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RESUMO - Enzimas celuloliticas sdo essenciais na sacarificacdo do bagacgo de cana para
obtencdo do etanol de segunda geracdo, mas a atividade dessas enzimas depende de
variaveis como temperatura, pH e ions. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
estabilidade ao pH, a temperatura e a presenca de ions do extrato celulolitico produzido
pelo fungo termofilico Myceliophthora sp. 1-1D3b por cultivo sélido em bagaco de cana e
farelo de trigo (7:3 m/m). O extrato foi incubado por 1 h em trés pHs e trés temperaturas,
apos o que foi determinada a atividade de endoglucanase (CMCase) pelo método DNS,
sendo as endoglucanases as enzimas do complexo celulolitico responsaveis por hidrolisar
a fragdo amorfa da celulose. Para ions, adicionaram-se aos extratos 10 pL de solugdes 1,0
mmol L? de zn*, Mg®, Mn*, cu®, Fe** AI*, Ag'* e EDTA. A atividade de
endoglucanase foi maior para pH 4,5 (CMCase = 332 U/g) e 57 e 94% menor em pHs 5,5
e 6,5 respectivamente, bem como foi maior para a temperatura de 55°C (CMCase = 273
U/g) e 51 e 94% menor apos incubacdo a 65 e 75°C, respectivamente. A atividade de
endoglucanase também foi reduzida pelos ions testados e por EDTA e foi nula na
presenca de Mn?*. Como a enzima é estavel em pH &cido e temperaturas superiores a
50°C, tem potencial de aplicacdo na cadeia do bioetanol, mas sua aplicacdo industrial
requer planejamento baseado nesses estudos de estabilidade, ja que a atividade catalitica
varia drasticamente para diferentes condi¢fes operacionais.

1. INTRODUCAO

A producéo de enzimas celuloliticas tem despertado grande interesse nos pesquisadores ao redor
do mundo, devido a sua possivel utilizacdo no processo de hidrolise enzimatica de materiais
lignocelulosicos visando a producdo do etanol de segunda geragdo, 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 agucares 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
numero de operacgdes 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
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viaveis de producéo de enzimas a custo que néo inviabilize seu uso.

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-
oligossacarideos), exoglucanases (quebra a celulose e celo-oligossacarideos maiores e libera
celobiose) e B-glucosidase (libera moléculas de glicose). No entanto, cada enzima produzida por
microrganismos e processos diferentes podera apresentar caracteristicas particulares de atuacdo e
estabilidade, 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
reagdes enzimaticas, ou mais simplificadamente a atividade enzimética, varia com fatores diversos
como concentracdo de enzima ou de substrato, temperatura, pH e efeito de inibidores ou ativadores
enzimaticos (Nelson e Cox, 2003).

Para que a aplicacdo industrial seja vidvel, é fundamental que as enzimas apresentem certa
estabilidade, ou seja, que tenham habilidade em manter sua capacidade catalitica e/ou sua
conformacao estrutural sob diferentes condi¢des de reacdo ao longo do tempo, por exemplo, quando
sujeitas a estocagem, isolamento, purificacdo ou varias outras manipulacdes fisicas ou quimicas.
Assim, a estabilidade frente a diferentes valores de temperatura e de pH, por exemplo, sdo
importantes pardmetros para uso de enzimas na biocatalise organica.

A temperatura e o pH de armazenamento ou de exposicdo de uma enzima sdo fatores
indispensaveis para a manutencdo de sua atividade catalitica, j& que o calor e as condi¢des extremas
do meio sdo agentes desnaturantes. EXiste um interesse especial nos microrganismos capazes de
produzir enzimas que possam agir em faixas amplas de pH e serem termoestaveis (Ema et al., 2003;
Hou, 1994), ja que enzimas termoestaveis sdo altamente especificas e, portanto, ttm um potencial
consideravel para muitas aplicac6es industriais.

De acordo com Furigo Jr. e Pereira (2001), os efeitos do pH na estabilidade de uma enzima
devem levar em conta qualquer efeito do pH na ligagcdo do substrato e na catalise. Os sitios ativos nas
enzimas sdo frequentemente compostos por grupos ionizaveis que devem se encontrar huma forma
iOnica adequada para que mantenham a conformagdo do sitio ativo, liguem-se aos substratos ou
catalisem a reacdo. Além disso, 0s proprios substratos podem conter grupos ionizaveis e somente uma
forma idnica deste substrato pode se ligar a enzima ou sofrer catalise.

Ja o efeito da temperatura sobre a estabilidade de uma enzima depende de um numero de
fatores, que incluem o pH e a forca iGnica do meio e a presenca ou auséncia de ligantes. Alguns
substratos frequentemente protegem a enzima da desnaturagéo pelo calor, evitando que ocorra a perda
da atividade bioldgica da enzima. No entanto, por serem proteinas, a partir de certa temperatura e
dependendo do tempo de exposicdo a altas temperaturas, as enzimas podem comecar a desnaturar-se
pelo efeito do calor (Madigan, 2004).
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Além disso, certas moléculas podem inibir a acdo catalitica de uma enzima, as quais sdo
chamadas inibidores. Estes podem ocupar temporariamente o centro ativo por semelhanga estrutural
com o substrato original (inibidor competitivo) ou alterar a conformacdo espacial da enzima,
impedindo sua unido ao substrato (inibidor ndo competitivo). Normalmente, ions metélicos e agentes
quelantes atuam como inibidores enzimaticos. Por outro lado, também ha moléculas que podem
potencializar a acdo de uma enzima, sendo chamadas ativadores ou cofatores enzimaticos, que
propiciam ou favorecem a interacdo da enzima com o substrato, podendo também ser ions metalicos
ou vitaminas, dependendo da enzima (Nelson e Cox, 2003).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar, por meio da atividade de
endoglucanase (CMCase), a estabilidade ao pH, a temperatura e a presenca de substancias quimicas
do extrato celulolitico bruto produzido pelo fungo termofilico recentemente isolado Myceliophtora
thermophila 1-1D3b por cultivo sélido em bagaco de cana e farelo de trigo (7:3 m/m). O fungo
escolhido 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 celulolitico cuja
estabilidade é estudada apresente alto potencial de aplicacdo para a hidrolise enzimatica da biomassa
vegetal.

2. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Engenharia de Processos e Biorreatores do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de Sdo José do Rio Preto (IBILCE/ UNESP).

2.1. Microrganismo e Substrato

Como agente fermentativo para obtencao do extrato celulolitico a ser estudado, foi empregado o
fungo termofilico Myceliophtora thermophila 1-1D3b. O microrganismo pertence a cole¢do do
Laboratorio de Microbiologia e Bioquimica Aplicada do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus de Sao José do Rio
Preto, estando estocado em tubos de ensaio com Agar Sabouraud inclinado submerso em éleo mineral
a —80°C. Para utilizacdo, a cultura foi repicada em tubos e posteriormente inoculada em erlenmeyers
com meio Agar Sabouraud Dextrose, os quais foram mantidos em cdmara BOD por 48 horas a 45°C.
Apos crescimento, foram adicionados 100 mL de solugéo nutriente aos frascos de erlenmeyer para
suspensao dos esporos.

Como substratos, foram empregados bagacgo de cana e farelo de trigo. O bagaco foi doado pela
Usina Vale, de Onda Verde-SP, e o farelo comprado no comércio local. Ambos os materiais foram
lavados para remocéo de agucares. O bagaco foi triturado e peneirado para uniformizacdo das fibras.
Ambos o0s materiais foram secos em estufa a 60°C até peso constante, sendo posteriormente
acondicionados em sacos de polietileno de parede espessa em camara de refrigeracéo até utilizacao.
Para 0s ensaios, o substrato foi autoclavado juntamente com a solugdo nutriente do microrganismo.
Posteriormente, 0 substrato foi inoculado com a suspensao flngica e o teor de umidade acertado com
solucdo nutriente, apds o que foi homogeneizado e incubado.
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2.2. Fermentacao em Estado Sélido

As fermentacdes foram realizadas em sacos de polipropileno de 12 cm x 20 cm acoplados com
bocal de PVC de 3,6 cm de didametro, os quais foram tampados com tampéo de algod&o envolto por
gaze, a fim de garantir a troca de gases e assegurar que ndo houvesse contaminacdo por outros
microrganismos. Os tubos de PVVC foram fixados aos sacos com fita adesiva, para garantir que néo
ocorresse troca de gases por outro local que ndo atraves dos tampdes. Dentro de cada saco
fermentador foi ainda colocado um arame na forma de espiral, visando a facilitar a aeragédo do meio 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 e com 80% de umidade em base umida (Zanelato et al., 2012). O
substrato foi inoculado com a suspensdo fungica e sua umidade foi acertada com solucdo nutriente
composta por 0,35% de (NH;),SO,, 0,3% de KH,PO,, 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, a extracao das enzimas foi feita por agua destilada (20 mL/g de substrato
seco) em camara de agitacdo orbital por 30 minutos a 100 rpm. O extrato foi filtrado em tecido
sintético e centrifugado a 10000 rpm por 15 min a 5°C. O sobrenadante foi tomado como solucao
enzimatica bruta para os testes de atividade enzimatica.

2.3. Determinacéo da Atividade Enzimatica

A atividade celulolitica de endoglucanase (CMCase) foi tomada como base para analise da
estabilidade do extrato celulolitico. A atividade sobre a CMC foi determinada a partir de reacdes
contendo 0,1 mL da solucdo enzimatica e 0,9 mL de solucdo de carboximetilcelulose (CMC — Sigma)
a 1% em solucdo tamponante NaOH/&cido 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
determinacdo do teor de agUcares redutores liberados na reacéo pelo ataque da enzima a estrutura da
CMC. Em seguida, essa solugdo foi mantida em agua em ebuli¢cdo por 10 minutos, sendo a reacéo
interrompida com o abaixamento subito da temperatura em banho de gelo.

Posteriormente, foram adicionados 8,0 mL de agua destilada a solucéo e, em seguida, foi feita a
leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 540 nm, e a atividade foi calculada com base na curva
padréo de glicose. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1,0 umol de glicose por minuto de reagdo por mL de extrato enzimatico.

2.4. Ensaios de Estabilidade em Diferentes Temperaturas e pHs
Os ensaios de estabilidade a temperatura foram realizados em pH = 5,5. Na auséncia de

substrato, as enzimas foram incubadas na solu¢do tamponante por 1 hora as temperaturas de 55, 65 e
75°C. Apo6s o tempo de incubacdo, foi realizado o teste de CMCase para avaliar a atividade residual
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da enzima, em triplicata.

Em seguida, os ensaios de estabilidade ao pH foram realizados na temperatura de 65°C. Na
auséncia de substrato, as enzimas foram incubadas por 1 hora nas solu¢Ges com pHs 4,5, 5,5 e 6,5.
Novamente, apds a incubacdo foi realizado o teste de CMCase para avaliar a atividade residual, em
triplicata.

2.5. Ensaios do Efeito de Inibidores ou Ativadores Enzimaticos

Foi avaliado ainda o efeito de ions ou moléculas que pudessem inibir ou ativar as celulases. Os
testes foram realizados a 65°C e pH = 5,5, utilizando soluc¢des a 1,0 mmol/L de ZnCl,, MgSQO,.7H,0,
MnS0O4.H,0, CuS0,4.5H,0, FeCls, AICl3, AgNO3; e EDTA célcio-dissddico, de modo que 10 pL
dessas solugdes foram adicionados ao extrato enzimatico bruto empregado no ensaio de atividade,
apos o que se procedeu ao ensaio de atividade CMCase em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Estabilidade da Enzima em Diferentes Condi¢des de Temperatura e pH

Os resultados dos ensaios de estabilidade frente a diferentes condicGes de temperatura e de pH
do extrato celulolitico produzido pelo fungo termofilico recentemente isolado Myceliophthora
thermophila 1-1D3b por cultivo s6lido em bagaco de cana e farelo de trigo sdo apresentados na Tabela
1. Foram consideradas as atividades residuais de endoglucanase (CMCase) apds 1 hora de exposicao
da enzima a temperaturas e pHs tipicos da reacdo para ensaios da atividade enzimatica deste extrato.

Tabela 1 — Atividade CMCase residual apds 1 hora de exposicdo a diferentes temperaturas e pHSs.

Temperatura H Atividade CMCase  Atividade CMCase residual relativa a
(°C) P residual (U/gss*)  atividade em condic¢des padroes** (%)

4,5 332 83

65 55 142 36

6,5 20 5

55 273 68

65 55 134 34

75 16 4

* U/gss = unidade de atividade de endoglucanase por grama de substrato sélido seco inicial.

** Atividade CMCase em condicdes padrdes (T = 65°C, pH = 5,5, sem interferentes): 400 U/gss.

Como se observa, a atividade CMCase residual foi mais elevada para o extrato que foi mantido
por 1 hora a temperatura fixa de 65°C e em pH 4,5 (CMCase = 332 U/g), tendo sido 57 e 94% menor
para os pHs 5,5 e 6,5, respectivamente, o que indica que a alta concentracdo hidrogeni6nica do meio
com menor pH pode ter exercido um efeito protetor contra a desnaturagédo da enzima. Roy et al.
(1990) estudaram a estabilidade de celulases produzidas por Myceliophthora thermophila (ATCC
48104), e mostrou que sua endoglucanase purificada também foi estavel apenas em estreita faixa de
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pH acido.

Quando o pH foi fixado em 5,5, a atividade CMCase residual foi mais elevada para o extrato
que foi mantido por 1 hora a temperatura de 55°C (CMCase = 273 U/g), tendo sido 51 e 94% menor
apos incubacdo a 65 e 75°C, respectivamente, reiterando que, para um dado tempo de exposi¢do da
enzima ao aquecimento em pH fixo, temperaturas mais elevadas promovem efeitos de desnaturacao
mais intensos. Moretti et al. (2012) estudaram a termoestabilidade de celulases produzidas por
Aspergillus fumigatus e outra linhagem de Myceliophthora thermophila, tendo encontrado que as
enzimas de ambos os fungos foram bastante termoestaveis, tendo em vista que mantiveram 90% da
atividade inicial quando mantidas por 1 hora a 65°C na auséncia de substrato. Tal resultado mostra
que as enzimas dessa outra linhagem sdo mais termoestaveis que a produzida por Myceliophthora
thermophila 1-1D3b, aqui estudada, uma vez que no presente trabalho a enzima manteve apenas cerca
de 50% da sua atividade inicial apos ter sido submetida ao mesmo tratamento.

Ainda assim, como a enzima foi relativamente estavel em pH acido e temperaturas superiores a
50°C, a mesma tem potencial de aplicacdo na cadeia do bioetanol, porém sua aplicacdo industrial
requer planejamento com base nesses estudos de estabilidade, ja que a atividade catalitica mostrou-se
variar drasticamente para pequenas variacbes de temperatura e pH. Além disso, a atividade de
endoglucanase do extrato reduziu-se dramaticamente devido ao longo tempo de exposicdo a altas
temperaturas, sugerindo que a etapa de hidrélise enzimatica deve ser tdo breve quanto possivel.

3.2. Efeito de Interferentes sobre a Atividade da Enzima

Os resultados dos ensaios do efeito da presenca de ions e de EDTA sobre a atividade do extrato
celulolitico produzido pelo fungo termofilico recentemente isolado Myceliophthora thermophila I-
1D3b por cultivo sélido em bagaco de cana e farelo de trigo sdo apresentados na Tabela 2. Foram
consideradas as atividades de endoglucanase (CMCase) obtidas quando da presenca de 10 pL de
solucdes a 1,0 mmol/L de Zn**, Mg®*, Mn**, Cu*, Fe**, AI**, Ag"* e EDTA na solugdo de CMC em
pH 5,5 e a temperatura de 65°C.

Tabela 2 — Atividade CMCase residual na presenca de interferentes.

Atividade CMCase Atividade CMCase residual relativa a atividade
Interferente

residual (U/gss) em condigdes padrdes (%)
Zn* 11 3
Mg** 195 49
Mn?* 0 0
Cu* 212 53
Fe®* 265 66
AP 282 71
Ag" 74 19
EDTA 211 53

Como se observa, a atividade de endoglucanase do extrato bruto foi reduzida por todos os ions
testados e por EDTA, tendo sido nula na presenca de Mn®*. No entanto, como 0 extrato é composto
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por um pool de enzimas, também pode ter ocorrido que alguns dos ions tenham interferido na
atividade de outras enzimas possivelmente presentes no extrato bruto, as quais por sua vez podem ter
inibido a atividade da endoglucanase, como pode ser 0 caso da enzima manganés-peroxidase.

Roy et al. (1990) também observaram significativa inativagdo das endoglucanases produzidas
por Myceliophthora thermophila (ATCC 48104) na presenca de Fe?*, Cu** e EDTA. De acordo com
estes autores, a inibicdo da enzima na presenca de EDTA pode ser devido ao fato de o EDTA quelar
certos ions metalicos requeridos para a ativacdo ou estabilizacdo da enzima.

A inativacdo por Zn?* deve alertar para os cuidados que se deve ter com relagdo ao material de
construcdo dos equipamentos de processo envolvidos na etapa de hidrdlise. Equipamentos em aco
galvanizado, embora sejam mais resistentes a corrosdo, devem ser evitados devido a possibilidade de
perda de atividade da enzima devido ao contato com o zinco. Como o AI** provocou pequena reducéo
da atividade de endoglucanase, equipamentos em aluminio podem ser empregados, caso o custo da
planta de producdo em aco inoxidavel seja muito elevado.

4. CONCLUSOES

A atividade de endoglucanase (CMCase) do extrato celulolitico bruto produzido pelo fungo
termofilico recentemente isolado Myceliophthora thermophila 1-1D3b por cultivo sélido em bagaco
de cana e farelo de trigo foi maior ap6s 1 hora de incubacéo a 65°C e pH 4,5 (CMCase = 332 U/g),
tendo sido 57 e 94% menor para pHs 5,5 e 6,5, respectivamente, bem como foi maior apds 1 hora de
incubacdo em pH 5,5 a 55°C (CMCase = 273 U/g), tendo sido 51 e 94% menor para 65 e 75°C,
respectivamente. A atividade de endoglucanase do extrato também foi reduzida pelos ions testados e
por EDTA, tendo sido nula na presenca de Mn?*.

Como a enzima € relativamente estavel em pH acido e em temperaturas superiores a 50°C, a
mesma tem potencial de utilizacdo na cadeia do bioetanol, mas sua aplicagdo industrial requer
planejamento dos parametros do processo e materiais de construcdo dos equipamentos com base em
estudos de caracterizacdo como 0 aqui reportado, ja que a atividade catalitica e a estabilidade da
enzima mostraram-se variar drasticamente mediante pequenas variacGes de temperatura e pH e na
presenca de baixas concentracGes de interferentes na solucgéo.
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