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RESUMO

O capitulo 1 deste trabalho descreve o Pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucar
e avalia a sua sacarificacdo enzimatica a partir de diferentes extratos enzimaticos
dos fungos Penicillium viridicatum RFC3, Trichodermareesei QM9414, Thermoascus
aurantiacus CBMAI756 e Thermomyces lanuginosus, obtidos a partir da fermentacéo
estado solido. Dentre essas fermentacdes, o melhor resultado individual de
eficiéncia de hidrélise foi obtido com o extrato enzimatico do fungo T.aurantiacus, o
qgual foi entdo utilizado na sacarificacdo dos bagacos pré-tratados com espécies
reativas de oxigénio. A melhor taxa de sacarificacao foi obtida no bagaco pré-tratado
com NaClO, que resultou em 19,8% de rendimento, contra 12,2% no bagaco in
natura. O capitulo 2 do trabalho descreve a importancia do sinergismo e da inibi¢céo
enzimatica, na forma da B-glicosidase, na sacarificacdo do bagaco. Foi verificado
sinergismo entre 0s extratos enzimaticos dos fungos P.viridicatum e T.reesei e a
melhor combinacdo dos dois extratos foi na proporcao 1:1, resultando na liberagao
de 0,73 mg/mL de glicose. As atividades de B-glicosidases presentes nos extratos
enzimaticos foram avaliadas quanto aos efeitos de inibicdo por glicose. Os
parametros cinéticos Km e Vmax foram obtidos com a enzima do T. aurantiacus sem
inibidor apresentou Vméax 4,60 uymol/min e Km 0,31 mM e com glicose Vmax 2,3
pumol/min e Km 0,37 mM. Sem glicose a enzima do P. viridicatum apresentou Vmax
166,7 pmol/min e Km 0,2mM e com glicose Vmax 13,8 ymol/min e Km 1,2 mM. A B-
glicosidase do T.aurantiacus sofreu inibicdo ndo-competitiva, enquanto a enzima do
P.viridicatum sofreu inibicdo mista. Também foram avaliados os efeitos da frutose e
da glicose isomerase como supressora do efeito inibidor da glicose. A presenca da
frutose proporcionou um efeito positivo nas atividades de B-glicosidases desses
fungos. A sacarificacdo do bagaco de cana com a combinacdo dos extratos
enzimaticos e glicose isomerase apresentou um efeito interessante, entretanto este

resultado ndo se confirmou pela quantificacéo de frutose por HPLC.

Palavras chave: Sacarificagdo enziméatica. 3-glicosidase. Inibi¢ao.



ABSTRACT

The first chapter of this work describes the pretreatment of sugarcane
bagasse cane and evaluates its enzymatic saccharification from different enzymatic
extracts of Penicillium viridicatum RFC3, Trichoderma reesei QM9414 , Thermoascus
aurantiacus and Thermomyces lanuginosus CBMAI756 obtained from the solid state
fermentation. Among these fermentations, the best individual result of hydrolysis
efficiency was obtained with the enzymatic extract of the fungus T.aurantiacus, which
was then used in the saccharification of bagasse pretreated with reactive oxygen
species . The best rate of saccharification was achieved on bagasse pretreated with
NaClO resultins in 19.8 % of yield, versus 12.2% in the bagasse in natura. The
chapter 2 of this work describes the importance of synergism and inhibition of the
enzyme in the form of 8 - glucosidase in the saccharification of bagasse. Synergism
between the enzymatic extracts of fungi P.viridicatum and T.reesei the best
combination of the two extracts was observed for the ratio 1:1, resulting in the
release of 0.73 mg / mL glucose . The activities of B - glucosidase enzyme present in
the extracts were analyzed for the effects of inhibition by glucose. The kinetic
parameters Km and Vmax of the B-glucosidase enzyme presented, in case of T.
aurantiacus Vmax of 4.60 ymol/min and Km 0.31 mM and with glucose Vmax 2.3
gmol/min and Km 0.37 mM. For the enzyme from P.viridicatum values were Vmax
166.7 pmol/min and Km 0.2 mM and with glucose Vmax 13.8 ymol/min and Km 1.2
mM. The B-glucosidase T.aurantiacus suffered from non-competitive inhibition, while
P.viridicatum suffered mixed enzyme inhibition. We also evaluated the effects of
fructose and glucose isomerase as suppressing the inhibitory effect of glucose. The
presence of fructose resulted in a positive effect on the B - glucosidase activity of
these fungi. The saccharification of sugarcane bagasse with the combination of
glucose isomerase enzyme extracts showed an interesting effect, however this result

was not confirmed by the quantification of fructose by HPLC.

Keywords: Enzymatic saccharification. B - glucosidase. Inhibition.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Residuos lignocelulésicos

Residuos agroindustriais como palha de cereais, bagaco de cana, casca de
sementes, entre outros materiais lignoceluldsicos, sdo utilizados como recursos
renovaveis na producdo de energia elétrica e térmica.

A biomassa lignocelulésica € altamente complexa, formada basicamente por
celulose, lignina e hemicelulose, sendo que o conteddo, a composicdo e a
distribuicdo desses componentes variam em uma ampla faixa, de acordo com
espécie e género da planta. As quantidades dos principais componentes da
biomassa em relacdo ao peso seco sdao de 20-50% de celulose, 15-35% de
hemicelulose e 10-30% de lignina, além de outros componentes que compde a
biomassa, como proteinas (3-10%), lipidios (1-5%), acucares soluveis (1-10%) e
minerais (5-10%). Os modelos de paredes celulares mostram microfibrilas de
celulose envolvidas por hemicelulose e lignina. A hemicelulose néo-ramificada forma
ligacdes de hidrogénio com a celulose, enquanto as cadeias laterais da hemicelulose
interagem com a lignina podendo formar ligacbes covalentes. Essas ligagOes
covalentes também sdo chamadas de ligacdes cruzadas. Essa trama lignocelulosica
torna dificil a ruptura das microfibrilas de celulose (CHUNDAWAT et al., 2011).

1.1.1. Celulose

A celulose é uns dos componentes estruturais da parede celular vegetal,
podendo ser classificada como um homopolimero linear constituido de moléculas de
glicose ligadas por ligacbes B-1,4-glucosidicas. A quantidade de celulose depende
da espécie de planta, do ambiente, do crescimento e da maturidade. Em geral, o
teor de celulose varia de 20-50% em base peso-seco em plantas lignoceluldsicas.
As cadeias de celulose tendem a se agrupar devido as ligacdes de hidrogénio que
ocorrem entre os grupos hidroxilas (-OH) das moléculas de glicose. Esse

agrupamento da origem as microfibrilas que se agregam em uma matriz de
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carboidratos para promover rigidez e forgca a parede celular da planta. Essas
ligacdes de hidrogénio conferem a celulose propriedades importantes na estrutura
microfibrilada (Figura 1), na organizacdo hierarquica (regides cristalina e amorfa) e
na natureza altamente coesiva (LAVOINE et al., 2012).

A celulose pode ter em sua estrutura partes cristalinas e nao-cristalinas
(amorfas) dependendo da sua formacao e tipo de biomassa. A estrutura cristalina é
mais rigida e altamente ordenada devido as ligactes de hidrogénio entre as cadeias
poliméricas. Essa regido é de dificil acesso para a degradacdo, aumentando a
defesa da planta contra organismos externos. As moléculas de celulose podem ser
guebradas em cadeias menores de glicose, chamadas de celodextrinas, as quais
tém a propriedade de se tornar compostos altamente biodegradaveis e sollveis. Sédo
classificadas pelo grau de polimerizacdo de forma crescente: celobiose, celotriose,

celotetrose e celopentose (XU, 2010).

Fibras de celulose

Fontes de celulose Parede celular =
Microfibrilas
s " : =1 FE
g Fibra celulasica
Ty M“-' -
: ———
i W,
T

= - i —— " i i

. : N . i —
g Lt Y ol T ] g J} _— h‘\t o \
S

Estrutura quimica da Regido amorfa Regiao cristalina
cadeia de celulose

Figura 1: Diferentes fontes de celulose para a estrutura de celulose e detalhes da estrutura de fibras celuldsicas
(imagem extraida de LAVOINE et al., 2012).
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1.1.2. Hemicelulose

A hemicelulose constitui cerca de 15 a 35% da biomassa em geral. E uma
classe heterogénea de polimeros contendo pentoses (B-D-xilose, a-L-arabinose),
hexoses (B-D-manose, B-D-glicose, a-D-galactose) e/ou acidos urénicos (a-D-
glucurénico, a-D-4-O-metilgalacturénico e a-D-acidos galacturbnicos). Outros
agucares, como a-L-ramanose e a-L-fucose, podem estar presentes em pequenas
guantidades e o0s grupos hidroxilicos dos acgUcares podem ser parcialmente
substituidos por grupos acetilas (GIRIO et al., 2010).

E definido como hemicelulose o material solivel em meio alcalino apds a
remocao das pectinas. Esses polimeros sdo extremamente complexos, devido a
gama de componentes que os compdem. As hemiceluloses formam ligacdes de
hidrogénio com a celulose, ligagbes covalentes com a lignina e ligacdes éster com
unidades de acetila e os acidos hidroxicindAmicos

As xilanas sé@o os principais componentes das hemiceluloses formadas por
unidade de xilose unidas por ligagcdes B-1,4. As xilanas estdo disponiveis em
grandes quantidades como subprodutos nas florestas, na agricultura, nas

agroindustrias e nas industrias de papel e celulose. (XU,2010).

1.1.3. Lignina

A lignina € um polimero natural presente em todas as plantas terrestres e em
alguns organismos aquaticos. Esse polimero € composto por uma classe de
compostos fendlicos com diversidade de composic¢des e variedade de ligacdes entre
as unidades de construcdo (LU;RALPH, 2010).

A lignina é um reservatério metabdlico para reducédo de carbono, e devido a
essa propriedade é capaz de armazenar alto teor de energia. Um grama de lignina
contem em meédia 2,27 KJ, 30% a mais do que a energia de hidratos de carbono
celulésico. A superficie hidrofébica da lignina permite que a planta transporte agua
com auxilio da transpiragdo. Além disso, a lignina apresenta resisténcia mecéanica e

protege a planta de ataques de patdgenos e pragas (BONAWITZ;CHAPPLE, 2010).
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A biossintese da lignina é realizada pela via fenilpropandide. Além da lignina,
outros produtos sao formados por essa via. A primeira etapa para a formagao da
lignina € a desaminacado da fenilalanina para a formacéo do acido cinamico. Apos a
primeira etapa ocorre uma série de reacdes de hidroxilagdo promovendo a reducao
da cadeia lateral do acido cindmico, formando alcoois aromaticos. Os trés alcoois
aromaticos mais abundantes formados sdo p-cumaril, coniferilico e sinapilico. Apos
a incorporacdo a lignina, estes mondémeros sao designados por p-hidroxifenil (H),
guaiacil (L), e unidades de siringil (S), respectivamente. A segunda etapa é a de
ativagdo dos mondmeros: os compostos sdo oxidados por intermédio das enzimas
lacases e/ou peroxidases, formando espécies radicalares. O polimero se forma pela
ligacdo entre as espécies radicalares. A propor¢do dos mondmeros no polimero
formado varia dependendo da espécie e, na mesma planta, dependendo dos

estimulos ambientais.

nogls ;
Sintese de 3-1:-% am WO
MonGmMeross : 3 >

v

Alcool p-curnarl m]--"#" ™

A~ W WO l T &
| AL o —>——r E.,-_,ucn Ativacan
o \ Alcoal coniferlica ! 0,
L-fenilanina - (ke m-"h-l‘-f o
l‘-l'-" o i 0 ]
Membrana o i ilied y e
plasmatica Alcool sinapilica _aF P T
H
Parede secundaria -

Perede primaria

Tet!dn_s sen
lignina Ligagdo B-0-4 Ligagdo B-5

-

Hilema Fibras = subunidade G.subunidade
(G lignina) (S lignina)

Figura 2: Distribuigdo e biossintese da lignina (imagem extraida BONAWITZ, N. D.; CHAPPLE, C. 2010)
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1.2. Etanol celuldsico

A producao de etanol a partir da sacarificacdo da biomassa segue caminhos
um pouco diferentes da producédo de etanol de primeira geracdo. O processo de
producdo de etanol celulésico segue basicamente as seguintes etapas: pré-
tratamento da biomassa, sacarificacdo enzimatica ou quimica e fermentacéo
alcodlica.

O pré-tratamento tem como objetivo remover a lignina, aumentar o tamanho
dos poros e reduzir a cristalinidade da celulose, tornando-a mais acessivel as
enzimas hidroliticas. Um eficiente pré-tratamento deve promover o aumento da
formacéo de acucares e facilitar a etapa de hidrdlise enziméatica, mas também deve
evitar a degradacdo ou perda de carboidratos, assim como evitar a formacdo de
subprodutos inibitérios para as etapas de hidrélise e fermentacéo e, além disso, ser
viavel do ponto de vista econdmico (SUN;CHENG, 2002).

Pesquisas estdo sendo desenvolvidas para melhorar e encontrar métodos de
pré-tratamento da biomassa que sejam mais eficientes e economicamente viaveis
para a producdo de etanol celuldsico. O pré-tratamento da biomassa pode ser do
tipo quimico, fisico ou biolégico. Os melhores resultados encontrados na literatura
sdo por via &cida, cujo inconveniente € a producdo de compostos inibidores da
fermentacao.

A hidrélise da biomassa € o processo de rompimento das ligacbes B-1,4-
glicosidica presentes na celulose para a formacdo de glicose. Outros compostos
podem ser formados decorrentes da hidrélise da hemicelulose e lignina. Métodos
convencionais sdo utilizados para sacarificacdo da biomassa, como a hidrélise via
guimica ou enzimatica.

A hidrélise via quimica geralmente é realizada por meio de acidos minerais
como H,SO, e HCI. Outros métodos, como a utilizagdo de liquidos idnicos e bases,
também séo utilizados para esse fim. A hidrélise acida promove o rompimento das
ligacbes da biomassa lignoceluldsica, produzindo monossacarideos sem a utilizacao
de pré-tratamentos da biomassa. Além dos agUcares, esse tipo de hidrélise promove
a formacéo de outros compostos, como furfural, hidroximetilfurfural e acido acético,

gue interferem na etapa de fermentacéo alcodlica, promovendo a inibicdo da via de
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fermentacdo dos organismos fermentadores e resultando em baixo rendimento de
etanol (LENIHAN et al., 2010).

A despolimerizacdo da celulose em glicose via enzimatica ocorre pela acéo
de um conjunto de celulases, envolvendo no minimo trés enzimas: endoglucanases
ou endo-B-1,4-glucanases (EC 3.2.1.4), exoglucanase ou exo-3-1,4-glucanase (EC
3.2.1.91) e a [p-glicosidase (EC 3.2.1.21). As endoglucanases hidrolisam
internamente a regido amorfa da celulose, atuando nas ligagbes glicosidicas,
aleatoriamente, e reduzindo o grau de polimerizacéo da celulose. As exoglucanases
hidrolisam as extremidades redutoras e nao-redutoras da celulose, aumentando
ainda mais o grau de despolimerizagdo e resultando na formagdo de celobiose.
Finalmente, a B-glicosidase hidrolisa a celobiose em moléculas de glicose. O
processo de hidrélise enzimatica € afetado pela atividade enzimatica que é
dependente da concentracdo de substrato, da inibicdo pelo produto de reagéo, da
temperatura e pH do meio (GUO et al., 2012).

A fermentacdo alcodlica é a Ultima etapa para a producdo de etanol. A
hidrolise da biomassa resulta em diversos compostos, dentre os quais agucares
como glicose, xilose, manose, galactose e arabinose. Alguns microrganismos tém a
capacidade para converter esses agucares em etanol, porém a maioria prefere
fermentar glicose e frutose. A fermentacdo alcoodlica pode ser reduzida por inibigdo
da via metabdlica dos microorganismos na presenca de compostos aromaticos
provenientes dos pré-tratamentos da biomassa e também em quantidades
consideraveis de etanol. (TAHERZADEH;KARIMI, 2010).

1.2.1. Enzimas

1.2.1.1. Celulases

As celulases tém grande importancia industrial em diversos seguimentos, tais
como, na industria de detergentes, tecidos, papel, racdo animal e sucos de frutas.
Muitos estudos apontam o grande potencial das enzimas celuloliticas na hidrdlise da
biomassa em glicose para a producgao de etanol. As celulases hidrolisam ligacbes [3-

1,4-D presentes na celulose, produzindo glicose, celobiose e celo-oligossacarideos.
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Um grande numero de enzimas com diferentes especificidades séo requiridas
para degradar todos os componentes da lignocellulose. Especificamente, para a
celulose, é geralmente aceito que pelo menos quatro tipos de enzimas sejam
requeridas para hidrolisar a celulose em monomeros de glucose, a saber: duas exo-
celulases: celobiohidrolase | (final ndo redutor), EC 3.2.1.91 e celobiohidrolase I
(final redutor), EC 3.2.1.176, uma endo-celulase: endo-1,4-B-glucanases ou
endocelulase ou CMCase, EC 3.2.1.4 e uma B-glucosidases ou celobiases, EC
3.2.1.21 (Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology (NCIUBMB), disponivel em:
http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/contlbb.html).

A B-glicosidase pode ser considerado a principal enzima no processo de
sacarificacdo enzimatica, devido a enzima participar da etapa final de converséo de
celulose a glicose. Esse fato é visto em alguns extratos enzimaticos que tem
grandes quantidades de endoglucanase e exoglucase e ndo tem uma boa
sacarificacao, devido a falta de B-glicosidase (SINGHANIA et al., 2013).

As pB-glicosidases estdo adquirindo grande valor em Varios processos
biotecnoldgicos, como a hidrolise dos glicosidicos de isoflavonas, producdo de
etanol a partir da biomassa de residuos agricolas e a liberagdo de compostos

aromaticos precursores de sabores (ZHENG et al., 2013).

1.2.1.2. Xilanases

As xilanases sao classificadas como glicosidases. Essas enzimas sé&o
produzidas por diversos organismos, como bactérias, algas, fungos, protozoarios,
gastropodes e artropodes. Em geral os fungos e bactérias excretam xilanases no
meio para a atuacdo das enzimas sobre o material hemiceluldsico na liberacdo de
xilose, cujo agucar serve de alimento para esses organismos
(COLLINS;GERDAY;FELLER, 2005).

As endo-1-4-B-xilanases (EC 3.2.1.8) hidrolisam aleatoriamente a
hemicelulose, produzindo xilo-oligossacarideos, essas enzimas também sado
conhecidas como xilanases. Outras enzimas que complementam a acdo das

xilanases sao as endo-1-4-B-xilosidases (EC 3.2.1.37) ou comumente chamadas de
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B-xilosidases, agindo sobre a os xilo-oligossacarideos e produzindo xilose. Devido
ao mecanismo de reacdo, essas enzimas sao utilizadas em diversos seguimentos
tecnolégicos na industria de papel, de alimentos e na aplicagdo em coquetéis
enzimaticos comerciais para a sacarificacdo da biomassa lignocelulésica (DUMON et
al., 2012).

1.3. Mecanismo de acdo das enzimas glicosidicas

As glicosideos hidrolases (EC 3.2.1.-) correspondem a um grupo bastante
amplo de enzimas e sdo responséaveis pela clivagem de ligagbes glicosidicas em
glicosideos, glicanos e glicoconjugados.

A hidrdlise de uma ligacdo glicosidica pode ocorrer por dois mecanismos: por
inversdo ou retencdo da quiralidade do carbono anomérico. Para que ocorra a
reacdo sdo necessarios residuos acidos em ambos os lados da glicose. Na clivagem
por mecanismo de inversdo estequiomeétrica, menos comum, um dos acidos tem a
funcado de acido e o outro de base. Nesse mecanismo o residuo acido doa um préton
para o carbono anomérico, enquanto ocorre o atague nucléofilico de uma molécula
de agua diretamente sobre o0 mesmo atomo de carbono, entdo acontecendo o
deslocamento do glicosideo. O outro mecanismo reacional do rompimento da
ligacdo glicosidica é o de retencédo de quiralidade, pelo qual os residuos acidos da
enzima tém duas funcdes: um dos acidos age como &cido e base e o segundo como
acido e a molécula de 4gua tem acdo nucléofilica. Essa clivagem ocorre pelo
mecanismo bimolecular de substituicho com formacdo de um intermediario
covalente. Na primeira etapa do mecanismo a glicosilacdo o proton de um dos
residuos acidos € doado para o oxigénio da ligacdo entre os glicosideos. Em
contrapartida ocorre o atague nucléofilico no carbono anomérico pelo outro residuo
acido formando um intermediario covalente. Na segunda etapa uma molécula de
agua efetua um ataque nucléofilico sobre o intermediario covalente, a ligacéo
covalente é rompida e o0 acido doador de proton na primeira etapa agora atua como
base conjugada retirando o préton da molécula de agua e assim o glicosideo é
formado (CAINS;ESEN, 2010).



A Mecanismo de inversao

OH
o~ OR .
0.2 VAR

OH

HO»
HO

O
s

J
ES §

B Mecanismo de retencao

o,
o i ,Eﬂ =
OH 1“3'\:
=0
>
ES =
j i
HHG DH_,_U HJ_L.*D
oR— =
-D“-:=u::
E+P S o

Estado de transicao

3

00—

Nl o
i
.‘-ﬂ._. £+ PF.

;c':;

OH

Estado de kransicio

~

21

2

H
1

OH

R

,.
i)
Ll

{
=
>

Intermediario

Figura 3: Mecanismos cataliticos de inversio (A) e de retengdo (B) das enzimas glicosidicas (imagem extraida de

CAINS;ESEN, 2010)

1.4. Inibicéo

Alguns inibidores de celulases podem ser formados durante o pré-tratamento

da biomassa. Os compostos fendlicos que sdo formados durante o pré-tratamento

aparecem como os mais fortes inibidores da producédo de enzimas e na atividade

das enzimas. Ha evidéncias de que a vanilina seja um dos compostos com maior

nivel inibitério. Além da inibicdo por compostos fendlicos, substancias derivadas da

xilana, como xilose e arabinose, podem causar inibicAo na acdo de coquetéis
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enzimaticos contendo celulases e B-glicosidases, portanto torna-se dificil a utilizacéo
de coquetéis mistos de celulases e hemicelulases (XIMENES el at.,2010).

A cadeia de reacdes da hidrolise da celulose da origem a produtos como a
celobiose e a glicose. Infelizmente, os sistemas de enzimas celuloliticas atualmente
empregados, que incluem as enzimas de Trichoderma reesei amplamente
estudadas, séo significativamente inibidos pelos produtos de hidrélise, celobiose e
glucose (Figura 4) (Andri¢ et al. 2010), de forma que é necessario 0 estudo de
inibicdo para cada enzima que se proponha em estudos de sacarificagdo de
biomassas.

Celobiose, o principal produto da acdo da celobiohidrolase e produto
secundario da endoglucananse, inibe diretamente ambas celobiohidrolases e
endoglucanases (Gruno et al., 2004). Glicose inibe diretamente a -glicosidase, mas
também inibe as celobiohidrolases e endoglucanases (Holtzapple et al., 1990
CAMPBELL, 2000). O entendimento desses mecanismos inibitorios permite propor
rotas de remocao dos inibidores, resultando em processos mais eficientes, de menor

custo e o0 uso de menor quantidade de enzimas.

celulose > celobiose
celulases B-glicosidases

> glicose

Figura 4: Inibicao por feedback das celulases.

Além disso, pode ocorrer a reacao inversa ou transglicosilacdo, na qual as
moléculas da glicose se unem novamente formado di-, tri-, e oligossacarideos
(ANDRIC et al., 2010).

1.5. Sinergismo enzimatico
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As misturas com enzimas celuloliticas podem ter rendimento maior na
conversdo de substratos de celulose em glicose do que a utilizacdo das enzimas
celuloliticas separadamente. Esse efeito ocorre devido as interacdes sinérgicas
entre as exoglucanases, endoglucanases e [B-glicosidases durante a hidrélise de
degradacéo da celulose (MEYER et al., 2009).

O sinergismo enziméatico € um termo que exprime o rendimento de produto
durante a acdo de um conjunto de enzimas em relacdo ao rendimento da reacéo
guando essas mesmas enzimas sao utilizadas isoladamente nas mesmas
proporcdes empregadas na mistura. A agdo sinérgica das enzimas vai depender das
caracteristicas especificas das enzimas e do substrato utilizado. No caso de
sacarificacdo de materiais lignocelulésicos ha a necessidade de coquetéis
enzimaticos com enzimas principais como exoglucanases, endoglucanases e [3-
glicosidases e enzimas chamadas de acessoérias como xilanases. Essa necessidade
é devido a complexidade da biomassa, pois a a¢do das celulases € impedida pela
presenca de hemicelulose e lignina, porém a utilizacdo de pré-tratamentos na
biomassa para a retirada de lignina e hemicelulose pode aumentar ainda mais a
dificuldade de uma mistura enzimética de degradacdo ideal, devido & presenca de
compostos inibidores formados durante o pré-tratamento (VAN DYK; PLETSCHKE,
2012).

A técnica de hidrélise com o0 uso de coquetéis enzimaticos pode ser uma
alternativa para diminuir o efeito inibitorio. O aumento da eficiéncia da hidrolise
poderia ser obtido buscando o sinergismo entre as celulases produzidas por fungos
diferentes. Estudos realizados por Pinto (2010) apresentaram resultados
satisfatorios em relacdo a mistura de extratos enzimaticos, aumentando em 30% a
hidrélise enzimética, porém o estudo foi realizado com os fungos Thermoascus
aurantiacus e Trichoderma reesei em apenas uma concentracdo. A otimizagcao e o
estudo mais aprimorado do processo de hidrélise com misturas dos complexos
enzimaticos produzidos por diferentes fungos poderia apresentar bons resultados.

Todavia, sabe-se que nenhum fungo produz todas as enzimas necessarias
para degradar totalmente o material lignocelulésico. Alguns fungos produzem altos
niveis de xilanase ativa contra a xilana linear (esqueleto de xilana) ou endocelulase

ativas contra a celulose, mas sao incapazes de degradar xilanas complexas ou
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ligadas a celulose. Outros fungos que produzem relativamente baixos niveis de
xilanases/celulases secretam muitas enzimas acessorias Uteis para a hidrolise
completa. A eficiente degradacdo do complexo lignoceluldésico necessita da

colaboracdo de muitas enzimas que degradem o complexo.

1.6. Glicose isomerase

Na industria é muito utilizado o processo de isomerizacdo de glicose por
glicose isomerase (EC 5.3.1.5) para a producdo de xaropes de frutose, esse
processo tem sido desenvolvido na area de tecnologia enzimatica (CAMACHO-
RUBIO et al, 1996). Aléem da aplicacdo da glicose isomerase na producédo de
xaropes, essa enzima também tem grande potencial na producdo de etanol a partir
de hemicelulose, pois ela pode promover a isomerizagao da xilose em xilulose, esse
acucar pode ser fermentado em etanol, pois a xilulose apresenta uma gama
metabdlica maior para o processo de fermentacdo em relacdo a xilose que pode ser
fermentada na via das pentoses oxidoredutases, porém o rendimento de producéo
de etanol € muito baixo devido a limitacdes da via de fermentacédo (BHOSALE et al,
1996).
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Capitulo 1
Pré-tratamento do bagaco

e avaliacdo da eficiéncia hidrolitica
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1.INTRODUCAO

Devido a grande importancia que se tem dado atualmente as questbes
ambientais e ao aumento constante nos sistemas de producdo, a problematica de
residuos, particularmente aqueles provenientes da agroindustria, tem se tornado
tema de grande preocupacédo e de intensos estudos, no qual se busca desenvolver
processos para reducdo, tratamento e disposicdo desses residuos. No entanto, o
estado da arte em questdo de residuos esta em agregar valores a esses residuos,
permitindo que um processo industrial seja acoplado a outro, com subprodutos de
valor comercial (SOCCOL et al.,2010).

Dentro destas novas tendéncias, a utilizacdo de residuos da industria
sucroalcooleira tem se destacado tanto pelas propriedades de seus residuos quanto
por sua abundancia, devido a crescente substituicAo gradativa da utilizacdo de
combustiveis fosseis pelo etanol.

A celulose dos materiais lignoceluloliticos como o bagaco de cana-de-acucar,
pode ser hidrolisada a glicose. Esse acucar pode ser posteriormente utilizado na
producdo de etanol. As técnicas mais comuns de hidrolise da celulose sé@o por via
acida ou enzimatica. Na hidrolise utilizando acidos como catalisadores, ocorre a
formacdo de compostos secundéarios que interferem, ou mesmo inviabilizam, a
fermentacao alcodlica (etapa subsequente a hidrolise da producédo de etanol). Ja na
hidrolise enzimatica, devido a sua alta especificidade, ndo ha a formacdo dos
subprodutos inibidores da fermentagcédo, no entanto a biomassa deve passar por
etapas de pré-tratamento, para desestruturagcdo da estrutura lignocelulosica,
obtendo assim maior acessibilidade das enzimas a celulose, consequentemente
produzindo maiores quantidades de acguUcares fermentesciveis. (MARTIN et al.,
2002).

A etapa anterior a hidrélise é o pré-tratamento que tem como objetivo remover
a lignina, aumentar o tamanho dos poros e reduzir a cristalinidade da celulose,
tornando-a mais acessivel as enzimas hidrdliticas. Um eficiente pré-tratamento deve
promover o aumento da formacgdo de acgUcares e facilitar a subsequente etapa de
hidrélise enzimatica, mas também deve evitar a degradacdo ou perda de

carboidratos, assim como evitar a formacdo de subprodutos inibitérios para as
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etapas de hidrélise e fermentacdo e, além disso, ser viavel do ponto de vista
econdmico (SUN & CHENG, 2002).

Pesquisas estdo sendo desenvolvidas para melhorar e encontrar métodos de
pré-tratamento mais eficientes e economicamente viaveis. O pré-tratamento da
biomassa pode ser do tipo quimico, fisico ou biol6gico. Os melhores resultados
encontrados na literatura sdo por via acida, o inconveniente da técnica € a producéo
de compostos inibidores da fermentacéao.

A adicdo de algumas substancias, como peroxido de hidrogénio, hipoclorito
de sddio, ozbnio, entre outras, podem formar espécies reativas de oxigénio, por
exemplo, oxigénio singleto, os radicais hidroxilas e superdxido. Essas espécies
promovem a clivagem de ligacdes carbono-carbono, abertura de anéis aromaticos e
a liberacéo de cadeias laterais. Como discutido anteriormente a lignina possui uma
estrutura propicia para o ataque oxidativo. Espécies reativas de nitrogénio podem
causar o0 mesmo efeito, pois sao radicais que reagem oxidativamente com ligacdes
entre carbono-carbono. As espécies reativas de oxigénio tende a reagir
prioritariamente com a lignina devido a esta apresentar uma estrutura com alto teor
de duplas ligagcbes conjugadas e alta densidade eletrénica em relacdo a celulose e
hemicelulose. A vantagem desse pré-tratamento, além dos altos teores de
deslignificagcdo, € a ndo formacdo de compostos inibidores da fermentacéo
(GARCIA-CUBERO, 2009) (LEE, 2009)

A segunda etapa do processo apOs 0 pré-tratamento, chamada de
sacarificacdo, € a despolimerizacdo da celulose em glicose por via enzimatica e
ocorre pela acdo de um conjunto de celulases, sendo no minimo trés enzimas:
endoglucanases ou endo-B-1,4-glucanases (EC 3.2.1.4), exoglucanase ou exo-p-
1,4-glucanase (EC 3.2.1.91) e a B-glicosidase (EC 3.2.1.21). As endoglucanases
hidrolisam internamente a regido amorfa da celulose, atuando nas ligacbes
glicosidicas, aleatoriamente, reduzindo o grau de polimerizacdo da celulose. As
exoglucanases hidrolisam as extremidades redutoras e nao-redutoras da celulose,
aumentando ainda mais o grau de despolimerizacédo e resultando na formacgéo de
oligossacarideos, principalmente celobiose. Finalmente, a B-glicosidase hidrolisa a
celobiose e outros oligossacarideos pequenos em moléculas de glicose (MARGEOT
et al, 2009).
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A cadeia de reagfes da hidrolise da celulose apresenta uma regulacdo por
retro-inibicdo, na qual a atividade enzimatica decresce em concentracdes altas do
seu produto. A B-glicosidase é fundamental nesse processo por remover celobiose
do meio, evitando o seu efeito inibidor sobre as celulases envolvidas no processo
(FLACHNER et al, 1999). No entanto, a glicose, que € o produto da hidrélise da
celobiose, inibe a B-glicosidase, tornando o processo todo menos eficiente. Essa
inibicdo pode ser competitiva ou ndo-competitiva, dependendo da forma molecular
da enzima produzida pelo fungo utilizado para a sua producéo (LEITE, 2007).

Alguns métodos estdo sendo propostos a fim de minimizar as inibicdes
enzimaticas durante a hidrélise da celulose como, por exemplo, 0 método de
hidrolise simultanea a ultra-filtracdo na qual a glicose é removida ou 0 método de
simultanea sacarificacdo e fermentacdo (SSF), no qual, a glicose é transformada em
etanol por fermentacdo simultinea com a hidrélise enzimatica, reduzindo o efeito
inibidor (SUN; CHENG, 2002).

Outra técnica para diminuir o efeito inibidor € o uso de coquetéis
enzimaticos, visto que enzimas de fontes diferentes podem responder
diferentemente a acdo dos inibidores. O aumento da eficiéncia da hidrdlise poderia
ser obtido buscando o sinergismo entre diferentes enzimas. Estudos de
sacarificacdo foram feitos com coquetéis, demonstrando resultados satisfatorios na
sacarificacao de materiais lignocelulosicos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o emprego de coquetéis
enziméticos obtidos de diferentes culturas fungicas em processo de sacarificacdo

enzimética do bagaco de cana-de-acgucar.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Substratos

O farelo de trigo foi obtido do comércio local. O bagac¢o de cana-de-acgucar foi
cedido pela Usina Vale, localizada na Estancia Vale do Rio Turvo, s/n na zona rural
do municipio de Onda Verde—SP. A palha de arroz foi concedida de beneficiadora de
arroz situada em Ariranha-SP e a casca de café foi cedida pela empresa COCAM,
situada em Catanduva. Todos os substratos foram lavados com agua corrente e em
seguida com agua destilada para remocao dos residuos de agucares, seguido de
secagem em estufa a 50 °C com ventilacéo até a estabilizacdo do peso seco.

O farelo de trigo, a palha de arroz e a casca de café foram utilizados no
tamanho original. O bagago passou por processo de moagem e peneirado em
peneira granulométrica para a homogeneizagdo do tamanho das particulas (1 - 2

mm).

2.2. Fermentacdes para producdo dos extratos enziméaticos

2.2.1. Microrganismos

Foram testados o0s fungos Thermoascus aurantiacus CBMAI 756,
Thermomyces lanuginosus, Penicillium viridicatum RFC3 e Trichoderma reesei
QM9414, a partir das culturas que se encontram estocadas na colecdo do
Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, campus de Sdo José do Rio Preto, em tubos de ensaio com PDA (Potato

Dextrose Agar) submersos em 6leo mineral, em camara fria a 5 °C.

2.2.2. In6culo

Foram utilizados para o preparo da suspensao de inéculo dois erlenmeyers de
250 mL contendo 50,0 mL de PDA inclinado. O fungo Penicillium viridicatum RFC3 e



30

Trichoderma reesei QM9414 foram incubados a 28 °C durante 14 dias. O fungo
Thermoascus. aurantiacus CBMAI756 e Thermomyces lanuginosus foram incubados
a 50 °C durante 2 dias. Para obtencdo da suspensdo de esporos/micélios foi
utilizada a solucdo salina proposta por Toyama e Ogawa (1978). 0,35% de
(NH4)2S0Oy4, 0,3% de KH,PO,, 0,05% de Mg,SO,. 7H,0 e 0,05% de CaCl,.

2.2.3. Fermentadores

Foram utilizados como fermentadores, sacos de polipropileno de 15 cm x 30
cm, acoplados com bocal de PVC de 3,5 cm de comprimento e 1,5” de diametro,
tampados com tampéao de algodao envolto por gaze, para garantir a troca de gases

e assegurar que ndo ocorresse qualquer contaminagao.
2.2.4. Substrato para crescimento e producao das enzimas

Foram utilizados 5,0 g de substrato por fermentador, adicionado de 5,0 mL da

solucao salina e esterilizados em autoclave a 121 °C e 1 atm durante 30 minutos.
2.2.5. Inoculacéao

a) P. viridicatum RFC3 e T. reesei QM9414

Apés catorze dias de incubagdo do pré-inéculo em meio inclinado os esporos
de cada erlenmeyer foram suspensos em 50,0 mL da solugéo salina por cuidadosa
raspagem da superficie com algca de platina. A quantidade de esporos em solucéo foi
determinada através da adicdo de 1,0 uL da suspensdo em camara de Neubauer,
seguida de contagem em microscopio Otico. Os fermentadores contendo o0s
substratos e ja esterilizados foram inoculados com volumes de suspenséo
padronizados com 5,0x10’ esporos, em seguida 0s meios foram completados com
solucéo salina para um volume final de 20,0 mL (incluindo os 5,0 mL adicionados
antes da autoclavagem), resultando em 65% de umidade, suficientes para umedecer

0 meio durante a fermentacéo sem a presenca de agua livre.
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b) T.aurantiacus CBMAI756 e T. lanuginosus

A inoculagédo dos fungos foi realizada apds dois dias de incubagédo do pré-
inéculo no meio inclinado. As estruturas miceliares, micélio e ascosporos, foram
suspensos nos erlenmeyers de pré-inoculo em 50,0 mL da solucédo salina por
raspagem da superficie com alga de platina. Os fermentadores com os substratos,
devidamente esterilizados, foram inoculados com 5,0 mL da suspens&o. Em seguida

o volume foi completado com solucéo salina para um volume final de 20,0 mL.

2.2.6. Fermentacdo em estado sdlido (FES)

Os fermentadores contendo o substrato inoculado com T. aurantiacus T.
lanuginosus, P. viridicatum e T. reesei foram incubados durante cinco dias, nas
temperaturas de 50 e 28 °C, respectivamente para os fungos termofilicos e
mesofilicos. As enzimas foram extraidas pela adicdo de 100 mL de agua destilada,
seguido de homogeneizacdo com bastdo de vidro para desaglomeracdo das
estruturas miceliares. A suspensao foi transferida para erlenmeyers de 250 mL onde
permaneceram em agitador orbital a 100 rpm por 1 hora. Apos agitacdo as amostras
foram centrifugadas a 20000 xg durante 20 minutos a 5 °C, para a remocao das

células e o sobrenadante foi denominado como extrato enzimatica bruto.

2.2.7. Extrato bruto concentrado

Os extratos enzimaticos dos fungos T. aurantiacus T. lanuginosus, P.
viridicatum e T. reesei obtidos por fermentacdo foram concentrados cinco vezes em
relacdo ao volume inicial no concentrador QuixStand™ benchtop systems (GE

Healthcare)

2.2.8. Determinacao quantitativa de proteinas
O teor total de proteina foi quantificado utilizando o método de Bradford

(1976), utilizando soro albumina bovina como padréo.
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2.3. Atividades enzimaéticas

2.3.1. Atividade de B-glicosidase

A atividade de [-glicosidase foi determinada com 50,0 yL do extrato
enzimatico bruto devidamente diluido para garantir a linearidade de V, da reacéo
enzimatica, 250,0 yL de tampédo 0,1 M em pH 5,0 e 250,0 pL de 4-nitrofenol-D-
glicopiranosideo (PNPG, Sigma) 4 mM, por 10 minutos em banho termostatico a 60
°C para T. aurantiacus e T. lanuginosus, e a 45°C para P. viridicatum e T. reesei. A
reacao foi interrompida pela adicdo de 2,0 mL de NaCO3; 2 M e o nitrofenol liberado
foi quantificado em espectrofotbmetro a 410 nm. Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necesséria para liberar 1,0

pgmol de nitrofenol por minuto de reagéo a partir da curva padréo de nitrofenol.

2.3.2. Atividade de Xilanase

A atividade de xilanase foi determinada com 0,1 mL do extrato enzimatico
convenientemente diluido, 0,9 mL de xilana 1,0% (Xylan Birchwood, Sigma Co.) em
tampéao acido acético/NaOH 0,1 M pH 5,0, por 10 minutos em banho termostatico a
60 °C T. aurantiacus e T. lanuginosus e 45°C para P. viridicatum e T. reesei. A
reacdo foi interrompida apdés 10 minutos pela adigdo de 1,0 mL de DNS (4cido 3,5-
dinitrossalicilico). O volume resultante foi colocado em banho de ebulicdo durante 10
minutos e em seguida foi acrescido de 8,0 mL de agua destilada, finalmente a
guantidade de glicose liberada foi medida por espectrofotometria a 540 nm
(MILLER,1959). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 ymol de acglcar redutor por minuto
de reacdo, de acordo com a quantificacdo com a curva padrao do acucar redutor

correspondente.
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2.3.3. Atividade de CMCase

A atividade de CMCase foi realizada por procedimento idéntico ao descrito no
tépico 6.3.2. (Atividade de Xilanase), exceto o substrato que foi substituido pela

carboximetilcelulose a 1% (Sigma).

2.3.4. Atividade sobre papel de filtro (FPAse)

A atividade de FPAse foi determinada com 0,5 mL do extrato enziméatico bruto
devidamente diluido, 1 mL de tampéo 0,1 M em pH 5,0 e o substrato utilizado foi 50
mg de uma faixa de papel de filtro Whatman No. 1 ( 1,0 x 6,0 cm), a reagao ocorreu
por 1 hora em banho termostatico a 50 °C para T. aurantiacus e T. lanuginosus e a
45°C para P. viridicatum e T. reesei . A reacéao foi interrompida pela adicdo 3,0 mL
DNS, a solucao foi colocada em banho de ebulicdo por 5 min. Apds o banho de
ebulicdo foi adicionado 16 mL de 4gua em todas as amostras. A quantificacdo dos

acucares redutores foi feita em espectrofotometro a 540 nm (EVELEIGH et al. 2009).

2.4. Pré-tratamentos com processos oxidativos avancados associados ao

micro-ondas

O pré-tratamento do bagaco da cana-de-acgucar foi realizado em reator (um
bal&do) suspenso no interior do micro-ondas com rotacao fixa. Adicionou-se no reator
59 de bagaco de cana com particulas de (2mm a 5mm) e 40 mL de solucdo. Os
experimentos foram realizados em triplicata e com quatro solucdes diferentes: 3%
H,O, em pH 8,0 (solucdo ajustada com NaOH), 3% H,O, em pH 6,0 (solucéo
ajustada com HCI), 3% KMnO™ e 4gua sanitaria comercial START® que continha 3%
de cloro ativo como NaClO. Os experimentos tiveram duragcdo de 2 min no micro-
ondas e mais 1h de repouso, no qual permaneceram tampados. Posteriormente o
bagaco ja tratado foi submetido a lavagem com 6% w/w de agua destilada durante
1h a 25°C sob agitacdo de 300 rpm, em seguida foi filtrado e o material solido foi

seco em estufa a 37°C.
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2.5. Caracterizacdo do bagaco de cana in natura e pré-tratado

2.5.1. Anélise composicional

A determinacao de celulose, hemicelulose e lignina foi realizada pela hidrélise
do bagago de cana com acido sulfarico. Foi pesado 0,3 g de bagaco (moido a 20
mesh) em béquer e foi adicionado 3,0 mL de H;SO, 72% v/v, em banho
termostatizado a 30°C por 1h, sob agitacdo. Foram adicionados as amostras 84 mL
de agua destilada, que foram autoclavadas por 30 min a 121°C. Apds esse
processo, as amostras foram filtradas em papel de filtro qualitativo. A fragéo liquida
foi utilizada para andlises de carboidratos e lignina soltuvel. Os carboidratos foram
guantificados por HPAEC-PAD (ICS 5000, Dionex Corporation, EUA). A lignina
soluvel foi determinada pela medida de absorbdncia a 280 nm em
espectrofotdbmetro. E a fracdo insoluvel foi colocada em estufa a 105°C até obter

peso constante para a determinacéo de lignina insoltvel (Sluiter et al,2011).

2.5.2. Andlise por espectrocopia de infravermelho com transformada de
fourier (FT-IR)

Para a caracterizacdo do bagaco por Perkin Elmer (FT-IR Spectrum Two —
UATR Two) o feixe de luz foi direcionado em 10 posicdes no mesmo (0oito espectros)
devido a heterogeneidade das fibras e, a partir disso, foi determinado um espectro
meédio para cada amostra. Todo processo foi realizado em triplicata e o bagaco in

natura foi usado como amostra de referéncia.

2.6. Hidrolise dos substratos

2.7. Eficiéncia de hidrolise

O volume da suspencéo de reacédo foi ajustado para 5 mL final com 0,1 M

tampao acetato de sédio (pH 5,0) e contendo os seguintes componentes dissolvidos:
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1,5% de Avicel® PH-101 (Merck®) e 0,5 mg/mL de proteinas contidas na extratos
enzimaticos dos T. aurantiacus, T. lanuginosus, P. viridicatum e T. reesei foi
avaliado a acéo das enzimas de cada fungo separadamente. A mistura foi incubada
em frasco agitado a 60°C para T.aurantiacus e T. lanuginosus e 45°C para
P.viridicatum e T.reesei, a 150 rpm durante 24h. O acucar formado foi determinado

por somogy-nelson.

2.7.1. Hidré6lise enzimatica

O volume da suspencéo de reacéo foi ajustado para 5 mL final com 0,1 M
tampéao acetato de sédio (pH 5,0) e contendo os seguintes componentes dissolvidos:
2,0% de bagaco e 1 mL de extrato enzimético do T. aurantiacus contendo 10 FPU/g
de celulose e também utilizou-se o complexo comercial NS22086 (Novozymes®)
contendo 30 FPU/g de celulose. Foi avaliada a agédo das enzimas de cada complexo
separadamente. A mistura foi incubada em frasco agitado a 60°C para T.aurantiacus
e 45°C para o complexo comercial, a 150 rpm durante 24h. O teor de aguUcares
redutores foi analisados pelo método DNS. Os rendimentos de hidrolise foram
calculados pela quantidade de agucar redutor total em relacdo a quantidade total de

celulose e hemicelulose.
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

3.1. Producdo dos extratos enzimaticos

Na producédo de enzimas foram utilizados quatro fungos diferentes e com cada
um foram feitas fermentagcdes com quatro substratos diferentes. O intuito do
experimento era avaliar se com substratos diferentes os fungos produziriam mais ou
menos quantidade de enzimas e também a eficiéncia das celulases nos extratos. O
melhor substrato para a producdo de celulases e xilanase, segundo o experimento,
foi o farelo de trigo e subsequentemente a casca de café. Em destaque o fungo que
mais produziu foi o T. aurantiacus com 22,6 U/mL de B-glicosidase, 73,9 U/mL de
xilanase e 34,6 U/mL de CMCase.

Tabela 1: Resumo das atividades enzimaticas dos extratos enzimaticos brutos obtidos do fungo T.aurantiacus.

T.aurantiacus B-glicosidase (U/mL)  Xilanase (U/mL) CMCase (U/mL)

Farelo de trigo 2263 73,90 34,57
Palha de arroz 0,92 1,31 0,35
Bagaco de cana 0 8,70 3,5
Casca de cafe 3.33 9,21 4,73

Tabela 2: Resumo das atividades enzimaticas dos extratos enzimaticos brutos obtidos do fungo T.lanuginosus.

T.lanuginosus  B-glicosidase (U/mL)  Xilanase (U/mL) CMCase (U/mL)

Farelo de trigo 0,89 0,24 0
Palha de arroz 0,92 0 0
Bagaco de cana 0 0 0
Casca de café 0,46 0,25 0

Tabela 3: Resumo das atividades enzimaticas dos extratos enzimaticos brutos obtidos do fungo T.reesei.

T.reesei B-glicosidase (U/mL)  Xilanase (U/mL) CMCase (U/mL)
Farelo de trigo 0,82 0,24 0,03
Palha de arroz 0 0 0

Bagaco de cana 0 0 0

Casca de café 0,75 0,27 0,04
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Tabela 4: Resumo das atividades enzimaticas dos extratos enzimaticos brutos obtidos do fungo P. viridicatum.

P.viridicatum B-glicosidase (U/mL)  Xilanase (U/mL) CMCase (U/mL)

Farelo de trigo 7.2 6,5 0,05
Palha de arroz 0 0 0
Bagaco de cana 0 0 0
Casca de café 1,54 0,28 4,91

3.2. Avaliacdo da eficiéncia de hidrolise utilizando Avicel® como substrato

Para avaliar o seu potencial de sacarificacdo e compreensdo da acdo dos
extratos enzimaticos sobre a fibra de celulose foi selecionada a melhor fermentacéo
de cada fungo em relacéo as atividades enzimaticas de CMCase e [3-glicosidase. Os
testes foram realizados em sacarificacdo de Avicel®, como substrato sintético. As
guantidades de extrato enzimatico foram determinadas pela quantidade de proteina.
Também se utilizou uma enzima comercial a fim de comparar os resultados obtidos
com as enzimas produzidas no presente trabalho.

O grau de conversdo em relacdo aos acucares redutores foi de 18% para a
enzima comercial, 4% para o extrato do fungo T.aurantiacus e de 1% para 0s
extratos produzidos por P.viridicatum e T.reesei. Nao foi realizado o experimento
com o extrato enzimatico do fungo T.lanuginosus, por ndo apresentar quantidades
apreciaveis de proteinas totais. O resultado entre os extratos produzidos foi o
esperado, pois o T. aurantiacus possui a maior atividade enzimatica de CMCase
dentre outro extratos produzidos durante o trabalho. A atividade de (3-glicosidase do
P.viridicatum € maior que a do T.aurantiacus, porém ndo produziu quantidades
suficientes de CMCase para que fosse possivel uma boa conversao de celulose em
glicose (Tabela 5). Isso também mostra o efeito sinergético existente entre as

celulases e a importancia da CMCase no complexo celulolitico.
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Tabela 5: Eficiéncia de hidrdlise utilizando como substrato Avicel 1,5% e 0,5mg/g de proteina 24h.

Enzima T.aurantiacus T.reesei P.viridicatum
Comercial
Proteinas (mg/substrato) 0,5 0,5 0,5 0,5
CMCase (U/mL) 0 34,6 0,1 0
B-glicosidase (U/mL) 442 22,6 3,8 33,7
Acucar redutor total 13,3 3,1 0,6 0,5
(mg/mL)
Grau de conversao (%) 18 4 1 1

3.3. Caracterizacdo do bagaco de cana in natura e pré-tratado

O bagaco in natura seco com tamanho entre 2 mm a 5 mm, continha 54% de
celulose, 18% de hemicelulose e 27,5% de lignina. As amostras de bagaco pré-
tratadas com micro-ondas combinado com solu¢cBes de espécies reativas de
oxigénio apdés o tratamento ndo apresentaram aumento no teor de celulose e
hemicelulose. Em relacdo ao teor de lignina os pré-tratamento com CIO” e MnO™
foram os Unicos em que ocorreram diminuicdo de lignina, sendo o bagaco pre-
tratado com CIO™ o0 que apresentou maior conversao de lignina insoluvel em solavel
em relacdo ao bagaco in natura.

As espécies reativas de oxigénio podem produzir oxigénio singleto, os
radicais hidroxilos e superéxidos. Essas espécies promovem a clivagem de ligacdes
carbono-carbono, abertura de anéis aromaticos e a liberacdo de cadeias laterais. A
lignina possui uma estrutura propicia ao ataque oxidativo dessas espécies reativas
de oxigénio (LEE, 2009). A irradiacdo de micro-ondas sobre a fibra de cana pode
ocasionar alteracdo na estrutura da celulose, degradar a lignina e aumentar a
susceptibilidade das enzimas sobre o material lignocelulésico. Além disso, como se
sabe, o aumento da temperatura acelera a velocidade da reacg&o, o que contribui

para a diminuicdo do tempo de processamento.
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Tabela 6: Caracteriza¢do dos bagagos de cana tratados e ndo-tratado

Amostras Celulose (%) Hemicelulose (%) Ligninaacida Lignina acida
sollvel (%) insoluvel (%)
In natura 54 18 5 22,5
H,0, (OH") 52 16 5 24
H,0, (H*) 53 17 55 26,5
clo 50 17 6,5 20,5
MnO* 50 14 5 20

3.4. Anédlise estrutural do bagaco pré-tratado

As andlises realizadas através de FTIR das amostras de bagaco de cana séo
mostradas na figura 15. Os espectros de IR apresentam a biomassa sobre o aspecto
da sua constituicdo geral de celulose, hemicelulose e lignina. Em algumas regides
no espectro é possivel observar a caracteristicas dos trés grupos funcionais como
OH (3400-3200 cm™), C=0 (1765-1715 cm™), C-O-C (1270 cm™), e C-O-(H) (1050
cm™), esses grupos representam alcenos, ésteres, cetonas, alcool e hidrocarbonetos
aromaticos.

Em relacdo a lignina que apresenta impressao digital na regido de 800 a 1600
cm™ para espectros de IR. As principais modificacdes foram observadas nas bandas
833 cm™, 1036 cm™, 1042 cm™, 1511 cm™ e 1600 cm™. A banda de absorcdo em
1600 cm™ esta diretamente interligada a vibracdes do estiramento muito forte de
anel aromético e de grupos C=0. Por ser visto que em 1511 cm™ a banda de
absorcdo que est4 relacionada com vibragdes do grupo fenil de macromoléculas de
lignina, esta banda pode ser usada para fins de observacdo da degradacdo da
lignina. As vibracdes de alongamento assimétricos das ligacdes C-O-C em éteres ou
para grupos hidroxilos fenélicos sdo representados pelas bandas 1242 cm™ e 1210
cm™?, essas bandas permitem a deteccdo do grupo aromaético guanacil que é
caracteristico de ligninas. A banda intensa em 1036 cm™ é referente & deformacéo
da ligagcdo C-H aromatica no plano e do alongamento de C=0 nao conjugado. E a
banda em 830 cm™ est4 relacionada com as vibracdes de deformacdo C-H no anel
aromatico fora do plano (SOUZA-CORREA, 2013).
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Em todos os pré-tratamentos pode-se observar a diminuicdo na intensidade
das bandas de absorcdo de 1740 cm™ e 1242 cm™ que pode estar relacionada com
a diminuicdo do teor de celulose e hemicelulose em relacdo ao bagaco in natura.
Visto que no pré-tratamento com CIO™ houve maior diminuicdo das bandas de
absorcdo que caracterizam o teor de lignina, o que mostra a degradacao da lignina
durante o pré-tratamento e pode ser correlacionado com a conversao de lignina
insolGvel em solGvel. No pré-tratamento com MnO™ também se observa a diminuic&o
nas bandas de absorgéo correspondentes a lignina, afirmando o resultado obtido na
caracterizagcdo composicional do bagaco dessa amostra.

= " B [olefemplitde, e,
AT, Py _w__ e
rf/ "0 Jr'w‘rf)"' B — g
F ~a' (\ A —~ NV : ;
) ,,.m W\ \/\ ;
{ Ml fl" "ru i ‘ ‘ | TR
! I \ |
N W1 AT AR
951 [ 830 II\ | '\
A LHTN 1202
f | ¥/ 1042
i .
II bt natura
1! ——— H:0; (OH')
90 \ —— 10, (1)
\| cx
| | MnO*
[
[
I— 1036
I N I 1 1 I I
1000 1500 2000 2500 3000 3500
cm-1

Figura 5: Espectros de FTIR dos bagagos pré-tratados e do bagaco in natura.

3.5. Hidrolise enzimatica dos bagacos pré-tratados

Para a hidrélise do bagaco foi escolhido o extrato do T.aurantiacus e o

complexo comercial NS22086, segundo o desempenho obtido no experimento de
eficiéncia de hidrélise utilizando Avicel®.
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Os resultados de rendimento da sacarificacdo e concentracdo de acucares
redutores liberados estdo apresentados nas Tabelas 7 e 8. Em todos os ensaios foi
observado os melhores resultados de hidrélise utilizando bagaco pré-tratado com
CIO;, tanto para sacarificagao utilizando o extrato do T.aurantiacus quanto para o
complexo enzimatico comercial. Esse fato pode ser explicado devido a modificacao
na estrutura da lignina nesse bagaco pré-tratado, o que foi observado através da
caracterizacao do bagaco e no espectro de FTIR, pois ocorreu diminui¢cao da lignina
insolivel e aumento da lignina soluvel, o que pode facilitar a acdo das enzimas
celuloliticas no processo de hidrélise. Apesar do pré-tratamento com MnO™ ter
apresentado eficiéncia na remocédo de lignina e modificacdo estrutural na fibra de
lignoceluldsica, durante a hidrolise obteve-se o menor rendimento até mesmo em
relacdo ao bagaco in natura para a hidrélise com o extrato do fungo T.aurantiacus.

Outros trabalhos como os descritos por Martin et al (2007), Barros et al
(2013), Travaini et al (2013), Lee et al (2009) utilizam processos oxidativos
avancados, a técnica mais comum atualmente € a de ozondlise que demostra ser
um bom processo para remocao de lignina e outros trabalhos estdo investindo em
espécies reativas de oxigénio, principalmente com peroxido de hidrogénio. Em
relacdo aos resultados de conversdo de celulose a glicose apresentados nesse
trabalho estar abaixo dos niveis encontrados na literatura podem contribuir para o

melhoramento da técnica que é bastante promissora.

Tabela 7: Hidrdlise dos bagacos de cana tratados e ndo tratados com extrato concentrado de T.aurantiacus com
10 FPU/g de celulose durante 24h.

Amostras  AcuUcares redutores % de rendimento
(mg/mL)
In natura 1,76 12,2
H,0, (OH") 2,27 16,7
H,0, (H) 1,49 10, 7
clo’ 2,65 19,8

MnO™ 0,26 12,1
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Tabela 8: Hidrélise dos bagagos de cana tratados e ndo-tratados com enzima comercial NS22086 com30 FPU/g

de celulose e bagago durante 24h.

Amostras  Acucares redutores % de rendimento
(mg/mL)
In natura 2,55 17,7
H,0, (OH") 3,54 26
H,0, (H) 3,22 23
clo’ 5,32 39,7
MnO™ 2,28 17,9
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4. CONCLUSAO

Dentre os extratos enzimaticos produzidos pelos fungos T. Aurantiacus, T.
lanuginosus, P. viridicatum e T. reesei, aquele obtido do T. aurantiacus apresentou a
maior eficiéncia de hidrélise do substrato avicel®. Os pré-tramentos do bagaco com
espécies reativas de oxigénio promoveram alteracdes no teor de lignina e na
estrutura lignocelulésica da biomassa o0 que resultou em aumento na sua
sacarificacdo (expressa pelo teor de aclcares redutores). Este aumento foi mais
acentuado no bagago pré-tratado com NaClO tanto para o extrato enzimatico do

fungo T. aurantiacus quanto para a solugao de enzima comercial.
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Capitulo 2
Avaliagcdo do sinergismo enzimatico

e inibicdo da B-glicosidase
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1.INTRODUCAO

A celulose dos materiais lignoceluloliticos, como o bagaco de cana-de-acucar,
pode ser hidrolisada a glicose, que pode ser posteriormente utilizada na producao de
etanol. As técnicas mais comuns de hidrélise da celulose sdo por via acida ou
enzimética. Na hidrdlise utilizando acidos como catalisador, ocorre a formacéo de
compostos secundarios que interferem ou inviabilizam a fermentacdo alcoolica
(etapa subsequente a hidrdlise na producao de etanol). J& na hidrélise enzimatica,
devido a sua alta especificidade, ndo ha a formacdo de subprodutos inibidores da
fermentacdo, no entanto, neste caso a biomassa deve passar previamente por
etapas de pré-tratamento para desestruturacdo da estrutura lignocelulésica,
tornando o0s polissacarideos constituintes mais acessiveis as enzimas
despolimerizantes, conseqientemente produzindo maiores quantidades de acucar
fermentesciveis. (MARTIN et al., 2002).

As celulases hidrolisam ligacbes [-1,4-D presentes na celulose produzindo
glicose, celobiose e celo-oligossacarideos. Varios tipos de celulases séo produzidas
pelos microrganismos, em geral, as principais sao: as exoglucanase (EC3.2.1.91),
endoglucanase (EC 3.2.1.4) e B-glicosidases (EC.3.2.1.21) (SINGHANIA, 2010).

A B-glicosidase pode ser considerado a principal enzima no processo de
sacarificacdo enzimatica, devido a enzima participar da etapa final de converséo de
celulose a glicose, esse fato é visto em alguns extratos enzimaticos que tem grandes
guantidades de endoglucanase e exoglucase e ndo tem uma boa sacarificacéo,
devido a falta de B-glicosidase. Reeta Rani Singhania 2013

Infelizmente, os sistemas de enzimas celuloliticas atualmente empregados,
gue incluem as enzimas de Trichoderma reesei amplamente estudados, sao
significativamente inibidos pelos produtos de hidrolise, celobiose e glucose (Andri¢ et
al. 2010), de forma que € necessario estudo de inibicdo para cada enzima que se
proponha em estudos de sacarificacdo de biomassas.

Celobiose, o principal produto da acdo da celobiohidrolase e produto
secundario da endoglucananse, inibe diretamente ambas celobiohidrolases e
endoglucanases (Gruno et al., 2004). Glicose inibe diretamente a p-glicosidase, mas

também inibe as celobiohidrolases e endoglucanases (Holtzapple et al., 1990
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CAMPBELL, 2000). O entendimento desses mecanismos inibitérios permite propor
rotas de remocao dos inibidores, resultando em processos mais eficientes, de menor
custo e o uso de menor quantidade de enzimas.

Alguns métodos como o uso de coquetéis enzimaticos estdo sendo avaliados
para aumentar a eficiéncia do processo, por meio de sinergismo entre diferentes
enzimas. Estudos de sacarificacdo foram feitos com coquetéis, demonstrando
resultados satisfatorios na sacarificacdo de materiais lignocelulésicos. Outra opcao
para reduzir efeito inibitério poderia ser a conversao da glicose em outro acucar que
nao fosse inibidor. Neste sentido, a D-Glucose isomerase, EC 5.3.1.5, que catalisa a
isomerizacdo reversivel de D-glicose e D-xilose em D-frutose e D-xilulose,
respectivamente seria uma boa candidata, uma vez que frutose ou xilulose sao
acucares fermentesciveis ndo conhecidos como inibidores de celulases.

Este trabalho foi desenvolvido visando avaliar o emprego da glicose
isomerase para a isomerizacao da glicose em frutose visando a desinibicdo da [3-
glicosidade e por consequéncia aumentando a eficiéncia do conjunto de celulases

envolvidas no processo de despolimerizacdo da celulose.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Substratos para a FES (Fermentacdo estado s6lido)

O farelo de trigo foi obtido no comércio local. O bagac¢o de cana-de-acgucar foi
cedido por usina de acucar e alcool da regido de S&o José do Rio Preto. Os dois
substratos foram lavados com agua corrente e em seguida com agua destilada para
remocao dos residuos de acUcares, seguido de secagem em estufa a 50 °C com
ventilacdo até a estabilizacdo do peso seco.

O farelo de trigo foi utilizado no tamanho original. O bagaco passou por
processo de moagem e peneirado em peneira granulométrica para a

homogeneizagdo do tamanho das particulas (1 - 2 mm).
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5.2. Fermentacdes para producdo dos extratos enziméaticos

5.2.1. Microrganismos

Foram testados os fungos Thermoascus aurantiacus CBMAI 756, Penicillium
viridicatum RFC3 e Trichoderma reesei QM9414, a partir das culturas que se
encontram estocadas na colecdo do Laboratério de Bioquimica e Microbiologia
Aplicada do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus de Sao José do Rio Preto, em
tubos de ensaio com PDA (Potato Dextrose Agar) submersos em 6leo mineral, em

camara friaa b °C.

5.2.2. In6culo

Foram utilizados para o preparo da suspenséao de inéculo dois erlenmeyers de
250 mL contendo 50,0 mL de PDA inclinado. O fungo P. viridicatum RFC3 foi
incubado a 28 °C durante 14 dias. O fungo T. aurantiacus CBMAI756 foi incubado a
50 °C durante 2 dias. Para obtencéo da suspensédo de esporos/micélios foi utilizada
a solucéo salina proposta por Toyama e Ogawa (1978): 0,35% de (NH,4)>SO4, 0,3%
de KH,POQOy4, 0,05% de Mg,S0O,. 7H,0 e 0,05% de CaCl,.

5.2.3. Fermentadores

Foram utilizados como fermentadores, sacos de polipropileno de 15 cm x 30
cm, acoplados com bocal de PVC de 3,5 cm de comprimento e 1,5” de diametro,
tampados com tampé&o de algodao envolto por gaze, para garantir a troca de gazes

e assegurar que nao ocorra qualquer contaminagéo.
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5.2.4. Substrato para crescimento e producao das enzimas

Foram utilizados 5,0 g de substrato por fermentador, sendo 2,5 g de bagaco
de cana-de-acucar e 2,5 g de farelo de trigo, adicionados de 5,0 mL da solucéo

salina e esterilizados em autoclave a 121 °C e 1 atm durante 30 minutos.
5.2.5. Inoculacéao

a) P. viridicatum RFC3 e T. reesei QM9414

Apés catorze dias de incubagdo do pré-inéculo em meio inclinado, os esporos
de cada erlenmeyer foram suspensos em 50,0 mL da solugéo salina por cuidadosa
raspagem da superficie com algca de platina. A quantidade de esporos em solucéo foi
determinada através da adicdo de 1,0 yL da suspensdo em camara de Neubauer,
seguida de contagem em microscopio O6tico. Os fermentadores contendo os
substratos e ja esterilizados foram inoculados com volumes de suspenséo
padronizados com 5,0x10° esporos. Em seguida, os meios foram completados com
solugéo salina para um volume final de 20,0 mL (incluindo os 5,0 mL adicionados
antes da autoclavagem) resultando em 65% de umidade, suficientes para umedecer

0 meio durante a fermentacdo sem a presenca de agua livre.

b) T.aurantiacus CBMAI756

A inoculagédo do fungo foi realizada apés dois dias de incubagdo do pré-
in6culo no meio inclinado. As estruturas miceliares, micélio e ascosporos, foram
suspensos nos erlenmeyers de pré-inoculo em 50,0 mL da solucdo salina por
raspagem da superficie com alca de platina. Os fermentadores com os substratos,
devidamente esterilizados, foram inoculados com 5,0 mL da suspens&o. Em seguida

o volume foi completado com solucg&o salina para um volume final de 20,0 mL.
5.2.6. Fermentacéo em estado solido (FES)

Os fermentadores contendo o substrato inoculado com T. aurantiacus, P.

viridicatum e T. reesei foram incubados durante cinco dias, na temperatura de 50 °C
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para T.aurantiacus e 28 °C para P.viridicatum e T. reesei. As enzimas foram
extraidas pela adicdo de 100 mL de &gua destilada, seguido de homogeneizacéo
com vara de vidro para desaglomeracéo das estruturas miceliares. A suspensao foi
transferida para erlenmeyers de 250 mL onde permaneceram em agitador orbital a
100 rpm por 1 hora. Apds agitacdo as amostras foram centrifugadas a 20000 xg
durante 20 minutos a 5 °C, para a remogdo das células e o sobrenadante foi

nomeado como solugéo enzimatica ou extrato enzimatico bruto.

5.3. Atividades enzimaéaticas

5.3.1. Atividade de B-glicosidase

A atividade de [-glicosidase foi determinada com 50,0 yL do extrato
enzimético bruto devidamente diluido para garantir a linearidade de V, da reagéo
enzimatica, 250,0 yL de tampédo 0,1 M em pH 5,0 e 250,0 pL de 4-nitrofenol-D-
glicopiranosideo (PNPBG, Sigma) 4 mM, por 10 minutos em banho termostéatico a 60
°C para T. aurantiacus, e a 45°C para P. viridicatum e T. reesei. A reacdo foi
interrompida pela adicdo 2,0 mL de NaCOs; 2 M e o nitrofenol liberado foi
guantificado em espectrofotdbmetro a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 ymol de

nitrofenol por minuto de reacgéo a partir da curva padréo de nitrofenol.

5.3.2. Atividade de Avicelase

A atividade de avicelase foi determinada com 0,1 mL do extrato enzimatico
convenientemente diluido, 0,9 mL de avicel® 1,0% (Sigma) em tamp&o &cido
acético/NaOH 0,1 M pH 5,0, por 10 minutos em banho termostatico a 60 °C T.
aurantiacus e 45°C para P. viridicatum e T. reesei . A reacéo foi interrompida apos
10 minutos pela adicdo de 1,0 mL de DNS (acido 3,5- dinitrossalicilico). O volume
resultante foi colocado em banho de ebulicdo durante 10 minutos e em seguida foi
acrescido de 8,0 mL de agua destilada, finalmente a quantidade de glicose liberada

foi medida por espectrofotometria a 540 nm (MILLER,1959). Uma unidade de
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atividade enziméatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
liberar 1 pmol de acucar redutor por minuto de reacdo, de acordo com a

guantificacdo com a curva padrao do agucar redutor correspondente.

5.3.3. Atividade de CMCase

A atividade de CMCase foi realizada por procedimento idéntico ao descrito no
tépico 4.3.2 (Atividade de Avicelase), exceto o substrato que foi substituido pela

carboximetilcelulose a 1% (Sigma).

5.3.4. Atividade de xilanase

A atividade de xilanase foi realizada por procedimento idéntico ao descrito no
topico 4.3.2 B-glicosidase, exceto o substrato que foi substituido pela xilana (Xylan

Birchwood, Sigma Co.).

5.3.5. Atividade sobre papel de filtro (FPAse)

A atividade de FPAse foi determinada com 0,5 mL do extrato enziméatico bruto
devidamente diluido, 1 mL de tampé&o 0,1 M em pH 5,0 e o substrato foi 50 mg de
uma faixa de papel de filtro Whatman No. 1 ( 1,0 x 6,0 cm), a reag¢ao ocorreu por 1
hora em banho termostéatico a 50 °C para T. aurantiacus e a 45°C para P. viridicatum
e T. reesei. A reacdo foi interrompida pela adicdo 3,0 mL DNS, a solugao foi
colocada em banho de ebulicdo por 5 min. Ap6s o banho de ebuli¢cdo foi adicionado
16 mL de &gua em todas as amostras. A quantificacdo dos acucares redutores foi
feita em espectrofotbmetro a 540 nm (EVELEIGH et al. 2009).

5.3.6. Atividade de glicose isomerase
Atividade de glicose isomerase (Gl) foi determinada pela reacdo composta de

2,0 mL de solucdo de glicose (variando a concentracdo de 0 a 1 M) , 2 mL de

tampao Mcllvaine 0,1 M (pH 7,0) com concentragcdes de NaSO; e MgSO, .7H,0
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ajustadas para uma concentracdo no volume final de reacdo de 1 g/L de NaSO; e
1g/L de MgSO, .7H,0, e 0,0166 g/mL de GI imobilizada. A reagéao ocorreu a 60 °C
com agitacao de 150 rpm durante 30 minutos (CONVERTI; DEL BORGHI, 1997). A
determinacdo de frutose liberada foi feita através do meétodo de Seliwanoff
guantificado em espectrofotbmetro a 540 nm (ROE, 1934). Uma unidade de
atividade enziméatica foi definida como a producédo de 1,0 umol de D-frutose por
minuto. A enzima imobilizada utilizada foi glicose isomerase comercial, Sweetzyme

IT, fornecida pela empresa Novozymes®.

5.4. Zimograma para determinacado de B-glicosidases

A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida ndo desnaturante 10%
pH 8,3. Apds a corrida o gel foi colocado em uma solug¢édo tampao acetado de sédio
0,2M (pH 5) por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, o gel foi incubado
em uma solucdo corante (pH 5) contendo 0,1% (peso/vol) de esculina e 0,03%
(peso/val) de cloreto férrico, para o gel com amostras do P.viridicatum a incubacéo

foi feita a 45°C e para o T.aurantiacus a 60°C.

5.5. Hidro6lise dos substratos

5.5.1. Hidré6lise enzimatica

O volume da suspencéo de reacéo foi ajustado para 5 mL final com 0,1 M
tampéao acetato de sodio (pH 5,0), contendo os seguintes componentes dissolvidos:
0,1 g de bagaco de cana e 1 mL de extrato enzimético dos T. aurantiacus e P.
viridicatum. Foram avaliadas as atividades das enzimas produzidas por cada fungo
separadamente. A mistura foi incubada em frasco agitado a 60°C para T.aurantiacus
e 45°C para P.viridicatum e T. reesei, a 150 rpm durante 6h. A glicose formada foi
guatificada por HPAEC-PAD (ICS 5000, Dionex Corporation, EUA) e pelo método de

Somogy-Nelson (agUcares redutores).
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5.5.2. Sacarificagdo com agdo simultanea de Gl

A hidrolise enzimatica foi feita em pequenos tubos com rolha de latex, cada
tubo foi composto por 0,1 g de bagaco de cana, 1 mL do extrato enzimatico
bruto, 0,0166 g/mL de Gl e 4,0 mL de tampao Mc llvaine 0,1 M com concentragao de
1 g/L MgS0O,.7H,O ajustada o volume final de reacéo , variando o pH entre 5,0 a
7,0. A hidrélise foi realizada em banho termostatico a 60 °C para o fungo T.
aurantiacus e a 45 °C para o fungo P. viridicatum, ambas sob agitacdo de 150
rom. As amostras do hidrolisado foram retiradas ap6s 1, 2, 4 e 6 horas, e
posteriormente foi realizada a quantificagdo de acUcares redutores por Somogy-
Nelson e HPAEC-PAD (ICS 5000, Dionex Corporation, EUA).

5.6. Determinacdo de parametros cinéticos

Os parametros cinéticos foram calculados através da atividade enzimatica de
B-glicosidase utilizando 4-nitrofenol-D-glicopiranosideo (PNPG) em pH 5,0 em
solucéo de acetato de sodio e condi¢cdes de temperatura para o T.aurantiacus de 60
°C e para o P.viridicatum 45 °C. As atividades foram realizadas com a auséncia e
presenca de glicose. Diferentes concentracdes de glicose, de acordo com o volume
final, foram aplicadas no ensaio da atividade. Os valores de Km e Vmax foram

obtidos graficamente pelos graficos de Lineweaver-Burk (Karnchanatat et al, 2008).

5.7. Determinacdo do efeito da concentracdo de glicose e frutose nas

atividades das enzimas B-glicosidases

O efeito da glicose na atividade enzimatica foi determinada utilizando PNPBG
(4 mM), como substrato, em tampao acetato de sédio 0,1 M pH 5,0 e os extratos
enzimaticos bruto. As reagbes foram realizadas a 45°C para P. viridicatum e a 60°C
para T. aurantiacus. A glicose foi adicionada a mistura de reacdo em diferentes
concentragbes (0 a 100 mM) de acordo com o volume final do ensaio.
Posteriormente a atividade enzimatica foi quantificada pela atividade de -

glicosidase. Em outro ensaio foi utilizada uma mistura de glicose e frutose de forma
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gue a concentragao de frutose varie crescentemente de 0 a 100 mM e a glicose
varie decrescentemente de 100 a 0 mM . E também foi feita a reagdo utilizando
apenas frutose em diferentes concentracbes (0 a 100 mM). Posteriormente a

atividade enzimatica foi quantificada em cada ensaio

5.8. Anélises Cromatoqréaficas

As andlises dos carboidratos foram feitas usando HPAEC-PAD (ICS 5000,
Dionex Corporation, EUA), equipado coluna de troca aniénica CarboPac PA-1. Os
diluentes foram preparados com agua deionizada ultra pura (18M Q) e
desgaseificada com N,. O fluxo foi de 1,0 mL/min usando 6% de solvente A (500 mM

de NaOH) e 94% de solvente B (agua ultra pura), com eluicao isocratica.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Avaliacdo do sinérgismo durante a hidroélise

No estudo sinergético foram escolhidos os extratos enzimaticos produzidos
pelos fungos T.reesei e P.viridicatum, pois possuem a mesma temperatura e pH
otimo de hidrdlise em torno de 45°C e pH 5,0. Além disso, foi possivel aumentar a
atividade enzimatica, enquanto para o fungo T.lanuginosus nao foi obtido o0 mesmo
éxito, por isso nédo foi realizado esse experimento com o consércio enzimatico entre
os extratos dos fungos T. lanuginosus e T.aurantiacus, que atuam na mesma
temperatura e pH 6timos.

Tabela 9: Resumo das atividades enzimaticas dos extratos enzimaticos brutos obtidos dos fungos T.reesei e P.
viridicatum.

B-glicosidase (U/mL) CMCase (U/mL) Xilanase (U/mL)
T.reesei 0,2 2,8 6,8
P.viridicatum 3,2 0,5 30,3

A utilizacdo dos extratos enzimaticos consorciados aumentou a capacidade
de sacarificacdo do bagaco de cana. Isso pode ser explicado pela atuacéo sinérgica
das enzimas produzidas pelos dois fungos, pois se por um lado o fungo P.
viridicatum € um bom produtor de B-glicosidase, mas ndo produz quantidades
apreciaveis de CMCase, 0 que é o oposto do extrato enzimatico do T. reesei, que
produz CMCase sem quase nenhuma producao de B-glicosidase.

Quando utilizados sozinhos os extratos do P. viridicatum e do T. reesei
as quantidade de glicose foram de 0,55 mg/mL e 0,58 mg/mL respectivamente. Nas
misturas de 25%/75% houve um aumento em relacdo a ambos, para 0,70 mg/mL,
em 75%/25% para 0,65 mg/mL e finalmente, a maior liberacdo de glicose
encontrada foi utilizando-se os dois extratos em propor¢gdo 50%/50%, com 0,73

mg/mL.
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Tabela 10: Resultados da analise cromatografica da hidrélise enzimatica do bagaco de cana expresso em termos
de miligramas de glicose por grama de bagaco hidrolisado, com diferentes extratos enzimaticos (v/v): 100% P.
viridicatum, 100% T. reesei, 25% P. viridicatum + 75% T. reesei, 50% P. viridicatum + 50% T. reesei e 75% P. viridicatum +
25% T. reesei.

Extratos enziméaticos Glicose (mg/mL)

100% P.viridicatum 0,55

100% T.reesei 0,58

25% P.viridicatum + 75% T.reesei 0,70
50% P.viridicatum + 50% T.reesei 0,73
75% P.viridicatum + 25% T.reesei 0,65

6.2. Atividades enzimaticas

O fungo T.aurantiacus tem a capacidade de produzir diversas enzimas como
celulases, amilases e xilanases em quantidade apreciaveis, e além disso essas
enzimas podem apresentar termoestabilidade. Essa propriedade € interessante para
varios processos industriais (LEITE;GOMES;SILVA, 2007).

Para o fungo P.viridicatum, ndo existem muitos trabalhos relatando a
producéo de celulases e xilanases.

Os resultados das atividades enzimaticas estdo demonstrados na Tabela 11.
Observa-se grande atividade de B-glicosidase produzida pelo fungo P. viridicatum,
porém as outras enzimas ndo foram produzidas em quantidades apreciaveis em
relacdo as atividades enzimaticas apresentada para o fungo T.aurantiacus.

Leite et al (2008), reportou atividade de 70 Ulg para o fungo T.
aurantiacus, utilizando apenas farelo de trigo como substrato para a fermentagéo
em estado solido. Estes resultados mostram que a produgdo enzimatica depende
muito dos substratos e do tipo de fermentacdo empregada. Nessa parte do
trabalho, mesmo com menor producdo enzimatica que o farelo de trigo, optou-se por
usar o bagaco de cana-de-acucar, por ser este substrato da cadeia de producéo do

etanol de cana-de-acUcar.
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Tabela 11: Resumo das atividades enzimaticas dos extratos enzimaticos brutos obtidos dos fungos
T.aurantiacus e P. viridicatum.

B-glicosidase(U/mL) CMCase (U/mL) Xilanase (U/mL)
T.aurantiacus 1 14,3 22,7
P.viridicatum 2,5 0,5 9,2

N&o foi possivel detectar atividade de FPase e Avicelase para 0s extratos

enzimaticos dos fungos dentro da metodologia proposta.

6.2.1. Efeito da concentracdo de glicose e frutose nas atividades das

enzimas

Para a determinacéo do efeito da glicose e da frutose sobre as B-glicosidases
dos extratos enzimaticos de T. aurantiacus e P.viridicatum foi utilizado extrato
bruto. As concentracdes de glicose variaram de 0 a 100 mM. Como observado na
Figura 6, a glicose inibe fortemente as B-glicosidases produzidas pelo fungo
T.aurantiacus provocando queda acentuada da atividade enzimética de 1,0 U/mL
para 0,07 U/mL. As B-glicosidases produzidas pelo fungo P.viridicatum também
sao fortemente inibidas por glicose apresentando diminuicdo de 2,57 U/mL para
0,19 U/mL (Figuras 7). PARR (1985) também apresentou um estudo de inibicdo por
glicose sobre as p-glicosidases comerciais produzidas pelo fungo Penicilium
funiculosum. Observando os resultados percebe-se que a glicose apresenta
forte inibicdo mesmo em pequenas concentracdes, tais como 10 mM, para ambos os
fungos.

LEITE et al (2008), em estudos sobre inibicdo de [-glicosidases
purificadas produzidas pelo fungo T. aurantiacus em meio reacional com
glicose, demonstram que em concentracdes acima de 5% de glicose ndo €
possivel quantificar a atividade enzimatica das [-glicosidases, pois o0s

rendimentos destas sao baixos.
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Figura 6: Efeito da concentragdao de glicose sobre atividade de B-
glicosidase do extrato enzimatico bruto de T. aurantiacus.
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Figura 7: Efeito da concentragdo de glicose sobre atividade de B-
glicosidase do extrato enzimatico bruto de P. viridicatum.

Diferentemente do que foi observado com a glicose, a presenca de frutose
exerceu um efeito estimulante nas atividades das [(-glicosidase produzidas pelos
dois fungos T.aurantiacus e P.viridicatum (Figura 8 e 9).

As [-glicosidases comerciais produzidas pelo fungo Aspergillus niger
apresentaram inibicdo na presenca de glicose e frutose, segundo relato de
Barbegallo et al (2004). Tais resultados mostram que as enzimas tais p-glicosidases
séo proteinas diferentes, com respostas diferentes a seus estimuladores e inibidores

de atividade enzimatica.
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Figura 8: Efeito da concentragdo de frutose sobre atividade de B-
glicosidase do extrato enzimatico bruto de T. aurantiacus.
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Figura 9: Efeito da concentracdo de frutose sobre atividade de B-
glicosidase do extrato enzimatico bruto de P.viridicatum.

As Figuras 10 e 11 mostram os resultados das atividades enzimaticas das B-
glicosidases dos fungos T. aurantiacus e P.viridicatum na presenca da mistura entre
glicose e frutose com concentracdes de glicose decrescentes (100 a 0 mM)
concomitantemente com concentracdes crescentes de frutose (0 a 100 mM). Os
resultados mostram que o efeito inibidor da glicose prevalece sobre o efeito
estimulante da frutose sobre a atividade [B-glicosidase, promovendo a queda na

atividade enzimatica.
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Figura 10: Efeito da concentra¢do decrescente de glicose e crescente de frutose
sobre atividade de B-glicosidase para o T.aurantiacus.
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Figura 11: Efeito da concentragdo decrescente de glicose e crescente de
frutose sobre atividade de B-glicosidase para o P.viridicatum.

6.3. Determinacdo dos parametros cinéticos

Os parametros cinéticos Vmax e Km para as B-glicosidases produzidas pelos
fungos T.aurantiacus e P.viridicatum foram obtidos pela equacédo da reta fornecida
pelo método do duplo reciproco (1/Velocidade x 1/Substrato).

Os valores cinéticos obtidos nos extratos enzimaticos bruto para T.
aurantiacus foram Vméax de 4,60 pymol/min e Km 0,31 mM e para P. viridicatum
apresentou Vmax de 166,7 pmol/min e Km 0,2 mM. Pelas Figuras 10 e 11 observa-

se que o Km aumentou com a adi¢do da glicose no meio, indicando que ocorreu
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diminuicdo da afinidade enzima-substrato devido a inibicdo da enzima promovida
pela glicose.

Através dos valores cinéticos obtidos com e sem inibidor € possivel
determinar o tipo de inibicdo. Os valores cinéticos das B-glicosidases do fungo
T.aurantiacus apresentam valores de Km muito proximos e de Vmax diferentes
caracterizando inibicdo nao-competitiva. Para o fungo P.viridicatum os valores de
Km e Vmax, com e sem inibidor, sdo muito diferentes, porém nao é possivel

observar um perfil michaeliano.

Tabela 12: Valores dos parametros cinéticos (Vmax e Km) com ou sem inibidor obtidos graficamente pelo plots
de Lineweaver-Burk.

Sem inibidor Com inibidor
Vmax Km Vmax Km
T.aurantiacus 4,60 0,31 2,3 0,37
P.viridicatum 166,7 0,2 13,8 1,2
= 5/ nibidor 2y f;" .
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Figura 12: Curvas de Lineweaver-Burk para extrato enzimatico do fungo
T.aurantiacus apresentando a inibicdo mista.
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Figura 13: Curvas de Lineweaver-Burk para extrato enzimatico do fungo
P.viridicatum apresentando a inibicdo ndao competitiva.

6.4. Zimograma

Os zimogramas representados pela Figura 14 mostram as B-glicosidases
presentes no extrato bruto dos fungos T.aurantiacus e P.viridicatum. No zimograma
do T.aurantiacus (Figura 14B) observou-se que aparentemente existe uma [-
glicosidade. O outro zimograma (Figura 14A) apresenta as [-glicosidases
produzidas pelo P.viridicatum, esse zimograma aponta a existéncia de duas B-
glicosidases. Todas as PB-glicosidases analisadas diminuiram sua atividade apos
tratamento com corante contendo 5M de glicose, o que reafirma a inibicdo dessas
enzimas por glicose. Porém, quando a glicose (5M) foi colocada juntamente com a
enzima no gel de eletroforese, aparentemente ndo ocorreu diferenca, pois a

intensidade das bandas ndo mudou.
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Figura 14: Zimogramas de p-glicosidases dos extratos enzimaticos brutos dos fungos
P.viridicatum (A) e T.aurantiacus (B). 1) Enzima desnaturada por 10 min a 100°C;2) O extrato
bruto adicionou 0,5M de glicose na aplicagdo da amostra no gel;3)Extrato bruto; 4) Apés corrida
o gel foi corado com a solugdo corante que continha 0,5M de glicose.

6.5. Glicose Isomerase

Foi realizado um experimento visando determinar o efeito da concentracéo de
glicose e as condi¢cOes Otimas de pH e temperatura na glicose isomerase comercial
Sweetzyme®IT (novozymes®) para posterior aplicacdo na sacarificacdo enzimatica.
Conforme mostra a Figura 15 a atividade enzimatica foi crescente com o aumento da
concentracdo de glicose até 0,9 M, a qual proporcionou maior atividade de glicose

isomerase 144 U/mL.

Uimb
0
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©
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Concentragdo de glicose (M)

Figura 15: Concentragdo crescente de glicose sobre a atividade de Glicose
Isomerase
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Também foi feita a caracterizacdo da glicose isomerase para a verificagdo do
pH e temperatura 6timos. A Figura 16 representa a curva de pH 6timo, obtendo 55
U/g no maior pico que corresponde ao valor de pH 10,8. Para a temperatura foi
obtida maxima atividade em 60°C, correspondente a 56U/g, como pode ser

observado na Figura 17.
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Figura 16: Atividade de glicose isomerase em relagdo ao pH, com 1M de glicose a 60°C
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Figura 17: Atividade de Glicose Isomerase em relagdo a
temperatura, com 1M de glicose em pH 7,00
6.6. Hidrolise

A hidrélise enzimatica foi realizada com bagaco de cana de aguUcar in natura,

isto é, sem pré-tratamento. A adicdo da glicose isomerase durante o processo de
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sacarificagdo teve como objetivo diminuir a quantidade de glicose no meio
transformando glicose em frutose, para que ocasionasse a diminuigcdo da inibicéo
por glicose sobre as B-glicosidases.

Na hidrélise do bagaco in natura pelos extratos enziméticos dos fungos
P.viridicatum e T. aurantiacus, obteve-se 0,28 e 0,62 mg/mL de acUcares. A
sacarificagdo na presenca da glicose isomerase comercial, nas mesmas condi¢des,
apresentou resultados negativos, tendo o controle valores iguais ou superiores aos
da reacao. Isso aconteceu devido a glicose ser um dos estabilizantes usados para a
conservacao da glicose isomerase. Para a determinacdo dessa quantidade de
glicose foi feito um experimento no qual se colocou 0,0166 g/mL para um volume
final de 5 mL de agua destilada, o tubo com agua e glicose isomerase ficou sob
agitacdo de 150rpm durante 1h, apos o termino de 1h o sobrenadante foi utilizado
para quantificagdo de aguUcar por somogy-nelson, no qual obteve-se 2,16 mg/mL.
Essa quantidade é muito superior a encontrada na hidrélise sem glicose isomerase,
devido a quantidade tdo pequena o efeito de desinibitorio proposto torna-se nulo.

Para a minimizacdo do problema com a glicose e frutose no suporte da
glicose isomerase foi realizado o procedimento de dialise para retirada da glicose do
suporte, 0 que propiciou a hidrolise com a¢édo simultdnea da glicose isomerase sem
os interferentes do suporte da enzima. Apds a didlise foi feita a quantificacdo da
atividade de glicose isomerase para avaliar se houve perda de atividade durante o
processo de dialise. Observou-se a diminuicdo brusca na atividade de glicose
isomerase dialisada. Isso se deve ao fato da retirada do fon Mg*? durante a dialise,
esse fon esta presente no sitio catalitico da enzima. Ent&o foi adicionado o fon Mg*?
no meio reacional, o que proporcionou 0 aumento da atividade enzimatica de 2,12U
para 14,12U.

A sacarificagdo com e sem glicose isomerase dialisada foi realizada com
extrato concentrado contendo 1FPU/mL do T.aurantiacus, diferentemente da
concentracao descrita na metodologia do item 4.5. Hidrdlise dos substratos. Porém o
resultado obtido foi maior para a hidrélise sem glicose isomerase obtendo 18 mg/mL

e com glicose isomerase dialisada obteve-se 15 mg/mL de agucar redutor.
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Tabela 13: Resultados da quantificagdo de agucares das hidrélises enzimatica com e sem glicose isomerase (Gl)
para os fungos T.aurantiacus e P.viridicatum.

Glicose (mg/mL)  Xilose (mg/mL) Frutose (mg/mL)

T.aurantiacus 0,62 0,37 0

T.aurantiacus c/ Gl 0 0

0
P.viridicatum 0,28 0,06 0
P.viridicatum c/ Gl 0 0 0
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7. CONCLUSAO

As B-glicosidases produzidas pelos fungos T.aurantiacus e P.viridicatum por
fermentacdo em estado sélido séo inibidas pela presenca de glicose. Em contra
partida a frutose exerce um efeito positivo sobre a [B-glicosidases, aumentando a
atividade enzimética. Os dados cinéticos Km e Vmax analisados graficamente
conforme Lineweaver-Burk, apontam que a B-glicosidase do T.aurantiacus sofreu
inibicdo ndo-competitiva, enquanto a enzima do P.viridicatum sofreu inibicdo mista.
Na sacarificacdo do bagaco pela acdo do extrato enzimatico do fungo T. aurantiacus
e P.viridicatum foi visto que o0 extrato enzimatico produzido pelo T. aurantiacus
obteve maior sacarificacdo, porém nao é possivel afirmar se esse complexo
enziméatico é mais eficiente do que pelo P.viridicatum. A hidrolise com acéo
simultanea com a glicose isomerase ndo gerou o resultado esperado, porém as
descobertas apresentadas podem ajudar em futuros experimentos. A sacarificacéo
do bagaco de cana com a combinacao dos extratos enzimaticos e glicose isomerase
apresentou um efeito interessante, entretanto este resultado ndo se confirmou pela

quantificacéo de frutose pelo HPLC.
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