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RESUMO

As enzimas envolvidas no processo de degradacdo da biomassa lignocelul6sica para a
producdo do etanol de segunda geracdo (2G) agregam um alto custo ao processo. Estudos ja
reportados na literatura indicam que alguns ions metélicos, facilmente encontrados na natureza, ao
serem adicionados ao coquetel enzimatico atuam na melhoria da atividade e estabilidade das
enzimas e no processo de sacarificagdo da biomassa. Nesse contexto, este trabalho teve como
objetivo avaliar a estratégia de adicdo de ions metalicos ao extrato enzimatico bruto com o intuito
de aumentar a atividade e estabilidade enzimatica e a melhoria na conversdo do processo de
sacarificacdo. Para a etapa de selecdo do complexo (hemi)celulasico foi utilizada uma cepa
selecionada de Aspergillus niger cultivada em fermentacdo em estado sélido (FES), fermentacdo
submersa (FSm) e fermentacdo sequencial (FS). A producdo de enzimas e a termoestabilidade
foram avaliadas considerando os efeitos do pré-tratamento (explosdo a vapor e hidrotérmico) do
bagaco de cana-de-acUcar utilizado como fonte de carbono e indutor. A producdo de
endoglucanase e xilanase foi favorecida pelo cultivo em FES a partir do bagaco explodido e
hidrotérmico (submetidos ao processo de lavagem). A remocao de inibidores da biomassa pré-
tratada mostrou-se necessaria, pois a presenca de compostos fendlicos restringiu o crescimento
fangico em FES. Os resultados revelaram que endoglucanase e B-glicosidase produzidas sob FES
foram menos propensas & desativagdo térmica. A partir desses resultados, foi selecionado o
complexo enzimatico produzido por FES utilizando o bagago hidrotérmico lavado, para avaliagdo
da influéncia dos ions metélicos bivalentes Ca, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Zn em duas
concentragdes (2 e 10 mM) na atividade e estabilidade enzimatica. A maioria dos ions metalicos
utilizados influenciou, de forma distinta, a atividade e estabilidade enzimatica em ambas as
concentragdes para as enzimas estudadas. O ion Mn?* se destacou, propiciando um aumento de
57% na atividade de endoglucanase e mantendo a enzima estavel por 72 horas, além disso nao
apresentou efeito negativo para B-glicosidase e xilanase. Assim, o fon Mn?* foi selecionado para o
estudo da sacarificagdo dos bagacos de cana submetidos a diferentes pre-tratamentos. A adi¢éo do
fon Mn?* (10 mM) no processo de sacarificagdo utilizando extratos enzimaticos produzidos “in
house” mostrou-se bastante eficaz no aumento da liberacdo de glicose, com ganhos percentuais de
até 120% para o bagaco pré-tratado em meio acido (B&c). Para o bagago explodido lavado (BEXL)
0 aumento foi de 55 % e para o hidrotérmico (BHT) foi de 70%. Desse modo, foi possivel validar
que a adicdo de ions metélicos é capaz de influenciar positivamente tanto a atividade e

estabilidade, como o processo de sacarificacdo enzimética da biomassa lignocelulésica.

Palavras chave: A. niger, (hemi)celulases, ions metalicos, compostos fendlicos.



ABSTRACT

The enzymes involved in the conversion process of lignocellulosic biomass into second
generation (2G) ethanol add a high cost to the process. Studies reported in the literature indicate
that some metal ions, easily found in nature, improve the activity and stability of enzymes and the
biomass saccharification process when added to the enzymatic cocktail. In this context, this work
aimed to evaluate the strategy of addition of metal ions in the crude enzymatic extract in order to
increase the enzyme activity and stability and to improve the saccharification process. For the
production of (hemi)cellulase enzymatic complex step, a selected strain of Aspergillus niger was
cultivated under solid-state fermentation (SSF), submerged fermentation (SmF) and sequential
fermentation (FS). Enzyme production and thermostability were evaluated also considering the
effects of pretreatment (using steam-explosion and liquid-hot-water) of the sugarcane bagasse
used as carbon source and inducer. For endoglucanase and xylanase enzymes, cultivation under
SSF favored production when using steam-exploded and liquid-hot-water pretreated bagasse (both
washed). Removal of inhibitors from the pretreated biomass employed in the cultivation media
was necessary, because the presence of phenolic compounds restricted fungal growth. The
findings revealed that endoglucanase and B-glucosidase produced under SSF were less prone to
thermal deactivation. From these results, enzyme complex produced by SSF using the
hydrothermal bagasse was selected to evaluate the influence of the divalent metal ions Ca, Co, Cu,
Fe, Mg, Mn, Ni, Zn in two concentrations (2 and 10 mM) on enzymatic activity and stability.
Most of the ions influenced differently the enzymatic activity and stability, at both concentrations.
The most favorable influence was obtained by the Mn*2 ion, increasing by 57% the endoglucanase
activity and maintaining the enzyme stable for 72 hours, besides it also showed no negative
effects on B-glucosidase and xylanase. The Mn*? ion was then selected for the saccharification of
sugarcane bagasse submitted to different pretreatments. The addition of Mn?* ion (10 mM) in the
saccharification process using enzymatic extracts produced "in house" proved to be very effective
by increasing the release of glucose up to 120% when using the acid pretreated bagasse (BAc).
The increase was 55% for the washed exploded bagasse (BEXL.) and 70% for the liquid-hot-water
pretreated bagasse (BHT). Therefore, it was possible to validate that the addition of metal ions is
able to positively influence the activity and stability of enzymes, and also the process of

enzymatic saccharification of lignocellulose biomass.

Keywords: A. niger, (hemi) cellulases, metal ions, phenolic compounds
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1 INTRODUCAO

A produgdo de biocombustiveis no Brasil estd entre os segmentos da
agroindustria que geram a maior quantidade de biomassa como subproduto. O bagaco
de cana-de-acgucar é visto como matéria-prima promissora em toda a cadeia de producgéo
de etanol celulésico (etanol de segunda geragdo ou etanol 2G), podendo ser utilizado
como substrato indutor para a producdo de celulases e hemicelulases por
microrganismos e também como substrato no processo de sacarificacdo da celulose para
posterior fermentacao.

Os biocombustiveis sdo produzidos a partir de recursos renovaveis e tém
potencial para serem o maior recurso energético mundial. Entretanto a utilizagdo dos
residuos lignocelulésicos para esse fim ainda tem como obstaculo o alto custo das
celulases e hemicelulases, que séo as enzimas envolvidas no processo de sacarificagcdo
da biomassa (Liu et al., 2013; Prevot et al., 2013).

As enzimas celulases e hemicelulases, também chamadas de (hemi)celulases,
podem ser produzidas e excretadas para 0 meio extracelular através do cultivo de fungos
e bactérias (Liu et al., 2013; Yoon et al.,, 2014). H4& uma grande variedade de
microrganismos capazes de produzir essas enzimas, como as bactérias aerdbias e
anaerobias, fungos anaerdbios e fungos de podriddo branca ou castanha. No entanto, a
maioria dos fungos € capaz de produzir coguetéis enzimaticos com maior carga proteica
em comparagdo com as bactérias (Yoon et al., 2014). O fungo filamentoso Aspergillus
niger destaca-se pelo seu crescimento acelerado, producdo de enzimas extracelulares,
altos niveis de producdo enzimatica, maior variedade e estabilidade das enzimas
presentes no coquetel enzimatico (Castro, Trejoaguilar e Osorio, 1997; Sohail et al.,
2009; Farinas et al., 2010; Kar et al., 2013)

Os métodos de cultivo convencionais mais conhecidos para producdo das
(hemi)celulases sdo a fermentacdo em estado s6lido (FES), caracterizada pelo cultivo
em substrato sélido com umidade controlada, e a fermentacdo submersa (FSm),
realizada na presenga de &gua (Schmidell et al., 2001; Prevot et al., 2013).
Recentemente, um processo ndo convencional, chamado de fermentagdo sequencial
(FS), foi desenvolvido por Cunha et al., 2012 e trata-se de uma combinacao dos dois
processos convencionais. Sabe-se que coquetéis enzimaticos obtidos a partir de

diferentes métodos de cultivo, microrganismos e indutores sdo compostos por



determinados tipos de enzimas em diferentes concentrac@es, variedade e caracteristicas,
tais como especificidade e estabilidade (Farinas et al., 2010).

O complexo (hemi)celulésico é composto por diferentes classes de celulases e
hemicelulases altamente especificas, agindo sinergicamente na degradacéo da biomassa.
Estudos reportados na literatura indicam que os ions metalicos séo capazes de interferir
nesse coquetel enzimatico ligando-se nas enzimas, podendo modificar a sua
conformacéo e alterar a atividade e/ou estabilidade (Kaur et al., 2007; Harris et al.,
2010; Horn et al., 2012; Moreira et al., 2013).

Os diferentes desempenhos na sacarificacdo da biomassa vegetal utilizando os
extratos enzimaéticos relacionam-se com a heterogeneidade do substrato durante o
processo, pois a reacdo depende do contato enzima-substrato inicial e da interagédo entre
as reacOes enzima-substrato, nas quais o0 substrato ja se encontra parcialmente
degradado, que ocorrem simultaneamente na hidrélise da biomassa (Andric et al.,
2010). A lignina é um composto presente no substrato que interfere diretamente no
processo de hidrolise, tanto dificultando o contato requerido pelas enzimas, como as
adsorvendo de forma improdutiva e irreversivel (Kim et al., 2001; Liu, Zhu e Fu, 2010).
Os ions metélicos podem ser novamente utilizados nessa etapa do processo,
adsorvendo-se na lignina e ocupando o sitio onde poderiam ligar-se as enzimas de
forma improdutiva, diminuindo, assim, a quantidade de enzimas que ficam inutilizadas
(Liu, Zhu e Fu, 2010).

O estudo dos complexos ion-enzima e ion-lignina é de grande interesse no
processo de sacarificagdo enzimatica, visando o aumento da atividade e estabilidade
enzimatica e a reducdo da perda de enzimas por adsor¢do improdutiva na lignina,
possibilitando, assim, a reducéo da carga enzimatica e, consequentemente, diminuindo o
custo do processo. Tendo em vista que as celulases agregam um grande custo nos
processos que envolvem a producéo de etanol 2G, o presente estudo visa investigar a
influéncia dos ions metalicos na accdo catalitica do extrato enzimatico bruto produzido

por A. niger durante o processo de sacarificagdo da biomassa.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bagaco de Cana-de-agUcar para a Producdo Enzimética

O etanol de segunda geracdo, ou etanol 2G, produzido a partir da biomassa
lignoceluldsica tem ganhado reconhecimento como uma alternativa promissora de
energia renovavel e sustentavel. Existem estimativas de que o Brasil tem capacidade de
aumentar em 50% a producdo de etanol apenas com o uso de palha e bagaco, sem a
necessidade de ampliar canaviais (Granbio). Contudo, o desenvolvimento da producao
do etanol 2G enfrenta algumas dificuldades técnicas a serem superadas, como a
recalcitrancia da biomassa a hidrdlise e o alto custo das celulases, enzimas necessarias
para a conversao da biomassa (Farinas et al., 2010).

Os residuos agricolas e agroindustriais, devido a variedade, disponibilidade e
baixo custo, destacam-se como matérias-primas potenciais para a producdo de etanol
2G. No Brasil, aproximadamente 350 milhdes de toneladas de residuos sdo produzidos
anualmente, originados principalmente da cana-de-agUcar e da soja (Pereira Jr. et al.,
2008). O bagaco de cana-de-acUcar € um residuo agroindustrial de destaque na industria

sucroalcooleira brasileira (Figura 1).

Figura 1. Bagaco de cana-de-acucar "in natura”.

Fonte: Acervo pessoal, 2014.

Atualmente, o bagaco de cana-de-agUcar € visto como matéria-prima promissora
em toda a cadeia de producdo de etanol 2G. Essa biomassa lignoceluldsica pode ser



utilizada na etapa de hidrélise como matéria-prima para a obtencdo de monossacarideos,
e na etapa de producdo enzimatica, atuando como substrato indutor na producdo de

(hemi)celulases por microrganismos, conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2. Utilizacdo da biomassa lignocelulosica na producéo de etanol 2G.
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Fonte: Acervo pessoal, 2014.

A safra de cana-de-acUcar 2013/14 apresentou um acréscimo na area cultivada
de 3,8% em relacdo a safra anterior, sendo que tal crescimento é reflexo da expanséo de
novas areas de cultivos e novas usinas em funcionamento. A area total cultivada e
destinada & atividade sucroalcooleira na safra 2013/2014 foi de 8.811,43 mil hectares,
destacando-se o estado de S&o Paulo como maior produtor com 51,7% da area plantada
(Conab).

Do agucar total recuperavel da safra 2013/14 estima-se que em média 45,2% foi
destinado a producdo de acglcar, gerando 37,88 milhdes de toneladas do produto, e
54,8% para a producdo de etanol, o equivalente a 360,9 milhdes de toneladas de cana-
de-agUcar produzindo 27,96 bilhdes de litros de alcool. Essa producdo apresenta um
acréscimo de 18,26% em relacdo a safra 2012/13 (Conab).

A producdo de biocombustiveis estd entre os segmentos da agroindustria que
gera a maior quantidade de biomassa como rejeito (Fao), sendo que para cada tonelada
de cana-de-acucar séo gerados cerca de 270 a 280 kg de bagaco (Soccol et al., 2010). O
bagaco de cana-de-agucar apresenta como principais componentes a celulose (32-44%),
a hemicelulose (27-32%) e a lignina (19-24%) (Soccol et al., 2010). A utilizacdo dessas
biomassas como indutores na producdo enzimatica, em substituicdo a celulose sintética,
destaca-se com uma abordagem potencial para a reducdo do custo de producdo das
celulases, enzimas fundamentais para a producdo do etanol 2G (Sukumaran et al.,
2009).
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2.2 Estrutura da Parede Celular da Biomassa Lignocelul6sica

A estrutura da parede celular da biomassa lignocelulosica esta ilustrada na
Figura 3. Ela é constituida por polimeros de celulose e hemicelulose entrelacados e
ligados covalentemente & lignina e que podem ser hidrolisados em mondmeros de
acucares, utilizados como substrato para a fermentacdo alcoodlica (Pereira Jr, 2006). O
teor de cada um desses componentes e a interacdo entre eles é 0 que determina a
recalcitrancia e a resisténcia dos mesmos a ataques quimicos e fisicos (Mosier et al.,
2005).

Figura 3. Representacdo esquematica do material lignocelul6sico.

\

5
\J
3 / Glicose

Fonte: adaptagdo Santos et al. (2012).

A celulose, substancia fibrosa e resistente, é o principal componente da parede
celular vegetal (Figura 4). Trata-se de homopolissacarideos lineares de alta massa
molecular, constituidos de 10.000 a 15.000 unidades de D-glicose unidas por ligacdes
glicosidicas p-1,4 (L. Nelson e M. Cox, 2012).

A fibra de celulose apresenta dominios altamente ordenados devido ao alto

numero de ligacBes de hidrogénio e interacdes de Van der Waals, as regifes cristalinas,
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com dominios menos ordenados, regiGes amorfas. Essas regides amorfas sdo mais
suscetiveis a ataques quimicos e bioquimicos, enquanto que as micro fibrilas de
celulose, cristalinas e insollveis, representam um desafio para a sacarificagdo
enzimatica. A despolimerizacdo completa da fibra de celulose gera um Unico produto, a
glicose (Horn et al., 2012).

Figura 4. A estrutura da celulose.

Ligacoes glicosidicas p-1.4
Fonte: adaptacdo L. Nelson e M. Cox (2012).

A lignina, o segundo componente mais abundante presente na parede celular
vegetal, tém a funcdo bioldgica de proteger o tecido vegetal contra a oxidacdo e a acao
microbiana, além de participar da transferéncia de agua, nutrientes e metabolitos,
conferindo resisténcia mecéanica (De Castro e Pereira, 2010). Essa macromolécula é
formada por uma complexa rede de compostos fenolicos formando, assim, uma barreira
hidrofobica e insoltvel (Levasseur et al., 2013). Tal polimero aromatico € composto por
trés diferentes mondmeros de fenilpropandides: o alcool cumarico, coniferilico e o
sinapilico (Figura 5). A quantidade de grupamentos alcodlicos e metoxilicos variam de
acordo com a origem da lignina e sdo capazes de estabelecer ligagdes com os
polissacarideos presentes ao redor (L. Nelson e M. Cox, 2012). Os tipos fendlicos de
tais compostos diferem no substituinte metoxil e sdo chamados de unidades
hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila (S). Em geral, as ligninas sdo classificadas de
acordo com as quantidades relativas das unidades hidroxifenila, guaiacila e siringila.
(Saliba et al., 2001).

Devido aos diversos padrdes de ligacdes entre as unidades individuais, a lignina
ndo deve ser considerada uma substancia quimica Unica, variando de acordo com a
espéecie vegetal. Assim, a estrutura do polimero de lignina é complexa e ndo esta
totalmente elucidada. A limitacdo imposta pela lignina € suficiente para retardar e até

mesmo impedir completamente a atuacdo microbiana e enzimatica sobre a biomassa
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vegetal, impedindo o acesso das enzimas a fibra de celulose (L. Nelson e M. Cox,
2012).

Figura 5. Estrutura dos monémeros de fenilpropanoides presentes na lignina.

HO HO HO

OMe MeO OMe
oH OH OH

Alcool cumarico Alcool coniferilico Alcool sinapilico
Fonte: lignoworks.ca/content/what-lignin (2014).

A hemicelulose é o componente ligante entre a celulose a lignina. Trata-se de
um heteropolimero ramificado de xilose, manose, galactose, arabinose, glicose e varios
tipos de &cidos urdnicos. A hemicelulose classifica-se em xilanas, mananas e galactanas,
dependendo do tipo de aclcar predominante em sua estrutura. Como a hemicelulose é a
ponte entre a celulase e a lignina, a sua remocao promove a acessibilidade das enzimas a
celulose e a melhoria de toda a degradacéo da biomassa (Hou e Shaw, 2008). Diferente
da celulose, a degradacdo da hemicelulose gera uma mistura de acUcares rica em
pentoses (Horn et al., 2012). Dentre os componentes menos abundantes que podem
estar presentes na biomassa incluem-se as proteinas, lipideos, pectina, acucar sollveis e

minerais (Horn et al., 2012).

2.3 Enzimas Celulésicas

As enzimas lignoceluloliticas englobam uma série de enzimas relacionadas a
degradacdo da biomassa lignocelul6sica, tais como celulases, hemicelulases, pectinases,
lacase, peroxidase de manganés e lignina peroxidase (Liu et al., 2013).

As celulases constituem um complexo enzimatico capaz de atuar sobre a
celulose, promovendo a sua hidrolise. Sdo biocatalisadores que atuam em sinergia para
a liberagdo de glicose, um agucar redutor de grande interesse industrial devido a sua
conversdo em etanol pelo processo de fermentacdo alcodlica (De Castro e Pereira,
2010).
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As celulases também séo utilizadas em ramos industriais distintos como aditivo
para racGes animais, nas inddstrias de alimentos e bebidas, na industria madeireira, na
indUstria téxtil, na preparacdo de tecidos e no processamento do papel. Entretanto, a
utilizacdo de destaque é no processo de producdo de etanol 2G (De Castro e Pereira,
2010; Yoon et al., 2014). Obstaculo, no entanto, para a utilizacdo de celulases na
producéo do etanol 2G relaciona-se com o alto custo dessas enzimas, a baixa quantidade
de celulases produzidas por microrganismos celuloliticos e a complexidade da estrutura
da biomassa lignocelulosica (Gottschalk, Oliveira e Bon, 2010).

Coquetéis enzimaticos obtidos a partir de diferentes métodos de cultivo,
microrganismos e indutores sdo compostos por determinados tipos de enzimas em
diferentes concentracdes, variedade e caracteristicas, tais como especificidade e
estabilidade, resultando assim, em desempenhos distintos de hidrdlise (Farinas et al.,
2010).

2.3.1 Modelo classico de degradacdo da celulose: Hidrolases

Tradicionalmente, as enzimas do complexo celulolitico sdo classificadas como
hidrolases capazes de clivar ligacdes glicosidicas com a adi¢cdo de molécula de &gua.
Esse complexo € composto por enzimas de acdo endo, que clivam aleatoriamente
residuos internos da cadeia do polissacarideo, e acdo exo, que degradam os polimeros a
partir da extremidade das cadeias (Horn et al., 2012). O modelo classico de degradacao
da celulose envolve a agdo sinérgica de trés classes enzimaticas: endo-1,4-B-glucanases,
exo-1,4-B-glucanases e B-glicosidases (Figura 6). As enzimas de acdo endo geram
novos terminais redutores e ndo redutores para as enzimas de acdo exo, que liberam a
celobiose, que, por sua vez, ¢ convertida em glicose pelas B-glicosidases.

As endoglucanases (endo-1,4-B-glucanases) sdo as enzimas responsaveis por
iniciar a hidrélise, clivando randomicamente ligacGes na cadeia da celulose da regido
amorfa. Essas enzimas podem atuar de forma progressiva ou ndo progressiva, na qual a
associacdo enzima-substrato é seguida por varios cortes consecutivos em uma unica
cadeia de polissacarideo (Horn et al., 2012). As endoglucanases sdo responsaveis pela
rapida solubilizagdo do polimero, devido a liberacdo de oligossacarideos em diferentes
graus de polimerizacao (De Castro e Pereira, 2010).
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Figura 6. Modelo cléssico das celulases.
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Fonte: adaptacdo Ogeda e Petri (2010).

As exoglucanases (exo-1,4-B-glucanases) atuam sobre a celulose cristalina,
atacando as extremidades redutoras e ndo redutoras do polimero e sdo divididas em
celobiohidrolase e glucanohidrolase (Zhang, Himmel e Mielenz, 2006). As
celobiohidrolases sdo as enzimas mais abundantes em misturas naturais e comerciais de
celulases, tem como produto de hidrolise as celobioses, atuam em terminais redutores e
ndo redutores e sdo inibidas pelo produto de hidrélise. E as glucanohidrolases, pouco
reportadas, sdo capazes de liberar glicose diretamente do polimero (De Castro e Pereira,
2010).

A B-glicosidase converte celobiose, 0 maior produto das endo e exo-glucanases,
e pequenos oligossacarideos em glicose (Horn et al., 2012). A presenca dessa enzima
nos coquetéis enzimaticos € importante para evitar que o acimulo de celobiose resulte
na inibicdo das exo- e endo- glucanases. Assim como essas enzimas, a -glicosidase é

inibida pelo seu produto (De Castro e Pereira, 2010).
2.3.2 Novo modelo de degradacgéo da celulose: Monooxigenases

Estudos recentes apontam a participacdo das enzimas CBM33 e GH61
(monooxigenases liticas de polissacarideos) e a CDH (celobiose desidrogenase) atuando
sinergicamente com as celulases na degradacdo do polimero de celulose (Figura 7).
Essas enzimas sdo atualmente classificadas como “Atividades Auxiliares” (AA), sendo
que essa nova categoria reune as monooxigenases liticas de polissacarideos (LPMO) e

as enzimas redox envolvidas na degradacéo da lignina (Levasseur et al., 2013).
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Os genes que codificam essas proteinas sdo abundantes nos genomas de
microrganismos que degradam a biomassa lignocelulésica, sendo mais comum a
producdo de CBM33 em bactérias e das GH61 em fungos, sendo que ambas possuem

estruturas similares (Horn et al., 2012; Levasseur et al., 2013).

Figura 7. Degradacdo enzimatica atual: monooxigenases e celulases.
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Legenda: Abreviagdes: EG, endoglucanase; CBH, celobiohidrolases; CDH, celobioses desidrogenases;
CBM, modulo de ligagdo ao carboidrato, GH61, monooxigenases. As setas na parte inferior ilustram uma
possivel consequéncia da agdo das GH61.

Fonte: adaptacdo Horn et al. (2012).

As monooxigenases ligam-se ao substrato plano (regides cristalinas) e clivam as
cadeias poliméricas de celulose a partir de um mecanismo oxidativo, dependente de ions
metalicos bivalentes, oxigénio molecular e doadores de elétrons, deixando-as mais
acessiveis as celulases (Horn et al., 2012).

As enzimas GHG61, classificadas atualmente como AA9, sdo monooxigenases
liticas de polissacarideos cobre - dependentes, que contém residuos de histidina
conservados, sendo que a clivagem oxidativa por essas enzimas exige a presenga de um
composto doador de elétrons. Atuam como doadores o acido galico, acido ascorbico, a
glutationa reduzida e celobioses desidrogenases (CDH). Na presenca de material
lignocelulosico, a lignina também pode atuar como doadora de elétrons. As GH 61
oxidam o C1 (carbono 1) da estrutura do anel da glicose, mas também sdo capazes de
oxidar 0 C4 e C6 (Levasseur et al., 2013). O coquetel enzimético Cellic CTec2,
produzido pela Novozymes, contém GH61 e esse é um dos fatores que contribui na
melhora da sua performance em comparacao aos seus antecessores (Horn et al., 2012).

As CBM33, classificadas atualmente como AA10, sdo monooxigenases cobre-

dependentes, que utilizam oxigénio molecular e doadores de elétrons externos, clivam a
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cadeia cristalina da celulose produzindo o éacido aldénico. As CBM33 possuem
estrutura similar & GH61, incluindo um residuo de histidina, componente do sitio de
ligagdo do metal (Levasseur et al., 2013).

A celobiose desidrogenase (CDH), classificada atualmente como AA3 1,
participa do complexo celulolitico de alguns fungos. Possui atividade oxidativa,
oxidando vérios aglcares como celobiose, oligdmeros de glicose e lactose. Embora nao
haja evidéncias, acredita-se que as CDH estejam envolvidas na degradacdo da celulose,
hemicelulose e lignina, atuando também como doador de elétrons para as
monooxigenases (Arantes et al., 2009; Levasseur et al., 2013).

Assim, a acdo das celulases hidroliticas classicas podem ser facilitadas pela acdo
sinérgica das monooxigenases, aumentando a velocidade da conversdo da biomassa,

reduzindo a carga enzimatica e o tempo de processo (Horn et al., 2012).

2.4 Enzimas Acessorias: Xilanases

As hemicelulases sdo enzimas que atuam sobre a hemicelulose, desestruturando
o entrelacamento do tecido vegetal, facilitando o acesso das enzimas no interior da fibra
e, dessa forma, sdo essenciais em misturas enziméticas utilizadas na hidrélise do
material lignocelulésico (Bailey e Poutanen, 1989; Dodd e Cann, 2009; Perpetua Buzon
Pirota et al., 2013). A maior fracdo da hemicelulose presente na biomassa é constituida
por polimeros de xilana, que sdo convertidos principalmente em xilose e arabinose
(Saha, 2003).

A xilana sofre despolimerizacdo pela acdo de endo e exo Xxilanases e é
desramificada pela a¢do de enzimas como acetil-xilano esterase, a-arabinofuranosidase,
acetil manana esterase, feruloil esterases, p-coumaroil esterase e a-glucuronidase (Dodd
e Cann, 2009; Gottschalk, Oliveira e Bon, 2010).

2.5 Microrganismos Celuloliticos

H& uma grande variedade de microrganismos capazes de produzir e excretar para
0 meio extracelular (hemi)celulases, tais como as bactérias e fungos. A maioria dos
fungos é capaz de produzir coquetéis enzimaticos de maior carga proteica em

comparagdo com as bactérias. A celulase comercial é geralmente produzida por duas
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cepas de fungos filamentosos, Trichoderma reesei e Aspergillus niger (Yoon et al.,
2014).

Fungos filamentosos produzem diferentes coquetéis enziméticos capazes de
hidrolisar os polissacarideos contidos na biomassa lignocelulésica. Essas enzimas sao
produzidas principalmente pelos fungos do género Trichoderma (Gottschalk, Oliveira e
Bon, 2010). O T. reesei € o fungo celulolitico melhor caracterizado e o mais utilizado
industrialmente para a producédo de celulases e hemicelulases (Beguin e Aubert, 1994;
King et al., 2009; Horn et al., 2012). Entretanto, os coquetéis produzidos por
Trichoderma séo ineficientes na conversdo da biomassa em moléculas de glicose devido
a baixa producdo de B-glicosidase (Gottschalk, Oliveira e Bon, 2010).

Diante da necessidade de uma grande variedade de enzimas, o fungo
filamentoso Aspergillus vem sendo explorado e destaca-se com a producdo de um
complexo enzimatico contendo celulases, xilanases e outras enzimas acessorias (Kim et
al., 2011). O fungo A. niger apresenta uma maior producdo de p-glicosidases quando
comparada ao T. reesei (Sohail et al., 2009; Farinas et al., 2010).

As principais caracteristicas do fungo filamentoso Aspergillus niger séo:

e Microrganismo aerobio;

e Heterotrdfico;

e Capacidade de producdo de enzimas e biomoléculas (alta capacidade de producédo
de enzimas celuloliticas);

e Capacidade de crescer na auséncia de agua livre;

e Facilidade de manipulacdo e adaptacao;

e Forma de reproducédo através de esporos;

e Crescimento através de filamentos celulares — hifas.

2.6 Tipos de Bioprocessos para a Producéo de Celulases

Os métodos de cultivo convencionais mais conhecidos para producdo de celulases
sdo a fermentacdo em estado solido (FES), caracterizada pelo cultivo em substrato
solido e umidade controlada, e a fermentacdo submersa (FSm), realizada na presenca de
agua. Recentemente, um processo ndo convencional chamado de fermentagédo
combinada (FC) foi desenvolvido por (Cunha et al.,, 2012)), e trata-se de uma

combinacéo dos dois processos convencionais.
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2.6.1 Fermentagdo em estado sélido

A fermentacdo em estado solido (FES) € um processo no qual ocorre o cultivo
de microrganismos sobre ou dentro de particulas em matriz sélida, podendo ser um
substrato ou um material inerte (Figura 8). O contedo de liquido (substrato ou meio
umidificante) presente deve assegurar o crescimento e 0 metabolismo das células, mas
ndo exceder a capacidade maxima de ligacdo da agua com a matriz sélida, ou seja, 0
processo é caracterizado pela auséncia de agua livre. A FES é um processo interessante
para a obtengdo de diversos produtos como enzimas, biomassa microbiana, indculos,
alimentos, medicamentos, dentre outros produtos de interesse econdmico (Schmidell et
al., 2001).

Figura 8. Fermentacédo em estado solido (FES).

if i .

Fonte: acervo pessoal, 2014.

A FES apresenta a vantagem da utilizacdo de substratos mais baratos para a
producdo de enzimas, como 0s residuos agroindustriais, tornando o processo
economicamente atrativo (Holker, Hofer e Lenz, 2004). Os residuos agroindustriais
(bagaco de cana-de-acucar, farelo de trigo e outros) atuam como substrato sélido e
servem como fonte de carbono e energia ao microrganismo (Pirota et al., 2013). As
enzimas produzidas por FES sdo menos susceptiveis a inibicdo pelo substrato, mais
concentradas e apresentam uma maior estabilidade a variacbes de temperatura e pH
(Holker, Hofer e Lenz, 2004). A utilizacdo de fungos filamentosos € vantajosa no
processo de fermentacdo em estado sélido, pois simula o ambiente natural desses
microrganismos (Holker e Lenz, 2005).

Entretanto, a FES possui determinadas limitagdes relacionadas ao controle das

varidveis operacionais, como a umidade do substrato e a temperatura, o que dificulta a
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ampliacdo de escala (Pirota et al., 2013; Prevot et al., 2013). Outras dificuldades
operacionais encontradas nesse processo sd80 O monitoramento de pardmetros
operacionais como o pH e crescimento do microrganismo, e também dificuldade na

amostragem representativa devido a heterogeneidade do meio (Schmidell et al., 2001).

2.6.2 Fermentagdo submersa

O processo de producdo enzimatica utilizando microrganismos pode ser
conduzido com o meio nutriente no estado liquido, conhecido como fermentacédo
convencional ou fermentagcdo submersa (FSm), conforme ilustrado na Figura 9. Esse
processo de cultivo ocorre em fermentadores em escala industrial, fermentadores de

bancadas ou em frascos agitados (Schmidell et al., 2001).

Figura 9. Fermentacdo Submersa (FSm).

Fonte: acervo pessoal, 2014.

A fermentacdo submersa apresenta vantagens como a facilidade de cultivo em
grandes escalas, a homogeneidade do meio e o facil controle dos parametros
importantes (Couto e Sanroman, 2006). Outras caracteristicas positivas de destaque da
FSm é o meio de cultura fluir livremente, a facil inoculacdo e uma melhor absorcéo dos
nutrientes pelo microrganismo. Contudo ha gastos elevados com a aeracédo, a formacéo
de espuma que atrapalha o crescimento do microrganismo e extratos enzimaticos mais
diluidos, que requerem a adicdo de processos de concentracdo e/ou purificacéo,

encarecendo a producéo (Yoon et al., 2014).

2.6.3 Fermentacéo sequencial



20

O processo ndo-convencional, chamado de fermentacdo sequencial (FS),
desenvolvido para uma linhagem de Aspergillus niger € uma combinacgdo dos processos
convencionais FES e FSm. A FS é caracterizada pela realizacdo de um pré-cultivo com
etapa inicial no estado sélido e posterior transicdo para cultivo submerso. Esse novo
método de cultivo apresentou uma maior produtividade enzimatica de celulases em
relagdo ao processo convencional (FSm), tendo como vantagem a adaptagdo do
microrganismo ao substrato solido desde sua germinagdo, o que reduz o periodo do
inicio da producdo das enzimas no cultivo (Cunha et al., 2012). O uso da fermentacao
sequencial (FS) para a producdo enzimatica mostrou-se superior a0 método de
fermentacdo sumbmersa (FSm), para outras trés linhagens de Trichoderma estudadas
(Florencio et al., 2015).

2.7 Sacarificacdo Enzimatica

A producdo de aglcares fermentesciveis a partir de materiais lignoceluldsicos
pode ocorrer por hidrolise quimica ou enzimatica. A hidrélise &cida € uma tecnologia
mais madura mas, por utilizar processos a base de acidos fortes, torna-se desfavoravel
ambiental e economicamente (Lynd, 1996). A rota enzimética apresenta como
vantagens em relacdo aos demais processos, as condigdes mais amenas de operagéo e a
auséncia de residuos tdxicos, tornando-a uma melhor opcdo para desenvolvimento
sustentavel do processo. As dificuldades envolvendo o uso da hidrdlise enzimatica sdo o
alto custo das celulases comerciais e a recalcitrdncia da biomassa vegetal (Duff e
Murray, 1996; Ogeda e Petri, 2010; Yoon et al., 2014).

A velocidade de hidrdlise enzimatica varia com a heterogeneidade do substrato,
pois a reacdo depende do contato enzima-substrato e da interacdo entre as reacfes
enzima-substrato no decorrer das etapas intermediarias da hidrdlise, as quais ja vao
liberando intermediérios antes do produto final. Inicialmente, a regido amorfa é
hidrolisada. Depois a regido cristalina, que caracteriza a etapa mais lenta do processo
(Andric et al., 2010).

A hidrolise enzimética é realizada em condigdes amenas, pH ao redor de 4,8 e
temperaturas entre 45-50°C, faixas Otimas para a maioria das enzimas envolvidas no
processo. A concentracdo de sélidos geralmente ndo ultrapassa 10% (m/v) devido a
problemas reoldgicos. No entanto, 0 emprego de cargas mais altas de sélidos, de até

30% de sdlidos, tem sido estudado (Cannella e Jorgensen, 2014). A carga enzimatica
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varia de acordo com o substrato e processo, sendo que maiores cargas sdo requeridas
para biomassas mais recalcitrantes e processos em batelada. A agitacdo também é um
parametro importante no processo, a agitacdo vigorosa pode causar perda de enzima
devido a forca de cisalhamento (Duff e Murray, 1996; Sun e Cheng, 2002).

A recalcitrancia do material lignocelul6sico é a maior limitagdo no processo de
hidrélise, assim, o pré-tratamento € uma etapa crucial para a sacarificacdo da biomassa,
uma vez que a ligagdo entre a lignina e a hemicelulose dificulta o acesso das enzimas a

celulose e, consequentemente, reduz a eficiéncia da hidrolise (Dodd e Cann, 2009).

2.7.1 Pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica

O pre-tratamento eficiente visa o rompimento das estruturas lignina-
hemicelulose-celulose, a reducdo do tamanho das particulas, a reducao da cristalinidade
da celulose, 0 aumento da porosidade do material, a preservacao das pentoses e hexoses
e a minimizacdo da formacdo de inibidores, dos gastos energéticos e custos (Sun e
Cheng, 2002; Mosier et al., 2005).

Durante o pré tratamento, caracteristicas quimicas, fisicas e morfoldgicas séo
alteradas, tornando a biomassa mais acessivel a sacarificacdo enzimatica (Figura 10). A
fim de se fracionar, solubilizar, hidrolizar e separar a celulose, a hemicelulose e a
lignina, varios pré-tratamentos estdo disponiveis, a partir de métodos fisicos, quimicos,

fisico-quimicos e bioldgicos.

Figura 10. Alteracbes estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina
determinadas pelo pré-tratamento.

N / f

oS ‘

9l 1

Hemicelulose é N (.\.-:.\
Pré-Tratamento C .\, ). [ K ).) e S

DY NG

( Y

Lignina P \ ;S g

Celulose Lignina
Celulose

Fonte: adaptacdo Mosier et al. (2005).
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O pré-tratamento por explosdo a vapor, o hidrotérmico e o &cido diluido
geralmente geram inibidores solGveis que influenciam negativamente a hidrolise
enzimatica e a fermentacdo alcdolica. Os componentes tdxicos e inibitorios liberados
variam com o pré-tratamento e incluem aclcares sollveis, derivados de furano
(hidroximetil furfural e furfural), acidos orgénicos (acético, formico e levulinico) e
compostos fenolicos (Kim et al., 2011).

A maioria dos inibidores das enzimas sdao os compostos fenolicos, oriundos da
degradacéo da lignina (Ximenes et al., 2011). Os efeitos inibitdrios e desativadores dos
compostos fendlicos no complexo celulasico tém sido bastante estudados. Entretanto,
pouco se sabe sobre a natureza das interagdes e 0s mecanismos de inibicdo (Ximenes et
al., 2010; Kim et al., 2011; Ximenes et al., 2011).

Tem sido reportado que a lavagem do material, pré-tratado a vapor ou
hidrotermicamente, com 4&gua quente (~90 °C) remove compostos como
oligossacarideos e fendlicos, que atuam como inibidores na hidrélise enzimatica e na
fermentacdo com leveduras (Kim, Mosier e Ladisch, 2009; Kim et al., 2013).

Cada técnica de pré-tratamento tem as suas vantagens e desvantagens, sendo que
para 0 bagaco de cana-de-aglUcar os pré-tratamentos hidrotérmicos vém se destacando
(Laser et al., 2002; De Souza et al., 2013). No processo de explosdo a vapor, é
adicionado vapor saturado a biomassa até uma alta pressdo, seguido de uma réapida
descompressao explosiva, enquanto que no pré-tratamento hidrotérmico a biomassa €
exposta a agua quente sob pressdo (Laser et al., 2002; Mosier et al., 2005). Ambos 0s
processos sdo capazes de extrair os polimeros mais sollveis e contribuem para a
remogdo da fracdo de hemicelulose da biomassa, entretanto, as quantidades e

caracteristicas das fibras resultantes e dos inibidores podem variar.

2.8 Influéncia dos Tons Metalicos

As enzimas celuloliticas sdo susceptiveis a influéncia de ions metalicos, seja
sofrendo efeitos inibitorios, indutores ou desativadores. A sua influéncia varia de
enzima para enzima, de acordo com a fonte e o microrganismo. Alguns estudos da
influéncia dos ions metalicos na atividade de enzimas que degradam a biomassa

lignocelulosica estéo apresentados na Tabela 1.
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Os ions metélicos sdo capazes de influenciar distintamente diferentes
endoglucanases produzidas por um mesmo microrganismo, bem como endoglucanases
produzidas por diferentes microrganismos.

Em estudo realizado por Kaur et al. (2007) e Franco et al. (2011) verificou que
as endoglucanases de Streptacidiphilus sp. apresentaram um aumento de atividade na
presenca de Mn?* (78,6%) e Co?" (54,1%).

Segundo Moreira et al. (2013), foi observado que duas xilanases isoladas de
Aspergillus terreus (Xill e Xil2) sdo inibidas pelos ions metalicos Ag*™ (10 mM) e K* (1
e 10 mM), mas ndo na mesma intensidade. O fon de Mn?* na concentra¢do de 10 mM
aumentou as atividades das xilanases Xill e Xil2 em 36 e 61%, respectivamente. Essas
xilanases também tém a sua atividade aumentada na presenca de EDTA, sendo a Xill a
mais afetada com o aumento de 23%.

Harris et al. (2010) demonstraram a importancia da presenca de ions bivalentes
para as monooxigenases GH61 e como elas atuam sinergicamente com as celulases,
melhorando o desempenho na hidrolise. Entretanto, a utilizacdo de ions metélicos em
extratos enzimaticos, sem a adicdo extra de monooxigenases, ndo atuam
necessariamente de forma positiva na atividade enzimatica das celulases totais (Andrade
etal., 2011).

As B-glicosidases também séo influenciadas pela adigdo de ions metélicos. Riou
et al. (1998) observaram que as B-glicosidases de Aspergillus oryzae glicose tolerantes
sdo inibidas por uma grande variedade de cations (Ag*, Hg?*, Cu?*, Zn** e Fe*") na
concentracgdo de 5 mM. Entretanto, a presenca de Mn?* foi capaz de aumentar em 77% a
atividade enzimatica.

Kim et al. (2001) estudaram a influéncia dos ions metalicos de Cu?*, Mn?*, Ca?",
Hg?*, Ba?*, Pb%*, e Cd?*" na concentracdo de 10 mM, no processo da hidrolise de
celulose cristalina (Avicel) utilizando duas celobiohidrolases isoladas (CBH1 e CBH2)
do extrato comercial de Trichoderma reesei. A adicdo dos ions Mn?*, Ba** e Ca?'
acarretou em um aumento dos agucares redutores de 42, 35 e 14% paraa CBH1 e 77, 75
e 15% para CBH2, respectivamente. Esses dados corroboram a informacgéo de que a
influéncia dos ions metalicos varia de enzima para enzima, da mesma classe enzimatica,
produzidas pelo mesmo microrganismo. Nesse estudo, o cation Mn?* foi o que mais
aumentou e o Hg?* foi o que mais reduziu a atividade enzimatica das celobiohidrolases.
Assim, foram realizadas cinéticas de adsorcao para esses dois casos e constatou-se que o

processo de adsorcdo segue a cinética de Langmuir, e que ap6s 60 minutos, a adsorgdo
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se estabiliza. Constatou-se também, que a adicdo de Mn?* aumentou a constante de
afinidade de adsorcdo (Kag), indicando que a presenga desse ion metalico aumenta a
afinidade de adsorcdo da enzima pelo substrato. A situa¢do contréria ocorre quando é
adicionado o fon Hg?* no meio.

Durante o processo de sacarificacdo da biomassa lignoceluldsica ocorre a
adsorcdo improdutiva de enzimas na lignina. A adsorcdo das enzimas na lignina é
impulsionada pela interac&o hidrofobica e eletrostatica, e esses dois fatores influenciam
a adsorcdo de forma distinta para cada classe enzimatica. A interacdo hidrofobica é
considerada a maior forca no processo de adsorcdo (Pareek, Gillgren e Jonsson, 2013;
Ko et al., 2015). Além de inibir o processo de hidrélise pela adsorcdo de enzimas
improdutivas, a lignina contribui limitando o acesso da &rea de superficie da celulose
restringindo-a, e através de deposicdo de pequenas goticulas esféricas de lignina na
superficie da fibra, causando um efeito de blindagem (Pareek, Gillgren e Jonsson,
2013).

Os ions metalicos podem ser adsorvidos pela lignina diminuindo a adsorcao

improdutiva de enzimas (Figura 11) (Guo, Zhang e Shan, 2008).

Figura 11. Influéncia do ion metalico no processo de sacarificacdo da biomassa.

Fonte: adaptacdo Wang et al. (2013).

Acredita-se que mais de um mecanismo esteja envolvido na formacéao da ligacéo
lignina-ion, dentre eles permuta idnica, adsorcao superficial, e complexagdo. A adsor¢ao
é fortemente dependente do pH e da forga idnica. Superficies de lignina contem dois
sitios acidos, com radicias hidroxilas, principais nos quais ocorre a ligacdo do ion,
grupos carboxilico e fendlicos. Os sitios fendlicos tem maior afinidade pelo ion
metalico do que o carboxilico (Guo, Zhang e Shan, 2008).

A afinidade de adsorcgéo das celulases pela lignina pode ser alterada de acordo

com o pré-tratamento utilizado. As celulases de Trichoderma reesei tém maior afinidade
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de adsorcdo pela lignina isolada da madeira do eucalipto pré-tratado por explosdo a
vapor do que pela lignina isolada da madeira de eucalipto bruta e provavelmente isso
ocorre devido & mudangas moleculares da lignina causadas pelo pré-tratamento. O
aumento da afinidade lignina-celulase prejudica a atividade enzimatica (Nonaka,
Kobayashi e Funaoka, 2013).

Estudos realizados com a adicdo de agentes tensoativos (surfactantes) na etapa
de hidrdlise enzimética da biomassa lignocelulésica mostraram um aumento da
conversdo da celulose em acucares soltveis. Estudos de adsorcdo da celulase de
Trichoderma reesei durante a hidrolise mostrou que tensoativos aniénicos e ndo-ionicos
reduzem a adsorcéo da enzima. A melhor conversdo de lignocelulose com a adi¢édo do
surfactante pode ser explicada pela redugdo da adsor¢do improdutiva da enzima na
lignina presente no substrato. Isto ocorre devido a interacdo hidrofobica do surfactante a
lignina na superficie da biomassa lignocelulolitica, que libera a enzima improdutiva
ligada néo especificamente (Eriksson, Borjesson e Tjerneld, 2002)

Segundo Liu, Zhu e Fu (2010), os ions metalicos também tém a capacidade de se
complexar com a lignina durante o processo de hidrolise enzimatica, sendo que o Cu?* e
Fe?* reduzem consideravelmente (~50%) o efeito da degradacio da biomassa na
hidrélise enzimatica da celulose na presenca de lignina. Ja o Ca?* e 0 Mg?* destacam-s,
reduzindo ou eliminando a adsorgdo improdutiva da enzima pela formag&o do complexo
lignina-metal. A adicdo desses ions em uma concentracdo de 10 mM eliminou quase
completamente a adsor¢do improdutiva da enzima sobre a lignina sulfonada (SL),
organosolv (OL) e kraft (KL). O ion Ca*? também reduziu o efeito inibidor da lignina
ligada no substrato de madeira pré-tratada, indicando a formacdo de complexos ion-
lignina em matérias lignoceluldsicos pré-tratados.

Essa complexacdo é de grande interesse no processo de sacarificacdo enzimatica
evitando a perda de enzimas por adsor¢do improdutiva na lignina, possibilitando a
reducdo da carga enzimatica e consequentemente, diminuindo o custo do processo. As
diferengas de adsorcdo e complexacdo ions-lignina relacionam-se as diferentes

estruturas quimicas e grupos funcionais que participam dessa interag&o.



Tabela 1. Influéncia dos ions metalicos na atividade enziméatica.
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Origem extrato

Autor/Ano Fungo Enzima enzimatico lon/Concentracéo Conclusao
- Inibicdo significante:
Aspergillus B-glicosidase EDTA Ag’, Hg™, Cu™, Zn™", Fe™",
Riou et al. gr gae Iicgsetolerante FSm: quercetina Ag', Ca™, Cu™, Fe™, - Nao ¢ afetada pelo
(1998) CBSy12559 g (HGT-BC) - Hg?*, Mg?*, Mn?*, Zn?* EDTA;
5mM - Aumento de 77% na
presenca de Mn*2,
EDTA - EDTA inibe a EGI e
Melanocarnus Mercaptoetanol EG II;
Kaur et al. 5p P Endoglucanase FSm: palha de Ca?*, Cu?*, K*, Mg#, - Inibicdo EG1: Ca*" e
(2007) ' EGl e EGII arroz Mn?*, Na*, Zn?* Zn %
MTCC 3922 10 mM - Inibicdo EGII: Fe?* e
Mn?*.
- Hidrdlise palha de milho
Trichoderma pré-tratada com C ou
. Celulases (C) C+GH®61;
reesel EDTA - EDTA ndo interfere em
Harris et al. Cedido pela Ca?*, Co**, Mg®*, Mn?*, H S
(2010) Novozymes Ni*, zZn? nenhuma das combinagdes;
_ 1 M - C + Zn?*: inibicéo;
T. aurantiacus GH61 - C + GH61 + todos os
GH61A fons testados: aumento da
conversao.
EDTA -Inibicdo gerada por todos

Andrade et al.
(2011)

Trichoderma sp.

Is-05

Celulases Totais

FSm: farelo de
trigo

Ba2+ Ca2+ C02+ Cu2+
Fe?*, Hg?*, K*, Mg?*,
Mn?*, Na%*, Zn?*
10 mM

os ions e EDTA,;
- Co%*, Cu?,
geraram inibicdo>80%.

Mn?Z*




Streptacidiphilus

Ba?*, Ca’*, Co?*, Cu®,
Fe2+’ K2+, Mg2+’ Mn2+,

Nenhum ion causou
inibicao;

Franco et al. s Endoalucanase FSm: bagaco de Na2* - Aumento da atividade:
(2011) PES% o5 g cana-de-agucar 2 MM Mn?*: 78,6%;
Co%": 54,1%.
- Hg?*: Inibicdo (~100%);
EDTA - Ag® e K efeito
inibitorio;
. Ag?*, Ca?*, Co?*, Cu?®", nl e _
Moreira et al. AS{;?,:%:J;US Xilanase FSm: bagaco de  Fe?*, Hg?*, K*, Mg?*, ;jel\?/’lgo/ )gilloéné\{lg/' )??ITento
(2013) Xil e Xill cana-de-aguicar Mn?*, Na?*, Zn* . A

ImMe 10 mM

- Mg#, Ca*, zn*, Cu®
Na?*: ndo afetam a
atividade
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado em todos os cultivos foi uma cepa do fungo
filamentoso Aspergillus niger 3T5B8 pertencente a colecdo da Embrapa Agroindustria e
Alimentos (Rio de Janeiro, Brasil) (Couri e Defarias, 1995). Os esporos mantidos sob
congelamento a -18°C foram ativados em meio de batata dextrose agar por 4 dias a
32°C. A suspensdo de esporos foi preparada adicionando-se 10 mL de uma solugédo
0,3% v/v de Tween 80 e a concentracdo de esporos foi determinada utilizando uma

camara de Neubauer.

3.2 Substratos

3.2.1 Substratos do cultivo

O substrato indutor utilizado durante os cultivos foi o0 bagaco de cana-de-agucar
pré-tratado por explosdo a vapor e hidrotérmico.

O bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por explosdo a vapor (BEX) foi doado
pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC, Piracicaba, Brasil). O pré-tratamento foi
conduzido a 17x10° Pa e 205°C durante 20 minutos. O bagaco de cana-de-aglcar
explodido foi lavado com agua quente (50-60°C) (Rodriguez-Zufiiga et al., 2015) até a
agua de lavagem atingir pH neutro e seco em temperatura ambiente até umidade <10%,
sendo denominado bagaco explodido lavado (BEXL.).

O bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado hidrotermicamente foi preparado em um
reator de 5L (Modelo 4580, Parr Instruments), utilizando uma carga de sélidos de 10%
a 195°C por 10 minutos. O bagaco hidrotérmico passou pelo mesmo procedimento de
lavagem e secagem aplicado ao bagaco explodido lavado, sendo denominado bagaco
hidrotérmico lavado (BHT).

Todas as amostras de bagaco foram moidas e peneiradas, e o tamanho de
particula selecionado foi 1,0<dp<2,0 mm. A caracterizacdo fisica dos materiais pré-
tratados foi analisada por microscopia eletrénica de varredura (MEV), usando um
microscopio JEOL Model JSM-6510 equipado com um detector de elétrons secundarios

e operado a 15 kV. Para essas analises, as amostras foram coladas em stubs de aluminio,
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usando fita carbono e recobertas com ouro (Leica Sputter Coater — SCD050)

3.2.2 Substratos da sacarificagdo enzimaética

Os substratos utilizados durante o processo de hidrolise enzimatica foram o
bagaco de cana-de-acucar submetido a diferentes pré-tratamentos e celulose
microcristalina (Avicel).

Foram utilizados 0os mesmos bagacos pré-tratados descritos na sec¢do 4.2.1 o
hidrotérmico (BHT), hidrotérmico lavado (BHTL), o explodido (BEX), o explodido
lavado (BEX.) e 0 bagaco de cana-de-agticar submetido ao pré-tratamento &cido (BAc).

O pré-tratamento acido foi realizado de acordo com protocolo fornecido pela
Embrapa Agroenergia (Brasilia, Brasil). O procedimento consistiu na adicdo de uma
solucdo de éacido sulfurico 1,5% (v/v) no bagaco de cana-de-aglcar in natura na
propor¢do 10% m/v. Os Erlenmeyers foram fechados com papel aluminio e levados
para a autoclave por 30 minutos a 121°C. Apds a hidrdlise acida o material foi lavado
com o dobro do volume utilizando &gua destilada e seco em temperatura ambiente até
umidade <10%.

Todas as amostras de bagaco foram moidas e peneiradas, € o tamanho de

particula selecionado foi 0,5<dp.

3.2.3 Caracterizacdo quimica do substrato

Todo os substratos passaram pelo processo de caracterizacdo quimica, em
triplicata. O método envolveu dois processos de hidrolise acida do material com &cido
sulfurico, descritos por Gouveia et al. (2009). Os acUcares, acidos e furfurais liberados
foram quantificados utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a
partir deles foram calculados os teores de celulose, hemicelulose e lignina.

3.3 Condicdes de Pré-cultivo das Fermentacgdes Submersa e Sequencial
Os procedimentos descritos envolvendo as condi¢cdes de pre-cultivo e a

producdo enzimatica foram realizados para os substratos BEX, BEXL e BHTL em

triplicata.
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3.3.1 Meio de cultivo

O meio de cultivo utilizado foi descrito por Mandels e Sternberg (1976),

adaptado por Cunha et al. (2012), conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Meio de cultivo.

Reagentes Concentracao Unidade

(NH4)2S04 14
KH2PO4 2,0
CaCl» 0,3
MgS04.7H20 0,2

Uréia 5.0 gL
Peptona de soja 2,0
Extrato de levedura 1,0
Tween 80 1,0
FeS0O4.7H20 5,0
MnSO4.H20 1,6

ZnSO4.7TH;0 14 mg/L
CoCl; 2,0

3.3.2 Procedimento do pre-cultivo submerso (FSm)

Foram inoculados 107 esporos/mL no volume final de 200 mL de meio de cultivo
(Tabela 2) em frascos Erlenmeyer de 500 mL enriquecido com 30 g/L de glicose e pH
inicial 4,5. Os frascos foram incubados em mesa orbital rotativa a 200 rpm, 32 °C por
48 h.

3.3.3 Procedimento do pré-cultivo sequencial (FS)

A primeira etapa do pré-cultivo foi realizada em estado sélido, na qual 10’
esporos/g de substrato s6lido foram inoculados diretamente sobre 5 g o bagaco de cana
pré-tratado presentes em frascos Erlenmeyer de 500 mL. Posteriormente a
homogeneizacdo, a umidade do substrato indutor foi ajustada com a adi¢do do meio de
cultivo (Tabela 2) sem a suplementacéo de glicose, na proporgéo de 12 mL por 5 g de
substrato sélido. Os frascos permaneceram incubados em estufa a 32 °C por 24 h. Apés
esse periodo, iniciou-se a segunda etapa de transicdo para a fermentacdo submersa,
através da adicdo de 200 mL meio liquido (Tabela 2) enriquecido com 30 g/L de

glicose, com pH inicial 6,0. Apoés a homogeneizacdo, os fracos foram mantidos em
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mesa incubadora rotativa a 200 rpm e 32 °C por 48 horas (Cunha et al., 2012).

3.4 Producéao Enzimética

3.4.1 Fermentacdo submersa (FSm) e sequencial (FS)

Os cultivos para a producdo enzimatica por FSm e FS foram realizados em
frascos de Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL de volume final composto de meio
de cultivo (Tabela 2) enriquecido com 10 g/L de glicose, 10 % (v/v) do caldo do pré-
cultivo e 1 % (m/v) da matéria-prima lignocelulésica. Os frascos foram incubados em
mesa incubadora rotativa a 200 rpm por 72h a 32°C. No final das 72 h, as amostras
foram filtradas, centrifugadas a 11.000 rpm por 15 min e mantidas a -18°C para

posteriores analises enzimaticas.

3.4.2 Fermentacdo em estado solido (FES)

A producdo enzimatica por FES dispensa a etapa de pré-cultivo. Nesse tipo de
cultivo, 107 esporos/g de substrato solido foram inoculados diretamente sobre 5 g da
matéria-prima  lignocelulésica presentes em frascos erlenmeyer de 500 mL.
Posteriormente, a homogeneizacdo, a umidade do substrato indutor foi ajustada com a
adicdo do meio de cultivo (Tabela 2) sem a suplementacdo de glicose, na proporcdo de
12 mL por 5 g de substrato solido. Os frascos permaneceram incubados em estufa a
32°C por 72 h. Para a obtencao dos extratos enzimaticos foi realizada a extragcdo com a
adicdo de tampdo acetato de sédio 200 mM e pH 4,5 na propor¢do 1:10
(sélido/liquido). Os frascos foram mantidos em mesa incubadora rotativa a 120 rpm a
32°C por 40 min.

Para a producdo do coquetel enzimético utilizado na hidrolise usando como
substrato farelo de trigo, foram inoculados 107 esporos/g de substrato sélido diretamente
sobre 20 g de farelo de trigo em frascos erlenmeyer de 500 mL, a umidade do substrato
indutor foi ajustada com a adi¢do de 30 mL de sulfato de amonio 0,91% em acido
cloridrico 0,1 M para cada 20 g de substrato indutor. Para a extracdo foi adicionado
tampédo acetato de sodio 200 mM e pH 4,5, na propor¢do 1:5 (solido/liquido). A
suspensdo foi filtrada e o extrato enzimatico obtido foi centrifugado a 11.000 rpm por

15 min e mantido a -18°C para posteriores analises enzimaticas.
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3.5 Avaliacdo da Influéncia dos lons Metalicos

3.5.1 Influéncia na atividade e estabilidade térmica das enzimas

Para testar a influéncia dos ions metalicos na atividade e estabilidade térmica
enzimatica, foram utilizados os ions bivalentes Ca e Co na forma de cloreto e Cu, Mg,
Mn, Ni, Zn na forma de sulfato. Também foi utilizado o quelante EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético), a fim de se testar a influéncia dos ions intrinsecos ao
extrato bruto, e uma substancia desnaturante, o mercaptoetanol.

Para os testes de atividade e estabilidade, o extrato enzimatico foi analisado sem
a adicdo dos ions ou das outras substancias e esses dados foram utilizados como valores
de referéncia. A concentracdo dos ions no volume reacional, durante os testes das
atividades de endoglucanase, xilanase e B-glicosidase, e na incubacdo durante o teste de
estabilidade foram de 2 mM e/ou 10 mM.

3.5.2 Influéncia no processo de sacarificacdo da biomassa

O processo de sacarificacdo da biomassa foi conduzido com 5% de carga de
solidos, em reator de hidrélise com rotacdo de 360° a 50°C por 24 horas em pH 4,5. A
quantificacdo da glicose liberada ap6s 24 horas do processo foi determinada por um kit
enzimatico de glicose oxidase (Doles, Brasil).

Na etapa de hidrolise utilizou-se os seis substratos descritos na sec¢do 4.2.2.
Para estudar a influéncia dos ions metalicos foi previamente selecionado o ion de
manganés em ambas as concentracdes (2 e 10 mM). Foram utilizados 4 extratos
enzimaticos: o extrato enzimatico bruto produzido por fermentacdo em estado sélido
(FES) utilizando o bagaco hidrotérmico lavado (EB) como substrato, o extrato bruto
concentrado utilizando a técnica de precipitacdo de proteinas por acetona (EBcon), 0
extrato bruto produzido por FES utilizando como substrato farelo de trigo (EBr7) € 0
coquetel enziméatico comercial CelicCTec 2 (Comercial). A carga de proteina utilizada

por grama de substrato para cada coquetel enzimatico esta descrita Tabela 3.



33

Tabela 3. Carga de proteina por grama de substrato utilizada na hidrolise.

Extratos Enzimaticos
Carga da hidrolise EB EBcon EBrr Comercial

(mg de proteina / 0,60 2.4 7,4 3,7
g de substrato)

Os valores de conversdo foram obtidos a paritr da Equacdo 1. Na qual G é a
glicose liberada e quantificada no final do processo, Cs é a fragdo de celulose presente

no substrato, m é a massa de substrato utilizada.

GL.(g)*0,9 " 100

Ce et (2) (Equacéo 1)

Conversao (%) =

Para a concentracdo do extrato enzimatico bruto foi utilizado a técnica de
precipitacdo de proteinas utilizando acetona. No processo o0 extrato enzimatico foi
gotejado na acetona, a frio, na proporcdo 1:3 (extrato:acetona). Este procedimento foi
realizado em banho de gelo em baixa agitacdo. A mistura extrato-acetona foi incubada
“over night” a -18°C. Ap0s a incubacéo, a suspensao foi centrifugada a 4°C durante 15
minutos a 12000 rpm. O precipitado foi ressuspendido com tampéo acetato de sodio 0,2

mol/L e pH 4,5 na proporcdo 1:10 (tampéo:acetona).

3.6 Métodos Analiticos

3.6.1 Atividade de endoglucanase

A atividade de endoglucanase foi determinada, utilizando-se como substrato
uma solucéo de carboxi-metil-celulose 4% m/v (CMC - Sigma, USA) em tampao citrato
de sodio 200 mM, pH 4,8 (Ghose, 1987). A reacdo foi realizada na proporc¢do de 1:1
(enzima-substrato) durante 10 minutos, a 50°C. Quando necessdrio o extrato era
previamente diluido. A conversédo da reacéo foi avaliada pela quantificacdo dos agucares
redutores liberados, utilizando-se 0 método de DNS (Miller, 1959). Uma unidade de
atividade enzimatica (UIl) corresponde a 1 umol de grupos redutores liberados por

minuto de reacao.

3.6.2 Atividade de xilanase
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A atividade de xilanase foi determinada, tendo como substrato uma solugdo de
xilana beechwood 1 % (Sigma, USA) em tampéo acetato de s6dio 200 mM, pH 5,0
(Bailey e Poutanen, 1989). A reacdo foi realizada, adicionando-se 0,1 mL de extrato
enzimatico, diluido quando necessario, em 0,9 mL de solucdo de xilana, por 5 minutos a
50 °C; a conversdo da reacdo foi avaliada pela quantificacdo dos agucares redutores
liberados a partir do método de DNS (Miller, 1959). Uma unidade de atividade
enzimética (Ul) corresponde a 1 pmol de grupos redutores liberados por minuto de

reacao.

3.6.3 Atividade B-glicosidase

A atividade de B-glicosidase foi determinada utilizando como substrato uma
solucdo de celobiose 150 mM (sigma, USA), preparada em tampao citrato de sédio 200
mM, pH 4,8 (Ghose, 1987). A reacdo desenvolveu-se incubando a solucdo enzima-
substrato, na proporgdo de 1:1 (v/v) durante 30 min a 50 °C, e foi interrompida por
submersdo em agua fervente por 5 min. A quantificacdo da glicose liberada foi

determinada por um Kit enzimatico de glicose oxidase (Doles, Brasil).

3.6.4 Anélise das proteinas totais

As proteinas totais presentes no extrato foram quantificadas pela metodologia
de (Bradford, 1976), utilizando o micro ensaio (0 — 0,1 mg de proteina/mL). Para isso,
um volume de 100 pL de extrato enzimético foi adicionado em 1 mL de reagente e
incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo, a absorbancia foi
medida em espectrofotbmetro a 595 nm. Os resultados foram expressos em mg de

proteina/mL, com o uso de albumina do soro bovino (BSA) como padrao.

3.6.5 Andlise dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos totais foram analisados pelo método Azul da Prussia
proposta por (Price e Butler, 1977), seguindo o procedimento experimental descrito por
(Ximenes et al., 2010). Nessa reacdo, um volume de 3 mL do extrato foi transferido
para uma cubeta na qual era adicionado 200 pL de KoFe(CN)s 0,008M, seguido da
adigdo de 200 uL de 0,1M FeClz preparado em HCI 0,1M. A absorbancia foi medida a
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700 nm, ap6s cinco minutos de reacdo em temperatura ambiente, usando &cido galico

como padréo.
3.6.6 Estabilidade e inativacdo térmica

As estabilidades térmicas de endoglucanase, B-glicosidase e xilanase foram
avaliadas, medindo a atividade enzimética residual apds a incubacdo do extrato
enzimatico bruto em tampéo acetato pH 4,5 a 50 °C, durante um periodo total de 24h
para os ensaios de selecdo do extrato e 72 h para 0s ensaios com os ions metalicos.

Para os experimentos iniciais de selecdo, a amostragem foi feita em intervalos de
tempo de 10 minutos e 2, 4, 6, 12, e 24 h. Para 0s experimentos na presenca dos ions, a
amostragem foi feita em 24, 48 e 72 h. No final do periodo de incubacéo, os tubos de
ensaio contendo as enzimas foram imediatamente colocados no gelo para interromper a
reacdo de inativacdo. A medida de atividade enzimética foi realizada sob condicGes
padrBes das analises.

O modelo proposto por Sadana e Henley (1987) foi ajustado aos dados
experimentais (Equacao 2).

A

—=0-a)- ekt + o (Equagio 2)

Onde A/Aq ¢é a atividade adimensional, a é a relagdo entre as atividades
especificas dos estados iniciais e finais e k é a constante da taxa de primeira ordem de
desativacio (hora?). O pardmetro k descreve o processo de desdobramento (ou
inativacdo) da enzima (Sadana e Henley, 1987). O tempo de meia vida da enzima,
tempo necessario para que ocorra uma reducdo de 50% da atividade inicial, foi

calculado pela Equacéo 3.

05—«
1-a

tijz = —%ln( ) (Equacéo 3)

3.7 Eletroforese

O perfil eletroforético dos extratos enziméaticos produzidos por FES, FSm e FS

utilizando como substrato o bagaco de cana hidrotérmico lavado (BHTL) foi
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determinado por eletroforese SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12% (m/v) segundo
Laemmli (1970). Amostras das solugbes enzimaticas (4 pL) com a mesma
concentragcdo proteica (0,40 mg/mL) foram aquecidas por 5 minutos em tampdo de
ruptura (Tris-HCI 75 mM pH 6,8, B-mercaptoetanol 5% v/v, glicerol 10% v/v, azul de
bromofenol 0,01% m/v) e posteriormente aplicadas em canaletas pré formadas em gel
de eletroforese. Na primeira canaleta foram aplicados 4 pL. do marcador de massa
molecular Precise™ (AMRESCO) 15 — 115 kDa. A corrida eletroforética foi realizada
durante 90 minutos (60 V para 0-30 min, e 110 V para 30-90 min) em uma cuba de
eletroforese vertical contendo tampé&o de corrida (Tris-HCI 25 mM pH 8,3, glicina 190
mM, SDS 0,1% m/v). A revelacdo do gel ocorreu em duas etapas, o gel foi corado com
Comassie blue R-250 por 40 min e descorado por 12 horas utilizando uma solugéo de

acido acético 6% e etanol 3% (v/v).



37

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As celulases agregam um grande custo nos processos que envolvem a producéo
de etanol 2G. A adicéo de ions metalico se apresenta como uma alternativa interessante
para 0 aumento da atividade e estabilidade enzimatica e a reducdo da perda de enzimas
por adsorcéo improdutiva na lignina, possibilitando assim a reducéo da carga enzimatica
e, consequentemente, diminuindo o custo do processo.

Sendo assim, no presente estudo avaliou-se a influéncia dos ions metalicos na
atividade e estabilidade enzimatica do extrato enzimatico de (hemi)celulases obtido a
partir do cultivo de Aspergillus niger e na etapa de hidrélise do bagaco de cana-de-
acucar.

A fim de atingir o objetivo geral do trabalho, foi utilizada a seguinte estratégia
experimental:

i. Produzir extratos enzimaticos utilizando diferentes técnicas de cultivo
(fermentagdo em estado sélido, fermentacdo submersa e fermentagdo
sequencial) e substratos indutores (bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado por
explosdo a vapor e hidrotérmico) paar avaliacdo da influéncia das condicdes
de cultivo na producdo enzimatica;

ii. Avaliar a atividade e a estabilidade térmica dos extratos enziméticos de
(hemi) celulases obtidos pelos diferentes cultivos;

iii. Avaliar a atividade enzimatica de um extrato pré-selecionado na presenca
dos ions metélicos bivalentes Ca, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni e Zn, em duas
concentracdes (2 e 10 mM);

iv. Avaliar a estabilidade térmica de um extrato na presenca dos ions metalicos
pré-selecionados na etapa anterior de atividade enzimatica;

V. Avaliar a influéncia do ion metalico que se destacar nas etapas anteriores no
processo de sacarificagdo da biomassa lignocelul6sica (bagaco de cana-de-

acucar pre-tratado);

4.1 Susbtratos Indutores

O bagaco de cana-de-acgucar foi submetido a diferentes pré-tratamentos confome

descrito no item 3.2 (Figura 12).
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Figura 12. Substratos utilizados na producéo e sacarificacdo enzimética.

Expladids

Hidrotérmico
lavado

Fonte: acervo pessoal, 2015.

Explodido
lavado

A tabela Tabela 4 apresenta os resultados da caracterizacdo quimica das
biomassas utilizadas como indutor na producdo das enzimas e substrato no processo de

sacarificacdo enzimatica.

Tabela 4. Composicdo quimica dos bagacos de cana-de-aglcar pré-tratados
(relativo %, m/m).

Celulose Hemicelulose Lignina

BHT 56,1+ 0,5 6,3%0,2 29,0+£0,9
BHTL 658+ 1,5 3,7+0,6 30,1+1,3
BEX 50,0+ 1,7 13,0+£0,7 30,3+0,1
BEXL 61,5+ 0,6 45+0,8 32,0+0,1
BAc 55,4+ 1,1 6,9+0,8 32,0+0,5
In natura 36,4+0,7 242+0,5 325+29

Observou-se que as biomassas pré-tratadas tém um aumento no teor de celuloes
e uma reducao da fracdo hemiceluldsica, o que facilita tanto o acesso do microrganismo
durante a fermentacdo quanto das enzimas no processo de sacarificacdo. Estudos
encontrados na literatura reportam que a utilizacdo do bagaco de cana pre-tratado € mais
eficiente na producdo enzimética na FS e na FSm do que o bagaco de cana “in natura”
(Cunha et al., 2015). Dessa forma nesse estudo optou-se por ndo avaliar o bagago “in

natura”.



39

4.2 Influéncia das Condic¢des de Cultivo na Producédo Enzimatica

Nesta etapa do trabalho, foram avaliadas as influéncias do método de cultivo
(FES, FSm e FS) e do tipo de bagaco de cana pré-tratado (BEX, BEXL e BHTL)
utilizado como fonte de carbono e indutor na producdo das enzimas endoglucanases, B-
glicosidases e xilanases pela cepa de A. niger 3T5B8 (Tabela 5). Foi possivel verificar
que o fungo pode crescer e produzir enzimas na maioria das diferentes condicbes de
cultivo estudadas, com excecdo da combinacdo FES com BEX, na qual nenhum

crescimento fangico foi observado.

Tabela 5. Atividade enzimatica (UI/L) dos extratos produzidos por A. niger depois de
72 horas em diferentes condicGes de cultivo.

Técnica Proteinas
) Endoglucanase  B-glicosidase Xilanase
de Substrato  Totals

Cultivo (mg/L) (UI/L)
BEX 721+1,3 0 0 0

FES BEXL 48,3+ 14 3.039,4 +29,4 2.159,4 + 4426 2.3553,5  770,2
BHTL 21,1+3,4  2431,1+1225  1.9485+640,5  20.350,7 + 1.358,6
BEX 145,9 + 18,2 908,7 + 22,8 7.438,9 + 89,4 4.419,4 + 2445

FSm BEXL 52,3+26 565,3 + 41,1 5.000,0 + 383,0 4.874,6 + 310,4
BHTL 94,8 + 15,6 630,6 + 31,1 6.046,3 + 643,3 3.517,3+1.121,5
BEX 142,6 +4,8 750,6 + 13,7 6.817,1 + 256,8 5.048,0 + 418,65

FS BEXL 53,8+5,2 531,3+11,4 5.051,4 + 114,7 2.880,1 +227,6

BHTL 915+1,1 499,1 + 14,0 5.422,9 + 202,0 1.005,5 + 87,8

Para as enzimas endoglucanases, valores mais altos de atividade foram obtidos
em fermentacdo em estado sélido (FES), sendo alcancada uma atividade de 3.039,4
UI/L quando utilizado como substrato indutor o bagaco de cana explodido lavado
(BEXL). Esse valor é maior, quando comparado a atividade obtida pelas outras técnicas
de cultivo liquido, a fermentacdo submersa (FSm) e a sequencial (FS), utilizando-se o
mesmo substrato. No entanto, o uso do bagago explodido sem o processo de lavagem
(BEX) como substrato na FES ndo resultou em nenhuma produgdo enzimatica, devido a
inibicdo do crescimento microbiano.

Para as B-glicosidases, a producdo enzimatica foi favorecida em sistemas de

cultivo liquido (FSm e FS). O uso do BEX como substrato para a FSm resultou na
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maior atividade encontrada para B-glicosidases (7.438,9 UI/L), seguido pele FS,
utilizando o mesmo substrato (6.817,1UI/L).

A atividade de xilanase apresentou 0 mesmo comportamento observado para a
endoglucanase, na qual os maiores valores foram obtidos para a FES. A maior atividade
de xilanase obtida foi com o uso da FES com o BEX. como substrato (23.553,1 UI/L),
seguido pela combinagdo da FES com o BHT. (20.350,7 UI/L). Esses valores foram
maiores que 0s encontrados para os cultivos de FSm e FS.

Em geral, a producdo da endoglucanase e xilanase foi favorecida pela FES,
usando-se como substrato indutor o BEX, e BHT.. Porém, a produgdo de B-glicosidase
foi favorecida quando o cultivo foi realizado em meio liquido (os melhores resultados
foram obtidos com a FSm, seguido pela FS). A mesma tendéncia foi observada, quando
os resultados foram analisados em termos de atividade especifica obtidas para cada uma
das enzimas (Figura 13). Esse dado adicional evidencia o desempenho superior da FES
para a producdo de endoglucanase e xilanase e a maior producao de B-glicosidase com a
utilizacdo dos sistemas de cultivo liquido, evidencia também a diferenca na pureza das
enzimas de acordo com os métodos de cultivo, sendo que a FES produz menos proteinas
e apresenta uma maior atividade enzimatica, diferente dos cultivos liquidos (FSm e FS).
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Figura 13. Atividade especifica da endoglucanase, B-glicosidase e xilanase no
complexo (hemi)celulolitico produzido por A. niger cultivado em FES, FSm e FS,
utilizando diferentes tipos de bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado (BEX, BEX. e
BHTL).
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Diante da diferenga obtida nas atividades enzimaticas variando a técnica de
cultivo, os extratos enziméticos provenientes da FES, FSm e FS utilizando BHT foram
submetidos a uma corrida eletroforética em gel de poliacrilamida 12%. A eletroforese
(Figura 14) apresenta um perfil eletroforético semelhante para os cultivos FSm e FS,
entretanto o0 mesmo ndo ocorreu para a FES, que apresenta bandas adicionais das
encontras nos cultivos liquidos. Assim pdde-se observar que 0 mesmo fungo crescendo
sobre 0 mesmo substrato indutor apresentou expressdo proteica distinta ao variar a

técnica de cultivo.

Figura 14. Gel de eletroforese 12% dos extratos FES, FSm e FS utilizando
BHTL (0,4 mg de proteina/mL).
FES FSm FS

100.0 - g -
75.0 -

25.0 -

A degradacédo da biomassa lignocelulésica requer a producdo de muitas enzimas
diferentes que sdo reguladas pelo tipo e complexidade do substrato disponivel. O fungo
filamentoso A. niger crescendo em substratos pré-tratados, além de expressar genes que
codificam enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas tem a expressdo aumentada de genes
que codificam proteinas de funcdo ainda desconhecida. Alguns destes genes podem
codificar proteinas importantes para a sacarificacdo, tais como proteinas acessorias néo

hidrolitica que aumentam ou favorecem a eficiéncia enzimatica (De Souza et al., 2011).
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A producdo enzimatica de celulases e hemicelulases ocorre em condic¢des nas
quais o fungo necessita utilizar os polimeros das plantas como fonte energética, assim a
regulacdo dos genes que codificam essas enzimas é restrito e regulado (Gouvéa, 2013).
Os fungos filamentosos sdo melhores produtores de celulases no processo de
fermentacdo em estado sélido do que em cultivos liquidos. Durante a FES o material
lignoceluldsico imita o habitat natural do microrganimo, induzindo a expresséo de
genes que codificam diferentes classes de (hemi)celulases (Delabona et al., 2013; Yoon
etal., 2014).

E relatado na literatura que ha variacbes na massa molecular das enzimas
produzidas por A. niger (De Vries e Visser, 2001; De Souza et al., 2011). Ja foram
relatados, por exemplo, variacfes para a massa molecular de endoglucanase no intervalo
de 25 a 43 kDa, para B-glicosidase 49-325 kDa e para a xilanase de 13 a 33 kDa.

Na inducéo da producdo das enzimas hidroliticas ocorre o processo de regulacéo
cruzada e 0s mesmos compostos podem provocar a expressao distinta tanto de celulases
quanto de hemicelulases. A maioria dos genes estudados s&o reprimidos por fontes de
carbono prontamente metabolizadas, como a glicose, e induzidos por substratos
poliméricos (Gouvéa, 2013). Assim os cultivos liquidos apresentam desvatagem em
relacdo a FES, pois a FSm e FS continha altas cargas de glicose iniciais, utilizada para
induzir o crescimento do fungo em meio liquido.

A regulacdo dos genes responsaveis pela expressdo das enzimas hidroliticas é
realizada por elementos encontrados nos promotores desses genes, sendo que nessa
regido ocorre a ligacdo de fatores de transcrigdo regulatérios (Gouvéa, 2013). O genoma
de A. niger contém cerca de 14 600 genes, dos quais 170 estdo envolvidos na
degradacdo de polissacarideos e cerca de 25 deles sdo regulados positivamente pelo
fator de transcricdo XInR. Esse fator de transcri¢do conhecido de A. niger, o XInR,
regula a transcricdio de genes que codificam xilanases, endoglucanases e
celobiohidrolases, mas ndo as B-glicosidases (Stricker, Mach e De Graaff, 2008;
Gouvéa, 2013). E possivel que no presente estudo o método de cultivo (FES) ndo tenha
induzido a producédo de B-glicosidase como induziu das outras duas enzimas analisadas
(endoglucanase e xilanase), diante das diferengas encontradas no processo de regulagdo
da expressao génica.

Outra possivel explicagdo para a divergéncia na produgao de B-glicosidase em
relacdo a FES e aos cultivos liquidos, relaciona-se ao fato de que em fase aquosa, a 3-

glicosidase cliva a celobiose em duas unidades de glicose (Duff e Murray, 1996).
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Sendo a celobiose, substrato da B-glicosidase e também seu indutor, um agucar soltvel,
0 meio liquido favorece o contato para uma melhor inducéo.

No intuito de investigar os possiveis fatores que levaram a essa divergéncia na
producdo enzimatica, quando utilizada diferentes substratos indutores, foram avaliadas
as composi¢fes quimicas das amostras de bagaco de cana-de-agUcar pré-tratados
(Tabela 4).

Em geral, as amostras lavadas ndo se diferenciaram em termos de conteudo de
celulose, hemicelulose e lignina, para as diferentes formas de pré-tratamento utilizadas.
Assim, outras caracteristicas fisicas desses materiais, tais como acessibilidade, podem
ter contribuido para as diferencas observadas na producdo enzimatica entre os métodos
de cultivo empregados.

A fim de se investigar essa possibilidade, as mudancas estruturais que ocorreram
durante os pré-tratamentos foram avaliadas por meio de microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Micrografias foram obtidas aleatoriamente para amostras de bagago

de cana pré-tratados e “in natura” (Figura 15).

Figura 15. Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos
substratos indutores. Ampliacdes e barras de escala sao fornecidos em cada micrografia.

""in natura"

SEl  15kV 23 X1,000  10pm  — SEl 15kV  WD15mm $S23
BRAPA IN ACA 0000 27 Aua 2 1BRAPA INSTRUMENTACAO

X1,000  10pm  —

Pode-se observar que 0 bagaco “in natura” exibe secBes com superficies

predominantemente lisas, e também secGes interrompidas, que podem estar relacionadas
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com as operac¢Oes industriais anteriores, moagem e lavagem. Apds 0s processos de pré-
tratamento, houve um aumento geral na porosidade das fibras, o que torna a area de
superficie mais acessivel para o desenvolvimento do fungo. No entanto, ndo foi possivel
detectar nenhuma diferenca evidente em relacdo as caracteristicas fisicas das amostras
pré-tratadas.

Outra possivel diferenga, entre as amostras de bagaco pré-tratados, avaliada
neste trabalho foi em relacdo a quantidade de compostos fendlicos liberados durante o
cultivo. A Tabela 6 apresenta as concentracdes de fendlicos nos extratos enzimaticos
finais para cada condicéo de cultivo avaliada.

O resultado da andlise dos compostos fendlicos totais presente nos extratos
mostrou uma relagdo inversa entre a concentracdo de compostos fendlicos e a atividade
enzimatica. Ou seja, uma maior quantidade de compostos fenolicos esta associada a
menores quantidades de enzimas no meio de producdo. Esse fato também fornece uma
explicacdo para a observacdo de que ndo houve crescimento de A.niger em FES quando
0 BEX foi utilizado como fonte de carbono, dado que a concentracdo de compostos
fenolicos neste meio foi mais de 20 vezes maior do que nos extratos de FES utilizando-

se 0s substratos que haviam sido submetidos a etapa de lavagem (BEX.e BHTY).

Tabela 6. Concentracdo dos compostos fendlicos totais nos extratos enzimaticos brutos
apos 72 horas de cultivo.

Compostos fendlicos

Técnica de Cultivo Substrato

(mg/L)

BEX 7,30+0,18

FES BEXL 0,36 £ 0,01
BHTL 0,31+0,01

BEX 0,056+0,01

FSm BEXL 0,02 +0,01
BHTL 0,11 +0,01

BEX 0,16 + 0,01

FS BEXL 0,01 +0,00

BHTL 0,25+ 0,08

Para investigar se 0os composts fendlicos estavam presentes desde o inicio do
processo foi quantificado a concentracdo de compostos fendlicos presentes no inicio dos
cultivos FES, FSm e FS para o substrato BHT.. Foram obtidas concentragdes
semelhantes ao ponto de 72 horas, sendo 0,27+0,01, 0,09+0,00 e 0,21+0,02 para FES,

FSm e FS respectivamente. Assim, 0s compostos fendlicos totais presentes nos extratos
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estdo presentes na forma sollvel no substrato e ndo sdo provenientes da degradacdo
enzimatica durante os cultivos.

Ao analisar os compostos fenolicos presentes no extrato da FES com o BEX
como substrato indutor, observa-se que o procedimento de lavagem utilizado foi muito
eficaz para a remocdo de compostos fenolicos, pois a concentracdo inicial de 7,30
mg/mL foi reduzida para 0,36 mg/mL, ap6s a lavagem, permitindo, assim, o
crescimento do fungo e a produgdo enzimatica em FES usando o BEXL.

Os compostos fendlicos gerados a partir dos produtos de degradacédo da lignina
durante o pré-tratamento da biomassa ja foram relatados anteriormente como inibidores
e desativadores das enzimas celuloliticas (Ximenes et al., 2010; 2011; Kim et al., 2013).
No presente estudo, verificou-se que as consequéncias da inibicdo pelos compostos
fenolicos liberados apos o pré-tratamento da biomassa também afetam o crescimento do
fungo, impedindo, assim, o seu desenvolvimento.

Os cultivos realizados em meio liquido (FSm e FS) apresentaram extratos
enzimaticos com concentragdes menores de compostos fendlicos, mesmo quando
utilizado como substrato o bagaco explodido sem lavar (BEX) (Tabela 6). Isso pode ser
uma consequéncia da menor quantidade de substratos sélidos utilizados nesses cultivos,
e da diluicdo pela adi¢do de uma maior quantidade de meio liquido, que é intrinseco aos
bioprocessos de FSm e FS.

Nos sistemas liquidos de producdo enzimatica, a utilizacdo do BEX resultou em
uma maior producgdo de B-glicosidase em comparagdo a quando foi utilizado BEXL ou
BHTL. Esse fato pode estar relacionado a liberacdo de aclcares sollveis do BEX
durante o cultivo, o que ajudou o crescimento e desenvolvimento do fungo.

Verificou-se neste estudo que o tipo de pré-tratamento (explosdo a vapor ou
hidrotérmico) do bagaco de cana-de-agUcar, substrato sélido utilizado como indutor
para a producdo de hemi(celulases), ndo influenciou significativamente os valores de
endoglucanase, B-glicosidase e xilanase nos extratos brutos obtidos, quando o0s
substratos foram lavados exaustivamente antes de serem utilizados. Verificou-se,
também, que o uso de bagaco de cana explodido sem lavar (BEX) ndo permitiu o
crescimento do fungo A. niger, quando cultivado em fermentacdo em estado solido
(FES), indicando que a principal diferenca entre essas biomassas pre-tratadas relaciona-
se com a presenca de compostos inibidores, gerados apds os pré-tratamentos, sendo a

producéo enzimatica pouco influenciada pelas caracteristicas da prépria fibra.
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Estudos reportados por Rodriguez-Zuniga et al. (2014) sobre a producdo de
(hemi)celulases por FES a partir de A. niger F12 utilizando diferentes tipos de bagaco
de cana pré-tratados, indicaram que o bagaco hidrotérmico produziu maiores atividades
enzimaticas (750 UI/L para endoglucanases e 1,300 UI/L de xilanase). O estudo
também relata que os outros métodos de pré-tratamento avaliados (&cido, alcalino e
combinado) resultaram em produtividades enzimaticas menores do que o bagaco “in
natura”. Os autores sugerem que a maior sintese de celulases obtida a partir do bagago
hidrotérmico foi devido a menor producdo de inibidores e produtos tdxicos em
compragao aos outros pré-tratamentos avaliados.

Estudos reportados na literatura sobre a hidrdlise da biomassa lignocelulésica
indicam que a lavagem e a filtracdo do material pré-tratado por explosdo a vapor e
hidrotérmico pode melhorar a digestibilidade enzimatica da celulose pela remoc¢édo dos
inibidores, maximizando a atividade das enzimas (Kim, Mosier e Ladisch, 2009; Kim et
al., 2013). Os resultados encontrados aqui no presente estudo mostram que com a
lavagem do material pré-tratado também é possivel evitar a liberacdo de compostos
inibidores no processo de cultivo.

No entanto, além de identificar as condi¢fes de cultivo que permitam uma alta
producdo enzimatica, também ¢é essencial que as enzimas produzidas sejam
termoestaveis, pois elas sdo geralmente empregadas em reacbes a 50°C que podem
durar 24 horas ou mais, como no caso das(hemi)celulases utilizadas no processo de
conversdo de biomassa. Portanto, na etapa seguinte deste trabalho foi realizada uma
analise comparativa da eficiéncia de producdo versus a estabilidade térmica dos

coquetéis enzimaticos obtidos nos diferentes sistemas de cultivo.

4.3 Influéncia do Tipo de Cultivo na Termoestabilidade das Enzimas

Nesta etapa do trabalho foi avaliada a influéncia do método de cultivo (FES,
FSm e FS) e do tipo de bagaco de cana pré-tratado (BEX, BEXL e BHTL), utilizado
como substrato indutor, na termoestabilidade da endoglucanase, B-glicosidase e
xilanase. Os extratos foram incubados por um periodo de 24 horas a 50°C e
posterioremente foram determinados a atividade residual e o tempo de meia vida (t12)
das enzimas (Tabela 7).

A meia vida de uma enzima é o tempo em que a atividade diminui em 50% da

atividade original, em uma dada temperatura. Para a analise dos dados, foi utilizado o
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modelo proposto por Sadana e Henley (1987) e o tempo de meia vida das enzimas foi

determinado de acordo com Tardioli et al. (2003).

Tabela 7. Atividade residual (AR) e tempo de meia vida (t12) de endoglucanase, f-
glicosidase e xilanase, depois de 24 horas de incubacdo a 50°C em tampdo acetato pH
4,5.

T((a:cm(_:ade Substrato Endoglucanase B-glicosidase Xilanase
ultivo
BEX - - - ) ) )
FES BEX. 80 - 100 - 1 59
BHT, 90 - 100 - 26 76
BEX 0 156 2 249 0 57
FSm BEX. 90 - 75 - 50 -
BHTL 75 - 8 533 34 908
BEX 19 113 3 321 0 56
FS BEXL 95 - % ' 20 :
BHT, 24 92 0.5 144 0 450

Nota: Nao foi possivel estimar o tempo de meia vida para os extratos enzimaticos que apresentaram
atividade residual >50%.

A partir da analise dos dados da Tabela 7 é possivel observar que algumas das
condicBes de cultivo geraram extratos altamente estaveis a 50°C durante o periodo de
24 horas. Para esses extratos ndo foi possivel calcular o tempo de meia vida e, para fins
compartivos, utilizou-se a atividade residual (AR) ap0s 24 horas.

Pode-se observar que as condicdes de cultivo que resultaram na maior atividade
enzimatica de endoglucanases (FES com BEXy, seguida de FES com BHTL) também
produziram enzimas altamente estaveis, como pode ser observado na Figura 16. No
caso das endoglucanases produzidas pelos cultivos liquidos, foi observada uma relacdo
inversa entre producdo e estabilidade, uma vez que o sistema liquido que resultou em
maior producdo (FSm com BEX) também produziu uma endoglucanase menos estavel.
Uma tendéncia semelhante foi observada para a endoglucanase obtida por FS. Uma
possivel explicacdo para o comportamento da endoglucanase obtida pelos sistemas de
cultivo liquido encontra-se na relagdo com a concentragdo de compostos fendlicos
(Tabela 6), pois a maior estabilidade da endoglucanase obtida, utilizando BEX. sob
FSm e FS é associada as concentragdes mais baixas de compostos fendlicos nesses

meios.



49

Figura 16. Termoestabilidade e atividade enzimaética residual de endoglucanase
a 50°C e pH 4,5 presente no complexo (hemi)celulasico produzido por A. niger.
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Para a -glicosidase também foi observado que a maioria dos sistemas de cultivo
apresentou uma relacdo inversa entre a producdo e a estabilidade. As condi¢des que
resultaram em menor producéo (FES com BHTY, seguido pela FES com BEX|) também
produziram as enzimas mais estaveis, como pode ser visto na Figura 17. Por outro lado,
as condigdes que resultaram na producdo maxima (FSm com BEX, seguida pela FS com
BEX) também produziram as enzimas menos estaveis.

Uma observacao interessante em relacdo a B-glicosidase produzida por FES
pode ser obtida a partir de uma analise comparativa dos dados de estabilidade (Tabela
7), com os dados de producdo (Tabela 5), e com as concentracbes de compostos
fendlicos (Tabela 6). Embora a producdo de B-glicosidase seja menor em FES, em
comparagdo com os sistemas de cultivo liquido (FSm e FS), as B-glicosidase obtidas por
FES se mostraram mais estaveis, mesmo com concentragdes mais elevadas de
compostos fendlicos (Figura 17). Esses resultados indicam que as endoglucanases e B-
glicosidase provenientes da FES sdo mais estaveis em compara¢do com as enzimas

produzidas nos sistemas de cultivo liquido.
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Figura 17. Termoestabilidade e atividade enzimética residual de B-glicosidase a
50°C e pH 4,5 presente no complexo (hemi)celulasico produzido por A. niger.
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As xilanases sdo as enzimas que Sse mostraram menos termoestaveis em
comparacdo com a endoglucanase e a B-glicosidase. Uma relagdo inversa entre a
producdo e a estabilidade também foi observada para essa enzima. A condi¢do que
proporcionou a maior produgéo (FES com BEX\) resultou em uma das enzimas menos
estaveis (Figura 18). As xilanases obtidas a partir dos cultivos liquidos FSm e FS
tiveram essa mesma tendéncia.

Uma conclusdo importante que se pode obter a partir destes resultados é que a
selecdo e otimizacdo das condicdes de cultivo devem ser acompanhadas da
caracterizacdo da estabilidade térmica das enzimas, pois pode existir uma relacéo
inversa entre estes dois critérios de selecdo. Também pode ser concluido, a partir deste
conjunto de experimentos, que enzimas celuloliticas obtidas a partir da FES foram mais
termo estaveis em comparacdo com as enzimas produzidas em cultivos liquidos, e que a
sua estabilidade térmica foi menos influenciada pelos compostos fenolicos presentes no
meio.

As enzimas termoestaveis tém varias vantagens potenciais para aplicacdo na
hidrolise de materiais lignocelul6sicos, incluindo uma maior atividade especifica
(diminuindo a carga de enzima necessaria), uma maior estabilidade (permitindo tempos
de hidrolise prolongados) e maior flexibilidade de configuracdes de processo (Viikari et
al., 2007).

Uma possivel explicacdo para os diferentes perfis de termoestabilidade das
enzimas obtidas a partir de diferentes sistemas de cultivo pode estar relacionada com os
diferentes componentes do meio no qual estas enzimas estdo presentes. Outra possivel
explicacdo pode estar relacionada com algumas caracteristicas diferentes das enzimas.
Na Figura 14 pode ser observado claramente um perfil de proteinas diferentes para
cada método de cultivo, especialmente para o extrato da FES. O fungo filamentoso A.
niger crescendo em substratos pré-tratados tem a expressdo aumentada de genes que
codificam celulases, hemicelulases e proteinas de fungdo ainda desconhecida, que
talvez possam atuar na estabilidade enzimatica (De Souza et al., 2011). Este resultado
indica que a diferenca de estabilidade térmica conseguida aqui para as enzimas do
sistema de cultivo diferente poderia também ser relacionada com diferentes

propriedades fisicas das enzimas.
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Figura 18. Termoestabilidade e atividade enzimatica residual de xilanase a 50°C e pH
4,5 presente no complexo (hemi)celulasico produzido por A. niger.
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Uma caracteristica adicional importante das enzimas (hemi)celuloliticas é que
elas devem ser estdveis na presenca de compostos fendlicos, uma vez que esses
compostos podem causar inibicdo e desativacdo das enzimas (Ximenes et al., 2010;
2011). Em estudos reportados da literatura ja foi descrito a existéncia de diferengas nas
caracteristicas das enzimas produzidas a partir do uso da FES e FSm, em termos de pH e
temperatura Otima, estabilidade térmica, parametros cinéticos e tamanho
(Acunaarguelles et al., 1995; Kar et al., 2013).

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que as endoglucanases e f3-
glucosidases produzidas sob FES sdo menos propensas a desativacdo pelos compostos
fenolicos presentes no meio, uma vez que uma maior estabilidade térmica foi observada
na presenca de concentracbes mais elevadas destes compostos. Esses resultados
corroboram o potencial da FES para a producdo de enzimas (hemi)celuloliticas,

necessarias para a conversdo da biomassa.

4.4 Influéncia dos fons Metalicos na Atividade Enzimatica

Apos a avaliacdo da atividade e da estabilidade térmica dos diferentes extratos
enzimaticos obtidos utilizando-se o fungo A. niger e variando-se a técnica de cultivo
(FES, FSm e FS) e o substrato indutor (BEX, BEX. e BHTL), foi selecionado o extrato
produzido por fermentacdo em estado sélido (FES) para prosseguimento dos estudos
sobre a influéncia dos ions metélicos, devido a maior atividade e estabilidade
enzimatica apresentada. Optou-se também pela utilizacdo do bagaco de cana
hidrotérmico lavado (BHTL), pois ndo houve diferenca significativa em relacdo ao
BEXL nas caracteristicas analisadas e o extrato mostrou-se mais puro em relagdo ao teor
de proteinas, além disso esse tipo de pré-tratamento para o bagaco de cana-de-agucar
vém se destacando no processo de sacarificacdo e fermentacdo (Laser et al., 2002; De
Souzaetal., 2013).

A determinagdo da influéncia dos ions metalicos nas atividades de
endoglucanase, [-glicosidase e xilanase foi realizada, utilizando-se como referéncia o
extrato enzimatico bruto, sem a adi¢do de ions metélicos, onde obteve-se 2.431,1+122,5
UI/L, 1.948,5+640,5 UI/L e 20.350,7+1.358,6 UI/L respectivamente. Esses valores
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foram adotados como referéncia e a partir deles calculou-se 0 aumento ou a diminuicéo
da atividade em termos de atividade percentual (%) para cada enzima.

Foram adicionadas solugdes de ions metélicos para as concentragdes finais de 2
e 10 mM nos extratos enzimaticos, sendo que todos os ensaios de atividade foram
realizados em triplicata. Avaliou-se também o efeito da adicdo do quelante EDTA a fim
de se analisar a influéncia dos ions presentes no extrato intrinsecos ao meio de cultivo
utilizado. O efeito da adicdo do desnaturante B-mercaptoetanol, geralmente utilizado
para reduzir pontes dissulfeto, também foi avaliado. Ao quebrar as ligacGes S-S, ocorre
0 comprometimento da estrutura terciaria e quaternaria de algumas proteinas, e esse
agente é capaz de se ligar as cisteinas livres. Os resultados obtidos foram submetidos ao
teste de Tukey, com 95% de confianca, para determinar se houve uma perda ou
acréscimo significativo da atividade enzimatica em relacéo aos valores de referéncia.

A Figura 19 apresenta o resultado da influéncia na atividade enzimatica de
endoglucanase pela adicdo dos ions metalicos bivalentes, EDTA e B-mercaptoetanol,
em ambas as concentragdes. Pode-se observar que a utilizagio do EDTA na
concentracdo de 10 mM reduz em 12% a atividade enzimatica. Assim, para as
endoglucanases, os ions inicialmente presentes no extrato bruto contribuem para
aumentar a sua atividade. Os fons Ca®", Mg?*, Ni?* e Zn?* ndo alteraram
significativamente a atividade enzimatica em nenhuma das concentracdes utilizadas. Os
jons de Cu?* e Fe?* apresentaram comportamentos semelhantes, aumentando a atividade
na concentracdo de 2 mM e reduzindo a atividade enzimatica na concentracdo de 10
mM, principalmente para o cobre (alcangando uma reducdo de 60%). Os fons de Co?
(2 mM) e Mn?* (2 e 10 mM) aumentaram significativamente a atividade enzimatica,
com destaque para 0 manganés que aumentou a atividade em 57% e 42%,
respectivamente.

O B-mercaptoetanol elevou a atividade enzimatica em aproximadamente 30%,
em ambas as concentragcfes. Portanto, para a endoglucanase avaliada, a modificacdo na
estrutura da proteina gerada pelo rompimento das pontes dissulfeto talvez ndo afeta o

poder catalitico da enzima e melhore o contato enzima-substrato.
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Figura 19. Atividade de endoglucanase (%) obtida com a adi¢do dos ions
metalicos bivalentes, EDTA e B-mercaptoetanol.

Ii
Mercaptoetanol 7277110 mM - *

7n 2 mM

Ni
Mg ?
Fe ——
Cu * I "
Co h*
Ca q:’
EDTA « -
-80 -60 -40 -20 0 20 40 60

Atividade de Endoglucanase (%)
NOTA: * apresenta diferenca significativa em relacéo ao valor de referéncia (Teste de Tukey, a=5%).

A atividade da pB-glicosidase teve resposta mais positiva pela adicdo de
diferentes ions metalicos quando comparadas as endoglucanases (Figura 20).
Entretanto, 0 maior aumento de atividade foi de 33% utilizando-se os ions Co?* a uma
concentracdo de 2 mM. Observou-se também que a concentracdo de 10 mM ndo é uma
boa opcdo, ja que ndo aumentou a atividade da enzima e, quando comparada ao uso dos
mesmos ions na concentracdo de 2 mM, chegou a ter uma influéncia negativa, como no
caso do Ca?*, Co?*, Cu?*, Mg?*, Ni%* e Zn?*.

O ion Mn?* n3o alterou significativamente a atividade da enzima p-glicosidase
para nenhuma das concentragdes utilizadas. Ja4 o fon Fe?* destacou-se como inibidor
para a B-glicosidase quando utilizado na concentra¢do de 10 mM, gerando uma reducéo
de 40% na atividade. Diante do comportamento positivo da enzima B-glicosidase na
presenca da maioria dos ions estudados na concentracdo de 2 mM, o aumento da
atividade em 20% na presenca do quelante EDTA € intrigante. Uma possivel explicacdo
para esse aumento de atividade pode estar relacionada com a retirada do Fe?*, presente
no meio de cultivo, visto que esse ion metalico atuou como um forte inibidor para as f3-
glicosidases. Ao contrario da endoglucanase, a B-glicosidase mostrou-se muito sensivel
a presenga de B-mercaptoetanol, diminuindo a sua atividade enzimatica em 70% na

concentracéo de 10 mM desse composto.
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Figura 20. Atividade residual de B-glicosidase (%) obtida com a adi¢do dos ions
metélicos bivalentes, EDTA e f-mercaptoetanol.
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A xilanase foi a enzima mais afetada negaticamente pela adicdo dos ions
metalicos (Figura 21). Com excecdo dos ions Zn?* e do Mn?*, os demais fons causaram
a reducdo da atividade enziméatica em ambas concentrac@es utilizadas, destacando-se o
fon Cu?*, que na concentracdo de 10 mM, levou a uma perda de 80% da atividade
enzimatica. Diante da reducdo de atividade com a adi¢cdo do EDTA, em ambas as
concentracdes, pode-se dizer que, semelhante ao comportamento observado para a
endoglucanase, os ions metalicos intrinsecos ao meio de cultivo auxiliaram no aumento
da atividade da xilanase. Comportamento positivo semelhante ao da endoglucanase foi
também observado para a xilanase, em relacdo a adicao de PB-mercaptoetanol, na

concentracdo de 10 mM, acarretando um aumento de 40% na atividade enzimatica.
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Figura 21. Atividade residual de xilanase (%) obtida com a adi¢do dos ions
metalicos bivalentes, EDTA e B-mercaptoetanol.
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Para a maioria das enzimas, a energia necessaria para formar o complexo
enzima-substrato é apenas um dos contribuintes para 0 mecanismo catalitico global.
Alguns grupos funcionais cataliticos podem auxiliar na clivagem e na formacao de
ligacbes por uma variedade de mecanismos, sendo um deles a catalise por ions
metalicos. Assim, a adi¢do dos ions metélicos pode afetar diferentemente as atividades
enzimaticas (L. Nelson e M. Cox, 2012).

Os ions metélicos podem estar ligados fortemente as enzimas, ou serem retirados
da solucdo junto com o substrato. As interacdes idnicas entre a enzima ligada a um
metal e um substrato podem auxiliar na orientacdo do substrato, ou estabilizar estados
de transicdo da reacdo carregados, além de poderem mediar reacBes de 6xido-reducédo
através de reacOes reversiveis nos estado de oxidacdo dos ions metélicos (L. Nelson e
M. Cox, 2012).

Neste estudo, a endoglucanase e a p-glicosidase tiveram sua atividade
aumentada na presenca de Cu?" em baixas concentragcbes (2 mM). Trabalhos da
literatura relatam que as enzimas GH61 e CBM33, participantes da degradacdo da
biomassa lignoceluldsica a partir de reacdes de oxirreducdo sdo monooxigenases Cu-
dependentes. Elas possuem estruturas similares, um arranjo conservado do grupo amino

N-Terminal e duas histidinas, local no qual provavelmente ocorre a ligacdo do ion
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metalico. Entretanto, 0 mecanismo catalitico envolvido ainda é alvo de muito estudo e
especulacdo (Horn et al., 2012).

A inibicdo de enzimas por cétions metalicos sugere a presenca de cisteina nos
sitios ativos. A oxidacdo do grupo tiol presentes nesse aminoacido pelos cations
desestabiliza o dobramento conformacional da enzima ou provoca a formacdo de
ligagBes dissulfeto em posicdo irregular na proteina (Kaur et al., 2007; Moreira et al.,
2013). Assim, a inibi¢do gerada por alguns ions ocorre devido ao ataque ao grupo tiol
do sitio ativo da enzima (—C-SH ou R-SH, onde R representa um alcano, alceno, ou
outro grupo de atomos contendo carbono). Esse grupo é capaz de formar fortes
complexos com ions metélicos grandes, especialmente Hg. Os ions que causam a
inibicdo na atividade devem também ser evitados nos préprios cultivos para se obter
uma alta producéo de celulases (Andrade et al., 2011).

A endoglucanase A (numero de acesso NCBI GEO: 289595328) pode ser
encontrada em extratos produzidos por A. niger quando cultivados em bagaco de cana
de acucar pré-tradado (De Souza et al., 2011). Sabe-se que dez aminoacidos presentes
nessa proteina, (asparagina36, triptofano38, glicina68, glutamatol31, metioninal3s,
triptofano135, prolinald4, glicinal46, fenilananinal94 e glutamato219) séao
conservados em endoglucanases e que residuos de glutamatol31 podem atuar como
nucledfilos (Pham et al., 2011). Assim, as endoglucanases podem conter sitios
nucleofilos conservados, nos quais o ion metélico pode se ligar, alterando a sua
atividade e estabilidade.

Para B-glicosidases produzidas por diferentes linhagens de A. niger s&o
identificados aminoacidos conservados (aspartato261), que atuam como nucleofilos.
Para B-glicosidase de A. niger ASKU28 ha sete residuos acidos conservados
flanqueando a regido do sitio ativo da enzima, (aspartato463, glutamato471,
aspartato487, glutamato490, aspartato496, aspartato501 aspartato512) e desses 0s
residuos glutamato490 e aspartato501 sdo conservados nas B-glicosidases (Thongpoo et
al., 2013). As B-glicosidases presentes no extrato enzimatico analisado também podem
conter regides com nucleofilos, nas quais 0s ions possam interagir.

Neste estudo, pode-se observar que os ions metalicos, inicialmente presentes no
proprio extrato bruto, favoreceram a atividade enzimatica da endoglucanase e xilanase.
Porém, o mesmo ndo ocorreu com a atividade de B-glicosidase, podendo haver relacdo

com a toxidade que o ion de Fe?*, presente no meio de cultivo, representa para essa
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enzima. A modificacdo estrutral das proteinas gerada pelo B-mercaptoetanol propiciou
uma melhor atividade para a endoglucane e xilanase. Novamente, para esse composto, a
B-glicosidase apresentou comportamento contrério as demais. De forma geral, os ions
metalicos utilizados nesse estudo afetaram todas as classes enzimaticas analisadas e a
sua influéncia dependeu da concentragéo utilizada.

A divergéncia na influéncia dos ions metalicos encontradas nesse trabalho
corrobora com as informacGes apresentadas em trabalhos da literatura (Tabela 1).
Endoglucanases de Streptacidiphilus sp, também tiveram a sua atividade aumentada
pela adicdo do fon Mn*? (Franco et al., 2011). Entretanto, essas enzimas ndo foram
inibidas pelos ions bivalentes de Ca, Fe, Mn e Zn, como as endoglucanases (EGI e
EGII) produzidas por Melanocarpus sp. descritas por Kaur et al. (2007) foram.

A xilanase de A. niger 3T5B8 avaliada neste estudo ndo teve a sua atividade
aumentada por nenhum dos ions selecionados, ocorrendo somente a inibicao.
Entretanto, xilanases isoladas de Aspergillus terreus (Xill e Xil2) tiveram a sua
atividade aumentada em 36% e 61%, respectivamente, na presenca do fon de Mn*2 na
concentracdo de 10 mM (Moreira et al., 2013). Nesse mesmo estudo, 0s autores
reportaram que as Xilanases de A. terreus também tiveram a sua atividade aumentada na
presenca de EDTA 5 mM, sendo a Xill a mais afetada (aumento de 23%). Esses
resultados diferem do observado no presente trabalho, pois a xilanase de A. niger
3T5B8 teve a atividade reduzida na presenca desse quelante em ambas as concentragdes
(2 e 10 mM) testadas.

As B-glicosidases também foram influenciadas pela adicdo dos cétions, com um
aumento de atividade com a adicao dos ions bivalentes de Ca, Co, Cu, Mg, Nie Zn. Jao
jon Mn*2 ndo provocou um aumento significativo na atividade enzimatica. Esses
resultados diferem do observado por Riou et al. (1998), no qual as B-glicosidases de
Aspergillus oryzae sio inibidas por uma grande variedade de cations (Ag*, Hg™?, Cu*?,
Zn*2 e Fe™®), enquanto que a presenca de Mn*2 foi capaz de aumentar em 77% a
atividade enzimaética.

N&o foi possivel encontrar um padrdo de aumento, ou reducdo da atividade
enzimética pela adicdo dos ions metalicos. Isso sugere que diferentes enzimas
produzidas por um mesmo microrganismo ou enzimas produzidas por diferentes
microrganismos apresentam diferenca em sua composic¢do estrutural. Assim, para a
utilizacdo de ions metalicos, visando ao aumento da atividade, é necesséria a realizacdo

de testes experimentais para cada enzima de interesse.
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Além de identificar a influéncia dos ions metalicos que permitam um aumento
da atividade enzimaética, também é essencial que os mesmos ndo acelerem o processo de
desativacdo térmica, pois a reacdo de sacarificacdo da biomassa geralmente ocorre a
50°C, podendo durar mais de 24 horas. Portanto, na etapa seguinte deste trabalho, foi
realizada uma analise comparativa da influéncia dos ions metalicos na atividade versus

estabilidade térmica do coquetel enzimatico.

4.5 Influéncia dos Tons Metalicos na Termoestabilidade das Enzimas

Devido aos resultados positivos da influéncia dos ions metalicos bivalentes, do
agente quelante (EDTA) e do agente desnaturante (B-mercaptoetanol) na concentragéo
de 2 mM, essa concentracdo foi selecionada para avaliar inicialmente a
termoestabilidade das enzimas endoglucanase, B-glicosidase e xilanase. Nesta etapa do
estudo, os extratos foram incubados por um periodo total de 72 horas a 50°C em tampao
acetato de sédio pH 4,5, tendo como resposta final dos ensaios a atividade residual. Foi
também realizada a incubacdo do extrato bruto (sem a adi¢do de ions) como controle.
Todas as analises foram realizadas em triplicata.

O B-mercaptoetanol zerou a atividade das trés enzimas avaliadas logo nas
primeiras 24 horas do ensaio. Ja para o ion Fe*2, ndo foi possivel realizar o ensaio de
termoestabilidade, pois ocorreu precipitacdo nos tubos incubados. Os resultados da
influéncia dos demais ions e do EDTA para a concentracdo de 2 mM na estabilidade
enzimatica esta ilustrado na Figura 22.

Para a atividade de endoglucanase, o cation Mn?* atuou, reduzindo o processo de
desativacao enzimatica. Para essa classe de enzimas, o cation Mn?* também se destacou,
aumentando a atividade em 57%. O fon Mg?* também atuou positivamente, retardando o
processo de desativacdo em relacdo ao extrato bruto. Os demais ions analisados, com
excecdo do Cu?*, ndo interferiram significativamente na estabilidade térmica
enzimética. O cétion Cu®*, apesar de aumentar a atividade enzimaética, acelerou o

processo de desativagao.
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Figura 22. Termoestabilidade e atividade enzimatica residual a 50°C e pH 4,5
do extrato enzimatico incubado na presenca dos ions bivalentes e do agente quelante

(EDTA), na concentracdo de 2 mM.
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J& para a enzima B-glicosidase, nenhum ion destacou-se na influéncia da
estabilidade térmica. Os fons mais proximos do extrato bruto foram o Ni?* e 0 Mn?*. Os
que mais se afastaram foram o Cu?*, Zn?* e Ca?'. Contudo, essa classe enzimatica
demonstrou-se bastante estavel ao final de 72 horas de incubagdo, com a menor
atividade residual obtida no valor de aproximadamente 80%.

A xilanase foi a menos estavel das trés enzimas, sendo que a presenca dos ions
de Mn?* e Cu?* aceleraram o processo de desativacdo. Os outros fons e 0 EDTA ndo
afetaram a estabilidade em relacéo ao extrato bruto usado como controle. Apds 72 horas
de incubacdo, a xilanase apresentou aproximadamente 30% de atividade residual.

Segundo Liu, Zhu e Fu (2010), os ions metalicos ttm a capacidade de se
complexar com a lignina durante o processo de hidrolise enzimatica. Nesse estudo, 0s
autores observaram que os ions Ca* e o0 Mg?* destacaram-se, reduzindo ou eliminando
a adsorcao improdutiva da enzima pela formacgé@o do complexo lignina-metal. A adicéo
desses ions em uma concentracdo de 10 mM eliminou quase completamente a adsor¢édo
improdutiva da enzima na lignina sulfonada (SL), organosolv (OL) e kraft (KL).

Kim et al. (2001) estudaram a influéncia dos ions metalicos, na concentracdo de
10 mM, durante o processo da hidrolise de celulose cristalina (Avicel), utilizando duas
celobiohidrolases isoladas (CBH1 e CBH2) do extrato comercial de Trichoderma ressei.
Nesse estudo, o cation Mn?* foi o que mais aumentou, e 0 Hg?* foi 0 que mais inibiu a
atividade enzimatica. Constatou-se, entdo, que a adicdo de Mn?* aumentou a constante
de afinidade de adsorcdo (Kag), indicando que a presenca desse ion metalico aumenta a
afinidade de adsorcdo da enzima pelo substrato. A situacdo contraria ocorreu quando foi
adicionado o fon Hg?* no meio.

Analisando o efeito dos ions metalicos na atividade e na estabilidade térmica das
enzimas, visando a sua utilizacdo no processo de sacarificacdo enzimética do bagaco de
cana-de-acucar, foi selecionado o cation Mn?* para avaliacdo da sua influéncia na etapa
de sacarificagdo. Essa escolha se justica pelo efeito positivo desse ion na atividade e
estabilidade das endoglucanases.

Tendo como uma das hipoteses, a possivel adsor¢do do ion na lignina no lugar
das enzimas e, reduzindo, assim, a perda enzimatica por adsorcao improdutiva, uma das
variaveis do processo de sacarificacdo € a concentragdo inicial de ions. Dessa forma, foi
realizado o teste de termoestabilidade para o fon selecionado Mn?* também na
concentracdo de 10 mM (Figura 23).
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Figura 23. Termoestabilidade e atividade enzimatica residual a 50°C e pH 4,5
de endoglucanase (EG), B-glicosidase (B) e xilanase (Xil) incubadas na presenga de
Mn?* na concentracdo de 10 mM.
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A estabilidade térmica, com o cation Mn?* na concentracio de 10 mM,
apresentou um comportamento similar ao obtido, utilizando-se a menor concentracdo de
2 mM. Portanto, esse ion se mostrou adequado para ser avaliado no processo de
sacarificagao.

4.6 Influéncia dos fons Metalicos na Sacarificacdo Enzimatica

Antes de verificar a influéncia do ion metalico no processo de sacarificagdo
enzimatica foram realizados testes em dois dispositivos rotativos distintos a fim de
avaliar possiveis diferencas na conversdo. Foi utilizado bagaco hidrotérmico lavado
com dois diferentes didmetros de particula (d,<0,5 ¢ dp<1,0 mm) com carga de solidos
de 5%, utilizando enzima comercial (CelicCTec 2) na dosagem de 10,2 mg proteina/ g
substrato. Os dispositos analisados foram a mesa incubadora rotativa (shaker) a 200
rpm, e um dispositivo com rotacdo de 360° a 30 rpm, ambos a 50°C por 72 horas. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Conversdo (%) da hidrdlise enziméatica com enzima comercial a 50°C por
72h.

Dispositivo Dp (mm) Converséo (%)
Shaker <1,0 23,4+1,6
Shaker <0,5 16,6+2,8

360° <1,0 29,8+0,7
360° <0,5 58,6+0,5

A partir dos resultados obtidos foi possivel verificar que tanto o tamanho da
particula quanto o tipo de agitacdo afetaram a conversdo no processo. O dispositivo com
rotacdo em 360° foi melhor para ambos os didmetros de particula analisados. J& em
relacdo ao didmetro de particula, para os ensaios em shaker o dp<0,1 favoreceu o
processo, enquanto que para o outro dispositivo estudado, o dp<0,5 chegou a dobrar a
conversdo, provavelmente essa diferenca ocorreu devido a diferenga na trensferéncia de
massa que extiste entre esses dois dispositivos. Assim, foi definido para os
experimentos seguintes o uso do dispositivo com rotacdo em 360° a 30 rpm utilizando o
bagaco com dp<0,5.

Foram também realizados experimentos preliminares nas condi¢des definidas no
primeiro teste para a determinacdo do tempo de processo (24, 48 e 72 horas), utilizando
0 extrato bruto sem a adicdo dos ions. Nesses experimentos foi verificado que a
conversdo obtida ndo sofreu alteracdo significativa ao longo das 72 horas de processo,
sendo selecionado o tempo de 24 horas para os demais experimentos. Verificou-se
também que o extrato bruto (EB) atingiu apenas 1,5% de conversao e, diante da baixa
conversdo atingida, optou-se por concentrar 0 extrato, utilizando a técnica de
precipitacdo de proteinas por acetona, para realizar os experimentos da influéncia do ion
metélico.

Para os experimentos da influéncia do ion metélico na sacarificacdo enzimatica
foi utilizado o ion de manganés, em ambas as concentracdes (2 e 10 mM). As hidrélises
foram conduzidas em reator rotativo a 30 rpm a 50°C com 5% de carga de solidos por
24 h. Foram utilizados como substratos a celulose cristalina (Avicel) e o bagaco de
cana-de-agcucar com dp<0,5 submetidos a diferentes pré tratamentos: hidrotérmico
(BHT), hidrotérmico lavado (BHTL), explodido (BEX), explodido lavado (BEXL.) e
acido (BAc).

A influéncia dos ions metalicos na sacarificacdo enzimatica foi determinada pela
quantidade de glicose liberada ap6s as 24 horas de hidrdlise. A quantidade de glicose
liberada (GL) equivale a quantidade de glicose em 24 horas, menos a quantidade de
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glicose inicial (0 horas), menos a glicose liberada pelo substrato apds 24 em tampéo
acetato de sodio 200 mM pH 4,5 (controle na auséncia de enzima). Utilizou-se como
referéncia a quantidade de glicose liberada nos experimentos de hidrélise sem a adigdo
do ion de manganés. Assim os valores de referéncia sao diferentes para cada substrato
testado. A partir desses resultados, calculou-se a variacdo da quantidade de glicose
liberada, em ganho percentual (%), na hidrélise realizada com a adi¢do de Mn?* na
concentragéo de 2 e 10 mM.

Os ganhos percentuais da quantidade de glicose liberada obtidos utilizando o
extrato bruto concentrado para a hidrélise dos diferentes substratos estdo apresentados
na Figura 24. Pode-se observar que a adicdo do ion em ambas as concentracBes
apresentou diferentes respostas a degradacdo enzimatica. No ensaio com EBcon foi
possivel visualizar o efeito positivo da adicdo do ion metalico quando utilizado na
concentragdo de 10 mM. A resposta mais expressiva a adi¢do do fon foi para 0 BAc, que
teve a G elevada em 34%. Para o BEX e o BEX_ também constatou-se o efeito
positivo na liberacdo da glicose. Pode-se observar também que a adi¢cdo do ion é mais

positiva para o substrato que ndo passou pelo processo de lavagem.

Figura 24. Ganho percentual de glicose liberada (%) com o EBcon ha presenca
do ion Mn?* apds 24h de processo a 50°C da hidrdlise de diferentes substratos.
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Apesar da etapa de concentracdo do extrato enzimatico bruto, o EBcon ainda
apresentava uma baixa quantidade de protéinas totais (2,4 mg de proteinas/ g substrato).
Portanto, para poder analisar em mais detalhes o efeito dos ions metélicos na etapa de
sacarificacdo, foi realizado ensaios de fermentacdo em estado sélido, utilizando como
substrato indutor o farelo de trigo (EBF1). Obteve-se, entdo, um extrato enziméatico com
maior carga proteica (7,4 mg de proteina/ g substrato), possibilitando a exploracdo da
influéncia do ion na hidrdlise.

Os ganhos percentuais da quantidade de glicose liberada obtidos utilizando o
EBrr para a hidrolise dos diferentes substratos estdo apresentados na Figura 25. Para
esse ensaio foi possivel observar melhor a influéncia do ion metélico, especialmente
quando adicionado na concentracdo de 10 mM. A adi¢do do ion aumentou a GL (%)
para todos os substratos lignocelulosicos testados. Destacando-se 0 BHT e o BEX,. com
aumento de 70 e 55 % respectivamente, e 0 BAc que teve a glicose liberada maior que o

dobro.

Figura 25. Ganho percentual de glicose liberada (%) com o EBrr na presenca do
fon Mn?* ap6s 24h de processo a 50°C da hidrolise de diferentes substratos.
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Também com a utilizagdo do EBrr tornou-se ainda mais evidente o efeito

positivo da adi¢do do ion nos substratos que ndo passaram pelo processo de lavagem,
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tanto para o BHTL. quanto para o BEX.. A adi¢do do ion metalico poderia ser uma
alternativa para evitar a etapa de lavagem da biomassa, o0 que contribuiria
significativamente para a reducdo do uso de agua e, consequente reducdo dos custos do
processo de hidrdlise. Resultados semelhantes também foram observados por Liu e Zhu
(2010), os autores demonstraram que com a adi¢do de ions metalicos foi possivel obter
resultados semelhantes em termos de hidrélise enzimatica para alamo pré-tratado nédo
lavado e lavado, indicando que o procedimento de lavagem, para eliminacdo dos
inibidores soluveis, pode ser eliminado.

Para ambos os extratos testados, EBcon e EBFr, a adi¢do do ion de manganés no
processo de hidrolise do Avicel ndo apresentou ganho percentual significativo de
glicose liberada. Tal fato evidencia o papel da interagdo ion-lignina, pois o avicel é um
substrato comercial de celulose pura.

Também foram realizados testes com a enzima comercial utilizando o ion de
manganés na concentragdo de 10 mM. O perfil de G dos substratos obtidos se difere
dos demais, pois a adicdo do ion metalico ndo influenciou a conversdo para nenhuma
condicdo estudada. Isso mostra que a enzima comercial CelicCTec 2 é um coquetel
enzimatico que ja contém uma formulacdo otimizada de enzimas e aditivos, e que nao é
influénciado pela adicdo de Mn?* (10 mM).

As concentracdes de glicose liberada e as conversdes obtidas na sacarificagéo
enzimatica para 0 EBcon € EBrr sem a adicdo de ion estdo apresentados na Tabela 9.
As biomassas apresentaram diferentes respostas a degradacdo enzimatica,
provavelmente devido a diferencas quimicas e estruturais intrisecas a cada pré-
tratamento aplicado. Entretando o perfil de conversdao obtido sem a adi¢do dos ions do
EBcon é semelhante ao perfil do EBrr. As biomassas lavadas obtiveram conversdes
menores que as ndo lavadas, apresentando uma menor liberacdo de aclcar no meio,

mesmo o substrato tendo uma maior quantidade de celulose.

Tabela 9. Concentracdo de glicose liberada (g/L) e conversdo da hidrélise (%) para o
EBcon € EBrr sem a adi¢do de ion metélico apos 24h a 50°C.

Substratos

Glicose liberada (g/L)

Converséo (%)

EBcon EBrr EBcon EBFr
BHT 3,05+0,11 3,21+0,07 9,78+0,34 10,32+0,56
BHTL 2,46%0,15 2,44+0,18 6,74+0,43 6,69+0,19
BEX 1,85+0,02 1,89+0,12 6,65+0,06 6,81+0,44
BEXL 1,14+0,08 1,12+0,21 3,33+0,26 3,28+0,66
BAC 1,12+0,05 0,83+0,21 3,64+0,16 2,69+0,67
Avicel 1,54+0,06 1,77+0,11 2,77+0,11 3,19+0,40
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As propriedades de superficie da lignina s&o influenciadas pela biomassa e pelo
pré-tratamento, sendo que a severidade do pré-tratamento utilizado modifica a
complexidade da lignina que permanece no substrato, afetando sua estrutura quimica e
fisica (Pareek, Gillgren e Jonsson, 2013; Ko et al., 2015).

Pré-tratamentos mais severos ndo s6 aumentam a adsor¢do improdutiva de
enzimas no processo de hidrolise enzimatica, como também podem resultar na adsorcao
preferencial de um componente a outro. E observado que a lignina em pH 4,8 apresenta
carga negativa, sendo a sua intensidade varidvel de acordo com o pré-tratamento
aplicado (Ko et al., 2015). Neste estudo, a maior liberacdo de glicose no processo de
hidrélise com a adi¢do do ion metélico pode estar relacionada a neutralizagdo das cargas
negativas presentes na lignina, diminuindo assim, a adsorcdo enzimatica.

Segundo Liu, Zhu e Fu (2010), a adi¢o de ions de Ca?* e Mg?* na concentragio
de 10 mM eliminou quase completamente a adsor¢do improdutiva da enzima na lignina
sulfonada (SL), organosolv (OL) e kraft (KL) adicionadas em Avicel. O fon Ca*
também reduziu o efeito inibidor da lignina do substrato da madeira do eucalipto pré-
tratada, indicando que a lignina ligada ou ndo ao substrato, sendo a ultima solavel ou
insolGvel, podem inibir a hidrélise enziméatica. Assim, no presente estudo, a diferenca
encontrada na influéncia do ion de manganés nos substratos, lavado ou ndo, pode estar
relacionada com a retirada da lignina néo ligada ao substrato.

Os autores Liu, Zhu e Fu (2010) também analisaram a madeira de eucalipto pré-
tratada hidrotermicamente, pelo &cido diluido e o com bissulfito (SPORL) em pH alto e
baixo, e constataram que a influéncia do ion de Ca®" foi diferente para cada pré-
tratamento. A digestibilidade do material de eucalipto hidrotérmico ndo foi influenciada
pela adicdo dos ions e o pré-tratamento com maior ganho de agucar redutor foi o
SPORL, destacando-se o realizado em pH alto. Esse resultado pode ser explicado pela
diferenca da estrutura e grupos funcionais presentes na lignina. Nesse caso, o alto grau
de sulfonacdo presente nos materiais pré-tratados por bissulfito pode ter promovido a
formagéo do complexo lignina-metal. Os diferentes valores de conversdo encontrados
no presente trabalho ao variar o substrato e ao adicionar o ion metélico corroboram com
0s estudos apresentados na literatura.

O extrato proveniente do farelo de trigo (EBgr) possuia uma maior carga de
proteina que o extrato concentrado (EBcon). Entretanto, ndo foi possivel avaliar uma

melhora na conversdo das biomassas sem a adicdo do ion metalico de manganés,
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conforme pode ser observado na Tabela 9. Uma possivel explicacdo poderia estar
relacionada ao fato de que o extrato enzimatico proveniente do cultivo com farelo de
trigo como substrato, contenha também proteinas liberadas da prépria composicdo do
farelo. Assim, foi realizada a quantificacdo das enzimas presentes nesses extratos,

conforme apresentado na Tabela 10.

Tabela 10. Atividade enzimatica (UI/L) dos extratos enzimaticos (EBcon e EBer)
utilizados na hidrolise.

Atividade enzimatica

(UI/L) EBcon EBFr
Endoglucanase 8.733,0 9.671,4
B-glicosidase 6.779,9 9.830,8
Xilanase 51.484,8 60.769,9

O aumento da atividade enzimatica foi diferente entre si, a atividade do EBgr
para endoglucanase, B-glicosidase e xilanase apresentou um aumento de 10, 44 e 18 %
respectivamente, em relagdo ao EBcon. A endoglucanase e B-glicosidase, enzimas
diretamente envolvidas na degradacdo da celulose, ndo apresentaram aumentos
proporcionais de atividade, mas a adicdo do ion metélico elevou a glicose liberada para
os extratos analisados de forma distinta, indicando que a adorsdo improdutiva €
diferente para cada enzima.

A adsor¢do das enzimas na lignina é impulsionada pela interacdo hidrofdbica e
eletrostatica, e esses dois fatores influenciam a adsor¢do de forma distinta para cada
classe enzimatica. A interacdo hidrofébica é considerada a maior forga no processo de
adsorcéo (Pareek, Gillgren e Jonsson, 2013; Ko et al., 2015).

A adsorcdo improdutiva néo é sé afetada pelas caracteristicas estruturais e fisico-
quimicas da lignina. As propriedades enziméaticas como tamanho molecular,
hidrofobicidade, Pl podem afetar a adsorcdo (Pareek, Gillgren e Jonsson, 2013; Ko et
al., 2015). As enzimas envolvidas no processo de degradacdo da celulose apresentam
diferentes perfis e, consequentemente, diferencas na adsorcdo improdutiva.
Endoglucanases e celobiohidrolases sdo mais adsorvidas pela hidrofobicidade, enquanto

as B-glicosidases pela interacdo eletrostatica (Ko et al., 2015).
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5 CONCLUSAO

O elevado custo das enzimas (hemi)celuloliticas necessarias para a conversao de
biomassa ainda ¢ uma das maiores limita¢6es na producdo em larga escala do etanol 2G.
Em termos de economia do processo, além da identificacdo das condicGes de cultivo,
que proporcionam altas cargas enzimaticas, também é essencial que as enzimas
produzidas sejam termoestaveis.

Demonstrou-se aqui que uma melhora na producdo enzimatica na FES requer a
adocdo de estratégias de processos para a remocao de inibidores, presentes na biomassa
pré-tratada utilizada no meio de cultivo como susbtrato indutor, devido aos efeitos
inibitérios de compostos fendlicos no crescimento fungico. Os resultados tambem
revelaram que a estabilidade térmica da endoglucanase e da B-glicosidase produzidas
por FES é menos afetada pelos compostos fenolicos presentes no meio. Em geral,
conclui-se que a selecéo e otimizacgdo das condicdes de cultivo devem ser realizadas em
conjunto com a caracterizacdo da estabilidade térmica das enzimas, pois pode haver
uma relacdo inversa entre esses dois critérios do processo. Nesse trabalho o melhor
extrato encontrado foi produzido em FES utilizando como substrato bagaco
hidrotérmico lavado, que produziu enzimas mais puras (maior atividade especifica) e
estaveis.

Observou-se que os ions metalicos ja presentes no extrato bruto favoreceram a
atividade enzimatica da endoglucanase e xilanase, entretanto, 0 mesmo ndo ocorreu com
a B-glicosidase. A alteracdo na estrutura das proteinas pelo f-mercaptoetanol melhorou
momentaneamente a atividade de endoglucanase e xilanase, porém a B-glicosidase
também apresentou comportamento contrario. Os ions metalicos utilizados neste estudo
afetaram todas as classes enzimaticas analisadas, reduzindo ou potencializando a
atividade enzimatica, dependendo da concentracdo utilizada, indicando a presenca de
sitios nucledfilos nas enzimas.

Para a endoglucanase, o ion Mn?*, em ambas as concentracdes de 2 e 10 mM, foi
0 ion com maior efeito positivo na atividade, atingindo um aumento de 57% e 42%,
respectivamente. O cation Mn?* também se destacou em relacdo a termoestabilidade
dessa enzima, sendo aproximadamente 25% melhor que o controle em 72 horas de
incubagdo. Para a B- glicosidase e xilanase, a adigdo do fon Mn?* ndo provocou um

aumento significativo na atividade enzimatica.
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A adicdo do ion selecionado Mn?*, na concentra¢do de 10 mM, no processo de
sacarificagdo da biomassa utilizando extratos enzimaticos produzidos “in house”,
mostrou-se eficaz no aumento da liberacdo de glicose para a maioria 0s substratos
lignocelulosicos testados, com ganhos percentuais de até 120% para o bagaco pré-tratado
em meio acido (Bé&c). Para o bagaco explodido lavado (BEX.) o aumento foi de 55 % e para
0 hidrotérmico (BHT) foi de 70%.

Conclui-se que a adicdo de ions metalicos é capaz de influenciar positivamente
tanto a atividade e estabilidade como o processo de sacarificacdo enzimatica,
despontando-se como alternativa potencial para contribuir na reducdo do custo do

processo de producéo de etanol 2G.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros seria de grande interesse aumentar a carga enzimatica do
extrato FES/BHTL, tentando outra técnica de concentragdo como, por exemplo, a
ultrafiltracdo. Com o extrato concentrado sugere-se realizar o levantamento de curvas de
adsorcdo enzimética, na auséncia e presenca do ion metalico, utilizando os substratos
analisados no estudo de sacarificacdo do presente trabalho. Esses dados de adsorgéo
poderiam contribuir para elucidar o aumento de glicose liberada na presenca do ion
metalico durante o processo de sacarificacdo, relacionando-se com a diminui¢do da
adsorcdo improdutiva das enzimas.

Sugere-se também a realizacdo de testes de adsorcdo com Avicel adicionando
diferentes concentracfes de ligninas isoladas, confirmando se a lignina é responsavel
pela adsorcdo improdutiva das enzimas. E por fim, investigar a estrutura dos substratos
utilizados nesse estudo utilizando a técnica de espectroscopia de infravermelho (FTIR),
verificando as diferencas quimicas e estruturais que podem ser encontradas na lignina
devido a severidade dos diferentes pré-tratamentos utilizados, complementando o

entendimento relaionado a possivel adsor¢éo improdutiva das enzimas nesse estudo.
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