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RESUMO

Os residuos agroindustriais compostos por, em sua maior parte, lignocelulose,
podem ser desestruturados em mondmeros de acglcares e derivados fendlicos que,
por sua vez, podem ser convertidos em bioprodutos com valor agregado como
etanol de segunda geracao, acidos organicos, aditivos para alimentos, entre outros.
O processo de desestruturagéo da lignocelulose envolve, geralmente, um tratamento
qguimico e/ou fisico, seguido de sacarificagdo enzimética, que requer um coquetel
multi-enzimatico composto por celulases, hemicelulases, ligninases e enzimas
acessorias, como as oxidases e pectinases. Estas Ultimas, além de aumentar a
eficiéncia das primeiras, com consequente aumento no rendimento, aumentam
também a velocidade do processo, devido a degradacdo da pectina da parede
celular vegetal. Considerando que o grupo de pesquisa ao qual esse trabalho esta
vinculado tem desenvolvido pesquisas com as ligninases, celulases, hemicelulases e
pectinases, este estudo teve por objetivo a producéo, caracterizacao fisico-quimica e
a purificacdo parcial de pectinases produzidas pelo fungo termofilico Rasamsonia
emersonii BC, e a avaliacdo do efeito dessas enzimas quando adicionadas ao
coquetel enzimatico produzido pelo fungo Myceliophthora thermophila JCP 1-4,
composto por celulases e hemicelulases, sobre a hidrélise da palha de cana-de-
acucar. Os resultados mostraram que, utilizando-se a mistura de bagaco de laranja e
de cana-de-acucar como substrato para cultivo em estado solido para producdo das
enzimas, obteve-se 471,05 U g de atividade de pectinase, que mostrou ser uma
poligalacturonase termofilica, com maior atividade em pH 4,5 e a 65-70°C. A solucdo
dessa enzima foi adicionada ao coquetel enzimatico obtido pelo cultivo de M.
thermophila, o qual foi usado para hidrolisar palha de cana-de-aglUcar submetida a
pré-tratamento hidrotérmico alcalino. Os resultados indicaram um rendimento de
11% em glicose liberada na etapa de sacarificacdo enzimatica da palha pré-tratada,

com total de 73,15 mg g palha.

Palavras-chave: fungo termofilico; enzimas; residuos lignocelulésicos;

sacarificacao.



ABSTRACT

Agroindustrial wastes whose composition mainly lignocellulose can be deconstruted
into sugar monomers and phenolic derivatives, which can be converted into added
value bioproducts such as second generation ethanol, organic acids, additives for
food and others. The process of destruction of lignocellulose usually involves a
chemical and/or physical treatment, followed by enzymatic saccharification. This
process requires a multi-enzymatic cocktail composed of cellulases, hemicellulases,
ligninases and accessory enzymes, such as oxidases and pectinases. The addition
of the pectinases increases the efficiency of the saccarification, resultin in the higher
yield and speed of the process, due to the degradation of pectin from the plant cell
wall. Considering that the research group to which this work is linked, has developed
researches with ligninases, cellulases, hemicelluloses and pectinase, this study had
the objective of the production, physicochemical characterization and partial
purification of pectinases produced by the thermophilic fungus Rasamsonia
emersonii BC and the evaluation of the effect of the addition of this enzyme to the
enzymatic cocktail produced by the fungus Myceliophthora thermophila JCP 1-4
containing cellulases and hemicellulases, on the hydrolysis of sugarcane straw. The
results showed that, using a mixture of orange and sugarcane bagasses as a
substrate for fungus cultivation by solid-state fermentation, 471.05 U g* of pectinase
activity (evaluated as polygalacturonase) was obtained, with a higher activity at pH
4.5 and 65°C. Solution of this enzyme was added to the enzymatic cocktail obtained
from M. thermophila which was used to hydrolyze sugarcane straw pre-treated with
alkaline hydrothermal and resulted in a sugar yield of 11% in the enzymatic

saccharification step, with obtainment of 73.15 mg g* of pre-treated straw.

Key-words: thermophilic fungus; enzymes; lignocellulosic waste; saccharification.
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1. INTRODUCAO

As pectinases correspondem a um grupo heterogéneo de enzimas capazes
de hidrolisar a pectina da parede celular vegetal por acdo desesterificante
(pectinesterases),  despolimerizante  hidrolitica  (poligalacturonases)  ou
despolimerizante por transeliminacéo (pectina liases) (JAYANI et al., 2005). Séao
enzimas aplicadas em diversos setores, como na clarificacdo de sucos, na
indUstria téxtil, na producdo de vinhos, na fermentacdo de café e chas, entre
outros, e recentemente tém sido utilizadas também na sacarificacdo de bagaco de
cana-de-acUcar para a producdo de etanol de segunda geracdo (AMIN et al.,
2018; XIA; LI, 2018).

O etanol de segunda geracéo € obtido a partir de biomassa lignoceluldsica,
um recurso renovavel e cujo processo € amigavel ao meio ambiente (SUN;
CHENG, 2002; XIAO et al., 2017). O bagaco e a palha da cana-de-acucar sao
materiais lignocelulosicos que constituem os principais subprodutos da industria
sucroalcooleira e importantes fontes de aclUcar para processos biotecnoldgicos
(CANILHA et al., 2010; FELIPE, 2010; SARKAR et al., 2012; WANDERLEY et al.,
2013).

Os acucares presentes na biomassa lignocelulésica encontram-se na forma
de polimeros (celulose e hemicelulose) e sdo recobertos por lignina, formando
uma matriz rigida, responsavel pela recalcitrancia dessa biomassa (FENGEL;
WEGENER, 1989; KAN et al., 2017; GUO et al., 2018). As camadas de lignina
presentes na biomassa lignocelulésica sdo os principais obstaculos para a
sacarificacdo desse material por hidrélise enzimatica, porém ainda existem outros
componentes da parede celular vegetal que podem dificultar esse processo, como
as pectinas, que dificultam o acesso das enzimas as fibras do substrato,
impedindo a acdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas (RODRIGUES et al.,
2016; VOLYNETS et al., 2017).

Assim, a producdo de etanol a partir da lignocelulose consiste em trés
passos essenciais: (i) pré-tratamento quimico e/ou fisico para romper a estrutura
cristalina da celulose e retirar parte da lignina; (ii) sacarificagcdo enzimatica para a
liberacdo de agucares fermentesciveis; (iii) fermentagdo, para a conversdo de
acucares em etanol (VIIKARI et al., 2012; SANTOS et al., 2014).
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A hidrélise enzimatica da lignocelulose requer a acdo de um coquetel multi-
enzimatico composto de celulases e hemicelulases (SUHARDI et al., 2013). No
entanto, a suplementacao do coquetel com enzimas acessdrias, como oxidases e
pectinases, tem demonstrado eficiéncia no aumento do rendimento e da
velocidade de conversdo dos polimeros em mondémeros de aclUcares (ROBL et
al., 2015). As pectinases, quando aplicadas nesse coquetel, atuam
sinergisticamente na degradacdo do material lignocelulolitico, aumentando,
consequentemente, o rendimento e a eficiéncia da hidrélise (MAITAN-ALFENAS
et al., 2015; ROBL et al., 2015).

Essa aplicacdo das pectinases requer enzimas que sejam tolerantes as
condicbes da industria e ao armazenamento, o que implica em moléculas
resistentes as temperaturas fora da refrigeracdo e que atuem em temperaturas
acima da mesofilica (acima de 40°C), direcionando as pesquisas de pectinases
termofilicas e termoestaveis (GOMES et al., 2007; XIA; LI, 2018).

As enzimas termoestaveis sdo, geralmente, produzidas por microrganismos
termofilicos que crescem otimamente em temperaturas acima de 40°C e
raramente em temperaturas abaixo dos 30°C (HASSAN et al., 2018). Os fungos
termofilicos sdo pouco conhecidos, mas extremamente importantes na producao
de enzimas de aplicacao industrial (ELLEUCHE et al., 2015).

Dentro deste contexto, o presente trabalho visou a producéo de pectinases
pelo fungo termofilico Rasamsonia emersonii BC, o conhecimento das
caracteristicas bioquimicas, a purificacao parcial e a avaliacdo do efeito da adi¢do
destas ao coquetel enzimatico celulolitico e hemicelulolitico, produzido por
Myceliophthora thermophila JCP 1-4.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Lignocelulose

A biomassa lignocelulésica constitui a maior fonte de carboidratos naturais
e pode ser encontrada na natureza em todas as plantas e seus residuos como 0s
urbanos, agroindustriais e florestais (CARRIER et al., 2011). Essa biomassa é
constituida por fibras de celulose e hemicelulose envolvidas em uma matriz
amorfa de lignina, as quais estdo unidas entre si por ligacdes covalentes e nao
covalentes, fazendo com que seja formada uma complexa rede resistente a acao
de microrganismos e enzimas (FENGEL; WENEGER, 1989; JEFFRIES, 1990;
SANTOS et al., 2012).

A lignocelulose é constituida por 40-50% de celulose, 25-30% de
hemicelulose, 15-20% de lignina, tracos de pectina, compostos nitrogenados e
componentes inorganicos (MORI et al., 2015) (Figura 1).

Figura 1. Origem e organizacéo da lignocelulose.

PAREDE CELULAR

MICROFIBRILA

HEMICELULOSE

\ -~
\
\ LIGNINA

FIBRILA ELEMENTAR

'R % O A

CELULOSE

‘/GLICOSE

Fonte: Adaptado de Canilha et al., 2010.

A palha de cana-de-acUcar, que consiste da parte aérea da planta além

dos colmos, representa um grande volume de residuos vegetais resultantes do



17

processamento da cana no fabrico do acucar e/ou do etanol (SANTOS et al.,
2012). Atualmente, tem sido usada juntamente com o bagaco para a geracao de
calor e eletricidade, porém com potencial para a producédo do etanol celulésico
(MORIYA et al., 2007; SANTOS et al., 2012). Apresenta em sua composi¢cao
45,1% de celulose, 25,6% de hemicelulose, 14,1% de lignina, 4,3% de pectina e
8% de cinzas, teores muito préximos aos do bagaco, que varia de 41 a 44% de
celulose e de 25 a 27% de hemicelulose, exceto nos terores de lignina que podem
chegar a 20% (ABIPTI, 1999). E esse menor teor de lignina que faz da palha um
alvo de mais facil sacarificacéo, entretanto, ha uma maior presenca de pectina na

palha, o que requer enzimas especificas para sua hidrolise.

2.1.1 Celulose

A celulose representa o polimero componente de matéria vegetal mais
abundante na natureza, existente em todos os tecidos vegetais e algas, e
sintetizada por algumas bactérias e grupos especificos de fungos (JONOOBI et
al., 2015). Sua estrutura corresponde a um homopolissacarideo linear constituido
por mondémeros de D-glicose unidos por ligacdes glicosidicas do tipo p-1,4, com
orientacfes alternativas, de formula geral (CeH100s)n (STELTE et al., 2011). Os
dimeros de glicose sdo denominados celobiose (POLETTO; ORNAGHI JUNIOR,
2015). A sua proporcdo na biomassa vegetal e a sua composi¢ao a torna o maior
recurso energético renovavel da natureza (CHEN, 2014). A Figura 2 representa a
estrutura da molécula de celulose, apontando os monémeros de glicose e

celobiose.

Figura 2. Estrutura da molécula de celulose.

Glicose Celobiose

Fonte: Adaptado de US Department of Energy Genome Programs (US DOE),
2007.
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Sua estrutura secundéria é caracterizada por meio de ligacdes de
hidrogénio intramoleculares, formando conformag¢des [, as quais se organizam
em cadeias que formam microfibrilas, e estas ainda se ligam formando as
macrofibrilas, que por fim ddo origem as fibras de celulose propriamente ditas
(ATALLA et al., 1993; VOUTILAINEN et al., 2007).

De acordo com a organizacdo e compactacado das fibrilas, a celulose
apresenta regides cristalinas e amorfas, sendo o carater cristalino extremamente
estavel, referente ao maior grau de organizacdo e compactacdo, e sendo ainda
mais suscetivel a degradacdo pela acdo de enzimas do que a celulose amorfa
(MATHEWS et al., 2015). Além disto, a elevada compactacdo das moléculas de
glicose confere a celulose alta massa molecular, fator este que resulta na
insolubilidade da celulose em agua (BRANDT et al., 2013).

2.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose € um heteropolissacarideo com estrutura mais diversificada
gue a celulose, sendo composta por pentoses (xilose, ramnose, arabinose),
hexoses (manose, glicose, galactose), acucares acetilados e acidos urénicos
(4cido a-D-galacturénico) (GIRIO et al., 2010; ISIKGOR; BECER, 2015). Dentre
0S acucares constituintes, a xilose € um dos mais abundantes (83,1 - 84,6%),
coexistindo com arabinose (11,0 - 12,1%) e menores quantidades de glicose (2,1 -
3,1%), acidos urdnicos (1,4 - 2,6%) e galactose (0,5 - 0,7%), conforme mostra a
Figura 3 (BIAN et al., 2012).

Figura 3. Estrutura da hemicelulose.
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Fonte: Santos et al., 2012.
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As xilanas, o tipo mais abundante de hemicelulose no reino vegetal, s&o
polimeros lineares compostos por residuos de xilose unidos através de ligacdes
glicosidicas do tipo B (1-4), podendo apresentar varias substituicdes, além da
capacidade de manter ligacdes com outros polissacarideos, por meio de ligaces
laterais (POLIZELI et al., 2005). Ademais, xilanas sdo comumente acetiladas e
fazem ligacBes éster com éacido p-cumarico e ferulico, por¢édo ligada a lignina,
agindo intensamente com esta (SCHELLER; ULVSKOV, 2010).

2.1.3 Lignina

A lignina representa cerca de 20% do carbono total fixado durante a
fotossintese (HERNANDEZ-ORTEGA et al., 2012). E um heteropolimero amorfo
presente na parede celular de plantas vasculares, cujo papel biolégico é aumentar
a integridade da parede celular e promover resisténcia ao atague de agentes
patogénicos, a oxidacdo e a degradacdo enzimatica e impermeabilizacdo dos
vasos condutores da planta (BROWN; CHANG, 2014).

A molécula de lignina é composta por unidades fenilpropanoidicas
derivadas da polimerizacdo oxidativa de trés alcoois precursores (coniferilico,
sinapilico e p-cumarilico) que, respectivamente, ddo origem as subunidades p-
hidroxifenila, guaiacila e siringila e interconectadas por ligacdes carbono/carbono
e éter biologicamente estaveis (BOURBONNAIS; PAICE, 1988). As Figuras 4 e 5
representam as unidades constituintes da molécula da lignina e a estrutura do

heteropolimero, respectivamente.

Figura 4. Unidades de (a) p-hidroxifenila, (b) guaiacila e (c) siringila, formadoras

da estrutura da lignina.

H,CO H,CO OCH,
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(a) (b) (c)
Fonte: Saliba et al., 2001.
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Figura 5. Estrutura da lignina, mostrando a ligagao éter 3-O-4.
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Fonte: Adaptado de Anke; Weber, 2006.

A recalcitrancia da lignocelulose estd relacionada ao indice de
cristalinidade da celulose, a composicdo e teor da lignina, e as ligacdes entre a
hemicelulose e a lignina na parede celular das plantas, de forma que o processo
de deslignificacdo se torna essencial para o acesso das enzimas celuloliticas e

hemiceluloliticas durante o processo de hidrélise (LI et al., 2015).

2.2 Enzimas do complexo celulolitico e hemicelulolitico

As enzimas do complexo celulolitico e hemicelulolitico, disponiveis

comercialmente e mais comumente utilizadas, sdo geralmente as produzidas por
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fungos, devido a elevada capacidade de secrecdo de proteinas extracelulares,

caracteristica desse grupo microbiano (PHITSUWAN et al., 2013).

2.2.1 Celulases

As celulases desempenham um papel fundamental na hidrélise da
biomassa lignocelulésica por liberar monémeros de acucares fermentesciveis
para a producdo de biocombustiveis (FALKOSKI et al., 2013). Estas constituem
um grupo de glicosil-hidrolases (GH), responsaveis por atuar nas ligacdes
glicosidicas entre os residuos de glicose da cadeia de celulose e que envolve a
acao sinérgica de um complexo de trés enzimas diferentes, especificas para cada
sitio da molécula, sendo estas (HORN et al., 2012; SRIVASTAVA et al., 2018):

I. Endoglucanases ou CMCases (EC 3.2.1.4): atuam na catalisacdo da
hidrolise da celulose, rompendo as ligagbes glicosidicas B (1-4) presentes na
estrutura amorfa (de baixa cristalinidade), liberando celo-oligossacarideos de
diversos graus de polimerizacdo e, consequentemente, expondo novos terminais
(um redutor e um nédo redutor) (COUGHLAN; LJUNGDAHL, 1988; CASTRO;
PEREIRA JR., 2010). Estas séo ainda responsaveis pela rapida solubilizacado do
polimero de celulose, visto que diminui seu grau de polimerizacdo, devido a
liberacdo de oligossacarideos (CASTRO; PEREIRA JR, 2010);

[I. Celobiohidrolases ou exoglucanases ou avicelases (EC 3.2.1.176):
catalisam a quebra das liga¢cBes glicosidicas, tanto nas regides cristalinas, quanto
nas regides amorfas, a partir das extremidades redutoras e ndo redutoras das
cadeias, liberando unidades de celobiose e celo-oligossacarideos (a diminuicédo
do grau de polimerizacdo ocorre de forma lenta) (COUGHLAN; LJUNGDAHL,
1988; VOUTILAINEN, 2010).

[ll. B-glicosidases ou celobiases (EC 3.2.1.21): sdo responsaveis pela
hidrolise da celobiose e de outras celodextrinas a glicose, contribuindo para a
finalizacdo do processo catalitico da celulose (VOUTILAINEN et al., 2007; LEITE
et al., 2008). Assim, tornam-se o fator limitante e séo responséveis pela regulagéo
de todo o processo celulolitico (YEOMAN et al., 2010).
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O sinergismo entre essas enzimas depende da natureza do substrato sobre
0s quais elas atuam (WOODWARD, 1991). A Figura 6 representa a atuagao

destas enzimas.

Figura 6. Acéo catalitica do complexo celulolitico.
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Fonte: Adaptado de Tébéka et al., 2009.

2.2.2 Hemicelulases

A hidrdlise da hemicelulose requer um conjunto mais complexo de enzimas
principais e de enzimas acessorias, que S80 necessarias para aumentar o
rendimento da hidrélise (MAITAN-ALFENAS et al., 2015). Tal complexo inclui
enzimas que degradam todas as fracdes da hemicelulose, podendo quebrar
xilana, xilobiose, manana, arabinana, acido galacturénico, entre outras (MADADI
et al.,, 2017). Porém, como o principal constituinte da hemicelulose é a xilana,
enfoques quanto as enzimas hemiceluloliticas sdo baseados em xilanase e B-
xilosidase (BIAN et al., 2012).

As xilanases (ou endo-1,4-B-D-xilanases; EC 3.2.1.8) hidrolisam as
ligacOes 1,4-B-D-xilosidicas randomicamente, diminuindo o grau de polimerizacao
do polissacarideo, liberando xilobiose e outros xilo-oligossacarideos (SWEENEY;
XU, 2012).
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As B-xilosidases (ou 1,4-B-D-xilosidases; EC 3.2.1.37) possuem afinidade
por xilobiose e xilo-oligossacarideos e atuam a partir do terminal ndo redutor da
xilana, liberando xilose como produto final (SARASWAT; BISARIA, 1997;
KOLENOVA et al., 2006; RASMUSSEM et al., 2006; BUSSAMRA et al., 2015).

Além das xilanases e das B-xilosidases, as acetil xilana esterases (EC
3.1.1.72) e as a-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) também s&o importantes
enzimas acessoOrias, visto que catalisam a remocdo das cadeias laterais da
hemicelulose (GILEAD; SHOHAM, 1995).

A Figura 7 representa a estrutura da arabinoxilana com a acao de algumas

enzimas do complexo hemicelulolitico.

Figura 7. Acao de diversas enzimas na estrutura da arabinoxilana.
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Fonte: Adaptado de Aro et al., 2005.

2.3 Substancias pécticas

Substancias pécticas séo polissacarideos estruturais de alta massa molar
constituidos por residuos de acido galacturénico ligados por ligagdes a (1—4)
(Figura 8) (DOCO et al., 1997; TAPRE; JAIN, 2014). Essas substancias compdem

a lamela média e a parede celular primaria nas células vegetais, sendo que na
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parede primaria formam uma matriz na qual a celulose e hemicelulose estdo
embutidas (CAFFAL; MOHNEN, 2009). A pectina contribui para a forca mecanica
e para as propriedades fisicas, de forma a auxiliar na manutencdo da integridade
e na defesa contra patdgenos (LINGXIA; STEVEN, 2010). A Figura 9 representa a
estrutura da parede celular vegetal, mostrando a localizagdo da pectina nos

tecidos vegetais.

Figura 8. Sequéncia principal da pectina.
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Fonte: Adaptado de Serra et al., 2002.

Figura 9. Diagrama da parede celular vegetal.
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Fonte: Adaptado de Villareal, 2007.

Apesar de o principal constituinte dessas substancias ser o &cido
galacturénico, outros acgucares podem ser encontrados, tais como ramnose (na

cadeia principal), arabinose, galactose e xilose (nas cadeias laterais) (YADAV et
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al., 2009). Estes polissacarideos podem ser classificados em trés grupos
principais, com base na organizacdo das cadeias central e lateral que os
constituem e do tipo dos residuos de aclUcar (ALKORTA et al., 1998; JAYANI et
al., 2005; WILLATS et al., 2006; PEDROLLI et al., 2008, BHARDWAJ et al.,
2017):

I. Homogalacturonana (HG): polimero linear formado por &acido D-
galacturdnico, podendo ser esterificado com grupos metil ou acetil.

De acordo com o nivel de esterificacdo, os polimeros de HG podem ser
classificados em pectina, acido pectinico, acido péctico (acido poligalacturénico) e
protopectina. Pectina € um termo genérico para a mistura de diferentes
composicdes, porém com acido pectinico como principal componente. A
protopectina € um termo utilizado para as substancias insollveis em agua
encontradas nos tecidos vegetais, a partir da qual as substancias pécticas
soluveis sao produzidas, visto que sé@o pouco hidrolisaveis quando comparadas a
pectina ou acido péctico. Os acidos pécticos (acido poligalacturbnico) séo
essencialmente livres de esterificacdes. E, por fim, os acidos pectinicos contém

menos que 75% de grupos carboxilicos metilados.

[I. Ramnogalacturonana | (RGI): composto pela sequéncia dissacarideo
ramnose — acido galacturénico, cujos residuos podem ser acetilados. Uma
variedade de diferentes cadeias de glucanas (principalmente arabinana e
galactana) esta ligada as unidades de ramnose, sendo que estas cadeias podem

ser extremamente heterogéneas.

[ll. Ramnogalacturonana Il (RGII): & também uma cadeia HG, porém
apresenta um esqueleto de no minimo oito (provavelmente mais) unidades
monomeéricas, contendo cadeias laterais de até 12 diferentes tipos de acucares

complexos.

O HG é o polimero mais abundante na parede celular, correspondendo
entre 60 e 65% do total da pectina, enquanto que RGI corresponde entre 20 e
35%, e RG-Il somente 10% (CANTERI et al.,, 2012). Estudos permitiram

esquematizar estruturas hipotéticas da pectina, com breves modificacbes de
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acordo com novas evidéncias analiticas (CANTERI et al., 2012). A Figura 10
representa a alternativa de Willats et al. (2006), a partir da representacao

convencional.

Figura 10. Estrutura da pectina. Representacdo esquematica da convencional (A)

e da alternativa recentemente proposta (B).
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Fonte: Adaptado de Willats et al. (2006).

2.4 Enzimas pectinoliticas
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As enzimas pectinoliticas (pectinases) constituem um grupo de enzimas
complexas que catalisam a degradacdo das substancias pécticas, tanto por
reacdes de despolimerizacdo quanto de desesterificacdo (TARIQ; LATIF, 2012). A
pectina presente na parede celular € envolvida em ligacdes com fibras de celulose
e hemicelulose e, desse modo, a acao das pectinases, removendo essa pectina

facilitam o acesso de celulases ao seu substrato (GIACOBBE et al., 2014).
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As pectinases sao classificadas de acordo com a preferéncia pelo
substrato, pelo modo de ataque a cadeia de &cido galacturénico dos polimeros
pécticos e pela preferéncia pelo tipo de clivagem, podendo, neste caso, atuar de
forma randdmica (atividade endo) ou a partir da extremidade n&o redutora da
molécula (atividade exo) (PILNIK; ROMBOUTS, 1981; WHITAKER, 1990; SAKAI,
1992; KASHYAP et al., 2001).

Com base nas classificagdes, sao descritos trés tipos de enzimas: as
protopectinases  (hidrélise ou transeliminacdo), as  desesterificantes
(pectinesterases) e as despolimerizantes (hidrolases e liases).

1. Protopectinases: solubilizam a protopectina insoluvel, formando pectina
polimerizada altamente solavel (JAYANI et al., 2005). Estas podem ser divididas
em tipo A, que atuam na regido do acido poligalacturénico da protopectina, e tipo
B, que atuam nas cadeias de polissacarideos que conectam as cadeias de acido
poligalacturénico aos demais constituintes da parede celular vegetal (KASHYAP
et al., 2001).

2. Enzimas desesterificantes (pectinesterases ou pectinametilhidrolases; EC
3.1.1.11): catalisam a desesterificacdo do grupo metoxil da pectina, formando
acido péctico ou pectina de baixa metoxilacdo (KASHYAP et al., 2001). Agem
preferencialmente nos grupos éster e metil do galacturonato até a proxima
unidade de galacturonato ndo esterificado (COSGROVE, 1997; KASHYAP et al.,
2001). Sdo as primeiras enzimas a atuar na degradacdo da pectina, liberando
grupos carboxilicos livres e, permitem entdo que as demais enzimas atuem no
produto (SAKAI et al., 1993).

3. Enzimas despolimerizantes: rompem as ligacdes glicosidicas a (1—4) entre
os mondmeros de acido galacturénico, podendo agir por dois mecanismos
diferentes - hidrélise (poligalacturonases) ou transeliminacdo (liases) (JAYANI et
al., 2005).

Séo subdivididas da seguinte forma:
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a) Hidrolases (poligalacturonases e polimetilgalacturonases): as
poligalacturonases (PGs) catalisam a quebra da cadeia de &cido poligalacturénico
por hidrélise, ou seja, pela introducdo de molécula de agua (JAYANI et al., 2005).
Tais enzimas podem ser endo-PGs (EC 3.2.1.15), que hidrolisam de forma
randémica as ligacdes entre os residuos de acido galacturénico (acido péctico),
liberando oligogalacturonatos, ou exo-PGs (EC 3.2.1.67), que catalisam a
hidrélise das cadeias a partir da extremidade ndo redutora, liberando &cidos
monogalacturdnicos (JAYANI et al., 2005).

As polimetilgalacturonases sdo também hidrolases que catalisam a quebra
das ligagbes glicosidicas a (1—4), se diferenciando das poligalacturonases pela
preferéncia por substratos altamente metoxilados (acido pectinico) e podendo
exibir atividades endo (clivagem randémica da cadeia), ou exo (clivagem
sequencial a partir da extremidade ndo redutora da cadeia) (JAYANI et al., 2005;
TAPRE; JAIN, 2014).

b) Liases (pectina liases e pectato liases): clivam as ligacbes de
pectatos ou pectinatos por transeliminacdo do hidrogénio, resultando em
galacturonideos com ligacdes insaturadas entre C4 e C5, sendo subdivididas de
acordo com a especificidade pelo substrato (CODNER, 2001; KASHYAP et al.,
2001). Tais enzimas podem apresentar atividade endo, ou seja, quando clivam as
ligacbes de forma randbmica, ou exo, quando clivam as ligacdes da cadeia a
partir da extremidade nao redutora (ALKORTA et al., 1998; JAYANI et al., 2005).

As liases ainda sdo subdividas em relacdo a preferéncia por substrato,
sendo que as que tém preferéncia por acido péctico (acido galacturdnico) sao
denominadas poligalacturonato liases (pectato liases), enquanto que as liases que
atuam no acido pectinico sdo as polimetilgalacturonato liases (pectina liases)
(KASHYAP et al., 2001).

A Figura 11 e a Tabela 1 representam a composicdo da molécula de

pectina e o0 mecanismo de a¢ado de algumas das enzimas citadas:
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Figura 11. Componentes da molécula de pectina, com associacao de acucares e

atuacao das pectinases.
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Fonte: Adaptado de Vincken et al., 2003.

Tabela 1. Classificacdo das pectinases com base no modo de acéo.

MODO DE
ENZIMA EC SUBSTRATO . PRODUTO
ACAO
Esterases . o
_ ) o Acido péctico +
Pectinesterases 3.1.1.11 Pectina Hidrolise
metanol

Despolimerases
(hidrolases)
Protopectinases Protopectina Hidrélise Pectina
Endopoligalacturonases 3.2.1.15 Acido péctico Hidrélise Oligogalacturonatos
Exopoligalacturonases  3.2.1.67 Acido péctico Hidrélise Monogalacturonatos
Despolimerases
(liases)
Endo pectato liases 4.2.2.2 Acido péctico Transeliminagdo Oligogalacturonatos
Exo pectato liases 4.2.2.9 Acido péctico Transeliminagéo insaturados
Pectina liase 4.2.2.10 Pectina Transeliminag&o

Fonte: Adaptado de Venkatanagaraju; Divakar, 2017.
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2.5 Aplicagdes das enzimas pectinoliticas

As primeiras aplicagdes comerciais de pectinases foram observadas em
1930 para o preparo de vinhos e sucos de frutas (OSLEN, 2000). Porém, foi na
década de 60 que teve inicio o conhecimento da natureza de tecidos vegetais, e
com isso, cientistas comecgaram a utilizar uma melhor extensado de enzimas mais
eficientes (TAPRE; JAIN, 2014). Como resultado, as pectinases tém sido
importantes enzimas do setor comercial, especialmente pelas industrias de sucos
de frutas, sendo usadas como pré-requisitos para a obtencdo de maiores
rendimentos na estabilidade e clarificagdo destes (SANDRI et al., 2013). As
pectinases acidas sao usadas principalmente na industria de bebidas, enquanto
gue as alcalinas, por exemplo, sdo usadas no processamento téxtil, na industria
de papel e na extracao de Oleos (REID; RICARD, 2000; BONNIN et al., 2003).

As pectinases tém diversas aplicagcbes, e sdo muito importantes
principalmente na extracdo de sucos de frutas com alto teor de pectina, como
manga, mamao, goiaba, macad e banana, visto que essas enzimas removem a
pectina e outras substancias, conferindo menor turbidez, amargor e viscosidade
aos sucos (SANDRI et al., 2013; TAPRE; JAIN, 2014). Também sdo importantes
na clarificacdo destes e de vinhos, pois, além de resultar em melhores
rendimentos de tal processo, ainda auxiliam a preservar nutrientes, cor e sabor
originais (TAPRE; JAIN, 2014). Porém, apesar de serem extensamente aplicadas
na industria de sucos e vinhos, ainda apresentam outras aplicacdes excepcionais,
como as citadas nos exemplos a seguir:

- Fabricacdo de papel e celulose: atuam despolimerizando os residuos de
acido galacturdnico, resultando em um papel mais volumoso, com menor
opacidade e melhor capacidade de impressdo (BAJPAI, 2014; KOHLI; GUPTA,
2015);

- Fermentacdo de café e cha: pectinases alcalinas tém sido utilizadas na
fermentacdo do cha para evitar a formacdo do pé instantaneo através da
destruicdo da pectina, e para a remoc¢ao da camada mucilaginosa do grao do café
(KOHLI; GUPTA, 2015);

- Racao animal: as enzimas tém sido usadas recentemente na produgéo de

oligossacarideos pécticos como componentes funcionais da racdo, visto que
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diminuem a viscosidade, a fim de aumentar a liberacao e absorgcéo de nutrientes
(UENOJO; PASTORE, 2007; COMBO et al., 2012; SABAJANES et al., 2012);

- Extracdo de dleos: 6leos citricos podem ser extraidos com pectinases,
uma vez que estas enzimas destroem as propriedades emulsionantes da pectina,
que interferem na recuperacdo de Oleos a partir de extratos de casca de frutas
citricas (KOHLI; GUPTA, 2015). As pectinases atuam hidrolisando os complexos
de pectina-proteina, liberando o 6leo, aumentando o rendimento, diminuindo o
tempo de processo e melhorando a qualidade do produto final (KASHYAP et al.,
2001).

- Controle de patogenicidade em plantas: a patogenicidade em plantas e
frutos sdo sinais de acdo de pectinases, que pode estimular a resisténcia da
planta agindo como agente de controle biologico e evitando o uso de
agroguimicos excessivos, como por exemplo, a pectina liase de Bacillus clausii
(JAYANI et al., 2005; Ll et al., 2012).

- Industria téxtil: as pectinases podem ser aplicadas para degradar a
camada de pectina que recobre as fibras de celulose, liberando-as para posterior
processamento, no tratamento do residuo liquido e na degomagem das fibras
naturais (KASHYAP et al., 2001; KAUR et al., 2004).

2.6 Pectinases fungicas e termoestaveis

A fonte primaria da producdo de enzimas industriais sado o0s
microrganismos, dos quais 50% séo produzidas por fungos e leveduras, 35% por
bactérias e os 15% remanescentes sao de origem vegetal (JAYANI et al., 2005).
Recentemente, tem se aumentado o interesse em pectinases termofilicas e
termoestaveis, visto que o uso de elevadas temperaturas é um importante fator
durante o processamento de suco e outros produtos vegetais, que sdo etapas
importantes dos processos industriais com diversas finalidades (GOMES et al.,
2007; ZHOU et al., 2017). Por exemplo, durante a maceracdo da uva o uso de
temperaturas mais altas (entre 60 e 65°C) favorece o processamento do suco
pela ruptura da membrana e da parede celular. Além disso, processamento em
temperaturas mais elevadas diminuem o0s riscos de contaminagcdo microbiana
(GOMES et al., 2007).
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Os fungos constituem um grupo morfoldgica e fisiologicamente diverso,
com estimativa de espécies em torno de 1,5 milhdo (HAWKSWORTH et al., 2001;
MADIGAN et al., 2003). Cooney e Emerson (1964) classificaram como fungos
termofilicos aqueles com temperatura maxima de crescimento a 50°C ou acima e
apresentam temperatura minima a 20°C ou acima. Ha teorias que relatam o
surgimento da termofilia em fungos como um mecanismo adaptativo as mudancas
sazonais e as altas temperaturas diurnas, e tal mecanismo envolve aspectos
como ajustamento da membrana citoplasmatica, das proteinas e do DNA as altas
temperaturas (GOMES et al., 2007; POWELL et al., 2012). Essa adaptacdo a
termofilia tem despertado grande interesse principalmente na biotecnologia, visto
gue esses microrganismos apresentam, consequentemente, proteinas e enzimas
resistentes as altas temperaturas e as condicbes drasticas utlizadas em
bioprocessos (HAKI; RAKSHIT, 2003).

Dado que a pectina € um constituinte importante da parede celular vegetal,
espera-se que as pectinases sejam também comuns entre os termofilos
decompositores de polimeros vegetais (GOMES et al., 2007). No entanto, poucos
relatos sdo apresentados na literatura sobre a producdo de pectinases por
linhagens termofilicas (MAHESHWARI et al., 2000; GOMES et al., 2007).

Inamdar (1987) estudou 40 linhagens termofilicas, das quais apenas 7
géneros foram capazes de crescer em meio liquido contendo pectina. Destes,
somente a espécie Thermoascus aurantiacus produziu quantidades consideraveis
de pectinase em meio a base de casca de citrus. A mesma linhagem foi também
estudada por Martins et al. (2002), os quais relataram a producdo de
poligalacturonases em cultivo em estado sélido, contendo farelo de trigo e bagaco
de laranja como substrato.

Alves et al. (2002) isolaram 56 espécimes do género Mucor, totalizando 11
taxons, a partir de fezes de herbivoros. Destes, 96% produziram
poligalacturonases em meio contendo pectina citrica como substrato.

Kaur et al. (2004) estudaram a producdo de uma poligalacturonase
termoestavel por uma forma termofilica de Sporotrichum thermophile apinis em
CSM.
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Sathish-Kumar e Palanivelu (1999) reportaram a produgdo de enzimas
pectinoliticas pelo fungo termofilico Thermomyces lanuginosus por CSM em meio
com 1% de pectina e sacarose.

Phutela et al. (2005) reportaram a producédo de poligalacturonases pelo
fungo termofilico Aspergillus fumigatus em cultivo em estado sélido.

As pectinases fungicas sdo produzidas de forma promissora através do
cultivo em estado solido (CES), devido a semelhanca com o ambiente natural
destes microrganismos (CASTILHO et al., 2000). Dentre as vantagens do CES
destacam-se: baixo custo, visto que o0s substratos utilizados sdo residuos
agroindustriais; melhor qualidade dos produtos finais quando comparados com o
cultivo submerso; requer uma menor quantidade de energia;, € uma pratica
sustentavel; e proporciona uma hiperproducdo de metabolitos microbianos
(FAVELA-TORRES et al., 2006; JACOB, 2009; PEDROLLI; CARMONA, 2010).

Recentemente, as pectinases tém sido selecionadas com o propésito de
auxiliar na sacarificacdo de materiais lignocelulosicos visando a obtencédo de
acucares fermentesciveis (MAITAN-ALFENAS et al., 2015).

2.7 Sacarificacdo enzimatica da biomassa lignocelulésica

A producdo de etanol a partir de material lignocelulésico envolve dois
processos: a hidrolise da celulose presente na biomassa para produzir agucares
redutores, seguida da fermentacdo desses acucares, convertendo-os em etanol
(SUN; CHENG, 2002). A hidrélise enzimatica € catalisada por um pool de enzimas
descritas anteriormente, produzidas por diversos microrganismos, especialmente
os fungos termofilicos (MAEDA et al., 2013). Isto ocorre porque, no geral, eles
utilizam residuos lignocelulésicos como substrato na producdo de enzimas por
cultivo em estado solido (CES) e conseguem suportar aumentos de temperaturas
— comuns durante o CES, produzindo enzimas mais estaveis nessas altas
temperaturas, quando comparados a fungos mesofilicos (GOMES et al., 2007).

Em funcdo da complexidade da lignocelulose, faz-se necesséario uma
prévia desagregacédo da estrutura desse material antes da aplicacdo das enzimas,
de modo a facilitar o acesso das mesmas aos seus respectivos substratos por

meio de um tratamento quimico e/ou fisico (IBRAHIM, 2012). Esse pré-tratamento
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do material lignocelulésico tem por objetivos a abertura da parede celular da
biomassa para o ataque enzimatico, o aumento da area de superficie e da
porosidade do substrato, a reducdo da cristalinidade da celulose e a remoc¢ao da
lignina e da hemicelulose, fatores que facilitam o acesso das enzimas ao material
e aumentam o rendimento do processo, como mostra a Figura 12 (IBRAHIM,
2012).

Figura 12. Alteragbes estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina

decorrentes de técnicas de pré-tratamento.
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Fonte: Kondo, 1997.

Na etapa da sacarificacdo varios obstaculos ainda podem surgir como
ineficiéncia ou inativacdo das enzimas na condicdo de aplicacdo ou falta de algum
tipo enzimatico especifico no coquetel (SUN; CHENG, 2002). A otimizacdo das
celulases e da carga enzimatica utilizada também estdo associadas a um
melhoramento do processo (SUN; CHENG, 2002). Sendo assim, a hidrélise
enzimatica da biomassa depende ndo apenas do coquetel enzimatico utilizado
para a liberacdo de acucares, mas também do pré-tratamento empregado e da
eficiéncia das enzimas (MAITAN-ALFENAS et al., 2015).

O pré-tratamento hidrotérmico tem se destacado por promover o aumento
da degradacdo enzimética da celulose e por produzir baixas quantidades de

compostos inibitérios para as enzimas e para 0 processo de fermentagéo
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alcodlica subsequente (LIMAYEM; RICKE, 2012). Tal processo € baseado na
combinagdo do uso de agua (ou vapor d’agua) com altas temperaturas (120-
230°C) e elevadas pressdes, atuando no rompimento das ligagdes lignina-
carboidrato (ROGALINSKI et al.,, 2008). Porém, ainda ndo é considerado
suficiente na degradacdo da lignina, sendo assim combinado com a extracdo
alcalina, um dos procedimentos mais utilizados na deslignificacdo, resultando
numa remocdo mais eficiente da lignina e contribuindo para uma hidrélise
enzimatica mais rapida e com um maior rendimento em agucares (BOUSSARSAR
et al., 2009; SILVA et al., 2011; ROCHA et al., 2012).

A extracdo alcalina é eficaz na deslignificacdo porque atua tanto no
rompimento das ligacbes entre lignina e carboidrato, quanto de suas ligacdes
internas, consequentemente melhorando a reatividade dos polissacarideos
remanescentes, aumentando o entumecimento da biomassa e a area de
superficie destes (CHEN et al., 2011; KARP et al., 2013).

Na etapa de sacarificacdo enzimatica sabe que, em termos de velocidade
de conversdo e de rendimento, o coquetel enzimatico utilizado na hidrolise,
guando suplementado com enzimas acessorias, como as pectinases, torna-se
mais eficiente (BERLIN et al., 2007). Maitan-Alfenas et al. (2015) constataram que
as pectinases favoreceram a sacarificacdo do bagaco de cana e contribuiram para
uma melhor acdo do coquetel enzimatico do fungo Chrysoporthe cubensis e de
um coquetel enzimatico comercial, visto que estas sao fundamentais dentro do
efeito sinergistico entre as enzimas. Também tem sido constatado que a hidrélise
da biomassa ndo depende unicamente da presenca isolada da acéo de celulases,
mas a degradacao eficiente € uma funcéo da proporcéao balanceada de enzimas
diferentes que agem sinergisticamente na quebra da estrutura complexa da
lignocelulose (HU et al., 2011; VARNAI et al., 2011; VAN DYK; PLETSCHKE,
2012; MAITAN-ALFENAS et al., 2015; ROBL et al., 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar pectinases produzidas pelo fungo termofilico Rasamsonia
emersonii BC quanto as suas propriedades bioquimicas e fisico-quimicas, e
mensurar o efeito de sua adi¢do na formulagédo de coquetel enziméatico composto

por celulases e xilanases para sacarificacdo da palha da cana-de-acucar.

3.2 Objetivos especificos

I. Produzir as pectinases em cultivo em estado solido (CES) utilizando a mistura

de bagaco de cana-de-acucar e bagaco de laranja como substrato;

Il. Avaliar os efeitos das condicbes de reacdo como temperatura e pH sobre a

atividade e sobre a estabilidade das pectinases;

lll. Produzir celulases e xilanases em cultivo do fungo Myceliophthora thermophila
JCP 1-4 em estado solido (CES) utilizando a mistura de farelo de soja e bagaco

de cana-de-acucar como substrato;

IV. Avaliar o efeito da adicdo das poligalacturonases ao coquetel enzimatico de

hidrolise da palha de cana-de-acucar.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivo em estado so6lido

4.1.1 Microrganismos utilizados

A linhagem fungica utilizada para a producdo das pectinases foi a cepa
Rasamsonia emersonii BC, isolada de amostras de bagaco de cana em Adolfo -
SP e faz parte da colecdo de trabalho do Laboratério de Bioquimica e
Microbiologia Aplicada (ROSA, 2014).

A linhagem utilizada para a producdo de enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas foi a cepa Myceliophthora thermophila JCP 1-4, a qual faz parte
da colecao de trabalho do Laboratorio (CASSIA PEREIRA et al., 2015).

Ambas as culturas puras foram mantidas em criotubos, sob solucdo de

glicerol a 20% em freezer a -80°C.

4.1.2 Substratos para os cultivos em estado solido (CES)

Para a conducéo dos CES foram utilizados 5,0 g de substrato, sendo estes
compostos por:

a) para a producao de pectinases pelo fungo R. emersonii BC, conforme
Silva et al. (2005) e Martins et al. (2002).

- Bagaco de laranja,

- Bagaco de cana-de-acucar,

- Mistura de bagaco de laranja e bagaco de cana-de-agUcar, ha proporcao
de 90 para 10%, respectivamente.

b) para a producédo de celulases e xilanases pelo fungo M. thermophila
JCP 1-4, segundo descrito por Cassia Pereira et al. (2015).

- Mistura de bagaco de cana-de-acucar e farelo de trigo (1:1 p/p).

Ambos os substratos foram lavados, secos a 65°C, triturados e separados

em particulas de 1-5 mm utilizado-se uma peneira.
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4.1.3 Pré-inéculo e meio nutriente para os CES

Os fungos foram inoculados na superficie de meio de cultura Sabouraud
em placa de Petri e incubados até completo crescimento micelial (96 horas). O
fungo R. emersonii BC foi incubado a 55°C, enquanto que o M. thermophila JCP
1-4 foi incubado a 45°C.

Apos este periodo, discos obtidos das culturas miceliadas em meio de
cultura solido, com 8,0 mm de diametro, foram utilizados como inéculo (1 disco
por g de substrato). Ao substrato sélido inoculado foram adicionados 20 mL de
solucdo nutriente estéril para as CES do R. emersonii BC, e 11 mL para o M.
thermophila JCP 1-4, de modo a proporcionar uma umidade inicial de
aproximadamente 70%.

A solucédo nutriente foi composta por (g L™1): (NH4)2S04 (3,5); KH2POQOa4 (3,0);
MgS0O.4.7H20 (0,5); CaClz (0,5); Tween 80 (10), a pH 5,0.

4.1.4 CES para a producao de enzimas

Os CES foram realizados em embalagens de polipropileno (12X20 cm), as
guais foram incubadas ap0s a adicao da solucdo de indculo (item 4.1.3).

Apesar da cepa R. emersonii BC crescer a 60°C, a incubacéo foi feita a
55°C para evitar o ressecamento excessivo do substrato, e, ainda, foi adicionado
um recipiente contendo agua destilada no interior da estufa para garantir umidade
para o crescimento dos fungos. As amostras foram tomadas a cada 48 horas,
retirando-se uma embalagem de cada um dos tipos de substrato, por um periodo
de 14 dias. Ao material fermentado retirado foram adicionados 100 mL de agua
destilada e, ap6s a homogeneizacdo manual, foi mantido sob agitacdo em shaker
a 100 rpm por 30 minutos. Posteriormente o material foi filtrado e centrifugado a
10000 g por 15 minutos a 5°C, sendo o sobrenadante utilizado como solucao
enzimatica bruta.

A cepa M. thermophila JCP 1-4 foi incubada a 45°C por 96 horas, sendo
gue posteriormente foram adicionados 50 mL de agua destilada ao material
fermentado, o qual foi homogeneizado manualmente e mantido sob agitacdo em

shaker a 100 rpm por 1 hora. O material foi filtrado e centrifugado a 10000 g por



39

15 minutos a 5°C, sendo o sobrenadante utilizado como solu¢do enzimatica bruta
(CASSIA PEREIRA et al., 2015).

4.2 Determinacgao da atividade enzimética

Foram determinadas as atividades de pectinases, xilanases,
endoglucanases e p-glicosidases das solugbes produzidas pelos dois
microrganismos utilizados — Rasamsonia emersonii BC e Myceliophthora
thermophila JCP 1-4 —, e, devido ao fato de que apenas a solucao do primeiro foi
submetida ao processo de purificacdo parcial, esta teve suas atividades
enzimaticas quantificadas antes e ap0s 0 processo. As atividades de B-xilosidases
e celulase em papel filtro (FPases) foram determinadas apenas pela solucéo
produzida pelo M. thermophila JCP 1-4.

4.2.1 Pectinases

A atividade enzimatica foi determinada através de uma mistura de reacéo
contendo 0,1 mL da solucdo enzimatica e 0,9 mL de solugdo tampao acetato-
NaOH a 0,1 M, pH 5,0, contendo 1% de pectina citrus. Tal mistura foi entdo
incubada a 50 °C por 10 minutos, sendo a reacao interrompida pela adicdo de 1,0
mL do reagente DNS (acido 3,5-dinitrossalicilico), para a quantificacdo de
acucares redutores, com base na curva padrdo de acido galacturénico
(quantificacdo em espectrofotdmetro a 540 nm). Uma unidade enzimatica (U) foi
definida como a quantidade de enzima necesséaria para liberar 1,0 ymol de agucar

redutor por minuto, nas condi¢des de reacao.

4.2.2 Xilanases

A atividade de xilanase foi determinada por procedimento idéntico ao
descrito no item anterior (4.2.1), porém utilizando-se xilana Birchwood (Sigma
X0502) (10,0 g L') como substrato e curva padrdo de xilose. Uma unidade de
atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para liberar 1,0 ymol de agucar redutor (xilose) por minuto, nas condi¢cbes de

reacao.
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4.2.3 B-xilosidases

Para determinar a atividade de [-xilosidases, 0,05 mL da solucdo
enzimatica foi adicionada a mistura de 0,25 mL de solu¢édo tamp&o acetato (0,1 M,
pH 5,0) e 0,25 mL de 4-nitrofenol-B-D-xilopiranosideo (PNPX, Sigma). A reacdo
foi mantida a 50°C, por 10 minutos, e interrompida com a adicdo de 2,0 mL de
solucdo de Na.COsz (2 M). O p-nitrofenol liberado foi quantificado por
espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimética (U) foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 ymol de
nitrofenol por minuto de reacdo utilizando curva padréo obtida com solugcao de

nitrofenol em variadas concentracoes.

4.2.4 FPases

A atividade de celulase em papel de filtro (FPase) foi avaliada como
proposto por Ghose (1987) em mistura de reacdo composta por 1,0 mL de
tampéo acetato 0,05 M, pH 4,8, uma fita de papel de filtro Wahtman n°® 1 de 1 x
6,0 cm embebido no fundo do tubo, e 0,5 mL de solugcdo enzimatica. Apés uma
hora de reacéo, a 50°C, a mesma foi paralisada em banho de gelo e quantidade
de acucares redutores liberados foi dosada pelo método DNS. Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
liberar 1 pmol de acucar redutor por minuto de reagcdo, com base na curva

analitica de glicose.

4.2.5 Endoglucanases (CMCases)

A atividade de endoglucanase (CMCase) foi determinada por procedimento
idéntico ao descrito nos itens anteriores (4.2.1 e 4.2.2), porém utilizando-se
carboximetilcelulose (CMC - Sigma C5768) (40,0 g L) como substrato e curva
padrdo de glicose. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
guantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 umol de glicose por minuto de

reacao.
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4.2.6 B-glicosidases

A atividade de B-glicosidases foi avaliada por procedimento idéntico ao
descrito para B-xilosidases (item 4.2.3), exceto pela substituicdo do substrato pelo
4-nitrofenol-B-D-glicopiranosideo (4 mM) — PNPG, Sigma).

4.3 Caracterizacao fisico-quimica das pectinases

4.3.1 Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade das enzimas

Para a determinacao dos efeitos do pH e da temperatura sobre a atividade
enzimatica, a reacdo foi conduzida como descrito no item 4.2.1, porém em
solugdes-tampado com pH variando entre 3,0 e 10,0. As solucdes-tampao
utilizadas foram (0,1 M): citrato de N2 (pH 3,0); acetato-NaOH (pH 3,5-5,5); MES
(pH 6,0-6,5); HEPES (pH 7,0-7,5); glicina (pH 8,0-9,5) e CAPS (pH 10,10-5).

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica foi determinado
utilizando o tampéo cujo pH foi determinado como melhor para atividade da

enzima, variando-se a temperatura de incubacao entre 30 e 85°C.

4.3.2 Efeito do pH e da temperatura sobre a estabilidade das enzimas

guando em auséncia de substrato

Para a avaliacdo da estabilidade das enzimas frente as variacdes de pH e
temperatura (na auséncia de substrato especifico), um volume de 0,5 mL de
solucdo enzimatica foi misturado a solug¢do tampéao 0,05 M com pHs entre 3,0 e
10,0, seqguido de incubacdo por 24 horas a 25°C. A atividade enzimatica foi
realizada como descrito no item 4.2.1, no pH e temperatura que proporcionaram
as maiores atividades.

A termoestabilidade foi avaliada incubando-se a solucdo enzimatica no pH
de maior estabilidade em diferentes temperaturas (30-85 °C) por 1 hora. Apos a
incubacdo, a atividade enzimatica foi determinada nas condicbes de pH e de

temperatura 6timos.
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4.3.3 Testes de especificidade pelo substrato

Para testar a especificidade das pectinases, a atividade enzimética foi
conduzida como no item 4.2.1, porém nas condi¢fes 6timas de pH e temperatura,
variando-se 0s substratos, 0s quais constaram de pectina de baixa esterificacao,
pectina altamente esterificada e acido poligalacturénico, obtidos da Sigma.

4.4 Purificacao parcial das poligalacturonases

4.4.1 Precipitagado de proteinas por saturagdo com sulfato de amdnio

A precipitacdo com (NH4)2SO4 ocorreu conforme o protocolo descrito por
Scopes (1993): um volume de 40 mL da solucdo enzimatica bruta foi precipitado
com fracdes que variaram de 0-20, 20-40, 40-60, 60-80% de (NH4)2SOa,
respectivamente, a 4°C e sob agitacdo, por 4 horas para cada fracdo. A amostra

foi entdo centrifugada a 8000 rpm por 15 minutos, também a 4°C.

4.4.2 Dialise

Para o processo de dessalinizacao, foi utilizada uma membrana de acetato
de celulose com 25 mm de diametro e corte de 6 a 8 kDa (Sigma-Aldrich), a qual
foi adicionada a uma solugcdo composta por bicarbonato de sodio e EDTA e
colocada em banho de ebulicdo por 1 hora. ApGs a preparacdo da membrana, a
amostra entdo foi dialisada com dois lotes de agua Milli-Q por 1 hora em cada

lote, e um lote de tampéao acetato-NaOH a 50 mM e pH 5,0 overnight.
4.4.3 Clarificacao
O material obtido foi filtrado em poros de 10 kDa durante a centrifugacéo a

4°C e 10.000 xg, e em papel filtro contendo carvéo ativado para a clarificacdo da

amostra.
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4.4.4 Avaliacdo das fragdes de proteina por eletroforese em SDS-PAGE

Foi utilizado para eletroforese gel de separacdo a 10% e gel de
empilhamento a 4%, em placa de 10x15 cm, conforme metodologia descrita por
Laemmli (1970).

O gel de separacao foi composto por 1,38 mL de &gua deionizada, 1,67 mL
de solucdo contendo 30% de acrilamida e 0,8% de NN-metileno-bisacrilamida,
1,88 mL de tampao TRIS-HCI 1,5 M, pH 8,8, contendo 0,4% de SDS, 25 uL de
solucéo de persulfato de amonio a 10% e 4 uL de TEMED. A mistura foi vertida na
placa e ap6és a polimerizacdo, foi adicionada a mistura para o gel de
empilhamento, constituida por 0,76 mL de agua deionizada, 160 uL de solucéo
contendo 30% de acrilamida e 0,8% de NN-metileno-bisacrilamida, 49,6 uL de
tampédo TRIS-HCL 1,5 M, pH 6,8 com 0,4% de SDS, 12,5 ul de solugdo de
persulfato de amonio a 10% e 1 yL de TEMED.

Cada amostra foi prepara utilizando um volume de 50 uL do sobrenadante,
tanto da solucdo enzimatica bruta, quanto da solugcédo parcialmente purificada, e
entdo foi adicionado o mesmo volume do tampdo de amostra, sendo este
composto por 950 pyL de tampéo Laemmli (Bio-rad) acrescidos de 50 uL de
mercaptoetanol. As amostras foram entdo aquecidas em ebulicdo por 5 minutos e
depois utilizadas na corrida.

Foi utilizado para a corrida tampao TRIS-Glicina 0,25 M, pH 8,3, com 0,1%
de SDS. O gel foi submetido a corrente elétrica de 150 V e 30 mA, até o final da
corrida (aproximadamente 1 hora e 30 minutos), a 25°C. ApGs a corrida, o gel foi
fixado com uma mistura de 12,0% de acido acético, 50,0% de metanol e 0,05% de
formaldeido por 20 minutos, seguindo-se a coloracdo com prata, a qual foi feita
como descrito a seguir: o gel fixado foi submetido a reducdo com solucdo de
tiossulfato de sodio a 0,02% por 1 minuto.

Apés 3 lavagens com agua deionizada, o gel foi mantido em solucéo de
nitrato de prata a 0,2% por 14 minutos. As bandas foram reveladas com solucdo
de carbonato de sodio a 4,0%, contendo 0,05% de formaldeido. A reacdo com o

revelador foi interrompida por adi¢éo da solugcdo descorante.
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4.4.5 Zimograma

O zimograma para deteccao de bandas com atividade de poligalacturonase
na solucdo enzimatica bruta seguiu o protocolo estabelecido por Sassi et al.,
(2016): a solugdo enzimatica foi misturada com o tampdo especifico para
zimograma (Bio-rad), porém sem aquecimento prévio. O gel foi preparado como
no item 4.4.4 e, apés a corrida, foi incubado a temperatura ambiente por 2 horas
em tampéo Tris-HCI 20 mM em pH 8,0 para retirar o SDS. O gel foi incubado
sobre uma mistura de 1% de &gar e 1% de acido poligalacturénico por 1 hora e a
50°C, e posteriormente foi corado com uma solugéo de vermelho de ruténio a

0,05%, e lavado com agua Milli-Q para visualizar a atividade de PG.

4.5 Sacarificacdo enziméatica da palha de cana-de-acucar

4 5.1 Pré-tratamento hidrotérmico alcalino

O pré-tratamento foi realizado em autoclave, segundo metodologia descrita
por Zhuang et al. (2009). A palha de cana-de-acUcar previamente lavada, seca e
triturada foi levada a autoclave (5% p/v em solucdo de NaOH 0,5 mol L), em
frasco Erlenmeyer e vedada com papel aluminio, a 120°C, durante 1 hora, a 1
atm. Apos este periodo, o frasco foi levado a banho em agua gelada e,
posteriormente, mantido sob temperatura ambiente para a estabilizacdo. Em
seguida, o material foi filtrado em tecido de nylon e em filtros de 0,22 ym, sendo a
fase liquida analisada quanto a presenca de compostos fenélicos pelo método de
Folin Ciocauteu (SINGLETON et al., 1999). A fase solida foi seca a 40°C, sob
circulacdo de ar, e armazenada a temperatura ambiente para posterior utilizacao

nos experimentos de sacarificagao.

4.5.2 Analise das fracfes da lignocelulose da palha de cana-de-acucar

A caracterizagdo da palha foi realizada segundo métodos desenvolvidos
pelo pelo NREL (National Renewable Energy Laboratory — EUA) (HAMES et al.,
2008; SLUITER et al., 2008). Foram adicionados 3 mL de H>SOs 72% a uma

aliguota de 300 mg da palha, a qual foi mantida em banho-maria a 30°C por 1
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hora, com posterior adicdo de 84 mL de agua destilada. As amostras foram entao
submetidas a autoclave (121°C) por 1 hora para a hidrélise acida. O sobrenadante
foi filtrado em filtros previamente pesados e a fracao liquida foi submetida a leitura
espectrofotométrica em 240 nm para quantificar a lignina sollvel, enquanto que
os teores de glicose e xilose foram quantificados através do cromatografo
HPAEC-PAD (ICS 5000, Dionex Corporation — USA). O material sélido retido no
filtro foi lavado com 150 mL de &gua quente, para retirada de todo &cido
remanescente no conjunto amostra/filtro, secos em estufa a 60°C por 24 horas e
pesados para obtencéo da lignina insoluvel. O material restante foi submetido a
mufla a 575°C para obtencdo das cinzas acidas de cada amostra. O experimento
foi realizado em duplicata.

4.5.3 Sacarificacdo enziméatica da palha de cana-de-acucar

A fim de se testar a eficiéncia do coquetel, as hidrolises foram realizadas

em quatro ensaios distintos:

l. Utilizando-se apenas a solucdo enzimatica bruta do fungo Myceliophthora
thermophila JCP 1-4;

[l. Utilizando-se apenas a solucao enzimatica parcialmente purificada Rasamsonia
emersonii BC;

[ll. Utilizando-se uma mistura das duas solu¢des na proporgéo de 1:1;

IV. Utilizando-se uma mistura das duas solucbes | e Il na proporcdo de 3:1,

respectivamente.

A hidrélise foi padronizada com uma concentragdo de 100 U mL? de
CMCase em todos os ensaios, completando o volume reacional de 70 mL com
tampéao citrato (pH 5,0 e 0,1 M), com 5% de carga de palha de cana-de-acucar, e
a mistura de reacado foi incubada a 50°C e 150 rpm por 48 horas. Todos 0s
ensaios foram aplicados tanto para as amostras de palha tratadas quanto nao-

tratadas, a fim de se averiguar a influéncia do pré-tratamento.
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4.5.4 Analise comparativa de agUcares e alcoois por cromatografia iénica

A quantificacéo de glicose e xilose foi realizada por meio da cromatografia
de troca anibnica, utiizando o HPAEC-PAD (ICS 5000, Dionex Corporation —
USA) com coluna de troca anionica CarboPac® PA-1 a 25°C e compartimento a
30°C, com diluentes preparados com agua deionizada ultrapura 18 MQ e
desgaseificada com N2. O fluxo utilizado foi de 1 mL min' com os solventes, A
(dgua ultrapura) e B (500 mM de NaOH), utilizando-se elui¢ao isocratica de 0 a 12
minutos com 4,8% de B, 95,2% de A, de 12 minutos a 16 minutos. Foi realizada
uma rampa saindo de 4,8% de B até 100% de A para a limpeza da coluna, e por
fim dos 16 minutos aos 30 minutos 4,8% de B e 95,2% de A.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliagdo quantitativa inicial da producao de pectinases

O fungo termofilico Rasamsonia emersonii BC, quando cultivado em meio
constituido por mistura de 90% de bagaco de laranja e 10% de bagaco de cana,
produziu quantidades significativas de pectinases (225,54 U g*'), quando em
comparagao com as enzimas obtidas em cultivos usando os mesmos substratos
isoladamente. A atividade méaxima encontrada na solucdo enzimatica obtida no
cultivo em meio contendo bagaco de cana foi de 89,32 U g, e de 167,66 U g*,
em meio de bagaco de laranja. A producédo da enzima por CES foi analisada por
um periodo de 14 dias, sendo que o pico foi observado no sexto dia de cultivo,
exceto para a producdo de enzimas em bagaco de cana (pico observado no
guarto dia de CES). O experimento foi realizado em duplicata, e os valores
apresentados no grafico foram obtidos a partir da média das atividades durante os

dois ciclos de cultivo (Figura 13).

Figura 13. Atividade de pectinases (U g*) na solucédo enzimatica bruta obtida pelo

cultivo do fungo Rasamsonia emersonii BC em estado solido (CES) em diferentes

substratos.
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As atividades de pectinases produzidas pelo fungo R. emersonii BC em
substrato misto foram maiores do que algumas descritas na literatura. O estudo
realizado por Martins et al. (2002) relatou a atividade de poligalacturonases
produzidas pelo fungo Thermoascus aurantiacus de 32 U g, quando utilizado
como fonte de carbono o bagaco de cana combinado com o bagaco de laranja
(9:1 p/p). Silva et al. (2002), ao produzir PGs pelo fungo Penicillium viridicatum
RFC3 utilizando como fonte de carbono a mesma mistura € na mesma proporgao,
obtiveram uma producdo maxima de 9 U g Silva et al. (2005) obtiveram
atividade maxima de uma exo-PG de 71,2 U g7, utilizando também o fungo P.
viridicatum RFC3, porém tendo como substrato a mistura de farelo de trigo e
bagaco de cana (1:1 p/p). O trabalho de Leh et al. (2017) obteve como atividade
pectinolitica maxima o valor de 12,7 U g ao utilizar como substrato casca de
laranja e bagaco de cana nas proporcdes de 70 e 30%, respectivamente, e
utilizando o fungo Aspergillus oryzae.

Em relacdo ao tempo de cultivo, os resultados também sdo compativeis
com alguns descritos na literatura, visto que, no geral, os melhores tempos de
cultivo foram entre 4 e 8 dias (96 e 192 horas). O trabalho de Fratebianchi et al.
(2017) obteve como 6timo o tempo de 144 horas para as PGs produzidas pelo
fungo Aspergillus sojae. Ahmed et al. (2016), ao utilizarem a espécie Aspergillus
niger, obtiveram um 6timo de 120 horas. Silva et al. (2005) obtiveram um tempo
otimo variando entre 96 e 144 horas para uma endo-PG produzida pelo fungo P.
viridicatum RFC3.

Apesar da comparacdo dos resultados obtidos com os descritos na
literatura ser importante para a avaliagcdo, € importante ressaltar que contrapor
niveis de enzimas produzidas por diferentes organismos nao € simples, uma vez
gue foram utilizadas condi¢cGes de cultura e de dosagem de atividades distintas
(MARTINS et al., 2002).

Ao analisar os dados apresentados na Figura 13, é possivel inferir que a
combinacdo do bagaco de laranja com o de cana favoreceu a producdo das
pectinases pois, além da laranja ser rica em pectina e, assim, atuar como indutora
de pectinases, 0 uso do bagaco de cana favorece a aeracéo e a troca de calor do
meio, por formar rede fibrosa que reduz a compactagéao do substrato (PANDEY et

al., 2000; SILVA et al., 2005). O bagaco de cana também atua como fonte de
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compostos indutores da expressao das enzimas, por conter celulose (50%),
hemicelulose (25%) e lignina (25%) (PANDEY et al., 2000).

5.2 Caracterizacao fisico-quimica das pectinases

Os resultados apresentados mostram o desempenho das enzimas contidas
na solucdo enzimatica bruta, sem qualquer procedimento de purificacdo. Nessas
condicdes, ha possivelmente a influéncia de componentes do meio de cultivo
sobre a atividade e estabilidade das enzimas, considerando a complexidade dos

substratos utilizados para comporem o meio de cultivo.

5.2.1 Avaliacdo do efeito da temperatura e do pH sobre a atividade

enzimatica

Com relacéo a influéncia do pH na atividade enzimatica frente a diferentes
pHs, observa-se uma maior atividade na faixa de pHs entre 3,5 e 4,5, atingindo o
pico em pH 4,5, decaindo em cerca de 50% em pH 5,0 e praticamente ndo tendo

atividade em pHs acima de 5,5 (Figura 14).

Figura 14. Efeito do pH sobre a atividade de pectinases (U g*!) da solucédo

enzimatica bruta obtida pelo cultivo do fungo Rasamsonia emersonii BC em CES.
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Com relacdo a faixa oOtima de pH, o resultado obtido é similar aos de
literatura. Por exemplo, Saad et al. (2007) obtiveram atividade méaxima da PG
produzida por Mucor rouxii NRRL 1894 em pH 4,5. Amande et al. (2013)
obtiveram, ao produzir pectinases a partir da casca de manga pelo fungo
Aspergillus tamarii, uma faixa 6tima de pH variando entre 3,5 e 6,0. O trabalho de
Shanmugavel et al. (2018), que também utilizou o microrganismo A. tamarii
obteve atividade maxima de exo-PG e de pectinesterase (PE) em pH 4,0. Ahmed
et al. (2016) ao avaliar a atividade de pectinases produzidas por A. niger frente as
variagfes de pH, também observaram uma diminuicdo das atividades a partir do
pH 5,5.

As variacbes de pH tém a capacidade de alterar o estado i6nico das
cadeias dos aminoacidos, de forma a alterar a distribuicAo de cargas e o
requerimento de ligacdes de hidrogénio (VOET et al., 2014). Em condicdes
extremas de pH, pelo menos algumas cargas das proteinas estardo faltando e,
consequentemente, as interacOes eletrostaticas estabilizariam a forma funcional
nativa da proteina estardo reduzidas, levando a sua desnaturacdo (CAMPBELL,
2000).

As enzimas hidroliticas fangicas geralmente apresentam valores de pH
variando entre 3,0 e 7,0, e as curvas de variacdo das atividades refletem o pH
onde grupos doadores ou receptores de prétons no sitio catalitico estdo em seus
estados de ionizacdo adequados (SETHURAMAN et al., 1998; NELSON; COX,
2002). Ou seja, atividade das enzimas pode ser regulada, ao menos em parte, por
variacfes do pH do meio em que esta inserida (HARPER et al., 1982). Devido a
capacidade do pH de influenciar diretamente na desnaturacdo de proteinas e as
variacfes entre as enzimas de diferentes microrganismos, € importante avaliar
sob qual faixa de pH a enzima de interesse atua melhor, visando a otimizacédo dos
processos nos quais ela pode ser utilizada.

Os ensaios para avaliacdo da temperatura 6tima foram realizados
utilizando-se pH 4,5, visto que foi o pH de maior atividade enziméatica.

Como ilustrado na Figura 15, pode-se observar que a enzima apresentou
um perfil tipico termofilico, com atividade maxima entre 65 e 70°C (471,05 U gt e

459,08 U g%, respectivamente). Apesar da faixa 6tima ter sido entre 65 e 70°C,
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nota-se que a 75°C a enzima ainda mostra cerca de 50% de sua atividade

maxima.

Figura 15. Efeito da temperatura sobre a atividade de pectinases (U g?) da
solucdo enzimatica bruta obtida pelo cultivo do fungo Rasamsonia emersonii BC
em CES.
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A 80°C a atividade cai acentuadamente, porém ainda existe consideravel
atividade, similar ao perfil da endoglucanase desse mesmo fungo (CHIEROTTI,
2016). Rosa (2014) ao caracterizar as enzimas da mesma cepa obteve como
temperaturas o6timas de xilanase, CMCase e p-glicosidase 80, 85 e 70°C,
respectivamente.

A termofilia das pectinases em estudo é maior que o descrito por Silva et
al. (2007) que obtiveram atividade maxima de pectinases produzidas pelo fungo
P. viridicatum RFC3 a 60°C. Martial-Didider et al. (2017) obtiveram como
temperatura 6tima 45 e 50°C para PG e PL isoladas de mamao, respectivamente.
Nos trabalhos de Martins et al. (2002), Nighoskar et al. (2006) e Pedrolli et al.
(2008), as pectinases apresentaram como 6timo temperaturas entre 60 e 65°C.

Assim como o0 pH, a temperatura é também um fator imprescindivel para
gue as proteinas estejam na sua forma funcional adequada, visto que, quando

expostas a temperaturas altas, vibracdes no interior da molécula e a energia
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dessas vibracdes podem desfazer a sua estrutura terciaria e, consequentemente,
desnatura-la (CAMPBELL, 2000). Portanto, assim como para o pH, é importante
selecionar a temperatura mais adequada para a atividade de uma enzima,

principalmente do ponto de vista da sua aplicacéo.

5.2.2 Avaliacdo do efeito da temperatura e do pH sobre a estabilidade

enzimatica em auséncia de substrato

Ap6s a determinacdo do pH e temperatura 6timos, foram feitos testes para
determinar a estabilidade das pectinases frente as variagbes de pH e
temperatura, quando em auséncia de substrato. A porcentagem de atividade
residual foi calculada tomando-se como 100% o valor da atividade enzimatica no
tempo zero de incubacgao.

A enzima manteve entre 90 e 100% de sua atividade entre os pHs 3,0 - 5,0,
visto que a maxima estabilidade (99,73%) foi observada no pH 3,0. Em pH 5,5 a
atividade diminuiu para 72,53% e decresceu continuamente, atingindo 42,13% de

atividade a pH 10,0. Os dados estéo representados na Figura 16.

Figura 16. Efeito do pH sobre a estabilidade (%) de pectinases produzidas pelo
fungo Rasamsonia emersonii BC em CES. A solucéo enzimatica foi incubada nos

diferentes pHs, em auséncia de substrato, a 25 °C, por 24 horas.

100 =
] .-.-.\l
g 80 - \.
[ - —_——
3 60 e,
‘D ] Sm-m
o N\
o 40 - L
©
(0]
ge,
2 20-
<
0 T T T T T T T T



53

Nota-se que o perfil da enzima em relacdo a estabilidade em diferentes
pHs é similar com os dados publicados de diversos outros trabalhos, indicando o
carater acidico das enzimas. Martial-Didier et al. (2017) obtiveram uma faixa de
estabilidade entre 4,5 e 5,5 para as PG isoladas de mamao. Silva et al. (2007)
caracterizaram uma PG da cepa P. viridicatum RFC3 com estabilidade entre os
pHs 3,5 e 4,5.

Os perfis de estabilidade das enzimas em funcdo da temperatura de
incubagdo, em auséncia do substrato, foram determinados diluindo-se as
aliquotas em tampéao de pH 3,0, visto que foi aquele em que as enzimas foram
mais estaveis (Figura 16).

Com relacdo a estabilidade nas diversas temperaturas de incubacgéo, nota-
se que a enzima manteve valor proximo a 100% da sua atividade apos ser
mantida por 1 hora nas temperaturas entre 30 a 45°C. A 50°C a atividade
preservada foi 84,40% com relacdo a atividade original e a 70°C, 60% dessa
atividade ainda foi observada. Houve uma queda acentuada a 75°C (75%), e a

85°C sua atividade ja era quase nula (8,33%) (Figura 17).

Figura 17. Efeito da temperatura sobre a estabilidade (%) de pectinases
produzidas pelo fungo Rasamsonia emersonii BC em CES. A solucéo enzimatica

foi incubada em diversas temperaturas e em auséncia de substrato por 1 hora.
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Resultados inferiores foram demonstrados por Silva et al. (2007), que
obtiveram apenas 60-75% a 45°C, 18% de atividade a 60°C, e a 80°C a PG
produzida por P. viridicatum RFC3 foi desnaturada. O trabalho de Martins et al.
(2006) apontou resultados similares aos obtidos — a PG obtida por CES pelo
fungo Thermoascus aurantiacus manteve 100% de sua atividade até 50°C,

sofrendo uma queda brusca a 70 °C e com atividade detectada ainda a 85°C.

5.2.3 Andlise dos testes de especificidade pelo substrato

Os testes de especificidade pelo substrato foram realizados nas condicoes
de temperatura a 65°C e pH 4,5, condi¢des que proporcionaram maior atividade
da pectinase. O susbtratos foram escolhidos em funcéo do grau de esterificacéo:
acido poligalacturdnico, pectina de baixa esterificacdo e pectina altamente
esterificada. Nota-se na Figura 18 uma maior atividade sobre o &acido
poligalacturénico (385,22 U g?), seguida de pectina de baixa esterificacdo (254,57
U g), inferindo-se entdo que se trata de uma poligalacturonase (JAYANI et al.,
2005).

Figura 18. Atividade da solucdo enzimatica bruta (U g?) produzida pelo fungo
Rasamsonia emersonii BC em CES, sobre substancias pécticas com diferentes

niveis de esterificacao.
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Como foi detectada atividade tendo como substrato a pectina altamente
esterificada, pode-se também considerar que outras pectinases, como uma
pectinaliase (PL), estejam atuando na mistura reacional. A PL é capaz de
despolimerizar pectinas diretamente, quebrando as ligagbes a (1—»4) de pectina
de alta esterificacdo, sem a acdo prévia de outras enzimas, mecanismo diferente
daquele visto nas PG (ALAFIA et al., 1991; BUSTO et al., 2006).

5.3 Purificagéo parcial

Com a finalidade de diminuir os contaminates presentes na solucdo
enzimatica bruta, foi feita a concentracdo da enzima por precipitacdo com
saturacdo com sulfato de aménio, seguido de didlise e filtracdo. O método do
salting-out com sulfato de ambénio € comumente utilizado na literatura para a
purificacdo de PG (POONDLA et al.,, 2015; AHMED et al., 2016; MARTIAL-
DIDIER et al., 2017; YU; XU, 2017). A Figura 19 representa as bandas em SDS-
PAGE em comparacdo com o zimograma de atividade para poligalacturonase e,
ainda, com a eletroforese ap6s os procedimentos de purificacéo.

Figura 19. (A) SDS-PAGE da solucdo enzimatica bruta; (B) Zimograma de
atividade de poligalacturonase (PG); (C) SDS-PAGE da PG parcialmente

purificada. M: marcador.
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A andlise de zimograma foi realizada com o objetivo de estimar a massa
molar aproximada da enzima. Foi possivel observar a atividade de PG pela banda
clara entre os marcadores de massa molar entre 45 e 66 kDa, sugerindo massa
molar préxima a 60 kDa. As PGs purificadas de diversos fungos apresentam
massas moleculares que variam entre 28 até 82 kDa (LANG; DORNENBURG,
2000).

Poondla et al. (2015) purificaram parcialmente duas isoformas de uma PG
produzida pela levedura Saccharomyces cerevisae, as quais apresentaram 47 e
50kDa, respectivamente.

A Figura 19 também aponta o perfil proteico da solu¢do enzimatica bruta e
da suspensao apos a precipitacdo, mostrando que os procedimentos diminuiram
o nivel de proteinas das amostras.

Ainda a fim de averiguar se o processo de purificacdo parcial foi eficaz na
eliminacdo de componentes que ndo fossem poligalacturonases, foi avaliada
quantitativamente a produgao de xilanases, endoglucanases e B-glicosidases da
solucéo, de forma a comparar a atividade enzimatica da solucéo bruta e apos os
procedimentos de purificacdo, assegurando que, na medida do possivel, apenas
poligalacturonases fossem adicionadas ao coquetel de hidrolise. Os valores estédo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Atividade enzimatica de pectinases, xilanases, endoglucanases
(CMCases) e B-glicosidases (U g') produzidas pelo fungo Rasamsonia emersonii

BC, quando comparadas as solu¢cfdes enzimaticas bruta e parcialmente purificada.

Pectinases Xilanases CMCases p-glicosidases

Solucéo enzimatica
225,54 58 224,7 24,8
bruta

Suspenséo da enzima
_ o 437,1 12 52,7 6,8
parcialmente purificada

Os dados apresentados indicam que o processo de fracionamento,
desenvolvido com foco na pectinase, resultou na concentracdo dessa enzima.

Entretanto, levou a perda das enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas.
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5.4 Avaliacédo da producéo das enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas pelo

fungo Myceliophthora thermophila JCP 1-4

A cepa do fungo Myceliophthora thermophila JCP 1-4 produziu todas as
enzimas, destacando-se as xilanases e celulases. Importante ainda é destacar a
produgdo de B-xilosidase, visto que é uma enzima pouco encontrada em meio
extracelular (Tabela 3). Esses dados corroboram os de Cassia Pereira et al.
(2015).

Tabela 3. Atividade de xilanases, endoglucanases (CMCases), pectinases,
FPases, [B-glicosidases e B-xilosidases produzidas pelo fungo Myceliophthora
thermophila JCP 1-4, em meio composto por bagaco de cana e farelo de trigo (1:1
p/p), a 45°C, em 96 horas.

Enzima Atividade (U g})
CMCases 295,8
Xilanases 785,9
Pectinases 12,4
FPases 0,24 (FPU)
B-glicosidases 50,8
B-xilosidases 4,0

Os dados alcancados, quando comparados com o trabalho de Cassia
Pereira et al. (2015), sdo bem similares, exceto para as B-xilosidases. Os autores
obtiveram a atividade maxima de 931,11 U g* de xilanases, 357,51 U g*! de
endoglucanases, 0,24 FPU de FPases, 45,42 U g* de B-glicosidases e 1,03 U g*
de B-xilosidases, porém, ndo houve referéncia a atividade de pectinases.

Ang et al. (2013) obtiveram uma producéo de 418,7 U g de xilanases ao
trabalharem com o fungo Aspergillus fumigatus.

Jecu (2000), ao estudar as endoglucanases produzidas pelo fungo
Aspergillus niger, obteve 99,3 U g, qguando cultivado sob CES contendo farelo de

trigo e palha de milho como substratos.
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As atividades obtidas de FPases (celulases totais) obtidas nesse trabalho
foram baixas quando comparadas com os dados de Delabona et al. (2012), os
quais obtiveram um maximo de 1,21 FPU. Cabe, entretanto, destacar que a
metodologia considerada padrdao na dosagem enzimética (GHOSE, 1987) néo
tem fornecido bons resultados de atividade de FPases, mesmo para
microrganismos que séo considerados bons produtores das enzimas celuloliticas,
como no caso do M. thermophila JCP 1-4.

Em relagéo as B-glicosidases, Dhillon et al. (2011), ao trabalharem com os
fungos A. niger e Trichoderma reseei, obtiveram producées de 21,69 e 13,58 U g*
no mesmo substrato.

E, por fim, em relacéo as B-xilosidases, os resultados diferem em relacéo a
alguns encontrados na literatura cientifica, como por exemplo o trabalho de Knob
e Carmona (2009), o qual foram obtidos 1,47 U g* de enzima em farelo de trigo,
porém a atividade nio foi detectada tendo bagaco de cana como substrato. E
importante ressaltar que, ainda em relagao as B-xilosidases, ha um predominio do
cultivo submerso para a producdo enzimatica nos trabalhos publicados,
dificultanto assim a comparacéo dos dados.

O farelo de trigo € uma excelente fonte de elementos como carbono e
nitrogénio, o qual tem sido amplamente utilizado para producdo de enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas, visto que € composto por proteinas (14%),
carboidratos (27%), minerais (5%), gorduras (6%), celulose (7,57%), hemicelulose
(31,19%) e, ainda, apresenta baixo teor de lignina (4,06%) (HAQUE et al., 2002;
BRIJWANI et al., 2010). J4 o bagaco de cana é responsavel por favorecer a
aeracdo e a troca de calor do meio, uma vez que forma uma rede fibrosa que

reduz a compactacao do substrato (PANDEY et al., 2000).

5.5 Sacarificacdo enzimatica da palha da cana-de-acucar

5.5.1 Caracterizacdo da palha in natura e pré-tratada por tratamento

hidrotérmico alcalino

Em relagdo a composicdo quimica da biomassa utilizada para a

sacarificacdo enzimatica, a palha da cana-de-agucar, o pré-tratamento promoveu
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um aumento da quantidade relativa de celulose de 61,89% (39,3% na palha in
natura e 63,5% na pré-tratada), e um 60,87% de quantidade relativa de
hemicelulose (14% na palha in natura e 23% na pré-tratada). Quanto ao processo
de deslignificacdo, houve uma taxa de 41,67% de reducdo do teor de ligninas
totais (24% na palha in natura e 10% na palha pré-tratada). Os dados obtidos

estdo resumidos na Tabela 4.

Tabela 4. Andlise de composi¢cdo quimica (%) para amostras de palha de cana-

de-acUcar in natura e tratadas com pré-tratamento hidrotérmico alcalino.

Palha de cana-de-actucar Palha de cana-de-acuUcar

in natura (%) pré-tratada (%)
Celulose 39.3+1.3 63.5+£0.15
Hemicelulose 14.0£0.9 23.0+0.2
Lignina 24.0+£2.0 10.0+0.55
Extrativos 12.5+1.5 -
Cinzas 5.5+£1.1 4.5+0.75

De maneira geral, os ganhos relativos de celulose e a reducado da lignina
demonstraram que a combinacéo de processos foi efetiva. Tais caracteristicas da
palha pré-tratada, como o alto teor de celulose e baixo teor de lignina,
demonstram alta compatibilidade quimica com as caracteristicas imprescindiveis
ao processo de hidrdlise. A combinacdo dos processos de pré-tratamento
hidrotérmico acrescido de NaOH é importante, pois o primeiro ndo € sucificiente
para a deslignificacdo devido a barreira fisica contra a acdo enzimatica decorrente
de sua estrutura (ROCHA et al., 2012). A extracdo alcalina contribui para uma
hidrolise enzimatica mais rapida e com um maior rendimento em aculcares,
atuando na separacdo das ligacBes estruturais entre a lignina e os demais
carboidratos, assim como na estrutura da prépria lignina (KARP et al., 2013).

Guilherme et al. (2019), ao utilizarem a mesma combinacdo de pré-
tratamentos no bagaco de cana-de-acUcar, obtiveram um aumento relativo de
62,1% do teor de celulose, uma reducgéo de 41,3% do teor de hemicelulose e uma
reducdo de 44,2% do teor de lignina. No que diz respeito as fracdes de celulose e

lignina, os dados obtidos no presente trabalho sdo bem similares aos publicados
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pelos autores (61,89 e 41,67%, respectivamente). Porém, € importante ressaltar
qgue substratos e metodologias diferentes resultam em uma ampla gama de
resultados e, no caso dos dados publicados na literatura, além do pré-tratamento
hidrotérmico ter sido realizado isoladamente e em reator, a temperatura e a
pressdo utlizadas foram diferentes das utilizadas no presente trabalho
(GUILHERME et al., 2015).

5.5.1.1 Solubilizacdo de compostos fenélicos totais (CFT)

Os processos de degradacdo e solubilizagdo da lignina presente na
biomassa, promovidos pela adicdo de NaOH ao pré-tratamento hidrotérmico,
resultam na geracao de fragmentos residuarios, dentre os quais se destacam os
compostos fenélicos de baixa massa molecular (JONSSON; MARTIN, 2015).

O pré-tratamento hidrotérmico combinado com o alcalino liberou uma
concentracdo de 2496,6 mg L' de compostos fendlicos totais no liquor obtido
(49,93 mg g* de palha pré-tratada), demonstrando uma intensa deslignificacéo.

Bordignon Junior (2017) obteve uma concentracéo de 2320 e 3000 mg L*
de CFT a partir do bagaco de cana-de-aclUcar pré-tratado pelo processo
hidrotérmico e pelo processo combinado com ozondlise, respectivamente.
Perrone (2015), ao testar diferentes combinacdes de processos para a remocao
da lignina, obteve uma concentracédo de 6,7 mg g*! de bagaco pré-tratado por
ozonolise seguida de lavagem alcalina.

Apesar de tais compostos serem indesejaveis por sua acgao inibidora de
enzimas, durante o processo hidrotérmico estes sdo separados da fracdo solida
(palha) por filtracdo e, consequentemente, a maior parte dos compostos sao
carregados pelo liquor. Assim, obtém-se um substrado pré-tratado com uma

menor quantidade de fendlicos para a posterior sacarificacao.
5.5.2 Andlise comparativa de glicose por cromatografia ibnica (HPAEC-PAD)
Os resultados obtidos na sacarificacdo estdo mostrados na Tabela 5. Nota-

se um maior rendimento alcangado pela combinacdo das solugdes enzimaticas

dos fungos M. thermophila e R. emersonii, na propor¢do de 3:1 e utilizando a
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palha pré-tratada (73,15 mg g* de palha ou 11,4% de rendimento), seguido do
coquetel de proporcdo de 1:1 (59,75 mg g* de palha ou 9,37% de rendimento).
Os dados apresentados na tabela apontam, além da eficacia da adicdo de
pectinases, a importancia da deslignificacdo promovida pelo pré-tratamento,
demonstrando resultados positivos obtidos pelo processo.

Tabela 5. Liberacédo de glicose durante a sacarificacdo enzimatica da palha da
cana-de-acUcar in natura e apOs tratamento hidrotérmico alcalino. Foram
utilizadas as solucgdes produzidas pelos fungos Myceliophthora thermophila JCP
1-4 e Rasamsonia emersonii BC isoladamente, assim como nas propor¢cdes de
1:1 e 3:1, respectivamente. PC = palha de cana-de-acucar.

Glicose

Solugéo Glicose Glicose Rendimento
o Amostra PC (mg g™
enzimatica (gLh  (mgg'PC) (%)
celulose)
M. In natura 1,3 26,1 40,9 4
thermophila  pré-tratada 2,9 58,0 91,0 9,1
In natura 0,3 6,1 9,51 0,9
R. emersonii
Pré-tratada 0,6 11,72 18,4 1,8
In natura 0,71 14,3 22,5 2,3
Coquetel 1:1
Pré-tratada 3,0 59,8 93,7 9.4
In natura 1,5 29,8 46,7 4.6
Coquetel 3:1
Pré-tratada 3,7 73,2 114,8 11,4

Em todos os tratamentos, a concentracdo de endoglucanases (CMCases)
foi de 100 U (unidades totais), o que determinou o volume de solu¢do enzimatica
utilizado. A fim de testar o efeito da adi¢cdo das pectinases, foram testadas as
atividades no volume utilizado, e os dados obtidos foram de 6,5 U na solucdo
enzimatica do M. thermophila JCP 1-4, 1532 U na solucdo enzimatica do R.
emersonii BC, 54,4 U no coquetel de proporcdo de 1:1 e 42,29 U no coquetel de
proporcao de 3:1.

Os dados demonstram que a adicdo da poligalacturonase ao coquetel

obtido pelo cultivo de um fungo tipicamente celululolitico, na proporcéo 3:1 foi 0
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tratamento mais eficiente, indicando que a presenca das pectinases afeta
positivamente a sacarificacdo quando em presenca de maiores quantidades de
celulases e hemicelulases, confirmando sua fun¢cédo de enzima acessoéria.

Diversos estudos tém demonstrado o efeito positivo da adicdo de enzimas
acessorias como as pectinases em sistemas celuloliticos. Delabona et al. (2013)
testaram a sacarificagdo enzimatica do bagaco de cana-de-agUcar,
suplementando as celulases do fungo Trichoderma harzinum P49P11 com
pectinases e a-L-arabinofuranosidase, e obtiveram resultados positivos quanto a
adicdo das duas enzimas acessorias, apesar de testarem métodos de hidrélise e
guantificacdo de acucares diferentes. Maitan-Alfenas et al. (2015), visando avaliar
a influéncia de métodos de pré-tratamento na sacarificagdo do bagaco a partir da
comparacao entre o perfil enzimatico do fungo Chrysoporthe cubensis e de um
coquetel enzimatico comercial, também obtiveram resultados positivos em relacao
a adicdo das pectinases.

As pectinases, apesar de ndo atuarem na degradacao da celulose em si,
favorecem a hidrélise da biomassa e contribuem para uma melhor acdo do
coquetel enzimatico, visto que elas atuam na remocdo da pectina, uma barreira
para o0 acesso das celulases, sendo assim fundamentais dentro do efeito
sinergistico (BERLIN et al., 2007; DELABONA et al., 2013).

Os resultados obtidos apontam também um maior rendimento na
sacarificacdo da palha pré-tratada. O processo de sacarificacdo da biomassa
depende, além da carga enzimatica utilizada e da composicdo do coquetel, do
método de pré-tratamento empregado, o qual tem por objetivo a desestruturacao
do arranjo cristalino da celulose e da protecao conferida pela hemicelulose e pela
lignina, facilitando o acesso das enzimas as ligacdes glicosidicas dos carboidratos
(CARRASCO et al., 2010; MAITAN-ALFENAS et al., 2015).
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento do presente trabalho
permitem concluir que:

- O fungo termofilico Rasamsonia emersonii BC foi capaz de produzir
pectinases com elevada termofilia e termoestabilidade, quando cultivado em
substrato sélido composto por bagaco de laranja e bagaco de cana;

- A pectinase produzida demonstrou ser uma poligalacturonase, com maior
atividade em pH 4,5 e a 65-70°C e massa molar estimada em 60 kDa;

- O fungo Myceliophthora thermophila JCP 1-4 produziu quantidades
significativas de CMCases, [B-glicosidases, xilanases e [(-xilosidases quando
cultivado em substrato composto por bagaco de cana-de-acucar e farelo de trigo;

- Quando adicionada a solucdo enzimatica bruta obtida por cultivo de
Myceliophthora thermophila JCP 1-4, a pectinase promoveu um aumento
significativo do rendimento em glicose na sacarificacdo de palha de cana

previamente submetida a tratamento hidrotérmico alcalino.
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