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RESUMO

AVALIACAO DO POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE CELULASES DO FUNGO
LASIODIPLODIA THEOBROMAE NA HIDROLISE DE TECIDO DE ALGODAO. A
industria téxtil gera milhées de toneladas de residuos que séo descartados e levam cerca
de 20 anos para serem degradados na natureza. A hidrélise enzimatica dos tecidos tem
se mostrado uma boa alternativa para reciclagem desses residuos, mas geralmente séo
utilizados coquetéis enzimaticos comerciais que possuem elevado custo. O presente
trabalho teve como proposta identificar, purificar, caracterizar sob o ponto de vista
bioquimico e de especificidade, celulases produzidas pelo fungo L. theobromae, além de
avaliar a viabilidade do uso das enzimas na hidrdlise de tecido 100% algodao. Para isso,
o fungo foi cultivado a 28 °C durante 30 dias em meio liquido na presenca de
carboximetilcelulose e seu crescimento foi acompanhado através de ensaios de atividade
frente a papel de filtro como substrato usando o método de DNS para medida de agucares
redutores. A atividade para celulases totais no 10° dia de crescimento da cultura € em
média 5,89 Ul mL™". Decorrido o tempo, o extrato bruto foi submetido a precipitagdo com
sulfato de aménio seguido de cromatografia de exclusdo molecular e de troca idnica.
Assim, foi possivel purificar trés celulases com atividades para endoglucanase (0,15 Ul
mL-"), exoglucanase (3,11 Ul mL") e B-glucosidase (0,02 Ul mL") que possuem melhor
atividade em pH e temperatura de 10 e 60 °C; 11 e 80 °C; 5 e 45 °C, respectivamente.
Esta é a primeira descricdo de uma exoglucanase do fungo L. theobromae. As melhores
condigdes de hidrolise do tecido foram determinadas através de analise fatorial dos
parametros [Enzimal], [tecido], pH, temperatura e tempo de reagao, tendo sido avaliados
também os efeitos de pré-tratamentos quimico e fisico. A maior concentragao de
acucares redutores obtida foi na hidrélise de tecido sem pré-tratamento
(aproximadamente 7 mg/150 mg de tecido), enquanto que a maior perda de massa pos-
hidrélise foi obtida com o pré-tratamento fisico (19,72%). Uma das hipéteses para estes
resultados € que oligbmeros soluveis de celulose tenham sido liberados durante a
hidrolise. Comparadas a literatura, as enzimas celuloliticas do fungo L. theobromae
apresentam atividades adequadas para serem usadas no processo de hidrdlise de tecido
100% algodéao.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF CELLULASES FROM
THE FUNGUS LASIODIPLODIA THEOBROMAE IN THE HYDROLYSIS OF COTTON
TISSUE. The textile industry generates millions of tons of waste that are discarded and
take about 20 years to be degraded in nature. The enzymatic hydrolysis of tissues has
been shown to be a good alternative for recycling these residues, but commercial
enzymatic cocktails, which are expensive, are generally used. This work aimed to identify,
purify, characterize from the biochemical and specificity point of view, cellulases produced
by the fungus L. theobromae, in addition to evaluating the viability of using enzymes in
the hydrolysis of 100% cotton fabric. For this, the fungus was cultivated at 28 °C for 30
days in liquid medium in the presence of carboxymethylcellulose and its growth was
monitored through activity assays against filter paper as substrate using the DNS method
for measuring reducing sugars. Activity for total cellulases on the 10th day of culture
growth averages 5.89 IU mL". After the time, the crude extract was subjected to
precipitation with ammonium sulfate followed by molecular exclusion and ion exchange
chromatography. Thus, it was possible to purify three cellulases with activities for
endoglucanase (0.15 IU mL™"), exoglucanase (3.11 IU mL™") and B-glucosidase (0.02 |U
mL-") that have better activity at pH and temperature of 10 and 60 °C; 11 and 80 °C; 5 and
45 °C, respectively. This is the first description of an exoglucanase from the fungus L.
theobromae. The best conditions for tissue hydrolysis were determined through factorial
analysis of the parameters [Enzyme], [tissue], pH, temperature and reaction time, and the
effects of chemical and physical pre-treatments were also evaluated. The highest
concentration of reducing sugars obtained was in tissue hydrolysis without pre-treatment
(approximately 7 mg/150 mg of tissue), while the highest post-hydrolysis mass loss was
obtained with physical pre-treatment (19.72%). One hypothesis for these results is that
soluble cellulose oligomers were released during hydrolysis. Compared to the literature,
the cellulolytic enzymes of the fungus L. theobromae present adequate activities to be
used in the hydrolysis process of 100% cotton fabric.

Keywords: Lasiodiplodia theobromae, cellulases, endoglucanase, exoglucanase, B-
glucosidase, hydrolysis, cotton fabric.
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1. Introducao

1.1. Constituintes da parede celular vegetal

A parede celular vegetal € composta por hemicelulose (25-30%), lignina (15-
30%) e celulose (35-50%), possuindo também outros componentes em pequenas
concentragbes como sais minerais e extratos (Figura 1) (BRETHAUER; STUDER, 2015;
ESPRO et al., 2017)

FIGURA 1. Estrutura da parede celular de plantas.
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Fonte: adaptado de RUBIN, 2008.

A hemicelulose (Figura 2) € um heteropolissacarideo de 200 a 400
unidades de pentoses, hexoses, acidos hexurdnicos e deoxiexoses, tais como xilose,
arabinose, manose, glicose, galactose, acido D-galacturénico e acido D-glucurénico
(BRETHAUER; STUDER, 2015). Devido a grande variedade de estruturas, ligagdes inter



e intramoleculares e ramificacbes, bem como a presenca de diferentes unidades
monoméricas, a estrutura da hemicelulose possui carater complexo gerando diferentes
conformacgdes estruturais (KOOTSTRA et al., 2009).

A funcao majoritaria da hemicelulose é estabilizar a parede celular através
de ligagbes de hidrogénio com a celulose e ligagdes covalentes com a lignina. Em menor
escala, também é utilizada como mecanismo de retengcdo de agua em sementes como
fonte de energia extracelular (WYMAN et al., 2005).

FIGURA 2. Monémeros presentes do heteropolissacarideo que constitui a hemicelulose

de plantas.
PENTOSES HEXOSES ACIDOS HEXURONICOS DEOXIEXOSES
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Fonte: adaptado de CORDEIRO, 2016.

B-D-galactose

Acido a-D-galactorénico

Apesar de a hemicelulose ser um polimero de unidades glicosidicas, similar

a celulose, esta ndo apresenta regides cristalinas. Devido a isso, € mais suscetivel a
hidrélise quimica sob condigdes mais brandas. A Tabela 1 sumariza as principais

diferengas entre a celulose e hemicelulose.



TABELA 1. Diferencgas entre celulose e hemicelulose
CELULOSE HEMICELULOSE

Unidades de glucose unidas entre si Unidades de diferentes pentoses e

hexoses ligadas entre si

Alto grau de polimerizagéao (1000 a 15000 | Baixo grau de polimerizagéo (60 a 300

unidades de glucose) unidades de agucares)
Forma arranjo fibroso Nao forma arranjo fibroso
Apresenta regides cristalinas e amorfas Apresenta somente regides amorfas
Sofre hidrélise lentamente por acido Sofre hidrélise rapidamente por acido
inorganico diluido a quente inorganico diluido a quente
Insoluvel em alcalis Soluvel em alcalis

Fonte: adaptado de CORDEIRO, 2016.

A lignina € um polimero de carater aromatico e renovavel mais abundante
do planeta. Diferentemente da celulose e hemicelulose, € composta por polimeros
biossintetizados a partir de derivados de fenilpropandides (monoligndis), com
substituintes metoxila no anel aromatico, sendo formada a partir da jungao de varios
acidos e alcoois fenilpropilicos (p-cumarilico, coniferilico e sinapilico) (Figura 3)
(CAPARROS JIMENEZ, 2009).

FIGURA 3. Estrutura dos alcoois precursores da lignina.
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Essas estruturas sdo unidas por ligagbes do tipo éter que estabelecem
ligacbes cruzadas entre si. Esse arranjo faz com que a lignina possua uma elevada
massa molecular (Figura 4) (CAPARROS JIMENEZ, 2009). Sendo incorporada como
ultimo componente na parede celular vegetal, a lignina atua entre a celulose e
hemicelulose, dando certa rigidez e fortalecimento para a parede celular. Além disso,
devido a sua natureza recalcitrante em relagdo a biodegradacéo, fornece protegao contra
infecgbes por microrganismos, bem como o transporte de agua, nutrientes e metabdlitos,
impermeabilidade (SANCHEZ, 2009; STICKLEN, 2008).

FIGURA 4. Estrutura quimica da lignina.
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Fonte: EK; GELLERSTEDT; HENRIKSSON, 2009.

A celulose é o principal componente da estrutura da parede celular de
vegetais (35-50%), sendo considerado um dos polimeros de maior abundancia no planeta
(VERA et al., 2022). Estruturalmente, a celulose é definida como um polimero linear de
unidades de D-glucose com ligagcbes B (1—4), podendo atingir de 10.000 a 15.000



unidades (Figura 5). A estrutura da celulose plana e linear e é mantida por ligacdes de
hidrogénio intra e intermoleculares. O arranjo dessas subunidades forma fibras que
possuem de 5 a 12 nm de didmetro e sao rotacionadas em 180° em relagcdo as
subunidades de glucose (PIRIBAUER; BARTL; IPSMILLER, 2021).

FIGURA 5. Estrutura quimica da celulose.
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Fonte: SANTOS et al., 2012

As cadeias lineares de glucose formam uma estrutura cristalina com alto
nivel de organizacdo estrutural além de regides amorfas em diferentes proporgdes,
levando a formacdo de quatro formas de organizagdo estrutural da celulose,

denominadas la, I3, Il e lll (Figura 6). Esses arranjos ocorrem devido as fortes liga¢des



de hidrogénio intra- e intermoleculares entre os mondmeros de glucose, construindo uma
rede que contribui diretamente na estrutura cristalina do polimero de celulose, dando
carater hidrofébico a mesma (JAYASEKARA; RATNAYAKE, 2019).

FIGURA 6. Polimorfismo da estrutura da celulose.

Fonte: PAYNE et al., 2015.

Geralmente, em sistemas naturais tais como células vegetais, a celulose

ocorre na forma |, que é caracterizada pela formagao de cadeias paralelas. Dentro da



classificagao | existem as formas la e If3. A forma la é encontrada em algas e bactérias e
possui uma estrutura cristalina triclinica. A forma I € encontrada em plantas e possui

estrutura cristalina monoclinica (Figura 7), sendo essa mais estavel (MOON et al., 2011).

FIGURA 7. Configuracéo relativa da célula unitaria para celulose. la: triclinica, linha

tracejada; I3: monoclinica, linha sélida.
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Fonte: MOON et al., 2011.

A principal diferenca estrutural entre elas consiste no arranjo das ligagdes
de hidrogénio. Na forma la existe uma simetria molecular ao longo do eixo do tipo +c/4.
Ja na forma I ha uma alternancia entre +c/4 e -c/4 o que faz com que apenas metade
das cadeias sejam similares as da forma la (MATTHEWS; HIMMEL; CROWLEY, 2012)
(Figura 8).



FIGURA 8. Padrdes de ligagéao de hidrogénio da celulose la e IB. (a, b) redes alternativas
de ligagdes de hidrogénio encontradas na celulose la. (c, d) rede de ligagdes de
hidrogénio dominante nas cadeias I da celulose na origem da célula unitaria (c) e nas

cadeias I da celulose no centro da célula unitaria (d).
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Fonte: BORNSCHEUER; BUCHHOLZ; SEIBEL, 2014.

As celuloses do tipo Il e Il ndo ocorrem de maneira natural. A celulose do
tipo Il € proveniente do tratamento quimico da celulose la convertendo-a em um arranjo
antiparalelo que contém ligagdes de hidrogénio intra e intermolecular. Ja a celulose do
tipo Il & proveniente da conversao da celulose | ou I, formando camadas escalonadas
com interagdes de ligagdo de hidrogénio intra e intermoleculares. Pode ser nomeada
como celulose lll; e Il dependendo da sua origem (PAYNE et al., 2015).

Devido a sua vasta biodisponibilidade, o uso de celulose tem grande
relevancia em diferentes segmentos industriais, tais como a produgdo de papel,
embalagens, e fibras de algodao (ROJAS, 2016). Nas fibras de algodao, a celulose
aparece em sua forma nativa, atingindo niveis proximos de 70% de cristalinidade
(FRANZ; BLASCHEK, 1990)(Figura 9).



FIGURA 9. Representacado esquematica da estrutura cristalina e amorfa da celulose.
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Fonte: RAMIREZ BRENES et al., 2023.

Apesar de alto nivel de pureza, as fibras de algodao comercial possuem
outros componentes além da celulose tais como hemicelulose, proteinas e outros (Tabela
2).

TABELA 2. Composi¢ao quimica de fibras de algodao.

Constituinte Valores (%)
Celulose 82-96
Hemicelulose 2,0-6,4
Proteinas 1,0-1,9
Ceras 0,4-1,2
Derivados de pectina 0,4-1,2
Inorganicos 0,7-1,6
Outros 0,5-8,0

Fonte: PIRIBAUER; BARTL; IPSMILLER (2021).

A morfologia das fibras de algodao mostra uma cavidade longitudinal no centro
da fibra chamada de lumen, que é rodeada por cadeias de celulose (Figura 10). Na
camada mais externa se encontra a pectina e as ceras presentes na fibra gerando a
caracteristica a sua caracteristica hidroscopica. Nas paredes primaria e secundaria

encontram-se a celulose e em menor quantidade a hemicelulose e lignina. A fibra de
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algodao néo apresenta simetria rotacional e apresenta contorgdes com cerca de 60
convolugdes cm™' de fibra (DOCHIA et al., 2012).

A despeito da alta organizagao estrutural da celulose, o material celulolitico
€ altamente resistente, estavel e de dificil degradagédo. Nesse sentido, o uso de enzimas
celuloliticas vem se mostrando uma 6tima alternativa, uma vez que essas enzimas sao

capazes de hidrolisar eficientemente a celulose.

FIGURA 10. Morfologia da fibra de algod&o. (a) Representagdo esquematica da fibra de
algodao; Microscopia eletrénica de varredura da segao transversal (b) e longitudinal (c)

da fibra de algodéo.

a) Estrutura da fibra de algodao

Lamen
Parede secundaria
Parede primaria

b) Secdo transversal da fibra  ¢) Secdo longitudinal

Fonte: adaptado de SHAKER; NAWAB, 2020.
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1.2. Celulases

As celulases sdo uma classe de enzimas capazes de degradar a celulose
através da hidrélise das ligagbes B (1—4) do polissacarideo. Estas enzimas sé&o
secretadas por bactérias e fungos de forma livre ou ligadas a superficie das células
(JAYASEKARA; RATNAYAKE, 2019).

Estas enzimas pertencem a familia das glucosideo hidrolases e séo
classificadas pela Enzyme Comission (EC) com o cédigo 3.2.1.x. sendo encontradas em
13 das 82 familias das glucosideo hidrolases, identificadas por analise de sequéncia
(SCHULEIN, 2000). De acordo com o modo de atuagéo, as celulases estio subdivididas
em f- glucosidases, endoglucanases e exoglucanases (HUBER; IBORRA; CORMA,
2006) (Figura 11).

As endoglucanases (1,4- 8 -D-glucan-4-glucanohydrolases, EC 3.2.1.4) sdo
aquelas que hidrolisam a parte amorfa interna da celulose, causando mudanca rapida no
grau de polimerizacéo, diminuindo o tamanho do polimero, produzindo oligossacarideos
de até 2 unidades de glucose (celobiose) e dessa forma, gerando mais terminais
redutores (HUBER; IBORRA; CORMA, 2006; LYND et al., 2002).

As exoglucanases [(glucanohidrolase (GH), EC 3.2.1.74; celobiohidrolase
(CBH | e Il), EC 3.2.1.91)] atuam nas extremidades da regido cristalina do polimero,
liberando unidades de celobiose. E a classe menos estudadas das trés celulases e possui
mecanismo pouco elucidado. E sabido que essa classe de enzimas participa da
amorfogénese da fibra, um fenbmeno ainda nao tdo bem elucidado que consiste na
ruptura fisica do substrato. Isso leva a desestratificagdo das fibras, aumentando as
regides intersticiais, aumentando as regides cristalinas mais expostas as celulases, o que
promove um aumento na taxa de hidrolise (ZHANG; LYND, 2006).

As B-glucosidases (B -glucoside glucohydrolases, EC 3.2.1.21) sdo as
enzimas que finalizam a hidrélise da celulose. Elas sdo responsaveis pela hidrdlise das
celodextrinas e celobioses, que sao produtos intermediarios da hidrélise da celulose,
gerando D-glucose (HUBER; IBORRA; CORMA, 2006; LYND et al., 2002).
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FIGURA 11. Representagado esquematica do mecanismo de agao de celulases.
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Fonte: BARBOSA, 2019.

A reacdo catalisada por celulases, pode ocorrer através de dois
mecanismos: com e sem inversdo da configuracdo do substrato, como proposto por
Koshland em 1953 (PAYNE et al., 2015) (Figura 12). No mecanismo de inversao, uma
molécula de agua conduz um ataque nucleofilico no carbono anomérico do agucar. Uma
base catalitica abstrai um préton da molécula de agua atacante e um acido catalitico
transfere um préton para o oxigénio glicosidico para clivar a ligacdo glicosidica,
resultando em uma inversao da estereoquimica no carbono anomeérico.

Ja no mecanismo de reteng¢ao de configuracéo, a reagao ocorre em duas
etapas. Na primeira, o residuo nucleofilico ataca o carbono anomérico simultaneamente
com a transferéncia de prétons do residuo acido para o oxigénio glicosidico resultando
na formacgao do intermediario glicosil-enzima e quebra da ligagao glicosidica. Na segunda

etapa, uma molécula de agua entra no sitio ativo e ataca o carbono anomérico
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transferindo simultaneamente um préton para a base catalitica, restaurando assim o sitio
ativo da enzima (PAYNE et al., 2015).

FIGURA 12. Mecanismos de reacdo de celulases. A: mecanismo de inversdo da

configuragéo do substrato, B: mecanismo de retengdo.
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Fonte: PAYNE et al., 2015.

Importancia biotecnolégica das celulases

Nos ultimos 30 anos, o uso de celulases para a degradacédo de biomassa
se tornou uma area de grande interesse. A partir dos anos 90, as celulases tém sido
utilizadas pela industria téxtil, industria do papel e celulose, industria de detergentes,
industria de alimentos, na fermentacao de cerveja e producao de vinhos, extracao e
clarificacdo de sucos de frutas e vegetais, produgado de néctares de frutas e purés,
alteracdes das propriedades sensoriais de frutas e vegetais, extracdo de azeite de oliva,
aditivos na racdo animal, na agricultura e também para a degradacao de tecidos de
algodao (BHAT, 2000; SCHULEIN, 2000).
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Estima-se que o mercado internacional de enzimas industriais movimente
cerca de U$ 4 bilhdes e o mercado externo brasileiro de biocatalizadores U$ 200 milhdes
(ANDREAUS; PINTO DA SILVA BON; SANTANA FERREIRA-LEITAO, 2014). Esse
mercado se encontra em constante crescimento em decorréncia do desenvolvimento de
novas tecnologias e na aplicabilidade na substituicdo de processos quimicos
convencionais (ORLANDELLI et al., 2012; REINEHR et al., 2014). As celulases séo a
segunda classe de enzimas industriais mais utilizadas no mundo (17,1%) ficando atras
apenas da amilase (25,4%) seguida das lipases (7,2%), sendo que o Brasil representa
cerca de 60% de todo o consumo dessas enzimas na América (MONTEIRO; DO
NASCIMENTO SILVA, 2009). Alguns fungos e bactérias, denominados microrganismos

celuloliticos, sdo capazes de produzir celulases e tém sido extensivamente estudados.

1.3. Fungos como produtores de enzimas celuloliticas

Fungos sao organismos heterotréficos, eucariotos, uni ou pluricelulares
incapazes de absorver material insoluvel, necessitando de material soluvel para gerar
energia. Devido a falta de uma estrutura para penetrar a parede celular das plantas, estes
organismos sao conhecidos por produzirem uma grande variedade de enzimas
hidroliticas e oxidativas para acessar o interior das plantas e assim conseguir energia
(FELIX et al., 2018).

Dentro de suas classificagdes, os fungos que sado capazes de degradar
madeira sdo chamados de fungos de podridao, podendo ser do tipo branca, parda ou
mole. Os de podridao branca sao capazes de degradar celulose, hemicelulose e lignina.
Os de podridao parda, degradam intensamente a celulose e hemicelulose e fracamente
a lignina. Ja os de podridao mole sao eficazes nessa degradacao, porém, em velocidade
reduzida (MARTINEZ et al., 2005).

Alguns fungos produzem celulases, secretando-as para fora de sua parede
celular, podendo assim utilizar a D-glucose como sua fonte de energia (WILSON, 2008).
No setor industrial, principalmente a industria de papel e celulose e as industrias
sucroalcooleiras, existe um grande interesse nesses fungos para obtencdo de enzimas
gue sejam eficazes na biodegradag¢ao de materiais lignoceluloliticos. A biodegradacéao de

materiais lignoceluloliticos, em geral utilizando extratos de enzimas fungicas ou os
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préprios fungos, tem se destacado como um importante processo biotecnoldgico para
aplicagdes industriais. As principais aplicacdes sao o uso de enzimas para a hidrélise da
biomassa lignocelulolitica para obtencdo de agucares fermentaveis (AMIN et al., 2018;
CARVALHO et al., 2009).

Celulases fungicas e outras hidrolases produzidas por cepas mutantes de
alta secrecédo e cepas geneticamente modificadas vém sendo utilizadas em inumeras
aplicagdes em diversos campos da industria. Esses estudos se iniciaram a partir das
celulases do fungo Trichoderma reesei, (TEERI et al., 1992). Majoritariamente, as
celulases fungicas utilizadas sdo as de T. reesei e Aspergillus niger (NEVALAINEN;
PENTTILA, 2004). Fungos patégenos sdo conhecidos por produzir grandes quantidades
de enzimas celuloliticas (FELIX et al., 2018).

Pertencente a familia Botryosphaeriaceae, Lasiodiplodia theobromae
(Figura 13) é um fungo encontrado preferencialmente em regides tropicais e subtropicais,
em aproximadamente 500 hospedeiros, sendo estes majoritariamente plantas lenhosas.
Suas colbnias possuem coloragédo negras a acinzentadas com micélio aéreo abundante
que pode apresentar variagdes de acordo com o meio de cultura utilizado (PEREIRA;
SILVA; RIBEIRO, 2006).

L. theobromae esta relacionado a doencgas em arvores frutiferas, causando
apodrecimento e morte da maior parte das espécies que infecta (KINDO et al., 2010),
tendo ocorréncia patégena descrita em cacaueiro (Theobroma cacao L.), mangueira
(Mangifera indica L.), coqueiro (Cocos nucifera L.) cajueiro (Anacardium occidentale L.),
graviola (Annona muricata L.) mamoneira (Ricinus communis L.), guaranazeiro (Paullinia
cupana L.), pinheiro (Annona squamosa L.), pequizeiro (Caryocar spp L.), entre outras
(PEREIRA; SILVA; RIBEIRO, 2006; RODRIGUES, 2003). Com menor frequéncia, é
relatado como causador de ceratite fungica e é tradicionalmente descrito como patégeno
humano (SAHA et al., 2012).
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FIGURA 13. Fungo L. theobromae cultivado em meio BDA.

1.4. Reciclagem de tecido

A industria téxtil € responsavel pela movimentacido de aproximadamente
400 bilhdes de dolares no mercado internacional (MENDES JUNIOR, 2017). Nas ultimas
décadas, houve um aumento de 47 milhdes de toneladas para 90 milhdes de toneladas
de producédo. Em uma projecgao realizada pela Ellen MacArthur Fundation, estima-se que
no ano de 2050, esse numero chegue aos 300 milhdes de toneladas (MACARTHUR,
2017).

O aumento na producao da industria téxtil, que pode ser avaliado como um
fator positivo para a economia mundial, leva também a uma preocupacgao em relagéo ao
aumento de geracado de residuos derivados desta atividade. Juntos, China, Estados
Unidos e Reino Unido produzem cerca de 43 milhdes de toneladas anuais de residuos
téxteis (HU et al., 2018), sendo que a maior parte desses residuos acabam indo para os
aterros (NORUP et al., 2019), onde levam de 6 a 20 anos para se decomporem (LI et al.,
2019). De acordo com a ABRAPA (Associacao Brasileira de Produtores de Algodao), o
Brasil esta entre os 5 maiores produtores de algodao do mundo, ao lado da China, india,
EUA e Paquistao.

Nos ultimos anos houve um crescimento no interesse da reciclagem dos
descartes de tecido usando técnicas mecéanicas, quimicas e térmicas (ZAMANI et al.,

2015) e mais recentemente ainda a abordagem biologica tem sido vislumbrada, onde a
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reciclagem do tecido é feita por microrganismos o que representa menor impacto
ambiental devido ao menor consumo de energia no processo (LI et al., 2019).

As fibras téxteis que compdem os tecidos sao definidas como naturais e néo
naturais (artificiais e sintéticas). As fibras naturais derivadas de vegetais, como por
exemplo algodao, linho, juta e rami, sdo compostas de principalmente celulose (HAMBY,
1965). Muitos dos tecidos utilizados na industria téxtil usam misturas de fibras naturais e
nao naturais. Um estudo recente mostrou que a reciclagem de tecidos mistos algodao-
poliéster usando a abordagem de hidrélise enzimatica (processo bioldgico) e com a
recuperagdo final de glucose leva a uma importante economia de energia
(SUBRAMANIAN et al., 2020).

Um levantamento realizado por PIRIBAUER e colaboradores (2021),
mostrou que existem diferentes metodologias para lidar com o problema de descarte de
tecidos (PIRIBAUER; BARTL; IPSMILLER, 2021). Além disso, a hidrolise enzimatica se
mostra um método ambientalmente viavel, uma vez que o produto dessa hidrélise seria
a glucose, que pode ser posteriormente utilizada em processos de fermentagao para a
producao de biocombustiveis ou até mesmo a producao de matérias primas de valor mais
elevado, tais como 5-hidroximetilfurfural (WANG, 2014).

Embora existam estudos que utilizam a hidrolise enzimatica como uma
alternativa para a hidrélise de celulose de tecidos (PIRIBAUER; BARTL; IPSMILLER,
2021; SHOJAEI; DADASHIAN; MONTAZER, 2012), geralmente estes utilizam coquetéis
enzimaticos comerciais. Uma outra possibilidade é fazer o uso de micro-organismos que
possam produzir essas enzimas capazes de degradar a estrutura da celulose,
componente majoritario em tecidos de algodao, possibilitando a producédo de produtos
quimicos que possuem valor comercial agregado. Nesse cenario, a viabilidade do uso de
enzimas expressas por micro-organismos podem ser uma alternativa mais sustentavel e

de custo inferior no processo de hidrélise enzimatica de tecidos de algodao.
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2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de produgéo de celulases
pelo fungo L. theobromae. Também foram objetivos da dissertagao identificar, purificar,
caracterizar as celulases e avaliar a viabilidade do uso das celulases na hidrélise de

tecido 100% algodéo.

Objetivos especificos

- Cultivar o fungo L. theobromae em meio indutor de celulases;

- Determinar a atividade FPase (celulase total) nos extratos enzimaticos obtidos;

- Verificar o extrato enzimatico quanto a atividade CMCase, pNPBGase e Avicelase;
- Purificacdo das enzimas de interesse;

- Caracterizacao das enzimas purificadas

- Realizar ensaios de hidrélise enzimatica de tecido 100% algodao.
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3. Metodologia

3.1. Material Biolégico

O fungo L. theobromae (CDA 1169), isolado de caule de gravioleira (Annona
muricata), Jaiba, MG, 08/05/2017 foi adquirido da Micoteca da Universidade Federal de
Pernambuco e mantido em agua estéril de acordo com o método de (CASTELLANI, 1939)
em temperatura ambiente até o uso.

A transferéncia da cultura do fungo para placa de Petri antes dos
experimentos de indugao de expressao de celulases foi feita em meio de cultura batata
dextrose/agar (BDA). As placas foram mantidas em estado estatico a 28 °C durante 14

dias.

3.2. Cultivo do fungo em meio indutor de celulases

Para a indugdo da produgao de celulases, foi utilizada a metodologia
adaptada de MENDELS e WEBER (1969). Para isso, 200 mL de meio de cultura
constituido de (NH4)2S04 5,6 g L', KH2PO4 4 g L', CaCl, 0,6 g L', MgS0O4.7H,0 0,6 g L
' peptona 1,8 g L, extrato de levedura 0,5 g L', FeS04.7H20 0,01g L', MnSO4.H20
0,02 g L', ZnS04.7H20 0,002 g L', CoCl2.6H20 0,04 g L', carboximetilcelulose (CMC)
como Unica fonte de carbono 7,5 g L' foram inoculados com 8 discos ( diametro 10 mm)
retirados das extremidades do micélio da placa. Posteriormente, o erlenmeyer contendo
o in6culo foi incubado no shaker a 28°C e 150 rpm durante 30 dias. O meio de cultura
contendo as enzimas secretadas foi chamado de extrato bruto (EB). A cada 48 h foi
retirada uma aliquota do EB que foi submetida a teste de atividade enzimatica, descrita
no item 3.4.1. Os experimentos foram realizados em ftriplicata biolégica e duplicata

experimental.
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3.3. Isolamento e purificacao das enzimas

Precipitagcao com sulfato de amoénio

Apods o periodo de crescimento do fungo em meio liquido, o extrato bruto
(EB) foi filtrado com papel de filtro qualitativo de porosidade 3 uym. Em seguida, foi
adicionado (NH4).SO4 lentamente a solugéo até a concentracao final de 80% (m/v). Apos
a adigao do sal, o meio foi deixado sob agitagédo lenta durante 30 minutos, seguidos de
centrifugagdo a 10000 g, a 4 °C durante 5 min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspendido em tampéo fosfato de sdédio 50 mM, pH 7,0 na proporcao
de 1 mL para cada 100 mL de EB. A solucéao foi transferida para membrana de dialise
(SnakeSkin™ Dialysis tubing 3.5K MWCO, 22 mm) e submetida a dialise com solugao de
tampao fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0 (tamp&o A). Foram executadas 3 trocas da
solugédo tampao, sendo a primeira de 30 min, a segunda de 1 h e a ultima 2 h apés o
inicio da dialise. Ap6s a dialise, a amostra foi chamada Extrato Enzimatico (EE), e

guardada a -20 °C em glicerol 20%.

Cromatografia de exclusdao molecular

Uma aliquota de 1 mL de EE foi aplicada em coluna de exclusdo molecular
de 120 mL Superdex-75 acoplada ao sistema FPLC (Fast protein liquid chromatography-
GE Healthcare), que foi previamente equilibrada com solugado tampéo fosfato de sddio 50
mM, pH 7,0 (tampao A), acrescido de NaCl 150 mM (tampao B). A elui¢ao isocratica foi
desenvolvida em fluxo de 0,3 mL min'. A corrida cromatografica foi acompanhada por
ensaios de atividade FPase, CMCase, Avicelase e pNPBGase (item 3.4.1), e por
eletroforese em gel SDS-PAGE 12%.

Cromatografia de troca idnica

Fracdes selecionadas da coluna Superdex-75 foram reunidas e aplicadas
em uma coluna de troca aniénica de 1 mL DEAE Sepharose (GE Healthcare) acoplada
ao sistema FPLC. A coluna foi previamente equilibrada com tamp&o A. A eluigao foi feita

com gradiente linear de 0-100% de tampao C (tampao A acrescido de 1M NaCl) e as
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fragcbes obtidas foram analisadas quanto a atividade (FPase, CMCase, Avicelase e
pNPBGase) e por eletroforese em gel SDS-PAGE 12%.

3.4. Caracterizacao das enzimas

3.4.1. Atividade enzimatica

Para a determinacido da atividade celulolitica total, foi utilizada a
metodologia de determinagdo de agucares redutores totais pelo método do acido 3,5
dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). Esse método consiste na redu¢cdo do DNS por
acucares redutores a acido 3-amino-5-nitrosalicilico, um composto que possui
absorbancia maxima em 540 nm.

A curva padrao de glucose foi feita de acordo com a metodologia de GHOSE
(1987), a partir de uma solugcdo estoque de glucose (10 mg/mL: solugcdo padrao).
Diluicbes foram realizadas para o preparo dos padrdoes de glucose utilizando tampéo
citrato de sédio 50 mM pH 4,8:
1,0 mL de padrao + 0,5 mL de tampao = 6,7 mg/mL (3,35 mg/0,5 mL).
(2,50 mg/0,5 mL).
1,0 mL de padrao + 2,0 mL de tampéo = 3,3 mg/mL (1,65 mg/0,5 mL).
1,0 mL de padrao + 4,0 mL de tampéo = 2,0 mg/mL (1,00 mg/0,5 mL).

1,0 mL de padrao + 1,0 mL de tampao = 5,0 mg/mL

Para cada uma das solucgdes diluidas de glucose padrao foi feita a reacao
com DNS como segue: 0,5 mL de cada um dos padrbées foram adicionados a 1 mL de
tampao citrato de soédio 50 mM pH 4,8, incubados a 50°C durante 1 hora. Em seguida,
foram adicionados 3 mL de reagente DNS, e a solugao foi incubada a 100°C por 15
minutos e depois colocada em banho de gelo por 5 minutos. Por fim, adicionou-se 20 mL
de agua. A absorbancia a 540 nm de cada uma das solugdes foi utilizada para a
construcdo de uma curva linear de padrao de glucose usando o valor absoluto de glucose
(mg/0,5 mL) plotada contra Asao.

A atividade enzimatica foi calculada segundo a equacéao (1) (INFORSATO;
PORTO, 2016):
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_ c
UlmL™ = 0 stDVZ Ztt [Eq. 1]

onde:

C= concentrac&o de agucar produzido (mg/mL)

FD= fator de diluicéo

Vt= volume total da reacdo (mL)

0,18= fator de conversao de mol para ymol de glucose
Ve= volume de enzima (mL)

t= tempo de reacdo enzimatica (min)

A unidade de atividade enzimatica (Ul) foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1 ymol de acucares redutores por minuto, onde a

concentracéo da proteina foi expressa em Ul mL.

3.4.1.1. Método do p-nitrofenol para a determinacao de atividade -
glucosidase

Para a determinagao da atividade pNPBGase, utilizou-se a metodologia do
p-nitrofenol (pNP) adaptado de STRADWICK e colaboradores (2017). O composto
pNPBG é analogo a celobiose, substrato especifico da enzima 3 -glucosidase. A hidrdlise
da ligagao B (1—4) gera glucose e pNP (Figura 14), que possui absorbancia maxima em
400 nm.

FIGURA 14. Representacao da hidrélise enzimatica do pNPBG por 3-glucosidase.
HO HO

0O 0 B-glucosidase OH
OH - — +
NO O2N HO

OH OH ¢ OH

p-nitrofenil-B-o-glucopiranosideo p-nitrofenal Glucose
(pPNPBG) (pMP)
400 nm
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A concentracdo do substrato pNP liberado apds a hidrélise enzimatica do
pNPBG foi calculada usando o coeficiente de absortividade molar do p-nitrofenol de 3,57
L mol''cm™' e empregando a equagao de Lambert-Beer (Equagéo 2) (STRADWICK et al.,
2017).

A=¢.cl [Eq. 2]

Onde A é a absorbancia medida, € o coeficiente de absortividade (L mol' cm™), ¢ a
concentragao (M) e | o caminho 6ptico (cm).

A concentracdo obtida foi convertida usando a Equacgao 2, obtendo-se a
concentragédo da proteina em U L-'. Portanto, uma unidade enzimatica (U) foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 pmol de pNP por minuto. Todas

os ensaios foram realizados em triplicata.

3.4.1.2. Determinacao de celulases totais - FPase

A avaliagao da atividade celulolitica total, foi feita utilizando papel de filtro
como substrato (GHOSE, 1987) pelo método do DNS (MILLER, 1959). Brevemente, uma
amostra de 0,5 x 0,75 cm de papel de filtro foi adicionada a uma solugao contendo 31,2
ML de extrato bruto; 62,4 uL de tampao citrato 50 mM pH 4,8 e encubada a 50°C durante
1 hora. Em seguida, 188 pL de reagente DNS foram adicionados e a amostra foi levada
a banho seco a 100°C por 15 minutos. Logo apés, a amostra foi levada a banho de gelo
e posteriormente adicionou-se 1250 uL de agua. Fez-se uma pausa de 20 minutos e
entao foi lida a absorbancia utilizando uma curva padrao de glucose. Os experimentos

foram realizados em ftriplicata bioldgica e duplicata experimental.

3.4.1.3. Determinacao de atividade Endoglucanase — (CMCase)

A determinacdo de atividade especifica para endoglucanase foi realizada
utilizando-se CMC como substrato (GHOSE, 1987), também pelo método do DNS
(MILLER, 1959). A solucéo reacional continha 31,25 yL de extrato enzimatico e 31,25 pyL
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de substrato CMC 0,03125% que foi preparado em tampao citrato 50 mM pH 4,8, e foi
incubada a 50°C durante 30 minutos. Em seguida, 187,5 yL de reagente DNS foram
adicionados e a amostra foi levada a banho seco a 100°C por 5 minutos. Logo apds, a
amostra foi resfriada a 4°C e posteriormente adicionou-se 1250 pyL de agua. Por fim, foi
lida a absorbancia utilizando uma curva padrdo de glucose para a determinagéo de

concentracido de acgucar redutor liberado na reacgao.

3.4.1.4. Determinacgao de atividade Exoglucanase — (Avicelase)

A determinagédo de atividade especifica para exoglucanase foi realizada
utilizando-se celulose microcristalina (Avicel®) (adaptado de MUKHERJEE; KARMAKAR,;
RAY, 2011) e a detecgéo da atividade foi feita pelo método do DNS (MILLER, 1959). A
solucao reacional continha 31,25 uL de extrato enzimatico e 31,25 yL de substrato
Avicel® 10 mM que foi preparado em agua MilliQ, e foi incubada a 50°C durante 15
minutos. Em seguida, 187,5 yuL de reagente DNS foram adicionados e a amostra foi
levada a banho seco a 100°C por 15 minutos. Logo apds a amostra foi resfriada a 4°C e
posteriormente adicionou-se 1250 uL de agua. Por fim foi lida a absorbéancia utilizando

uma curva padrao de glucose.

3.4.1.5. Determinacgao de atividade B-glucosidase — (pPNPBGase)

A determinacdo de atividade especifica para a B-glucosidase foi feita
utilizando-se o reagente p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo (pNPBG), adotando a
metodologia de determinacdo de p-nitrofenol adaptada de HERR (1979). A solucao
reacional continha 25 pL de extrato enzimatico, 225 uL de tampéo acetato de sodio 50
mM pH 5,0 e 250 pL de substrato pNPBG 2 mM, que foi preparado com o tampao acetato,
e foi incubada a 37°C por 10 minutos. Em seguida, 500 yL de Na>xCOs; 1M foram
adicionados para interromper a reacao. Por fim, foi realizada a leitura da absorbancia a
400 nm.
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3.4.2 Ensaio de Zimografia

Com o intuito de detectar as bandas de proteinas correspondentes as
celulases, a técnica de zimografia foi utilizada. Para detecgdo das enzimas por
zimografia, foram preparados géis de bis/acrilamida 12% (m/v), conforme a metodologia
adaptada de LAEMMLI (1970). Contudo, algumas modificagdes foram realizadas para
que apods a eletroforese, a atividade das proteinas pudesse ser recuperada. As

modificagdes realizadas foram:

- Foi utilizado apenas 10% da quantidade de SDS, tanto para o gel de corrida quanto para
o gel de empilhamento. Para o gel de corrida, a metodologia original usa 45 yL de SDS
10% (m/v) e o gel de empilhamento 20 pL. Sendo assim, foram utilizados 4,5 e 2 yL de
SDS nos géis de zimografia;

- Adicao do substrato especifico das enzimas a receita do gel [CMC 0,1% (m/v), pNPBG
2 mM, Avicel® 0,3% (m/v)];

- As amostras foram acrescidas de tampao de amostra desnaturante [tamp&o Tris-HCI
1M, pH 6,8 1,2% (v/v), B-mercaptoetanol 1% (m/v), SDS 0,4% (m/v), glicerol 10% (v/v) e
azul de bromofenol 0,02% (m/v)] na propor¢ao 15:1 (amostra: tampao) e aplicadas

diretamente no gel, excluindo a etapa de aquecimento durante 5 min a 100 °C;

A corrida de eletroforese foi realizada a temperatura ambiente, sendo
aplicada uma voltagem de 80 V até as amostras passarem pelo gel de empilhamento e
entrarem no gel de resolugédo, aumentando a voltagem para 120 V no restante da corrida
(GONCALVES; STEINER, 1996).

Apos o termino da corrida de eletroforese foi realizado o procedimento de
renaturagao das proteinas descrito por PETERSON; GRINYER; NEVALAINEN (2011) e
MIHAJLOVSKI e colaboradores (2015). Para isso, os géis foram lavados com solugao de
Triton X-100 1% para total remogao do SDS e posteriormente com agua MilliQ, sendo
realizadas trés trocas a cada 10 minutos. Em seguida, os géis foram incubados de acordo
com o seu substrato. Ao gel de CMC foi utilizado tampao citrato de sédio 50 mM pH 4,8
durante 1 hora a temperatura ambiente. Ao gel de pNPBG, tampé&o acetato de sodio 50
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mM pH 5,0 a 37 °C durante 1 hora. Ao gel de Avicel®, tamp&o citrato de sodio 50 mM pH
4,8 durante 1 hora a 80°C.

Para a deteccao da atividade CMCase e Avicelase, foram utilizados 50 mL
de uma solugdo de Vermelho Congo 1% (m/v) sob agitagdo durante 15 minutos,
descartada e acrescida de solucdo de NaCl 1M para descorar durante 10 minutos. A
deteccdo da atividade pNPBGase foi feita utilizando uma placa de UV no
fotodocumentador, pois o p-nitrofenol produzido na reacdo é detectado a 400 nm
(STRADWICK et al., 2017).

3.4.3. Avaliacdo da atividade enzimatica em funcdo do pH e

temperatura

Para as trés enzimas purificadas, o valor de pH 6timo foi determinado
seguindo os métodos descritos no item 3.4.1 utilizando-se tampéao citrato-fosfato (tampao
Mcllvaine) para a faixa de 3,0 a 8,0, tampao de glicina 100 mM para a faixa de 9,0 a 10,0
e tampéao fosfato de sdédio 100 mM para pH 11,0. As reacdes foram realizadas em
triplicada (n=3).

A determinacdo da temperatura 6tima foi realizada posteriormente nos
respectivos pH 6timos das enzimas. A reagdo enzimatica (descrita no item 3.4.1) foi
realizada variando-se a temperatura de 28°C a 70°C. As reacgbes foram realizadas em

triplicada (n=3).

3.5. Estudos da hidrélise de tecido de algodao pelas enzimas

Para este estudo, a amostra utilizada foi o extrato enzimatico (EE, amostra

apos precipitacdo com sulfato de aménio, ressuspendida em tampao e dialisada).

3.5.1. Avaliagcao da atividade enzimatica do EE em funcao do pH e

temperatura

Similarmente a determinacéo das enzimas purificadas descrito no item 3.4.1

do presente trabalho, foi realizado teste de atividade FPase no extrato enzimatico. Os
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ensaios foram realizados em diferentes valores de pH utilizando-se tampé&o citrato-fosfato
(tampao Mcllvaine) para a faixa de 3,0 a 8,0, tampao de glicina 100 mM para a faixa de
9,0 a 10,0 e tampao fosfato de sédio 100 mM para pH 11,0. As reagdes foram realizadas
em triplicada (n=3).

A determinacdo da temperatura otima foi realizada posteriormente nos
respectivos pH 6timos das enzimas. A reagao enzimatica (descrita no 3.4.1) foi realizada
variando-se a temperatura de 28°C a 70°C. As reacdes foram realizadas em ftriplicata
(n=3).

Para avaliar a atividade das enzimas na hidrélise de tecido de algodao, o
tecido (Peripan®©) foi previamente lavado com solugao de extran 1% (v/v) a 100°C durante
10 min, enxaguado com agua MilliQ e ressubmetido a agua MilliQ a 100°C durante 10
min. Apds esse processo, o tecido foi seco em estufa a 75°C durante 2 dias. O tecido

lavado e seco foi triturado em moinho de facas.

3.5.2. Caracterizagao do tecido

Inicialmente, o tecido utilizado foi caracterizado através das técnicas de
DSC, FTIR e TGA visando a caracterizagao quimica e térmica o substrato da hidrolise,
em colaboragdo com a Profa. Dra. Sandra Andrea Cruz e da mestranda Isabelly Bertochi

Veroneze do Departamento de Quimica da UFSCar.
3.5.3. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Para a andlise de calorimetria exploratéria diferencial, utilizou-se o
equipamento da marca NETZSCH, modelo Maia 203 F3. Foram utilizados 5,4 mg de
amostra com uma rampa de aquecimento que variou de 20 a 390 °C em atmosfera de
nitrogénio com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min.

3.5.4. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A analise de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

foi realizada em equipamento da marca Thermo Scientific, linha Nicolet 6700. Os
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espectros foram obtidos em nimeros de onda com gama espectral de 4000 a 400 cm™,
resolugdo de 2 cm™ e 64 scans. Essa analise teve como principal objetivo verificar as

estruturas moleculares e as cadeias quimicas dos constituintes presentes no tecido.

3.5.5. Analise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica do tecido de algodéao foi avaliada pela variagéo da
massa em fungao da temperatura sendo realizada em equipamento da marca NETZSCH,
modelo Tarsus 209 F3. Para isso, utilizou-se aproximadamente 5 mg de tecido. Foi
utilizada atmosfera de nitrogénio com vazéo de 20 mL min™' numa taxa de aquecimento
de 10°C min™', partindo de 30 °C até 600 °C.

3.5.6. Planejamento fatorial fracionario (n=5)

Devido ao elevado numero de variaveis envolvidas na hidrdlise do tecido,
fez-se 0 uso de um planejamento fatorial a as variaveis estudadas foram: concentragao
da enzima (EE), concentragéo do substrato (tecido), pH, temperatura, tempo de reacgéo,
e também os pré-tratamento quimico com NaOH e pré-tratamento fisico com a autoclave.

Os experimentos foram feitos em tubos Falcon de 15 mL que foram vedados
com filme de parafina plastica (Parafilm M®). A mistura reacional continha o volume total
de 5 mL. Nessa triagem foram analisados os efeitos individuais de cada uma das

variaveis, de acordo com as condi¢des descritas na Tabela 3.

TABELA 3. Configuragao dos experimentos do planejamento fatorial, visando a triagem

de variaveis significativas.

Varidveis Minimo | Maximo
(-1) (+1)
Vi [Enzima] (U/g de substrato) 2 7
V2 [Substrato] (mg/mL) 5 30
V3 Tempo (h) 12 120
V4 pH 4 8
V5 Temperatura (2C) 30 70
V6 Pré-tratamento NaOH | Autoclave
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Optou-se por analisar os pré-tratamentos (V6) apos determinacéo da
condigdo o6tima obtida pelo planejamento fatorial. Com isso, os experimentos foram
definidos a partir da geratriz (n=5) (Tabela 4 e 5) e a resposta, feita em triplicata (n=3),
foi dada em U mL"". Esses dados geraram um grafico de contrastes de cada uma das
variaveis, sendo selecionados apenas os mais significativos para que essas variaveis

fossem levadas para o planejamento fatorial completo.

TABELA 4. Configuragdo dos 8 experimentos realizados para a triagem das variaveis
importantes na liberagdo de agucares redutores na hidrélise de tecido 100% algodao, em

escala codificada.

1 2 3 4=12 5=123
Experimento | [Enzima] | [Substrato] | Tempo pH Temperatura
1 -1 -1 -1 1 -1
2 1 -1 -1 -1 1
3 -1 1 -1 -1 1
4 1 1 -1 1 -1
5 -1 -1 1 1 1
6 1 -1 1 -1 -1
7 -1 1 1 -1 -1
8 1 1 1 1 1

TABELA 5. Configuragao dos 8 experimentos realizados para a triagem das variaveis

importantes na liberagdo de agucares redutores na hidrdlise de tecido 100% algodéo, em

escala real.

1 2 3 4=12 | 5=123
Experimento | [Enzima] | [Substrato] | Tempo pH Temp.

1 2 5 12 8 30

2 7 5 12 4 70

3 2 30 12 4 70

4 7 30 12 8 30

5 2 120 8 70

6 7 120 4 30

7 2 30 120 4 30




120

70

30

O planejamento fatorial completo foi realizado de maneira similar, com

adicao dos pontos centrais e axiais. Com esses dados, foi gerada uma superficie de

resposta que foi utilizada nos experimentos de validacido do método.
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4. Resultados e discussoes

4.1. Avaliagao da producgao de celulases pelo fungo L. theobromae

O fungo filamentoso L. theobromae é um patdgeno de plantas frutiferas
como mangueira, cajueiro, videira e cacaueiro entre diversas outras importantes
plantagées. A sua infecgéo leva a podridao e a morte, e a ocorréncia deste fungo tem um
forte impacto na economia das comunidades que tém essas agriculturas como fonte de
renda. O fungo também tem sido associado a cancros em eucaliptos e Acacia mangium,
onde a perdas de produtividade de madeira podem chegar a 63% (BORGES, 2014).

A capacidade de L. theobromae infectar as plantas deve estar associada a
sua capacidade de produzir de enzimas que degradam a parede celular das mesmas.
Um estudo descrito na literatura com diferentes cepas de L. theobromae mostrou, através
de experimentos em placa de agar e zimografia, a producado de celulases, lacases,
xilanases, pectinases e pectina liase (FELIX et al., 2018).

No presente trabalho, com o objetivo de avaliar as possiveis celulases
produzidas pelo fungo L. theobromae, este foi cultivado durante 30 dias e a atividade para
celulase total (atividade FPase) foi avaliada através de ensaios enzimaticos do meio de
cultura a cada 48 h frente a papel de filtro como substrato. Os resultados, mostrados na
Figura 15, indicam o maximo de atividade no 26° dia de crescimento da cultura. Também
€ possivel observar maximos de atividade no 10° e 20° dias. Para dar continuidade aos
estudos de isolamento das enzimas, optou-se para definir o décimo dia de cultivo do
fungo como o periodo para concluir este experimento e utilizar o meio de cultura para

isolar as enzimas.
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FIGURA 15. Analise da atividade enzimatica do extrato bruto de L. theobromae frente ao

papel de filtro como substrato, durante 30 dias.
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Definido que os proximos experimentos seriam feitos com a cultura apos 10

dias de incubagao, o meio de cultura foi filtrado utilizando papel de filtro e submetido a

uma primeira etapa de purificagdo, que também funcionou para concentrar a amostra,

que foi precipitado com 80% de sulfato de aménio. O precipitado proteico obtido foi

ressuspendido em tampao, dialisado contra tampao e denominado Extrato Enzimatico

(EE). Esta amostra apresentou 6 Ul mL-' medida frente a papel de filtro como substrato

(atividade de celulase total).

O EE foi analisado por SDS-PAGE sendo possivel observar bandas de

proteinas com massa molecular entre 32 e um pouco acima de 72 kDa (Figura 16).
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FIGURA 16. Analise do extrato bruto em SDS-PAGE 12% das enzimas secretadas para
o meio extracelular pelo fungo L. theobromae. 1:padrdo de massa molecular; 2: amostra

do extrato bruto.
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Para identificar quais proteinas estariam sendo expressas e secretadas
para o meio externo pelo fungo, utilizou-se analise por zimografia, usando substratos
especificos para atividade CMCase, pNPBGase e Avicelase.

No experimento utilizando CMC como substrato (Figura 17, A) foi observado
um sitio de atividade em torno da regidao de 35 kDa. De maneira similar, utilizando o
pNPBG (Figura 17, B) também foi observado um sitio de atividade na mesma regiao.
Dessa forma, nao foi possivel distinguir a atividade CMCase da pNPBGase. Porém, foi
possivel determinar que a endoglucanase e a B-glucosidase tinham tamanhos préximos
em torno de 35 kDa.

No zimograma utilizando Avicel® como substrato (Figura 17, C) foi possivel
observar um sitio de atividade na regido de 66 kDa, que aparece distorcido devido a ndo
solubilidade do substrato, fazendo com que as bandas ficassem distorcidas.

A partir desses experimentos foi possivel identificar quais eram as bandas
de interesse e estimar a massa molecular de cada uma das enzimas endoglucanase e a

B-glucosidase em aproximadamente 35 kDa e exoglucanase com 66 kDa.
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FIGURA 17. Zimogramas utilizando (A) CMC, (B) pNPBG e (C) Avicel® como substratos.

MM, padrao de massa molecular; Amostra: Extrato Enzimatico.
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4.2. Purificagao das celulases produzidas pelo fungo L. theobromae

Determinadas as bandas referentes as celulases de interesse, o EE foi
submetido a uma outra etapa de purificagdo, em uma coluna de exclusdo molecular
Superdex-70 acoplada ao sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography- GE
Healthcare). Antes de se iniciar a purificagdo, 1 mL do EE foi descongelado em banho de
gelo e centrifugado a 10000 g, a 4°C durante 5 minutos.

O cromatograma obtido mostra um classico cromatograma de proteinas,
com diversos picos que possivelmente correspondem a diferentes proteinas, Figura 18.
A corrida cromatografica foi acompanhada por SDS-PAGE e ensaios de atividade com
os trés diferentes substratos, para identificar as enzimas. De acordo com o gel de

eletroforese, Figura 19, as proteinas referentes aos picos 2 e 3 apresentam massa
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molecular aproximada de 35 kDa. Através dos ensaios enzimaticos foi possivel identificar
a proteina eluida no pico 2 como tendo atividade endoglucanase e a eluida no pico 3 com
atividade B-glucosidase (Tabela 6).

Com a ferramenta do software do fotodocumentador foi possivel estimar a
massa molecular de ambas as enzimas, tendo a endoglucanase 36,14 kDa e a -
glucosidase 33,40 kDa. Esse resultado se mostra de acordo com (FELIX et al., 2018) que
identificou uma endoglucanase de L. theobromae com massa molecular aproximada de
37 kDa.

Em um levantamento bibliografico feito por WILLIS e colaboradores (2010)
acerca das endoglucanases produzidas por diferentes microrganismos foi observado
que, em média, seus tamanhos variam de 29 a 80 kDa. Neste mesmo trabalho, para as
B-glucosidases observou-se tamanhos que variam de 27 a 106 kDa (WILLIS; OPPERT;
JURAT-FUENTES, 2010).

FIGURA 18. Perfil cromatografico da purificagdo por exclusdo molecular do Extrato
Enzimatico obtida de L. theobromae. Eluicio isocratica com tampao fosfato de sédio 50

mM pH 7,0; fluxo: 0,5 mL min'; amostra: 1 mL de EE.

T T T — T T T 1
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FIGURA 19. Analise em SDS-PAGE das amostras eluidas nos picos 2 e 3 da coluna de
exclusdo molecular. MM, padrdo de massa molecular; po¢co 1, Extrato Enzimatico
aplicado na coluna; pogo 2, amostra do pico 2 e pogo 3, amostra do pico 3 do

cromatograma.
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As fragdes eluidas no pico 1 do cromatograma (Figura 18) apresentaram
atividade Avicelase. No entanto, a amostra apresentava mais de uma banda no gel de
eletroforese (dados ndo mostrados), e assim, as fragdes eluidas no pico 1 foram reunidas
e aplicadas em uma coluna de troca anidnica, QFF. Apds diversas tentativas de
separagao das proteinas, optou-se por utilizar uma outra coluna de troca aniénica, uma
DEAE Sepharose FF, e apés otimizagdo de gradiente salino obteve-se finalmente um
cromatograma com boa separacao (Figura 20). A cromatografia foi acompanhada por
ensaio frente a Avicel e as fragdes do pico indicado na Figura 20 com o simbolo *
apresentou atividade. Analise por SDS-PAGE (Figura 21) desta fragdo mostrou uma
banda de aproximadamente 78,5 kDa, e, portanto, foi possivel purificar uma

exoglucanase. A tabela 6 mostra as massas moleculares das enzimas isoladas.
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FIGURA 20. Cromatograma obtido da coluna de troca aniébnica DEAE Sepharose FF.
(*) banda cromatografica que apresentou atividade Avicelase. Tampéao A: fosfato de sddio
50 mM pH 7,0; Tampéao B: fosfato de sddio 50 mM pH 7,0 acrescido de 1M de NaCl; fluxo:

1 mL min".
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FIGURA 21. Analise por SDS-PAGE da exoglucanase eluida da coluna DEAE Sepharose

FF. MM, padrdo de peso molecular; po¢o 1, amostra da banda cromatografica (*) com

atividade Avicelase.

TABELA 6. Massa molecular estimada das enzimas eluidas nos picos 1, 2 e 3 da

cromatografia de exclusao molecular.

Enzima Fracao eluida da Massa molecular
Superdex-75 (kDa)
(pico)
Exoglucanase 1 78,5
Endoglucanase 2 36,1
B-glucosidase 3 33,4
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4.3. Caracterizacao bioquimica das celulases produzidas pelo fungo L.
theobromae

A caracterizagao bioquimica das celulases purificadas foi feita avaliando-se
a influéncia do pH e da temperatura nas suas atividades. Para a analise de pH variou-se
o pH no intervalo de 3,0 e 11,0 utilizando os substratos especificos (CMC, pNPBG e
Avicel®). Esse intervalo de pH foi definido levando em consideragéo os dados presentes
na literatura de endoglucanases que possuem melhor atividade em pHs alcalinos
(CHAUDHARY; PRASANNA; BHATNAGAR, 2013). Para a analise do efeito da
temperatura, selecionou-se o melhor pH e variou-se a temperatura de incubacao da
reacao.

As melhores condigbes de pH e temperatura para a -glucosidase de L.
theobromae foi pH 5,0 e 45 °C (Figura 22). Esse dado esta de acordo com UMEZURIKE

(1977), que determinou que a melhor atividade ocorria entre pH 4 e 5.

FIGURA 22. Avaliagao da influéncia do (A) pH e (B) temperatura na atividade da (-

glucosidase do fungo L. theobromae.
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A endoglucanase de L. theobromae possui a melhor atividade em pH 10,0
e 60 °C (Figura 23). De acordo com dados da literatura endoglucanases apresentam um
amplo intervalo de pH 6timos que variam de 5,0 a 10,0 (CHAUDHARY; PRASANNA;
BHATNAGAR, 2013). Ja para a analise da influéncia da temperatura na atividade
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enzimatica de endoglucanases, a literatura descreve enzimas com temperaturas 6timas
entre 50 a 75 °C. A endoglucanase purificada neste trabalho pode ser classificada com
termofilica, pois tem uma maxima atividade a 60 °C. Essa carateristica € interessante

quando se objetiva uma aplicagao biotecnolégica, onde processos podem ocorrer a altas
temperaturas.

FIGURA 23. Avaliagdo da influéncia do (A) pH e (B) temperatura na atividade da
endoglucanase do fungo L. theobromae.
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A exoglucanase de L. theobromae purificada apresenta a melhor atividade
a pH 11,0 e 80°C, Figura 24. Ao contrario de endoglucanases e 3-glucosidases, que sao
bem descritas na literatura para uma gama de microrganismos, exoglucanases sao pouco
estudadas.
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FIGURA 24. Avaliagéo da influéncia do (a) pH (b) temperatura na atividade exoglucanase

do fungo L. theobromae.
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A atividade de cada uma das enzimas estudadas foi avaliada nas melhores
condi¢des de pH e temperatura, sendo possivel determinar a atividade em Unidades das
mesmas. Na Tabela 7, encontra-se um resumo das caracteristicas das enzimas.

As enzimas endo- e exoglucanases apresentam melhor atividade em
temperaturas elevadas, 60 e 80°C, respectivamente, o que lhes confere uma boa
aplicabilidade em processos que ocorrem a altas temperaturas, como por exemplo na
industria de detergentes onde as celulases sao utilizadas para a desfibrilagao dos tecidos
e para isso precisam estar ativas nas condigdes severas que sao realizadas as lavagens
(SHIMONAKA et al., 2006; WANG et al., 2005). Outro processo industrial que requer
enzimas estaveis nessas condicdes € o de destinagem nas células de flotacdo na
industria de reciclagem de papel (SINGH et al., 2009).

A B-glucosidase estudada aqui neste trabalho € uma enzima que responde
negativamente a temperaturas mais elevadas, atuando melhor a 45 °C. Geralmente,
essa classe de enzima é classificada como mesofilica por apresentar melhores atividades
entre 30 e 65°C, porém, inativada em temperaturas proximas de 55 a 70° (KETUDAT
CAIRNS; ESEN, 2010).
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As enzimas estudadas no presente trabalho, exoglucanase, endoglucanase
e B-glucosidase, apresentaram atividade especifica nas melhores condi¢cdes de pH e
temperatura igual a 3,11; 0,15 e 0,02 Ul ml", respectivamente (Tabela 7). Como citado
anteriormente, o EE apresenta 6 Ul ml"' para atividade celulase totais.

Segundo a literatura, fungos do género Penicillium sédo os melhores
produtores de celulases sendo que algumas espécies apresentam atividade de celulase
totais de 55 Ul mL-'(VAISHNAYV et al., 2018). Estudos com quatro fungos dos géneros
Aspergilus sp e Penicillium sp mostraram atividade para celulases totais entre 0,4 e 14
Ul mL"' e para a atividade B-glucosidase de 0,006 a 0,014 Ul mL ' (LAKSHMI;
NARASIMHA, 2012). Outro trabalho mostra atividades de celulases expressas pelo fungo
P. glabrum endofitico de Espeletia spp.: endoglucanase de 1,87 Ul mL™', exoglucanase
0,87 Ul mL" e B-glucosidase de 0,06 Ul mL"' (CABEZAS et al., 2012). Em outro
levantamento de atividade endoglucanase de diferentes fungos, investigaram atividades
de 0,06 a 0,193 Ul mL-' (JAHANGEER et al., 2005).

As celulases do fungo L. theobromae isoladas neste trabalho assim como o
EE exibem atividades razoaveis quando comparadas as descritas na literatura, e para [3-
glucosidase esta apresenta atividade superior a maioria das descritas. Otimizacao das
condigdes de producédo das enzimas pelo fungo (como por exemplo crescimento em
diferentes temperaturas) podem levar a expressao de celulases com maior atividade,
uma vez que diversas celulases tém sido anotadas no genoma deste microrganismo

(como sera descrito a seguir).

TABELA 7. Resumo das propriedades das enzimas estudadas.

Temperatura
Massa molecular Atividade
Enzima pH 6timo otima
(kDa) (Ul mL™)
(°C)
Exoglucanase 78,5 11,0 80 3,11
Endoglucanase 36,1 10,0 60 0,15
B-glucosidase 33,4 5,0 45 0,02
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Recentemente, o genoma do fungo L. theobromae foi publicado (MENG et
al., 2022), possibilitando a busca por sequéncias de celulases no banco de dados.

Existem 8 sequéncias de nucleotideos anotadas como relacionadas a
endoglucanases de L. theobromae, que resultam em sequéncias proteicas preditas de
tamanhos que variam de 8 a 83 kDa (Tabela 8). Dentre as sequéncias preditas, as que
apresentam massa molecular mais préxima da endoglucanase isolada no presente
trabalho (36,1 kDa) sdo a XP_035373278.1 (39 kDa) e XP_035364029.1 (49 kDa).

Duas sequéncias foram anotadas como exoglucanases, Tabela 9, que
apresentam tamanho que variam de 30 a 105 kDa. Duas sequéncias (XP_035363953.1
e XP_035362766.1) ttm massa molecular entre 80 e 85 kDa, as mais proximas da enzima
isolada neste trabalho, que apresenta 78 kDa como analisado em SDS-PAGE. Em
comparagao as outras duas enzimas, a classe exoglucanase € a classe de enzimas
menos estudadas.

A Tabela 10 mostra as 16 sequéncias anotadas como B-glucosidases de L.
theobromae, cujas massas moleculares variam de 47 a 96 kDa. Em 1975, um trabalho
mostrou que uma B-glucosidases de L. theobromae, anteriormente referido como B.
theobromae, possui estrutura octamérica, tendo uma lenta dissociagdo descrita como
(8n) <> 2(4n) < 4(2n) < 8(n) onde cada monémero possui tamanho aproximado de 40
kDa (UMEZURIKE, 1975). A B-glucosidase caracterizada no presente trabalho possui
tamanho aproximado de 33,40 kDa, conforme analise em SDS-PAGE. Através da
cromatografia em coluna de exclusdo molecular (Superdex-75), observou-se que a B-
glucosidase elui apds a endoglucanase, citada anteriormente. Assim, esses resultados
sugerem que a B-glucosidase purificada e caracterizada neste presente trabalho é
monomeérica.

Uma analise de alinhamento das sequéncias de cada classe de enzimas foi
feita (resultados ndo mostrados), tendo sido possivel determinar a identidade sequencial
das enzimas (tabelas 8-10). Os resultados chamam a atengao pela baixa identidade entre
as sequéncias de cada classe. Entre as sequéncias de endoglucanases, a maior
identidade foi de aproximadamente 26%, para endoglucanases duas sequéncias
compartiiham 52% de identidade e o restante tem muito baixa identidade. Para (-
glucosidases duas sequéncias apresentam 58% e as demais compartilham também

baixa identidade.
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4.3. Caracterizacao do Extrato enzimatico (EE)

A amostra utilizada nos ensaios de hidrdlise do tecido € o que chamamos
anteriormente de Extrato Enzimatico (EE): o sobrenadante do meio de cultura submetido
a precipitagdo com sulfato de amdnio, ressuspendido em tampao e dialisado para retirada
do sulfato de aménio (item 4.1). A decisao de usar o EE para estes ensaios é privilegiar
uma amostra que nao precisa de etapas suplementares de purificagdo, que sempre

aumentam os custos do processo.

Métodos de armazenamento do EE

Para a determinacao da melhor maneira de armazenamento do EE de forma
que a perda de atividade seja a minima, foram testados diferentes métodos. Para isso, o
EE foi submetido a 3 tratamentos, sendo eles: EE armazenado a 4°C, a -20°C e a -20°C
com adig¢ao de 20% de glicerol. Apds um periodo de 48 horas, as amostras de EE foram
testadas para atividade FPase (Figura 25) e os resultados mostram que o EE mantém a
atividade quando armazenado a -20°C com adi¢cado de 20% de glicerol. Amostras de EE
armazenadas a 4 °C e -20 °C sem adicéo de glicerol mantiveram 83,5% e 66% da
atividade, respectivamente. Sendo assim, optou-se por sempre armazenar o EE a -20°C
acrescido de 20% de glicerol (v/v). Esta amostra foi avaliada apds 30 dias e mostrou

manter a atividade (Figura 26).
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FIGURA 25. Atividade do Extrato Enzimatico apds 48h de armazenamento em diferentes
condicdes. Azul: amostra fresca; Vermelho: -20°C com 20% de glicerol; Verde: 4°C; Roxo:
20°C.
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FIGURA 26. Atividade do Extrato Enzimatico armazenado por 30 dias a -20°C em glicerol
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Analise das melhores condigoes de pH e temperatura para atividade do EE

Em virtude do uso do EE nos ensaios de hidrolise, foi realizada a
caracterizagcao da amostra em funcao do pH e da temperatura, frente a papel de filtro
como substrato, ou seja, avaliando-se a atividade de celulases totais. Similarmente a
caracterizagao feita para as enzimas purificadas, descritas em itens anteriores, variou-se
o pH de 3,0 a 11,0. O melhor pH para a atividade do EE é 4, mas em pH 8,0 também ha
um aumento de atividade (Figura 27). Uma vez que o EE foi constituido pelas trés
celulases e estas apresentam pHs 6timos distintos (pHs 6timos da endoglucanase e
exoglucanase sao 10,0 e 11,0 respectivamente e da beta-glucosidase é 5,0), o

sinergismo entre elas pode ser melhor a pH 4 e 8.

FIGURA 27. Avaliagao da influéncia do pH na atividade FPase do Extrato Enzimatico.
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Para a analise da temperatura na atividade do EE, similarmente a discussao
anterior, verificou-se que para o EE a temperatura de maior atividade foi em 45°C sendo
que e 60°C ha aumento da atividade, porém inferior a 45 °C (Figura 28). Devido a
influéncia de enzimas com comportamentos divergentes, optou-se por considerar a
melhor temperatura que abrangesse a melhor atividade das enzimas individuais, sendo
as temperaturas de 45 e 60 °C.

Com essas analises foi possivel definir o intervalo de interesse para serem

analisados nos planejamentos fatoriais subsequentes: pH de 4 a 8 e de 30 a 70 °C.

FIGURA 28. Avaliagao da influéncia da temperatura na atividade FPase do Extrato

Enzimatico.
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4.4. Hidrdlise de tecido de algodao

O estabelecimento de um protocolo para os ensaios de hidrélise enzimatica
de tecido 100% algodao (Peripan®) foi determinado com o auxilio de um planejamento

fatorial. Os dados presentes na literatura para esse tipo de ensaios geralmente utilizam
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de coquetéis enzimaticos comerciais e estes possuem uma concentragcdo alta de
celulases, geralmente endoglucanases e [B-glucosidases. Devido a isso, precisou-se
estabelecer um protocolo para verificar a viabilidade do uso de celulases nativas nesse
tipo de estudo.

Inicialmente, foi feita uma caracterizacao estrutural do tecido através das
técnicas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC), andlise termogravimétrica (TGA)

e espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).

4.4.1. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Para verificar como o tecido em estudo se comporta perante a elevagcao da
temperatura, foi realizada a andlise por DSC (Figura 29). E possivel observar dois
eventos térmicos. O primeiro evento térmico corresponde a perda de agua presente no
tecido, uma vez que o algodao € um material higroscopico (HEARLE; MORTON, 2008).
O segundo evento térmico ocorre em 350 °C sendo um evento de decomposi¢ao
endotérmica caracteristico da celulose (ZANATTA et al., 2012). Nenhum outro evento
térmico foi observado no range de temperatura testado, fato esse que corrobora com a

premissa de que o tecido € composto exclusivamente de algodao.
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FIGURA 29. Curva DSC do tecido de algodao. Analise feita em atmosfera de nitrogénio

e taxa de aquecimento de 10°C min'.
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4.4.2. Andlise termogravimétrica (TGA)

A andlise das curvas de termogravimetria (Tabela 11) (Figura 30) indicam
um evento térmico de perda de massa de baixa intensidade de 3,99 + 0,86 observada
antes de 100°C, que esta relacionado a perda de agua relativa da umidade presente na
amostra, apesar de terem sido secas em estufa.

Apos 300°C é possivel verificar duas perdas de massa. Para as analises
termogravimétricas de compostos lignocelulésicos, em atmosfera inerte, esperam-se 3
fases bem definidas. A primeira fase consiste na liberagao da umidade na forma de vapor,
podendo ocorrer até 250°C. Na segunda fase, ocorre a perda de massa pela
decomposicdo dos carboidratos presentes na estrutura da celulose e hemicelulose, na
faixa de 250 a 400°C. Acima de 400°C ocorre a perda associada a degradacgao da lignina
até a estabilizacdo de massa. Ainda € possivel que haja a perda de coprodutos que séo
gerados nas fases anteriores, porém, ndo € possivel distingui-los por aconteceram na
faixa de 200 a 400°C, sendo ocluidos pelos demais eventos (BROWNE, 1958;
CARVALHO et al., 2021; MATOS et al., 2000; RAMBO et al., 2015).
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TABELA 11. Analise da perda de massa do tecido de algodao apds hidrolise

enzimatica.
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Faixa de temperatura (°C) 0-100 230-380 > 380 Residuo
Perda de massa (%) 3,99+0,86|67,33+£1,15|12,48 +£2,67 | 16,21 + 2,39

FIGURA 30. Curva TG e derivada primeira da curva TG para o tecido de algodao. Analise

feita em atmosfera de nitrogénio e taxa de 10°C min-'.
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4.4.3. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Para complementar a caracterizacdo da composic¢ao do tecido, também foi
realizada a analise por FTIR (Figura 31). A partir do grafico apresentado € possivel

verificar na regido de 1000 cm™"' os picos de absorgdo do grupo éter (C-O-C) presentes
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na estrutura da celulose e hemicelulose. Na regido de 1200-1300 cm™ ¢ possivel
observar um pico de absorcdo caracteristico do grupo acetil presente na estrutura da
hemicelulose (ALBINANTE; PACHECO; VISCONTE, 2013). Na regido de 1600 cm'
observa-se um pico referente a carbonila, em 1500 cm™' picos referentes a anéis
aromaticos e em 2000 cm™ referentes a banda de combinagédo harménica de anéis
aromaticos, caracteristicos da lignina (TSERKI et al., 2005). Por fim, na regido de 3200
cm' tém-se um pico referente aos grupos hidroxilas.

Com essa analise foi possivel verificar que, apesar de o tecido ser
comercializado como sendo 100% algodao, existe a presenga de hemicelulose e lignina
nas fibras. Contudo, a intensidade dessas absorg¢des caracteristicas indica que estes

estdo em menor quantidade.

FIGURA 31. Espectro de FTIR do tecido de algodéo.
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4.4.4. Planejamento fatorial fracionario (n=5) para determinagao das

variaveis mais significativas para a hidrélise do tecido pelo EE

Devido ao grande numero de variaveis que podem interferir na hidrolise
enzimatica de tecido, um estudo fatorial foi planejado. Assim, as reagbes enzimaticas
usando o EE e o tecido como substrato foram desenvolvidos, nas condi¢gdes escolhidas.
Inicialmente foi feito um planejamento fatorial fracionario para que fossem selecionadas
apenas as variaveis de maior impacto nos ensaios de hidrélise, que foram [Enzimal],
[Substrato], tempo de reagéo, pH e temperatura (1, 2, 3 e 5, respectivamente). Apds as
reacoes, leitura de absorbancia e calculo das atividades do EE, estes dados foram
analisados (Figura 32), verificando-se que os efeitos das variaveis [Substrato] e tempo

de reagdo eram os mais significativos.

FIGURA 32. Analise dos efeitos das variaveis do planejamento fatorial fracionario (n=5).
1: [Enzima], 2: [Substrato], 3: Temperatura, 4: pH, 5: Tempo
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O grafico de probabilidade (Figura 33) também aponta que a variavel 2
([Substrato]) possui melhor impacto quando esta no nivel alto +1, isto é, quando
trabalhada com a maior concentracéo de substrato. Essa constatacédo implica que quanto
mais substrato for colocado, maior seria a quantidade de acucares redutores liberados.
Em funcgao disso, optou-se por fixar a quantidade de substrato usada nos ensaios de
hidrolise posteriores no nivel alto +1 (30 mg/ mL). Com isso, uma variavel ja foi eliminada,

a [substrato].

FIGURA 33. Analise da probabilidade dos efeitos das variaveis obtido no planejamento

fatorial fracionario (n=5). 1: [Enzima], 2: [Substrato], 3: Temperatura, 4: pH, 5: Tempo
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Em sequéncia, verificou-se que o efeito da variavel 4 (pH) era insignificante
gquando comparado aos demais efeitos. Isso pode ser devido a discordancia das
melhores condi¢gdes das enzimas, visto que a endoglucanase possui melhor atividade em

pH alcalino e a B-glucosidase em pH acido. Contudo, mesmo que o pH para os ensaios
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de hidrdlise de tecido nao fosse tao relevante quanto as demais variaveis essa variavel
ainda é relevante para a atividade enzimatica.

Como forma de definir o melhor pH univariavelmente para que essa variavel
fosse retirada do planejamento fatorial, foi realizado um teste de termoestabilidade do EE
em pH 5,0; 6,0 e 7,0 durante um periodo de 120 horas (Figura 34). Partindo desse
resultado, optou-se por trabalhar em pH 6,0 uma vez que nesse pH a atividade enzimatica

se mantém mais alta por mais tempo.

FIGURA 34. Analise da termoestabilidade do Extrato Enzimatico em fungcao do pH para

a atividade FPase.
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Concluidos os ensaios de termoestabilidade, a variavel 2 ([Substrato]) e 4
(pH) foram excluidas do planejamento fatorial, restando ainda trés variaveis que foram

levadas em considerag&o para montar um planejamento fatorial completo (n=3).
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4.4.5. Planejamento fatorial

Definidas as variaveis, montou-se a geratriz dos experimentos do
planejamento fatorial (n=3) com pontos centrais e pontos axiais (Tabela 12, 13 e 14).

Esses experimentos foram realizados com 30 mg/ mL de tecido em pH 6,0.

TABELA 12. Relacédo entre os niveis codificados e reais utilizados para a variavel 1

([Enzimal]).

[Enzima]
(Ul/ mg de
substrato)
Escala | Escala
codificada| Real
1,68(7,0
1/6,0
04,5
-113,0
-1,68(2,0

TABELA 13. Relacado entre os niveis codificados e reais utilizados para a variavel 2

(Tempo).

Tempo (h)
Escala Escala
codificada| real
1,68|120,5
1197,0
0/62,5
-1128,0
-1,68(4,5




59

TABELA 14. Relacdo entre os niveis codificados e reais utilizados para a variavel 3

(Temperatura).

Temperatura (°C)
Escala |Escala
codificada| real

1,68|64,5
1157,0
0]46,0

-1135,0
-1,68127,5

TABELA 15. Configuragao dos experimentos realizados com compostos centrais e axiais,

visando a maior liberagao de acucares redutores.

[Enzima] | Tempo | Temp. vl v2 v3 Resposta

1 3 28 35 -1 -1 -1 0,431

2 6 28 35 1 -1 -1 0,321

3 3 97 35 -1 1 -1 0,362

4 6 97 35 1 1 -1 0,862

5 3 28 57 -1 -1 1 0,321

6 6 28 57 1 -1 1 0,400

7 3 97 57 -1 1 1 0,390

8 6 97 57 1 1 1 0,421

9 4,5 62,5 46 0 0 0 0,587

10 4,5 62,5 46 0 0 0 0,686

PC 11 4,5 62,5 46 0 0 0 0,534
12 4,5 62,5 46 0 0 0 0,719

13 4,5 62,5 46 0 0 0 0,753

14 2 62,5 46 -1,68 0 0 0,035

15 7 62,5 46 1,68 0 0 0,043

PA 16 4,5 4,5 46 0 -1,68 0 0,287
17 4,5 120,5 46 0 1,68 0 0,654

18 4,5 62,5 27,5 0 0 -1,68 0,066

19 4,5 62,5 64,5 0 0 1,68 0,090

Com os dados obtidos com esses experimentos foi possivel calcular um
modelo empirico com 10 coeficientes: b0 (constante ou intercepto), trés coeficientes
lineares (b1, b2 e b3), trés coeficientes quadraticos (b11, b22 e b33) e trés coeficiente de
interacado de segunda ordem (b12, b13 e b23).
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TABELA 16. Matriz X com 16 linhas (experimentos) e 10 colunas (coeficientes) (16:10).

b0 bl b2 b3 b1l b22 b33 b12 b13 b23

1 -1 -1 -1 1 1 1 1 1

1 1 -1 -1 1 1 1 -1 -1 1
1 -1 1 -1 1 1 1 -1 1 -1
1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1
1 -1 -1 1 1 1 1 -1 -1
1 1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1
1 -1 1 1 1 1 1 -1 -1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 -1,68 0 0 2,8224 0 0 0 0 0
1 1,68 0 0 2,8224 0 0 0 0 0
1 0 -1,68 0 0 28224 0 0 0 0
1 0 1,68 0 0 2,8224 0 0 0 0
1 0 0 -1,68 0 0 28224 0 0 0
1 0 0 1,68 0 0 28224 0 0 0

Calculando o modelo, verificou-se que apenas o coeficiente b0, b11 e b33
eram significativos ao nivel de confianca 95% (a barra de erro ndo contempla o zero)
(Figura 35). Isso indica que, para esses experimentos, o tempo de reagcado nao era tao
significativo quanto a v1 e v3 ([Enzima] e temperatura). Dessa forma, os coeficientes

insignificantes foram eliminados (Tabela 17) e 0 modelo recalculado.



FIGURA 35. Analise dos coeficientes de regressao obtidos pelo modelo calculado.
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TABELA 17. Configuragdo da matriz X apos a retirada dos coeficientes b1, b2, b3, b22,
b12, b13, b23.

b0 b1l b33
12,8224 0
12,8224 0
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 0 0
1 0 0
1 0 0
1 0 0
1 0 0
1 0 0
1 0 0
1 02,8224
1 02,8224

Desta vez, nenhum coeficiente foi insignificante (Figura 36) e outros

parametros devem ser avaliados para melhor qualificagdo do modelo proposto.
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FIGURA 36. Visualizag&o dos coeficientes do modelo recalculado.
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Com o modelo proposto, foi possivel visualizar a superficie de resposta
gerada. A Figura 37 mostra a superficie gerada na qual é possivel verificar que ha uma

regiao de maximo sinal analitico.
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FIGURA 37. Superficie de resposta relacionando as variaveis [Enzima] e temperatura

com o modelo proposto.
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Analisando a superficie de resposta, é possivel observar que a regido de
otimo para as variaveis 1 e 3 ([Enzima] e temperatura) é, em escala codificada, igual a 0
a 0 (ponto central), respectivamente.

No caso da variavel 2, como seu efeito néo foi tdo significativo quanto as
demais variaveis, optou-se por manté-lo no nivel 0 (62,5h). Devido a isso, como foram
feitas 5 réplicas desse experimento nessas condigdes (0,0,0), optou-se por pular a etapa
de validacéao, visto que, em média, os cinco experimentos do ponto central cairam na

regiao de melhor resposta (0,6557+0,09).

4.4.6. Otimizagao do método — v6: pré-tratamentos

Pré-tratamentos quimicos e/ou fisicos de tecidos sdo descritos na literatura,
como forma de melhorar a acessibilidade da hidrdlise enzimatica (FRIGON; MEHTA;
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GUIOT, 2012; KIM et al., 2003). Neste trabalho, decidimos avaliar dois tipos de pré-
tratamento: fisico, com uso de autoclave (altas temperatura e pressao) e quimico, com
uso de NaOH.

No pré-tratamento fisico (PTF) o tecido foi levado a autoclave a 120°C a
pressao de 1 atm por um periodo de 15 minutos (FRIGON; MEHTA; GUIOT, 2012). Apos
esse periodo, o tecido foi seco na estufa a 60°C durante 24h.

No pré-tratamento quimico (PTQ) o tecido foi submetido a uma solugao 175
mM de NaOH durante 1 hora. Apds esse periodo, o tecido foi entdo lavado com agua
MilliQ até que o pH da solugdo aquosa resultante da filtragdo fosse de 7,0 (KIM et al.,
2003). Apods esse periodo, similarmente ao pré-tratamento fisico, o tecido foi seco na
estufa a 60°C durante 24h.

Realizados os pré-tratamentos, os tecidos sem pré-tratamento (SPT) e com
pré-tratamento fisico e quimico foram submetidos a hidrélise de acordo com a melhor
condigdo obtida pelo planejamento fatorial, isto €, na condigdo, em escala codificada
[0,0,0] e em escala real [concentragdo do EE foi 4,5 Ul mL-'; tempo da reacdo de 62,5 h;
46°C].

A Tabela 18 mostra a quantidade de acgucares redutores medidos apos as

reagdes de hidrélise de 0,15 g de tecido, obtidos nesse experimento.

TABELA 18. Quantidade de agucares redutores liberados apds a hidrélise enzimatica de

tecido 100% algodéao nos dois tipos de pré-tratamento avaliados.

Quantidade de agucares

redutores medidos (mQ)

Sem pré-tratamento (SPT) 6,94 + 0,06
Pré-tratamento fisico (PTF) 4,03+0,14
Pré-tratamento quimico (PTQ) 5,06 £ 0,13

E possivel observar que a hidrélise do tecido que foi submetido aos pré-
tratamentos liberou menor conteudo de agucares redutores, quando comparados com a
hidrélise do tecido que nao sofreu pré-tratamentos. A principio, estes resultados nao

foram os esperados, pois um tratamento que possibilitasse a “abertura” ou flexibilizagao
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das fibras do tecido poderiam facilitar a interacdo das enzimas com a celulose, levando
a uma melhor hidrdlise. Assim, para tentar entender melhor o significado destes
resultados, foi feita uma analise de perda de massa dos tecidos apos a hidrdlise.

A porcentagem de perda de massa das amostras foi medida pelo peso do
tecido antes e apds o ensaio de hidrélise. Para isso, apos a hidrélise enzimatica, o meio
reacional foi filtrado em papel de filtro e em seguida lavado com agua MilliQ. Em seguida,
o papel de filtro, que foi previamente pesado, foi levado a estufa até que secasse
completamente. A porcentagem de perda de massa (PPM) foi definida da seguinte

maneira:

A — Ay
PPM (%) = A— x 100
1

Onde, A1 e A2 correspondem a massa do tecido inicial e a massa do tecido seco apos a
hidrolise enzimatica, respectivamente. Dessa maneira, as PPMs desses experimentos
foram calculadas (Tabela 19). Usando os pré-tratamentos antes da hidrolise do tecido
houve maior perda de massa do que nao fazendo estes procedimentos, sendo o PTF

mais eficiente do que o PTQ para perda de massa.

TABELA 19. Perda de massa dos tecidos apos hidrolise enzimatica, com e sem pré-

tratamento.

Amostra PPM (%)
Sem pré-tratamento (SPT) 16,27 + 0,6
Pré-tratamento fisico (PTF) 19,72 £ 1,2
Pré-tratamento quimico (PTQ) 17,89+1,0

Os resultados obtidos mostram que, apesar de os pré-tratamentos nao
terem ajudado a liberar mais agucares redutores quando comparados ao tecido que nao
passou por nenhum tipo de pré-tratamento (Tabela 18), os pré-tratamentos fisico e
quimico contribuiram para uma maior perda de massa. Este fato, ndo esperado a
principio, pode ser justificado pela liberacdo de oligbmeros soluveis de celulose pelos

pré-tratamentos, conforme descrito na literatura (GRITSCH et al., 2023). No prée-
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tratamento com NaOH (PTQ) estes oligbmeros foram descartados na etapa de lavagem
do tecido feita antes da hidrdlise enzimatica e, assim, nao contribuiram na concentragao
de acgucares redutores medidos. No tratamento com autoclave (PTF), o tecido nao foi
lavado apés o processo, mas uma diminuigdo na liberagcao de agucares redutores medido
pode ser devido ao fato destes oligbmeros terem alta massa molecular e pouca
extremidade redutora, que é medida no método de analise da atividade.

Um fator a ser considerado, também, é que apesar de o tecido ser
comercializado como sendo 100% algodé&o, outros compostos além da celulose fazem
parte da constituicdo do mesmo (Tabela 2). A analise por TGA e FTIR mostram que
existem outros componentes minoritarios nas fibras de algodao, tais como hemicelulose
e lignina. Como o extrato enzimatico (EE) usado nos experimentos ndo continha somente
trés proteinas, conforme avaliado por SDS-PAGE, outras proteinas em quantidades
minoritarias estavam presentes. Assim, foi realizado um teste qualitativo de determinacao
de oxidases totais utilizando o substrato ABTS para verificar a presenca de lacases no
EE, seguindo metodologia da literatura (DIONIZIO, 2018). Lacases sao uma classe de
enzimas fenoloxidases (EC 1.10.3.2) que fazem parte da superfamilia das multicobre
oxidases, que hidrolisam lignina da parede celular vegetal. O teste foi positivo para
deteccdo de lacases no EE o que pode sugerir que os pré-tratamentos podem ter
auxiliado na exposigao da lignina a agao das lacases presentes no EE, levando a uma
perda de massa de material sdlido.

Segundo CARMONA e colaboradores (2014), ao realizar um tratamento
com solugdao de NaOH ocorrem modificagdes na estrutura da fibra, removendo as suas
impurezas. A cristalinidade é elevada, reduzindo o tamanho do didmetro das fibras devido
ao ataque preferencial aos componentes amorfos como a lignina e hemicelulose, que sao
materiais soluveis, contribuindo para a maior perda de massa (CARMONA; MACEDO;
ROSA, 2014). Esta pode ser a explicagao para uma maior perda de massa do tecido que
foi pré-tratado com solugdo de NaOH neste trabalho.

A eficacia do pré-tratamento com NaOH foi testada por PIRIBAUER e
colaboradores, onde os autores verificaram que a melhor condicdo foi com altas
concentragdes de NaOH (5 M), sendo que com 1 M de NaOH a temperatura ambiente
houve perda de massa do tecido de 33% (PIRIBAUER; BARTL; IPSMILLER, 2021). No

presente trabalho, foram utilizadas condi¢des brandas (0,175 M de NaOH e temperatura
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ambiente) tendo sido observada perda de aproximadamente 18 % da massa do tecido,
apos pré-tratamento e hidrélise (Tabela 19). Consideramos que o resultado obtido aqui
foi bom, uma vez que na literatura foi utilizado um coquetel enzimatico comercial
notadamente com alta atividade celulolitica. Assim, abre-se possiblidades para
otimizagcdo das condi¢cées do pré-tratamento quimico com aumento de eficiéncia de
hidrolise com as celulases do fungo L. theobromae.

Similarmente ao PTQ, para o PTF WANG e colaboradores (2016)
verificaram que altas pressdes podem contribuir para a maior remocado de impurezas
como a hemicelulose e a lignina que estavam presentes nas fibras do tecido (WANG et
al., 2016). Este mesmo trabalho sugere que para o melhor pré-tratamento para se
aumentar a quantidade de agucares redutores apds a hidrélise enzimatica € utilizando
pré-tratamento alcalino assistido de altas pressdes (NaOH + autoclave). No presente
trabalho, o PTF foi o pré-tratamento mais eficaz quando se refere a perda de massa
(19,72%). Talvez uma combinagao dos métodos de PTQ e PTF possa levar a um melhor
resultado na hidrolise do tecido.

Outras técnicas também poderiam levar ao melhor conhecimento do
processo de hidrélise, como por exemplo MEV, com a analise do tecido apos os
tratamento e hidrolise, e HPLC, com a analise dos produtos de hidrdlise.

A hidrélise enzimatica de fibras de tecido tem se mostrado promissora na
substituicdo da hidrolise acida, onde sédo usadas solugbes de acidos fortes (H2SO4,
HsPOs4, HCI, HBr) em concentragdes elevadas (> 60%), condicbes essas que sao
bastante agressivas para o meio ambiente (ALMASHHADANI et al., 2022).

Diante desse contexto, o uso de celulases nativas expressas pelo fungo L.
theobromae mostrou ser um processo viavel, de baixo custo e eficaz na hidrdlise de
tecidos de algoddo. No entanto, otimizagdes na metodologia de pré-tratamentos e

hidrdlise precisam ser ajustadas para maior eficiéncia do processo.
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5. Conclusodes e perspectivas futuras

A partir do extrato bruto do meio de cultivo do fungo L. theobromae foi
possivel purificar trés enzimas extracelulares, com atividade CMCase, Avicelase e
pNPBGase (endoglucanase, exoglucanases e B-glucosidase, respectivamente).

As trés enzimas foram caracterizadas sob o ponto de vista bioquimico tendo
suas massas molares estimadas e tiveram determinadas as melhores condi¢bes de pH
e temperaturas para suas atividades. A caraterizagdo de uma exoglucanase mostrou-se
promissor para o conhecimento da area, uma vez que sao poucos os estudos
descrevendo este tipo de enzima na literatura.

Os ensaios de hidrolise de tecido 100% de algoddao com o extrato
enzimatico e nas melhores condigdes (conforme avaliado por estudo fatorial das variaveis
envolvidas na reagao) mostrou que as enzimas do extrato enzimatico foram efetivas em
hidrolisar a celulose do tecido. Os experimentos mostraram, também, que pré-
tratamentos quimico e fisico do tecido, nas condi¢des testadas, contribuiram para o
aumento da perda de massa do tecido e, portanto, da degradagdo do mesmo. A
otimizagcao das condigbes de hidrdlise (incluindo pré-tratamentos fisicos e quimicos),
pode resultar em um bom processo de hidrolise de tecido de algodao e, quem sabe,

produzir agucar que possa ser fermentado por leveduras produzindo bioetanol.
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