobiase

A determinacgéo de atividade celobiasica foi realizada utilizando celobiose 1%
em tamp&o acetato de sédio 50 mmol.L"" pH 5. Foram utilizados volume de 0,9 mL de
substrato e 0,1 mL de solugcédo enzimatica previamente diluida. O ensaio foi conduzido
a 50°C por 30 minutos sob agitagdo constante. A quantificacdo de glicose residual

presente nos ensaios foi determinada pelo método com Glicose Oxidase- LABORLAB.
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3.15 Atividade para o coquetel enzimatico

O coquetel enzimatico elaborado para a hidrélise dos substratos celuldsicos foi
preparado na propor¢gdo de 0,39 mg/mL"' de proteina 1:1 (v/v) dos extratos
enzimaticos de A. niger e H. grisea. As condi¢cdes para determinagdes de atividade
para CMCases, B-glicosidases e xilanases foram as mesmas descritas para as

solucdes descritas anteriormente.

3.16 Substratos para o processo de sacarificagao

O coquetel enzimatico soluvel e imobilizado foram ensaiados com os substratos
carboximentilcelulose 2% (CMC), p6 de bagaco de cana-de-agucar explodido e o
papel de filtro Whatmann n°.1 cortado no tamanho de 1 x 2 cm. As polpas do bagago

de cana; papel Kraft e papel sulfite também foram utilizados no processo.

3.17 Sacarificagao enzimatica de celulose

As reacbes de sacarificacdo dos substratos celuldsicos foram realizadas em
um volume final de 4 mL, contendo tampao acetato de sddio em concentragao final de
50 mmol. L' pH 5,0, 10 mmol. L-! de azida sddica.

Para 20 mg de substratos celuldsicos foram utilizados 2mL de enzima soluvel
(concentrada 10 vezes e diluida em 2 mL de H20). Ja para a hidrélise das polpas,
foram utilizados 3mL de polpa para 1 mL de extrato enzimatico. Quando utilizado o
coquetel enzimatico, preservou-se a proporgcado 1:1 de extrato obtidos pelas fontes
enzimaticas. As solugdes enzimaticas e derivados foram adicionadas aos substratos
e mantidos sob agitacao linear a 50°C por diferentes tempos. O acompanhamento de
hidrolise era monitorado pela quantificacdo de glicose residual pelo método com
Glicose Oxidase- LABORLAB.
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3.18 Determinagao da Temperatura 6tima

A enzima soluvel e seus respectivos derivados foram ensaiados em
temperaturas de 25°C a 75°C, em tampao acetato de sédio 50 mmol.L", pH 4,0 para
CMCase de A. niger e pH 6,0 para CMCase de H. grisea. O valor da energia de
ativagdo (EA) foi calculado pela regressao linear da curva obtida no grafico de

Arrhenius.

3.19 Estabilidade frente a temperatura

As enzimas soluveis foram ensaiadas em diferentes temperaturas, conferindo
assim, assim a estabilidade térmica. O ensaio foi conduzido em temperaturas de 4°C
v- 80 °C em tampé&o acetato de sédio 50 mmol.I'' pH 5,0 e tampao fosfato de sodio
100 mmol.L-' pH 7,0. Apds o tempo pré-determinado, as aliquotas eram retiradas e
deixadas em banho de gelo por 10 minutos. Apos dosada a atividade enzimatica,

como descrito anteriormente.

3.20 Determinacao de pH 6timo

Para a determinagao do pH 6timo das atividades das CMCases soluveis, os
extratos enzimaticos foram incubados em tampao de Mcllvaine (fosfato de sédio 200
mmol L' e citrato de sdédio 100 mmol L) com diversos valores de pH, 3,0 - 8,0. Para

pH 9,0-10,0 foi utilizado tampao carbonato/borato de sédio 100 mmol.L .

3.21 Determinagao da estabilidade enzimatica ao pH

A estabilidade das CMCases foi determinada em tampao carbonato/borato de
sodio 100 mmol/L-' em valores de pH 7,0; 8,0; 9,0 e 10,0, incubada a temperatura
ambiente (25°C). Apds o tempo pré-determinado, as aliquotas eram retiradas e
deixadas em banho de gelo por 10 minutos. Apdés dosada a atividade enzimatica,

como descrito anteriormente.
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3.22. Inativagao térmica

As enzimas livres e derivados foram incubados em diferentes valores de
temperatura, em solugdo tampao acetato de sédio 100 mml. L-'. Em determinados
tempos, uma amostra foi retirada, e a atividade, verificada, conforme descrito no item
3.11. A atividade residual foi calculada pela razdo entre a atividade em um dado

tempo e a atividade no inicio da incubacgao.

3.23 Determinagao da estabilidade enzimatica ao pH 10,0 na adigao de aditivos
estabilizantes da CMCase de A. niger

O extrato enzimatico soluvel foi ensaiado junto com aditivos estabilizantes em
pH 10,0. Em uma quantidade de extrato enzimatico era acrescido 10%, 20% e 30%
de trealose. Apos a solubilizagdo dos aditivos, o ensaio de estabilidade ao pH era

conduzido como descrito anteriormente.

3.24 SDS-PAGE

As amostras de enzimas soluveis, imobilizadas e sobrenadantes foram
submetidas a eletroforese em condi¢gdes desnaturantes, em gel de poliacrilamida a
12%, de acordo com o método de Laemmli (1970). Como padrdo de massa molar,
foi utilizado kit “Amersham ™ LMW calibration kit for SDS electroforesis”. As bandas
proteicas foram visualizadas com corante Brilliant Blue G-Colloidal Concentrate
(Sigma Aldrich®) de acordo com Neuhoff et al. (1987). Quando necessario, corado
através do método de prata coloidal (MERRIL et al., 1984).

3.25 Cromatografia de Camada Delgada de silica (TLC) dos produtos de
hidrélise

A determinacéao dos produtos de hidrélise formados foi obtida por cromatografia
ascendente em camada delgada de silica de 20x20 cm (ALUGRAM® SIL G/UVa2s4,

Macherey-Nagel). Aliquotas dos produtos de hidrélise das enzimas livres e de seus

respectivos derivados foram ensaiados por aproximadamente 16 horas, utilizando,
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como padrdes, glicose, celobiose e xilose. O sistema de solvente utilizado foi
constituido de acetato de etila / acido acético / acido formico / agua (9:3:1:4 v/viviv).
A cromatografia foi revelada com orcinol 0,2 % em &cido sulfurico: metanol (1:9 viv) e
exposi¢ao ao calor (100 °C) por 5 minutos (FONTANA, 1988).

3.26 Reuso dos derivados

O melhor derivado ativo e estabilizado obtido com o coquetel enzimatico foi
submetido a ensaios de reutilizacdo. Os derivados foram colocados em solugdes de
celobiose 1% e CMC 1%, em quantidades de 0,5 g de derivado em 2 mL dos
substratos em tampao acetato de sédio 50 mmol.I"', em pH 5,0 a 50°C. O derivado foi
incubado por 30 minutos e, a cada ciclo de reagao, aliquotas eram retiradas e a glicose
residual era dosada pelo método com Glicose Oxidase- LABORLAB.

ApOs cada ciclo, o derivado foi lavado com 1 L de agua e 1 L de tampéo
acetato de sodio 50 mmol. L' pH 5,0, e o substrato foi adicionado a um novo ciclo e,

assim, sucessivamente.

3.27 Preparacao de suportes para a imobilizagao de enzimas

3.27.1 Preparo inicial do suporte agarose 4 e 6 CL

Em uma quantidade de 105g de agarose que corresponde a 180 mL de gel, foi
adicionado 50 mL de uma solugdo de NaOH 1,7 mol.L-" com 1,425 g de boroidreto de
sédio (NaBH4). Em banho de gelo, foram acrescentados, gota a gota, 36 mL de
glicidol. A mistura foi levemente agitada em temperatura ambiente por 18 horas, e
apos, o gel lavado excessivamente com agua destilada. Desta maneira, a agarose
ativada passa a apresentar grupos ativos gliceril na superficie de sua estrutura
(GUISAN, 1988).
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3.27.2 Suporte oxidado (Glioxil)

Os grupos gliceril presentes na superficie da agarose ativada foram oxidados
com o uso de determinadas quantidades de periodato de sddio, de acordo com o
grau de ativacédo desejado. Apds duas horas, o gel foi lavado com agua destilada,
filtrado sob vacuo e armazenado a 4°C. Nesse processo ocorre ruptura dos grupos
gliceril formando grupos glioxil reativos (aldeidos alifaticos) (Figura 6). O controle da
concentracdo de periodato de sddio faz com que tenha mais ou menos grupos
aldeidos na superficie do suporte. As concentracdes utilizadas foram de 10, 30 e 70

pmol/mL de suporte.

Figura 6 — Ativacao quimica da agarose para obtengado do suporte glioxil.

NalO,

Suporte — O CH,- CHOH-CH-OH Suporte — O-CH--CHO
Grupos gliceril oxidacao Glioxil

Fonte:(modificado de Guisan, 2006).
3.27.3 Momonoaminoacetil- N- aminoetil agarose (MANAE- agarose)

O suporte glioxil-agarose sofreu reagédo com etilenodiamina (EDA) 2 mol.L-" em
pH 10,0 por 2 horas sob agitacédo suave e apos esse periodo, adicionou-se boroidreto
de sddio (NaBH4), obtendo uma concentragéo final de 10 mg.mL"". Apds duas horas
de agitacao, o suporte MANAE foi lavado, abundantemente, com tampé&o acetato de
sodio 200 mmol.L'" pH 4,0, e agua destilada, sob vacuo em funil sinterizado
(FERNANDEZ-LAFUENTE et al.,1993). Ao final, sdo obtidos grupamentos amino

primarios na superficie do suporte, como mostrado na (Figura 7).

Figura 7 — Ativacdo quimica da agarose para obtengdo do suporte MANAE.

EDA
Suporte — O-CH,- CHO —— Suporte — O-CH,-CH, —NH-CH, — CH, —NH,,

Grupos glioxil Grupamento amino

Fonte:(modificado de Guisan, 2006).
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3.27.4 Glutaraldeido-agarose

O suporte glutaraldeido-agarose foi preparado pela ativagao dos grupos amino
primarios do suporte MANAE-agarose, de acordo com Fernandez-Lafuente (1993).
Uma quantidade de 20 g de MANAE-agarose foi suspensa em 22,4 mL de tampao
fosfato de sédio mmol.L ' pH 7,0. Posteriormente, 33,6 mL de uma solugdo de
glutaraldeido a 25% foram adicionados, mantendo-se a mistura em suave agitacéo
por 16 horas, a temperatura ambiente. Ao final, o suporte foi lavado com agua
destilada sob vacuo em funil sinterizado.

A Figura 8 mostra a representacéo esquematica resumida dos processos para

ativagédo do suporte agarose.

Figura 8 — Representacao esquematica dos processos para ativacdo da agarose.

Preparo do suporte

$

Agarose “ Lavado com agua destilada

Agitacao suave
2 horas

Agitacdo suave —
18 horas 2° Oxidacao

Matriz ativada + NalO,

’

Glioxil-agarose
Agitacao suave
2 horas

Agitacédo suave
2 horas

4° Glutaraldeido

MANAE-agarose+ glutaraldeido 25%

Agitacdo suave
Suporte ativado 15-17 horas

Fonte: propria autoria.

3.27.5 Imobilizagao das celulases produzidas por A. niger e H. grisea

Utilizou-se 1 g de cada suporte ativado, como descrito anteriormente, para 10
mL de uma solugdo enzimatica (1:10) concentrada em acetona 3 volumes (extrato

enzimatico de A. niger) e alcool 3 volumes (extrato enzimatico de H. grisea), sendo 2
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mL correspondente ao extrato enzimatico e 8 mL ao tampao fosfato de sédio 5 mmol.L
1 aferido a pH 7,0. Também foi conduzido o ensaio de imobilizagdo na presenca de
carboximetilcelulose 1%, em tampao fosfato de sédio 5 mmol.I"" aferido a pH 7,0.

Nestas condigdes, o ensaio de imobilizagao era composto por 2 mL de extrato
enzimatico para 8 mL de carboximetilcelulose 1% em tampé&o fosfato de sédio 5
mmol.L - pH 7,0.

3.27.6 Entrecruzamento com glutaraldeido dos derivados obtidos com o
coquetel enzimatico

Apos a imobilizacdo em MANAE-agarose os derivados enzimaticos (enzima+
suporte) foram entrecruzados com uma solugéo de glutaraldeido a 0,5% na proporgéo
1:5, ou seja, 1 grama de suporte para 5 mL de uma solugao a 0,5% de glutaraldeido
em tampéo fosfato de sddio 5 mmol.L-" por 1 hora a 25°C sob agitagdo suave. Apos,
o derivado foi filtrado sob vacuo e lavado com agua destilada. Método proposto por

Fernadez-Lafuente (1995) e adaptado para este trabalho.

3.27.7 Acompanhamento do processo de imobilizagao

Para o acompanhamento da imobilizacdo, utilizou-se 1 mL de solucéo
enzimatica como controle (nas mesmas condigdes da solugdo utilizada para o
processo de imobilizagdo). Durante o processo, amostras do sobrenadante, da
suspensdo e do controle foram periodicamente retiradas, medindo-se a atividade
enzimatica e ou proteinas totais. Considerou-se completo o processo quando nao
mais se observou atividade no sobrenadante. A imobilizacao foi realizada com suave
agitacao e a 25°C.

Ap0és o processo de imobilizacéo, o derivado foi filtrado sob vacuo e lavado com
agua destilada. O derivado seco foi condicionado a 4°C em frascos hermeticamente
fechados. A Figura 9 mostra a representagcdo esquematica da obtengéo do derivado

enzimatico.
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Figura 9 — Representacao esquematica do processo de imobilizagao para a obtencao do
derivado enzimatico.

Tempo- 0 hora de imobilizagao Tempo- 2 horas de imobilizagdo

Suporte agarose Enzima

Derivado enzimatico

Fonte: Propria autoria

3.27.8 Rendimento de imobilizagao

Calculada através da razdo entre a atividade da suspenséao final, apds o
processo de imobilizagdo e a atividade inicial da enzima oferecida (ARAGON, 2013)

Atividade recuperada:

(%) = A-B x100
A

A- Atividade enzimatica da solugao utilizada para a imobilizagao (branco).
B- Atividade verificada no sobrenadante, representando a enzima que nao se ligou

ao suporte.
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3.27.9 Atividade recuperada

Rendimento de imobilizac&o € a relacido entre as atividades no sobrenadante
€ no branco da enzima soluvel (ARAGON, 2013).

Rendimento de imobilizacio:

(%) = C x 100
A

A- Atividade enzimatica da solugao utilizada para a imobilizagao (branco).

C- Atividade do derivado obtida apds a imobilizagao.

3.28 Analise dos dados

Os ensaios foram realizados em duplicatas e o desvio padrdo nunca
ultrapassou 5%, em relagdo a média. Os graficos foram plotados com o uso do

software Microsoft® office 2013.
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Resultados e Discusséio




57

Produgdio ¢ imobilizacdo de celulases em matriz de agavose...

4 Resultados e Discussao
4.1 Celulases de Aspergillus niger

4.1.1 Identificagao do fungo

O fungo utilizado neste trabalho foi isolado de um fruto de cupuagu em
decomposicéo, cientificamente denominado de Theobroma grandiflorum e identificado
morfologicamente pelo grupo da Dr.2 Darlene Attili de Angelis, do Instituto de
Biociéncia da Unesp de Rio Claro-SP, como sendo uma cepa fungica filamentosa
Aspergillus niger. A Figura 10 mostra as caracteristicas fisicas e microscépicas do

fungo em questao.

Figura 10 — Caracteristicas morfoldégicas macroscépicas e microscopica através de
microscopia dptica em aumento de 400x do conididéforo do fungo Aspergillus niger.

*A-Caracteristicas morfoldgicas macroscopicas; *B- Caracteristicas morfolégicas microscopicas.

A confirmacao do fungo foi realizada pelo Instituto André Tosello (Campinas-
SP), idenficado através de técnicas moleculares. O fungo apresentou 100% de

similaridade com as sequéncias de linhagens de Aspergillus niger van Thiegem
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depositadas nos bancos de dados Genbank e CBS ( Fungal Biodiversity Centre). Na
arvore filogenética, a amostra agrupou-se com linhagens Aspergillus niger NRRL1956
e CBSS55465 (ARAGON, 2013).

4.1.2 Produgao e padronizagao do extrato enzimatico produzido por A. niger

Visando a obtencédo de enzimas celulases, em especifico CMCases, realizou-
se um estudo apurado para a producao dessas enzimas. Através do levantamento da
literatura cientifica, foram testados os melhores meios de cultivos, melhores fontes de
carbono e adequacgao quanto a temperatura e o tempo de fermentacido. Através
dessas informacdes preliminares foi possivel obter extratos enzimaticos com étimas
atividades especificas, ndao somente para CMCases, mas também para -

glicosidases, avicelases e xilanases.

4.1.2.1 Producgao de celulases em estado sélido

De acordo com Singhania (2011) fermentacdo em estado sélido € definido
como fermentagdo em auséncia ou quase auséncia de agua livre. E também,
considerado o meio mais adequado para obtencdo de enzimas, em especifico
celulases. Esse meio mimetiza in vitro o meio ambiente comum para produgao dessas
enzimas.

Apos a producao e liofilizagdo do extrato enzimatico foi realizado didlise e
purificagédo parcial através de imobilizagdo em suporte MANAE-agarose. Esse tipo de
imobilizacdo ndo é apenas um procedimento que podemos utiliza-lo como mediador
de purificagdo, mas também para estabilizar e unir covalentemente a enzima, apos
tratamentos especificos com reagentes bifuncionais, discutido posteriormente. A
imobilizagdo em MANAE ocorre através de trocas ibnicas, ou seja, interagdes entre
cargas (+ -) entre a proteina e o suporte. Essas interagdes permitem o
estabelecimento de ligagbes ibnicas entre a matriz (suporte) e o biocatalisador
(enzima). A imobilizagdo da enzima com o suporte ocorre em baixa forga ibnica (5

mmol.L"), facilitando as interagées idnicas.
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Os acucares, restos celulares e outros componentes presentes no extrato
enzimatico ficam “livres” na solugéo e apos a filtragem sob vacuo, é obtido o derivado
(enzima + suporte). A enzima é totalmente recuperada para o meio aquoso através da
utilizacdo de uma concentragdo de 100 mmol. L - de cloreto de sédio. Ao final, o
extrato celulolitico foi congelado e preservado com azida sodica 0,5% para evitar
possivel contaminagdo fungica ou bacteriana. Através da dosagem de agucares
redutores, foram obtidos valores de 0,638 U/mL de enzima, reacao realizada a 25 °C
por 15 minutos. A quantidade total de proteina foi de 0,203 mg.mL-" ao qual representa
atividade especifica de 3,14 U.mg™"' de proteina. A Figura 11 mostra o fluxograma do

processo de purificagao parcial desse extrato.

Figura 11 — Fluxograma representando o procedimento de imobilizagdo da enzima celulase
extracelular de A. niger em MANAE-agarose visando a purificagdo parcial do extrato obtido
por fermentagao em estado solido.

Quantificado total de acticares e proteinas |

Extrato concentrado diluido 5 vezes em tampéo NaH,PO, 5 mmol. L 'pH 7

Dialisado por 4 horas a 4 °C com 4 trocas de agua

Adsorcao em MANAE-agarose

| Quantificado total de agtcares e proteinas |

Mantido a 4 °C sob agita¢ao suave por 12 horas

Filtrado sob vacuo e lavado abundantemente com agua destilada e
tampao NaH,PO, 5 mmol. I"pH 7

—

Dessorcao proteica do suporte com NaH,PO, 100 mmol. I pH 7 por 1
hora

Filtrado sob vacuo

Dialisado por 24 horas a 4 com 6 trocas de agua e de membranas de
dialise

Quantificado total de acticares e proteinas

Extrato parcialmente purificado, livre de agucares redutores advindos
do processo de fermentagéo no estado sdlido

Os agucares redutores foram dosados pelo método de Miller (1959) e determinagdo de proteinas
Bradford (1976).
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E importante salientar que durante o procedimento de dilise foi realizado a troca
da membrana, esse fato € importante para evitar um possivel rompimento da mesma
e, consequentemente, perda do produto. Sabe-se que a enzima celulase degrada a
celulose, sendo o principal componente das membranas para dialise. No processo de
purificacdo parcial, foi obtido a exclusdo total de todos os acgucares advindos do
processo de fermentagcdo em meio de cultura no estado sdlido.

Apesar dos resultados terem sido satisfatérios, este tipo de fermentagao néao foi
utilizado para a produgdo das enzimas utilizadas neste trabalho, devido ao

dispendioso método de purificacdo para retirada dos agucares.

4.1.2.2 Producao de celulases em meio submerso

Entende-se por fermentagdo submersa, meio com excesso de agua, com pH e
nutrientes pré-estabelecidos, adicionado de fonte de carbono e controle de
temperatura. O extrato bruto contendo as enzimas celulases foi obtido no meio de
cultivo acrescido de p6é de sabugo de milho (1%) e ou p6 de bagaco de cana- de-
agucar (1%) como fontes de carbono. A fermentagdo se deu em temperatura fixa de
30°C, rotacao de 140 oscilagdes por minuto e pH 6,0. A Tabela 2 mostra os resultados
de produgdo das enzimas do complexo celulolitico e xilanolitico, utilizando pé de
sabugo de milho 1%. Na Tabela 3, os resultados sao referentes a producao de

enzimas obtidas com p6 de bagaco de cana-de-agucar 1%.
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Tabela 2 — Atividade celulolitica e xilanolitica dos filtrados de cultura de A. niger, utilizando p6
de sabugo de milho 1% em diferentes tempos.

Tempo | Proteina CMCase U.mg™" Avicelase U.mg' pBglicosidase U.mg- Xilanase U.mg "'
(h) total (U.mL ) (U.mL ) (U.mL ) (U.mL )
(mg.mL")
48 0,092 2,41 26,20 0,41 4,46 38,90 423,00 5,75 62,5
72 0,103 2,32 22,60 0,425 4,13 49,85 458,42 6,13 59,51
144 0,144 2,62 18,20 0,425 2,95 69,42 482,10 6,25 43,40

Meio de Vogel (1956) em pH inicial 6,0. Os dados representam a média de dois experimentos
independentes. O desvio padrdo nunca foi maior que 5% em relagcdo a média.

Tabela 3 — Atividade celulolitica e xilanolitica dos filtrados de cultura de A. niger, utilizando p6
de bagacgo de cana-de-agucar 1% em diferentes tempos.

Tempo | Proteina CMCase U.mg"' Avicelase U.mg-' Pglicosidase Umg- Xilanase U.mg "'
(h) total (U.mL ) (U.mL ) (U.mL ) (U.mL )
(mg.mL™")
48 0,044 1,00 22,72 0,120 2,72 22,57 512,96 3,02 68,64
72 0,050 1,33 26,60 0,138 2,76 28,95 579,00 3,70 74,00
144 0,044 1,50 34,10 0,134 3,04 40,76 926,36 5,56 126,36

Meio de Vogel (1956) em pH inicial 6,0. Os dados representam a média de dois experimentos
independentes. O desvio padrdo nunca foi maior que 5% em relagao a média.

Os resultados apresentados mostraram que a utilizacdo dos residuos

agroindustriais, que em sua composig¢ao; apresentam grandes quantidades de
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celulose, hemicelulose e lignina, classificados como macromoléculas complexas;
foram satisfatorios para a produgéo de enzimas do complexo celulolitico e xilanolitico.

Segundo BON et al. (2008) essas macromoléculas sao inicialmente convertidas
extracelularmente a subunidades menores por enzimas hidroliticas, sendo, entao,
transportadas para o interior da célula e metabolizadas em vias catabolicas e/ou
anabodlicas. As fontes de carbono na maioria das fermentagdes para producdo de
celulases comerciais sdo biomassa celuldsica, incluindo: palha de cascas de cereais
e leguminosas, arroz ou farelo de trigo bagaco de cana e residuos da industria de
papel, entre outros residuos que induzem a produgao de celulases (SINGHANIA,
2011).

Em comparacédo as duas fontes de carbono, podemos observar que a melhor
atividade especifica para a CMCases, foi obtida com o bagago de cana-de-agucar, no
tempo fixo de 144 horas. Apds obter estes resultados o extrato foi obtido
posteriormente nas mesmas condigdes. Na Figura 12 A, é apresentado resultados do
perfil proteico do extrato obtido com sabugo de milho, e na Figura 12 B, o perfil proteico
do extrato obtido com bagaco de cana. Embora as dosagens de proteina total nestes
extratos tenham sido diferentes, foi verificado que no extrato com menor quantidade
de proteina total houve o aparecimento de um numero maior de bandas proteicas.
Entretanto, no gel com menor numero de bandas proteicas, a quantidade total de

proteina no extrato foi maior.

Figura 12 — SDS-PAGE do extrato bruto de Aspergillus niger (A) Fonte de carbono p6 de
sabugo de milho; (B) Fonte de carbono pé de bagago de cana-de-agucar.
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Legenda: (1) marcador de massa molecular; (2) extrato bruto em 48 horas; (3) extrato bruto em 72
horas; (4) extrato bruto em 144 horas.
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Em determinados momentos, fez-se necessaria a concentragdo proteica do
extrato enzimatico em acetona 3:1 (solvente: extrato), dessa forma, poderiamos
controlar a carga proteica oferecida ao suporte para a imobilizacdo (discutido
posteriormente). A Tabela 4 mostra que a precipitacdo em acetona preservou a
atividade especifica da CMCase, diminuindo a atividade para [ glicosidase e

avicelase. Para xilanase, observa-se um aumento significativo da atividade especifica.

Tabela 4 — Atividade da CMCase, B glicosidase e xilanase apds a precipitacdo do extrato
enzimatico com acetona.

Enzimas

CMCase B glicosidase Avicelase Xilanase

Atividade (U.mL") 13,0 163,71 0,53 118,3
Proteina (mg.mL"") 0,39 0,39 0,39 0,39
Atividade especifica (U.mg™) 33,4 419,8 1,36 303,4

Para a determinacdo da atividade dessas enzimas foi realizado a diluicdo em 4 vezes do extrato
enzimatico, anteriormente concentrado 10 vezes. Para um volume de reacao final de 1mL foram
utilizados: CMCase-20ul de extrato; 3 glicosidase- 10 ul de extrato; avicelase- 20 ul de extrato; xilanase-
10ul (diluido 50 vezes). Os dados representam a média de dois experimentos independentes. O desvio
padrao nunca foi maior que 5% em relagdo a média. O extrato utilizado para a concentragéo proteica
foi aquele obtido em 144 horas em meio Vogel com bagago de cana-de-agucar como fonte de carbono.

Os valores de xilanase foram expressos para mostrar que essa enzima esta
presente em grande quantidade neste extrato enzimatico, ficando inviavel a nao
reportacdo neste estudo. Enfatizo que os dados encontrados para a enzima em
questao, sdo de grande importancia para futuros pesquisadores que almejam estudar

xilanases secretadas por A. niger.

4.1.3 Ensaios cinéticos da CMCase presente no extrato de Aspergillus niger

4.1.3.1 Perfil de hidrélise do substrato carboximeticelulose

Para avaliar o perfil de hidrélise da enzima CMCase, foi realizado o ensaio em

diferentes concentragdes de viscosidade dinamica da carboximetilcelulose, expresso
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em centipoise (cps) (Tabela 5). Podemos observar que a enzima apresentou um perfil
de hidrélise muito similar em todas as diferentes concentragdes ensaiadas, mostrando
a capacidade hidrolitica dessa enzima sob um derivado de celulose, como a

carboximentilcelulose.

Tabela 5 — Perfil de hidrélise da carboximentilcelulose (CMC) pela CMCase de Aspergillus

niger.
CMC 1% (Viscosidade (%) *CPS) U.mL -
1.000-2.000 13,0
6.000 12,0
30.000 14,0
50.000 12,0

Os dados representam a média de dois experimentos independentes. O desvio padrao nunca foi maior
que 5% em relagdo a média. Os experimentos foram conduzidos a 50°C e os substratos preparados
em tampé&o acetato de sédio 50 mmol/L-' pH 5. Para um volume de reagao final de 1mL foi utilizado
10ul de extrato. *CPS- viscosidade dindmica.

4.1.3.2 pH é6timo

A maxima atividade da CMCase foi em pH 4,0 (Figura 13), valor semelhante
aos demais encontrados para CMCase fungicas (BANSAL et al., 2013; HURST et al.,
1977). De acordo com Technische...(2014), celulases apresentam uma ampla faixa
de pH entre pH 2,8 a pH 10,0.
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Figura 13 — Efeito do pH na atividade da CMCase do filtrado de Aspergillus niger.
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Ensaios conduzidos em pH apropriados de Mcllvaine pH 2-8 200 mmol/L -! para pH 9-10 tampéao

carbonato/borato 100 mmol/L -!. Os dados representam a média de dois experimentos independentes.
O desvio padréo nunca foi maior que 5% em relagdo a média.

4.1.3.3 Estabilidade ao pH

A CMCase mostrou-se bastante instavel em pH 10,0. Na Figura 14, observa-se
que ha uma queda brusca de atividade em pouco tempo de incubagéo (0,5h),
permanecendo com aproximadamente 26% de atividade em 6 horas. Os dados
obtidos foram importantes para definirem alguns métodos de imobilizagao propostos

neste trabalho, dados apresentados posteriormente.

Figura 14 — Estabilidade da CMCase do filtrado de Aspergillus niger em pH 10,0.
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Os dados representam a média de dois experimentos independentes. O desvio padréo nunca foi maior
que 5% em relagdo a média.
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Experimentos foram realizados para determinar a estabilidade frente ao pH
10,0 da enzima CMCase na presencga de diferentes concentragdes de trealose, agindo
como um aditivo estabilizante, preservando a conformacgao do sitio ativo da enzima.
Os resultados apresentados na Figura 15 mostram que a concentracao ideal foi de
20%, preservando cerca de 70 % da atividade enzimatica em pH 10,0 por 24 horas.
Observa-se, nesta mesma Figura, o perfil da enzima sem o aditivo estabilizante, onde

ao longo do ensaio, diminui significativamente a sua atividade.

Figura 15 — Estabilidade da CMCase do filtrado de Aspergillus niger em pH 10,0 na
presenca de aditivo estabilizante.
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Os dados representam a média de dois experimentos independentes. O desvio padrao nunca foi maior
que 5% em relagdo a média.

4.1.3.4 Temperatura 6tima

A temperatura 6tima da CMCase presente no extrato bruto apresentou uma faixa
ampla de atividade na temperatura que vai de 45°C a 75°C, tendo como temperatura
otima 65°C (Figura 16). Na literatura, poucos microrganismos secretam CMCases com
temperatura 6tima como a encontrada neste trabalho. Esse valor foi igual ao de
Bacillus strains (MAWADZA et al., 2000), Alicyclobacillus acidocaldarius (MORANA et
al., 2008) e Bacillus subtilis CK-2 (KARI et al., 1994). Celulases apresentam uma

ampla faixa de temperatura de 25°C-100°C. O valor de energia de ativagao foi de 1,83
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Kcal.mol!, sendo a energia necessaria para a hidrdlise da carboximetilcelulose em

1%. Para estes calculos as temperaturas 25°C a 70°C foram utilizadas.

Figura 16 — Efeito da temperatura na atividade da CMCase do filtrado de Aspergillus niger.
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Os dados representam a média de dois experimentos independentes. O desvio padrao nunca foi maior
que 5% em relagdo a média.

4.1.3.5 Estabilidade térmica

A enzima celulase manteve 100% de sua atividade na faixa de temperatura de
4°C a 55°C por aproximadamente 30 minutos de incubagdo. A partir de 65°C, a
celulase manteve 20% da atividade. Observa-se também que, conforme ha um

aumento da temperatura, a atividade diminui significativamente (Figura 17).

Figura 17 — Estabilidade térmica da CMCase de Aspergillus niger, apoés 30 minutos de
incubacao, nas diferentes temperaturas.
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Os dados representam a média de dois experimentos independentes. O desvio padrdo nunca foi maior

que 5% em relagdo a média. Os experimentos foram conduzidos em tampé&o acetato de soédio 50
mmol/L -'pH 5.
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Quando o ensaio foi conduzido em pH 7,0 em diferentes temperaturas de 4°C
a 55°C por pelo menos 2 horas, foi observado que a enzima manteve 100% de
atividade em 4°C e 25°C (Figura 18). A 40°C e 45°C, a atividade enzimatica foi
preservada em torno de 80% por 2 horas. Ja a 50°C e 55°C, houve uma rapida queda
para ambas. Fica claro que a enzima é instavel quando ensaiada com pH neutro em
temperaturas elevadas. Quando se trata de imobilizagdo, os dados obtidos sdo de
grande importancia, uma vez que, em alguns métodos, a enzima devera permanecer

em condi¢des de pH neutro a variadas temperaturas.

Figura 18 — Estabilidade térmica da CMCase de Aspergillus niger a pH 7,0 incubada nas
diferentes temperaturas.
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Os dados representam a média de dois experimentos independentes. O desvio padréo nunca foi maior

que 5% em relagdo a média. Os experimentos foram conduzidos em tampéao fosfato de sédio 100
mmol/L -'pH 7,0.

4.1.3.6 Estudos de imobilizagao das celulases produzidas por Aspergillus niger

O suporte agarose 4 CL, ativado com 10, 30 e 70 umol de grupos reativos por
mL de gel foram testados para a imobilizacao de CMCases. O grau de ativagao do
suporte permite controlar a intensidade da interagcdo entre a proteina e o suporte
(MATEO et al., 2006). Uma vez obtido este suporte com o grau de grupos desejados,
€ possivel substituir os grupos aldeidos em grupos amino primarios. Foram oferecidas

33 U de enzima CMCase por grama de suporte.
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A Figura 19 mostra o curso de imobilizagdo em suporte agarose-glutaraldeido
com diferentes concentragdes em pmol de grupos reativos em relagdo ao tempo.
Observa-se quanto maior a quantidade de grupos reativos na superficie do suporte,

maior a interagao entre a enzima e o suporte.

Figura 19 — Curso de imobilizagdo da CMCase de Aspergillus niger em glutaraldeido-
agarose 4 CL.
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Ensaios realizados através da determinagéo de proteinas totais no sobrenadante do ensaio e enzima
soluvel proposto por Bradford (1976). O desvio padrdo nunca foi maior que 5% em relagdo a média.

Suportes com grupos amino primarios (MANAE) orientam a imobilizacdo da
enzima através da area de superficie com maior densidade de carga negativa. Esta
area é geralmente mais rica em aminoacidos com grupo acido (glutamato e aspartato)
como radical (FERNADEZ-LAFUENTE,1993). Este mesmo suporte, com grupos
aminos primarios em sua superficie, pode reagir com um reagente bifuncional.

O glutaraldeido € um reagente bifuncional muito versatil e reativo para
imobilizar enzimas de forma covalente. A imobilizagdo na presenga desse reagente
pode ocorrer de duas formas. No primeiro processo, podemos adicionar esse reagente
diretamente ao suporte e, posteriormente, realizar a imobilizag&o (ligacéo unipontual).
O segundo processo, chamado de entrecruzamento, o reagente € adicionado
diretamente ao derivado apds o processo de imobilizagao, por exemplo, em MANAE.

Segundo Gallego (2006), nos dois protocolos de imobilizagdo a enzima

primeiramente se adsorve ionicamente ao suporte e posteriormente ocorre a reagao
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com com o glutaraldeido, nessa condi¢cdo, a enzima se imobiliza covalentemente ao
suporte.

De acordo com Fernandez-Lafuente (1995), a orientagdo da imobilizacdo da
enzima em suportes ativados com glutaraldeido ocorre através dos grupos amino de
mais baixo pK. Estes grupos correspondem aos aminos terminais. De acordo com
Khademi et al (2002), CMCases secretadas por Aspergillus niger, apresentam
quantidades de 19 aminoacidos carregados negativamente e 11 carregados
positivamente (lisina, arginina e histidina).

Um bom protocolo de imobilizagdo deve manter alta atividade catalitica apos o
processo de imobilizagdo (MATEO et al.,, 2007). No entanto, algumas enzimas
acabam se imobilizando com o seu sitio catalitico voltado para o interior do suporte,
ou até mesmo desestabilizando o sitio catalitico durante o processo de imobilizagao,
a Figura 20 mostra o processo ideal de imobilizagdo de enzimas na superficie de um
suporte. Esses eventos foram observados neste trabalho. A medida adotada foi
realizar a imobilizagdo na presenga do substrato carboximetilcelulose. Quando a
imobilizacdo ocorre nessas condigdes a tendéncia € que o substrato mantenha o
centro ativo enzimatico integro, dessa forma, o sitio catalitico se ocupara com o
substrato, orientando favoravelmente a imobilizagdo, deixando assim, o seu sitio

catalitico livre apds o processo de imobilizacao.

Figura 20 — Representagao esquematica do processo de imobilizagdo sobre a superficie de
um suporte.
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Fonte: Prépria autoria. A) - Representacdo esquematica de um método favoravel de imobilizacéo,
observa-se o sitio catalitico voltado para o exterior do suporte. B) - Representacédo esquematica de um
método desfavoravel de imobilizagao, observa-se o sitio catalitico voltado para o interior do suporte e
desestabilizagdo do mesmo.
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4.1.3.7 Estabilidade do derivado CM-agarose

Experimentos comparativos entre dois ensaios de imobilizagdo em agarose
ativada a glutaraldeido foram obtidos derivados ligados unipontualmente. Constatou-
se que o derivado enzimatico obtido com a presenca do substrato, preservou em
aproximadamente 35% em 250 horas a sua atividade catalitica a 60°C comparado
com o derivado sem a presencga do substrato.

A temperatura de 60°C foi eleita, pois € notério que através da inativacéo
térmica a enzima soluvel se inativa quase por completo. Dessa forma, quando um
derivado enzimatico é testado a uma temperatura considerada desnaturante para a
enzima soluvel, podemos avaliar a proporcéo de estabilidade térmica do derivado
frente a mesma.

A Figura 21 mostra o perfil comparativo entre esses dois derivados e a enzima
soluvel. Observa-se também que a enzima soluvel em 4 horas de reagao perde

aproximadamente 43% de sua atividade, chegando a inativagao total em 24 horas.

Figura 21 — Inativacao térmica a 60°C da enzima CMCase livre de Aspergillus niger em
suporte glutaraldeido-agarose.
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Ensaios de atividade enzimatica conduzidos conforme descrito em materiais € métodos. Os dados
representam a média de dois experimentos independentes. O desvio padrdo nunca foi maior que 5%
em relagao a média.
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A Figura 22 mostra a inativagdo térmica dos derivados CM-glutaraldeido-
agarose com 70 pmol; CM-glutaraldeido- agarose com 30 pmol e CM-MANAE-
agarose com 30 umol de grupos aldeidos na superficie do suporte comparados a
enzima soluvel.

Os resultados revelam, claramente, que os derivados CM-glutaraldeido com
30 e 70 ymol de grupos reativos toleraram condigbes mais elevadas de temperatura,
quando comparados a enzima soluvel e ao derivado CM-MANAE-agarose. Este fato
se deve pela interagdo enzima — suporte e ocorrerem através de ligagao unipontual
covalente, como explicado anteriormente.

Ja em agarose-MANAE, a imobilizagdo entre a enzima e o suporte se da por

interacdes idnicas, ou seja, ligagdes fracas, quando comparada a ligagdes covalentes.

Figura 22 — Inativacao térmica a 60°C da CMCase de Aspergillus niger em suporte agarose
com 30 e 70 umol de grupos reativos.
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Ensaios de atividade enzimatica conduzidos conforme descrito em materiais e métodos. Os dados
representam a média de dois experimentos independentes. O desvio padrdo nunca foi maior que 5%
em relagdo a média.

Apos os resultados obtidos, determinou-se que os ensaios de imobilizacao
seriam conduzidos sempre na presenga do substrato e com 70 umol de grupos

reativos.
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4.1.3.8 Temperatura 6tima dos derivados CM-agarose

As atividades dos derivados glutaraldeido-agarose e MANAE-agarose foram
também observadas em diferentes temperaturas (Figura 23). O derivado CM-
glutaraldeido-agarose apresentou temperatura otima a 45°C, abaixo daquela
encontrada para a enzima livre (65°C). Esse fato deve-se a “Efeitos Difusionais”, que
€ a ocorréncia de acumulo de produto na proximidade do centro ativo, o que pode
afetar a cinética da reacao pela reducéo da velocidade de reagao (BON et al., 2008).
Ja a temperatura otima encontrada para o derivado CM-MANE-agarose foi de 60°C,

bem préxima a encontrada para a enzima soluvel.

Figura 23 - Influéncia da temperatura na atividade enzimatica da CMCase imobilizada em
glutaraldeido-agarose e MANAE-agarose.
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Inserto: temperatura 6tima da CMCase soluvel de A.niger. Ensaios da atividade enzimatica conduzidos
conforme descrito em materiais € métodos. Os dados representam a média de dois experimentos
independentes. O desvio padrdo nunca foi maior que 5% em relagao a média.

4.1.3.9 Atividade recuperada

Na Tabela 6 observa-se que os derivados MANAE apresentaram atividade
recuperada acima de 87%. Para os derivados glutaraldeido, a atividade recuperada

foi em torno de 21 e 12%. O fato da atividade recuperada ser menor ndo quer dizer
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que o processo de imobilizagdo tenha sido irrelevante, pois o primordial é a
estabilidade desse derivado comparado a enzima soluvel. Como ja visto, a ocorréncia
de multiplas celulases é observada em diversos microrganismos como o Aspergillus
niger, que pode secretar até trés diferentes celulases (JUTURU; WU 2014). Isso pode
explicar que o motivo de que nem toda enzima oferecida ao suporte é imobilizada,

mesmo apos duas horas de contato enzima-suporte.

Tabela 6 — Atividade recuperada da CMCase de Aspergillus niger, imobilizada em
agarose com diferentes ativacgoes.

Derivados enzimaticos Atividade recuperada (%)
CM-MANAE-agarose 1 87
CM-MANAE-agarose 2 88
CM-glutaraldeido-agarose 3 21
CM-glutaraldeido- agarose 4 12

(1): CM-MANAE-agarose; (2): CM-MANAE-agarose (substrato adicionado ao extrato enzimatico para
imobilizagéo); (3): CM-glutaraldeido-agarose; (4): CM-glutaraldeido-agarose (substrato adicionado ao
extrato enzimatico para imobilizagdo). Os dados representam a média de dois experimentos
independentes. O desvio padrao nunca foi maior que 5% em relagdo a média.

4.1.3.10 Analise dos produtos de hidrélise

Realizou-se cromatografia em camada delgada (TLC) com o objetivo de
comparar qualitativamente os produtos de hidrolise da enzima soluvel e de seus
derivados. Os ensaios foram conduzidos por 16 horas a 50°C em substrato
carboximentilcelulose 1%.

A Figura 24 mostra os derivados produzidos com MANAE-agarose. Esses
derivados apresentaram a mesma capacidade de hidrolise do substrato quando
comparados a enzima soluvel. O produto de hidrolise observado foi glicose e alguns
resquicios de celo-oligossacarideos, mostrando a presenca ativa da 3-glicosidase na
conversao de celobiose a glicose. Ja para os derivados de glutaraldeido-agarose,
somente o suporte que foi imobilizado na presenca do substrato apresentou
capacidade de hidrolise, esses dados mostram claramente que mesmo com baixa
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atividade recuperada, o derivado CM-glutaraldeido-agarose preservou as suas
caracteristicas cataliticas.

Figura 24 — Cromatografia em camada delgada TLC representando produto de hidrélise de
1% carboximetilcelulose por enzimas livres e derivados de Aspergillus niger.

Legenda: 1-Padrdo glicose; 2- Padrao celobiose; 3- Enzima soluvel; 4-CM-MANAE-agarose; 5- CM-
MANAE-agarose (substrato adicionado ao extrato enzimatico para imobilizagao); 6: CM-glutaraldeido-
agarose; 7: CM-glutaraldeido-agarose (substrato adicionado ao extrato enzimatico para imobilizagao).
Os dados representam a média de dois experimentos independentes.

Os dados obtidos sdo importantes para a obtengao de derivados enzimaticos
ativos e estabilizados, e promissores para a producdo de acgucares, utilizando o

substrato carboximentilcelulose.
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4.6 Celulases de Humicola grisea. var. thermoidea
4.6.1 Identificagao do fungo

O fungo Humicola foi isolado do solo brasileiro e classificado como H. grisea
var. thermoidea, de acordo com as caracteristicas morfologicas e fisiologicas
propostas por Cooney e Emerson (1964).

Figura 25 — Caracteristicas morfoldégicas macroscépicas e microscopica através de
microscopia 6ptica em aumento de 400x do conidioforo do fungo H. grisea.

A B

A-Caracteristicas morfolégicas macroscopicas; B- Caracteristicas morfolégicas microscopicas.

4.6.2 Fermentagcao em meio-submerso

A CMCase foi produzida em fermentagao submersa em meio M6, como descrito
em métodos. Testada em diferentes tempos com temperatura fixada a 40°C. A Tabela
7 mostra que a utilizacao de fontes de carbono, como p6 de sabugo de milho, pé de
bagaco de cana-de-agucar e xilana, em concentragdes de 1%, nao foram satisfatorias
para a producdao de CMCases nos distintos tempos. A atividade especifica nao

ultrapassou 5,75 U.mg .
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Tabela 7 — Atividade da CMCase dos filtrados de cultura do fungo H. grisea, utilizando distintas
fontes de carbonos em diferentes tempos.

Fontes de carbono

P6 de sabugo de milho (1%) P6 de bagago de cana (1%) Xilana (1%)
Tempo | Proteina CMCase U.mg-! Proteina CMCase U.mg-! Proteina CMCase U.mg !
(H) total (U.mL ") total (U.mL ") total (U.mL ")
(mg.mL") (mg.mL-") (mg.mL-")
24 0,200 1,05 5,25 0,185 1,06 5,73 0,141 0,17 1,20
48 0,490 1,67 3,41 0,460 2,42 5,27 0,295 0,17 0,57
72 0,672 2,60 3,90 0,675 2,63 3,90 0,295 0,16 0,54
Meio de M6 (descrito em Material e Métodos) em pH inicial 6,0. Os dados representam a média de dois

experimentos independentes. O desvio padréo nunca foi maior que 5% em relagcdo a média.

Quando os ensaios de fermentagdo foram conduzidos em fonte de carbono
Avicel® 1%, observou-se uma produgdo relevante de enzimas celuloliticas e
xilanoliticas. O tempo de escolha para a produ¢cao de CMCases foi de 24 horas, no
qual revelou uma atividade especifica de 14,8 U.mg ' (Tabela 8). Portanto,
determinou-se que toda a producgdo dessas enzimas seria realizada em meio de

cultivo M6 em pH 6,0, com Avicel® a 1% por 24 horas a 140 oscilagdes por minuto.
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Tabela 8 — Atividade celulolitica e xilanolitica dos filtrados de cultura do fungo H. grisea,
utilizando Avicel® 1% em diferentes tempos.

Tempo | Proteina CMCase U.mg™" Avicelase U.mg' pBglicosidase U.mg- Xilanase U.mg "'
(h) total (U.mL ) (U.mL ) (U.mL ) (U.mL )
(mg.mL")
24 0,115 1,70 14,8 0,042 0,36 15,50 134 0,221 1,92
48 0,181 1,54 8,50 0,22 1,20 83,57 462 0,721 4,00
72 0,363 3,20 8,81 0,72 2,00 125 344 1,404 3,40
120 0,579 3,97 6,85 1,1 1,9 420 725 1,670 2,90

Meio de M6 (descrito em Material e Métodos) em pH inicial 6,0. Os dados representam a média de dois experimentos

independentes. O desvio padrao nunca foi maior que 5% em relagdo a média.

A Figura 26 mostra o aumento de bandas proteicas em relacdo ao tempo de
fermentag&o em cultura submersa em fonte de carbono Avicel® 1%. Conforme o tempo

de fermentacgao é prosseguido, ha um aumento significativo das bandas proteicas.

Figura 26 — SDS-PAGE do extrato bruto de H.grisea em diferentes tempos de fermentacgao,
utilizando como fonte de carbono Avicel® 1%.

97,0 kDa u

66,0kDa wp

45,0 kDa wp

30,0 kDa wp

20,1 kDa

14,4 KkDa g

Legenda: (1) marcador de massa molecular; (2) extrato bruto em 24 horas; (3) extrato bruto em 48
horas; (4) extrato bruto em 72 horas; (5) extrato bruto em 120 horas.
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A concentrac&o proteica do extrato enzimatico em etanol 3:1 (solvente: extrato)
se fez necessaria em determinados momentos. A Tabela 9 mostra que a precipitagao
preservou a atividade especifica da CMCase e diminuiu significativamente a atividade
para B glicosidase. Ja para a avicelase, houve notavel melhora, enquanto para

xilanase, uma consideravel diminuicdo da atividade enzimatica.

Tabela 9 — Atividade da CMCase, B glicosidase e xilanase apds a precipitacdo do extrato
enzimatico com etanol.

Enzimas

CMCase B glicosidase Avicelase Xilanase

Atividade (U.mL") 16,22 54,86 0,62 1,94
Proteina (mg.mL™") 1,21 1,21 1,21 1,21
Atividade especifica (U.mg™) 13,40 45,34 0,51 1,60

Para um volume de reagéo final de 1mL foram utilizados: CMCase-10pl de extrato; 8 glicosidase- 10 pl
de extrato; avicelase- 10 ul de extrato; xilanase- 10ul, nas condi¢des descritas em métodos. Os dados
representam a meédia de dois experimentos independentes. O desvio padrao nunca foi maior que 5%
em relagdo a média. O extrato utilizado para a concentragao proteica foi aquele obtido em 24 horas em
meio M6 com Avicel® como fonte de carbono.

4.2 Ensaios cinéticos da CMCase produzida por Humicola grisea var. thermoidea
4.2.1 Perfil de hidrélise do substrato carboximeticelulose

A fim de avaliar perfil de hidrélise da enzima CMCase, foi realizado o ensaio
em diferentes concentracbes de viscosidade dindmica da carboximetilcelulose
expresso em centipoise (cps). Na Tabela 10, podemos observar um perfil de hidrdlise
muito similar em todas as diferentes concentracdes ensaiadas. Estes resultados

mostram a capacidade hidrolitica dessa enzima sob a carboximentilcelulose.
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Tabela 10 — Perfil de hidrélise da carboximentilcelulose (CMC) pela CMCase de H. grisea.

CMC 1% (Viscosidade (%) *CPS) U.mL -
1.000-2.000 16,22
6.000 15,12
30.000 15,40
50.000 16,00

Os dados representam a média de dois experimentos independentes. O desvio padrdo nunca foi maior
que 5% em relagdo a média. Os experimentos foram conduzidos a 50 °C e os substratos preparados
em tampao acetato de sddio 0,05 mol/L -' pH 5. Para um volume de reacao final de 1mL foi utilizado
10ul de extrato. *CPS- viscosidade dindmica.

4.2.2 pH 6timo

A enzima CMCase secretada por H. grisea foi ensaiada em diferentes valores
de pH. O pH 6timo encontrado para essa enzima foi pH 6,0, apresentando uma faixa
consideravel de atividade relativa entre o pH 5,0 - 7,0. De acordo com Takashima

(1996), foram encontrados valores de pH idénticos para CMCases.

Figura 27 — Efeito do pH na atividade da CMCase do filtrado de H. grisea

100 -
80 -
60 -

40 -

Atividade relativa (%)

20 -

4 5 6 7 8 9 10

pH do ensaio

Ensaios conduzidos em pH apropriados de Mcllvaine pH 2-8 0,2 mol/L -' para pH 9-10 tampéao
carbonato/borato 0,1 mol/L -'. Os dados representam a média de dois experimentos independentes. O
desvio padrao nunca foi maior que 5% em relagdo a média.
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4.2.3 Estabilidade ao pH

A CMCase secretada pelo H. grisea preservou 100% de sua atividade catalitica
durante 5 horas de ensaio a pH 7,0. A Figura 28 mostra que nos demais valores de
pH ensaiados (8, 9 e 10) foi possivel preservar 80% de atividade relativa por até 5

horas de ensaio. A mesma faixa de estabilidade frente ao pH foi encontrada por
Takashima (1995).

Figura 28 — Estabilidade da CMCase do filtrado de H. grisea em diferentes valores de pH a
25°C.

|~4-pH 7 ~-pH 8 -o-pH 9 -1+ pH1(Q
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0 1 2 3 4 5
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Os dados representam a média de dois experimentos independentes. O desvio padréo nunca foi maior
que 5% em relagdo a média.

A temperatura 6tima para CMCase de H. grisea foi de 50°C (Figura 29) em uma
faixa de 45°C a 60°C, segundo Soudar e Chandra (1987) a faixa de temperatura 6tima

encontrada para celulase produzida por H. grisea foram as mesmas encontradas
neste trabalho.
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Figura 29 — Efeito da temperatura na atividade da CMCase do filtrado de H.grisea.

100 4
80 4
€0 4

40 |

Atividade relativa ( %)

20

Temperatura do ensaio (°C)

Os dados representam a média de dois experimentos independentes. O desvio padréo nunca foi maior
que 5% em relagdo a média.

4.2 4 Estabilidade térmica

A enzima CMCase manteve 100% de sua atividade na faixa de temperatura de
4°C a 55°C por aproximadamente 30 minutos de incubacgdo. A partir de 65°C, a
CMCase diminui constantemente, apresentando meia vida enzimatica a 70°C (Figura
30). O valor de energia de ativagao foi de 1,63 Kcal.mol' (faixa de temperatura de 25
°C-50°C) sendo determinada como a energia necessaria para a hidrolise da
carboximetilcelulose em 1%.

Figura 30 — Estabilidade térmica da CMCase de H.grisea, apds 30 minutos de incubagéo, nas
diferentes temperaturas.
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Os dados representam a média de dois experimentos independentes. O desvio padrao nunca foi maior

que 5% em relacdo a média. Os experimentos foram conduzidos em tampé&o acetato de sédio 0,05
mol/L -'pH 5.
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4.2.5 Estudos de imobilizagao

Estudos prévios de imobilizagdo de CMCases secretada por H. grisea foram
realizados. Iniciou-se a imobilizagdo em agarose ativada a glioxil e agarose ativada
com grupos epoxidos, dados n&do apontados. Como a enzima se apresentou estavel
ao pH 10,0, inicialmente, objetivamos a imobilizagdo covalente multipontual,
promovendo a estabilizacdo da estrutura tridimensional da enzima (GUISAN, 1988;
MATEO et al., 2005).

Embora a enzima tenha se apresentado estavel ao pH 10,0, foi observado, ao
acompanhar o curso de imobilizagdo, que a enzima nao se imobilizava ao suporte.
Estes resultados nos fizeram concluir que a CMCase secretada por H. grisea
apresentava o mesmo perfil da CMCase secretada por A. Niger, onde os ensaios de
imobilizacdo deveriam ser realizados em condicdes suaves, de pH e forca idnica.
Nestas condigdes, seria possivel manter estavel o sitio catalitico enzimatico.

A CMCase foi imobilizada em agarose 6 CL ativada com 95 ymol de grupos
MANAE ou glutaraldeido por mL de gel. Foram oferecidas 13 U de enzima por grama
de suporte. A Figura 31 mostra o curso de imobilizagdo nos suportes ibnicos MANAE-
agarose e glutaraldeido-agarose. Para ambos, a presenga do substrato junto ao

extrato enzimatico foi testada observando a orientagéo do processo de imobilizagao.

Figura 31 — Curso de imobilizagdgo da CMCase de H. grisea em MANAE-agarose e
glutaraldeido-agarose 6CL.

@-Enzima soltvel MANAE-agarose (presenga de substrato)
MANAE-agarose (auséncia de substrato) Glutaraldeido- agarose (presenca de substrato)

-@8-Glutaraldeido- agarose (auséncia de substrato)
100
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Ensaios realizados através da determinagao de proteinas totais no sobrenadante do ensaio e enzima

solavel proposto por Bradford (1976) Os dados representam a média de dois experimentos
independentes. O desvio padrao nunca foi maior que 5% em relagcdo a média.
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Os suportes MANAE-agarose apresentaram-se promissores para a
imobilizagdo dessas enzimas, onde observamos que na auséncia do substrato
carboximentilcelulose 1%, aproximadamente 100% da CMCase aderiam-se ao
suporte. Ja para MANAE-agarose na presenca do substrato, houve 80% de ligacao
da CMCase ao mesmo.

Em glutaraldeido-agarose podemos observar que, tanto para os ensaios na
presenca ou auséncia do substrato, houve aproximadamente 60% de ligacédo da

enzima ao suporte em 2 horas de imobilizag&o.

4.2.5.1 Atividade recuperada

A Tabela 11 mostra a atividade recuperada apds o processo de imobilizagao.
Podemos observar que para os derivados MANAE-agarose a atividade recuperada foi
distinta, provando, mais uma vez, que a presenca do substrato € de grande
importancia para a imobilizacdo de CMCases, esse derivado apresentou 42% a mais
de atividade quando comparado ao derivado conduzido sem a presencga do substrato.
O mesmo ocorreu para os derivados glutaraldeido-agarose, a presenga do substrato

foi essencial para preservar a atividade da CMCase.

Tabela 11 — Representacao percentual de atividade recuperada dos derivados de H.grisea.

Derivados enzimaticos Atividade recuperada (%)
CM-MANAE-agarose 1 58
CM-MANAE-agarose 2 100
CM-Glutaraldeido-agarose 3 NC
CM-Glutaraldeido- agarose 4 16,5

(1): CM-MANAE-agarose; (2): CM-MANAE-agarose (substrato adicionado ao extrato enzimatico para
imobilizagéo); (3): CM-glutaraldeido-agarose; (4): CM-glutaraldeido-agarose (substrato adicionado ao
extrato enzimatico para imobilizacdo). Os dados representam a média de dois experimentos
independentes. O desvio padrao nunca foi maior que 5% em relagdo a média. *NC- nao constatado.

Para analisar qualitativamente o perfil de hidrélise da carboximeticelulose 1%

foi realizado cromatografia em camada delgada (TLC). A Figura 32 revela que os
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derivados obtidos através de suportes glutaraldeido apresentaram apenas resquicios
de agucares, quando comparado a enzima soluvel e derivados MANAE-agarose. Os
produtos de hidrélise obtidos foram glicose, celobiose e celotriose. E importante
ressaltar que o derivado enzimatico ndo apresenta somente CMCases, mas sim,
enzimas do complexo celulolitico e xilanolitico. A grande influéncia do dissacararideo
celobiose se deve ao fato da baixa atividade de celobiase presente no extrato
secretado pelo H. grisea.

Figura 32 — Cromatografia em camada delgada TLC representando produto de hidrélise de
1% carboximetilcelulose por enzimas livres e derivados de H. grisea.

Legenda: 1-Padréo glicose; 2- Padrao celobiose; 3- Enzima soluvel; 4-CM-MANAE-agarose; 5- CM-
MANAE-agarose (substrato adicionado ao extrato enzimatico para imobilizagédo); 6: CM-glutaraldeido-
agarose; 7: CM-glutaraldeido-agarose (substrato adicionado ao extrato enzimatico para imobilizagao).

4.2.5.2 Estabilidade dos derivados CM-MANAE-agarose

Para avaliar o efeito da imobilizacdo da CMCase foi realizado a inativagao
térmica dos derivados, comparando-os com a enzima soluvel. Os derivados
selecionados foram aqueles que apresentaram boa capacidade hidrolitica quando
comparados a enzima soluvel, dados mostrados anteriormente. O que se observa na

Figura 33 é o perfil catalitico dos derivados quando ensaiados em uma faixa de
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temperatura a 65°C por 1,5 horas. Nessas condi¢cdes o derivado, na auséncia do
substrato, se inativa por completo. E possivel que essa instabilidade se deve ao fato
do processo de imobilizagao esconder totalmente o sitio catalitico enzimatico.

A enzima soluvel e o derivado obtido através da presenca do substrato, quando
submetidos a elevacao de 5°C na temperatura, apresentaram o mesmo perfil catalitico
por 20 horas. Estes resultados mostram claramente a importancia do substrato na
conducao da imobilizagcdo, mesmo que a enzima soluvel apresente perfil cinético

semelhante.

Figura 33 — Inativacdo térmica a 65°C e 70°C dos derivados de CMCase de H. grisea em
suporte Agarose-MANAE.
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Ensaios de atividade enzimatica conduzidos conforme descrito em materiais e métodos. Os dados representam a
média de dois experimentos independentes. O desvio padrdo nunca foi maior que 5% em relagdo a média. As
flechas indicam acréscimo de temperatura no mesmo ensaio.

4.3 Estudos de imobilizagao de celulases de A. niger e H. grisea e coquetel
enzimatico dos respectivos fungos

4.3.1 Estudo comparativo de imobilizagao através de entrecruzamento

Objetivando a producao de acgucares através do processo de sacarificagao em
compostos celuldsicos, enzimas importantes desse complexo como CMCases, [3-

glicosidases e xilanases foram avaliadas em determinados experimentos.
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O desenvolvimento de metodologia que pode aumentar a estabilidade da
enzima & um objetivo importante na tecnologia enzimatica (FERNANDEZ-LAFUENTE,
1994). Com o intuito da estabilizagcdo de enzimas celulases secretadas por A. niger e
H. grisea, foi realizado um estudo de imobilizacdo por entrecruzamento, no qual
primeiramente, as proteinas irdo se adsorver ao suporte MANAE-agarose e
posteriormente, entrecruzar (reticular) com o glutaraldeido. De acordo com
Fernandez-Lafuente (1995), imobilizacbes em suportes que utilizam glutaraldeido
devem ser conduzidos entre pH 7, 0 e 8,0, devido a baixa estabilidade do glutaraldeido
a valores altos de pH.

O extrato enzimatico bruto de A. niger, H. grisea e o coquetel enzimatico,
composto por quantidades em mL1:1 desses extratos brutos, foram imobilizados em
agarose 6 CL ativada com 95 umol de grupos MANAE por mL de gel. Apds 2 horas
de contato prévio entre o suporte e as enzimas, foi realizado o entrecruzamento com
glutaraldeido. Segundo Fernadez-Lafuente (1995), a modificacdo dos grupos
primarios de superficie da proteina pelo entrecruzamento com glutaraldeido podem
ser controlados pelo tempo, concentragéao e pH dessa solugao. Concentragdes muito
elevadas de glutaraldeido podem desfavorecer a reticulacdo dos grupos amino das
proteinas, portanto, concentragbes mais suaves e tempo menos prolongado seria 0
protocolo mais indicado.

Em experimentos realizados foi constatado que ao utilizar 0,5 % de
glutaraldeido por um periodo de 4 horas, a atividade das enzimas CMCases
imobilizadas eram 50% menor quando comparado a derivados mantidos nesta mesma
concentragéo por 1 hora. A partir desse resultado, determinou-se entao a utilizagéo
das condigdes ditas anteriormente. A Tabela 12 mostra a carga de proteina em U/mg
utilizadas para o ensaio de imobilizagdo. Apesar da diminuicdo dos valores de
atividade enzimatica no coquetel em experimentos preliminares foi verificado que o
coquetel, assim estabelecido, mostrou uma eficiente hidrélise quando comparado com

os extratos separadamente.
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Tabela 12 — Carga proteica de enzimas celuloliticas e xilanoliticas oferecidas ao suporte para

imobilizagao.
U/mg/grama de suporte agarose 6 CL
Fontes CMCases B-glicosidases Xilanases
H. grisea 13 45 1,6
A.niger 33 419 303
Coquetel 18 260 200

Os dados representam a média de dois experimentos independentes. O desvio padrdo nunca foi maior que 5%
em relagdo a média.

4.3.2 Rendimento de imobilizagao e Atividade recuperada

O processo de imobilizagao foi realizado com e sem a presenca do substrato
CMC1% para ambas as enzimas e o coquetel enzimatico. O rendimento de
imobilizagdo (RI) foi determinando através de proteinas totais, portanto, nao
representa individualmente cada enzima. Os derivados obtidos com a utilizagdo do
extrato enzimatico mostram que a presencga do substrato € prejudicial a imobilizagcéo
das enzimas CMCases e xilanases em determinados derivados. Esse efeito € mais
sutil nos derivados obtidos com a utilizagdo do extrato enzimatico secretado pelo A.
niger, onde as CMCases apresentaram atividade recuperada (AR) significante quando
na presenga do substrato. As B-glicosidases mantiveram-se com 100% de AR nos
dois derivados. As xilanases apresentaram um comportamento mais relevante quando
na auséncia do substrato. A Tabela 13 mostra o perfil de rendimento de imobilizagao
em MANAE-agarose e atividade recuperada apds o entrecruzamento com
glutaraldeido.

Para os derivados obtidos através do coquetel enzimatico (COQ) a atividade
recuperada foi melhor notada quando na auséncia do substrato. Essas diferengas de
AR podem ser explicadas por tratar-se de glicoproteinas, nas quais cada enzima
possui uma quantidade diferente de carboidratos, o que pode dificultar as interacdes

ibnicas entre o suporte e a regides carregadas negativamente da superficie proteica.
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Tabela 13 — Perfil do rendimento de imobilizacao em MANAE-agarose e atividade recuperada
em glutaraldeido-agarose.

Derivados RI (%) AR (%) AR (%) AR (%)
Enzimas Enzimas Enzimas
CMCases Xilanases B-glicosidases
Hg-glutaraldeido-agarose 1 99 69 60 76
Hg-glutaraldeido-agarose 2 75 25 0 0
An-glutaraldeido-agarose 3 90 61 75 100
An-glutaraldeido-agarose 4 32 80 55 100
Cog-glutaraldeido-agarose 5 80 100 57 100
Coqg-glutaraldeido-agarose 6 32 66 0 100

(1;3;5) - Imobilizagcdo sem o substrato carboximentilcelulose 1%. (2; 4;6) - Imobilizagdo na presenga do substrato. Os dados representam a
média de dois experimentos independentes. O desvio padrao nunca foi maior que 5% em relacdo a média. *AR (Atividade recuperada); RI
(Rendimento de imobilizagdo). Os dados obtidos do RI foram obtidos através da determinag&o de proteinas totais (BRADFORD, 1956).

4.3.3 Inativacao térmica

A enzima CMCase soluvel e os derivados Coqg-glutaraldeido-agarose
imobilizados na presenca e auséncia do substrato foram ensaiados em temperaturas
de 60°C; 65°C e 70°C. A Figura 34 mostra o perfil dessas enzimas nestas
temperaturas. Podemos observar que a CMCase soluvel de A. niger preservou sua
atividade residual por até 2 horas de ensaio a 60°C, para CMCase de H. grisea, a
atividade foi preservada em 50% a 65 °C por até 17 horas de ensaio.

O derivado Cog-glutaraldeido-agarose apresentou similaridade com o perfil
cinético da CMCase soluvel de H. grisea no mesmo tempo e temperatura de ensaio.
O respectivo derivado preservou 34% de atividade residual por até 48 horas de ensaio,
garantindo vantagens sobre as enzimas soluveis. Em contrapartida, o derivado Coqg-
glutaraldeido-agarose obtido na auséncia do substrato, apresentou perda de atividade
enzimatica a partir de 1 hora de incubagéao a 65°C, conferindo menor estabilidade
quando comparado as demais enzimas soluveis e derivado.

Estes resultados demostram a eficiéncia do substrato na conducdo da

imobilizagdo para a preservacgao da estrutura terciaria enzimatica pela temperatura.
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Figura 34 — Inativacao térmica em diferentes temperaturas de CMCases de A. niger; H. grisea
soluveis: comparacéao entre os derivados Cog-glutaraldeido-agarose, na presenca e auséncia
do substrato carboximentilcelulose 1%.
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Os dados representam a média de dois experimentos independentes. O desvio padrdo nunca foi maior que 5% em
relacdo a média. As flechas indicam acréscimo da temperatura no mesmo ensaio.

4.3.4 SDS-PAGE

A fim de comprovar a imobilizacdo covalente das proteinas ao suporte, os
derivados foram conduzidos a fervura com tampao de ruptura para SDS-PAGE/
mercaptoetanol, que € um agente redutor de pontes dissulfeto de proteinas. O
sobrenadante da reag&o de imobilizagao foi diluido no mesmo tampao. Na Figura 35
€ exibida a SDS-PAGE dos produtos de imobilizagcdo dos derivados Cog-
glutaraldeido-agarose na presenca e auséncia do substrato, com seus respectivos
sobrenadantes. Os resultados mostraram que ao conduzir o processo de imobilizagao
na presencga do substrato, ndo era observado o aparecimento de banda proteica. Em
contrapartida, o derivado sem a presenga do substrato, quando submetido a mesma
condic¢do, revelou bandas proteicas acima de 97 kDa.

Estes resultados, ressaltam a importancia da utilizacdo do substrato para a
reacdo de imobilizagcdo, promovendo a orientagdo das proteinas com seu sitio
catalitico voltado ao exterior do suporte e assim, preservando sua estrutura
tridimensional e a mantendo estavel. Fernandez-Lorente et al. (2006), relatou a
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utilizacdo de substrato para a estabilizacdo de enzimas lipases em suporte MANAE-
agarose com entrecruzamento com glutaraldeido para a manutengao da conformagéao

proteica e estabilizagdo da mesma.

Figura 35 — SDS-PAGE dos produtos de imobilizagao dos derivados Coq-glutaraldeido-
agarose secretadas por A. niger e H. grisea.
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Legenda: (1) Padrdo de massa molar; (2) Enzima soluvel de A. niger; (3) Enzima soluvel de H.grisea;
(4) Sobrenadante da imobilizacdo na presenga de substrato; (5) Coquetel-glutaraldeido-agarose
(presencga de substrato); (6) Sobrenadante da imobilizagdo sem substrato; (7) Coquetel-glutaraldeido-
agarose (auséncia de substrato).

Apesar da instabilidade do derivado obtido na auséncia do substrato, este se
mostrou favoravel para aplicagdo nos processos de sacarificacdo de materiais
celulésicos, dados apresentados a seguir. O derivado elegido em questao, fornecera
para o processo de sacarificacdo uma quantidade mais elevada de atividade
recuperada para todas as enzimas presentes no extrato. Uma vez que se faz
necessario o complexo celulolitico e xilanolitico para a degradagcao completa da

celulose para obtencdo de mononossacarideos, como a glicose e xilose.
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4.4 Estudos de hidrélise de materiais celulésicos pelo coquetel enzimatico e
derivados enzimaticos obtidos através de extratos enzimaticos secretados
por A. niger e H. grisea.

4.4.1 Hidrdlise do substrato celobiose 1%

A celobiose é um dissacarideo resultante da degradagado parcial da celulose. E
de conhecimento que a celobiose € um inibidor de celulases, assim, a celobiose
resultante no processo de hidrélise de compostos lignoceluldsicos devera ser
hidrolisada em glicose pela enzima celobiase (LYND et al., 2002). Fato este também
confirmado por Wilkins et al. (2007) que a utilizacdo de B-glicosidase promove a
reducdo na inibicdo de endo e exoglicanase, aumentando glicose disponivel. Em
virtude da presenca de enzima B-glicosidases detectada nos dois extratos, foi
realizado ensaios enzimaticos utilizando o substrato celobiose pelo coquetel
enzimatico. A Figura 36 mostra o perfil de hidrélise da celobiose 1%, mostrando que
a enzima [-glicosidase presente nos extratos também foi imobilizada e se manteve

ativa.

Figura 36 — Hidrolise do substrato celobiose 1% pelo coquetel imobilizado em glutaraldeido-
agarose.
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Os experimentos foram realizados em pH 5,0 e a 50°C. Os dados representam a média de dois experimentos
independentes. O desvio nunca foi maior que 5% em relagdo a média.
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4.4.2 Reuso do derivado na hidrolise da celobiose

Em estudos de reutilizagdo do derivado, visando a hidrdlise da celobiose a 1%
em glicose, optou-se por realizar diversos ciclos de reacdo com duragdo de 30
minutos, quando ocorreu a liberagdo de aproximadamente 58,2 mg/dl de glicose por
dois ciclos consecutivos. Apos 6 ciclos, a taxa de hidrdlise apresentou pequena

diminuicao (Figura 37).

Figura 37 — Ciclos consecutivos de hidrélise da celobiose 1% (m/v) pelo coquetel imobilizado
em glutaraldeido-agarose.
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Cada ciclo de reagao foi interrompido ap6s 30 minutos de reagéo e realizada a quantificagdo de glicose. Os
experimentos foram realizados em pH 5,0 e a 50°C. Os dados representam a média de dois experimentos
independentes. O desvio nunca foi maior que 5% em relagéo a média.

4.4.3 Hidrdlise do substrato carboximentilcelulose 1%

O coquetel de enzimas soluveis mostrou-se bastante promissor para a hidrolise
do substrato carboximentilcelulose, revelando o sinergismo entre as CMCases
secretadas pelo A.niger e H.grisea. Este coquetel de enzimas soluveis apresentou
taxa de hidrélise 50% superior quando comparada as demais enzimas soluveis e

derivado, que apresentaram comportamento cinético similar (Figura 38).
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Figura 38 — Perfil de hidrolise do substrato carboximetilcelulose 1% (m/v) pelas enzimas
celulases secretadas por H. grisea e A. niger.
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Os experimentos foram realizados em pH 5,0 e a 50°C. Os dados representam a média de dois
experimentos independentes. O desvio nunca foi maior que 5% em relagdo a média.

4.4.4 Reuso do derivado na hidroélise da carboximentilcelulose

A Figura 39 mostra o perfil de reutilizagdo do Coqg-glutaraldeido-agarose para
a hidrolise da carboximetilcelulose em glicose. O tempo de reacao eleita para a
hidrolise foi de 30 minutos por diversos ciclos de reacédo. O reuso do derivado foi
eficiente por 5 ciclos consecutivos mantendo, ao final do ciclo, com liberagdo de 56

mg/dl de glicose.

Figura 39 — Ciclos consecutivos de hidrdlise da carboximentilcelulose 1% (m/v) pelo coquetel
imobilizado em glutaraldeido-agarose.
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Os experimentos foram realizados em pH 5,0 e a 50°C. Os dados representam a média de dois experimentos
independentes. O desvio nunca foi maior que 5% em relagdo a média.
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4.4.5 Sacarificagdao de material celulésico

A utilizagcdo de celulases para a hidrélise enzimatica da celulose € muito
discutida na literatura para obteng&o de agucares, em especial, a glicose que serve
como substrato para produgao de etanol de segunda geracgéo. Os estudos realizados
neste trabalho foram realizados em condigdes brandas de temperatura, a 50°C, pH
5,0, sob agitacédo constante a 140 oscilagdes por minuto em mesa incubadora com
circulacao de ar.

ApoOs o pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucar, como descrito em
material e métodos, foi possivel utiliza-lo como substrato para a produgdo de
monossacarideos e dissacarideos. A Figura 40 apresenta o processo de sacarificagao
do bagaco de cana-de-agucar e papel de filtro Whatman n°1. Em relacdo a
sacarificagdo do bagagco de cana explodido pelo coquetel enzimatico soluvel,
verificamos que foram obtidos ao final de 72 horas de sacarificagao, 70% a mais de

glicose em mg/dl quando comparado a hidrélise do papel de filtro.

Figura 40 — Processo de sacarificacao de compostos celuldsicos em diferentes tempos pelo
coquetel enzimatico soluvel.
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Os experimentos foram realizados em pH 5,0 e a 50°C. Os dados representam a média de dois experimentos
independentes. O desvio nunca foi maior que 5% em relagdo a média.

SUN; CHENG (2002) apontam que a etapa do pré-tratamento de materiais
lignoceluldsicos é essencial quando se considera a hidrolise enzimatica da biomassa

tendo, como finalidade, alterar a sua estrutura nativa, facilitando a agao subsequente
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dos biocatalisadores. De acordo com o pré-tratamento utilizado, pode ocorrer a
remogao da hemicelulose ou da lignina em proporgbes variaveis; a reducdo da
cristalinidade da celulose e o aumento da porosidade. E notéria que a quantidade
excedente de glicose encontrada, se deve ao fato de uma maior disponibilidade de
celulose para a hidrolise desse coquetel enzimatico.

A Figura 41 mostra estudo comparativo entre os substratos celuldsicos,
utilizando o coquetel enzimatico soluvel e seu respectivo derivado enzimatico,
submetidos a hidrélise por 20 horas. Podemos avaliar que ambos hidrolisaram
igualmente a carboximentilcelulose a 2%. Para os demais substratos, o coquetel
soluvel manteve seu perfil de hidrélise como mostrado anteriormente. Em
contrapartida, o derivado n&o apresentou capacidade de hidrélise, sendo provavel que

as enzimas imobilizadas ndo tenham tido acesso ao substrato.

Figura 41 — Processo de sacarificagdo por 20 horas de compostos celulésicos pelo coquetel
de enzimas soluveis e derivados.
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Os experimentos foram realizados em pH 5,0 e a 50°C. Os dados representam a média de dois
experimentos independentes. O desvio nunca foi maior que 5% em relagcdo a média.

Com o intuito de melhorar o acesso dessas enzimas imobilizadas ao substrato
celuldsico, realizou-se a tentativa do aumento da solubilidade desses compostos no
meio reacional. Como estratégia de trabalho, polpas celulésicas a 1% foram
elaboradas, ndo somente com bagacgo de cana, mas também com diferentes fontes

de substratos celuldsicos, como o papel sulfite usado e papel kraft.
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Ap6s a trituragdo mecanica em meio aquoso composto de solucao
tamponante, as polpas celuldsicas foram adicionadas ao derivado e coquetel soluvel
nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. O derivado mostrou-se capaz de
hidrolisar as polpas de papel sulfite, bagaco de cana e papel Kraft, demostrando que
o método proposto foi eficiente para a hidrélise desses compostos para obtencao de
glicose (Figura 42 A).

Quantidades superiores foram obtidas para a polpa do bagaco de cana. A
Figura 42 B mostra que a hidrélise dos substratos celulésicos nao facilitou somente o
acesso das enzimas imobilizadas aos substratos, mas também aumentou
significamente a taxa de glicose obtida pelo coquetel soluvel, em especial, para a

polpa celuldsica de bagago de cana-de-agucar.

Figura 42 — Processo de sacarificacdo por diferentes tempos em distintas polpas de
compostos celulésicos pelo derivado Cog-glutaraldeido-agarose e coquetel soluvel.
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Os experimentos foram realizados em pH 5,0 e a 50°C. Os dados representam a média de dois experimentos
independentes. O desvio nunca foi maior que 5% em relagdo a média.
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A evidencia da baixa taxa de glicose na polpa kraft se deve ao fato da presenca
de lignina residual, resultante do processo quimico empregado para a produgcao de
papel (BON et al., 2008). Este processo quimico utilizado mundialmente na produgao
de polpa de celulose para a manufatura de papel € o denominado Kraft, que tem por
funcao liberar as fibras de celulose através da deslignificacdo de cavacos de madeira
(BON et al., 2008).

Embora a quantidade de glicose obtida com o coquetel soluvel tenha se
mostrado mais eficiente do que o derivado, em termos de quantidades, nao podemos
descartar a importadncia da utilizagdo de derivados enzimaticos em processos
biotecnoldgicos pela sua capacidade de reutilizagdo e recuperagédo apds 0 processo

de hidrolise enzimatica, isto o torna promissor neste setor.

4.4.6 Cromatografia em camada delgada

Comprovando a eficiéncia da aplicacdo do coquetel enzimatico soluvel e
imobilizado, foi realizada a andlise dos hidrolisados através de cromatografia em
camada delgada (TLC). Este método qualitativo nos revelou a composi¢ao dos
hidrolisados obtidos neste trabalho com as polpas celuldsicas. Ressalto que o
coquetel enzimatico apresenta enzimas do complexo celulolitico e xilanolitico, como
mostrado nas Tabelas 3, 9 e 12 anteriormente. As analises revelam alta preferéncia
das enzimas soluveis a estas polpas, bem como o derivado, para a polpa de bagaco
de cana- de-agucar, dados estes confirmados anteriormente pela dosagem de glicose.

Os resultados apresentados na Figura 43 revelam a presenca de xilose e
glicose a partir do bagago de cana-de-agucar e do papel kraft para ambos, coquetel
soluvel e Coqg-glutaraldeido agarose. Entretanto, quando foi utilizado polpa de papel
sulfite, revelou a presenca de xilose, glicose e celobiose, para o coquetel soluvel e
apenas glicose para o derivado.

Notavelmente a enzima do complexo xilanolitico e a 3-glicosidase se fizeram
presente neste coquetel, tanto para o soluvel quanto para o derivado. No entanto, na
hidrélise da polpa do papel sulfite com o coquetel de enzimas soluvel, o tempo de
reacao utilizado nao foi suficiente para a hidrdlise total da celobiose.



99

Produgdio ¢ imobilizacdo de celulases em matriz de agavose...

Com a aplicagéo do coquetel enzimatico soluvel e o derivado enzimatico as
obtencdes de acgucares simples foram favoraveis. Estudos indicam que novas
geragcdes de coquetéis enzimaticos tendem a ser formulados com a adi¢do das
enzimas essenciais em concentragdes adequadas para um determinado material pré-
tratado (BANERJEE et al., 2010). Estes resultados mostraram-se promissores na
utilizacao de polpa celulésica para produgdo de agucares, como a glicose.

Figura 43 — Cromatografia em camada delgada TLC representando produto de hidrélise de
96 horas da polpa de compostos celulésicos por enzimas soluveis e derivados do coquetel de
A. niger e H. grisea.
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Legenda: 1- Padrdo xilose; 2- Padrao glicose; 3- Padréo celobiose; 4- Hidrolisado pé de bagaco de
cana pelo coquetel de enzimas soluveis; 5- Hidrolisado p6é de bagago de cana pelo Cog-glutaraldeido-
agarose; 6 - Hidrolisado do papel kraft pelo coquetel de enzimas soluveis; 7- Hidrolisado do papel kraft
pelo Cog-glutaraldeido-agarose; 8 — Hidrolisado do papel sulfite pelo coquetel de enzimas soluveis; 9 -
Hidrolisado do papel sulfite pelo Cog-glutaraldeido-agarose.
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CONCLUSOES
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5. Conclusoes

A biodegradabilidade de biomassa lignoceluldsico € limitada por alguns fatores,
como cristalinidade da celulose; area de superficie disponivel e quantidade de lignina.
Pré-tratamentos tem efeitos em um ou mais destes aspectos. Neste trabalho, o
bagaco de cana-de-agucar foi submetido a descompressao rapida apos autoclavagem
por 16 minutos a 120 °C. Apds o resfriamento, 1 g deste material; 1 g de papel kraft e
1 g de papel sulfite foram triturados em liquidificador com 10 mL de solugéo
tamponante acetato de sodio 50mm L', para obtencao de pasta celulésica, facilitando
a acessibilidade do coquetel soluvel e seu derivado para o processo de sacarificagao.
O fungo H. grisea var. thermoidea usado neste trabalho, para a produgao de celulases,
€ bastante conhecido e citado em diversos artigos cientificos.

O fungo Aspergillus niger isolado no laboratério de enzimologia, também foi usado
para a producao destas mesmas enzimas. Os resultados mostraram que extratos
enzimaticos crus foram capazes de hidrolisar as polpas descritas anteriormente, e
também, a carboximetilcelulose e celobiose. A caracterizagao bioquimica dos dois
extratos crus, mostraram pequenas diferengas entre algumas caracteristicas das
enzimas produzidas, tais como: pH e temperatura 6tima; estabilidade ao pH e
temperatura. Estes resultados sugerem que os diferentes fungos produzem complexo
celulolitico e xilanolitico distintos entre si.

Os extratos crus constituidos das enzimas de interesse foram concentrados para
facilitar as tentativas de imobilizacdo. O processo de imobilizagao inicialmente foi
conduzido com o extrato cru de A. niger, tendo sido feito varias imobilizagdes no
laboratério de enzimologia da Unesp de Araraquara e durante estagio sanduiche no
instituto de Catalis y Petroleoquimica- Madrid. O extrato cru celulolitico de A. niger foi
enviado para o laboratorio espanhol, onde foi realizado varios experimentos de
imobilizagao, utilizando diferentes ativagdes quimica, seguindo protocolos atualizados
conforme, consta no Apéndice A. Os resultados obtidos mostraram que as enzimas
celuloliticas apresentaram-se sensiveis a alteragcdes para pH extremos; variagdes de
forca ibnica e interagdes quimicas. Verificamos que o complexo celulolitico foi
desestabilizado por completo em processos de imobilizagdo com forga idnica de 100

mml. L-1 e pH acima de 8,0. Foi verificado também que a reducdo de grupos
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remanescente com boroidreto de sédio diminuia drasticamente a atividade enzimatica.
Por estes motivos, os resultados obtidos n&o foram bem sucedidos, entretanto,
mostraram os principais inconvenientes no processo de imobilizagao de celulases,
conforme descrito no Apéndice A, chamando a atencdo para futuros trabalhos
cientificos nesta area.

Este trabalho teve continuidade no laboratério de enzimologia onde foi possivel a
obtencao de um coquetel enzimatico constituido dos extratos crus dos dois fungos
utilizados, o qual apresentou capacidade hidrolitica da celulose com liberagdo de
xilose, glicose e celobiose. A partir da obtengdo do coquetel enzimatico soluvel foi
realizado varios experimentos de imobilizacdo e como resultados, foi possivel a
obtencao de derivados ativos e estabilizados. Os melhores derivados obtidos foram a
imobilizagdo do coquetel enzimatico por entrecruzamento com glutaraldeido 0,5% e
com importante reutilizagdo do mesmo. Com este derivado foi possivel liberar
agucares simples a partir do bagago de cana, polpa kraft e sulfite, conforme
demostrados nos resultados apresentados na Figura 43. O derivado obtido neste
trabalho foi muito interessante, pois ha pouquissimos trabalhos que imobilizaram
enzimas celuloliticas. No geral, o trabalho trouxe avangos nesta area e podera
futuramente dar continuidade a estes estudos, procurando otimizacao deste derivado

com possibilidades de utilizacido em reatores enzimaticos.
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APENDICE A — Imobilizacdo de CMCases em suporte agarose com diferentes ativacdes

quimicas: principais inconvenientes.

111

Suporte pH do Forca *Grupos Condicoes Inconveni- Rendimento Tipo de
ensaio iénica reativos de entes de uniao ao
imobilizagao imobilizagao suporte
Agarose ativada
com grupos aminos 7 5 mmol/L" Aminos Extrato Auséncia do Desfavoravel I16nica
primarios-MANAE primarios enzimatico substrato
alifaticos (CMC 1%)
Agarose ativada 7 5 mmol/L" Aminos Extrato ND Favoravel I6nica
com grupos aminos primarios enzimatico
primarios-MANAE alifaticos c/ CMC 1%
Agarose ativada
com glutaraldeido 7 5 mmol/L™" Aldeidos Extrato ND Favoravel Covalente
ciclicos enzimatico
¢/ CMC 1%
Agarose ativada 7 5 mmol/L™" Aldeidos Extrato Auséncia do Desfavoravel Covalente
com glutaraldeido ciclicos enzimatico substrato
(CMC 1%)
Agarose ativada
com grupos aminos 7 5 mmol/L™" Aminos Extrato Ausénciado  Pouco favoravel 1) Iénica
primarios/entrecru- primarios enzimatico substrato 2) Covalente
zamento alifaticos (CMC 1%)
c/glutaraldeido 0,5%
Agarose ativada 7 5 mmol/L™" Aminos Extrato ND Favoravel 1) 16nica
com grupos aminos primarios enzimatico 2) Covalente
primarios/entre- alifaticos ¢/ CMC1%
cruzamento c/
glutaraldeido 0,5%
Agarose Ativada 100 mmol/L™! Aldeidos Extrato pH; Desfavoravel Covalente
Com Glioxil 10 alifaticos Enzimatico  distor¢do do
Sem sitio
Aditivo catalitico;
forga ibnica.
Agarose ativada
com glutaraldeido 7 5 mmol/L™" Aldeidos Extrato Auséncia do Desfavoravel Covalente
ciclicos enzimatico substrato
(CMC 1%)
Agarose ativada
com grupos aminos 7 5 mmol/L™" Aminos Extrato Auséncia do  Pouco favoravel 1) I6nica
primarios/entrecru- primarios enzimatico substrato 2) Covalente
zamento alifaticos (CMC 1%)

c/glutaraldeido 0,5%
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Continuacgao 1
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Suporte pH do Forga Grupos Condigoes Inconveni- Rendimento Tipo de
ensaio i6nica reativos de entes de uniao ao
imobilizagao imobilizagao suporte
Agarose 7 5 Aminos Extrato ND Favoravel 1) 16nica
ativada com mmol/L"! primarios enzimatico c/ 2) Covalente
grupos aminos alifaticos CMC1%
primarios/entre
-cruzamento c/
glutaraldeido
0,5%
Aldeidos Extrato pH; distor¢éo do Desfavoravel  Covalente
Agarose 10 100 alifaticos Enzimatico sitio catalitico;
Ativada com mmol/L"" Sem Aditivo forga idnica.
Glioxil
Agarose 10 100 Aldeidos Extrato Distorcdo do Desfavoravel Covalente
Ativada com mmol/L"! alifaticos Enzimatico e sitio catalitico
Glioxil Glicerol 30% for(}a idnica e
NaBH4
Agarose 10 100 Aldeidos Extrato Distorgéo do Desfavoravel Covalente
Ativada com mmol/L™" alifaticos Enzimatico e sitio catalitico;
Glioxil Trealose 10%

forga ibnica e
NaBH4

Fonte: GALLEGO (2006); ARAGON (2013); FERNADEZ-LAFUENTE (1995); MATEO (2006). *Grupos reativos
do suporte que irdo reacionar com os grupos reativos de superficie da enzima. ND- ndo detectado.
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