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RESUMO - As celulases sdo essenciais na producdo de bioetanol a partir de biomassa
agroindustrial, podendo ser produzidas em cultivo sélido, mas tendo atividade dependente
de pH e temperatura. Neste trabalho, avaliou-se a temperatura e pH 6timos para atividade
endoglucanase dos extratos celuloliticos produzidos pelo fungo termofilico Myceliophthora
thermophila 1-1D3b e pelo mesofilico Trichoderma reesei QM9414 durante cultivo solido
em bagaco de cana e farelo de trigo. A 6tima atividade endoglucanase foi obtida em pH 4,5
e temperatura igual a 45 °C (80 U/g) para Trichoderma reesei, sendo a enzima inativada a
partir de 70 °C. Para Myceliophthora thermophila, a 6tima atividade endoglucanase foi
obtida em pH 5,5 e temperatura igual a 65 °C (350 U/g), e somente a partir de 80 °C a
atividade endoglucanase declinou, sugerindo que as celulases de fungos termofilicos sdo
promissoras para aplica¢do na cadeia de producéo do etanol de segunda geracao.

1. INTRODUCAO

A producdo de enzimas celuloliticas tem despertado grande interesse nos pesquisadores ao redor
do mundo, devido a sua possivel utilizagdo no processo de hidrdlise enzimética de materiais
lignoceluldsicos visando a producéo do etanol de segunda geragéo, tendo em vista a crescente busca
por fontes de energia renovaveis e novas tecnologias que possibilitem a autonomia energética dos
paises. Cabe lembrar que, para converter os carboidratos das cadeias de celulose ou hemicelulose da
biomassa vegetal a aclcares fermentesciveis, € possivel optar por rotas quimicas ou enzimaticas. A
via quimica é eficiente e rapida, mas gera residuos toxicos que devem ser tratados, aumentando o
namero de operacGes e consumindo mais energia, tornando o processo economicamente desfavoravel.
Ja a via enzimatica é mais lenta e tem como uma das principais barreiras processos eficientes e
viaveis de producéo de enzimas a custo que ndo inviabilize seu uso (Mishima et al., 2006).

A fermentacdo em estado solido (FES), processo biotecnoldgico no qual uma matriz sélida
porosa € fermentada geralmente por fungos que durante seu desenvolvimento no substrato secretam
enzimas para 0 meio extracelular, € uma alternativa interessante para obtencdo de enzimas
celuloliticas a serem aplicadas na producdo do bioetanol. A denominacdo de celulases designa uma
classe de enzimas constituidas por endoglucanases (quebra a celulose na regido amorfa e libera celo-
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oligossacarideos), exoglucanases (quebra a celulose e celo-oligossacarideos maiores e libera
celobiose) ¢ B-glicosidase (libera moléculas de glicose). No entanto, cada enzima produzida por
microrganismos e processos diferentes podera apresentar caracteristicas particulares de atuacédo, o que
pode determinar o controle de processo mais adequado para maximo aproveitamento da atividade
catalitica da enzima de interesse. De um modo geral, a velocidade das reacGes enzimaticas, ou mais
simplificadamente a atividade enzimatica, varia com fatores diversos como concentracdo de enzima
ou de substrato, temperatura, pH e efeito de inibidores ou ativadores enzimaticos (Nelson e Cox,
2003).

Ao comprovar experimentalmente a influéncia do pH na velocidade das rea¢fes enzimaticas, se
obtém curvas que indicam que as enzimas apresentam um pH 6timo de atividade. O pH pode afetar o
desempenho da enzima de varias maneiras: a) 0 sitio ativo pode conter aminoacidos com grupos
ionizados que podem variar com o pH; b) a ionizacdo de aminoacidos que ndo estdo no sitio ativo
pode provocar modificacbes na conformacdo da enzima; c) o substrato pode ver-se afetado pelas
variagbes do pH. As enzimas possuem grupos quimicos ionizaveis nas cadeias laterais de seus
aminoéacidos. Dependendo do pH do meio, estes grupos podem ter carga elétrica positiva, negativa ou
neutra. Como a conformacdo das proteinas depende em parte de suas cargas elétricas, havera um pH
no qual a conformacéo sera a mais adequada para a atividade catalitica. Este € o chamado pH étimo
de atividade (Price et al., 1989).

A atividade catalitica das enzimas é altamente dependente da temperatura, como no caso dos
catalisadores convencionais. No entanto, para enzimas, 0 aumento da temperatura provoca dois
efeitos simultaneos: inicialmente, a taxa de reacdo aumenta, como se observa na maioria das reacdes
quimicas; com o aumento continuo, a estabilidade da proteina decresce devido a desativacao térmica,
gue consiste no rompimento das interacdes quimicas responsaveis pela manutencdo da estrutura
tercidria da proteina, responsavel por sua atividade biolégica (Furigo Jr. e Pereira, 2001). Desta
forma, a temperatura influi na atividade enzimética e o ponto G6timo representa 0 maximo de
atividade. Em temperaturas baixas, as enzimas encontram-se muito rigidas e, quando se supera um
valor consideravel (maior que 50°C), a atividade cai bruscamente porque, como proteina, a enzima se
desnatura. Em geral, os aumentos de temperatura aceleram as reagdes quimicas: como regra geral, a
cada 10°C de aumento, a velocidade de reacdo se duplica. As reagOes catalisadas por enzimas seguem
esta lei geral. Entretanto, sendo proteinas, a partir de certa temperatura, as enzimas também comegam
a desnaturar-se pelo calor. A temperatura na qual a atividade catalitica € maxima chama-se
temperatura 6tima. Acima desta temperatura, o aumento de velocidade da reacdo devido ao aumento
da temperatura é compensado pela perda de atividade catalitica devido a desnaturacdo térmica, e a
atividade enzimatica decresce rapidamente até anular-se (Madigan, 2004).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar, por meio da atividade de
endoglucanase (CMCase), o pH e a temperatura 6timos dos extratos celuloliticos brutos produzidos
pelos fungos termofilico Myceliophtora thermophila 1-1D3b e mesofilico Trichoderma reesei por
cultivo solido em bagaco de cana e farelo de trigo (7:3 e 9:1 m/m). O fungo Trichoderma reesei esta
entre 0S microrganismos com maiores potenciais para a producdo de celulases e o fungo
Myceliophtora thermophila 1-1D3b é reportado na literatura como produtor de altos niveis de enzimas
celuloliticas termoestaveis no substrato empregado (Zanelato et al., 2012), de modo que o extrato
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celulolitico cujo pH e temperatura 6timos sdo estudados apresentem alto potencial de aplicacdo para a
hidrélise enzimatica da biomassa vegetal.

2. MATERIAIS E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Biorreatores do Departamento de Engenharia e
Tecnologia de Alimentos do IBILCE/UNESP.

2.1. Microrganismos e substratos

Foram empregados os fungos Myceliophthora thermophila 1-1D3b (termofilico) e Trichoderma
reesei QM9414 (mesofilico). Para utilizacdo, a cultura de Myceliophthora thermophila foi repicada
em erlenmeyers contendo Agar Sabouraud Dextrose inclinados, mantidos em camara de cultura BOD
por 48 horas a 45 °C; similarmente, a cultura de Trichoderma reesei foi repicada em Agar Batata
Dextrose inclinados, mantidos a 28 °C por 168 horas. Os esporos foram suspensos com 100 mL de
solugéo nutriente. A solugéo inoculante foi enriquecida com sais minerais (Zanelato et al., 2012).
Uma aliquota foi retirada da suspensdo para contagem de esporos em camara de Neubauer. Um mL da
suspensao ajustada para 10’ esporos/mL foi usada para inocular os sacos de fermentacao.

Como substratos, foram empregados bagaco de cana e farelo de trigo. O bagaco foi doado pela
Usina Vale, de Onda Verde-SP, e o farelo foi comprado no comércio local. O bagago de cana foi
lavado para remocdo de acglUcares. Ambos os materiais foram secos em estufa a 60 °C até peso
constante, sendo posteriormente acondicionados em sacos de polietileno de parede espessa em camara
de refrigeracdo até utilizacéo.

2.2. Ensaios fermentativos em sacos de polipropileno

Os ensaios fermentativos foram realizados em sacos de polipropileno de 12 cm x 20 cm
acoplados com bocal de PVC de 3,6 cm de diametro, os quais foram tampados com tampdo de
algoddo envolto por gaze, a fim de garantir a troca de gases e assegurar que ndo houvesse
contaminacg&o por outros microrganismos. Os tubos de PVVC foram fixados aos sacos com fita adesiva,
para garantir que ndo ocorresse troca de gases por outro local que ndo os tampdes. Dentro de cada
saco fermentador, foi colocado um arame na forma de espiral para facilitar a aeragéo e evitar a
aglomeracéo do substrato, auxiliando no processo fermentativo.

Em cada saco plastico, foram colocados 5 g de substrato composto por bagaco de cana e farelo
de trigo na proporcdo de 7:3 m/m com 80 % de umidade em base Umida para o fungo Myceliopthora
thermophila 1-1D3b (Zanelato et al., 2012) e 9:1 m/m com 70 % de umidade para o fungo
Trichoderma reesei QM9414 (Casciatori, 2012). O substrato foi inoculado com a suspenséo fungica e
sua umidade foi acertada com solugdo nutriente composta por 0,35 % de (NH4).SO,4, 0,3 % de
KH2POy4, 0,05 % de MgSO,4 x 7H,0, 0,05 % de CaCl, e 0,1 % de Tween 20, pH 5,0.

Ao final do processo fermentativo, a extragdo das enzimas foi feita por dgua destilada (20 mL /

1 g de substrato seco, em camara de agitacdo orbital, por 30 min a 100 rpm). O extrato foi filtrado e
centrifugado (10000 rpm, 15 min, 5°C), ap6s o que o sobrenadante foi empregado como solugdo
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enzimatica bruta para os testes de atividade enzimatica, sendo mantidos congelados até o momento
das analises.

2.3. Determinacéo da atividade enzimatica

A atividade celulolitica de endoglucanase (CMCase) foi tomada como base para caracterizagdo
fisico-quimica do extrato celulolitico. A atividade sobre a CMC foi determinada a partir de reacGes
contendo 0,1 mL da solucdo enzimatica e 0,9 mL de solucdo de carboximetilcelulose (CMC — Sigma)
a 1 % em solucdo tamponante NaOH/acido acético a 0,1 mol/L.

A reacdo deu-se em banho termostatico durante 10 minutos, sendo interrompida pela adi¢éo de
1,0 mL do reagente DNS (&cidol-3-dinitrosalicilico), como proposto por Miller (1959) para
determinacédo do teor de agUcares redutores liberados na reacdo pelo ataque da enzima a estrutura da
CMC. A solucdo foi mantida em agua fervente por 10 minutos, apés o que foi transferida para banho
de gelo até o resfriamento da amostra.

Posteriormente, foram adicionados 8,0 mL de &gua destilada a solucdo e, em seguida, foi feita a
leitura da absorbancia em espectrofotdometro a 540 nm, e a atividade foi calculada com base na
curva padrdo de glicose. Uma unidade de atividade endoglucanase foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 umol de glicose por minuto de reacdo por mL
de extrato enziméatico. Em se tratando de fermentagdo em estado sélido, a atividade de
endoglucanase foi obtida em unidade de atividade por grama de substrato sélido segundo a
Equacéo 1.

U Abs+A1l11
= ~.—.D.f 1)
gss B tV

onde Abs é a absorbancia lida em 540 nm; A € o coeficiente linear da curva padrédo de glicose; B
é o coeficiente angular da curva padrdo de glicose; t € o tempo de reacdo em minutos; V € o
volume de enzima em mL; D é a diluicdo do extrato enzimatico e f é a razdo entre o volume de
agua utilizado na extracdo e a massa de substrato solido.

2.4. Caracterizacao fisico-quimica da CMCase

Para verificacdo do pH e da temperatura 6timos de atividade da enzima, foi utilizado um
planejamento estatistico do tipo um fator de cada vez, sendo os fatores independentes o pH e a
temperatura da reacdo. Assim, para cada extrato, o pH foi variado de 0,5 em 0,5 unidades desde pH
4,0 até pH 8,0 a temperaturas fixas de 45 °C para as enzimas dos fungos mesofilicos e 60 °C para as
enzimas dos termofilicos. Os resultados das atividades CMCase foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), e o pH 6timo foi determinado através de comparagdo das médias das triplicatas
por teste de Tukey, o que foi feito com auxilio do software Minitab® 15.1.
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Uma vez determinado o pH 6timo, os ensaios para determinacdo da temperatura 6tima foram
realizados neste valor de pH, variando-se a temperatura da reagcdo de 5 em 5 °C desde 45 °C
(mesofilicos) ou 55 °C (termofilicos) até 85 °C. Os novos resultados das atividades CMCase também
foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA), e a temperatura 6tima foi determinada através de
comparacdo das médias por teste de Tukey. Sendo a andlise do tipo um fator de cada vez, ndo foi
avaliado efeito de interagdo entre as varidveis pH e temperatura.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Temperatura e pH 6timos para atividade CMCase do extrato enzimatico
produzido pelo fungo Myceliophtora thermophila

As condicBes de fermentacdo empregadas para obtencdo do extrato enzimatico do fungo
Myceliophtora thermophila foram as condi¢Bes 6timas ja determinadas por Zanelato et al (2012),
quais sejam: proporcdo de bagaco de cana e farelo de trigo 7:3 m/m, umidade inicial do substrato 80
%, temperatura de incubacgéo 45 °C e tempo de fermentacéo 144 horas.

Na Figura la, sdo apresentados os resultados de atividade CMCase em funcdo do pH, que
variou de 4,0 a 8,0. E possivel observar que a curva de atividade CMCase foi ascendente até pH entre
5,0 e 5,5, quando atingiu o valor maximo e passou a declinar, inferindo-se que foi atingido o pH
6timo de atuacdo da enzima em um valor proximo a 5,5. Na Figura la, 0s pontos representam os
resultados experimentais (média das triplicatas), enquanto a linha em vermelho representa o ajuste a
uma curva de Gauss (r2 = 0,83), que indica que o ponto de maxima atividade foi o valor de pH = 5,3 +
0,1. De acordo com andlise de variancia dos dados (ANOVA one-way), constatou-se que de fato o pH
tem efeito significativo sobre a atividade CMCase, com os maiores valores sendo obtidos em pH 5,0 e
5,5.

Na Figura 1b, sdo apresentados os resultados de atividade CMCase em fungédo da temperatura,
no pH 6timo determinado anteriormente. Como o fungo é termofilico, a faixa de temperaturas
analisadas variou de 55 a 85 °C. E possivel observar que a atividade CMCase permaneceu
praticamente constante de 55 até 75 °C, apresentando seu valor maximo a 65 °C. A partir de 80 °C, a
atividade enzimatica do extrato passou a declinar, inferindo-se que foi atingida a temperatura de
desnaturacdo da enzima. De acordo com analise de variancia dos dados, constatou-se que a
temperatura de fato exerce efeito significativo sobre a atividade CMCase, com o0s maiores valores
sendo obtidos na faixa de 55 a 75 °C, mas notando-se queda significativa da atividade a partir de 80
°C.

Considerando-se que a atividade celulolitica do extrato produzido pelo fungo termofilico
Myceliophtora sp. comegou a decair significativamente somente a partir de 75 °C, o extrato pode ser
considerado termofilico, uma vez que apresenta atividade a temperaturas maiores que 60 °C. Da
Figura 1b, é possivel inferir ainda que a atividade CMCase manteve-se elevada em ampla faixa de
temperaturas, 0 que é interessante do ponto de vista de um processo industrial, pois permite uma
flexibilizacdo das condicdes térmicas da operacao.
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Figura 1 — Atividade de CMCase do extrato produzido pelo fungo Myceliophtora thermophila
em funcéo (a) do pH; (b) da temperatura.

3.2. Temperatura e pH 6timos para atividade CMCase do extrato enzimatico
produzido pelo fungo Trichoderma reesei

As condicbes de fermentacdo empregadas para obtencdo do extrato enzimatico do fungo
Trichoderma reesei foi proporcdo de bagaco de cana e farelo de trigo 9:1 m/m, umidade inicial do
substrato 70 %, temperatura de incubacdo 28 °C e tempo de fermentacdo 168 horas ou sete dias, que
foram a temperatura e o tempo de cultivo empregados por Pinto (2010).

Na Figura 2a, sdo apresentados os resultados de atividade CMCase em funcdo do pH, que
variou de 4,0 a 8,0. E possivel observar que a curva de atividade CMCase foi ascendente até pH = 4,5,
guando atingiu o valor maximo e passou a declinar, inferindo-se que foi atingido o pH étimo de
atuacdo da enzima. Na Figura 2a, os pontos representam os resultados experimentais (média das
triplicatas), enquanto a linha em vermelho representa o ajuste a uma curva de Gauss (r2 = 0,90), que
indica que o ponto de maxima atividade foi o valor de pH = 4,5+ 0,1.
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Figura 2 — Atividade de CMCase do extrato produzido pelo fungo Trichoderma reesei em
funcéo em fungéo (a) do pH; (b) da temperatura.

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos



wEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

De acordo com analise de variancia dos dados, constatou-se que de fato o pH tem efeito
significativo sobre a atividade CMCase do extrato produzido pelo T. reesei, com o valor
significativamente maior sendo obtido em pH 4,5. Em pHs mais basicos, as atividades ndo
apresentaram diferenca significativa, mas diferiram significativamente da atividade a pH 4,0.
Ressalte-se que, dentre os extratos avaliados neste trabalho, o extrato celulolitico produzido pelo
fungo T. reesei é o que apresenta atividade CMCase 6tima em pH mais acido, inferior a 5,0,
concordando com as recomendacdes da literatura para analise da atividade celulolitica do extrato
enzimatico produzido por este fungo (GHOSE, 1987).

Ainda com relacdo ao formato da curva de atividade CMCase em funcéo do pH, observa-se que
0 pico de méaxima atividade do extrato produzido pelo T. reesei foi mais estreito que o pico observado
para 0 Myceliophtora thermophila, indicando que o extrato produzido pelo T. reesei é mais sensivel
ao pH, uma vez que a variagédo, para mais ou para menos, de apenas 0,5 unidade de pH pode alterar
significativamente a atividade CMCase do extrato.

Além disso, observa-se que este fungo apresenta menores atividades CMCase que o termofilico
Myceliophtora thermophila, indicando que a producdo de endoglucanases é baixa, apesar de este ser
um fungo tradicionalmente empregado para producdo de celulases. De acordo com Lynd et al. (2002),
as endoglucanases, quantificadas pela atividade CMCase, representam apenas 20 % do total de
celulases produzidas pelo fungo T. reesei. Tais observacdes reiteram que os estudos ndo devem se
limitar aos ensaios de atividades enzimaticas, sendo conveniente, em algum momento, empregar as
enzimas na sacarificacdo do material celulésico que realmente devera ser utilizado para obtencdo do
bioetanol, com o intuito de avaliar a real capacidade de hidrolise da celulose pela enzima.

Na Figura 2b, sdo apresentados os resultados de atividade CMCase em fungdo da temperatura.
Como o fungo é mesofilico, a faixa de temperaturas analisadas foi de 35 a 75 °C. Nao foi possivel
observar uma tendéncia muito definida da atividade CMCase em funcdo da temperatura do banho
termostatico, sendo possivel notar que a maxima atividade foi atingida nas temperaturas de 45 e 50
°C. Observa-se ainda que a atividade CMCase foi praticamente nula para analise do extrato acima de
70 °C, indicando que a enzima provavelmente ja estaria desnaturada.

De acordo com andlise de variancia dos dados, constatou-se que a temperatura de fato exerce
efeito significativo sobre a atividade CMCase do extrato produzido pelo T. reesei, com 0s maiores
valores sendo obtidos na faixa de 45 a 60 °C, notando-se queda significativa da atividade a partir de
75 °C, onde o extrato apresentou atividade praticamente nula. Assim, pode-se dizer que a atividade
CMCase deste extrato se manteve pouco afetada pela temperatura na faixa de 35 a 70 °C, ap0s o que
houve desnaturacdo da enzima.

4. CONCLUSAO

A oOtima atividade endoglucanase do extrato enzimatico produzido pelo fungo mesofilico
Trichoderma reesei foi obtida em pH 4,5 e temperatura igual a 45 °C (80 U/g), sendo a enzima
inativada a partir de 70 °C. Para o extrato produzido pelo fungo termofilico Myceliophthora
thermophila, a 6tima atividade endoglucanase foi obtida em pH 5,5 e temperatura igual a 65 °C (350
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U/g), e somente a partir de 80 °C a atividade endoglucanase declinou, sugerindo que as celulases de
fungos termofilicos sdo promissoras para aplicacdo na cadeia de producdo do etanol de segunda
geracdo, pois manteve-se elevada em uma ampla faixa de temperaturas, o que € interessante do ponto
de vista industrial, ja que permite uma flexibilizagdo nas condi¢des térmicas do processo.
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