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Caracterizacdo de uma celulase comercial visando a hidroélise de residuos

agroindustriais

Guilherme Ardenghi Balsan
Dezembro/2011
Orientadores: Helen Treichel
Marco Di Luccio

Marcio Antonio Mazutti

A enzima celulase possui grande aplicacdo em diferentes tipos de indUstrias tais
como téxteis, de papel, de produgdo de etanol a partir de biomassa, entre outras. As
celulases atuam na hidrolise da celulose, 0 mais abundante polissacarideo encontrado na
natureza, presente na maioria dos materiais lignoceluldsicos, incluindo madeiras,
gramineas e residuos agricolas. Os materiais lignoceluldsicos despertam grande interesse
no desenvolvimento de processos biotecnolégicos, pois sdo uma fonte de carbono de baixo
custo. A degradagdo desses materiais em agucares monoméricos pela acdo de enzimas
celuloliticas tem grande importancia, uma vez que 0s agUcares podem servir como
matérias-primas para diversos processos de producdo biotecnoldgica. As celulases
oferecem uma oportunidade chave para alcancar enormes beneficios da utilizagdo da
biomassa. Portanto, as celulases podem tornar-se o0 maior volume de enzimas industriais,
se 0 etanol a partir da biomassa lignoceluldsica por via enzimética transformar-se viavel
economicamente. O presente trabalho propde a caracterizagdo de celulases comerciais em
termos de pH e temperatura 6timos e de estabilidade, determinacéo de km € Vmax para cada
substrato estudado, ainda verificar a influéncia de cloreto sobre a atividade da enzima,
objetivando a hidrolise de celulose de residuos agroindustriais como bagaco de cana, casca
de arroz, casca de soja, palha de trigo, inhame e yacon. A enzima apresentou temperatura e

pH 6timo para a atividade hidrolitica na faixa de 40 - 50 °C e 5,2 - 5,5, respectivamente em
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tampdo acetato de sédio 0,2 M. Em relacdo ao efeito do pH e temperatura sobre a
estabilidade de celulase, observou-se que praticamente ndo houve perda de atividade em
pH 5,0 e 5,5 e em temperatura entre 40 - 50 °C ap6s 150 horas de reagdo. A enzima
apresentou alta afinidade para a casca de soja, uma vez que seu valor de ky, 21,81 U.mL™
foi 0 menor entre os substratos, seguido de yacon, bagaco de cana, casca de arroz, palha de
trigo e papel filtro. A menor afinidade foi obtida com inhame, com valor de k, de 1207,68
umol.mL™. A taxa de reagio méaxima (Vima) foi obtida usando o substrato inhame, seguido
pelo filtro de papel, palha de trigo, yacon, bagaco de cana, casca de arroz e casca de soja.
Quanto a adicdo de cloreto de sédio no meio reacional, observou-se que ocorreu inibigdo

da enzima, uma vez que ocorreu diminuicdo da atividade enzimatica.
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Abstract of Dissertation presented to Food Engineering Program as a partial fulfillment of
the requirements for the Master in Food Engineering.

Characterization of a commercial cellulase for hydrolysis of agroindustrial residues

Guilherme Ardenghi Balsan
December/2011
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Marco Di Luccio

Marcio Antonio Mazutti

The cellulases may find many applications in different industries as textiles, paper, ethanol
production from biomass, among others. These enzymes hydrolyze cellulose, the most
abundant polysaccharide found in nature, which is present in most of lignocellulosic
materials, including wood, grass and agriculture residues. The lignocellulosic materials are
of great interest for the development of bioprocesses, since they are a low cost carbon
source. The conversion of such materials into monomeric sugars by the action of cellulases
is of great importance, since the sugars can be the substrate for many bioprocesses. The
cellulases offer a key opportunity to the use of biomass. Thus, cellulases can become the
largest volume of industrial enzymes, the ethanol from lignocellulosic biomass via
enzymatic become economically viable. The present work characterizes commercial
cellulases in terms of optimal pH and temperature for reactions, stability pH and
temperature, determination of kyn and vmax for each studied substrate. The influence of
chloride ion on enzyme activity was also assessed. The enzyme presented optima pH and
temperature for hydrolytic activity between 40 — 50 °C and 5,2 and 5,5, respectively, in
sodium acetate buffer 0,2 M. The activity was maintained at pH between 5,0 and 5,5, and
at 40 — 50 °C, after 150 h of reaction. The enzyme apresented high affinity for soybean
husk (km = 21,81 U.mL'l), followed by yacon, sugarcane bagasse, rice husk, wheat straw
and filter paper. The lowest affinity was found with yam (1207,68 pmol.mL™). Maximum
reaction rate (Vmax) Was obtained using yam, followed by the rates obtained with filter

paper, wheat straw, yacon, sugar cane bagasse, rice and soybean husk. with the addition of
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sodium chloride in the reaction, it was observed that there was inhibition of the enzyme,

since a decrease in the enzyme activity.
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CAP. | - INTRODUCAO

As enzimas celulases séo enzimas que constituem um complexo capaz de atuar
sobre materiais celulésicos, promovendo sua hidrdlise. Estas enzimas sdo biocatalisadores
altamente especificos que atuam em sinergia para a liberagdo de agucares, dos quais
glicose é o que desperta maior interesse industrial, devido & possibilidade de sua converséo
em etanol. E um componente essencial na degradacdo dos residuos lignoceluldsicos,
produzidas por vérias espécies de fungos, bactérias e protozoérios. Aproveitando a
capacidade hidrolitica destas enzimas, se permite a converséo eficiente de recursos naturais
renovaveis em aglcares fermentaveis (JORDAN, KUMAR e TEGHALAA, 2010).

Celulase (EC 3.2.1.4) se refere a uma classe de enzimas produzidas principalmente
por fungos, bactérias e protozoarios que catalisam a hidrélise de celulose. E um complexo
enzimético composto por enzimas hidroliticas e oxidativas, que sinergicamente promovem
a degradacdo da celulose em glicose. Essa enzima é utilizada na inddstria de alimentos,
téxtil e farmacéutica. Também tem sido utilizado na inddstria de papel e celulose para
diversos fins. Tem havido um interesse crescente ao longo dos ultimos anos sobre o uso de
bioetanol, que se for produzido a partir de recursos renovaveis, assim possibilitando seu
uso como combustivel (RAN et al., 2009).

Atualmente as celulases sdo o terceiro maior mercado industrial de enzimas em
todo o mundo, por volume de ddlares, devido ao seu uso em processamento com algodéo,
reciclagem de papel, industria de detergente, extracdo de suco, e como aditivos para a
alimentacdo animal. No entanto, as celulases se tornardo o maior volume de enzimas na
indUstria, se o etanol, o butanol, ou algum outro produto de fermentacdo de agucares, a
partir da hidrélise da biomassa por estas enzimas, tornarem-se um dos principais
combustiveis para o transporte (WILSON, 2009).

As tendéncias mundiais para o avanco cientifico e tecnoldgico na area de novos
combustiveis destacam a importancia da utilizagdo de residuos agroindustriais como
matéria-prima nos processos de producéo. A reutilizacdo e reciclagem destes residuos
podem minimizar os problemas ambientais ligados ao seu acimulo e diminuir o uso de
combustiveis fosseis, além de resultar em uma melhora no aproveitamento da matéria-
prima, que € de grande interesse na atualidade (RABELO, 2007). Tais residuos séo
denominados também de biomassa lignocelulésica.

Para reduzir a dependéncia de combustiveis fdsseis, novas alternativas precisam ser
exploradas. A biomassa lignoceluldsica € considerada uma fonte de energia alternativa

7
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estruturais sdo a celulose e hemicelulose, polimeros de aclcares simples, que podem ser
fermentados diretamente a etanol (RAHMAN et al., 2009).

O Brasil é um dos principais paises de atividade agricola, e tem uma grande
quantidade de residuos lignocelulésicos gerada anualmente, possuindo um valor negativo
na economia das operacdes agricolas, provocando efeitos adversos sobre o ambiente, no
decorrer da sua disposicéo final. A biomassa lignoceluldsica, que consiste principalmente
em celulose (35 - 50%), hemicelulose (25 - 30%) e lignina (25 - 30%) € uma potencial
fonte de energia, combustiveis e produtos quimicos. Na natureza, a lignocelulose é
degradada de forma cooperativa por muitos microrganismos, mas esses microrganismos
sdo dificeis de analisar, uma vez que é dificil ou até as vezes impossivel cultiva-los
(WANG et al., 2011).

Diante desse cenario, ha uma crescente busca pela maior utilizacdo dos residuos
agroindustriais, devido a incessante demanda das atividades agricolas. Entre estes residuos,
pode-se citar o bagaco de cana de agucar, casca de soja, farelo, casca de arroz e palha de
trigo, etc. A utilizacdo destes residuos agroindustriais em bioprocessos é uma alternativa
racional para producgéo de substratos (PANDEY et al., 2000).

Os materiais lignocelulésicos sdo matérias primas de grande potencial para
producdo de etanol por meio da tecnologia conhecida como hidrdlise. A hidrdlise dos
materiais lignocelul6sicos tem sido estudada com grande interesse nos ultimos anos
(DIAS, 2008). Esses materiais sdo uma fonte renovavel de grande abundancia no mundo,
onde a celulose pode ser hidrolisada por enzimas, para a bioconversdo destes compostos
em aclcares fermentaveis para a producdo de etanol. Estudos recentes j& apontam esta
alternativa para o processo de fermentacdo (DAWSON e BOOPATHY, 2007).

O complexo enzimético celulase possui um altissimo valor econdmico, e tem
aplicacbes na é&rea farmacéutica, industrial, alimentar agropecuaria e outras. A
possibilidade de transformar via agdo enzimatica os residuos lignoceluldsicos em glicose,
ponto de partida para inimeras outras aplicac@es, inclusive producdo de bioetanol, o qual
tem despertado o interesse geral da area académica (DAOUD, KADDOUR e SADOUN,
2010; LI et al., 2006).

A hidrolise enzimética do polimero de celulose é uma reacdo complexa com muitos
fatores e dindmica de mudanca no conjunto & parte da reacdo geral. Vrias pesquisas tém
enfocado a avaliacdo de métodos que aumentaram a atividade de celulase, melhorando o

rendimento e a taxa de reacdo de hidrélise. O custo de utilizacdo da hidrolise enzimética é
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baixo em comparacdo com outros tipos de hidrdlise como a &cida ou a hidroélise alcalina
porque a hidrdlise enzimética é geralmente realizada em condic6es brandas de pH (pH 4,8)
e temperatura (45 - 50 °C) (SINGH et al., 2009).

Considerando o exposto acima, este trabalho propGe a caracterizagdo da enzima
celulase comercial Novozym NS 50013 objetivando a hidrélise de celulose de residuos
agroindustriais como bagaco de cana, casca de arroz, casca de soja, palha de trigo, inhame

e yacon, além de papel filtro.



CAPITULO II

REVISAO BIBLIOGRAFICA



CAP. Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Enzimas

As enzimas sdo moléculas proteicas de alta massa molecular que atuam como
catalisadores bioldgicos. S&o capazes de diminuir a energia de ativacdo (ordem de 10')
requerida para formar um complexo de transi¢do ativado que dard origem a um produto,
aumentando a velocidade da reagdo sem alterar a constante de equilibrio ou a variagdo de
energia livre. S8o0 catalisadores de reagdes bioquimicas em sistemas bioldgicos,
envolvendo reagbes com substratos. Estas sdo geralmente de natureza proteica, altamente
especifica e apresentam grande poder catalitico (LEMOS, 2006).

O uso de enzimas industriais foi gradualmente estendido nos dltimos anos para uma
variedade de campos como a producdo de alimentos, cerveja, produtos farmacéuticos,
téxtil e de detergentes, bem como em pesquisa e desenvolvimento. A especificidade
catalitica da enzima, a eficiéncia hidrolitica, atoxicidade, solubilidade em agua,
biodegradabilidade e leve condigdes operacionais brandas de pH, temperatura, presséo, sdo
0s principais vantagens sobre os catalisadores inorganicos (DAOUD, KADDOUR e
SADOUN, 2009).

As enzimas sdo importantes componentes do metabolismo de todos os seres Vvivos,
possuem a capacidade de catalisar reagfes. Assim sdo consideradas produtos naturais
encontradas em abundéncia no corpo humano e na natureza, proteinas capazes de
promover e acelerar reacfes quimicas, 0s quais regulam grande nimero de processos
bioldgicos. Presentes em microrganismos, animais e vegetais, elas sdo usadas direta ou
indiretamente pela humanidade ha milhares de anos, mas sua importancia s6 foi
reconhecida em meados do século 19, quando cientistas descobriram como atuam. A partir
de entdo, principalmente no século 20, o conhecimento sobre essas substancias aumentou
rapidamente. Foram estabelecidos 0os mecanismos de ag&o e as estruturas de milhares delas.
Essa maior compreensdo possibilitou 0 uso dessas proteinas especiais em processos
industriais de diferentes areas: médica, alimenticia, téxtil, quimica, de papel e celulose e
muitas outras (MUSSATO et al., 2007).

Grande parte das proteinas sintetizadas na célula sdo enzimas, definidas como
enzimas intracelulares, citoplasméticas, que somente podem ser obtidas e avaliadas por
rompimento da célula. H4 microrganismos que também tém a capacidade de sintetizar
enzimas que sdo excretadas para fora da célula, podendo ser encontradas no meio de

cultivo ou de propagagdo celular, as quais séo facilmente isoladas e avaliadas e s&o
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chamadas de enzimas extracelulares. A maioria das enzimas produzidas em escala
industrial € extracelular, considerando que sua recuperacéo dos meios ou caldos de cultivo
é geralmente mais simples, embora elas se encontrem numa forma muito diluida nestes
meios, 0 que pode tornar esse processo muito dispendioso (KIELING, 2002).

Dentre as enzimas mais utilizadas atualmente, pode-se citar as proteases estdo entre
as enzimas mais utilizadas, estando presentes na industria de detergentes, processamento
de carne e soja e tratamento de couro (CHERRY e FIDANTSEF, 2003). A utilizacéo de
lipases ocorre em forma de catalizadores na produgdo do biodiesel e no aumento do poder
de limpeza em detergentes (HASAN et al., 2006). As amilases estdo presentes na
formulacdo de detergentes enziméticos e sdo importantes para conferir maior qualidade no
processo de panificacdo e na fermentagdo da cerveja (MITIDIERI et al., 2006). As
pectinases ajudam clarificar e melhoram o rendimento da extragdo de sucos de frutas
(KASHYAP et al., 2001; JAYANI et al., 2005). Essa grande variedade de enzimas e ramos
de aplicacdo para as mesmas, aliado com a necessidade da utilizagdo de processos
industriais menos agressivos ao meio ambiente demonstra o potencial para a aplicagdo de
enzimas e justificam as pesquisas sobre elas (MUSSATO et al., 2007). Dentro deste
contesto, h& um grande espaco para aplicacfes de celulases.

As principais aplicacfes industriais de celulases estdo na industria téxtil e de
detergentes domésticos para melhorar a maciez e o brilho, bem como na indlstria de
celulose e papel. No entanto, elas podem se tornar o maior volume de enzimas industriais,
se 0 etanol a partir da biomassa lignoceluldsica por via enzimética torna-se um importante
combustivel para transporte (WILSON, 2009).

11.2 Celulases

A celulase é uma enzima multicomponente que consiste em trés diferentes enzimas
(endoglicanases, exoglicanases e 3-glicosidases) que agem sinergicamente para degradar o
polimero de celulose, que é transformado em acucares soltveis. O uso biotecnoldgico de
celulase comecou no inicio de 1980, primeiro na alimentacdo animal seguido de outros
alimentos. Durante as UGltimas duas décadas, o uso de celulase aumentou
consideravelmente, na industria de celulose e papel e, especialmente, na industria téxtil
como agente para modificagdes de fibras e tecidos. As celulases s&o enzimas que

constituem um complexo capaz de atuar sobre materiais celuldsicos, promovendo sua
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hidrdlise. Estas enzimas sdo biocatalisadores altamente especificos que atuam em sinergia
para a liberagdo de agUcares, dos quais glicose é 0 que desperta maior interesse industrial,
devido a possibilidade de sua conversdao em etanol (DAOUD, KADDOUR e SADOUN,
2009; WEDA, 2009; LIU e XIA, 2006).

Ha uma grande variedade de microrganismos envolvidos na producéo de celulases,
incluindo fungos e bactérias aerdbias e anaerdbias. A maioria das celulases utilizadas em
aplicacdes industriais é produzida por fungos filamentosos, tais como Trichoderma,
Penicillium, Fusarium, Humicola, Phanerochaete, etc. No entanto, poucos fungos e
bactérias possuem capacidade para produzir celulases com especificidades suficientes para
solubilizar a celulose cristalina (SINGHANIA et al., 2010).

A celulose, dentre os materiais naturais, é o biopolimero mais abundante do
mundo, normalmente existe em uma forma complexa de celulose, lignina, hemicelulose, o
que é conhecida como lignocelulose (WANG, 2011). A celulose é convertida em agUcares
através de hidrolise acida ou enzimética para depois ser fermentada para produzir etanol ou
outros produtos de valor agregado. A degradacdo microbiana da celulose é total e
especifica. A hidrdlise da celulose por celulases resulta na producdo final de glicose.
Devido a estrutura cristalina, a celulose é insolivel em agua e é dificil de ser hidrolisada. A
celulose pode ser convertida em um polimero sollvel em &gua e passivel a agdo de
enzimas hidroliticas por esterificacdo. As celulases, porém, por serem proteinas, ndo
conseguem penetrar com facilidade a barreira das células vegetais e, dessa forma, 0 acesso
destas enzimas as fibras de celulose constitui o principal problema para desencadeamento
do processo de degradagéo (PALJEVAC et al., 2007).

A bioconversdo de residuos de celulose até glicose é catalisada pelo grupo de
enzimas celulases é um processo de crucial importancia na ciclagem de nutrientes, sendo
que a celulose representa cerca de 40% do material de origem vegetal. As celulases s&o
enzimas que hidrolisam as ligagGes-p-1,4 em celulose e sdo encontrados em muitas
familias de glicosideo hidrolases (PALJEVAC et al., 2007; KHOSHNEVISAN et al.,
2011).

Para que ocorra a hidrolise enzimética da celulose sdo necessarias trés etapas:
adsorcdo de celulase para a superficie da celulose, hidrolise de celulose em glicose, e
dessorcdo de celulase. Para que a hidrolise enzimética da celulose seja possivel é
necessario que ocorra a adsorcdo da enzima a superficie do substrato, com a formagéo de

um complexo-enzima e celulose. A adsorcéo das celulases sobre o substrato promove, ndo
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somente um contato fisico entre estes componentes, mas em muitos casos pode
desempenhar um importante papel na eficiéncia da hidrdlise de celulose. (KLYOSOV,
1990).

As moléculas de celulose sdo lineares e associam-se umas as outras formando
feixes fibrosos. Estes feixes apresentam duas regides bastante distintas: uma regiéo
bastante organizada apresentando grandes quantidades de ligacGes de hidrogénio, chamada
de regido cristalina, dificultando bastante o processo de hidrélise, e outra completamente
desorganizada, chamada de amorfa. Cada tipo de celulase acaba atacando
preferencialmente uma regido especifica da celulose. A lignina € um componente nao
principal da celulose, e devido & sua alta cristalinidade, age como um fator limitante na
velocidade da hidrolise da celulose, diminuindo a atividade enzimatica (HAN e CHEN,
2009).

Segundo Lynd e Zhang (2002) e Hsu et al. (2011), o complexo celulésico é o
conjunto de enzimas envolvidas na degradagéo da celulose. Este complexo origina-se de
microrganismos, animais e plantas, dividindo-se em trés grupos conforme seu local de
atuacdo no substrato celulésico.

As celulases sdo pertencentes a familia das glicohidrolases (3.2), e sdo

classificadas por suas diferentes formas de agao:

Endoglicanases:

Endo-1,4-B-D-glicana (EC 3.2.1.4): Também conhecidas como endo-p-1,4
glicanases e carboximetil celulases. Enzimas cuja fungdo é iniciar a hidrélise através da
répida solubilizacdo do polimero celuldsico (reducéo do grau de polimerizagdo), devido a
sua fragmentacdo em moléculas menores. Catalisam a hidrélise interna de ligacbes p-1,4-
D-glicosidicas da celulose aleatoriamente, gerando oligossacarideos de menor peso
molecular, chamados de celodextrinas e consequentemente novas cadeias terminais, além
de celobiose. Agem de forma aleatdria ao longo da cadeia, produzindo novas locais de
ataque para as exoglicanases, resultando em uma répida diminuicdo da viscosidade e
aumento relativamente pequeno do poder redutor. A regido catalitica da enzima é dada pela
forma que permite a ligagdo da enzima e a hidrolise na parte média da fibra da celulose.
Seu substrato natural é a celulose e xeloglicana. Atuam somente na por¢cdo amorfa da

celulose, sendo que sua atividade diminui conforme o encurtamento da cadeia de celulose
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(PALJEVAC et al., 2007; LYND et al., 2002; PERCIVAL e ZHANG et al., 2006; CHEN
et al., 2010).

Exoglicanases:

Séo enzimas divididas em duas classificacdes: glicanohidrolases ou 1,4-B-glicana
glicanohidrolases (E.C. 3.2.1.74) e celobiohidrolases ou 1-4-B-celobiohidrolases (3.2.1.91).
As glicanohidrolases possuem estratégias de hidrolise da fibra celuldsica de elevada
importancia, devido & sua capacidade de liberar glicose diretamente do polimero. As
celobiohidrolases atuam como exo-enzimas na liberacdo de celobiose (dimero de glicose) a
partir de extremidades da celulose (CHEN et al., 2010).

As exoglicanases iniciam a hidrélise nas extremidades da cadeia, e ndo produzem
uma quantidade significativa de novas cadeias terminais na superficie da celulose.
Quebram as unidades de celobiose das extremidades redutora e ndo redutora do polimero,
respectivamente. Logo, as exoglicanases liberam a celobiose rompendo as ligagdes p-1,4-
D-glicosidicas. S&o responsaveis pela amorfogénese, fazendo parte da hidrolise priméria da
fibra. A amorfogéne é um fendbmeno que envolve uma ruptura fisica do substrato,
acarretando na desestratificacdo das fibras, através do aumento das regides intersticiais. A
amorfogénese promove aumentos na taxa de hidrélise da celulose, porque torna as regiées
cristalinas mais expostas as celulases (LYND e ZHANG, 2002; UEDA et al., 2009).

B-glicosidases

B-D-glicosideo glicohidrolase (EC 3.2.1.21): Também conhecidas como celobiases.

N&o sdo considerados como celulases legitimas, mas desempenham um papel
importante no processo, porque completam o processo atraves da hidrélise da celobiose e
outros oligossacarideos curtos a glicose (CHEN et al., 2010). Séo classificados em trés
familias de B-glicosidases ou GH: GH1, GH3 e GH9. A GHL1 e a GH3 sdo familias com
um mecanismo de retencdo, enquanto a GH9 apresenta um mecanismo de inversdo e
contém principalmente endoglicanases. Caracterizam-se como enzimas que possuem a
propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos solUveis (com menos de sete
unidades monoméricas) em glicose. Perdem sua atividade com o aumento da extenséo da
cadeia de celulose. Efetuam a hidrélise de residuos terminais de B-D-glicose em
oligossacarideos (UEDA et al., 2009; LYND et al., 2002; SAIBI e GARGOURI, 2011).

S&o muito importantes para os fungos produtores de celulases por hidrolisarem a celobiose,

10
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que é um forte inibidor de celobiohidrolases, e minimizam a inibicéo do produto final, que
sdo as enzimas celulases. Mas também convertem celobiose em sefarose, que é um indutor
muito potente de genes celuloliticos (SAIBI e GARGOURI, 2011).

Diversos estudos tém relatado a agdo sinérgica dos componentes individuais do
sistema de celulases, principalmente endo e exoglicanase sobre a celulose insolavel
(MEDER, 2003). As endoglicanases e celobiohidrolases podem causar dispersdo da
celulose, seja por acdo hidrolitica ou mecénica. A agdo de dois ou mais componentes
celuloliticos individuais é maior do que a soma de cada acéo individual e aumentam a taxa
de hidrdlise dos substratos. Os estudos sobre esses mecanismos de a¢do sdo complexos,
pois o efeito sinérgico varia em relacdo as multiplas formas dos componentes celuloliticos
(diferentes celulases e isoformas), as fontes de celulases e as amostras de celulose
(SCHULEIN, 2000).

A hidrélise enzimtica das pontes glicosidicas ocorre via um mecanismo
acido/base, sendo necessarios dois residuos de aminoacidos: um atuando como &cido
fornecendo um préton ao oxigénio da ligacdo e o segundo residuo atuando como um
nucleéfilo que interage com o oxocarbono ou promove a formacéo do ion OH da molécula
de agua (SCHWARS, 2001; RABINOVICH et al.,, 2002a). O mecanismo catalitico
mediado por B-glicosidades requer a presenca de dois residuos de aminoécidos no sitio
catalitico. A reacdo ocorre em um ou dois passos de deslocamento, dependendo do espago
entre os dois residuos de acido, 9,5 ou 5,5 A, respectivamente, levando a um mecanismo
de inversdo ou retengdo de acordo com a configuracdo do carbono anomérico da molécula
glicona liberada (SAIBI e GARGOURI, 2011)..

A maioria das enzimas celuloliticas sdo proteinas multifuncionais, sendo
compostas por pelo menos trés elementos estruturais, com diferentes fun¢bes: dominio
catalitico (DC); dominio ligador de celulose (cellulose binding domain) e interdominio. As
enzimas com sequencias similares (dominios cataliticos) tém diferentes especificidades
(exo ou endo-hidrolise), sugerindo que seja em consequéncia de detalhes na estrutura
tridimensional da proteina. As sequencias dos dominios ligadores sdo menos variaveis, sao
identificados como mddulos ligadores a carboidratos (carbohydrate-binding-module) e séo
definidos como uma sequencia de aminoacidos contiguos, dentro de uma enzima ativa
sobre o carboidrato. As enzimas celuloliticas compreendem 15 familias das 99 familias de
glicosil hidrolases. Esta nomenclatura é aplicada para uma variedade de dominios

cataliticos da enzima. Entretanto, baseado nos dominios ligadores a celulose, pode-se ainda

11



CAP. Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

fazer uma nova classificacdo, dentro de 13 familias, a qual ndo necessariamente
acompanha as mesmas familias de dominio catalitico (DC) (LYND et al.,, 2002;
RABINOVICH et al., 2002b).

Embora as enzimas celuloliticas possuam especificidades para ligagbes p-1,4, as
celulases isoladas de varias fontes e de um mesmo microrganismo, demonstram
importantes diferencas funcionais em sua maneira de atuar: em relagdo ao substrato (grau
de pureza, cristalinidade, tamanho das particulas), quanto as suas caracteristicas
moleculares (massa molecular, composicéo e sequéncia de aminoéacidos, ponto isoelétrico),
na adsortividade sobre a celulose, em sua atividade catalitica e especificidade ao substrato
(MEDER, 2003).

I1. 3 Aplicacbes da enzima celulase

As celulases tiveram seu uso mais intenso no inicio da década de 80, inicialmente
na industria da alimentagdo animal e também na inddstria de alimentos. Posteriormente
verificou-se sua aplicagéo na industria téxtil e lavanderia. O grupo de enzimas formado por
celulases, pectinases e hemicelulases corresponde a aproximadamente 20% do mercado
mundial de enzimas, possuindo o género Aspergillus e Trichoderma como principais
produtores (BHAT, 2000; DAOUD, KADDOUR e SADOUN, 2009).

As comunidades cientificas tém fortes interesses nas celulases devido as suas
aplicacdes em industrias de processamento de amido, de producéo de alimentos de origem
animal, fermentacdo de alcool de cereais, malte e cerveja, extracdo de sucos de frutas e
vegetais, celulose e industria de papel, e indUstria téxtil. No entanto, a grande dificuldade
na aplicacdo da celulase na industria é o alto custo da enzima e da produgdo. Uma
substancial reducéo de custos podera ser possivel se forem exploradas formas de converséo
de celulose utilizando enzimas produzidas por microrganismos (GAO et al., 2008).

Na industria de alimentos, as celulases sdo utilizadas em processos de maceracao,
normalmente associadas com hemicelulases e pectinases. A extragédo de sucos de frutas e
6leo de sementes é um exemplo. Outra importante aplicagdo é na filtracdo e clarificagdo
dos sucos de frutas, para aumentar a efetividade da extragcdo da cor de sucos e na
liquefagdo do tecido vegetal, possibilitando melhor extracdo de pigmentos dos frutos
(BHAT, 2000; DAOUD, KADDOUR e SADOUN, 2009). Enzimas como as celulases ¢ a-

amilases séo usadas atualmente por vérias indUstrias para hidrolisar celulose ou amido para
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gerar produtos como dextrinas, xaropes e agUcares. Tais reagdes representam o primeiro
passo fundamental em direcdo a producdo de uma variedade de produtos quimicos Uteis e
adogantes (SAVILLE, 2004).

As celulases comerciais sdo principalmente enzimas extracelulares produzidas por
fungos mesofilicos ou termofilicos. Assim, o uso de enzimas celulose degradantes esta
relacionada ao processamento industrial e operacional em alta temperatura, e a aplicacdo
de enzimas termoestaveis produzidas por fungos mesofilicos ou termofilicos torna-se
vantajosa pois podem produzir enzimas com maior estabilidade & altas temperaturas (GAO
et al., 2008).

Durante a fabricacdo do vinho, no ambito das celulases, as [-glicosidases
possuem poder de liberar compostos arométicos, como terpenos, compostos fendlicos de
capacidade antioxidante, nutracéutica e flavorizante (DAROIT et al., 2007). Para indUstria
de alimentos, a grande importancia refere-se a utilizacdo de infusdes de B-glicosidases
associadas com pectinases propiciando que aromas e caracteristicas volateis de frutas e
vegetais aumentem (BHAT, 2000).

No contexto da industria téxtil, o uso das celulases visa a remocao do excesso de
corantes em tecidos jeans, configurando um processo denominado bioestonagem. Através
deste processo, 0s jeans adquirem aparéncia “lavada”, causando menores danos as fibras
do tecido se comparado com a utilizacdo de pedras-pomes (MUSSATO et al, 2007). Neste
mesmo campo tem-se ainda, atraves da utilizagdo de celulases, a redugdo do tempo de uso
das maquinas que realizam a estonagem, o aumento da produtividade, a melhoria nas
condigdes de seguranga no ambiente de trabalho e condigdes de automagéo do processo. O
principal desafio da aplicagdo das celulases na industria téxtil é o uso de formulacBes
corretas para a utilizacdo das enzimas (BHAT, 2000).

Nas lavanderias, as celulases podem auxiliar na remocdo de microfibras desfiadas
de algodao, formadas depois de repetidas lavagens do tecido. Atuam também na
restauragéo da cor e brilho de roupas de algoddo, para evitar a formacéo de fibras pequenas
que saem da superficie do tecido e também na formagao de glomérulos de fibras atadas ao
tecido (pilling) (BHAT, 2000; CHEN et al., 2006).

O uso de celulases no processo de fabricagédo da polpa de celulose possibilitou
uma economia de energia em 20%, podendo chegar até 40%, conforme o momento e tipo
de enzima aplicada. Essas enzimas séo utilizadas na modificacdo das propriedades das

fibras, permitindo o desenxague das fibras, aumentando a velocidade da fabricagéo do
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papel (BHAT, 2000). Na inddstria da polpa de papel, as celulases auxiliam na fabricacéo
de papel reciclado, uma vez que sua acdo enzimética ajuda no processo de despigmentagao
da matriz celulésica, gerando o aumento da drenagem da &gua presente na polpa do papel
para a formacéo das folhas de papel (PELACH, 2003). Na industria de papel, as celulases
séo usadas ocasionalmente para dissolver o lodo das fibras e para melhorar a drenagem das
fibras esteiras. A remocdo de lodo das fibras reduz ocluséo dos poros na folha. O uso de
enzimas celulases para converter lodo fibroso celulésico em produtos com maior valor
agregado foi proposto, mas ainda néo foi amplamente aplicado (LU, REYE e BANERJEE,
2010).

Outra aplicagdo é na hidrolise enzimética de materiais lignoceluldsicos, que se
configura como tendéncia mundial, buscando obtencdo de aclcares fermentiveis para a
producdo de bioetanol em larga escala (PERCIVAL ZHANG et al., 2006). A hidrolise
enzimética de residuos lignoceluldsicos e fermentacdo de aclcares redutores para a
producéo de biocombustiveis e metabolitos desejados é uma estratégia promissora para a
utilizagdo eficiente de recursos renovaveis. O principal entrave nesta area é o custo de
producdo, que pode ser superado utilizando organismos geneticamente modificados
(bactérias, leveduras e plantas) para a producéo de enzimas, e a necessidade de produzir
enzimas mais eficientes para hidrélise (CHENG, 2002). As formas puras de substrato, tais
como papel filtro e algoddo sdo matérias primas caras usadas pelos pesquisadores para a
producdo de celulase em larga escala. A significativa reducdo do custo serd importante
para 0 uso comercial das celulases, produzindo essas enzimas usando substratos mais
baratos (SINGH et al., 2009).

A demanda por celulases esta consistentemente em ascensdo devido as suas
diversas aplicagBes, resultando em varias empresas envolvidas na producdo de celulases.
Globalmente, existem duas grandes companhias conhecidas na producdo de celulase para a
conversdo de biomassa, a "Genencor" e a "Novozymes". Ambas as empresas tem
desempenhado um papel significativo em reduzir o custo das celulases devido as vérias
pesquisas ativas e por adogdo de tecnologias inovadoras (SIGHANIA et al., 2010).

A expectativa € de que o mercado de celulases pode ser superior a 400 milhGes de
dolares por ano, sendo estas aplicadas para a hidrdlise de residuos agricolas nos Estados
Unidos da América visando a producéo de etanol de biomassa (PERCIVAL ZANGH et al.,
2006). Em decorréncia destas necessidades e tendéncias, prevé-se um aumento

significativo do consumo destas enzimas a nivel internacional. Este cenario €
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particularmente importante para o Brasil, em fungdo do investimento no desenvolvimento
de tecnologia referente & hidrolise enziméatica de materiais amilaceos e lignocelulésicos
para a producéo de etanol de segunda geragdo. No entanto, um dos maiores empecilhos da
utilizagdo de enzimas para a hidrélise de residuos agroindustriais para a producéo de etanol
é 0 custo destas enzimas, o qual gira em torno de 30 - 50% do custo total de producéo. De
acordo com o relatério elaborado pelo Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos de 2011, o
Brasil tem um excedente de 4,7 bilhdes de kg de bagaco de cana seco, que renderia
aproximadamente 1,2 bilhdes de litros de etanol. Considerando o uso de 10 UmL? de
celulase por grama de bagaco, o Brasil necessitaria de uma produgdo estimada de 47
trilndes de U.mL™* por ano. Se for considerada a hidrélise de residuos ricos em amido, este
cenério € ainda mais amplo. De acordo com o mesmo relatorio, o etanol de segunda
geracdo somente serd vidvel do ponto de vista econdmico caso o custo total com as

enzimas ficar abaixo de US$ 0,16 por litro de etanol.

1. 4 Caracterizacgéo de celulase

A caracterizagdo bioquimica das enzimas ganha destaque por fornecer dados para
compreender a atuagdo e as alteracdes ocorridas, além de fornecer dados que devem ser
considerados no momento da aplicagdo da enzima em um processo. Temperatura e pH
6timos, estabilidade de temperatura e de pH, além de outros parametros séo decisivos na
hora do dimensionamento de um processo enzimatico (LU, REYE e BANERJEE, 2010).
Contudo, o conhecimento de temperatura e influéncia de pH na atividade enzimética é
mesmo importante para determinacdo de taxas de reacdo Otimas. Temperatura alta e pH
baixo podem diminuir o risco de contaminagdo, melhorando a solubilidade de algum
substratos, e podem também reduzir a formagéo de cor em alguns xaropes. Apesar dessas
vantagens, o uso de enzimas em aplica¢Ges industriais tem sido limitado, em primeiro
lugar porque a maioria das enzimas € relativamente instavel. Segundo, porque os custos de
isolamento e purificacdo de enzimas ainda séo elevados, e finalmente, é tecnicamente caro
para recuperar as enzimas ativas a partir da mistura de reacdo apds a concluséo do processo
catalitico (VANDAMME e DERYCKE, 1983; DAOUD, KADDOUR e SADOUN, 2009).

As reagBes enziméticas sdo influenciadas pela temperatura, onde o aumento da
temperatura leva ao aumento da velocidade de reagdo em fungdo da maior energia das

moléculas. O resultado destas intera¢des € um perfil com uma velocidade méxima a uma

15



CAP. Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

temperatura denominada de temperatura 6tima e em seguida a desnaturacdo da enzima. Em
relagdo ao pH, observa-se 0 mesmo comportamento da temperatura. Este efeito ocorre em
funcdo de 3 fendmenos independentes: pela desnaturagdo irreversivel das enzimas em
valores extremos de pH, em funcdo da perda da estrutura pela ruptura e pela ionizagéo do
substrato ou pelo estado de ioniza¢do da enzima. O pH no qual a enzima atinge a sua
maxima atividade as vezes ndo coincide com o pH em que se observa a sua méxima
estabilidade (MINGUIA e RAMIREZ, 1987; TREICHEL, 2004).

Vérios estudos vém enfocando a caracterizagdo de celulase em termos de
pardmetros como pH e temperatura, os quais estdo sendo realizados devido & um grande
interesse na compreenséo da acdo destas enzimas nas mais distintas condi¢des de processo.
Entretanto, a maioria desses estudos descreve a avaliagdo de um pardmetro em um
momento. Encontrar o pH e temperatura 6timos inclui um estudo de ambas as variaveis ao
mesmo tempo. Neste contexto, o uso de ferramentas estatisticas que resultam na aplicacéo
de delineamento experimental seguido por metodologia de superficie de resposta (RSM)
para identificar os valores 6timos de pH e temperatura, bem como analisar as relacdes
entre estes parametros torna-se muito interessante. Essa interacdo pode resultar em um
efeito sinérgico, ou seja, um pH e uma condicéo de temperatura em que as enzimas tém um
valor maior de atividade. O método convencional de otimizagdo de um sistema de analise
de um fator de cada vez pode consumir muito tempo e, além disso, tal metodologia ndo
acessa a interagcdo de efeitos entre as varidveis (FARINAS et al., 2010). As celulases
comerciais geralmente operam com méxima eficiéncia em temperaturas de
aproximadamente 50 °C hidrolisando substratos como papel de filtro ou celulose cristalina.
Uma desvantagem desse ponto 6timo da enzima é que a mesma necessita de calor e com
iSSO aumenta os custos do processo (LU, REYE e BANERJEE, 2010).

Um dos principais microrganismos produtores de celulase é o Trichoderma reseei.
Porém, a celulase produzida por esse fungo possui uma deficiéncia no sistema de
atividade, o que leva a hidrélise incompleta de celobiose, causando forte inibicdo das
enzimas. Este problema pode ser superado pela adigdo extra de B-glucosidase produzidas a
partir de Aspergillus niger (JEYA et al., 2010). Como podem ser observados, varios
fatores afetam a hidrolise enzimatica de celulose, incluindo os substratos, a atividade de
celulase, e as condigdes de hidrdlise, tais como a temperatura e pH. Assim, a presente
pesquisa buscou a otimizacéo do processo de hidrdlise e o reforco da atividade de celulase,

a fim de melhorar o rendimento e a taxa de a hidrélise enzimatica.
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As enzimas, como qualquer outra proteina, sofrem desnaturacdo térmica, perdendo
sua atividade parcial ou totalmente. Desta forma, é de grande importancia o conhecimento
da estabilidade térmica, sendo que dentro de um contexto bioldgico, o calor é o que
provoca mais modificagdes nas proteinas (SANTOS, 2002; GOMES, et al., 2007). As
proteinas possuem temperaturas caracteristicas nas quais apresentam o méaximo de
estabilidade. A maioria das proteinas séo estaveis a temperatura de refrigeracdo, outras em
temperatura ambiente (caso das celulases). A medida que a temperatura se eleva acima de
40 - 50 °C, praticamente todas as proteinas tornam-se instaveis, tendendo a uma alteragdo
de sua conformagédo original (SOUZA, 2008).

Geralmente esta desnaturacdo é irreversivel, significando perda definitiva do poder
catalisador. Esta desnaturacdo pode ser mais ou menos réapida, dependendo das condigdes
do meio. Em relagdo a temperatura, ela é mais estdvel quanto mais baixa for o valor da
temperatura. Outros fatores também influenciam na estabilidade da enzima: por exemplo,
pH, concentracéo de sais, concentragdes de ions, etc. O ideal € conhecer estas condi¢des de
6tima estabilidade ndo s6 para o armazenamento do produto, como também para minimizar
a perda durante um processo (BAILEY e OLLIS, 1986).

A estabilidade térmica € dependente das condi¢es do meio em que se encontra a
enzima, se a mesma esta imobilizada e/ou complexada a outro componente e ainda pode
ser influenciada pela propria concentragio de substrato (BAILEY e OLLIS, 1986). E a
capacidade que a enzima soluvel ou imobilizada possui de manter seu potencial catalitico
quando submetida a uma dada temperatura por um dado tempo (ARROYO et al., 1999).
As caracteristicas de termoestabilidade do sistema enzimético celulolitico é a chave para o
interesse industrial de hidrolise da celulose. Enzimas celuloliticas termostaveis tém larga
aplicacdo em industrias de alimentos e glicose, onde o processo de alta temperatura, como
a pasteurizacgdo, é usado (SINGH et al., 2009).

A triagem e desenvolvimento de enzimas de degradagdo de celulose com
caracteristicas especiais sdo questdes chave na pesquisa atual das celulases. A
termoestabilidade elevada e a tolerancia ao pH alcalino sdo alguns dos objetivos mais
comuns para fornecer melhoria da enzima sob vérios processos realizados em temperaturas
e pHs elevados. Em muitos dos processos o papel essencial das celulases termoestaveis e
alcalinas é claramente definido, enquanto que em outras aplicagdes, como na hidrolise da
lignocelulose para produzir aglcares soliveis que posteriormente podem ser fermentados

para etanol ou outros produtos quimicos, a disponibilidade de celulases com temperatura e
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pH O6timos ainda ndo foi definida como um pré-requisito para um processo ser viavel
(SZIJARTO et al., 2008).

Com a caracterizagdo de celulases tém sido alcangados considerdveis avangos em
relacdo a identificacdo e caracterizacdo de catalisadores, residuos de ligaco e a captura de
complexos de enzima substrato. No entanto, a compreensdo do mecanismo de degradagéo
do substrato natural de celulose cristalina permanece um grande desafio, pois ha varios
obstaculos ainda ha serem superados. Uma série de caracteristicas especificas, tais como
maior eficiéncia catalitica em substratos celuldsicos insol(veis, uma maior estabilidade a
temperaturas elevadas e com um pH seguro, e tolerdncias mais elevadas a inibicdo do
produto final sdo desejaveis em enzimas celulases para a conversdo de biomassa
lignoceluldsica (SINGHANIA et al., 2010).

A estabilidade da enzima em relagdo ao pH, é uma informagdo de grande
importancia na etapa de caracterizagdo. Entretanto, esta etapa depende de outros fatores,
como por exemplo: temperatura, forca idnica, concentracdo de ions metalicos, natureza
quimica do tampdo, concentragdo do substrato e concentracdo da enzima (SANTOS,
2002). Em aplicagbes industriais, a hidrolise enzimética de celulose para producdo de
etanol geralmente ocorre em baixos valores de pH (GAO et al., 2011). Devido ao fato da
enzima possuir varios grupos ionizaveis, mudancas no pH afetardo o sitio catalitico e a
conformagédo da enzima. Em geral, enzimas séo ativas numa faixa limitada de pH e para
cada enzima existe um 6timo ou uma faixa 6tima de atuacdo (BAILEY e OLLIS, 1986).

Como pode ser observado, a etapa de caracterizacdo da enzima é essencial tanto
para o estabelecimento das condi¢des de trabalho e aplicagdes, quanto para a determinacdo
da temperatura e pH 6timos e de estabilidade.

Liu et al. (2011) estudaram celulases produzidas em estado sdlido pelo fungo
Aspergillus fumigatus utilizando materiais lignoceluldsicos como substratos e verificaram
que a enzima apresentou temperatura e pH 6timos para a atividade de carboximetilcelulase
(CMCase) de 50 °C e 5,0, respectivamente. A enzima mostrou-se estdvel quando incubada
em faixas de temperatura de 40 - 50 °C e pH de 4,0 - 8,0.

Triverdi et al. (2010) verificaram que a celulase purificada produzida por cepas de
Bacillus flexus NT isolados de Ulva lactuca apresentou temperatura 6tima de 45 °C e pH
6timo de 10,0. A enzima apresentou boa estabilidade para pH, sendo estavel na faixa de
9,0 - 12,0 e manteve sua atividade residual em cerca de 70 %, mesmo com a adicao de sal

(NaCl 18%). Quanto a termoestabilidade, a enzima manteve 100% de atividade a 4 °C e
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diminuiu para 47% a 35 °C. Os fons metalicos Cd** e Li'* foram indutores, enquanto Cr*",
Co®*, Zn*" e 0 metal quelante EDTA inibiram significativamente a atividade da enzima. A
atividade enzimatica foi insensivel ao etanol e isopropanol, enquanto parcialmente inibida
por cicloexano, acetona e benzeno.

Celulases ativas e estaveis a altas temperaturas e intervalos de pH alcalinos séo de
especial interesse na industria de detergentes, onde as enzimas devem estar ativas em
condicOes severas para lavagem (WANG et al., 2005, SIMONAKA et al., 2006). Além
disso, as celulases podem ser aplicadas para facilitar a destintagem nas celulas de flotagdo
na inddstria de reciclagem de papel, que geralmente operam sob condi¢des de temperatura
e pHs alcalinos (SINGH et al., 2009).

Heidorne et al. (2005) estudaram celulases de Ceriporiopsis subvermispora
cultivadas de cavacos de madeira de Eucalyptus grandis e Pinus taeda ap6s 30 dias de
cultivo. As caracteristicas bioquimicas das celulases produzidas em ambas as espécies de
madeira foram similares. Os pHs 6timos das enzimas foram entre 4,0 e 5,0 e a temperatura
6tima foi de 60 °C.

Ko et al. (2010) -caracterizaram celulases purificadas de Paenibacillus
campinasensis BL11 (Cel-BL11), com peso molecular de 38 kDa. A temperatura e o pH
6timos foram, respectivamente, 60 °C e 7,0. A enzima manteve mais de 80% de atividade
apos 8 horas a 60 °C em pH 6,0 e 7,0. Os fons Hg?*, Cu** e Zn** inibiram fortemente a
atividade enzimatica, enquanto que Mn?* e Co®* promoveram fortemente a atividade da
enzima. Outros surfactantes, SDS, Triton X-100, Tween 20, e EDTA, inibiram a atividade
celulolitica em extensdes menores.

Busto, Ortega e Perez-Mateos (1996) caracterizaram celulases obtidas de culturas
de Trichoderma reesei. Utilizando carboximetilcelulose como substrato, a enzima
apresentou atividade maxima em uma faixa de pH de 45 - 55, diminuindo
acentuadamente em pH superior a 5,5. A estabilidade da enzima foi entre 50 e 70 °C, com
atividade méxima a 60 °C.

Ueda et al. (2010) estudaram um complexo de celulases purificadas obtidas de
Clostridium sp., também utilizando carboximetilcelulose como substrato e a enzima
demonstrou temperatura e pH o6timos de 40 °C e 5,0, respectivamente. O complexo
enzimético foi estavel até 40 °C e apresentou boa estabilidade em baixas temperaturas,
mantendo 44% da atividade a 15 °C. Ao que tange a estabilidade de pH, o complexo

enzimético de celulases purificadas mostrou-se estavel na faixa de 7,0 — 9,0.
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Dienes, Egyhazi e Réczey (2003) trabalharam com celulases comerciais de
Trichoderma sp. Uma mistura de diferentes componentes da celulase (Pergalase A40) foi
comparada com endoglucanase Il (IndiAge Super L) com base em seus efeitos sobre a
drenagem, retencdo de &gua de valor, distribuicdo de comprimento da fibra e propriedades
do papel (ar permeabilidade, indice de tracdo, indice de ruptura, indice de rasgo).
Caracteristicas das enzimas foram investigadas a fim de estabelecer a aplicabilidade
industrial. A IndiAge Super L contendo apenas endoglucanase 11l provou ser mais estavel
do que a Pergalase A40 em termos de temperatura e pH pois exibiu excelentes faixas de
estabilidade tecnologicamente desejaveis na industria ( pH de 4,0 — 6,0 e temperatura de 30
- 50 °C). Com base nesses resultados, pode-se concluir que a aplicagdo de IndiAge Super L
no processo de reciclagem de papel é mais viavel em relacdo a Pergalase A40.

Mawadza et al. (2000) estudaram celulases purificadas produzidas por duas cepas
de Bacillus CH43 e HR68, isolados de fontes de agua quente no Zimbabwe, utilizando
vérios substratos. Ambas as enzimas tinham massa molecular de 40 kDa e ponto
isoelétrico de 5,4. As celulases foram otimamente ativas nas faixas de pH de 5,0 - 6,5 e
temperatura de 65 e 70 ° C para CH43 e HR68, respectivamente. A enzima produzida por
Bacillus CH43 foi estavel a 50 °C em uma faixa de pH de 6,0 — 10,0, enquanto a enzima de
Bacillus HR68 foi estavel na faixa de pH de 6,0 — 8,0. Ambas as enzimas mantiveram
100% de atividade por pelo menos 24 horas a 50 °C. As enzimas apresentaram maior
atividade utilizando B-glucana como substrato, seguido de carboximetilcelulose (CMC). A
atividade das enzimas ndo foi influenciada por ions metdlicos com mais de 1 mM de
concentracdo, mas foi aumentada em cerca de 38% com o fon Co?*. A inibicdo pelos ions
Hg** e Mn?* foi maior para a enzima de Bacillus CH43 do que para a produzida por
Bacillus HR68. O fon Ag" inibiu a atividade da enzima de CH43, porém estimulou a
atividade para a enzima de HR68. A celulase CH43 foi inibida por N-bromosuccinimida e
iodoacetamida, enquanto a celulase HR68 ndo foi afetada.

Wang et al. (2009) em um estudo com celulases haloestaveis purificadas de cepas
de Salinivibrio sp. NTU-05 com peso molecular de 29 kDa, observaram que a temperatura
e 0 pH 6timos da enzima foram 35 °C e 7,5, respectivamente. Quanto a estabilidade, a
celulase foi altamente estavel na faixa de temperatura entre 10 - 40 °C. A atividade
enzimética declinou rapidamente em temperaturas acima de 60 °C. A 10 °C, a enzima néo

apresentou nenhuma perda de atividade, mesmo apds 24 horas de incubagdo. A celulase
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reteve mais de 80% de atividade na faixa de pH entre 6,5 e 8,5 e manteve apenas 35% de

atividade em pH 5,0

I1. 5 Materiais Lignoceluldsicos

Devido a incessante demanda das atividades agricolas nas Ultimas décadas, ha
uma crescente busca da maior utilizacéo dos residuos agroindustriais. Entre estes residuos,
pode-se citar o bagaco de cana de agUcar, sabugo de milho, farelo e casca de arroz, casca
de soja, etc. O acumulo de residuos na biomassa aumenta a cada ano, causando danos ao
meio ambiente e perda de recursos. Esse aumento € uma contribuicéo significante para o
problema da reciclagem e conservacdo da biomassa. Varios processos sdo desenvolvidos
para utilizacdo desses materiais para transformé-los em compostos quimicos e produtos
com alto valor agregado como é&lcool, enzimas, acidos organicos, aminoacidos, etc. A
utilizagdo desta biomassa de residuos agroindustriais em bioprocessos é uma racional
alternativa para producgdo de substratos, e uma ajuda para solucionar o problema da
poluicdo ambiental (PANDEY et al., 2000).

A biomassa lignocelulésica (todas as plantas e materiais derivados de plantas) € o
material mais abundante e renovéavel do planeta com grande potencial para producdo de
bioenergia e produtos quimicos (RASTOGI et al., 2010; PALJEVAC et al., 2007)

As lignoceluloses sdo o0s compostos organicos mais abundantes na biosfera
abrangendo aproximadamente 50% da biomassa no mundo, com uma produgdo anual
estimada entre 10 e 50 x 10° toneladas. Esta producdo é devido as atividades da
agricultura, florestas, frutas e vegetais. Estes compostos agrupam-se em polimeros com
ligacOes covalentes e pontes de hidrogénio acompanhadas diretamente na combinagéo com
ligacOes de forcas Van der Waals (KHOSHNEVISAN et al., 2011).

Mundialmente sdo produzidos aproximadamente 1,55 bilhGes de toneladas de
residuos lignocelulésicos por ano, incluindo casca de soja, casca de arroz bagaco de cana,
palha de cevada, de trigo, de arroz, de sorgo, etc (EPOBIO, 2007).

A quantidade de residuos lignocelul6sicos gerada no Brasil anualmente € de
aproximadamente 350 milhdes de toneladas. A safra de 1990/1991 gerou cerca de 154,8
milhdes de toneladas de residuos, subindo para 345,4 milhdes de toneladas na safra de
2005/2006. Com essa grande quantidade de residuo, tem-se a capacidade de produgdo de

147 milhdes de toneladas de agucares (sacarose e glicose). Essa producdo corresponde a
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2,6 vezes a produgdo do Brasil e dos Estados Unidos juntos. Se forem consideradas as
eficiéncias de hidrolise e fermentacdo, a capacidade de produgdo de etanol é de
aproximadamente 60 bilhdes de litros (PEREIRA Jr., 2007).

O termo biomassa refere-se a qualquer tipo de matéria organica oriunda de fontes
vegetais ou animais, ou de seus processos de transformagdo naturais ou artificiais. Estes
materiais tém em comum a origem direta ou indireta do processo de fotossintese. Por esta
razdo, sdo formados periodicamente e sua produgdo ndo esté limitada no tempo, em outras
palavras, sdo renovaveis. Dentre a matéria organica de origem vegetal, podemos citar as
biomassas: natural, alimenticia, residual e de cultivos energéticos (PEREIRA Jr., 2007).

A utilizagdo de residuos provenientes da exploracdo da biomassa lignocelulésica
para obtencdo de bioprodutos € uma alternativa para a produgéo de energia e de alimentos,
pois a madeira e os residuos da agroindustria constituem reservas naturais renovaveis
disponiveis em grandes quantidades. Os materiais lignoceluldsicos incluem vérios residuos
agricolas (palhas, cascas, cavacos), madeiras duras provenientes de arvores de folhas
deciduas (dicotileddneas), madeiras moles provenientes de coniferas e residuos das
inddstrias de papel (TAMANINI, 2004).

A composicdo destes materiais € bastante varidvel, pois 0s constituintes possuem
caracteristicas quimicas semelhantes as da madeira e sdo identificados em diferentes
quantidades percentuais, dependendo da espécie e condicbes de crescimento. A biomassa
lignoceluldsica é composta de celulose (~35 - 50%), hemicelulose (~20 - 35%), lignina
(~10 - 25%), além de pequenas quantidades de outros componentes (extrativos) (~5 - 20%)
(RABELO, 2007; WANG, 2011).

Atualmente, os maiores usos da lignocelulose concentram-se nas polpas e
indUstrias de papéis, proteina para racdo, em meios tecnoldgicos de alimentagdo, além de

poderem gerar energia através da produgdo de etanol (BALLESTERQOS, 2001).

11.6. Composicdo dos materiais lignocelulésicos

A lignocelulose é conhecida como uma forma complexa que envolve celulose,
lignina e hemicelulose Os residuos lignoceluldsicos séo considerados como uma abundante
fonte renovavel, que pode ser usada como substrato para a produgdo de produtos quimicos
ou bioetanol por conversdo quimica ou enzimatica (PALJEVAC et al., 2007). A

lignocelulose representa mais de 90% do peso seco de uma célula vegetal, sendo composta
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pelos polimeros celulose, hemicelulose e lignina, unidos fortemente entre si por ligacdes
covalentes e ndo covalentes. Nas paredes celulares de tecidos vasculares de plantas
terrestres superiores, as fibrilas de celulose estdo localizadas em uma matriz amorfa de
lignina e hemicelulose. A quantidade de cada um dos polimeros varia com a espécie e a
idade da planta, bem como entre as partes de uma planta. Em média, a lignocelulose
consiste de 45% de celulose, 30% de hemicelulose e 25% de lignina (WANG et al., 2011).

A figura I1.1 representa como basicamente é formado o composto lignocelulésico.

LIGNINA

CELULOSE HEMICELULOSE

Figura I11.1: Complexo lignocelulésico: cadeias de celulose envolvidas por hemicelulose e
lignina.
Fonte: Pereira Jr., 2007

11.6.1 Celulose:

A celulose é o principal componente estrutural da parede da célula vegetal. E a
fonte mais abundante de carbono disponivel na biosfera, respondendo isoladamente por
aproximadamente 40% de toda reserva desse elemento na base dos componentes
organicos. Esta presente em todas as plantas, desde arvores altamente desenvolvidas até em
organismos mais primitivos e seu contelido nestas espécies varia de 20 a 99%. E o
principal componente das paredes celulares da planta e 0 mais abundante recurso renovavel
biolégico na biosfera. A fabricacdo de etanol a partir de lignocelulose é uma possivel

estratégia para reduzir a corrente dependéncia do petréleo. A hidrolise enzimética da
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celulose € de importancia central na conversdo de lignocelulose, e estd sendo ativamente
investigada (RABELO, 2007; HAN e CHEN, 2007; GAO et al., 2011).

A celulose é um polissacarideo, insoluvel, fibroso e cristalino composto por p-D-
glicopiranosil unidas por ligagdes 1,4-glicosidicas e constitui o principal componente
estrutural das paredes das células vegetais. Devido & estrutura cristalina da celulose, a
celulose é insoltvel em agua e dificil de hidrolisar (HAN e CHEN, 2007).

E um polimero linear de subunidades de glicose, unidas por ligagbes p-1-4 e cada
residuo de glicose € rotacionado 180° em relacdo ao residuo vizinho. O comprimento da
cadeia varia de 100 a 14 000 residuos. Durante a biossintese de celulose, as cadeias
individuais de glicose séo unidas por pontes de hidrogénio intra e intermoleculares e forgas
de Van der Walls, o que Ihes confere uma forma rigida com microfibrilas insolGveis e
geralmente resistentes a hidrdlise enzimatica. As cadeias de microfibrilas sdo orientadas
em paralelo com uma extremidade redutora e outra ndo redutora. Esta estrutura resulta em
regides altamente ordenadas e cristalinas intercaladas por regides paracristalinas ou
amorfas. A regido amorfa é mais facilmente hidrolisavel, pois possui menos ligagbes de
hidrogénio e é facilmente hidratada e mais acessivel as enzimas. (SCHWARZ, 2001;
MANSFIELD e MEDER, 2003).

A Figura 11.2 representa a estrutura linear da celulose com indicagdo do tipo de

ligacdo e da unidade estrutural.

CHLOH CH,OH CHLOH CHLOH
Q)

8

—0 OH O OH O—

B(1=4)

OH OH

-
Dissacarideos repititivos
na celulose

(s relohiose)
Figura 11.2: representacdo da cadeia linear de celulose

Fonte: Campbell, 2000

O grau de cristalinidade depende da origem e do pré-tratamento e pode variar de
0% (amorfa) até proximo de 100%. O grau de cristalinidade da maioria das celuloses

comerciais varia de 30 — 70%. A celulose pura é comercialmente disponivel em vérias

24



CAP. Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

formas (algoddo, papel filtro, avicel) e é geralmente utilizada como substrato para avaliar
os sistemas de celulases. As formas amorfas e sollveis s&o frequentemente empregadas por
sua répida taxa de hidrolise, dentre elas podemos citar a carboximetilcelulose (CMC) e a
hidroximetilcelulose (BEGUIN e AUBERT, 1994).

11.6.2 Hemicelulose:

Vérios residuos agricolas contém cerca de 20 - 30% de hemicelulose, o segundo
biopolimero mais abundante encontrado na natureza. E um polimero heterogéneo de
pentoses, hexoses e acidos. Nos Ultimos anos, a bioconversdo de hemicelulose tem
recebido muita atencdo por causa de suas aplicacOes praticas na producdo de combustiveis
e produtos quimicos, deslignificacdo de polpa de papel, a melhoria da digestdo da matéria-
prima animal, clarificacdo de sucos e melhoria na consisténcia de cerveja (MENON,
PRAKASH e RAO, 2010).

As hemiceluloses séo polissacarideos heterogéneos, que estdo localizados entre a
lignina e as fibras de celulose e, dependendo das espécies de madeira ou vegetais,
constituem cerca de 20 - 30% da biomassa natural vegetal lignoceluldsica. Sdo compostas
de heteropolimeros ramificados e lineares de D-xilose, Larabinose, D-manose, D-glucose,
D-galactose, L-ramnose, L-fucose e acido D-glucurdnico, que podem ser acetilados ou
metilados. S&o geralmente classificadas de acordo com os residuos de agucar principais no
suporte principal da cadeia. Os homopolimeros de xilose, 0os chamados homoxilanas s6
existem em algas marinhas (algas vermelhas e verdes). As duas principais hemiceluloses
na madeira sdo xilanas e glicomanas, sendo que ambas estdo presentes em madeiras
macias, enquanto que em madeiras duras, a xilana é o componente principal. A xilana é o
segundo polissacarideo mais abundante, compreendendo até 30% do material da parede
celular de plantas vegetais, 15 - 30% de madeiras duras e 7 - 10% de madeiras macias
(MENON, PRAKASH e RAO, 2010).

As hemiceluloses sdo macromoléculas, constituidas de pelo menos dois tipos de
unidades de agucares, apresentando peso molecular muito menor do que a celulose, com
100 a 200 moléculas de mondmeros polimerizadas. Na planta, as hemiceluloses estdo em
sua maioria, ligadas as ligninas, através de ligacOes covalentes, e assim fixadas a estrutura
fibrosa (SCHUDART e RIBEIRO, 2001).
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Estdo presentes em todas as camadas da parede celular das plantas, mas
concentram-se, sobretudo, nas camadas primarias e secundarias, onde estdo intimamente
associadas a celulose e lignina. Cerca de 30% dos polissacarideos que constituem a parede
celular dos vegetais referem-se a hemicelulose, sendo assim, um carboidrato abundante na
natureza. A fracdo hemiceluldsica de uma planta (15% - 45% do material lignocelulésico
seco) consiste em cadeias ramificadas de acucares, cujas unidades incluem principalmente
aldopentoses, como xilose e arabinose, e aldohexoses, como glicose, manose e galactose.
Esta macromolécula contém ainda, acidos hexurénicos, como os acidos-p-glucurénico, -
D-4-O-metilglucurnico e A&cido-a-D-galacturbnico, e deoxiexoses (Figura 11.3). A
variedade de ligacOes e de ramificagdes, assim como a presenca de diferentes unidades
monomeéricas, contribui para a complexidade da estrutura hemicelulésica e suas diferentes
conformagdes (KOOTSTRA et al., 2009).

PENTOSES HEXOSES CIDCS HEXURUNICOS  DEOXIEXOSES
H _4+—00oH H CoH ! COH
noH kol H e H
HLJ H H H H H
H OH H OH 04 OH
fp-D-xilose p-D-glucose acidof-D-glucurbnico a-L-ramnose

H COOH H
OH_-——COH H _A——0OH H_4+——00H
HH H koW H oy OH
H H H,CO OH HO H

H OH H OH CH H

c-D-arabinopirancse  p-D-manose dcidoa-D-4-O-melilglucurénico  a-L-fucase

o ol COOH
Gy—ﬂ H
0OH H "
i ] H ! H OH
H OH N oOH H OH
w-L-arabinosefurancse o-D-galaclose acido-D-galacturdnico

Figura 11.3: Componentes da fragédo hemicelulose (MORAIS, 2005)
Fonte: Morais, 2005.

A hemicelulose assemelha-se a celulose, porém é formada por unidades de

pentoses (xilanas) ou unidades alternadas de manoses e glicoses ou unidades de galactoses.
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Com o diferencial de que todas as hemiceluloses possuem cadeias laterais constituidas de
acido acético, pentoses, acidos hexuronicos e deoxihexoses (o-L-raminose, a-L-fucose), as
quais sdo responsaveis pela solubilidade da hemicelulose em &gua e/ou em &lcalis. O
sistema hemicelulolitico é muito complexo e varia de planta para planta. E composto por
vérias unidades de agucares e o suporte principal é substituido e envolve entre outras
enzimas, a endo-1,4-B-D-xilanase (EC 3.2.1.8), que corta as ligagGes internas da cadeia de
xilana, ¢ a B-xilosidase (CE 3.2.1.37), que cliva xyloligossacarideos para produzir xilose
(SCHUDART e RIBEIRO, 2001; SONG e WEI, 2010).

A hemicelulose, diferentemente da celulose, apresenta baixa massa molecular
(100 - 200 unidades glicosidicas) e ndo contém regides cristalinas, sendo, portanto, mais
suscetivel & hidrolise quimica. Porém, a fermentagdo dos agUcares de cinco carbonos
(pentoses) ainda néo é tdo desenvolvida quanto os processos envolvendo a glicose (SUN e
CHENG, 2005).

A Tabela 1.1 resume as principais caracteristicas da celulose e hemicelulose. O
entendimento destas caracteristicas é essencial para a definicdo das estratégias de
aproveitamento das biomassas como matérias-primas para a produgdo de bioetanol e de
outras substancias quimicas (PEREIRA JUNIOR et al., 2008).

Tabela 11.1: Diferencas entre hemicelulose e celulose

Celulose Hemicelulose
- Consiste em unidades de glicose ligadas - Consiste em vérias unidades de pentoses e
entre si hexoses ligadas entre si
- Alto grau de polimerizacdo (1000 a 15000) - Baixo grau de polimerizagéo (50 a 300)
- Forma arranjo fibroso - Ndo forma arranjo fibroso
- Apresenta regides cristalinas e amorfas - Apresentam somente regites amorfas
- E atacada lentamente por acido inorganico - S&o atacadas rapidamente por acido
diluido a quente inorgénico diluido a quente
- E insoluvel em élcalis - S&o soluveis em é&lcalis

Fonte: Pereira Janior, 2008.

A hemicelulose de estrutura heteropolissacaridica, pode ser extraida quase que
integralmente do complexo lignocelul6sico através de processos envolvendo utilizagéo de
tratamento térmico e presenca de &cido inorganico como catalisador em pequenas
concentragdes. (LARSSON et al., 1999).
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As hemiceluloses sdo totalmente amorfas e, desse modo, mais suscetiveis a
hidrdlise enziméatica. Embora ndo existam evidéncias de que a celulose e as hemiceluloses
estejam ligadas quimicamente, as pontes de hidrogénio e a interpenetragdo fisica existente
entre elas tornam a sua separagdo quantitativa impossivel. A presenca das hemiceluloses
junto a celulose resulta em importantes propriedades para as fibras, contribuindo para o
intumescimento, a mobilidade interna e o aumento da flexibilidade das fibras (MENON,
PRAKASH e RAO, 2010).

11.6.3 Lignina:

Depois da celulose da hemicelulose, a lignina é a substancia organica polimérica
mais abundante nas plantas. Ela esta presente principalmente na lamela média e na parede
secundaria. A lignina é a substancia que confere rigidez a parede das células. A
distribuicdo da lignina nas células e nas plantas ndo é uniforme, assim como sua
constituicdo em cada espécie ndo é a mesma. Devido ao fato de a lignina apresentar muitas
variacOes (dependentes da espécie da planta, da parte da planta em que se encontra, da
época do ano em que é sintetizada, do solo, do clima e outros) e a grande dificuldade de se
isolar a macromolécula sem que esta sofra alteragbes em sua estrutura original
(degradagdo, condensacdo), ndo é possivel formular sua estrutura quimica (ZIEGLER et
al., 2004).

As ligninas séo polimeros formados pela unido covalente de trés tipos de
mondmeros: alcoois p-cumarilico, guaiacilico e sinapilico. A distribuicdo e proporcdo
destes mondmeros estdo relacionadas com a origem filogénica de cada vegetal. Estas
ligacOes do tipo éter resistem a vérios agentes hidroliticos e diversos sistemas enzimaticos
degradativos. A quantidade relativa de cada mondmero se diferencia significativamente,
conforme a origem da lignina (angiospermas, gimnospermas) (FUKUSHIMA e
HATFIELD, 2003).

Para a planta, a importancia primordial da lignina é a resisténcia & compressdo e a
rigidez que ela fornece a parede celular, fornecendo resisténcia ao ataque da maior parte
dos microrganismos. Outra funcdo da lignina é impermeabilizar a parede celular,
facilitando o transporte de &4gua para cima nas células condutoras do xilema (RAVEN et
al., 2001).
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A lignina é biossintetizada nas plantas vasculares por meio de um complexo
encadeado de reacOes, comegando pelo CO; e H,0, e originando os &cidos shikimico,
prosseguindo via aminoacido aromético L-fenilalanina. A fenilalanina aménialiase, é uma
enzima regulatéria do metabolismo fendlico nas células vegetais, que converte a
fenilalanina no acido trans-cindmico. A concentracdo de lignina na célula priméria e
secundéaria € estimada em 70 a 90% do total de lignina presente. Mesmo com Varios
estudos em andamento para o entendimento do processo degradativo, a degradagdo da
lignina ocorre essencialmente por um processo multi-enziméatico resultante da agdo
coordenada de uma série de enzimas intra e extracelulares, do grupo das oxidoredutases
(representadas por peroxidases, lacases e outras oxidases produtoras de peroxido de
hidrogénio), e de metabdlitos intermediarios de baixa massa molecular. Estas enzimas séo
elaboradas por uma série de microrganismos, principalmente algumas espécies de fungos
(LEONOWICZ et al., 2001; PALMIERI et al., 2000).

A lignina configura-se como um dos maiores estoques de carbono/energia da
natureza e é o maior depdsito de estruturas quimicas aromaticas, constituindo-se em uma
fonte potencial de valiosos insumos para a inddstria quimica. Apesar de ser possivel
produzir diversos produtos com base na lignina, atualmente o foco dos estudos tem se
voltado para o uso desse material como fonte de energia para 0s processos, 0 que garantiria
a autossuficiéncia e, eventualmente, até a possibilidade de exportar alguma energia elétrica
excedente. Naturalmente, essa situacdo é positiva tanto para a viabilidade econdmica da
tecnologia quanto para 0s quesitos ambientais, j& que reduziria a dependéncia por recursos
energéticos fosseis externos (PEREIRA JUNIOR et al., 2008).

Existe uma classificagdo para as diferentes ligninas de acordo com a
abundancia de seus precursores: a lignina guaiacil, que ocorre em quase todas as madeiras
moles (softwood), é produzida pela polimerizacdo do &lcool coniferilico, a lignina
guaiacilsiringil, tipica de madeiras duras (hardwood), que é um copolimero dos &lcoois
sinapilico e coniferilico; a lignina siringil-guaiacil-p-cumaril, formada a partir dos alcoois
sinapilico, coniferilico e a lignina p-hidroxi-cumarilico, que é comumente encontrada em
gramineas como a cana-de-aglicar (GRABBER, 2005). Por exemplo, as madeiras mais
moles sdo quase que exclusivamente formadas de ndcleos guaiacilicos, enquanto as
madeiras duras possuem ndcleos guacilicos e serigilicos na lignina (ZIEGLER et al.,
2004).
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E necessario quebrar as ligagdes lignina - polissacarideo para o isolamento da
hemicelulose. Em baixas temperaturas isso é feito com solucdes alcalinas, porém apresenta
rendimentos insatisfatorios. Altos rendimentos podem ser obtidos com a deslignificagdo
antes do tratamento alcalino. Quando separadas por explosdo a vapor, obtém-se furfural
como produto principal, que forma resinas com fenol ou ureia, ou pode ser hidrolisado para
acido maleico. Através da hidrogenacdo catalitica obtém-se o xilitol (umectante, adogante,
plastificante, aditivo de alimentos) a partir da xilose; manitol (adogante, plastificante,
secante) a partir da manose, e uma grande variedade de produtos (SCHUCHARDT e
RIBEIRO, 2001).

11.7 Hidrolise enzimética dos materiais lignocelul6sicos

A hidrdlise enzimatica da celulose tem sido extensivamente estudada nas Ultimas
décadas visando a utilizagdo da biomassa lignoceluldsica como fonte renovavel de energia,
buscando reduzir as emissdes de didxido de carbono, bem como diminuir 0 aguecimento
global (CHEN et al., 2010; UEDA et al., 2009). Por exemplo, o Brasil tem um excedente
de 4,7 bilhdes de kg de bagago de cana seco, que renderia aproximadamente 1,2 bilhdes de
litros de etanol. Considerando o uso de 10 FPU de celulase por grama de bagago, o Brasil
necessitaria de uma producéo estimada de 47 trilnGes de FPU por ano. Se for considerada a
hidrdlise de residuos ricos em amido, este cendrio pode tornar-se ainda mais amplo
(CGEE, 2011).

A celulase, uma enzima multicomponente que consiste em trés enzimas diferentes
(endoglicanases, exoglicanases e B-glicosidades), que atuam em sinergismo, é responsavel
pela bioconversdo de celulose em acucares soliveis. No entanto, nenhuma pratica eficiente
de processo foi ainda relatada para a hidrélise enzimatica da celulose. A principal razéo
para isto € o alto custo da enzima celulase, porque € uma enzima livre de atividade
especifica baixa, suscetivel a inativacdo e dificil de ser reciclada (LI et al., 2006). De
acordo com o Relatério elaborado pelo Centro de Gestéo e Estudos Estratégicos, o etanol
de segunda geracdo somente sera viavel do ponto de vista econdmico caso o custo total
com as enzimas ficar abaixo de US$ 0,16 por litro de etanol. Atualmente, este custo esta
em torno de US$ 0,50. As alternativas disponiveis para minimizar o impacto da enzima no
preco final do etanol é a sua produgéo em teores aproximados de 25 U.mL™* (Atualmente o
que se obtém experimentalmente gira em torno de 15 U.mL™), ou aumentar o poder
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catalitico das enzimas através de diferentes estratégias, as quais incluem inclusive a
caracterizagdo completa do complexo enzimético utilizado.

O bioetanol derivado da bioconversdo de residuos lignoceluldsicos continua
atraindo o interesse global como uma alternativa potencialmente compativel com o
ambiente. No entanto, consideraveis melhorias técnicas ainda sdo necessarias antes que a
biomassa lignocelulésica possa se tornar eficiente e economicamente vidvel. Uma das
principais limitaces deste processo é o elevado custo das enzimas envolvidas na
conversdo do componente celulose em agtcares fermentaveis (ARANTES e SADDLER,
2011).

O produto da hidrélise é geralmente agucares redutores, incluindo a glicose. O
custo da hidrélise enzimética é baixo se comparado com a hidrolise &cida porque a
hidrdlise enzimética é usualmente conduzida em condicfes suaves (pH 4,8 e temperatura
entre 45 — 50 °C), além de ndo apresentar problemas de corrosdo nos equipamentos. A
utilizagdo de celulases na hidrdlise da celulose ocorre em condi¢cbes mais brandas de
pressdo, temperatura e pH do que o0s processos quimicos, e exibe elevada especificidade,
eliminando a chance de ocorréncia de substancias toxicas (furfurais e derivados de lignina)
as células microbianas que serdo utilizadas para fermentacdo do meio hidrolisado (SINGH
et al., 2009).

Uma das principais barreiras enfrentadas pelas enzimas celulases durante a
hidrdlise de lignocelulose é o seu acesso limitado a grande parte da celulose, que esta
envolvida dentro de uma bem ordenada arquitetura fibrilar de micro fibrilas de celulose. Os
materiais celulésicos sdo tipicamente pouco suaves para hidrolise, e sdo substratos porosos
heterogéneos, sua area de superficie disponivel geralmente pode ser dividida em
superficies exteriores e interiores. A superficie interior pode consistir de poros internos,
fissuras e micro rachaduras, que normalmente surgem de "descontinuidades" do
empacotamento molecular constituido na celulose no momento em que o substrato solido €
gerado. A érea da superficie externa da celulose é rica em materiais, e em grande parte
determinado pelas dimensdes das fibras em geral (ARANTES e SADDLER, 2011).

O rendimento da hidrolise é governado por muitos fatores, tais como: tipo de pré-
tratamento do substrato, inibicdo da atividade enziméatica pelos produtos finais da
biodegradacéo, termoestabilidade das enzimas, concentragdo e adsor¢do do substrato,
tempo de duracdo da hidrdlise, pH do meio, concentracdo de substrato no meio e taxa de

agitacéo. Consequentemente é necessario otimizar as condi¢des de hidrolise para conseguir
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o funcionamento satisfatério dos processos de sacarificagdo (VALLANDER e
ERIKSSON, 1985).

A hidrdlise enzimatica da celulose e conversdo dos aglcares liberados em
moléculas de interesse, tal como o etanol, podem ser conduzidas de forma sequencial
(processo HSF, hidrolise separada da fermentagdo) ou simultanea (SSF, sacarificagdo
simultanea & fermentacéo) (OLOFSSON, BERTILSSON e LIDEN, 2008).

O processo SSF contribui com menor custo de investimento a planta, visto que nele
sdo agrupadas duas etapas em um mesmo vaso reacional. Nessa forma de condugdo, as
enzimas sdo menos passiveis de inibicdo pelos produtos de hidrolise, pois a glicose
liberada é concomitantemente fermentada. A manutencdo de uma baixa concentracdo de
glicose no meio também favorece o equilibrio das demais reacfes de hidrélise, no sentido
de formacdo de mais produto, além de reduzir riscos de contaminagdo no sistema. J& o
processo HSF apresenta como uma das principais vantagens frente ao SSF a possibilidade
de ambas as etapas, de hidrolise e de fermentacdo, serem conduzidas em suas condicdes
6timas. As celulases comumente apresentam melhor atividade catalitica em temperaturas
acima de 50 °C, bem acima da temperatura ideal para a etapa fermentativa. Nesse caso,
como ndo ha matéria-prima em suspensdo durante a fermentagdo, as células podem ser
recicladas ao sistema. No entanto, essa estratégia apresenta como desvantagens: o acimulo
de acucares intermediarios da hidrélise, causando inibicdo as enzimas; e redugdo na
conversdo final de glicose, devido & adsorgdo de parte do acucar no sélido residual da
hidrélise (OLOFSSON, BERTILSSON e LIDEN, 2008).

A hidrolise enzimética da celulose tem seu rendimento aumentado com incrementos
na carga enzimatica, até uma concentracdo limite, a partir da qual ndo é compensatorio
continuar adicionando enzimas ao processo, pois 0s sitios da matriz do substrato j& se
encontram saturados pelos biocatalisadores. Esse aumento da dose de celulase no processo
em certa medida, pode melhorar o rendimento e a taxa de hidrdlise, mas iria aumentar
significativamente o custo do processo (SINGH et al., 2009; ) Wilkins, Widmer e
Grohmann (2007) avaliaram o efeito da concentragdo de celulases sobre a hidrélise do
bagaco de frutas citricas, utilizado celulases comerciais Celuclast 1.5 L e Novozym 188, da
empresa Novozymes, em um processo do tipo SSF (sacarificacdo simultinea a
fermentacdo), e verificaram que em concentragdes a partir de 13 Ul g.L™" e 0,02 FPU g.L™,
respectivamente, o rendimento final do produto de interesse, etanol, ndo era mais

incrementado.

32



CAP. Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Ao se efetuar uma comparagdo entre os processos de hidrolise pode-se perceber que
a hidrélise enzimética conduz a rendimentos mais elevados de monossacarideos do que a
hidrdlise acida. Isso porque as enzimas celulases catalisam somente as reagdes de hidrolise
e ndo as reagdes da degradacdo do aclcar, e devido a esta rota de hidrolise enzimética
poder atingir altos rendimentos de conversdo com menores impactos ambientais e com
condigdes mais brandas operagdo do processo. No entanto, esta rota ainda requer o
desenvolvimento de tecnologias para reduzir os custos das enzimas que degradam
biomassa (FARINAS et al., 2010).

Alguns autores vém demonstrando a eficiéncia da hidrolise enziméatica em relagdo a
hidrdlise acida. Segundo Krishna et al. (1998) aproximadamente 75 e 65% da sacarificagdo
foram conseguidas com 7,5% (p/p) de H,SO, e HCI, respectivamente, a 15 psi em 45
minutos. No caso da hidrélise enzimética, o pré-tratamento do bagaco de cana de aguicar
foi essencial, mas altas pressdes ndo foram requeridas. O hidrolisado enzimatico
apresentou uma conversao de 92% do substrato quando usado no bagaco o pré-tratamento
com perdxido de hidrogénio alcalino a 2,5% (p/v). A formacéo dos agucares foi obtida a 50
°C e pH 4,5, usando celulase de Trichoderma reesei com 40 U/g de substrato em 48 h. A
producdo de alcool foi mais elevada utilizando o hidrolisado enzimético do que o
hidrolisado &cido.

Embora o0s processos de hidrdlise &cida estejam mais desenvolvidos
tecnologicamente e tenham maiores chances de se tornarem economicamente viaveis em
um futuro préximo, espera-se que 0S processos enzimaticos tenham seus custos bastante
reduzidos com o avango da tecnologia envolvida e venham a ser a melhor op¢éo no futuro
(RABELO, 2007).

11.8 Consideracoes finais

Com base no apresentado no decorrer deste capitulo, alguns aspectos s&o
evidenciados. Existe um grande interesse na obtencdo da enzima celulase devido ao seu
potencial de aplicagdo industrial, principalmente na industria de bioetanol. A busca pelo
aumento da taxa de hidrolise dos residuos lignocelulésicos faz com que aumente a
necessidade de investigagcbes sobre substratos e principalmente sobre as formas de
conducgdo do processo para que a obtencdo da glicose a partir da hidrélise enzimatica de

residuos se torne viavel economicamente.

33



CAP. Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Atualmente, os processos de hidrolise enzimética vém ganhando espaco e a atencéo
de pesquisadores por apresentar vantagens préaticas e econdmicas perante a hidrolise &cida,
porém sdo necessarios estudos mais aprofundados no que se refere ao comportamento das
enzimas, bem como as suas acdes especificas perante os substratos. A futura aplicacdo em
residuos lignocelulésicos para producéo de bioetanol e produtos de valor agregado, por sua
vez, requer o desenvolvimento de técnicas de hidrolise eficientes para que as celulases
possam se tornar 0 maior volume de enzimas utilizadas no mundo.

Portanto, é de grande valia a busca de estratégias para o aumento da taxa de
hidrdlise da enzima celulase, e consequentemente, a caracterizacdo desta enzima,

possibilitando maior conhecimento referente as suas propriedades.
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111.1 Enzima

A enzima utilizada neste estudo foi o complexo celulolitico de Trichoderma reesei
(NS 50013) gentilmente doadas pela Novozymes Latin América (Brasil). Esta preparacéo
de celulase catalisa a decomposicao de material celulésico em glicose, celobiose, e maiores
polimeros de glicose. A celulase NS 50013 pode ser usada para a reducéo da viscosidade
ou para 0 aumento no rendimento de extracdo de diversos produtos de origem vegetal. Os
principais produtos da reacdo de hidrdlise da celulose com NS 50013 s&o celobiose e

glicose.

I111.2 Substratos avaliados

Os substratos avaliados neste estudo foram os residuos agroindustriais bagaco de
cana, casca de arroz, casca de soja, palha de trigo, inhame (ralado) e yacon (ralado), além
de papel filtro watman, que estd incluso na metodologia de Mandels et al., (1976) como

fonte de celulose.

111.3 Caracterizacéo da celulase

O estudo de caracterizacdo da enzima foi realizado em termos de temperatura 6tima,
termoestabilidade, pH 6timo e estabilidade ao pH. Além disso, foi verificada a influéncia
de cloreto de sédio (NaCl) sobre a atividade da celulase e foram determinados os

pardmetros cinéticos para cada substrato estudado.

111.3.1 Temperatura e pH 6timos sobre a atividade de celulase

A temperatura e o pH 6timo na dosagem da atividade enzimética foram avaliados
por meio de dois delineamentos compostos centrais rotacionais (DCCRs). No primeiro
DCCR foi avaliado o efeito da temperatura e do pH na faixa de 40 a 70 °C e 4,5 a 5,5,
respectivamente, utilizando tampéo acetato de sodio 0,2 M. Pela anélise dos efeitos do
primeiro DCCR, foi realizado um segundo DCCR para avaliar os efeitos de temperatura e
pH na faixa de 35 a 60 °C e 5,2 a 8,0, respectivamente, utilizando tampao fosfato de sodio

0,2 M. A Tabela I11.1 e apresenta os niveis das varidveis independentes investigados nos
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dois DCCRs. Todos os experimentos foram realizados em duplicata e os resultados médios
séo apresentados. A atividade da celulase foi determinada como descrito no item 111.4 e sua

unidade foi expressa como U.mL™.

Tabela I11.1: Varidveis e niveis estudados no planejamento fatorial completo 22 para

otimizagéo da atividade nos dois delineamentos experimentais (DCCRs)

Variaveis

independentes/Niveis -141 -1 0 1 1,41

Primeiro delineamento experimental

pH 4,5 4,6 50 54 55

Temperatura (°C) 40,0 44 4 55,0 65,6 70,0
Segundo delineamento experimental

pH 5,2 5,6 6,6 7,6 8,0

Temperatura (°C) 35,0 39,0 47,0 56,0 60,0

111.3.2 Determinacéo da energia de ativacdo da enzima

Para a determinacdo da energia de ativagdo da enzima, foi determinada a atividade
da celulase para uma faixa de temperatura variando de 30 a 65 °C em tampé&o acetato de
sodio 0,2 M pH 5,5 (pH 6timo). A energia de ativacéo foi calculada com base na equacéo
de Arrhenius 111.1, descrita a seguir:

IhA=InK-S2 (11.1)
RT

Onde:

A = Atividade da enzima obtida em cada temperatura
K = constante de proporcionalidade

Ea = energia de ativacdo enzimatica

R = constante dos gases ideais (8,314 J/mol.K)

T = temperatura absoluta (K)

111.3.3 Determinacéo da termoestabilidade da celulase

O tratamento de inativagdo isotérmica foi realizado em banho-maria, na faixa de 50

- 65 °C em tampédo acetato de sodio 0,2 M pH 5,5. A atividade residual da celulase foi
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determinada como descrito acima. A inativacdo enzimatica frequentemente segue a
cinética de primeira ordem (MAZUTTI et al., 2007). Em condigdes isotérmicas e
isobéricas, a diminuigcdo da atividade enzimatica em funcdo do tempo de tratamento pode
ser descrita por:

A=A, exp(—kt) (1.2)

Onde k é a constante de inativacdo térmica; A, e A sao a atividade inicial da enzima e a
atividade remanescente apds o aquecimento para o tempo t, respectivamente.

E comum expressar reagdes de primeira ordem em termos do valor D (MAZUTTI
et al., 2007). O tempo de reducdo decimal, ou valor D, é definido como o tempo, a
temperatura e pressdo constantes, necessarios para uma redugdo de 90% da atividade
inicial. Para as reacOes de primeira ordem, o valor D € inversamente proporcional a taxa
constante de inativagao:
_ 2303
ok (111.3)

D

A energia de desativacdo também foi calculada com base na equacdo de
Arrhenius, conforme:
Ink =InK - Ed

RT (111.4)
Onde:
k = constante de inativacéo térmica
K = constante de proporcionalidade
Ed = energia de desativacdo enzimatica
R = constante dos gases ideais (8,314 J/mol.K)

T = temperatura absoluta (K)

Outro parametro frequentemente utilizado para representar a inativagdo de enzimas
é 0 pardmetro z, que expressa a variagdo do tempo de reducdo decimal com a temperatura,
e representa 0 aumento de temperatura necessério para reduzir 90% o tempo de reducéo
decimal. A relagdo entre o tempo de reducdo decimal de enzimas e a temperatura €
apresentada na seguinte equacdo, onde o tempo de reducdo decimal é plotado em um
grafico como uma funcdo da temperatura. E visto um comportamento linear, onde z ¢ dada

por:
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IOg(D) = i (T _Tref )+ Iog(Dref )
. (111.5)

Onde T e Ty S0 a temperatura do tratamento e a temperatura de referéncia (em °C),
respectivamente, D e Dy S80 0 tempo de reducéo decimal a temperatura do sistema e a
temperatura de referéncia (em horas), respectivamente. Neste trabalho, foi adotada a
temperatura de referéncia de 50 °C, correspondente & temperatura 6tima para atividade da
enzima, que foi determinada através de testes preliminares do estudo. Ja a Dyer foi

determinada como descrito anteriormente, para a temperatura de 50 ° C.

111.3.4 Efeito do pH na estabilidade da enzima

O efeito do pH na atividade enzimética foi investigado no intervalo de 3,5 - 5,5
usando tampdo acetato de sddio 0,2 M a 50 °C. A atividade residual da celulase foi

determinada como descrito no item |11.4.

111.3.5 Influéncia da concentragao de cloreto de s6dio sobre a atividade de celulase

Com o objetivo principal de avaliar a estabilidade da enzima em relagéo ao NacCl,
foi investigado o efeito do sal na atividade enzimatica através da adi¢do de diferentes
concentragdes de cloreto de sédio de 0; 0,01; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 1,5; 3 e 5 M na solugdo
enzimética mantida em tampdo acetato de sodio 0,2 M, pH 5,5 4 50 °C em um intervalo de
tempo de 1 hora. A atividade residual da celulase foi determinada como descrito no item
1.4.

111.3.6 Determinacéo das constantes de Michaelis-Menten

Ensaios enzimaticos com 1,5 U.mL™ de celulase foram realizadas em tampé&o acetato
de sodio 0,2 M pH 5,5 & 50 °C, variando-se a concentracéo de substratos de 5 - 100 g.L™.
Os substratos estudados foram papel filtro, bagago de cana, casca de arroz, casca de soja,
palha de trigo, inhame e yacon. As constantes Ky € Vmax foram determinadas para cada
substrato estudado através da linearizacdo utilizando o método de Lineweaver-Burk,

descrito a seguir:
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v [S]

v=—"% 1.6
Kn +[5] (1)

Através da linearizacdo da Equacéo I11.6 tem-se:

1 n 1 +L (".7)

Vo Vi S Vi

O residuo agroindustrial mais adequado para a reacdo enzimética foi determinado
através da andlise dos pardmetros da equacdo de Michaelis-Mentem. Para baixas
concentracbes de substrato,a reacdo pode ser aproximada por primeira ordem; em
concentragdes intermediarias de substrato, hd uma queda da taxa de reacdo de primeira
ordem para ordem zero; em concentragdes altas de substrato, a taxa de reacdo é de ordem
zero. Do ponto de vista industrial, ¢ desejavel em reacBes enziméaticas, uma taxa
constante e maxima, que so poderia ser obtida em concentracfes baixas de substrato. Neste
sentido, a equagéo de Michaelis-Menten pode ser simplificada, conforme:

oy, S i Vmog_gus
Ky+S Kk (111.8)

m

Onde o (min™) representa uma constante expressando a relacdo entre a taxa de reacéo
maxima (Vmax) € a constante de saturacdo (km). Quanto mais alto for o valor de a, mais
adequado € o substrato para a reagdo enzimética, uma vez que é desejivel alta taxa de
reacdo e baixos valorespara a constante de saturacdo, pois isso indicauma alta

afinidade da enzima pelo substrato.

111.4 Medida de atividade de hidrolise em papel filtro

Seguindo a proposta de Mendels et al. (1976) com algumas alteragdes, foram
pesados 50 mg de papel filtro Whatman (fonte de celulose) e adicionados a tubos de ensaio
contendo 2 mL de tampéo acetato 0,2 M, pH 5,5. Um volume de 1 mL da solugéo
enzimética foi adicionado ao tubo em banho termostatico a 50 °C por 1 hora. A amostra foi
incubada em temperatura de ebulicdo por 5 minutos e depois em banho de gelo. Os
acUcares redutores liberados foram medidos com &cido dinitrosalicilico (DNS) em leitura
espectrofotométrica a 540 nm (MILLER, 1959). Uma unidade de atividade de celulase foi
determinada como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de glicose por

minuto a partir do papel de filtro original.
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CAP. IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1 Temperatura e pH 6timo sobre a atividade de celulase

O pH e a temperatura 6timos para atividade de celulase foram determinados através
da consecucdo de 2 delineamentos compostos centrais rotacionais (DCCRs). Um DCCR
utilizando tampéo acetato de sodio 0,2 M e outro utilizando tampao fosfato de sédio 0,2 M
totalizando 11 experimentos cada DCCR (4 ensaios + 4 pontos axiais + 3 pontos centrais).
A Tabela IV.1 apresenta os resultados obtidos no primeiro DCCR para verificar a atividade
da enzima em funcgdo da temperatura e do pH utilizando tampé&o acetato de sodio 0,2 M. Os
valores de atividade enzimatica obtidos experimentalmente variaram entre 0,73 U.mL?
(experimento 3) a 3,24 U.mL™" (experimento 2). Os resultados mostraram que a maxima
atividade de celulase (3,24 U.mL*- ensaio 2-), foi obtidaem pH 5,4 e a 44,4 °C.

Tabela 1V.1: Matriz do DCCR (valores reais e codificados) com a resposta em termos da
atividade enzimética em funcéo do pH e da temperatura utilizando tampé&o acetato de sddio

e papel filtro como substrato.

Temperatura Atividade

EXp. pH (°C) (U.mL™h
1 46 (-1) 44,4 (-1) 2,07
2 5,4 (1) 44,4 (-1) 3,24
3 46 (-1) 65,6 (+1) 0,73
4 5,4 (1) 65,6 (+1) 1,10
5 45 (-1,41) 55,0 (0) 1,32
6 55 (+1,41) 55,0 (0) 2,58
7 5,0 (0) 40 (-1,41) 3,02
8 5,0 (0) 70 (+1,41) 0,76
9 5,0 (0) 55,0 (0) 2,63
10 5,0 (0) 55,0 (0) 2,71
11 5,0 (0) 55,0 (0) 2,53

Os dados da Tabela IV.1 foram tratados estatisticamente com o objetivo de
determinar os efeitos das varidveis estudadas sobre a atividade enzimética. Os resultados

sdo apresentados na Figura 1V.1 como um gréfico de Pareto.
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Figura IV.1: Efeitos dos parametros do modelo que representam a atividade da enzima
obtidos no primeiro DCCR utilizando tamp&o acetato de sodio

Os termos lineares de temperatura e pH mostraram que um aumento do pH e uma
diminuicdo da temperatura poderia melhorar a atividade enzimatica. Ambos os termos
quadraticos apresentaram influéncia negativa sobre a atividade, indicando a presenca de
um ponto de mé&ximo. A Tabela IV.2 apresenta a analise dos efeitos para os termos
lineares, quadraticos e de interagdo entre as variaveis independentes. Como se pode
observar, todos os termos do modelo foram estatisticamente significativos (p <0,05) no
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Tabela 1V.2: Analise dos efeitos para os termos lineares, quadréticos e de interacdo das
varigveis independentes para atividade de celulase em termos do pH e da temperatura para

0 primeiro DCCR.

Efeito Erro Padréo P
Meédia 2,62 0,05 <0,0005
pH Linear (pH) 0,83 0,06 0,0058
pH Quadratica (pH?) -0,74 0,07 0,0103
Temperatura Linear (T) -1,67 0,06 0,0014
Temperatura Quadratica(T?) -0,80 0,07 0,0088
pH X Temperatura (pH x T) -0,40 0,09 0,0472

A Tabela 1V.3 apresenta a analise da variancia (ANOVA) e foi empregada para a
validacdo do modelo matemético codificado usado para a predi¢do da atividade de celulase
dentro das faixas de pH e temperatura estudadas. O valor de F reflete a razdo da soma
quadratica média devido a regressao pela soma quadratica média devido ao erro e indica a
significancia de cada fator do modelo. Na Tabela V.3 (anova) o valor calculado de F foi
129,230, o qual é aproximadamente 26 vezes maior que o valor tabelado, mostrando que o
modelo é estatisticamente significativo. O coeficiente de determinacéio (R?) de 0,95 sugere
que o modelo gerado a partir dos dados da Tabela 1.1 pode explicar 95% da variagéo total
dos resultados. Isto implica numa representacdo satisfatoria do processo pelo modelo

apresentado na equacdo 1V.1.

Tabela IV.3: ANOVA para a atividade enzimatica como resposta para o primeiro DCCR.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrados =
Variagao Quadrados Liberdade Médios

Regresséo 8,412 5 1,680 129,230
Residuo 0,068 5 0,013

Falta de ajuste 0,051 3

Erro Puro 0,017 2

Total 8,480 10

R“=0,95 F05,55= 5,05.

A Equacéo V.1 apresenta o modelo codificado gerado pela analise de regresséo:

Yoag =2.62+0.41- pH —0.37- pH? -0.83-T —-0.40-T? -0.20- pH - T (IvV.1)
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Onde Ysag é atividade enzimética calculada (U.mL™) usando tampéo acetato de sodio, pH
e T s&o os valores codificados de pH e temperatura, respectivamente.

O modelo codificado representado pela Equacdo 1V.1 e validado pela analise de
variancia foi usado para gerar as superficies de resposta e curvas de contorno para a
atividade de celulase em funcdo da temperatura e do pH em tampéo acetato de sddio 0,2
M, as quais estdo apresentadas na Figura 1V.2. As Figuras 1V.2 (a) e (b) apresentam o
efeito de interacdo do pH e temperatura na atividade de celulase em tampdo acetato de
sodio 0,2 M. A atividade maxima da celulase foi obtida para uma temperatura e faixa de
pH (40 - 50 °C e 5,2 - 5,5), respectivamente.

Temperatura (*C)

40 —
45 486 5 54 S,EH n
pH
(a) (b)

Figura 1V.2: Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) indicando a influéncia da
temperatura e do pH sobre a atividade de celulase obtidos no primeiro DCCR utilizando

tampé&o acetato de sodio.

Essa faixa de temperatura e pH (40 - 50 °C e 5,2 - 5,5), respectivamente, permite
uma grande flexibilidade na utilizagdo da enzima, uma vez que as variagdes em torno do
ponto 6timo ndo afetam a atividade enzimatica. Além disso, pode-se verificar claramente
que hd uma tendéncia de que o aumento no pH e na diminuicdo da temperatura pode
aumentar a atividade enzimatica, tal como ja verificado pela analise dos efeitos.

A celulase comercial Accelerase® 1500 tem um pH étimo entre 4,6 - 5,0, mas fica
inativa em um pH abaixo de 4,0 ou acima de 7,0. Normalmente é usado temperatura de 50
°C para a hidrélise empregando celulases (SUKUMARAN et al., 2009).

Liu e Xia (2006), estudaram a celulases comerciais obtidas de Trichoderma viride,

e a enzima apresentou pH 6timo entre 4,0 e 5,2 e uma temperatura 6tima entre 50 e 60 °C,
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para a hidrolise de carboximetilcelulose (CMC) e quitosana, respectivamente. Porém, Ko
et al. (2010) obtiveram uma temperatura e pH 6timo de 60 °C e 7,0, respectivamente, para
celulase ndo comercial produzida por Paenibacillus campinasensis. O mesmo observou-se
nos estudos de Lee et al. (2008), que encontraram um pH 6timo de 7,0 e uma temperatura
6tima de 50 °C para celulase purificada e produzida por Bacillus amyoliquefaciens DL-3.
Resultados similares foram reportados por Garda et al. (1997), onde celulases produzidas
por Streptomyces halstedii apresentaram maxima atividade em pH 6,0 e temperatura de 50
°C. Celulases produzidas por outros géneros de actinomicetos e Thermomonospora sp.,
apresentaram pH e temperatura 6timos em 5,0 e 50 °C, respectivamente.

Com base nestes resultados, foi realizado um segundo DCCR alterando os niveis
das variaveis como indicado, e os resultados sio apresentados na Tabela 6. E importante
ressaltar a necessidade de mudar o tampé&o, uma vez que o tampédo acetato de sodio
corresponde a uma faixa de pH entre 3,0 - 5,5. Nesse sentido, foi utilizado tampéo fosfato
de sodio (0,2 M), que representa uma faixa de pH entre 5,2 - 8,0.

As atividades da enzima diminuiram (em média), variando de 0,09 U.mL™?
(experimento 8) & 1,43 U.mL™" (experimento 11) se comparadas com as obtidas no
primeiro DCCR utilizando tampéo acetato de sodio. Este resultado pode ser devido a
alteracbes na forma idnica, o que pode alterar a estrutura terciaria da enzima, com uma
consequente alteracdo de atividade. Segundo Bailey e Ollis (1986), os grupos ionizaveis
presentes na estrutura das enzimas fazem parte, geralmente, do sitio ativo. Assim, a enzima
ativa cataliticamente atua somente em um estado de ionizacdo definido. Ademais,
variagdes no pH do meio resultam em mudangas na forma iénica do sitio ativo e mudancas
na atividade das enzimas. Mudancas no pH podem também alterar a forma tridimensional
da enzima (SHULER, 1992).
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Tabela 1V.4: Matriz do DCCR (valores reais e codificados) com a resposta em termos da
atividade enzimética em funcgéo do pH e da temperatura utilizando tamp&o fosfato de sddio

utilizando papel filtro como substrato.

Temperatura Atividade

Ensaio pH (°C) (U.mL™)
1 5,6 (-1) 39,0 (-1) 0,98
2 7,6 (1) 39,0 (-1) 0,77
3 5,6 (-1) 56,0 (+1) 1,12
4 7,6 (1) 56,0 (+1) 0,17
5 52 (-1,41) 47,0 (0) 1,02
6 8,0 (+1,41) 47,0 (0) 0,18
7 6,6 (0) 35(-1,41) 0,81
8 6,6 (0) 60 (+1,41) 0,09
9 6,6 (0) 47,0 (0) 1,21
10 6,6 (0) 47,0 (0) 1,30
11 6,6 (0) 47,0 (0) 1,43

Os dados da Tabela V.4 foram tratados estatisticamente para determinar os efeitos
significativos (p <0,05) dos parametros do modelo que representam a atividade da enzima

e os resultados sdo apresentados na Figura V.3 como um gréfico de Pareto.
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Figura IV.3: Efeitos dos parametros do modelo que representam a atividade da enzima
obtidas no segundo DCCR utilizando fosfato de sodio.

Pode-se observar que ambos os termos lineares da temperatura e pH apresentaram
efeitos negativos, indicando que o aumento dessas varidveis leva a uma diminuicéo da
atividade enzimética. A Tabela IV.5 apresenta a anélise dos efeitos para os termos lineares,
quadraticos e de interacdo entre as variaveis independentes. Como pode ser observado,
todos os termos do modelo foram estatisticamente significativos (p <0,05) no intervalo

avaliado, com excecéo da interacdo de temperatura e pH.

Tabela IV.5: Analise dos efeitos para os termos lineares, quadréticos e de interacdo das

varigveis independentes para atividade de celulase em termos do pH e da temperatura para
0 segundo DCCR.

Efeito Erro Padréo P
Média 1,31 0,10 <0,0005
pH Linear (pH) -0,58 0,13 0,0070
pH Quadratica (pH?) -0,59 0,15 0,0134
Temperatura Linear (T) -0,36 0,13 0,0394
Temperatura Quadrética(Tz) -0,74 0,15 0,0054
pH X Temperatura (pH x T) -0,37 0,18 0,1072
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A equacdo IV.2 apresenta os parametros do modelo quadratico codificado em

funcdo de pH e temperatura:

Yo =1,31-0,29- pH —0,29- pH? —018-T —0,37-T*-018- pH - T (IV.2)

Onde Yspg € atividade enzimatica calculada (FPU.mL'l) usando tampdo fostato de sodio,

pH e T s&o os valores codificados de pH e temperatura, respectivamente.

Tabela IV.6: ANOVA para a atividade enzimatica como resposta para o segundo DCCR.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrados =
Variagao Quadrados Liberdade Médios

Regresséo 8,412 5 0,392 6,320
Residuo 0,068 5 0,062

Falta de ajuste 0,051 3

Erro Puro 0,017 2

Total 8,480 10

R“=0,95 Fg05,55= 5,05.

O modelo foi validado pela andlise da tabela de variancia (ANOVA), permitindo a
apresentacdo de superficies de resposta e curvas de contorno, mostrando a variagdo da
atividade enzimatica em funcéo do pH e temperatura. A Figura 1V.4 apresenta os graficos

de contorno obtidos no segundo DCCR utilizando o tampéo fosfato de sodio.
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Temperatura (C)

52 56 6.6 76 gm:
pH
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Figura 1V.4: Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) indicando a influéncia da

temperatura e do pH sobre a atividade de celulase obtidos no segundo DCCR utilizando

tampd&o fosfato de sodio.

Como pode ser observado na Figura 1V.4, a atividade maxima da celulase foi obtida
na temperatura e pH variando entre 40 a 50 °C e 5,6 - 6,6, respectivamente. No entanto,
essas atividades foram inferiores as obtidas no DCCR anterior. E importante observar a
consisténcia dos resultados, ja que a regido ideal para a temperatura foi semelhante nos
dois DCCRs. Com base nos resultados obtidos no primeiro DCCR usando tampé&o acetato
de sddio, verificou-se que a atividade 6tima da celulase foi obtida em uma faixa de pH 5,2
-5,5.

Celulases acidas sdo geralmente mais desejaveis para a bioconversdo, ja que em
situacBes em que o pré-tratamento acido da biomassa é empregado ou quando a enzima
tem que trabalhar no pool com enzimas de Trichoderma reesei, a atividade ideal esta
proxima de 5 U.mL™, e em uma faixa de pH entre 4,0 - 6,0. A maioria das celulases tem
um melhor desempenho de bioconversao na faixa de pH de 4,0 - 6,0 (SINGHANIA et al.,
2010).

Krishna (2000), em estudos de producdo e aplicacdo de celulases de Trichoderma
reesei QM-9414 na hidrélise enzimética de residuos lignocelulésicos, obteve temperatura
6tima de 50 °C, porém o pH 6timo foi de 4,5.

Trivedi et al. (2010) obtiveram melhor atividade da enzima celulase purificada
produzidas por bacillus flexus em pH 10,0 e em 45 °C de temperatura. Resultados

semelhantes em termos de temperatura e pH 6timos para producgdo de celulases fungicas
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encontrados neste estudo tem sido relatados na literatura (RAN et al., 2009; JORDAN et
al., 2011).

V.2 Determinacéo da energia de ativagao da celulase

Para determinar a energia de ativacdo da celulase foram realizados experimentos
em uma faixa de temperatura entre 30 - 65 °C em pH 5,5 (tamp&o acetato), durante 60
minutos. A figura IV.5 (a) apresenta os resultados obtidos, onde pode-se observar que o
aumento da atividade foi até 50 °C, diminuindo em temperaturas acima deste valor. Os
dados obtidos entre 30 - 50 °C foram utilizados para estimar a energia de ativagdo para a
celulase utilizando um gréfico de Arrhenius (Figura IV.5 (b)), que produz uma linha reta
com uma inclinagéo de - Ea/R.

Neste trabalho foi demonstrado que uma energia de ativacéo de 14,1 kJ.mol™, o que
é a energia minima necessaria para romper a barreira de energia que impede a formag&o do
complexo E-S que leva a liberacdo do produto. Do ponto de vista industrial, sdo desejaveis
menores valores para a energia de ativacdo, uma vez que nesta condi¢do a enzima é mais
reativa. Ndo existem relatos na literatura referentes & energia de ativacdo para celulases.
No entanto, Ettalibi e Baratti (2001) relataram valores de 29,4 e 26 kJ.mol™,
respectivamente, para inulinase livre e imobilizada de A. niger em tamp&o acetato de sédio.
Santos et al. (2007) relataram valores de 45,9 e 42,0 kl.mol™ para inulinase livre e

imobilizada de K. marxianus ATCC 16045 em meio tampéo citrato, respectivamente.
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Figura 1V.5: (a) Influéncia da temperatura entre 30 - 65 °C sobre a atividade enzimética,

(b) Determinacdo da energia de ativacdo com base na equagdo de Arrhenius em uma faixa
de temperatura entre 30 - 50 °C.

1V.3 Termoestabilidade da celulase

Os resultados obtidos sobre a termoestabilidade da celulase sdo mostrados na
Figura 1V.6. Foi avaliado o intervalo de 30 a 65 °C. Entretanto, Os resultados em 60 e 70

°C néo foram apresentados, uma vez que uma perda total de atividade em menos de duas
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horas de reagdo foi verificada, mostrando uma estabilidade muito baixa em temperaturas

acima de 50 °C.

A

* A50C
0,94 .

Atividade Residual (A/A,)

0 50 100 150 200
Tempo (h)

Figura IV.6: Influéncia da temperatura de 30 - 65 ° C sobre a cinética de atividade

enzimatica.

Como pode ser observado, houve uma reducdo maxima de 15% na atividade da
enzima apds 150 horas de reagdo.

Um modelo de primeira ordem foi utilizado para ajustar os dados da Figura IV.6 e a
Tabela V.7 resume os resultados obtidos em relacdo a constante de inativacdo e o tempo

de reducdo decimal.

Tabela IV.7: Efeito da temperatura sobre o tempo de reducdo constante e inativagao

decimal obtidas durante a avaliagdo da termoestabilidade da celulase.

Temperatura (°C) k (h™ D (h) R?
30 0,0010+8,3x10™ 2318,6+136,1° 0,9639
40 0,0011+9,7x10° 2109,5+131,5% 0,9577
50 0,0123%0,0023 194,0+25,6" 0,9358
60 0,9555+0,0418 2,4+0,07° 0,9962
70 1,0176+0,1753 2,3+0,28°¢ 0,9583

2P Jetras diferentes representam uma diferenca significativa de 95% (p < 0.05 — teste
de Tukey).
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A partir dos resultados, pode-se observar que a constante de inativagdo aumenta
com a temperatura, indicando que temperatura superior a 50 °C acelera a taxa de
inativacdo. Além disso, o tempo de reducdo decimal diminuiu com o aumento da
temperatura, como era esperado.

A enzima mostrou boa estabilidade nas temperaturas de 30 a 40 °C, apresentando
um valor D superior a 1000 horas, ndo mostrando diferencas estatisticas (p < 0,05). A
celulase comercial NS 50013 apresentou estabilidade moderada a 50 °C, pois o valor D foi
de cerca de 200 horas nesta temperatura. No entanto, em temperaturas acima de 50 °C foi
observada uma baixa estabilidade, uma vez que o valor D foi inferior a 3 horas.

Os dados de tempo de redugdo decimal sdo importantes em reagdes enzimaticas,
pois é possivel fazer previsbes do tempo de processamento. Enzimas termoestaveis
possuem grande importancia biotecnolégica, tendo em vista que as celulases termoestaveis
podem ser utilizadas na industria alimenticia, onde ocorrem processos que requerem altas
temperaturas, como por exemplo, na pasteurizacdo. Outras aplicacfes incluem as inddstrias
de polpa e papel, tratamento de efluentes industriais e processamento de materiais
celulésicos (JANG e CHENG, 2003).

Os resultados obtidos neste trabalho sdo semelhantes a varios outros encontrados na
literatura para celulases produzidas por actinomicetos, como é o caso de celulases
produzidas por Streptomyces T3-1, que se mostraram altamente termoestaveis a 40° C e 50
°C (JANG e CHEN 2003) e de Streptomyces drozdowiczii M7A, onde a enzima foi capaz
de reter 100% de sua atividade a 50 °C por uma hora, e também perdeu consideravelmente
a atividade em 60 °C (GRIGOREVSKI-LIMA et al., 2005).

Song e Wei (2010), em um estudo com celulases produzidas por
Cellulosimicrobium cellulans, obtiveram boa estabilidade térmica em 30 °C. J& Liu e Xia
(2006) apresentaram estabilidade térmica para celulase comercial entre 30 e 70 °C para
hidrdlise de quitosana e carboximetilcelulose (CMC) em 2 horas de incubagéo.

Lee et al. (2006), em um estudo com celulase purificada produzida por Bacillus
amyoliquefaciens DL-3, observaram que a enzima reteve 80% da atividade original em
temperaturas variando de 50 a 70 °C ap6s 20 horas de incubagéo.

A estabilidade de temperatura também foi recentemente reportada por Ko et al.
(2010) no trabalho com celulases Cel-BL11 purificadas com peso molecular de 38 kDa,
que apresentou boa estabilidade na faixa de 30 até 60 °C, apds 7 horas de incubacéo. Por

outro lado, existem referéncias de celulases mais estaveis, como uma produzida por uma
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estirpe de actinomicetos Streptomyces sp., que quando incubada a 60 °C reteve 84% de sua
atividade inicial ao término das 3 horas de incubacdo (ALANI, ANDERSON e
MOOYOUNG, 2008).

De acordo com a equac&o 1l11.4, os dados da Tabela 1.7 foram utilizados para
calcular a energia de desativagdo (Ed) para a celulase utilizando a equagéo de Arrhenius e

séo apresentados na Figura I1V.7.

_9.,0028 0,0029 0,0031 0,0032 0,0033 0,0034

3
£ y = -22344x + 65,95
£ -4 R?=0,9165

5

6

- S

-8

9

1/T (k)

Figura IV.7: Determinacdo da energia de desativagdo com base na equagéo de Arrhenius

em uma faixa de temperatura de 30 a 70 ° C.

O valor da Energia de desativacdo (Ed) para celulase obtido neste estudo foi de
185,8 kJ.mol™, foi consideravelmente inferior ao relatado por Mazutti et al. (2007) e
Treichel et al. (2009) para inulinase (343,9 e 527 kJ.mol™, respectivamente), e semelhante
ao relatado por Wolski et al. (2009) para a lipase de Penicillium sp. obtida por fermentagéo
em estado sélido (100,6 kJ.mol™) e fermentacéo submersa (72,8 kJ.mol™).

Outro parametro frequentemente utilizado para representar a desativacédo da enzima
é 0 parametro z. Os dados da Tabela IV.7 também foram utilizados para determinar o valor
de z de acordo com metodologia previamente definida. A celulase investigada neste estudo
apresentou um valor z de 12,7, indicando que para a redugéo de 90% no tempo de redugéo

decimal é necessario aumentar a temperatura em 12.7 °C.
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IV.4 Influéncia do pH no estudo da estabilidade da enzima celulase

A influéncia do pH na estabilidade da celulase foi verificada nas faixas de pH 3,5 -
5,5, usando tampdo acetato de sddio 0,2 M a 50 °C (temperatura 6tima) em diferentes

intervalos de tempos. Os resultados estdo apresentados na Figura 1V.8.
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Figura 1V.8: Influéncia do pH de 4,5 - 5,5 sobre a cinética de atividade enzimatica.

A andlise dos resultados demonstram que a maior estabilidade da enzima foi
verificada em valores de pH 5,0 e pH 5,5. Como pode ser observado, praticamente ndo
houve perda de atividade enzimatica em pH 5,0 e 5,5. No entanto, para pH 4,5, houve uma
reducdo de 40% da atividade nas primeiras horas de reagéo, estabilizando ao longo do
tempo de avaliacdo. Utilizando pH 3,5, foi verificada a perda total da atividade em poucos
minutos de reacdo. Provavelmente por este pH ser muito proximo do ponto isoelétrico da
proteina, o que pode levar a desnaturagdo da enzima.

A estabilidade de pH foi recentemente reportada por Ko et al. (2010) no trabalho
com celulases Cel-BL11 purificadas com peso molecular de 38 kDa, que encontraram boa
estabilidade para pH neutro. Ja Liu e Xia (2006) apresentaram estabilidade da enzima
comercial entre pH 3,0 — 7,0 na hidrdlise de quitosana e CMC (carboximetilcelulose). No
entanto, a estabilidade de pH de celulase produzida por B. amyloliquefaciens DL-3
apresentou ampla faixa de pH (4,0 — 9,0) apds 20 h de incubacdo a 50 °C (LEE et al.,
2008).
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Trivedi et al. (2010), em um estudo com celulases purificadas produzidas por
bacillus flexus, verificaram que a atividade mostrou-se estabilizada na faixa de pH entre
8,0 — 12,0, indo de encontro com outros estudos relatados com Marinobacter sp. MS1032
(SHANMUGHAPRIYA et al., 2010), Bacillus sp. 243 HSH-810 (KIM et al., 2005), Vibrio
sp. G21 (GAO et al,, 2010) e Stachybotrys atra BP-A (PICART et al., 2008), que
demonstraram a sua tolerancia de pH na faixa de 6,0 — 12,0.

Celulases produzidas por isolados de Streptomyces apresentaram estabilidade numa
faixa de pH de 3,0 a 7,0 (LI et al., 1998). Resultados semelhantes foram encontrados por
George et al. (2001), onde as celulases produzidas por géneros de actinomicetos
apresentaram uma tolerdncia em ampla faixa de pH (4,0 - 10,0), onde a enzima
permaneceu com 80% da atividade. Da mesma maneira, as celulases produzidas por duas
linhagens de Bacillus sp. apresentaram uma 6tima atividade nesta mesma faixa de pH,
demonstrando boa estabilidade numa faixa de pH entre 5,0 - 10,0 (MAWADZA et al.,
2000).

IV.5 Influéncia da concentracéo de cloreto sobre a atividade enzimética

A toleréncia a salinidade pode elevar os potenciais de aplicacdes das enzimas, pois
esta caracteristica é importante para a futura utilizagdo das enzimas em qualquer processo
biotecnoldgico que depende de alta salinidade ou pressées osmoticas por longos periodos
de incubagéo. Estudos sobre a influéncia de NaCl sdo importantes como parte da etapa de
caracterizagdo enzimaética, tanto para sua estabilidade ou para atividade (MARGESIN e
SHINNER, 2001). A influéncia de cloreto de sddio (NaCl) sobre a atividade enzimética de
celulase Novozym NS 50013 foi estudada utilizando diferentes concentragdes de NaCl na
faixa de 0,01 a 5 Molar em todos os substratos envolvidos no estudo. Porém, somente 0s
dois substratos que obtiveram maiores atividades foram adicionados a figura IV.9, que

apresenta-se a sequir:
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Figura 1V.9: Influéncia de cloreto de sddio (NaCl) sobre a atividade enzimética de celulase

utilizando papel filtro e bagago de cana como substratos.

A partir dos resultados, pode-se observar que o cloreto de sddio teve um efeito
inibitorio sobre a atividade de celulase, sendo que com o aumento da concentragdo de sal, a
atividade foi diminuindo, tanto para o substrato papel filtro, como para o substrato bagaco
de cana. Em todas as concentragGes estudadas (0,01; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 1,5; 3; 5), a enzima
apresentou 0 mesmo comportamento, com valores de queda de atividade parecidos.

E importante ressaltar que nas concentragbes de 0,01 até 0,2 a enzima demostrou
uma boa estabilidade, diminuindo apenas cerca de 7% a sua atividade inicial. A partir desta
concentracao, a enzima foi bem menos estavel.

Na maior concentracéo de cloreto de sodio (5M), a enzima perdeu cerca de 30% de
atividade nos dois substratos utilizados neste estudo. Utilizando o substrato papel filtro, a
atividade caiu de 0,5369 U.mL™" para 0,1654 U.mL™. J4 com o substrato bagaco de cana, a
atividade diminuiu de 0,1895 U.mL™ para 0,0689 U.mL™. Poucos estudos com celulases
alcalinas tolerantes ao sal tém sido relatados (VOGET et al., 2006).

Triverdi et al. (2010) trabalhando com celulases purificadas produzidas por bacillus
flexus, observaram que a enzima reteve 70% de sua atividade até a concentracdo de sal de
15%, depois disso a enzima perdeu atividade consideravelmente e na maior concentragdo
de NaCl (21%) a atividade reduziu para 18%.

Wang et al. (2009) em um estudo com celulases haloestaveis purificadas de cepas

Salinivibrio sp. NTU-05 verificaram que o cloreto de sodio induziu a atividade enzimética
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na concentragdo de 5%, diminuindo em concentragcbes mais altas entre 6 e 30%. A
atividade de endo-B-1,4-glucanase Cel5A de Vibrio sp. G21 e Endoglucanase-AG de
Bacillus agaradhaerens foi induzida na presenca de NaCl (GAO et al., 2010; HIRASAWA
et al., 2006). Johnson et al. (1996) descreveram uma celulase de actinomicetos
Actinopolyspora Halophila, e a enzima exibiu atividade 6tima com a adicdo de 15% de
NaCl.

V.6 Efeito dos substratos sobre os parametros de Michaelis-Menten

Apbs a obtencdo dos dados experimentais foram determinadas as constantes
cinéticas. Para a determinacdo dos pardmetros utilizou-se o método gréafico de Lineweaver-
Burk. Considerando a equagdo a seguir:

_ Vmax [S]
v——km TIs1 (111.6)

Através da linearizacdo da Equacéo I1V.3 tem-se:

1K1, 1 (111.7)
vV Vv S v

max max

As Figuras a seguir apresentam os dados linearizados de 1/[S] x 1/v, para todos 0s

substratos avaliados:
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Figura 1V.10: Representacdo grafica linearizada para determinacdo dos pardmetros
cinéticos km € Vmax pelo método de Lineweaver-Burk para o substrato Papel de filtro
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Figura I1V.11: Representacdo grafica linearizada para determinacdo dos pardmetros

cinéticos km e Vmax pelo método de Lineweaver-Burk para o substrato Bagaco de cana.
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Figura 1V.12: Representacdo grafica linearizada para determinacdo dos pardmetros

cinéticos kKm e Vmax pelo método de Lineweaver-Burk para o substrato Casca de soja.
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Figura 1V.13: Representacdo grafica linearizada para determinacdo dos pardmetros
cinéticos Km, e Vmax pelo método de Lineweaver-Burk para o substrato Casca de arroz.
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Figura 1V.14: Representacdo grafica linearizada para determinacdo dos pardmetros

cinéticos Ky € Vimax pelo método de Lineweaver-Burk para o substrato Palha de trigo.
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Figura 1V.15: Representacdo grafica linearizada para determinacdo dos pardmetros

cinéticos K, e Vmax pelo método de Lineweaver-Burk para o substrato Inhame.
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Figura 1V.16: Representacdo grafica linearizada para determinacdo dos pardmetros

cinéticos km e Vmax pelo método de Lineweaver-Burk para o substrato Yacon.

A figura 1V.17 representa as atividades obtidas com a hidrdlise dos substratos

envolvidos neste estudo.
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Figura 1V.17: Influéncia da concentracdo de substrato sobre a atividade enzimatica.

O eixo y da esquerda refere-se as atividades obtidas para papel filtro e inhame. J& o

eixo y da direita refere-se as atividades obtidas para bagaco de cana, casca de soja e casca
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de arroz, palha de trigo e yacon. As maiores atividades foram obtidas com o substrato
papel filtro, variando de 0,14 U.mL™" com 5 g.L™ de substrato até o valor de 1,36 U.mL™
utilizando 100 g.L™ de substrato, sequido do residuo agroindustrial inhame, onde as
atividades variaram de 0,05 U.mL™ com 5 g.L™* de substrato até o valor de 0,94 U.mL™
com 100 g.L‘l de substrato. Com o restante dos substratos envolvidos no estudo, a maior
atividade obtida foi com o residuo agroindustrial palha de trigo, com um valor de 0,23
U.mL™ utilizando 100 g.L™* de substrato.

A Tabela IV.8 resume os resultados obtidos da influéncia do substrato sobre as
constantes cinéticas km e Vmax para a celulase comercial novozym NS 50013 determinados

pela método de Lineweaver-Burk.

Tabela 1V.8: Efeito do substrato sobre os parametros da equacdo de Michaelis-Menten

sobre a atividade de celulase.

Substrato Knm Vimax a x 1000 R?
(umol.mL™) (U.mL™) (min™)
Papel Filtro 1115,9+585,2 3,64+1,42 2,400+0,090 0,9769
Bagaco de cana 92,4+26,5 0,16+0,01 1,732+0,377 0,9232
Casca de soja 26,748,9 0,10+0,01 3,745+1,124 0,9567
Casca de arroz 174,5+31,3 0,21+0,01 1,203+0,319 0,9418
Palha de trigo 211,6+44,9 0,27+0,02 1,276+0,445 0,9679

Inhame 16723,0+£11492,2  29,80+19,40 1,744+0,065 0,9414
Yacon 91,9+13,8 0,21+0,01 2,285+0,725 0,9591

Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) dos pardmetros equacdo de
Michaelis-Menten para todos os substratos, e verificou-se que todas as previsdes do
modelo s&o significativas (dados ndo mostrados).

A taxa de reacdo maxima (Vmax) foi obtida utilizando o substrato inhame seguido de
filtro de papel, palha de trigo, casca de arroz, yacon, bagaco de cana e casca de soja. A
enzima apresentou alta afinidade por casca de soja, uma vez que o seu valor para Ky, de
26,7 pmol.mL™, o mais baixo entre os substratos estudados. O Yacon e o bagaco de cana

apresentaram valores de kn de 91,9 e 92,4 pmol.mL™, respectivamente, enquanto o papel
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de filtro, a palha de trigo e a casca de arroz apresentaram valores para kp, de 1115,9; 211,6
e 174.5 pmol.mL™, respectivamente.

A enzima apresentou menor afinidade com inhame, ja que o valor para kn foi de
16723,0 umol.mL™. No entanto, os pardmetros da equacdo de Michaelis-Menten
obtidos para os substratos papel de filtro e inhame ndo sdo confidveis devido ao seu alto
erro padrdo. Para estes substratos, verificou-se que um modelo de primeira ordem é
mais apropriado para representar os dados, conforme é visto no valor de a, onde a
estimativa de erro padrdo € baixa para ambos o0s substratos.

De acordo com o critério utilizado para determinar o substrato mais adequado para
realizar reagdo enzimética para obtencéo de agucares fermentaveis (equacéo 111.8), pode-se
observar que a casca de soja, seguido pelo papel de filtro, yacon, inhame, bagaco de cana,
palha de trigo e casca de arroz sdo os substratos mais adequados (em ordem decrescente),
uma vez que apresentaram os maiores valores de a. Além disso, 0s materiais com as
mesmas estruturas fisicas e quimicas como o inhame e 0 yacon (rica em matérias de
amido), bem como bagaco de cana e palha de trigo (rico em materiais lignocelul6sicos)
apresentaram valores semelhantes para o parametro a.

A partir dos resultados pode-se observar que a enzima avaliada neste estudo
mostrou resultados satisfatérios quando utilizada para hidrolisar 0s substratos
agroindustriais, uma vez que resultados semelhantes foram obtidos entre papel de filtro e
outros substratos. Os substratos agroindustriais sdo estruturas mais complexas do que o
papel filtro, devido a presenca de lignina e hemicelulose e exigem a realizagdo de um pre-
tratamento da matéria-prima antes da hidrolise, ou até mesmo o uso de enzimas mais
seletivas e eficientes. Para uma hidrélise eficiente da biomassa, um pool de enzimas que
incluem celulases, xilanases, e outras enzimas se faz necessario (FARINAS et al., 2010).
Ambos os campos séo intensamente relatados na literatura e pesquisadores de todo o
mundo estdo empenhados em desenvolver processos eficientes e economicamente vidveis
para a hidrolise de materiais lignoceluldsicos (ALVIRA et al., 2010).

Para a hidrélise de quitosana, a enzima celulase comercial bifuncional purificada,
exibiu cinéticas de Michaelis-Menten com valores de ki, € Vmax de 10 mg.ml'l e 0,164
U.ml™, respectivamente (LIU e XIA, 2006). A celulase purificada Cel-BL11 com peso
molecular de 38 kDa tem um km de 11,25 mg.ml™ e Viux de 1250 pmol/min/mg para

hidrdlise de carboximetilcelulose (KO et al., 2010).
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Mawadza et al. (2000) estudaram celulases purificadas produzidas por duas cepas
de Bacillus CH43 e HR68 e a enzima demonstrou valores de kn de 1,5 e 1,7 mg ml?,
respectivamente e Vinax de 0,93 e 1,70 mmol glicose min™ mg proteina™, respectivamente,
para hidrélise de carboximetilcelulose (CMC).

Mateos-Perez, Ortega e Busto (1996) caracterizaram celulase obtida de culturas de
Trichoderma reesei, e utilizando carboximetilcelulose como substrato, a enzima
apresentou valores de kn & Viax de 1,32 mg.ml™ e 405.5 pmol ml™ h™.

Wang et al. (2009) caracterizaram celulases haloestaveis purificadas de cepas
Salinivibrio sp. NTU-05 com peso molecular de 29 kDa e obtiveram valores de km de 3,03
mg/ml e v de 142,86 mol/min/mg utilizando carboximetilcelulose como substrato. A
atividade secundaria e conformagdo de celulase foi investigada sob campos magnéticos
estaticos e 0 km € Vmax atingiram maximos inferiores a 0,30 T campo magnético (valor de
Km € Vmax de 113,51 mg.ml'l e 0,46 mol de proteina/ml/min'l, respectivamente) (RAN et al.,
2009).
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- Os resultados obtidos permitem concluir que a atividade maxima da celulase ¢é
obtida em uma temperatura e faixa de pH de 40 - 50 °C e 5,2 - 5,5, respectivamente.

- Em relagdo a termoestabilidade, foi verificada uma reducdo de até 15% na
atividade da enzima ap6s 150 horas de reacdo em temperaturas 30 - 50 °C. No entanto, em
temperaturas superiores a 50 °C a perda completa da atividade foi verificada em poucas
horas de reacdo, mostrando estabilidade muito baixa acima desta temperatura.

- Os resultados obtidos sobre o efeito do pH sobre a estabilidade de celulase
mostraram que praticamente ndo houve perda de atividade em pH 5,0 e 5,5. No entanto,
para pH 4,5, houve uma reducéo de 40% sobre a atividade da enzima nas primeiras horas
de reacdo, estabilizando ao longo do tempo de avaliagéo. Para o pH 3,5, houve uma perda
total de reag&o de atividade dentro de minutos.

- A atividade de celulase foi inibida com a adi¢do de cloreto de sodio na reagdo. A
partir da concentracdo de 0,5 Molar houve uma maior queda nas atividades enziméaticas em
relacdo as concentragdes até 0,2 Molar, tanto para o substrato papel filtro, quanto para o
substrato bagaco de cana, apresentando 0 mesmo comportamento em todas as
concentracgdes estudadas.

- A partir dos resultados obtidos durante a avaliacdo dos substratos agroindustriais
sobre as constantes cinéticas, observou-se que a celulase comercial avaliada apresenta
resultados satisfatdrios quando usada apenas para hidrolisar o polimero de celulose (papel
filtro), enquanto que para os substratos agroindustriais a enzima apresenta baixo
desempenho.

- Como os substratos agroindustriais s&o estruturas mais complexas do que papel de
filtro, devido a presenca de lignina e hemicelulose, o uso de pré-tratamento da matéria-
prima antes de sua utilizacdo ou a utilizagdo de enzimas mais eficientes e seletivas torna-se

necessario.
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Com base nos resultados obtidos a partir da caracterizagdo da enzima e utilizacdo
da celulase comercial NS 50013 e sua aplicagdo para hidrolise de residuos agroindustriais,

sugere-se que para trabalhos futuros seja realizado:
- Realizacéo de pre-tratamentos dos residuos agroindustrias utilizados;

- Utilizacdo do pool de enzimas com celulases e xilanases e outras enzimas especificas

para hidrélise dos materiais lignocelulésicos;

- Variacdo de concentragfes enzimaticas para hidrdlise de materiais lignocelulésicos;
- Caracterizagdo dos substratos utilizados no estudo;

- Caracterizacdo genética da enzima utilizada no estudo;

- Desenvolvimento de estudos com outros tipos de residuos, como madeiras ou papeis

(fontes de celulose), por exemplo.
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