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RESUMO

O Penicillium echinulatum linhagem 9A02S1 ¢ um fungo filamentoso que apresenta um
sistema celulolitico com potencial para aplicagdo em processos de degradagao de materiais
lignocelulosicos para produgao de etanol. O crescente interesse nesse combustivel e a abundancia
de materiais lignocelulosicos que podem ser usados como matéria-prima fez aumentar o interesse
no estudo de celulases. Neste estudo, a linhagem 9A02S1 de Penicillium echinulatum fo1 cultivada
em cultivos submersos em frascos mantidos sob agitagdo reciproca, com variagoes quanto as fontes
de carbono. Além de crescimento, foram avaliadas as produgdes de celulases, pB-glicosidases e
xilanases e a expressao das enzimas através cle zimogramas em géis de poliacrilamida para
determinagdo da massa molecular. Observou-se que o crescimento micelial provocou a redugao do
pH do meio de cultivo, e que nao esta relacionado a produ¢ao de enzimas. A celulose apresentou-se
como indutora para todas as enzimas analisadas. A carboximetilcelulose mostrou-se uma eficiente
fonte de carbono para a produg¢ao de atividade sobre papel filtro, endoglicanases e xilanases, apesar
do baixo crescimento micelial. Celobiose, glicerol e glicose estimularam a producao de -
glicosidases. Uma banda de atividade endoglicaniasica de 74 kDa foi detectada nos zimogramas de
todos os caldos enzimaticas obtidos na presenca de diferentes fontes de carbono, sugerindo esta seja
uma enzima constitutiva. A expressao da p-glicosidase ocorreu ao final do cultivo (5° e 6° dias),
sendo que em todos os cultivos avaliados houve a expressao de uma banda de 220 kDa, indicando
tratar-se de uma enzima constitutiva. A expressao de outras bandas com diferentes massas
moleculares sugerem que diferentes genes, formas multimeéricas ou modifica¢des pds-traducionais

estao envolvidos no perfil destas enzimas em Penicillium echinulatum.

PALAVRAS-CHAVE

Penicillium echinulatum, fontes de carbono, celulases, endoglicanases, B-glicosidases, xilanases.
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ABSTRACT

The strain of Penicillium echinulatum 9A02S1 is a filamentous fungus that presents a
cellulolytic system with potential application in processes of degradation of lignocellulosic
materials for ethanol production. The growing interest in fuel and the abundance of lignocellulosic
materials that can be used as raw material has increased the interest in cellulases. In this study, the
strain P. echinulatum 9A02S1 was grown in submerged cultivation in agitated flasks in presence of
different carbon sources. In addition to growth, it was evaluated the production of cellulases, -
glucosidases and xylanases, and enzyme expression in activity polyacrylamide gels in order to
determinate the molecular mass. The mycelial growth decreased pH of the medium and this fact
was not related to enzyme production. The cellulose was an inducer for all the enzymes analyzed.
The carboximetilcellulose was found to be an efficient carbon source for production of filter paper
activity, endoglucanases and xylanases, despite the low mycelial growth. Cellobiose, glycerol and
glucose stimulated the production of B-glucosidases. An endoglucanase band of 74 kDa was
detected in zymograms of all enzyme broths obtained in the presence of different carbon sources,
suggesting it 1s a constitutive enzyme. The expression of B-glucosidase occurred at the end of
cultivation (5 and 6 days), and mn all medium that was evaluated was observed a 250 kDa band,
indicating that this is a constitutive enzyme. The expression of other bands with different molecular
mass suggest that different genes, multimeric forms or post-translational modifications are involved

in the expression of these enzymes in P. echinulatum.

KEYWORDS

Penicillium echinulatum, carbon sources, cellulases, endoglucanases, p-glucosidases, xylanases.



1. INTRODUCAO

E crescente o interesse internacional pelo desenvolvimento da tecnologia de hidrélise
enzimatica de lignocelulosicos para a produ¢do de etanol a partir da fermentacdo dos acgticares
liberados. O mercado mundial de etanol esta se expandindo como consequéncia da grande demanda
por combustiveis liquidos e de politicas ambientais de varios paises, nos quais recomenda-se a sua
adi¢ao a gasolina.

As mudancas climaticas mundiais geradas pelo efeito estufa — efeito causado pela libera¢ao
de gases no ar, principalmente pelo dioxido de carbono, em conseqiiéncia da utilizacao do petroleo,
do gas natural, do carvao e da destrui¢do das florestas tropicais — tém contribuido para que o etanol
torne-se uma alternativa aos combustiveis fosseis por se tratar de um combustivel produzido a partir
de matérias-primas renovaveis. Entretanto, a quantidade de etanol disponivel atualmente nao ¢
suficiente para atender a demanda mundial, o que podera estimular a substitui¢do de plantios de
culturas destinadas a producao de alimentos por culturas energéticas, como cana-de-acucar,
beterraba e milho, que sao empregados para a producao de agticares fermentesciveis.

O uso de residuos de biomassa lignoceluldsica apresenta uma perspectiva bastante
promissora para a produgao de etanol em larga escala. Entretanto, as tecnologias para produgao de
etanol a partir destes substratos ainda estdo em estudo a fim de tornar o processo economicamente
viavel. Esses estudos baseiam-se na hidrolise enzimatica de lignocelulosicos empregando celulases
e xilanases para a producdo de xaropes de glicose e xilose que, posteriormente possam ser
fermentados para a produgao de etanol e outros produtos biotecnologicos.

Visto que um grande gargalo para a tecnologia ¢ o custo de produ¢do das enzimas para
hidrolisar a biomassa lignocelulosica, no inicio desta década os Estados Unidos, através do

Departamento de Agricultura, investiram quase 30 milhdes de dolares na contratagao das empresas



Novozymes Latin America Ltda e da Genencor International para o desenvolvimento de complexos
enzimaticos mais eficientes e de baixo custo.

Ambas as empresas referem uma diminui¢ao do custo das celulases de US$ 5.40 por galao
de etanol para, aproximadamente, 20 centavos de dolar por galdo por meio de duas estratégias
principais que consistiram em melhorar a produgdo de celulases por modificagdes genéticas nas
linhagens e reducao do custo do meio de produgao.

Os organismos celuloliticos, como bactérias e fungos filamentosos, produzem um conjunto
de proteinas que hidrolisam sinergicamente a celulose em pequenos oligossacarideos e finalmente a
glicose. Devido a celulose ser a fonte de carbono organico mais abundante da Terra, os organismos
celuloliticos sdo muito importantes para a reciclagem do carbono na natureza.

Neste sentido, o crescente interesse na hidrolise de residuos lignoceluldsicos tem justificado
a prospeccdo e o estudo de novos microrganismos produtores de hidrolases. Entre os
microrganismos que apresentam um grande potencial para a produgao comercial de celulases para a
hidrolise da celulose encontra-se a linhagem mutante 9A02S1 de Penicillium echinulatum. Ja sao
conhecidas informacdes deste microrganismo quanto sua capacidade de hidrolisar papel filtro,
carboximetilcelulose e celobiose, tanto com preparados enzimaticos produzidos em cultivos
submersos em frascos mantidos sob agita¢ao reciproca, em bioreatores, assim como em cultivos em
estado solido. As enzimas também ja foram caracterizadas quanto aos 6timos de temperatura e pH e
estabilidade térmica. Entretanto, pouco € conhecido sobre o controle de expressao das celulases.

O objetivo geral do presente trabalho foi conhecer os efeitos de diferentes fontes de carbono
na secrecao de celulases e xilanases de P. echinulatum, linhagem 9A02S1, tendo como objetivos
especificos:

* avaliar a diferenca do crescimento micelial de P echinulatum 9A02S1 em cultivos

submersos formulados com diferentes fontes de carbono, em frascos mantidos sob agita¢ao



reciproca;

* relacionar os valores de pH com o crescimento micelial de P. echinulatum 9A02S1;

* avaliar proteinas soluveis totais e atividades de FPA (atividade em papel filtro),
endoglicanases, p-glicosidases e xilanases em solucoes enzimaticas de P. echinulatum 9A02S1;

* relacionar as atividades enzimaticas com o crescimento micelial de P echinulatum
9A02S1 crescidos em cultivos submersos com diferentes fontes de carbono, em frascos sob
agitacao reciproca;

* avaliar a quantidade de enzimas expressas em SDS-PAGE de solugdes enzimaticas de P
echinulatum 9A02S1;

* avaliar perfis de atividade de endoglicanases e B-glicosidases de solu¢des enzimaticas de

P. echinulatum 9A02S1, apos renaturacao de proteinas em gel desnaturante.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Energias renovaveis

A grande problematica das mudangas clirnaticas no planeta € o efeito estufa, causado por
gases poluentes do ar - principalmente o didoxido de carbono - em consequéncia da utilizagao dos
derivados do petroleo, gas natural, carvao e a destruicdo das florestas tropicais. A partir do
Protocolo de Kyoto, tratado internacional que prevé a diminui¢do nos niveis de poluicdo mundial,
varios paises se comprometeram a buscar solu¢des para o problema (Rigon ef al., 2007).

Diante dos desafios competitivos de reduzir a pobreza e mvestir em desenvolvimento, ¢
encorajador que as economias emergentes comprometeram-se a intervir na tendéncia de aumento
das emissdes de gases poluentes e que busquem vias de desenvolvimento para tanto. Essas agoes
devem reforgcar a coopera¢ao entre os paises desenvolvidos e as economias emergentes que
poderiam dar uma nova dinamica as negociacdes climaticas da ONU (WWE, 2010).

Com a crescente demanda mundial por energia e a limita¢ao dos recursos petroliferos ha um
aumento no interesse em combustiveis alternativos, especialmente os combustiveis liquidos
(Wyman, 2007; Lynd et al., 2008). O bioetanol obtido a partir da biomassa lignoceluldsica ¢ uma
das alternativas a ser considerada importante devido a adaptabilidade dos motores existentes a este
combustivel e porque este ¢ um combustivel mais “limpo”, com maior octanagem que a gasolina
(Wheals ef al., 1999; Grad, 2006).

Cada vez mais tem-se intensificado a busca por alternativas energética ao petroleo (Figura
1). O Brasil esta movendo-se em direcdo a independéncia energética através da expansao de fontes
de energia alternativas como hidroeletricidade, etanol e biodiesel. A producao de etanol proveniente

da cana-de-agucar ¢ sustentavel em termos financeiros e ambientais (Banco Mundial, 2008).
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Figura 1. Fontes de energia renovaveis (MAPA, 2006 - Elaborado por L. Gazzoni).

A dimensao do mercado brasileiro e as caracteristicas climaticas permitiram estabelecer uma
producao sistematica e competitiva de etanol a partir de cana-de-agucar e garantem o sucesso das
Iniciativas ao que se refere a energia oriunda da biomassa. O mercado externo ja esta em formacao.
Varios paises tém programas internos de producdo e uso de biocombustiveis, principalmente em
mistura com os combustiveis fosseis. O Brasil retine vantagens comparativas que lhe permite liderar
o mercado internacional de biocombustiveis ¢ promover ag¢des de promocao dos produtos
energéticos derivados da agroenergia (Figura 2), pois possui condigdes climaticas e uma
excepcional disponibilidade de terra e dgua para o desenvolvimento de programas que objetivam a
producao de biocombustiveis. Outro fator importante € a experiéncia na produgdo em larga escala,
distribuicao e consumo do etanol obtido da cana-de-agucar (Escobar ef al., 2009). A ampliacao das

exportagoes, além de gerar divisas, consolidara o setor e impulsionara o desenvolvimento do pais

(MAPA, 2006).
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Figura 2. Produtos energéticos derivados da agroenergia (MAPA, 2006).

A matriz energética brasileira ¢ uma das mais “limpas”. Estimativas da International Energy
Agency (IEA) indicam que 35,9% da energia produzida e fornecida no Brasil € de origem
renovavel, enquanto, no mundo em geral, esse valor ¢ de 13,5%. Nos Estados Unidos, ¢ de apenas
4,3%, e na Inglaterra, de 1,1% (MAPA, 2006).

O etanol pode ser obtido de diversas fontes de biomassa, sendo a cana-de-acticar a realidade
economica atual. Altos mvestimentos estdo sendo efetuados para viabilizar a produgao de etanol a
partir de celulose, sendo estimado que, em 2020, cerca de 30 bilhoes de litros de etanol poderiam
ser obtidos desta fonte, apenas nos EUA. O beneficio ambiental associado ao uso de etanol &
elevado, pois cerca de 2,3 toneladas de CO, deixam de ser emitidas para cada tonelada de etanol
combustivel utilizado, sem considerar outras emissoes, como o SO, (Gazzoni, 2006).

O combustivel derivado da biomassa tern sido foco de interesse em pesquisas por suas
vantagens sobre os combustiveis fosseis. A biomassa é renovavel, “limpa” e estd amplamente
disponivel (Xuan ef al., 2009).

Os residuos lignocelulosicos tém despertaclo interesse para a producao de bioetanol, pois nao

interfere na producdo de alimentos. Pesquisas recentes revelam que dejetos animais, esgoto



municipal, restos de frutas e papéis podem ser transformados em bioetanol por sacarificagdo e
fermentacao (Foyle ez al., 2007; Wilkins ef al., 2007; Lal, 2008).

Uma tonelada de cana-de-agucar produz &0 litros de etanol, sendo que um hectare de terra
produz cerca de 80 toneladas de cana-de-agticar, assim, podem ser produzidos cerca de 6000 litros
de etanol por hectare (Datagro, 2005). Segundo Carvalho (2005), para cada 80 litros de etanol
produzidos, 280 kg de bagaco de cana-de-agucar sao gerados. Assim, se o conteido de celulose
presente nesta quantidade de bagago fosse hidrolisado e fermentado seria possivel obter um
adicional de aproximadamente 56 litros de etanol, evidenciando a importancia da hidrolise deste

residuo para a producao de combustiveis.

2.2 Biomassa lignocelulodsica

A lignocelulose ¢ o principal componente da biomassa, incluindo cerca de metade do
material vegetal produzido pela fotossintese e que representa o mais abundante recurso organico
renovaveis. E constituida por trés tipos de polimeros, celulose, hemicelulose e lignina que estéo
fortemente interligados (Pérez ef al., 2002) (Figura 3). Esses trés componentes correspondem a 97-
99% da massa seca dos lignocelulosicos (Mosier ef al., 2005).

A lignina presente na parede celular constitui uma estrutura de suporte, impermeavel e
resistente ao ataque microbiano (Pérez er al., 2002). Trata-se de um heteropolimero amorfo de
elevada massa molecular, formado pela polimerizacao de unidades fendlicas e alcoois. Em fung¢ao
dessas propriedades, esse biopolimero ¢ de dificil degradacdo comparado a outros polissacarideos,
permanecendo nos solos como componentes recalcitrantes do humus (Silva & Gomes, 2004).
Estudos de degradacao da lignina sao de extrema importancia, pois ela permanece sempre associada
a celulose e a hemicelulose nos vegetais, dificultando o aproveitamento destes carboidratos. A
lignina € o segundo polimero mais abundante na Terra e apresenta uma estrutura molecular bastante

complexa, associando-se covalentemente com a hemicelulose, prevenindo o acesso de agentes



hidroliticos a celulose (Pérez et al., 2002).
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Figura 3. Estrutura lignocelulosica evidenciando a distribui¢ao da lignina, hemicelulose e
celulose em um tecido vegetal. Figura elaborada por Marli Camassola.

A hemicelulose € um polissacarideo de baixa massa molecular, compreendendo 30% a 40%
dos carboidratos totais das células vegetais, tendo como fun¢ao ligar as microfibrilas de celulose
(Coughlan & Hazlewood, 1993). E estruturalmente mais parecida com a celulose do que com a
lignina e é depositada na parede celular em um estagio anterior a lignificagao (Ramos, 2003).

Os componentes hemicelulésicos da parede celular vegetal incluem uma grande variedade
de polissacarideos com estruturas lineares e/ou ramificadas e geralmente sdo classificados de acordo
com o principal agucar presente na sua composicao (Beg ef al., 2001). A hemicelulose ¢ um
polimero de pentoses (xilose e arabinose), hexoses (manose, glicose e galactose) entre outros
acucares. As Xxilanas sdo as hemiceluloses mais abundantes e se constituem em
heteropolissacarideos formados por unidades de B-D-xilopiranose unidas por ligacdes do tipo B-1,4

e, ocasionalmente por ligagoes do tipo B-1,3. Além de xilose, a xilana pode conter arabinose, acido



glucuronico e o seu 4-o-metil-éter e acetil (Saha, 2003). Todos os monomeros da hemicelulose sao
unidos por ligacdes facilmente hidrolisaveis (Pérez er al., 2002).

A celulose € o principal componente das fibras vegetais e é encontrada ao longo de todo o
reino vegetal. Trata-se de um homopolissacarideo formado por unidades de B-glicopiranose (D-
glicose) unidas por ligagoes do tipo B-1,4. Cada residuo de glicose tem uma orientagcdo de 180° em
relacdo ao residuo adjacente, formando assim a celobiose, a subunidade repetitiva do polimero
(Figura 4). Cada microfibrila é sintetizada independentemente e contém entre 2.000 e 20.000
residuos de D-glicose. A extremidade da cadeia em que se encontra o residuo de glicose cujo
carbono anomérico nao esta livre € chamada extremidade redutora; a outra extremidade € chamada
nao redutora (Sandgren er al., 2005). As fibrilas sao unidas por pontes de hidrogénio tanto intra
como inter cadeias de celulose. Cada camada adjacente de celulose € ainda unida por forgas de van
der Waals que resulta em uma fibra compacta (Lynd ef al., 2002). Apesar de a molécula de celulose
ser hidrofilica, ¢ dificil que a agua penetre no interior da celulose cristalina a temperatura ambiente.
As regides de celulose cristalina - regiao mais compacta e de dificil degradag¢ao enzimatica - sao
separadas por regides de menor organizacao, denominadas amorfas (Figura 5). As regides de
celulose amorfa apresentam menor resisténcia aos ataques quimicos e biologicos, sendo, portanto,

pontos de degradagao (Fan ef al., 1980).
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Figura 4. Estrutura da celobiose e da ligagdo B-glicosidica na celulose (adaptado de
Sandgren, 2005).
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Figura 5. Estrutura da celulose indicando a regiao cristalina e amorfa (Dillon, 2004a).

2.3 Celulases

A conversao de materiais lignocelulosicos em agucares monomericos por meio da ag¢ao de
enzimas celuloliticas tem grande importancia, uma vez que os agucares podem servir como matéria-
prima em uma série de processos biotecnologicos. Nas ultimas décadas, as tecnologias baseadas na
atividade de celulases despertaram interesse em todo o mundo. Recentemente, a investigagdo para
encontrar substratos adequados para a produgao de enzimas celuloliticas para a obtencao de
biocombustiveis, tais como etanol de segunda geracgao, tem sido de particular interesse. O substrato
ideal deve ser de baixo custo, facilmente processado, disponivel em grandes quantidades e sua
composi¢ao deve ser adequada tanto para a producao de enzima celulolitica como para a hidrolise.
Producdo de celulases em vez da utilizacdo de enzimas comerciais pode melhorar a economia do
processo (Lawford & Rousseau, 2003).

As enzimas do complexo celulolitico sao hidrolases que clivam ligagdes glicosidicas, sendo
classificadas pela Enzyme Comission (EC) com a codificagdo 3.2.1.x, onde o valor de x varia com a
celulase avaliada (Henrissat, 1991).

A classificacao das celulases, de acordo com seu local de atuagao no substrato celulosico,

possibilita a organizacao de trés grandes grupos: (1) endoglicanases que clivam ligagoes internas da
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fibra celulosica; (2) exoglicanases que atuam na regido externa da celulose; e (3) B-glicosidases que
hidrolisam oligossacarideos soliveis em glicose (ILynd er al., 2002; Dillon, 2004a).

Endoglicanase, que esta classificada corno EC 3.2.1.4, possui como nome sistematico,
segundo a IUBMB — International Union of Biochemistry and Molecular Biology, 1,4-B-D-glucana-
4-glucano-hidrolase. E a enzima do complexo celulolitico responsavel por iniciar a hidrélise. Tal
enzima hidrolisa randomicamente as regides internas da estrutura amorfa da fibra celulosica,
liberando oligossacarideos de diversos graus de polimeriza¢do e, consequentemente, novos
terminais, sendo um redutor e um nao redutor (Lynd ef al, 2002). A endoglicanase ¢ a enzima
celulolitica responsavel pela rapida solubilizacdo do polimero celulosico (reducao do grau de
polimerizac¢do), devido a fragmentacdo da celulose em oligossacarideos (Kleman-Leyer ef al.,
1996).

O grupo das exoglicanases € constituido por celobiohidrolase e glucano-hidrolase. A
celobiohidrolase (EC 3.2.1.91) possui o nome sistematico 1,4-B-D-glucana-celobio-hidrolase.
Embora a ITUBMB defina a celobiohidrolase como catalisadora da hidrolise apenas dos terminais
nao-redutores da fibra celulosica e oligossacarideos com GP>3 em celobiose, ha relatos da agao
desta em terminais redutores por essa enzima (Lynd ef al., 2002; Miettinen-Oinonen, 2004).

A CBH ainda pode ser dividida em dois tipos: a enzima do tipo I (CBH I) que hidrolisa
terminais redutores, enquanto que a do tipo II (CBH II) hidrolisa terminais ndo redutores. As
exoglicanases geralmente sofrem inibicdo pelo seu produto de hidrolise (celobiose). A provavel
producao celulolitica constitutiva em Trichoderma sp, poderia estar associada a presenca de
celobiohidrolases I e II na superficie dos conidios do fungo, segundo testes imunologicos realizados
por Messner ef al. (1991). Assim, tais enzimas unidas aos conidios realizariam a degradacgao micial
da celulose, gerando indutores para a biossintese de celulases, o que poderia explicar a deteccao da

atividade celulolitica no meio contendo glicose 1% (m/v). Essa expressdo constitutiva tem sido
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1gualmente indicada por diversos autores mediante uso de anticorpos e analise de expressao génica

(El-Gogary et al., 1989; Henrique-Silva ef al., 1996).

O terceiro grupo de enzimas do complexo celulolitico engloba a B-glicosidase (EC 3.2.1.21).
A B-glicosidase tem a propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos soluveis (GP<7) em
glicose. (Lynd, ef al., 2002; Lynd & Zhang, 2002). Por nao atuar diretamente sobre a celulose, esta
enzima nao € considerada uma celulase por muitos autores. A baixa atividade de P-glicosidade
resultara no acimulo de celobiose que ¢ um inibidor da atividade de celobiohidrolase (Holtzapple
et al., 1990; Tolan & Foody, 1999). A celobiohidrolase, também apresenta a caracteristica de sofrer
nibigao por seu produto de hidrolise, a glicose.

Quando atuam conjuntamente, as enzimas do complexo celulolitico apresentam um
rendimento superior que a soma dos rendimentos individuais, efeito € conhecido como sinergismo.
Sao conhecidas pelo menos trés formas de sinergia entre as celulases: sinergia EnG-ExG - a
endoglicanase, atuando nas regides amorfas da fibra, disponibiliza terminais redutores e nao
redutores para atuacao de CBH I e CBH II, respectivamente; sinergia EXG-ExG - as CBH I e CBH
II atuam simultaneamente na hidrolise dos terminais redutores e nao redutores liberados por agao da
endoglicanase; sinergias ExG-BG e EnG-BG - como seus produtos de hidrélise, a celobiohidrolase
e a endoglicanase liberam celobiose e oligossacarideos, respectivamente, que sdo substratos para a
B-glicosidase (Bhat & Bhat, 1997, Lynd et al., 2002).

A Figura 6 ilustra a acao smergica entre exoglicanase, endoglicanase e B—glicosidase na

hidrolise da fibra celulosica.
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Figura 6. Sinergismo entre celobiohidrolases, endoglicanases e [-glicosidases para a
hidrolise da celulose pelo sistema celulolitico (Adaptado de Dillon, 2004a).

O complexo das celulases € atualmente o terceiro maior complexo enzimatico industrial em
todo o mundo em valor de mercado. Atualmente, celulases comerciais disponiveis sao produzidas,
em sua maioria a partir de fungos celuloliticos aerébios, como Hypocrea jecorina (Irichoderma
reesei) ou Humicola insolens (Schulein, 1998).

Comercialmente estas enzimas sao principalmente empregadas na industria textil e de
detergentes (Anish et al., 2007; Miettinen-Oinonen & Suominen, 2002). Na area téxtil, as celulases
sao utilizadas para desenvolver o aspecto de usado e desbotado (bioestonagem) em tecidos de
algodao tingidos com indigo e, também, para a retirada das regides de desorganizacao de
microfibrilas de celulose (“pilling”) e amaciamento dos tecidos. Como componentes de detergentes,
as celulases sao utilizadas para remover extremidades de microfibrilas que sao retiradas do tecido
juntamente com a sujeira e, ainda, proporcionam maior brilho aos tecidos. As celulases também
vém sendo utilizadas como aditivos na preparagao do malte de cerveja, em processos de extracao de

sucos, 0leos vegetais, pigmentos, alcaldides e amido, na preparagao de alimentos infantis, produtos
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dermatologicos e no tratamento de lixo organico (Kubicek er al., 1993).Na area de alimentacao
animal, sdo comercializadas como componentes de indutores de silagem e em ra¢do para aves e
suinos com a finalidade de aumentar a digestibilidade de alimentos ricos em fibras de celulose
(Dillon, 2004a). Porém, o seu maior potencial ainda nao foi explorado que € o seu emprego na
sacarificacao da celulose para a producao de etanol, pois o processo deve requerer altas quantidades

destas enzimas (Himmel ef al., 1999; Ymbo ef al., 2006; Gusakov ef al., 2007).

2.4 Microrganismos produtores de celulases

As celulases, assim como as demais enzimas extracelulares de hidrolise, sdo induzidas
quando ha a necessidade de serem secretadas pelos microrganismos para que estes crescam em
celulose (Kubicek er al., 1993). Grande parte da produgdo industrial de celulases ¢ realizada com o
emprego de alguns fungos filamentosos, os quais sao eficientes produtores de enzimas hidroliticas.
O microrganismo base para os estudos de producao de celulases foram linhagens provenientes do
Trichoderma reesei QM6a, as quais encontram-se entre as linhagens mais estudadas com relag¢ao ao
controle da expressdo génica. Atualmente € conhecido que em 7. reesei o processo de inducao
nicia-se devido a existéncia de celulases basais que sdo secretadas em pequenas quantidades e
localizam-se nas paredes de conidios e hifas. A a¢do destas enzimas na celulose mmsolivel permite a
liberacdo de celobiose e pequenos oligossacarideos que podem entrar na célula e desencadear o
processo de inducao (Henrique-Silva ef al., 1996).

A capacidade dos fungos filamentosos de crescer em substratos bastante simples e de baixo
custo, bem como sua capacidade de produzir uma ampla variedade de metabolitos comercialmente
interessantes tem atraido consideravel interesse para explora-los pela Biotecnologia. Hoje em dia,
os fungos filamentosos sao utilizados em Biotecnologia como fabricas celulares para uma ampla
gama de produtos. Diversos compostos organicos que vao desde simples acidos a complexos

metabolitos secundarios sdo produzidos para o uso em varios segmentos de mercado. Devido a sua



excepcional capacidade de expressar e secretar proteinas, os fungos filamentosos tornaram-se
indispensaveis para a produ¢dao de enzimas. Atualmente, enzimas nativas ou recombinantes sdo
produzidas principalmente por Aspergillus niger, Aspergillus oryzae e T. reesei e também outras
linhagens estao em desenvolvimento (Punt ef al., 2002).

O complexo enzimatico produzido pelo 7. reesei - que possui o sistema celulasico mais
estudado da literatura - € conhecido por apresentar baixa atividade de B-glicosidase e uma grande
quantidade de exoglicanases, que correspondem a cerca de 80% do total de proteinas secretadas por
este fungo (Teert, 1997). De acordo com Martins er al. (2005), o complexo enzimatico de P
echinulatum apresenta atividade de P-glicosidase: superior ao de T reesei. Este fato indica a sua
potencialidade em processos onde a sacarificagao total da celulose seja desejada, pois a manutencao
da celobiose em baixos niveis evita o efeito inibitorio destas sobre as celulases.

A co-cultura de 7. reesei e A. niger suplementada com lactose e acido lactobionico em
bioreator, levou a uma degradagao mais eficiente da celulose e produziu celulases em quantidades

mais significativas em comparagao as monoculturas destes fungos (Ahamed & Vermett, 2008).

2.5 Xilanases

As xilanases sdo produzidas por diversos organismos, tais como bactérias, algas, fungos,
protozoarios, gastropodes e artropodes. Fungos filamentosos produtores de xilanases sao
particularmente interessantes, uma vez que secretam maiores quantidades de enzima em relagao a
bactérias e leveduras. Ainda, as xilanases fiingicas sdo produzidas em associagdo a celulases
formando um complexo capaz de hidrolisar de forma mais eficiente substratos lignoceluldsicos (L
et al., 1999; Beg et al., 2001).

As xilanases (1.4-B-D-xilana xilanoidrolase, EC 3.2.1.8) constituem um grupo de enzimas
com aplicacdes industriais, particularmente na industria de alimentos e racdes, mas também sao

utilizadas nas industrias de papel (biobranqueamento). As formulagoes com xilanases para ragoes
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animais sao utilizadas, principalmente, para liberar nutrientes que nao foram degradados ou liberar
nutrientes que permaneceram bloqueados por fibras. Isto resulta em diminui¢do da viscosidade,
possibilitando uma utilizagdo mais eficiente do alimento (Xiong ef al., 2005). Também sao
utilizadas para melhorar a eficiéncia na produgao de silagens (Kulkarni ef al., 1999).

Na mdustria de papel, as xilanases sao empregadas em formulagoes livres de celulases para
hidrolisar a xilana presente na polpa e facilitar a extragdo da lignina. Ainda, a utilizacao destas
enzimas reduz o consumo de reagentes toxicos (cloro e peroxido de hidrogénio) requeridos no
processo de branqueamento da polpa (Madlala er al., 2001), além de possibilitar a obtencdo de um
papel com maior resisténcia (Damaso et al., 2002). No processamento de alimentos, as xilanases
sao empregadas na clarificacdo de sucos e vinhos, em processos de macera¢do de vegetais, na
extragdo de aromas e pigmentos, oleos vegetais e amido (Biely, 1985; McCleary, 1986; Bhat, 2000),
além de serem empregadas na mdustria de panificagdo para aumentar a qualidade dos produtos,
devido as melhorias mostradas na qualidade da massa de pao, deixando-a mais flexivel e permitindo

a obtencao de um produto com maior volume (Collins ef al., 2006).

2.6 Microrganismos produtores de xilanases

Uma variedade de microorganismos, incluindo bactérias, leveduras e fungos filamentosos,
foi relatada por produzir xilanase, sendo os melhores produtores os fungos (Haltrich e al., 1996).
Xilanases tém sido purificadas a partir de uma ampla variedade de microorganismos, como Bacillus
sp. (Sa-Pererra ef al., 2004), Trichoderma sp. (Xiong et al., 2004) e Streptomyces sp. (Wang et al.,
2003 Suchita er al., 2007). No entanto, xilanases sao produzidos principalmente por Aspergillus sp
e Trichoderma sp. em escala industrial. O Penicillium echinulatum também apresenta-se promissor

na producao de xilanases (Camassola & Dillon, 2007b; Camassola & Dillon, 2010).
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2.7 Penicillium echinulatum

O P. echinulatum (Figura 7) esta também entre os microrganismos com grande potencial
para a producao de celulases (Dillon ef al., 1992; Dillon er al, 2006). Mutantes selecionados sao
capazes de secretar celulases com atividade de papel filtro maior do que 2 ULmL™ quando
crescendo em meio contendo 1% de celulose como fonte de carbono, com valores superiores a
30U/massa fermentada seca em fermentagdo no estado solido, usando bagaco de cana-de-agucar
(Camassola & Dillon, 2007b; Camassola & Dillon, 2010). Adicionalmente, FPA e B-glicosidases de
P. echinulatum sao importantes para a hidrolise de celulose, pois apresentam estabilidade a 50°C e
55°C, respectivamente (Camassola ef al., 2004). A mmportancia do complexo enzimatico de P
echinulatum deve-se também ao fato deste apresentar uma proporc¢do equilibrada de FPA e j-

glicosidase, fato relevante para a hidrdlise da celulose (Martins ef al., 2008).

AccV Probe Mag WD
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Figura 7: Microscopia eletronica de varredura de micélio da linhagem 9A02S1 de
Penicillium echinulatum (Obtida por Marli Camassola).

2.8 Meios de cultivo: inducio e repressao

Segundo Suto & Tomita (2001), ha trés estados na regulacdo de celulases em fungos:
expressao a nivel basal, secrecao de celulases induzidas por mndutores e repressdo catabolica. Em

nivel basal de expressdo nem as proteinas ativadoras nem as repressoras catabdlicas afetam a
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regulacdo da transcricao das celulases. Acredita-se que a celulase expressa em nivel basal pode
ajudar os fungos a reconhecer a existéncia da celulose. Quando um indutor entra na célula ele
aciona a transcri¢ao do gene da celulase mediada por proteinas ativadoras e elementos de ativacao,
e com uma grande quantidade de celulase secretada ocorre a degradacdo de mais celulose para
oligossacarideos e glicose favorecendo o crescimento. Apos a degradacgao da celulose, uma grande
quantidade de glicose ¢ liberada o que causa a repressao catabdlica. A proteina repressora catabdlica
¢ diretamente responsavel pela regula¢ao negativa a nivel transcricional. A repressao catabolica vai
impedir o fungo de sintetizar uma quantidade excessiva de celulases em circunstancias em que ha
abundancia de fonte de carbono facilmente assimilavel.

Para a producdo de uma determinada enzima microbiana é de grande importancia a
formulacao de um meio efetivo que seja de baixo custo e que permita a manutengao e o crescimento
do microrganismo e a produgao de enzimas (Smits ef al., 1996). Assim, para que o crescimento
ocorra, € preciso que o microrganismo encontre os elementos basicos e indispensaveis para seu
metabolismo. Deste modo, elementos como carbono, nitrogénio, enxofre, fosforo, magnésio e
calcio, além de ferro, cobre, cobalto, zinco, manganés e molibdénio sdo todos requeridos pelos
microrganismos e devem estar presentes no meio (Smits et al., 1996).

Na formulagdo de um meio de cultivo para a producao de celulases, deve-se tentar evitar a
repressao catabolica — que resulta na nibi¢cao da sintese de enzimas — o que pode ser realizado pela
substituicdo de fontes facilmente metabolizaveis por carboidratos complexos, como a celulose
(Chahal, 1985). Sinteses de celulases podem ser induzidas por diversos oligo e dissacarideos
(Hrmova ef al., 1991; Magnelli & Forchiassin, 1999). Celulose e componentes celuldsicos presentes
nos residuos lignoceluldsicos sdo essenciais para a forma¢ao de RNAm de enzimas do complexo
celulolitico. A glicose, por outro lado, reprime a sintese de celulases pelo mecanismo de repressao

catabolica em nivel de transcri¢ao (Beguin, 1990; Fowler, 1993).
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As celulases sao enzimas induzidas e varias fontes de carbono vém sendo estudadas para
identificar os substratos de maior efeito indutor (Mandels & Reese, 1956; Mandels, 1975;
Muthuvelayudham er al., 2005). A celulose ¢ reconhecida como o melhor indutor do complexo
enzimatico das celulases, sendo a lactose e a soforose os outros indutores importantes (Mandels,
1975; Mandels et al., 1962; Harikrishna et al., 2000). Ryu & Mandels (1980) constataram que a
induc¢do do complexo enzimatico pela celulose, celobiose e lactose s6 é possivel quando estes
substratos estdo em alta concentra¢do no meio de cultivo. Aspergillus niger produz elevados indices
de atividade de B-glicosidase (Rashid ef al., 1997) que causa desglicosilagao de substratos e produz
gentiobiose, um forte indutor de celulases em Penicillium (Suto & Tomita, 2001).

A natureza do substrato ¢ muito importante para o crescimento do microrganismo
celulolitico, pois este pode constituir-se tanto em fonte de carbono como em fonte de energia.
Mandels & Weber (1969) estudaram a indugao de celulases em 7. viride, cultivando o fungo em
varios substratos. Estes autores observaram que fontes insoliveis de celulose, como Solka Floc®
(polpa de celulose), algodao e papel filtro, sdao todas indutoras de celulases, como também os
dissacaridios soluveis, lactose e celobiose.

Joglekar & Karanth (1984) verificaram que fontes naturais de celulose que sdo mais
econdomicas, como o algoddo e o bagaco de cevada, quando tratados com alcalis, aumentam a
capacidade indutora de celulases.

Fermentagoes para a produ¢ao de celulases podem alcangar maiores titulos com o aumento
na concentragdo de celulose até a concentracdo de 6% (m/v), quando o pH da fermentagdo ¢é
controlado (Sternberg & Dorval, 1979; Hendy et al., 1984).

Quando altas concentragoes de celulose sao requeridas, a viscosidade do meio aumenta,
gerando uma situacdo que dificulta a transferéncia de oxigénio, e a consequente diminuigcao do

crescimento. Para amenizar o problema, fontes soliveis que ndo desencadeiam repressao catabolica
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sao importantes. Nesta perspectiva, o meio formulado para 7. reesei CL-847 com 5% de lactose e
apenas 0,5% de Solka Floc® apresentou-se menos viscoso e com menores teores de solidos
insoliveis (EI-Hawary & Mostafa, 2001), assim como em 7. reesei MCG80 em culturas continuas
com o soro de leite, que induziu titulos de FPA de 1,29 ULmL" (Allen & Andreotti, 1982). Segundo
Sehnem er al. (2006), quando a lactose foi utilizada como unica fonte de carbono, ocorreram os
menores titulos enzimaticos, indicando que para P echinulatum a lactose apresenta reduzida
capacidade indutora para FPA. Diferente do que ocorre com FPA, o tratamento com 1% de lactose
apresentou os maiores titulos enzimaticos de B-glicosidases, a partir das 96 horas de processo,
sugerindo que a lactose € indutora desta enzima em P. echinulatum.

Com I. harzianum obteve-se atividade expressiva de celulases em cultivo contendo 1% de
CMC, a 28°C, pH 5.5 durante 120 horas (Ahmed ez al., 2009).

Meios de crescimento de 7. reesei, com concentragoes de glicose acima de 0,1%, inibem a
secrecao de celulases por repressao catabolica (Abrahao-Neto, 1995). No entanto, Domingues ef al.
(2001) verificaram que concentra¢ao de glicose entre 0,04% e 0,06% presentes no meio de cultivo,
sao suficientes para inibir as celulases, enquanto que Stwart & Leatherwood (1976) isolaram um
mutante de Cellulomonas spp. capaz de produzir celulases na presenca de 1% (m/v) de glicose.
Ainda, Alea ef al. (1991) isolaram o mutante de Cellulomonas sp. linhagem Iibc capaz de produzir
maiores atividades celuloliticas mesmo na presenga de altas concentragdes de glicose - 0,5% (m/v).

De acordo com Kulkarni ef al. (1999), a repressao causada por glicose ¢ um fendmeno normal
na biossintese de xilanases. Kadowaki er al. (1997) verificaram que o fungo Aspergillus tamarii
apresenta crescimento e produz altos niveis de xilanases em cultivos submersos, usando residuos
lignocelulosicos como substrato; porém, na presenga de xilose e de glicose, severa repressao
catabolica foi constatada. Botella er al. (2007) verificaram que a producao de xilanases por

Aspergillus awamori em estado sélido, empregando meio com engaco de videira suplementado com
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até 6% (m/v) de glicose, € favorecida, sendo que concentracdes superiores causaram repressao da
producao desta enzima.

Jorgensen et al. (2003), analisando o crescimento e a producao de enzimas em meios com
monossacarideos - glicose, frutose, manose, galactose, xilose e arabinose - em trés espécies de
Penicillium (P. pinophilum IBT 4186, P. persicinum IBT 13226 e P brasilianum IBT 20888),
verificaram que todas foram capazes de utilizar os monossacarideos, embora a metabolizacao da
arabimose tenha sido lenta. A glicose reprimiu a produ¢do de endoglicanases, endoxilanases e B-
xilosidases. Apds o consumo da glicose, os fungos comecaram a produzir B-glicosidase e
endoglicanases. A xilose nao causou repressao na producao de enzimas e induziu a producao de
endoxilanases e B-xilosidases.

O emprego de sorbitol como fonte de carbono nao causa repressao na secrecao de FPA e f3-
glicosidase, e, ainda, possibilita uma velocidade especifica de crescimento do fungo Penicillium
echinulatum maior nas primeiras horas, semelhante do observado para glicose (Dillon, 2004b).
Sorbitol e glicerol podem ser considerados fontes de carbono neutras em relacdo a expressao de
celulases em cultivo de T. reesei QM9414 (Ilmén ef al., 1997).

A repressdo catabdlica também pode ocorrer na presenca de celobiose. Zaldivar er al.
(2001) e Juhasz ef al. (2005) indicaram claramente que o complexo celulasico de 7. reesei €
deficiente em celobiases, o que causa acimulo da celobiose e posterior limitagdo da sintese e
atividade enzimatica pela repressao pelo produto. A mibi¢do competitiva pelo produto pode ser
minimizada pela adicdo de P—glicosidase. Essa suplementagcdo pode ser feita com a adicdo de
enzimas comerciais (Shen & Byers, 2007).

Takao er al. (1985) observaram que a combinacdo de celobiose-octaacetato (0,6% (m/v) e
Avicel (0,4% (m/v) apresentou efeito sinérgico na mdugdo de celulases em Penicillium

purpurogenum. Ainda, oligossacarideos derivados direta ou indiretamente da celulose, como a
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celobiose (Fritscher ef al., 1990; Ilmén ef al., 1997), provocam a expressao dos genes das celulases
em 7. reesei. Além disso, I. reesei cresce na presenca de alguns dissacarideos, tais como &-
celobiono-1,5-lactona, gentiobiose, lactose e xilobiose, que também induzem a expressao de genes
de celulases (Vaheri er al., 1979a; Durand erf al., 1988; Margolles-Clark er al., 1997). O
monossacarideo L-sorbose também ja foi relatado como indutor da expressao de celulases em 7.
reesei (Nogawa et al., 2001).

A utilizag¢do de glicerol como substrato para a produg¢ao de enzimas e o desenvolvimento de
novos produtos com valor agregado torna-se estratégico (Klepacova er al., 2003), uma vez que a
crescente producao de biodiesel - em todo o mundo e em especial no Brasil - deve levar a uma
producao de uma grande quantidade de glicerol no mercado. Para cada tonelada de oleo processada,
sao produzidos proximo de 100 kg de glicerol (Dasari ef al., 2005; Karinen & Krause, 2006). Como
conseqiiéncia desta ampla disponibilidade de glicerol o valor de mercado para este subproduto
tende a cair (Behr er al., 2008).
Varios fatores influenciam a produgdo enzimatica microbiana, incluindo-se o microrganismo, o
meio de cultivo e controle de parametros fisico-quimicos durante o processo. Diferentes parametros
fisicos influenciam a produ¢ado de enzimas sendo o pH um fator importante que afeta a producao de
celulases (Pardo & Forchiassin, 1999). O efeito do pH na producao de celulases foi observado em
Aspergilus niger, onde o pH otimo para produc¢ao de celulases foi de 5.5. Por outro lado o intervalo
de pH de 5,5 - 6,5 foi ideal para producao de B-glicosidases em Penicillium rubrum (Menon et al.,
1994). Eberhart ef al. (1977) relataram que a produgao e liberagao de celulases depende do pH do
meio. O pH entre 4,6 — 5,0 foi adequado para producao de CMCase, FPA e B-glicosidase com

Aspergillus ornatus e Trichoderma reesei AYCC-26921 (Mukhopadhyey & Nandi, 1999).

A maioria dos fungos filamentosos apresentam um decréscimo do pH no seu meio de cultivo

durante o crescimento em substratos contendo carboidratos, e apdés o esgotamento da fonte de
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carbono, um aumento nos valores de pH € observado (Bailey & Tahtiharju, 2003). O metabolismo
do fungo, ao crescer, altera o pH, seja pela absor¢ao de anion ou cation ou pela producdo de acidos
organicos ou amonia. Durante o cultivo o tamponamento ¢ dificil, pois os proprios tampdes podem
ser assimilados ou podem ser téxicos em quantidades que seriam necessarias para efetivo
tamponamento. Apenas em fermentadores, o pH pode ser mantido constante, automaticamente,
durante o crescimento do fungo. A concentracdo do ion hidrogénio em um meio pode afetar o
crescimento mdiretamente pelo seu efeito na disponibilidade de nutrientes ou diretamente pela sua
acao nas superficies celulares (Carlile & Watkinson, 1997).

A temperatura também apresenta influéncia na producdo e atuagdo das enzimas. A
temperatura para ensaio de atividades de celulases ¢ em geral entre 50-65°C para uma grande
variedade de microrganismos como, por exemplo, Thielavia terrestris-255, Mycelieophora fergussi-
246C, Aspergillus wentii, Penicillium rubrum, Aspergillus niger, Aspergillus ornatus e Neurospora
crassa (Steiner et al., 1993; Menon ef al., 1994; Rajendran ef al., 1994), enquanto a temperatura de
crescimento destes microrganismos encontra-se em 25 — 30°C (Macris ef al., 1989). Da mesma
forma, linhagens de Penicillium purpurogenum, Pleurotus florida e Pleurotus cornucopiae

apresentam maior crescimento a 28°C e atividade celulasica a 50°C (Steiner ef al., 1993).

Reese & Maguire (1969) sugeriram que o acréscimo do surfactante 7ween 80® no meio,
possibilita a obten¢ao de maiores titulos de celulases em linhagens de Trichoderma. Estes maiores
titulos enzimaticos podem estar relacionados ao aumento da permeabilidade da membrana celular,
permitindo rapida secrecdo de enzimas e consecuente maior sintese da enzima. Sternberg er al.
(1979) e Tangnu et al. (1981) também verificaram que o Tiveen 80® pode estar relacionado ao
aumento da permeabilidade da membrana celular.

Em estudos realizados com 7. viride por Lm ef al. (2006), empregando Tiwween 80® e o

biosurfactante Ramnolipid, foram verificados aumentos de 20 a 50% nas atividades de celulases em
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relacdo ao controle realizado sem adigao de surfactantes, durante a fase de pico de producao.

Romio & Dillon (2006), ao avaliar a produgao de celulases em P. echinulatum sob efeito de
0,1% (v/v) Tween 80® e 0,05% (v/v) polipropilenoglicol, verificaram que tratamentos com Tween
80® mostraram-se benéficos para FPA, com maiores atividades nos tratamentos com 0,15% (v/v)

do surfactante.

2.9 Expressao das celulases

Para o aumento da produgdo enzimatica, € necessario o uso de microrganismos com
modifica¢cdes nos controles de secrecdo de celulases, obtidos por melhoramento genético, e
processos de cultivo eficientes (Dillon, 2004a).

Os estudos de controle génico em 7. reesei foram inicialmente desencadeados com o
emprego da técnica de Northern blot ou de Slot blot em condigoes de indugdo ou de repressao
(Ilmén er al., 1997). A expressdo de genes para celulases também tem sido estudada por RT-PCR
por tratar-se de uma técnica com maior sensibilidade (Sun ef al., 2008).

Bem estudada encontra-se a regiao upstream do promotor para o gene cbh 1 de Trichoderma
(Torigoi ef al., 1996), Esta regiao pode sofrer a agido do produto do gene crel - que codifica para um
repressor catabolico Crel - quando o microrganismo cresce na presenca de glicose ou de outra fonte
de carbono que desencadeie rapido metabolismo (Ilmén ef al., 1996). Também foram identificados
sitios de reconhecimento para os produtos dos genes acel (Saloheimo ef al., 2000; Aro et al., 2001)
e do gene ace? (Aro et al., 2001) exercem atividades de inducdo de celulases. Estes autores
isolaram os genes e identificaram estes dois ativadores de transcricao que codificam para proteinas
que se ligam ao DNA. Genes homdlogos ao acel ja foram identificados em sequéncias expressas
em Aspergillus e Neurospora, indicando que esse gene também ocorre em outros fungos
filamentosos (Todd er al., 1998).

Recentemente, Sun er al. (2008) desenvolveram um estudo em Penicillium decumbens



mostrando que os principais genes para celulase cbhl, cbh2, egll, egl2 e bgll apresentam sintese
basal. Interessante que a comparacdo de duas endoglicanases mostrou que uma de 34 kDa tem
sintese basal, mas outra de 45 kDa fo1 apenas induizida e que estas duas enzimas sao codificadas por
diferentes genes.

Independente da natureza do indutor de celulases € consenso que a formacao de celulases ¢
regulada no nivel transcricional e acontece de forma coordenada. Na presen¢a do indutor celulose, o
gene de celobiohidrolase I (chhl) tem maior expressao, seguido por chh2, egl5 e egll (Schmoll &
Kubicek, 2003).

O T reesei secreta pelo menos seis tipos de endoglicanses (EGI, EGIL, EGIIL, EGIV, EGV e
EGVI) que diferem em massa molecular e ponto isoelétrico (Tabela 1). A EGI ¢ a endoglicanase
produzida em maior quantidade por este fungo, chegando a cerca de 5% do total de proteinas
liberadas no meio de cultura, enquanto a EGII chega a 0.5% e as endoglicanases restantes
apresentam-se como componentes minoritarios (Saloheimo ef al., 2002). No entanto, de acordo com
Martinez ef al. (2008) foram identificadas duas celobiohidrolases e oito endoglicanases em 7.
reesei, ja outros microrganismos, porém apresentam uma variedade maior de celulases como € o
caso do Magnaporthe grisea com cinco celobiohidrolases e vinte e cinco endoglicanases,
Phanerochaete chrysosporium com 8 celobiohidrolases e 19 endoglicanases, Aspergillus nidulans

com 4 celobiohidrolases e 14 endoglicanases entre: outros.
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Tabela 1. Propriedades das celulases produzidas pelo 7. reesei (adaptado de Miettinen-
Oinonen, 2004).

Massa molecular

Enzima Aminoacidos Ponto isoelétrico
(kDa)

EGI 437 50-55 4,6
EGII 397 48 5.5
EGIII 218 25 7.4
EGIV 326 37 ND
EGV 225 23 28-3
EGVI 838 75 - 105 4,1-43
CBHI 497 59 - 68 35-42
CBHII 447 50-58 5,1-6,3
BGLI 744 75 ND
BGLII 466 52 ND

ND —nao determinado

Dois tipos de celobiohidrolases (CBHI e CBHII) ja foram identificados no complexo
celulolitico secretado por 7. reesei (Teert, 1997). Estas exoglicanases sao produzidas em maior
quantidade do que as outras enzimas celuloliticas do complexo. A CBHI responde por cerca de 60%
do total de proteinas liberadas no meio de cultura, enquanto que a CBHII chega a 20% (Miettnen-
Oinonen, 2004). Neste mesmo fungo foram descritas duas B-glicosidases BGLI e BGLII, sendo que
essa ultima além de hidrolisar celobiose, também possui acao de transglicosilagao (Saloheimo et al.,
2002).

Rubmi ef al. (2009), desenvolveram estudo de clonagem, isolamento e caracterizacao de
cDNA de P. echinulatum 9A02S1 que codifica urna endoglicanase putativa. A analise da sequéncia

identificou 387 residuos de aminoacidos sugerindo que a proteina poderia ser classificada como
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uma endoglicanase pertencente a familia 5A glicosil hidrolase. As analises de similaridade
revelaram que ao nivel de aminoacidos EGL1 de P. echinulatum 9A02S1 apresenta de 48 a 60% de
identidade quando comparado com outras endoglicanases fliingicas. A enzima secretada por EGLI
de P. echinulatum apresentou alta atividade sobre ampla escala de pH (5 — 9) e temperatura otima de
60°C. Além disso, esta enzima mostrou maior terimoestabilidade a 70°C, onde cerca de 84% de sua
atividade de CMCase 1nicial foi mantida apos 1 hora de pré-incubagao. Foi demonstrado que EGLI1
hidrolisa CMC e MUC, sugerindo que esta enzima apresenta atividade de endoglicanase e
exoglicanase.

Diante deste contexto, a realizagdo desse trabalho se justifica pela contribuicao ao
conhecimento sobre a producgao de celulases e xilanases por P. echinulatum em cultivos submersos,
empregando diferentes fontes de carbono para sua caracterizagdo como indutores ou nao destas
enzimas. Além disso, a utilizagao destas enzimas na hidrolise de residuos lignocelulosicos constitui-
se em um importante acesso biotecnoldogico que contribui para tornar economicamente viavel a

producao de etanol de segunda geracdo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagem

Para a producdo de celulases foi utilizada a linhagem 9A02S1 de Penicillium echinulatum
(depositada no Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen - DSM 18942)
pertencente a cole¢do de microrganismos do Laboratorio de Enzimas e Biomassas do Instituto de
Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul, RS. Esta linhagem corresponde a um mutante
parcialmente desreprimido a glicose, obtido por mutagénese (Dillon ef al., 2006), a partir da 2HH,

1solada do trato intestinal do coledptero Anobium punctatum (Carrau et al., 1981).

3.2 Meios e condicoes de cultivo

3.2.1 Crescimento e manutencio da linhagem

A linhagem foi crescida e mantida em agar-celulose (C-agar), elaborado com 40% de
celulose intumescida, 10% de meio de sais (MS 10x) 0,2% proteose peptona (Oxoid L85), 1,8%
agar e 50% de agua destilada. A linhagem foi crescida em tubos inclinados por sete dias a 28°C até
a formacao de conidios e entao estocada a 4°C, conforme Dillon ef al. (20006).

A celulose intumescida foi elaborada com Celufloc E®, sendo a suspensdo mantida sob
agitagao reciproca a 180 rpm por 48 horas a 28°C e apds armazenada a 4°C por até um més. O meio
de sais foi elaborado baseado na formula¢cdo de Mandels & Reese (1956), composta em gramas por
litro: KH,POy4, 20; (NH4),SOs, 14; CO(NH;),, 3; MgS04-7H,0, 3; CaCl,, 3; dissolvidos em agua
destilada acrescido de 1 mL de solucdo de micronutrientes (2,5 g de FeSO4 7H,0; 0,78 g de

MnSO4-H,0:; 0,74 g de ZnSO4-7H,0: 1 g de CoCl, dissolvidos em 50 mL de agua destilada).

3.2.2 Cultivo para crescimento e producao de celulases e xilanases

O crescimento e a producdo de celulases e xilanases foram realizados em cultivos
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submersos, com duas repeticdes, onde variou-se as fontes de carbono: carboximetilcelulose,
celobiose, celulose, glicerol, glicose, sacarose e sorbitol. Foram utilizados frascos Erlenmeyer de
500 mL, contendo 100 mL do meio liquido (1 g de fonte de carbono; 0,1 g de Prodex®; 0,2 g de
proteose peptona; 0,1 mL de Tween 80; 10 mL de MS 10x e 90 mL de agua destilada). Os meios
foram autoclavados a 121°C, adicionados de 10 pL de solu¢do de ampicilina 1,8 mg.mL™’ e
tetraciclina 0,5 mg.mL" e inoculados com 1 mL de suspensao de conidios (1x10’ conidios.mL™),
sendo os frascos mantidos a 28°C e sob agita¢do reciproca a 180 rpm até o sexto dia. Foram
realizadas coletas a cada 12 horas para as analises, sendo o caldo enzimatico obtido da filtragdo da
suspensao em papel filtro, armazenado sob refrigeragcdo para testes posteriores apos a determinag¢ao

do pH.

3.3 Determinacao do crescimento fungico

A determinac¢do do crescimento micelial em meios contendo celulose foi realizada por meio
da dosagem de acidos nucléicos com curva de calibracao de micélio crescido em glicose como fonte
de carbono. Para tanto, 3 mL da amostra e 3 mL de acido perclorico 1 M foram misturados em um
tubo. Apos homogeneizacao, o tubo foi aquecido em banho a 100°C durante 20 minutos. Depois do
resfriamento, a amostra foi centrifugada a 9800 x g por 10 minutos (Lin ef al., 2000). Em seguida, 1
mL do extrato obtido foi acrescido a 2 mL do reativo de difenilamina juntamente com 2 gotas de
HCI1 concentrado, esta mistura foi aquecida em banho a 100°C por 10 minutos. Apos o resfriamento
das amostras a temperatura ambiente, foi realizada a leitura de absorbancia em espectrofotometro a
595 nm. As desoxirriboses livres de bases puricas geram grupamentos aldeidicos livres que por sua
vez, sofrem desidratag¢do, originando como produto aldeidos &-hidroxilevulinicos. Estes aldeidos
formados reagem com a difenilamina, gerando um produto de colora¢ao azul. Assim, a rea¢ao da

difenilamina caracteriza, indiretamente, a presenca de DNA (Petkowicz et al., 2007).
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Para os meios com fontes soliveis de carbono, a determinac¢ao do crescimento micelial fo1
realizada por gravimetria. O volume total do cultivo (100 mL) foi filtrado em papel filtro. Apoés

secagem em estufa a 80°C até peso constante.

3.4 Determinacio das proteinas soliveis totais

Para a determinacdo quantitativa das proteinas soluveis, foi utilizado o método de Bradford
(1976) com modificagdes — cuja solug¢ao para reacao foi constituida de 0,01% (m/v) de Coomassie
Brilliant Blue G250, 4,7% (v/v) de etanol e 8.5% (v/v) de acido fosforico, sendo o volume
completado com agua destilada e mantido ao abrigo da luz. Foi construida uma curva de calibracao,
utilizando-se solu¢des padrao de albumina bovina com concentracdes entre 2 e 30 pg.mL™. Para a
determinagdo das proteinas das amostras, a reacao foi realizada pela mistura de 10 pL. da amostra
diluida em 90 pL de 4gua destilada com 200 pL do reagente de Bradford. Transcorridos 10 minutos,

foi realizada leitura em espectrofotometro a 595 nm.
3.5 Dosagens enzimaticas

Foram realizadas dosagens para FPA, endoglicanases, B-glicosidases e xilanases.

3.5.1 Determinacao de FPA

Para a dosagem de celulases totais foi utilizada a analise de atividade enzimatica sobre papel
filtro (FPA), conforme Mandels ef al. (1976) adaptada.

O papel filtro € um substrato tradicionalmente utilizado em pesquisas de celulases. As fibras
de celulose que constituem o papel tém uma estrutura complexa e para sua hidrolise substancial €
necessario um sistema celuldsico constituido por celobiohidrolases e endoglicanases. O papel filtro
¢ recomendado pela Comissdo de Biotecnologia da ITUPAC para se avaliar a atividade celulasica

total de um sistema celulosico (Ghose, 1987; Medve et al., 1997).
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Utilizaram-se placas de polipropileno de 96 pocos (com volume individual de 1,5 mL). Em
cada poco da placa, foi adicionado 50 pL de solucdo enzimatica e 100 pL de tampao citrato de
sodio 0,05 M pH 4.8. A placa foi colocada em banho a 50°C, durante 10 minutos, com a finalidade
de elevar a temperatura do meio contendo a enzima e o tampao citrato de sodio até a temperatura

ideal de hidrolise dessa enzima.

Em seguida foram adicionados a cada pogo 5 mg de papel filtro (Whatman n°l) em tiras de
I cm x 0,6 cm, mantendo-os por 60 minutos em banho a 50°C. Em seguida, a reacdao foi
interrompida com a adi¢ao de 300 pL da solugao do reagente DNS - descrita por Miller (1959),
sendo composta por: acido 3,5-dmitrosalicilico (2,12 g), hidroxido de sodio (3,92 g), tartarato de
sodio e potassio (61,20 g), fenol (1,52 g), metabissulfito de sodio (1,66 g) e agua destilada (283,3

mL) - e a placa foi colocada em banho a 100°C, por 5 minutos.

Apos resfriamento em temperatura ambiente, foram adicionados 100 pL de amostra em
placa de poliestireno cristal de 96 pogos (com volume individual de 0,4 mL) e adicionado 200 pL
de agua destilada sendo a absorbancia medida em espectrofotometro para leitura de microplacas

SpectraMax 190 Molecular Devices a 545 nm.

As atividades sobre papel filtro presentes nas amostras foram determinadas através de curva
de calibracao construida com solugoes de glicose em tampao citrato de sodio 0,05M pH 4,8 com
concentragdes de 0, 0,2, 0.5, 1,0, 1,5 e 2,0 mg.:mL'l, por meio de regressao linear, utilizando o

programa Microsoft Office Excel 2007.

As unidades de FPA foram assumidas como a quantidade de enzima capaz de liberar 1uM de

acucar redutor por minuto (Miller, 1959).
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3.5.2 Determinacao de endoglicanases

A determinacdo da atividade de endoglicanases, segundo Ghose (1987) com modificagoes,
foi realizada empregando-se 2 pL da solugdo enzimatica e 48 pL de tampao citrato de sodio 0.05 M
pH 4.8 em cada pogo da placa de 96 pocos. A placa foi colocada em banho a 50°C, por 10 minutos,
a fim de elevar a temperatura do meio até a temperatura ideal de hidrdlise dessa enzima. Em
seguida, foram adicionados a cada pogo 50 pL de solucdo de carboximetilcelulose 2% - preparada
em tampao citrato de sodio 0,05M pH 4.8 acrescida de 0,1 mL de solucdo de azida sédica 0,5% -
previamente aquecida a 50°C, mantendo as placas por 30 minutos em banho a 50°C. Apos, a reagao
foi interrompida com a adi¢ao de 300 uL da solucao do reagente DNS e a placa foi colocada em
banho a 100°C, por 5 minutos.

A leitura, em espectrofotometro, ¢ a determinacdo da atividade de endoglicanases

procederam-se tal como para FPA.

As unidades de endoglicanases foram assumidas como a quantidade de enzima capaz de

liberar 1uM de agucar redutor por minuto (Miller, 1959).

3.5.3 Determinacao de B-glicosidases

Para a determina¢ao da atividade de B-glicosidases foram utilizados dois substratos: salicina
e p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pNPG). Para o primeiro, empregou-se a metodologia descrita
por Chahal (1985) com adaptagdes. De acordo com essa técnica, foram adicionados em pogos de
placa de 96 pocos, 10 pL de solugdo enzimatica e 40 pL de tampao citrato de sodio 0,05 M pH 4.8
sendo a placa colocada em banho a 50°C, por 10 mninutos, a fim de elevar a temperatura do meio até
a temperatura ideal de hidrolise dessa enzima. Em seguida, foram adicionados a cada pog¢o 50 pL da
solu¢do de salicina 1% - preparada em tampao citrato de sdédio 0,05M pH 4.8 acrescido de 0,1 mL
de solug¢ao de azida sodica 0,5% - previamente aquecida a 50°C, mantendo as placas em banho a

50°C, por 30 minutos. Apods, a reagao foi interrompida com a adigdo de 300 pL da solucdao do
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reagente DNS e a placa foi colocada em banho a 100°C, por 5 minutos. Apods o resfriamento em
temperatura ambiente fo1 realizada a leitura de absorbancia em espectrofotometro a 545 nm. A
determinacdo da atividade foi realizada tal como para FPA. As unidades de B-glicosidases foram
assumidas como a quantidade de enzima capaz de liberar 1pM de a¢uicar redutor por minuto
(Miller, 1959).

A determinacdo da atividade de [B-glicosidases também foi realizada empregando-se a
metodologia adaptada de Daroit ef al. (2008). Uma mistura reacional (100 pL) contendo 5 puL de
agua destilada, 5 puL de solucdo enzimatica e 90 pL de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pNPG 4
mM em tampao citrato de sodio 0,05M pH4.8) foi incubada a 50°C por 30 minutos, sendo
interrompida com a adi¢ao de 200 pL. de uma solucdo 10% de Na,COs;. A leitura das amostras foi
estimada espectrofotometricamente por leitura da absorbancia de p-nitrofenol a 405 nm.

Uma unidade de atividade de B-glicosidase utilizando-se como substrato o pNPG foi
definida como a quantidade de enzima requerida para a hidrolise de 1pM de p-nitrofenol por

minuto.

3.5.4 Determinacao de Xilanases

A determina¢do das atividades de xilanases foi realizada segundo Bailey ef al. (1992). Em
cada poco da placa de 96 pocos foram adicionados 10 pL de caldo enzimatico e 40 puL de tampao
citrato de sodio 0,05 M pH 4.8 juntamente com 50 pL de uma solucdo de xilana oat spelts 1% -
prepara em tampao citrato de sodio 0,05M pH 4,8 acrescido de 0,1 mL de solugdo de azida sodica
0,5% previamente aquecida a 50°C. A placa foi mantida em banho a 50°C por 5 minutos. A rea¢ao
foi interrompida adicionando-se 300 puL. de DNS e a placa fo1 mantida em banho a 100°C por 5
minutos.

Apos resfriamento em temperatura ambiente foram adicionados 100 pL de amostra em placa

de 96 pogos e adicionado 200 pL de agua destilada e a absorbancia foi medida em
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espectrofotometro a 545 nm.

As concentragdes de xilanases presentes nas amostras foram determinadas através de curva
de calibragdo construida com solugdes de xilose 0,01M em tampao citrato de sodio 0,05M pH 4.8
com concentragdes de 0, 10, 25, 50, 75 e 100 uL.mL"l, por meio de regressao linear, utilizando o
programa Microsoft Office Excel 2007.

Uma unidade de atividade de xilanase foi definida como a quantidade de enzima capaz de

liberar 1 pM de xilose por minuto.

3.6 SDS-PAGE de solucdes enzimaticas

Para a determina¢dao da massa molecular das celulases, foi realizada eletroforese nao
redutora em gel de poliacrilamida (8,5 cm x 7,5 cm x 0,1 ¢cm) contendo 0,1% de dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE), com 1,5 cm de gel de concentracao 12% e 6,0 cm de gel para separacao das
proteinas 4%, segundo metodologia descrita por Laemmli (1970). A corrida eletroforética foi
realizada a 200 V por aproximadamente 1 hora.

O tampao da amostra para proteina nativa possuia a seguinte composi¢ao: 2.5 mL de
glicerol; 2,0 mL de solugdo SDS 10%; 0.2 mL de solucao azul de bromofenol 0,5%, 1,25 mL de
tampao Tris-HCI pH 6.8 e 3,55 mL de agua destilada, e foi acrescentado a amostra até o volume
final de 25 pL, e apos, aplicado na canaleta do gel. Nao adicionado 2-mercaptoetanol.

Em microtubo de 2 mL, fo1 feita a precipitagdo das amostras com acetona gelada 1:2,
mantidos a -20°C por 15 min. Para o cultivo formulado com celulose utilizou-se 100 pL de caldo
enzimatico, para os cultivos formulados com CMC, glicerol, sacarose e sorbitol o volume de
amostra utilizada foi de 400 pL, ja para o meio contendo celobiose como fonte de carbono até a
coleta de 72 horas de cultivo utilizou-se 400 uL e apos 300 puL, enquanto que para o meio

formulado com glicose foram utilizados 400 pL até a coleta de 96 horas e apos 300 uL. Apos, as
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amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 9800 x g e o sobrenadante descartado (Blum er al.,
1987). O pellet foi solubilizado em 25 plL de tampao da amostra e aplicado na canaleta do gel.

Como marcador de massa molecular foi utilizado o marcador Precision Plus Protein™
Standars All Blue (Bio Rad). Para a corrida eletroforética, foi utilizada uma solugao tampao Tris-
glicina pH 8,3, composto de 30,3 g de Tris base; 144 g de glicina e 10 g de SDS, sendo o volume
completado para 1 L com agua destilada (Laemmli, 1970).

A corrida eletroforética foi realizada em cuba vertical Bio Rad Mini-Protean® Tetra System.

A revelacao das bandas do gel foi realizada com a incuba¢ao do gel durante 30 minutos em
uma solug¢do de 0,2% de Coomassie Brilliant Blue G 250, 50% de etanol e 10% de acido acético.
Apos o gel foi lavado com agua destilada e imerso em uma solucao de 50% de etanol e 10% de
acido acético por 30 minutos. Este processo foi realizado sob agitacdo de 60 rpm e repetido até que

bandas fossem visualizadas.

3.7 Zimogramas para celulases

3.7.1 Endoglicanases

A metodologia para a detecg¢do de atividade de endoglicanases em gel de poliacrilamida foi
baseada em Sun ef al. (2008). O gel de separagan 12% foi preparado com a adicao de solucao de
carboximetilcelulose 2% a fim de obter a concentracao final de 0.2% no gel.

Em microtubo de 2 mL, foi realizada a preparacao das amostras. Dos meios formulados com
celulose e CMC utilizou-se 5 pL. de amostra nas coletas de zero a 48 horas de cultivo, 3 puL. de
amostras para as coletas de 60 a 96 horas e 1 pul. para as demais amostras, sendo o volume final
completado para 25 pL. com tampao de amostra. Para os meios formulados com glicose, sacarose,
glicerol e sorbitol foram necessarias precipitagcdes das amostras com acetona gelada 1:2, a partir de

um volume de 100 pL, enquanto que para o cultivo formulado com celobiose o volume de amostra



36

precipitada foi de 30 plL, estas amostras foram mantidas a -20°C por 15 min. Apds, foram
centrifugadas por 10 min a 9800 x g e o sobrenadante descartado (Blum er al., 1987). O pellet fo1
solubilizado em 25 pL de tampao da amostra e aplicado na canaleta do gel. Procedeu-se a corrida
eletroforética tal como para proteinas totais.

Para a remocao do SDS e renaturagao das proteinas, o gel fo1 lavado durante 30 minutos em
solug¢ao 25% (v/v) de isopropanol em tampao citrato de sodio 0,05 M pH 4.8 e, apds, lavado por
mais 10 minutos no mesmo tampao, sendo ambos os processos realizados sob agitacdo de 60 rpm e
temperatura ambiente. Posteriormente, o gel foi incubado por 10 minutos a 40°C em tampao citrato
de sodio 0,05 M pH 4.8. O gel foi corado com solugao de 0,1% de vermelho congo durante 30
minutos e revelado com solucao de NaCl 1 M. As bandas claras no fundo vermelho indicaram a

degradacao da carboximetilcelulose.

3.7.2 B-glicosidases

Para a deteccdo de atividade de P-glicosidases em gel de poliacrilamida a metodologia foi
baseada em Schwarz er al. (1987). Os géis de separagao e de concentragao foram preparados assim
como para proteinas totais.

Em microtubo de 2 mL, fo1 feita a precipitacdo das amostras com acetona gelada 1:2,
mantidos a -20°C por 15 min. Para os cultivos formulados com celulose e celobiose utilizaram-se
100 pL de amostra, para os meios formulados com glicose, sacarose, glicerol e sorbitol foram
utilizados volumes de 200 pL, enquanto que para o cultivo formulado com CMC o volume de
amostra precipitada foi de 500 pL. Apods, as amostras foram centrifugadas por 10 mina 9800 x ge o
sobrenadante descartado (Blum er al., 1987). O pellet foi solubilizado em 25 pL de tampao da
amostra e aplicado na canaleta do gel. Procedeu-se a corrida eletroforética tal como para proteinas

totais.
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Para a remocao do SDS e renatura¢ao das proteinas, o gel fo1 lavado durante 30 minutos em
solugdo 25% (v/v) de isopropanol em tampao cifrato de sodio 0,05M pH 4.8 e, apos, lavado por
mais 10 minutos no mesmo tampao, o gel foi imerso em uma solug¢ao de esculina 0,2% em tampao
citrato de sodio 0,05 M pH 4,8, por 30 minutos, sendo os processos realizados sob agitacao de 60
rpm e temperatura ambiente. Em seguida, removeu-se o gel da solugdo. Para a revelagdo foi
utilizada uma solugao 1% de FeCls. Bandas escuras em um fundo claro sao indicativas da atividade

de B-glicosidase, sendo que os géis foram ser fotografados nos primeiros 15 minutos de reagao.

3.8 Analise estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o programa Graph Pad Prism. Os resultados foram

analisados pela variancia e pos-teste de Tukey para p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados das producoes de celulases, -
glicosidases e xilanases, em cultivos submersos (CS) realizados com a linhagem 9A02S1 de
Penicillium echinulatum, empregando diferentes fontes de carbono. Divididos em itens
especificos, sao apresentados os dados de crescimento micelial, determinacdo das proteinas
soliveis totais, atividades enzimaticas e variagiio do pH. Estes resultados foram analisados
conjuntamente com os dados de SDS-PAGE e zimogramas para a determinacdo da massa

molecular das enzimas presentes nos extratos.

4.1 Determinaciao da massa micelial de Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivo

submerso

Devido a celulose ser msoluvel, a determinacdo indireta do crescimento micelial foi
realizada a partir da dosagem de acidos nucléicos, com curva de calibracao com micélio crescido
em glicose (R = 0,986). Para os demais meios, suplementados com fontes de carbono soliveis,
determinou-se a massa micelial por meio de gravimetria. Entre as fontes de carbono utilizadas, a
celulose resultou em maior massa micelial, atingindo valores de até 14,54 gL, enquanto a
celobiose apresentou 6,13 g L™. A fonte que proporcionou o menor crescimento micelial foi a CMC
com apenas 1,5 g.L* (Figura 8).

O rendimento da biomassa (Yxs) foi de 0,15:; 0,61; 0,47; 0,56; 0,55; 0,44; 1,45 g.g'1 (massa
seca por fonte de carbono) para CMC, celobiose, glicose, glicerol, sacarose, sorbitol e celulose,
respectivamente. Jorgensen ef al. (2004) relatou um rendimento de biomassa (Yxs) de 0,5 g.g™ para
P. persicinum IBT 13226 e P. brasilianum IBT 20888 em glicose e xilose, estando de acordo com os

dados obtidos neste trabalho com glicose.



©
N
(o)

B ¥

r

EEea VA
5.4 [ N H\ B / 10

/1] }
Bk~ 3 -5 . B /

1ﬁ)p;oww
)
/
\
\
/

716) preowessgy

L
[w]

05
T 1 3 T L &\/ -
2 0 5 0.0
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144
Tenmpo (horas) Tempo (haras)
C- Celobicss D - Gicose
8 7 8 \ 5
A .6 1
7 ‘/ E 7 \ /\ / vl E
N lf\ 5 3, el / | ——1 3.
5 — / / o ‘E 5 L / / 12 'ﬁ_‘
N \ // 2 TN
3+ AN N 34 N 1 _a
5 /i b ~ . ._._.,‘// M )
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144 0O 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144
Tempo (horas) Tenpo (horas)
E- Gicad F- Sacacee
& e & 75
6 = I™_leo ﬁ 7 . T a
o ANNLE S AR 8
i ' g-al 45 &
3 va 30 - a0 &
/ Y 4 /( \
il X 15 /
2 B 1.5 2o
1 /‘ — 3 4 —
o=t | 00 oy = il 00
0O 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144 0O 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144
Termpo (haras) Termpo (haras)
G- Sartd
5
7- | &
& 3.
"‘/ \ / B, \ 3 E.
E 3
i NS
] AN .
24 l 0
0 12 24 36 48 60 7:2 84 96 108120132144
Tenmpo (horas)

Figura 8. Variacao do pH (e®) dos caldos enzimaticos de Penicillium echinulatum 9A02S1
em cultivos submersos utilizando 1% de fonte de carbono em frascos sob agita¢do reciproca,
comparando-se com o crescimento micelial (A). As determinagdes de crescimento em meios com
fontes soliveis foram realizadas por gravimetria. Para celulose, o crescimento micelial foi estimado
por medida de acidos nucléicos. As fontes de carbono empregadas estao mencionadas no grafico.
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As diferencas observadas no Yxs entre as diversas fontes de carbono utilizadas no meio de
cultivo podem ser devido as caracteristicas metabolicas particulars do P. echinulatum. Para a
celulose, a hidrolise das ligacdes glicosidicase resulta em maiores quantidade de substrato. Além
disso, algumas espécies de Penicillium podem produzir diferentes metabolitos que podem
mterferir no ¥xs. Um exemplo foi relatado por Petruccioli ef al. (1995). Esses autores relataram que
algumas espécies de Penicillium produzem glicose oxidase, que converte a glicose em acido
gluconico, e o Yxs abaixo de 0.1 g.g™.

O elevado Yxs observado no meio formmlado com celulose devido aos altos valores de
biomassa podem estar relacionado com as maiores quantidades de RNA presentes nos micélios
provenientes dos cultivos formulados com celulose. Como a determinacao de massa micelial para o
cultivo formulado com celulose foi determinada indiretamente por meio da dosagem de acido
nucléicos é possivel que a quantidade de RNA presente no micélio possa ter interferido, visto que a
curva padrao foi construida com quantidades conhecidas de micélio crescido em meio formulado
com glicose (fonte solivel de carbono). Sugere-se que nos cultivos formulados com celulose,
devido a presen¢a do substrato indutor, maiores quantidades de RNAm foram produzidas e
possivelmente maior nimero de ribossomos esteja presente no micélio para realizar a sintese das
enzimas. Existindo maior nimero de ribossomos, consequentemente, maior sera a concentracao de
RNAr. Estes fatores podem ter interferido na determinacao do crescimento, mas de qualquer forma,

os dados apresentados indicam claramente que houve crescimento na presenca do carboidrato.

4.2 Potencial hidrogenionico (pH) dos caldos enzimaticos

O pH inicial dos meios variou de 5,43 (glicerol) e 6,35 (sacarose) (Figura 8E e F). O pH dos
diferentes meios utilizados apresentaram varia¢ao semelhante a partir do terceiro dia de cultivo. O
meio formulado com glicose apresentou queda no pH ja no primeiro dia de cultivo, voltando a

elevar no terceiro dia. Diferente dos demais cultivos, o meio com CMC apresentou pequena queda e
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elevagao no valor do pH, chegando ao pH 8,37. O menor valor de pH foi para os meios com glicose
e celobiose, com valores proximos de 2,5.

Os perfis de pH apresentaram relacdo aos de crescimento (Figura 8), exceto para o meio
com CMC, desde que o pico de crescimento € inverso ao do pH, o que permite sugerir que o
aumento do metabolismo celular com a produ¢ao de biomassa proporciona a queda do pH, como ja
relatado por Sternberg & Dorval (1979), para Trichoderma reesei. A queda no pH pode ter sido
devido a producao de acidos organicos, como sugerido por Blandino et al. (2002) e Botella ef al.
(2007), durante a producao de enzimas pelo fungo Aspergillus awamori. Segundo esses autores,
quando a concentracdo de agucares redutores diminui, o pH aumenta, provavelmente devido a
assimilagdo de acidos organicos. Ja o meio forrnulado com CMC, resultou em um crescimento

pouco expressivo, e com a elevagao do pH do meio.

4.3 Determinacao das proteinas soliveis totais secretadas por Penicillium echinulatum

9A02S81 em cultivo submerso

Como esperado, a determina¢do das proteinas soliiveis totais nos caldos enzimaticos
produzidos pelo fungo apresentou uma maior concentra¢ao de proteinas no meio formulado com
celulose com picos de 45,95 + 1,44 mg. L' em 132 horas (Figura 9). Os valores elevados nas coletas
iniciais podem ser explicados pelo fato da celulose comercial utilizada ndo ser pura e conter
proteinas que sao degradadas e utilizadas pelo fungo. Para o meio formulado com CMC foram
verificadas concentragdes de proteinas totais em 84 horas, atingindo valores de 15,87 + 0,91 mg.L ™.
Enquanto o cultivo com celobiose apresentou dosagens de proteinas totais em torno de 5 mg.L™ em
72, 96 e 108 horas. Os demais cultivos apresentaram concentragdes protéicas menores que 5 mg.L™

durante todo o experimento.
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Figura 9. Concentra¢do das proteinas soliveis totais dosadas nos caldos enzimaticos

produzidos por Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos submersos utilizando 1% de fonte de

carbono como substrato. Os valores (médias) com a mesma letra para o mesmo dia ndo sao significantes pelo teste
de Tukey (p<0.05).

4.4 Atividades enzimaticas de celulases, [-glicosidases e xilanases por Penicillium

echinulatum 9A0281 em cultivo submerso

As atividades enzimaticas obtidas neste trabalho foram mferiores as detectadas para esta
mesma linhagem (Dillon et al. 2006; Camassola & Dillon, 2007a; Camassola & Dillon, 2009), além
de ter apresentado picos de atividades tardios. Estes resultados sao explicados devido a composi¢ao
do meio de cultivo, o qual ndo recebeu suplementacao de farelo de trigo.

4.4.1 Atividade sobre papel filtro

Em relacao a FPA (Figura 10) verificou-se que o cultivo formulado com celulose apresentou
as maiores atividades, atingindo titulos enzimaticos de 0,49 + 0,02 ULmL" em 132 horas. Valores

superiores de FPA ja foram observados por Cheng er al. (2009). Estes autores obtiveram atividades

maximas de FPA de 6,66 6,14 e 6,48 TU.mL™" em 90 horas para trés fusionantes de P. decumbens



JU-A10. No entanto estes valores nao podem ser comparados devido a condi¢oes dos meios, pois

neste houve suplementac¢ao de farelo de trigo, enquanto neste trabalho ndo houve tal suplementacao.
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Figura 10. Atividades sobre papel filtro (FPA) determinadas a partir de cultivos submersos
de Penicillium echinulatum 9A02S1 utilizando 1% de fonte de carbono, em frascos sob agita¢ao

reciproca. Os valores (médias) com a mesma letra para o mesmo dia ndo sio significantes pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Embora a CMC tenha apresentado efeito indutor para a expressao da atividade de FPA, essas
atividades foram menores em relacdo as obtidas em meio formulado com celulose, sendo que as
maiores dosagens enzimaticas foram 0,16 + 0,04 ULmL"' em 84 horas. O cultivo com celobiose
apresentou atividade de 0,095 + 0,03 ULmL? em 12 horas. Ja os demais cultivos realizados
empregando glicose, glicerol, sacarose e sorbitol apresentaram atividades enzimaticas muito
reduzidas, menores que 0,05 ULmL™ sugerindo que estas fontes de carbono nio apresentam efeito
indutor para a produ¢ao de FPA.

Ilmén er al. (1997) em estudo realizado com glicose, frutose e glicerol como fonte de

carbono, obtiveram niveis de producao de celulases insignificantes. Soforose induz a expressao de
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celulases quando associada a glicerol e sorbitol 5%. Ambos, podem ser considerados, para 7. reesei,
fontes de carbono neutras em rela¢ao a expressao de celulases. A glicose age como repressor da
sintese de celulases no nivel de transcricido em 7. reesei QM9414. Apos 45 horas, periodo de
defasagem da glicose, niveis de RNAm foram detectados por analise de Northern. Os meios

formulados com celobiose apresentaram niveis moderados de expressao de celulases.

O uso de celobiose como fonte de carbono para a expressao de celulases € controverso.
Celobiose tem sido considerado um fraco indutor em 7richoderma (Nisizawa ef al., 1971; Gong et
al., 1979; Gritzali & Brown, 1979; Fritscher e al., 1990; Royer & Nakas, 1990), mas também pode
exercer uma significante inducao como a celulose se o crescimento for mantido lento e o nivel de

celobiose for mantido baixo por alimentacdo no meio (Vaheri ef al., 1979b).

A incapacidade de provocar a expressao da celulase poderia ser explicada tanto pela falta de
um indutor que é consumido rapidamente, como pela presenca de peptona ou acimulo de glicose

(Kubicek, 1993).

Estudo realizado por Mandels & Reese (1956) mostrou a produgao de celulases por 7. viride
em glicose, celobiose, lactose e celulose. Celobiose trata-se de um importante produto da quebra da
celulose, porém ¢ um fraco indutor. A lactose ¢ um excelente mmdutor semelhante a celulose, o que
pode ser explicado pelo fato de sua estrutura ser semelhante a da celobiose. A lactose ¢ das fontes

soliveis a mais economica na producao de celulases por 7. reesei (Morikawa ef al., 1995).

4.4.2 Atividade de endoglicanases

Quanto a atividade de endoglicanases (Figura 11) verificou-se que o meio formulado com
celulose também apresentou as maiores atividades, atingindo titulos enzimaticos de 3,99 + 0,23

ULmL" em 108 horas. Tal como referido para FPA nio é possivel uma comparagdo de CMCases

com os dados da literatura, visto que as condi¢des e objetivos dos estudos sao diferentes, tal como



visto para Cheng ef al. (2009), onde trés fusionantes de P. decumbens JU-A10 apresentaram
atividades de 16,1; 15; 16,1, que foram muito maiores dos apresentados neste trabalho, mas foram
produzidos em meios com farelo de trigo e celulose.

O cultivo com CMC também apresentou atividade para endoglicanase com atividade de 2,16
+ 0,05 ULmL" em 84 horas. Até 72 horas o cultivo formulado com CMC apresentou as maiores
atividades, inclusive superior a celulose. Tal como para FPA, os demais meios apresentaram
atividades reduzidas de endoglicanase, sugerindo que as fontes de carbono utilizadas nao

apresentam efeito indutor.
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Figura 11. Atividade de endoglicanases de amostras de caldos enzimaticos produzidos por
Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos submersos, utilizando 1% de fonte de carbono, em

frascos mantidos sob agitacao reciproca. Os valores (médias) com a mesma letra para o mesmo dia nao sdo
significantes pelo teste de Tukey (p<0.05).

Para propésito de analise comparativa mais detalhada entre a relacdo da atividade

enzimatica e do crescimento, a Figura 12 apresenta a atividade de endoglicanases e o crescimento



46

micelial nos diferentes meios de cultivo, utilizados para P. echinulatum 9A02S1. Nos cultivos com
celulose (Figura 12A) e com CMC (Figura 12) o perfil de atividade enzimatica apresenta certa
semelhanca ao de crescimento micelial. Estes dados contrastam com os de outros autores relatando
a inexisténcia de relagdo entre crescimento filngico e a expressao de celulases para 7. reesei como

verificado anteriomente por Messner & Kubicek (1991) e Ilmén ef al. ( 1997).

No meio formulado com celobiose a atividade da enzima apresentou decréscimo a medida
que ocorreu o crescimento filngico, assim como quando foi utilizada sacarose no meio. A produg¢ao
de endoglicanases nos meios formulados com glicose, glicerol e sorbitol apresentou oscilagdes, nao
estando relacionado ao crescimento micelial. Estes dados estao de acordo com os dados obtidos por
Kalra er al. (1984) e Mandels & Reese (1960), onde sugerem que a expressao de celulases nao
ocorre em fontes de carbono que promovem um rapido crescimento como a glicose e o glicerol,
mas seria provocada em fontes mais complexas ou por dissacarideos como a celulose, celobiose e

lactose.

A Figura 13 apresenta os graficos das atividades endoglicanasicas e de perfil de pH dos
caldos enzimaticos dos diferentes meios de cultivo. Verifica-se que nos cultivos formulados com
celulose, glicose e sorbitol quando ocorreu queda do pH ocorreu um mcremento na produgao
enzimatica. No entanto, quando o pH voltou a elevar-se nao existiu relagdo com a atividade
enzimatica, que manteve-se constante até o final do cultivo. Ja nos cultivos formulados com CMC e
celobiose o aumento na producdo enzimatica acompanhou a elevacdo do pH. Nos demais cultivos

nao verificou-se relag¢ao entre as alteragoes do pH e a produgao endoglicanasica.
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Figura 12. Atividade de endoglicanases (m) de Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos
submersos mantidos sob agitacdo reciproca comparando-se com o crescimento micelial (A) nos
cultivos com diferentes fontes de carbono (1%). As fontes de carbono empregadas estao
mencionadas no grafico.
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Figura 13. Atividade de endoglicanases (m) de Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos
submersos mantidos sob agitagdo reciproca comparando-se com o pH (®) nos cultivos com
diferentes fontes de carbono (1%). As fontes de carbono empregadas estao mencionadas no grafico.
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4.4.3 Atividade de B-glicosidases

Em relacao as atividades de P-glicosidase (Figura 14) avaliada com salicina 1%, como
substrato, a maior producao aconteceu a partir de 108 horas de cultivo, onde o meio formulado com
celulose apresentou sua maior atividade de B-glicosidase com 0,202 + 0,06 ULmL™". Os meios que
apresentaram as maiores atividades para esta enzima foram os compostos por celobiose e glicose,
em 132 horas de cultivo, com 0,228 ULmL™ e 0,223 + 0,02 ULmL", respectivamente.

Tal como referido para FPA e endoglicanases ¢ dificil uma comparacdo com dados da
literatura, visto que condi¢des e propositos foram distintos. Estudo realizado por Martins et al.
(2008), comparando a produgdo enzimatica de P echinulatum com uma celulase comercial
produzida por T. reesei, revelou que o P. echinulatum apresenta 65,8% a mais de B-glicosidases do

que o 1 reesei.
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Figura 14. Atividade de B-glicosidases determinada empregando salicina como substrato, em
caldos enzimaticos de Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos submersos utilizando 1% de

fonte de carbono, em frascos mantidos sob agitagéio reciproca. Os valores (médias) com a mesma letra para
o mesmo dia nao sdo significantes pelo teste de Tukey (p<0.05).
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Quando o teste de P-glicosidase foi realizado utilizando como substrato o pNPG, os
resultados foram semelhantes ao teste realizado com salicina (Figura 15), apresentando um pico de
atividade enzimatica em 108 horas no meio formulado com celulose de 351,92 + 6,22 ULmL™.
Importante o fato de que no mesmo tempo de cultivo, sorbitol mostrou uma atividade enzimatica de
171,90 + 4,30 ULmL", sendo que ndo foi possivel detectar atividade desta enzima empregando
salicina, possivelmente sugerindo a existéncia de duas isoformas desta enzima, e sendo o substrato
pNPG mais sensivel a acdo enzimatica. O pico de atividade enzimatica de celobiose foi observado
em 132 horas de cultivo com valor de atividade de 270,77 + 13,65 ULmL™". O meio formulado com
glicose comecou a apresentar valores mais elevados para B-glicosidase desde 72 horas de cultivo
com um pico em 132 horas de 221,22 + 229 ULmL™". A reducdo das atividades observadas em 120
horas de cultivo podem ser explicadas pela adsor¢do da enzima ao substrato como relataram
Beldman er al. (1987) em estudos com 7. viride onde observaram que EG e CBH teriam sido

inativadas pela sua adsorcao ao substrato.
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Figura 15. Atividade de B-glicosidases determinada com pNPG como substrato em caldos
enzimaticos de Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos submersos utilizando 1% de fonte de

carbono, em frascos mantidos sob agita¢ao reciproca. Os valores (médias) com a mesma letra para o mesmo
dia ndo sdo significantes pelo teste de Tukey (p<0.05).
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4.4.4 Atividade de xilanases

Em relacao a atividade de xilanase (Figura 16) verificou-se que o cultivo formulado com
celulose apresentou atividade crescente a partir 48 horas de cultivo, atingindo titulos enzimaticos de
0,0126 ULmL™" em 132 horas. Embora a CMC tenha apresentado efeito indutor para a expressdo da
atividade de xilanase a partir de 24 horas de cultivo, essas atividades foram menores em relacdo as
obtidas em meio formulado com celulose, sendo que as maiores dosagens enzimaticas foram 0,0064
ULmL’ em 60 horas. O meio formulado com glicose também apresentou atividade constante a
partir de 24 horas de cultivo com pico de 0,0042ULmL™. Ja os demais cultivos realizados
empregando celobiose, glicerol, sacarose e sorbitol apresentaram atividades enzimaticas muito
reduzidas, sugerindo que estas fontes de carbono ndo apresentam efeito indutor para a producgao de
xilanases. Tal como para as outras atividades enzimaticas apresentadas anteriormente também nao
¢ possivel uma comparacdo com dados da literatura, visto que as condicdes e objetivos sao
distintos. Entretanto, valores equivalentes de xilanases foram verificados para P. janczewskii em
cultivos com glicose, sacarose e CMC, ficando em 0,03; 0,05 e 0,31 UmL™, respectivamente

(Terrasan et al., 2010).

As atividades reduzidas de xilanases observadas nos diferentes cultivos podem ter sido
devido a auséncia do substrato indutor (xilana). Embora a presen¢a de xilana ndo seja necessaria
para a ocorréncia de xilanase, visto que o cultivo com celulose também apresentou atividade. Os
valores encontrados para o meio formulado corn celulose podem ter influéncia da presenca de
xilana da celulose comercial utilizada.

Para T reesei, Olsson ef al. (2003) verificaram que este microrganismo apresentou elevadas
atividades de celulases e endoxilanases, sendo este efeito atribuido ao fato de que o regulador de
celulases Acell também afeta a regulacao da producao de xilanases. Assim, a presenca de celulose

pode ndo somente induzir a produgao de celulases, mas também, a de xilanases (Aro ef al., 2001).
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Figura 16. Atividade de xilanases de Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos
submersos utilizando 1% de fonte de carbono, em frascos mantidos sob agita¢dao reciproca. Os
valores (médias) com a mesma letra para o mesmo dia nio sdo significantes pelo teste de Tukey (p<0.05).

No presente trabalho, atividades celuloliticas e xilanoliticas foram detectadas mesmo no
meio formulado com glicose como fonte de carbono, resultado semelhante ao indicado por Seyis &
Aksoz (2005), no fungo T viride, indicando uma possivel produ¢ao constitutiva da xilanase. Outros
estudos associados a atividades xilanoliticas constitutivas em Trichoderma sp. (Mach et al., 1996;
Mach & Zeilinger, 2003), comprovaram que niveis basais de atividade xilanolitica corresponderiam
a atividade da xilanase xyn 2, cuja transcricdo nao estaria afetada pela presenca de glicose no meio

de cultura, mas que teria seus niveis de expressao aumentados na presen¢a de xilana, xilobiose e

soforose.

Os valores referentes aos picos de atividade enzimatica em cada meio, com respectivo
tempo de cultivo, estao apresentados na Tabela 2. Os picos de FPA nos diferentes meios de cultivo
apresentaram-se variaveis, sendo em celulose, CMC e sacarose a partir de 84 horas, e nos demais

meio até 36 horas. Semelhante a producao de FPA, atividade endoglicanasica apresentou seus picos



em diferentes tempos de coleta nos distintos meios de cultivo, tendo uma maior prevaléncia a partir
de 84 horas, como visto nos cultivos contendo celulose, CMC, glicerol e sorbitol como fonte de
carbono. Ja os cultivos formulados com celobiose, glicose e sacarose apresentaram picos de
atividade endoglicanasica em até 36 horas. Os picos de atividade de B-glicosidases, utilizando como
substrato o pNPG, nos diferentes meios de cultivo foram obtidos a partir de 108 horas de cultivo,
enquanto que utilizando salicina como substrato os picos de atividade oscilaram, porém mantendo-
se proximo ao final do cultivo, como nos meios contendo celulose, CMC, celobiose, glicose e
sorbitol. Mesmo sendo pouco expressiva frente aos substratos utilizados, a atividade de xilanases
apresentou seus picos entre o primeiro e segundo dia de cultivo na maioria dos meios utilizados,

com excecdo de celulose e sorbitol que apresentaram picos a partir de 108 horas.



Tabela 2: Picos de atividade enzimatica de FPA, endoglicanases, B-glicosidases e xilanases

Atividades enzimaticas (UL.mL™)

Fonte de B-glicosidases B-glicosidases
FPA Endoglicanases Xilanases
carbono (pPNPG)* (salicina)*
Celulose 0,493+0,023 3,99+0.23 351,92+6.224 0,202+0,06 0,01264:0.00036
(132h) (108h) (108h) (108h) (132h)
CMC 0,16210,04 2,1610,057 40,364+1.484 0,0690,0139 0,00644+0,00002
(84h) (84h) (120h) (96h) (60h)
Celobiose 0,095=0,032 0,359+0.,056 270,775%13,635 0,228+0,0009 0,0011+442¢-004
(12h) (12h) (132h) (132h) (60h)
Glicose 0,063+0.006 0,649+0,012 226,182+5.737 0,223 40,022 0,0042+0.0010
(24h) (36h) (144h) (132h) (24h)
Glicerol 0,023 +0,0023 0,512+0,012 78,827+5219 0,057+0,043 0,0025=0,00070
(144h) (132h) (120h) (36h) (24h)
Sacarose 0,04 00,006 0,339+0,049 51,447x0,747 0,078+0,024 0,00191+0
(24h) (36h) (120h) (48h) (60h)
Sorbitol 0,018+0,0021 0,514+0,019 171,909+4,03 0,00213=0,00033 0,0028+0.0019
(36h) (132h) (108h) (108h)

(108h)

* Substratos utilizados para a determinagdo das atividades enzimatica.



Estudo realizado por Ahmed et al. (2009) com Trichoderma harzianum, nas mesmas
condi¢oes de cultivo deste trabalho, comparou a producao de celulases em meios formulados com
1% de glicose, 1% de CMC e residuos vegetais. Foram verificadas atividades enzimaticas
relativamente mais elevadas no meio formulado com CMC e muito reduzidas em glicose. Neste
sentido, os autores sugerem que as endoglicanases sdo enzimas reprimidas por glicose e induzidas
por CMC.

Estudo realizado com Penicillium decumbens 144-2 crescido em meio suplementado com
2% glicose apresentou baixos niveis de atividade de FPA, celobiohidrolase, CMCase e B-
glicosidase. O mutante JU-A10 da cepa 144-2 produzm niveis significativamente maiores de
celulases com glicose e com farelo de trigo no meio. Ambas as linhagens produziram mais [-
glicosidase em meio com glicose ou farelo de trigo o que, de acordo com Sun ef a/. (2008) mostrou
que a sintese de P-glicosidase foi constitutiva, diferente do observado para endoglicanase e
celobiohidrolase.

Camassola & Dillon (2007a), em estudo sobre o efeito de metilxantinas na producao de
celulases por P. echinulatum, verificaram que diferentes concentracdes de cafeina e teofilina podem

aumentar a producao de FPA e pB-glicosidases tanto no parental 2HH como no mutante 9A02S1.

A Tabela 3 apresenta os valores das atividades especificas de FPA, endoglicanases, -
glicosidases e xilanases, bem como os valores dos rendimentos em biomassa dos diferentes cultivos
realizados. O meio de cultivo formulado com sorbitol apresentou as maiores atividades especificas
para as enzimas endoglicanases, [-glicosidades e xilanases, enquanto que para FPA, glicerol

apresentou a maior atividade especifica.



Tabela 3: Atividade especifica de FPA, endoglicanases, B-glicosidases e xilanases, e rendimento de biomassa.
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Atividade especifica

Fonte de carbono FPA Endoglicanases B-glicosidades B-glicosidades Xilanases Rendimento de
(ULmg™) (ULmg™) (PNPG)* (ULg")  (salicina)* (ULmg') ~ (ULmg")  biomassa (2.g")
Celulose 10,74 112,48 9,92 5,69 0,27 1,45
(132h) (108h) (108h) (108h) (132h) (72h)
CMC 10,21 136,19 5,09 4,64 0,53 0,15
(84h) (84h) (120h) (96h) (60h) (48h)
Celobiose 29,68 111,49 64,62 54,41 0,49 0,61
(12h) (12h) (132h) (132h) (60h) (84h)
Glicose 23,90 435,57 24,50 35,73 1,32 0,47
(24h) (36h) (144h) (132h) (24h) (48h)
Glicerol 35,93 64 115,92 85,07 3,52 0,56
(144h) (132h) (120h) (36h) (24h) (108h)
Sacarose 15,62 184,23 22,36 21,54 057 0,55
(24h) (36h) (120h) (48h) (60h) (72h)
Sorbitol 28,12 778,87 260,46 3,22 4,24 0,44
(36h) (132h) (108h) (108h) (108h) (96h)

* Substratos utilizados para a determinagdo das atividades enzimaticas.
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4.5 SDS-PAGE de caldos enzimaticos produzidos por Penicillium echinulatum 9A02S1

em cultivo submerso

A estimativa da massa molecular das celulases e de outras enzimas obtidas nos diferentes

cultivos foi realizada através de corrida eletroforética em gel de poliacrilamida na presenca de SDS,

e, posteriormente colora¢do das proteinas com Coomassie Brilliant Blue. As figuras foram

apresentadas em escala de cinza.

Foram adicionadas quantidades diferentes de volumes de caldo enzimatico para a melhor

visualizacdo das bandas de hidrolise nos géis de poliacrilamida. As quantidades de proteinas

utilizadas para a realizacao de SDS-PAGE encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Quantidades em pg de proteinas utilizada na realizacdo das eletroforeses em géis
de poliacrilamida, a partir do caldo enzimatico obtido dos diferentes meios de cultivo.

Quantidade de proteina correspondente ao volume utilizado em SDS-PAGE (ng)

Horas de Celulose CMC Celobiose  Glicose  Sacarose Glicerol  Sorbitol
coleta

0 1,427 1,646 1,906 1,605 1,507 0,281 0,276
12 1.311 1,880 1.291 2,505 1,648 0,282 0,275
24 0,896 1,445 0,812 1,100 1,027 0,285 0,272
36 0,877 1,629 0,510 0,598 0,739 0,270 0,259
48 0,224 3.842 0,848 1,823 1,449 0,263 0,273
60 0,235 4,790 0,891 0,900 1,324 0,268 0,292
i 0,331 4,653 0,492 3,196 0,867 0,266 0,328
84 0,642 6,347 0,199 1,938 0,384 0,308 0,305
96 1,087 5,875 0,377 3,051 0,914 0,254 0,268
108 3,548 3517 0,199 2,389 0,996 0,248 0,267
120 3,011 3,169 0,215 1,865 0,923 0,276 0,308
132 4,595 4,266 1,259 1,872 0,847 0,320 0,264
144 3,462 4,266 1,476 2071 1,115 0,258 0,326

A analise dos géis apresentou a presen¢a de multiplas bandas nas amostras dos caldos
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enzimaticos produzidos a partir das diferentes fontes de carbono utilizadas nos meios de cultivo,

indicando a presenca de diversas proteinas.

A analise do gel de proteinas totais obtido a partir do caldo enzimatico do P echinulatum
crescido em meio com celulose (Figura 17A), evidenciou a presenca de inimeras bandas. Verificou-
se que as bandas indicativas de proteinas de 212,31; 80,40; 60,79; 47,83 e 36,16 kDa estavam mais
acentuadas. A maioria destas bandas foram mais evidentes a partir de 72 horas do cultivo, dados que
corroboram com a dosagem de proteinas (Figura 9). O gel de proteinas totais obtido a partir do
caldo enzimatico precipitado proveniente do cultivo formulado com CMC, apresentou maior
producao enzimatica de 48 a 84 horas de cultivo, com intimeras bandas indicativas desta atividade,
evidenciando as bandas de 231,03; 64,41; 56,59; 43,67 e 29,61 kDa (Figura 17B). Ja o gel realizado
com as proteinas totais extraidas do cultivo formulado com celobiose (Figura 17C), permitiu a
visualiza¢ao de quatro bandas a partir de 72 horas de cultivo de 216,18; 81,82; 60,28 e 40,70 kDa.
Em meio formulado com glicose verifica-se quatro bandas ja em 60 horas de cultivo. Estas bandas
indicaram a presenc¢a de enzimas de 215,91; 77,57; 62,61 e 42,57 kDa (Figura 17D). Nas proteinas
produzidas em meio formulado com sacarose, foram verificadas bandas 210,41; 97,33 e 27,33 kDa
(Figura 17E).

Comparando com as figuras de SDS-PAGE descritas anteriormente no meio formulado com
glicerol, verificou-se que neste meio o maior nimero de proteinas distintas foram produzidas, sendo
possivel evidenciar bandas de 212,49; 80,58; 56,54; 45,31; 17,10 e 13,71 kDa e outras de baixa
massa molecular (Figura 17F). Na Figura 17G, referente ao cultivo contendo sorbitol como fonte de
carbono, verificou-se iniimeras bandas de proteinas sendo que as mais evidentes apresentam 117,92;
63,04 e 25,10 kDa.

Comparando os perfis de bandas obtidos nas eletroforeses em géis de poliacrilamida é

possivel verificar a constante presen¢a de proteinas com bandas em torno de 215, 80 e 62 kDa,
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independente da fonte de carbono utilizada como substrato. As amostras provenientes dos cultivos
produzidos com glicerol apresentaram a maior variagdo no perfil de bandas de proteinas quando
comparadas com os demais cultivos. Também neste meio, as bandas apresentaram-se mais definidas
que nos demais, sugerindo que na presenca de glicerol as proteinas secretadas sao menos

glicosiladas que nos meio formulados com as outras fontes de carbono testadas, onde foram

verificadas bandas difusas.
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Figura 17. Perfil das proteinas totais separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) extraidas e precipitadas a partir do caldo enzimatico de Penicillium echinulatum
9A02S1 em cultivos submersos, utilizando 1% de fonte de carbono. Os dados das quantidades de
proteinas aplicadas nos géis encontram-se na Tabela 4. As informacdes na parte superior das figuras

relacionam-se ao tempo de cultivo em horas. M - marcador de massa molecular. Na lateral direita encontram-se as
informacdes dos valores da massa molecular.
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4.6 Zimograma para atividade de endoglicanases de caldos enzimaticos produzidos por

Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos submersos

Para a determinacdo da atividade da enzima endoglicanase foram realizadas eletroforeses
com solucdes obtidas de caldos de cultivos tratadas com SDS e as proteinas corridas em gel de
poliacrilamida com SDS e CMC como substrato. Apos o gel foi lavado para retirada do SDS e
adicionado de solugdo 1% (m/v) de vermelho congo e revelagdo com solucao de NaCl IM. As

figuras, correspondentes as fotografias, sao apresentadas em escala de cinza.

Como observa-se na Figura 18, nas amostras obtidas do cultivo com celulose existem halos
nas posi¢des equivalentes a 232,77 e 71,30 kDa a partir de 60 horas de cultivo. Estas bandas
mantiveram-se até o fim do experimento (144 h). Em 72 horas, observa-se uma banda de atividade
de endoglicanase de 42,83 kDa, e a partir de 108 horas também evidenciam-se bandas de 58.61; 22
e 19,56 kDa. Ainda em 108 horas de cultivo € possivel perceber a atividade de endoglicanase na

posicao 48,18 kDa (Figura 18A).

A diminuicdo da intensidade de bandas poderia ser explicada pela perda da atividade
enzimatica decorrente da inativacdo enzimatica durante o cultivo, possivelmente pela agdo de
proteases ou da interacao das enzimas com inibidores.

A atividade endoglicanasica apresentada na Figura 18B corrobora a atividade detectada no
gel de atividade (Figura 18A). Verificou-se que o aparecimento de bandas ocorre a partir de 60
horas de cultivo, quando se da o inicio do aumento da produ¢do enzimatica. O gel apresentou
diversos halos de atividade na coleta de 108 horas de cultivo o que coincide com a maior producao

enzimatica visualizada no grafico da atividade de endoglicanase.
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Figura 18. Atividade de endoglicanases em gel e na mistura reacional do caldo enzimatico
produzido por Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos submersos, utilizando 1% de celulose
em frascos mantidos sob agitacdo reciproca. A — Perfil da atividade de proteinas separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) extraidas a partir de 5 pL do caldo enzimatico
de zero a 48 horas, 3 puL de 60 a 96 horas e 1 puL a partir de 108 horas de cultivo. As informagdes na

parte superior da figura relacionam-se ao tempo de cultivo em horas e a quantidade de proteina aplicada no gel em pg.
M — marcador de massa molecular. Na lateral direita encontram-se as informacées dos valores da massa molecular. B —

grafico da atividade endoglicanasica.

A atividade da enzima endoglicanase do caldo enzimatico produzido a partir do meio
formulado com CMC foi detectada a partir de 36 horas de cultivo, apresentando halos de hidrolise
nas posicoes de 234,73 e 134,97 kDa até o final do experimento (Figura 19A). Nas coletas de 36 a
96 horas de cultivo também foram evidenciada bandas de 74,75 e 69,41 kDa. Em 48 e 72 horas de

cultivo foram detectadas endoglicanases de 19,98 kDa.

O aumento na producdo de endoglicanases no meio formulado com CMC ocorreu a partir de
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36 horas de cultivo (Figura 19A e B). Apos um pico em 84 horas de cultivo, ocorreu o decréscimo
da atividade endoglicanasica, o que pode ser percebido no gel de atividade com a auséncia de

bandas de menores massas moleculares a partir desta coleta.
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Figura 19. Atividade de endoglicanases em gel e na mistura reacional do caldo enzimatico
produzido por Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos submersos, utilizando 1% de CMC em
frascos mantidos sob agitagdo reciproca. A — Perfil da atividade de proteinas separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) extraidas a partir de 5 pL do caldo enzimatico

de zero a 48 horas, 3 puL de 60 a 96 horas e 1 puL a partir de 108 horas de cultivo. As informagées na
parte superior da figura relacionam-se ao tempo de cultivo em horas e a quantidade de proteina aplicada no gel em pg.

M — marcador de massa molecular. Na lateral direita encontram-se as informacées dos valores da massa molecular. B —

grafico da atividade endoglicanasica.

No zimograma preparado com amostras provenientes do meio formulado com celobiose foi
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possivel verificar halos de atividade endoglicanasica a partir de 24 horas na posi¢ao de 75,87 kDa
(Figura 20A ). Também fo1 detectada atividade enzimatica em 84, 120, 132, 144 horas de cultivos,
estas de 244,71, kDa. A partir do grafico de atividade endoglicanasica para amostras formmuladas
com celobiose (Figura 20B), percebeu-se que a atividade ¢ detectavel apesar de ser muito reduzida,

sugerindo que na presenca de celobiose, apenas endoglicanases constitutivas tenham sido

detectadas.
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Figura 20. Atividade de endoglicanases em gel e na mistura reacional do caldo enzimatico
produzido por Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos submersos, utilizando 1% de celobiose
em frascos mantidos sob agitacdao reciproca. A — Perfil da atividade de proteinas separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) extraidas e precipitadas a partir de 30 pL do

caldo enzimatico. As informacdes na parte superior da figura relacionam-se ao tempo de cultivo em horas e a
quantidade de proteina aplicada no gel em png. M — marcador de massa molecular. Na lateral direita encontram-se as
informagdes dos valores da massa molecular. B — grafico da atividade endoglicanasica.
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A Tabela 5 apresenta as quantidades de proteinas aplicadas nos géis de poliacrilamida obtido
a partir dos cultivos com glicose, sacarose e sorbitol.
Tabela 5. Quantidades em g de proteinas utilizadas na realizagdo das eletroforeses em géis

de poliacrilamida, a partir do caldo enzimatico obtido dos cultivos formulados com glicose,
sacarose e sorbitol.

Horas de Quantidade de proteina
coleta corresponclente ao volume utilizado

em SDS-PAGE (ug)

glicose sacarose sorbitol

0 0,401 0,377 0,069
12 0,626 0,412 0,069
24 0,275 0,257 0,068
36 0,150 0,185 0,065
48 0,456 0,362 0,068
60 0,225 0,331 0,073
72 0,799 0217 0,082
84 0,484 0,096 0,076
96 0,763 0,228 0,067
108 0,796 0,249 0,067
120 0,622 0,231 0,077
132 0,624 0,212 0,066
144 0,924 0,279 0,082

O zimograma realizado com caldos enzimaticos produzidos em cultivos formulados com
glicose evidencia atividade enzimatica de endoglicanase a partir de 72 horas de cultivo com halos
de hidrolise na posi¢ao 214,91 kDa. Ainda foram detectadas bandas de 77,26 kDa em 48 e 60 horas
de cultivo. As bandas visualizadas nao de baixa intensidade devido a reduzida atividade enzimatica

detectada como visto na figura 11.

Sun ef al. (2008), em estudo realizado com Penicillium decumbens obteve zimogramas para

endoglicanase com quatro bandas a partir dos meios formulados com glicose e 10 bandas dos meios



com celulose, sendo que destas, quatro eram as mesmas do meio com glicose, significando que
tratam-se de enzimas basais. Concluiram também que endoglicanases de pequeno peso molecular

sa0 expressas mesmo na auséncia de indugdo.

O grafico da atividade endoglicanasica obtido a partir do caldo enzimatico do cultivo
contendo sacarose como fonte de carbono mostrou que esta fonte de carbono nao foi favoravel para
a producao desta enzima apresentando taxas muito reduzidas, assim como foi observado no gel de
atividade onde bandas de baixa intensidade de 70,13 e 78,83 kDa foram detectadas a partir de 84
horas de cultivo. Bandas de 77,23 kDa foram observadas no gel de atividade a partir do caldo

enzimatico formulado com sorbitol, porém a partir de 36 horas de cultivo.

Nos cultivos com glicerol foram verificadas bandas de atividade endoglicanasica de 240,20
e 76,80 kDa durante todo o experimento, e em 108, 132 e 144 horas, bandas com menores massas

moleculares foram observadas (48,01 e 40,80 kDa) (Figura 21A).

O grafico de atividade endoglicanasica para as amostras obtidas em cultivo com glicerol
(Figura 21B) apresentou constancia na producdo enzimatica sem pontos de maxima producdo

eXpressivos.

Os resultados observados nos zimogramas para endoglicanases das amostras provenientes de
cultivos com varia¢do na fonte de carbono dao indicios da presenca de endoglicanases constitutivas
ou basais, como o que ¢ indicado pela presenca constante de bandas e torno de 76 kDa. Estes dados
corroboram com Sun ef al., (2008) que relataram em estudo com P. decumbens a existéncia de uma
endoglicanase com 34 kDa com sintese basal. Ainda a deteccdo de bandas com menores massas
moleculares a0 mesmo tempo que ocorreu a redugao da intensidade de bandas de maiores massas
moleculares, especialmente observado no meio formulado com celulose, sugerem que as formas de

maior massas moleculares podem ser clivadas ou diferentes formas da enzima sdo expressas de
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acordo com as formas de celulose presentes no meio.
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Figura 21. Atividade de endoglicanases em gel e na mistura reacional do caldo enzimatico
produzido por Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos submersos, utilizando 1% de glicerol
em frascos mantidos sob agitacdo reciproca. A — Perfil da atividade de proteinas separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) extraidas e precipitadas a partir de 100 pL do
caldo enzimatico. As informacdes na parte superior da figura relacionam-se ao tempo de cultivo em horas e a
quantidade de proteina aplicada no gel em pg. M — marcador de massa molecular. Na lateral direita encontram-se as
informagdes dos valores da massa molecular. B — grafico da atividade endoglicanasica.

4.7 Zimograma para atividade de -glicosidases de caldos enzimaticos produzidos por

Penicillium echinularum 9A02S81 em cultivos submersos

Para determinar a massa molecular relativa das [-glicosidases, amostras precipitadas do caldo
enzimatico produzido pelo fungo P. echinulatum 9A02S1 nos diferentes meios de cultivo foram

submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS, e, apds lavagem os géis
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foram imersos em solucao de esculina e revelados com solu¢ao aquosa de cloreto férrico. As figuras
foram apresentadas em escala de cinza.
A analise dos géis mostrou que estas enzimas expressam-se mais tardiamente, apds a a¢dao das
celobiohidrolases e endoglicanases, e apresentam uma elevada massa molecular.
No meio suplementado com celulose, a expressao das B-glicosidases foi detectada em 108, 132 e
144 horas de cultivo com atividade intensa, apresentando bandas de 228,76 kDa (Figura 22A).

A Figura 22B apresenta o grafico da atividade enzimatica de B-glicosidases em cultivo
formulado com celulose, onde foi possivel comparar os pontos de maxima produgdo enzimatica

com os resultados obtidos no gel de atividade.
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Figura 22. Atividade de B-glicosidases em gel e na mistura reacional do caldo enzimatico
produzido por Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos submersos, utilizando 1% de celulose
em frascos mantidos sob agitacdo reciproca. A — Perfil da atividade de proteinas separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) extraidas e precipitadas a partir de 100 pL do

caldo enzimatico. As informacdes na parte superior da figura relacionam-se ao tempo de cultivo em horas e a
quantidade de proteina aplicada no gel em pg. M — marcador de massa molecular. Na lateral direita encontram-se as

informagdes dos valores da massa molecular. B — grafico da atividade (-glicosidasica do caldo enzimatico
sobre pPNPG.

A atividade enzimatica de [B-glicosidases para o meio formulado com CMC pode ser
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detectada a partir de 72 horas de cultivo, intensificando-se nos pontos finais da coleta. As bandas

apresentaram 215,77 kDa (Figura 23A).

Na Figura 23B € possivel verificar graficamente a atividade [B-glicosidasica dos caldos
enzimaticos dos cultivos contendo CMC como fonte de carbono, onde ocorreu um aumento
gradativo da producgdo desta enzima, apesar de pouco expressiva a partir de 48 horas de cultivo

chegando em 144 horas ao ponto de maxima produc¢ao enzimatica.
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Figura 23. Atividade de B-glicosidases em gel e na mistura reacional do caldo enzimatico
produzido por Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos submersos, utilizando 1% de CMC em
frascos mantidos sob agitagdo reciproca. A — Perfil da atividade de proteinas separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) extraidas e precipitadas a partir de 500 pL do

caldo enzimatico. As informacdes na parte superior da figura relacionam-se ao tempo de cultivo em horas e a
quantidade de proteina aplicada no gel em pg. M — marcador de massa molecular. Na lateral direita encontram-se as

informagdes dos valores da massa molecular. B — grafico da atividade (-glicosidasica do caldo enzimatico
sobre pNPG.

No meio formulado com celobiose (Figura 24A), a atividade de B-glicosidases fo1
evidenciada somente nos dois ultimos pontos de coleta (132 e 144 horas), assim como ¢ possivel
verificar no grafico da atividade enzimatica (Figura 24B). Este meio de cultivo permitiu a

visualizagao de duas isoformas com atividade de B-glicosidases de massas relativas de 212,25 e
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146,95 kDa. O aumento na quantidade de amostra precipitada nao alterou o resultado encontrado.
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Figura 24. Atividade de B-glicosidases em gel e na mistura reacional do caldo enzimatico
produzido por Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos submersos, utilizando 1% de celobiose
em frascos mantidos sob agitacdao reciproca. A — Perfil da atividade de proteinas separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) extraidas e precipitadas a partir de 100 pL do
caldo enzimatico. As informacdes na parte superior da figura relacionam-se ao tempo de cultivo em horas e a
quantidade de proteina aplicada no gel em pg. M — marcador de massa molecular. Na lateral direita encontram-se as

informagdes dos valores da massa molecular. B — grafico da atividade p-glicosidasica do caldo enzimatico
sobre pNPG.

O meio formulado com glicose apresentou atividade de B-glicosidases a partir de 72 horas
de cultivo (Figura 25A), apds o consumo da glicose pelo fungo, bem antecipadamente quando se

compara as outras fontes de carbono utilizadas com a mesma quantidade de caldo enzimatico

precipitado. As bandas apresentadas possuem 216,18 kDa.

O grafico da atividade enzimatica de B-glicosidases apresentado na Figura 25B apresenta o

aumento da produgao desta enzima a partir de 72 horas de cultivo assim como foi detectado no gel

de atividade.
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Figura 25. Atividade de B-glicosidases em gel e na mistura reacional do caldo enzimatico
produzido por Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos submersos, utilizando 1% de glicose
em frascos mantidos sob agita¢do reciproca. A — Perfil da atividade de proteinas separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) extraidas e precipitadas a partir de 200 uL do

caldo enzimatico. As informacdes na parte superior da figura relacionam-se ao tempo de cultivo em horas e a
quantidade de proteina aplicada no gel em pg. M — marcador de massa molecular. Na lateral direita encontram-se as

informagdes dos valores da massa molecular. B — grafico da atividade (-glicosidasica do caldo enzimatico
sobre pPNPG.

A atividade de B-glicosidases (Figura 26A), a partir da amostra precipitada do meio

formulado com sacarose, apresentou bandas de 222,30 kDa, sendo detectada em 96, 120 e 144

horas de cultivo, assim como € verificado no grafico de atividade desta enzima (Figura 26B).
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Figura 26. Atividade de B-glicosidases em gel e na mistura reacional do caldo enzimatico
produzido por Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos submersos, utilizando 1% de sacarose
em frascos mantidos sob agitacdo reciproca. A — Perfil da atividade de proteinas separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) extraidas e precipitadas a partir de 200 pL do

caldo enzimatico. As informacdes na parte superior da figura relacionam-se ao tempo de cultivo em horas e a
quantidade de proteina aplicada no gel em pg. M — marcador de massa molecular. Na lateral direita encontram-se as

informagdes dos valores da massa molecular. B — grafico da atividade (-glicosidasica do caldo enzimatico
sobre pPNPG.

Quando o substrato do meio de cultivo foi o glicerol, a atividade de B-glicosidases
evidenciou-se somente nos ultimos pontos de coleta (120, 132 e 144 horas). A banda visualizada em
144 horas possui 216,69 kDa (Figura 27A). Em 1220 e 132 horas foram visualizadas bandas menores
(150,22 kDa) que as encontradas nos demais meios de cultivo, sendo mais expressiva em 120 horas.

No grafico da atividade enzimatica fo1 verificada a maxima producao desta enzima em 120 horas de

cultivo (Figura 27B).
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Figura 27. Atividade de B-glicosidases em gel e na mistura reacional do caldo enzimatico
produzido por Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos submersos, utilizando 1% de glicerol
em frascos mantidos sob agitacdao reciproca. A — Perfil da atividade de proteinas separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) extraidas e precipitadas a partir de 200 pL do

caldo enzimatico. As informacdes na parte superior da figura relacionam-se ao tempo de cultivo em horas e a
quantidade de proteina aplicada no gel em pg. M — marcador de massa molecular. Na lateral direita encontram-se as

informagdes dos valores da massa molecular. B — grafico da atividade f-glicosidasica do caldo enzimatico
sobre pPNPG.

A partir do cultivo no qual foi utilizado sorbitol como substrato, pode-se observar a
atividade de B-glicosidases com bandas de 224,10 kDa, em 96, 108 e 132 horas de cultivo (Figura
28A), sendo que a banda com maior intensidade foi detectada em 108 horas, o que pode ser

comprovado com o grafico de atividade enzimatica, onde em 108 horas de cultivo obteve-se a

maxima producao desta enzima (Figura 28).
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Figura 28. Atividade de B-glicosidases em gel e na mistura reacional do caldo enzimatico
produzido por Penicillium echinulatum 9A02S1 em cultivos submersos, utilizando 1% de sorbitol
em frascos mantidos sob agitacdo reciproca. A — Perfil da atividade de proteinas separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) extraidas e precipitadas a partir de 200 pLL do

caldo enzimatico. As informacdes na parte superior da figura relacionam-se ao tempo de cultivo em horas e a
quantidade de proteina aplicada no gel em pg. M — marcador de massa molecular. Na lateral direita encontram-se as

informagdes dos valores da massa molecular. B — grafico da atividade (3-glicosidasica do caldo enzimatico
sobre pNPG.

A partir dos resultados encontrados nos zimogramas para os diferentes meios de cultivo, fica
evidente que a produgao de B-glicosidases se acentua no final do processo de fermentacao do fungo
P. echinulatum, o que corresponde ao quinto e sexto dias de cultivo. Nas condi¢cdes empregadas na
realizacdo deste experimento, independente da fonte de carbono utilizada para a produgao
enzimatica sempre foi expressa uma banda de B-glicosidase em torno de 220 kDa, o que ¢
indicativo de que esta trata-se de uma enzima que pode ser produzida mesmo na auséncia de
indutor, mas que pode ser aumentada quando o indutor esta presente. Os meios formulados com
celobiose e glicerol em que foram expressas enzimas de 146,95 kDa e 150,22 kDa, sugerem que

diferentes genes ou a existéncia de diferentes modificacdes pos-traducionais envolvidos na
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expressao desta enzima em P. echinulatum.

Os resultados dos ensaios descritos no presente trabalho indicam que ocorre secrecdo de
celulases, B-glicosidases e xilanases pela linhagem 9A02S1 de P. echinulatum, embora em niveis
muito distintos, em cultivos submersos, em meios formulados com celulose, carboximetilcelulose,

celobiose, glicose, glicerol, sacarose e sorbitol.

A celulose, seguido da carboximetilcelulose, como esperado, foram as fontes que resultaram

em maiores valores de atividade enzimatica.

Para evitar interferéncias nao utilizou-se os substratos complexos farelos de trigo ou soja, ja
descritos como aditivos para a secre¢ao de celulases em P. echinulatum (Dillon ef al., 2006). Esta
seria a explicacdo dos valores de atividades de celulases terem sido menores do que os encontrados
na literatura. Entretanto nao foi objetivo deste trabalho otimizar meios para a produgdo de enzimas.
Sabe-se que a incorporagao de residuos lignocelulosicos, como o bagago de cana-de-aclicar, em
meios para a producdo de enzimas, ajuda a reduzir os custos de producdao destes complexos
enzimaticos capazes de hidrolisar fontes lignocelulosicas para a formagao de xaropes fermentados,
contribuindo assim para a producdo viavel de etanol de segunda geragcdo (Camassola & Dillon,
2010). Os resultados obtidos no estudo realizado por Camassola & Dillon (2007b) estabelecem o
potencial do P echinulatum 9A02S1 para secrecao de FPA, endoglicanases, B-glicosidases e
xilanases em fermentacdo em estado solido, podendo substituir-se parcialmente o farelo de trigo por
bagago de cana-de-acucar.

Verificou-se a presen¢a de P—glicosidases com diferentes isoformas em estudos de géis de
atividade em cultivos com glicerol e celobiose, que por sua vez nao foram favoraveis para a

producao de celulases.

Salienta-se que no presente estudo constam os primeiros dados de atividade enzimatica em



gel de poliacrilamida para as enzimas produzidas por P. echinulatum, constituindo-se em um passo

importante para a realizacao de estudos de controle génico.
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5. CONCLUSOES

A analise dos dados obtidos neste trabalho a partir das condigdes avaliadas permite concluir

que:

- a linhagem 9A02S1 de Penicillium echinulatum cresce em cultivos submersos com diferentes
fontes de carbono (celulose, carboximetilcelulose, celobiose, glicose, sacarose, glicerol e sorbitol) e

apresenta atividade enzimatica sobre papel filtro (FPA), endoglicanases, B-glicosidases e xilanases;

- 0 meio formulado com celulose produziu um caldo enzimatico que apresentou as maiores

atividades para todas as enzimas analisadas;

-celobiose, glicose, glicerol, sacarose e sorbitol nao apresentaram efeito indutor para a produgao

de FPA, endoglicanases ¢ xilanases;

- apesar do menor crescimento micelial apresentado no meio formulado com CMC, o caldo
enzimatico apresentou atividades relativamente elevadas de FPA, endoglicanases e xilanases,

quando comparado com as demais fontes de carbono utilizadas, exceto a celulose;

- a queda do pH do caldo enzimatico correlacionou-se com o aumento da massa flingica, exceto

para o meio formulado com CMC;

- B-glicosidases foram detectadas somente ao final do cultivo, com maiores atividades no meio

com celulose, seguido por celobiose e glicose;

- os zimogramas para atividade de endoglicanases indicaram que esta enzima ¢ minimamente

secretada quando utilizado celobiose, glicose, sacarose e sorbitol como fonte de carbono;

- as multiplas 1soformas (6) detectadas no gel de atividade para endoglicanases a partir de 108
horas de cultivo nos meios contendo celulose e glicerol, sugerem a expressao de diferentes genes ou

de modificag¢des pos-traducionais;



(i}

- os zimogramas de atividade de P—glicosidases em todos os cultivos apresentaram bandas a
partir de 108 horas, com a ocorréncia constante de uma banda em torno de 220 kDa, enquanto que

nos meios contendo celobiose e glicerol observaram-se 2 bandas de atividade.

- os dados obtidos neste trabalho contribuem para ampliar o conhecimento sobre a fisiologia da
producao de celulases e xilanases de P echinulatum, e, ao mesmo tempo, possibilitam o

planejamento de agdes para otimiza¢ao de processos de producao destas enzimas.
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6. PERSPECTIVAS

Diante aos resultados obtidos torna-se necessario, para ampliar os conhecimentos em relagao

a expressao de enzimas do complexo celulasico e xilanasico:

- avaliar os perfis eletroforéticos de celobiohidrolases e xilanases;

- verificar o efeito de outras fontes de carbono tais como soforose, sorbose e gentiobiose para
avalia¢do da producdo enzimatica;

- avaliar a produgao de enzimas com misturas de fontes de carbono;

- sequenciar as proteinas a fim de verificar se as formas de menor massa molecular sao oriundas de

formas de maiores massas moleculares, especialmente no caso das endoglicanases.
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