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RESUMO

As celulases e as xilanases sdo enzimas que hidrolisam a celulose e a xilana, respectivamente,
contidas nos residuos lignocelulésicos. A possibilidade de aplicar estas enzimas na produgdo de
etanol vem sendo objeto de diversos estudos. No entanto, ainda ndo hd uma tecnologia
economicamente vidvel para a producdo deste biocombustivel a partir da biomassa
lignocelulésica. Entre os microrganismos que apresentam altos titulos para estas enzimas,
incluem-se linhagens de Penicillium echinulatum; porém, ainda faltam dados de sua fisiologia e
estudos da producdo de enzimas em biorreator. Neste trabalho, empregou-se a linhagem mutante
celulolitica desreprimida S1M29 de P. echinulatum e o meio de cultivo foi composto por
celulose, sacarose, solucdo de sais, Tween 80®, farelo trigo e farelo de soja. Avaliou-se o efeito de
diferentes temperaturas e pHs na producdo das enzimas. O efeito da concentracdo da celulose
sobre as atividades enzimaticas foi avaliada em regime descontinuo (RD) e regime descontinuo
alimentado (RDA). Verificou-se que a temperatura mais apropriada para a producdo de celulases
e xilanases € de 28°C e dentre os valores de pHs avaliados, o pH 6,0 apresentou a maior producéo
das enzimas. O aumento da concentracdo da celulose no RD proporcionou maiores atividades
para endoglicanases, porém o mesmo ndo foi obtido para xilanases. Para FPA (Filter Paper
Activity), aumentos proporcionais nas atividades foram obtidos somente com concentracGes de
até 3% de celulose em RD, condigdo que também proporcionou as maiores atividades de -
glicosidases. O RDA incrementou as atividades de FPA, endoglicanases e xilanases, mas néo de
B-glicosidases. Estes resultados contribuem para a otimizacdo de processos e para a producao
econdmica de enzimas por P. echinulatum, visando o desenvolvimento de tecnologias
economicamente viaveis para producdo de etanol a partir de materiais lignocelul6ésicos.

Palavras-chave: celulases, xilanases, biorreator, Penicillium echinulatum.
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ABSTRACT

Cellulases and xylanases are enzymes that hydrolyze cellulose and xylan respectively, which are
found in lignocellulosic residues. Although the applicability of these enzymes in the ethanol
production has been the subject of several studies, an economically viable technology for the
production of biofuel from lignocellulosic biomass is currently not available. Strains of
Penicillium echinulatum are among the microorganisms that have high titers of these enzymes.
However, data related to physiology and enzyme production in bioreactor for such strains are still
missing. A cellulolytic mutant strain of P. echinulatum S1M29 and a culture medium composed
of cellulose, sucrose, salt solution, Tween 80®, wheat bran and soybean meal were used in this
study. The effect of different temperatures and pHs during the enzymes production was
evaluated. The effect of cellulose concentration in the enzymatic activity was evaluated in batch
cultivation (BC) and fed-batch cultivation (FBC). It was found that the appropriate temperature
for the production of cellulases and xylanases is 28°C, while the higher enzyme production
occurred at pH 6.0. The high cellulose concentration in BC provided the greatest activities for
endoglicanases, but the same result was not obtained for xylanases. For Filter Paper Activity
(FPA), proportional increases in activity were obtained only with concentrations up to 3% of
cellulose in BC, which is also linked to the highest activities for B-glucosidases. FBC increased
the activities of FPA, endoglucanases and Xxylanases, but it did not increase the B-glucosidases
activities. Such results contribute towards the optimization of enzyme production using P.
echinulatum and the development of economically viable technologies for the production of
ethanol from lignocellulosic materials.

Keywords: cellulases, xylanases, bioreactor, Penicillium echinulatum.



1 INTRODUCAO

As celulases e xilanases constituem complexos enzimaticos, produzidos e excretados
principalmente por fungos e bactérias. Atualmente, hd um grande interesse industrial nestas
enzimas, devido a suas amplas aplicagdes na alimentacdo humana e animal, na industria téxtil
e nas industrias de polpa e papel. Entretanto, a principal aplicacdo potencial dessas enzimas €
na hidrolise da celulose e da xilana, que estdo disponiveis em grandes quantidades nos
residuos lignocelulésicos da agricultura e nos residuos solidos urbanos e industriais. Os
xaropes de glicose e xilose, obtidos a partir da hidrolise da biomassa lignocelulosica,
poderiam ser utilizados para diferentes fins biotecnoldgicos, destacando-se a producdo de
etanol.

A possibilidade de substituir a gasolina em motores de combustdo interna tem
apontado o etanol como solucdo viavel para atender a atual demanda energética e reduzir a
emissdo dos gases causadores do efeito estufa, visto que os carbonos do etanol sdo de origem
fotossintética. Atualmente, as principais culturas utilizadas para a producéo de etanol, como a
cana-de-acgucar e o milho, competem com a producéo de alimentos.

Neste contexto, a biomassa lignocelulésica apresenta enorme potencial para contribuir
com esta tecnologia, devido a grande disponibilidade e baixo custo deste tipo de matéria-
prima. A producdo do etanol a partir dos residuos lignocelulésicos pode aumentar
consideravelmente a producdo do combustivel, sem aumentar a area cultivada. Além disso, a
producdo do etanol a partir dos residuos lignocelul6sicos poderia ser centralizada em diversas
regides do pais, diminuindo os gastos com o transporte para a distribuicdo desse combustivel.
Porém, o alto custo de producdo do complexo enzimatico e a necessidade de pré-tratamento
do material lignocelulésico limitam o desenvolvimento de uma tecnologia de producéo de

etanol em escala industrial.



Entre os microrganismos mais estudados e utilizados para a producdo de celulases,
estdo linhagens mutantes de Trichoderma reesei, cujos dados de producédo estdo disponiveis
nos principais periodicos cientificos da area biotecnolégica. Na literatura, também séo
relatados microrganismos produtores de xilanases, sendo que linhagens de Thermoascus
aurantiacus sdo as que mais se destacam devido as suas elevadas producgdes enzimaticas.

Outros microrganismos apresentam producdo simultdnea de celulases e xilanases,
entre estes estdo linhagens de Penicillium echinulatum. Mutantes selecionados sdo capazes
de, em cultivo submerso, secretar celulases com atividade de papel filtro maior do que 2
Ul/mL, empregando 1% de celulose como fonte de carbono e de secretar valores superiores a
30 FPU/massa seca em cultivo em estado solido, usando bagaco de cana-de-acUcar.
Adicionalmente, mutantes celuloliticos de P. echinulatum apresentam um complexo
enzimatico com estabilidade a 50°C, caracteristica relevante para aplicacdo destas enzimas em
hidrolise enzimatica. O complexo também se destaca por apresentar uma proporgao
equilibrada de FPA e B-glicosidases, condicdo de grande importancia para a hidrolise da
celulose. A linhagem S1M29 de P. echinulatum é um mutante celulolitico que apresenta as
maiores secrecdes enzimaticas para esta espécie.

Apesar da disponibilidade de mutantes de P. echinulatum com alta capacidade de
secrecao de celulases e xilanases em frascos mantidos sob agitacdo reciproca, ainda ndo foram
alcancados titulos enziméaticos em biorreatores semelhantes aos obtidos para T. reesei. Além
disso, as condicOes de producdo das enzimas por P. echinulatum estdo embasadas em dados
descritos para outros fungos, como T. reesei.

Diversos autores ja constataram que a producdo de celulases e xilanases é influenciada
por parametros como pH, temperatura, aeracdo e tipo de processo, sendo que O regime

descontinuo alimentado proporciona maior producdo enzimatica que o regime descontinuo.



Por isso, é imprescindivel a realizacdo de estudos para conhecer a fisiologia do fungo e,
assim, planejar acdes que permitam otimizar processos de producdo destas enzimas.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo geral avaliar a producéo de celulases e
xilanases por P. echinulatum, linhagem S1M29, em processo submerso em biorreator com
agitacdo mecanica, tendo como objetivos especificos:

- selecionar a temperatura mais apropriada para a producdo de celulases e xilanases em
regime descontinuo;

- selecionar valores de pH que incrementam a producdo de celulases e xilanases em regime
descontinuo;

- avaliar a producdo de celulases e xilanases em regime descontinuo em funcdo da
concentracdo inicial de celulose;

- avaliar a producdo de celulases e xilanases em regime descontinuo alimentado para a

celulose.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Demanda energeética

A demanda global por energia vem aumentando rapidamente, devido ao crescimento
populacional, ao aumento nos padrdes de vida e ao rapido desenvolvimento industrial nos
paises emergentes (Ohgren et al., 2007). Este rapido desenvolvimento afeta a estabilidade dos
ecossistemas, o clima global, bem como as reservas globais de petréleo, culminando em
impactos ambientais e em aumento no preco do petrdleo (Balat, 2011).

Entre as alternativas para atender a demanda por combustiveis e reduzir os gases
causadores do efeito estufa, uma das mais promissoras € a utilizacdo de etanol, que tem
atraido a atencdo mundial devido ao seu potencial como combustivel automotivo alternativo
(Takahashi et al., 2000). O etanol é obtido a partir de um processo de fermentacao pela qual
0s acucares simples sdo convertidos neste combustivel. As trés principais fontes de biomassa
de aclcares utilizados sdo: beterraba, cana-de-agticar e milho (Ohgren et al., 2007). No
entanto, uma quarta fonte de agUcares, os residuos lignoceluldsicos, apresentam potencial para
tornarem-se a fonte mais viadvel para atender a atual demanda energética, pois a matéria-prima
¢ abundante, renovavel e ndo € empregada na alimentacdo da populacdo (Singhania et al.,
2010).

Existem vérias vantagens de adicionar o etanol a gasolina, ja que o etanol emite
menores quantidades de monoxido de carbono (CO), éxidos de nitrogénio (NOx) e
hidrocarbonetos quando comparado com a gasolina (Takahashi et al., 2000). Além disso,
visto que os carbonos do etanol sdo de origem fotossintética, estima-se que 10% de etanol
acrescido a gasolina poderia reduzir a emissdo de dioxido de carbono (CO,) de 3-6%

(Singhania et al., 2010).



Com a criagdo do PROALCOOL em 1975, resposta pioneira do Brasil a primeira crise
mundial do petréleo, o etanol ganhou grande impulso. No entanto, sua integracao definitiva
na matriz energética brasileira ocorreu apenas em 2003, quando o Brasil introduziu os
veiculos com motor flexivel (flex fuel), projetados para usar tanto etanol como gasolina em
qualquer proporcdo (Rosa & Garcia, 2009). Desde o langamento dos veiculos flex fuel no
Brasil, em 2003, o uso do etanol em substituicdo a gasolina evitou o lancamento de mais de
100 milhdes de toneladas de gas carbonico (CO,) a atmosfera (Raizen, 2011).

Apesar do Brasil ser um grande produtor global de etanol, sua producdo ndo esta
sendo suficiente para atender a propria demanda. No inicio de 2011, o Brasil importou 400
milhGes de litros de etanol dos Estados Unidos para abastecer o mercado. Enquanto que as
vendas de veiculos flex fuel cresceram 21,7% entre 2008 e 2010, a producdo de etanol no
Brasil entre a safra 2008/2009 e a atual (2011/2012) esta estimada a cair mais de 12%, devido
a problemas climaticos e baixos investimentos na renovacdo dos canaviais. Além disso,
havera uma reducdo de 11,2% de etanol para aumentar a producdo de aclcar. Segundo a
Unido da Industria da Cana-de-Acucar (Unica), 46,9% da cana-de-aclcar serd destinada a
acucar em 2011, contra 44,9% na safra passada. Estima-se que a demanda de etanol para
veiculos neste ano sera de 23 bilhdes de litros e a previsao para a producéo de etanol € de 26,9
bilhGes de litros (Deere, 2011).

Diante deste cenario, comprova-se a importancia de uma tecnologia de producdo de
etanol, que aproveite o bagaco de cana-de-acUcar e outros residuos lignoceluldsicos gerados
no Brasil e no mundo. Uma tonelada de cana-de-acUcar produz 80 litros de etanol e 280 Kg de
bagaco. Este bagaco, que € um dos maiores subprodutos lignocelul6sicos agroindustriais no
Brasil (Camassola & Dillon, 2010), apresenta um teor de 40 a 45% de celulose (Peng et al.,

2009). Se esse contetdo de celulose fosse hidrolisado e fermentado, seria possivel obter um



adicional de aproximadamente 56 litros de etanol por tonelada de cana-de-acUcar,
evidenciando a importancia deste residuo na producdo de combustiveis (Carvalho, 2005).

O processo biologico para a conversao do material lignoceluldsico a etanol requer trés
importantes etapas: (1) deslignificacdo - liberacdo da celulose e da hemicelulose que estdo
associadas a lignina; (2) hidrdlise - despolimerizacdo dos polimeros de carboidratos com
liberacdo de acucares livres, e; (3) fermentacédo - producédo de etanol (Lee, 1997). A hidrolise
dos polissacarideos (celulose e hemicelulose) geralmente é realizada por tratamentos acidos
e/ou enzimaticos e a utilizacdo de hexoses e pentoses, presentes no hidrolisado, é essencial
para a producdo econémica do etanol (Saha et al., 2005). Portanto, microrganismos que séo
capazes de fermentar glicose e xilose simultaneamente sdo necessarios para uma eficiente

bioconversdo da biomassa em etanol (Martin et al., 2002).

2.2 Biomassa vegetal

A fotossintese produz cerca de 200 bilhdes de toneladas de biomassa vegetal por ano
(Klass (1998); Botella et al. (2009)), sendo o complexo lignocelulésico o principal
componente da biomassa vegetal e o recurso renovavel mais abundante na superficie da Terra.
Grandes quantidades desse complexo estdo disponiveis para exploracdo como fontes de
combustiveis (etanol), reserva de alimentos, produtos quimicos e nutricdo de herbivoros
(Broda, 1992).

Estima-se que 50% de toda biomassa disponivel no mundo seja composta pelo
complexo lignocelulésico, o que comprova seu potencial como matéria-prima para a producéo
do etanol (Singhania et al, 2010). Entre as fontes de biomassa lignocelulésica disponiveis
para a producéo do etanol, estdo os residuos agricolas - como palhas de milho, de arroz e de
trigo, bagaco de cana-de-agucar, sabugo de milho -, os residuos florestais - como a madeira -,
o0s residuos industriais - como a celulose do processamento de papel -, os residuos organicos

urbanos, e culturas energéticas - como gramineas (Knauf & Moniruzzaman, 2004).



A celulose, a hemicelulose e a lignina sdo os trés maiores constituintes das paredes
celulares dos vegetais, que sdo unidos entre si por ligacdes covalentes, formando uma rede
complexa resistente a ataques microbianos. Estes trés componentes das paredes celulares
vegetais constituem 97-99% da massa seca dos lignoceluldsicos. Entretanto, as proporcoes
podem ser distintas em diferentes materiais lignoceluldsicos, dependendo do vegetal. Outros
componentes poliméricos como o0 amido e a pectina estdo presentes em menores quantidades
(Martin et al., 2007). Na Figura 1, observa-se um esquema da distribuicdo da lignina,

hemicelulose e celulose de um tecido vegetal.

Figura 1. lustragdo da distribuicdo da lignina, hemicelulose e celulose em um
tecido vegetal, adaptada de Buchanan et al. (2000). Os cilindros representam as
microfibrilas de celulose, a estrutura associada diretamente na fibra da celulose
representa a hemicelulose e a lignina é o polimero que interliga a celulose e a

hemicelulose.

A lignina pode representar até 25% de toda a biomassa lignoceluldsica produzida no
planeta e seu teor nos residuos vegetais pode atingir até 40% da sua massa seca. Ela é uma
macromolécula aromatica de elevada massa molecular, formada pela polimerizacdo de
unidades fendlicas e alcodis (Figura 2), que atua como uma estrutura incrustante, conferindo
rigidez as paredes celulares vegetais e resisténcia ao ataque dos microrganismos. Em funcgéo

dessa propriedade, essa macromolécula é de dificil degradacdo, quando comparada aos



polissacarideos, permanecendo nos solos como componente recalcitrante do himus (Silva &

Gomes, 2004).

CHLD CHzOH CHzD OCH3
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Figura 2. Estrutura da lignina de Fagus sp. (Fengel & Wegener, 1989).

Estudos de degradacdo da lignina sédo de extrema importancia, pois ela permanece
sempre associada a celulose e a hemicelulose nos vegetais, dificultando o aproveitamento
dessas ultimas. Além disso, em processos fermentativos com matéria lignocelul6sica, os
fenois, ou pelo menos alguns deles, sdo indesejaveis, pois alguns sd@o inibidores de
crescimento microbiano, a partir de concentragdes maiores que 0,5 mg/L (Icidca-Geplacea-

Pnud, 1990).
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A hemicelulose é um heteropolissacarideo de baixa massa molecular, compreendendo
30% a 40% dos carboidratos totais das células vegetais, e tem como funcdo ligar as
microfibrilas de celulose (Coughlan & Hazlewood, 1993). Este polissacarideo €
estruturalmente mais parecido com a celulose do que com a lignina e sdo depositadas na
parede celular em um estagio anterior a lignificacdo (Ramos, 2003).

Os componentes hemicelul6sicos 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 aclcar presente na sua composicédo (Beg et al., 2001).
Entre os polimeros constituintes estdo as pentoses (xilose, ramnose, arabinose), as hexoses
(manose, glicose, galactose) e os acUcares acidos (acidos urénicos). Estes agucares estdo
ligados entre si por ligagdes glicosidicas B-1,4, formando uma estrutura principal composta
por um tipo especifico de residuo, a partir da qual surgem ramificacGes laterais de cadeias
curtas de outros acucares. Estas ligacdes entre os mondmeros da hemicelulose sao facilmente
hidrolisaveis (Pérez et al., 2002).

As hemiceluloses sao classificadas de acordo com o aclcar predominante na cadeia
principal e na ramificacdo lateral. Assim, xilanas (Figura 3), galactomananas, arabino-xilanas,
arabinoglucurono-xilanas,  arabino-4-metil-glucurono-xilana,  4-metil-glucurono-xilanas,
galactosanas e galacto-arabino-glucurono-xilana sdo diferentes denominagbes das
hemiceluloses em fungéo das respectivas estruturas quimicas (Biely, 1985).

As xilanas sdo as hemiceluloses mais abundantes e se constituem em
heteropolissacarideos formados por unidades de B-D-xilopiranose unidas por ligac6es do tipo
B-1,4 e, ocasionalmente, por ligacdes do tipo B-1,3. Além de xilose, a xilana pode conter
arabinose, acido glucurénico, grupo acetil e o grupo 4-O-metil-éter (Saha, 2003). A xilana se
encontra localizada entre a molécula de lignina e o conjunto de fibras de celulose (Beg et al.,

2001).
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Figura 3. Representacdo tedrica da estrutura da xilana vegetal e pontos onde as enzimas atuam.
Ac: grupo acetil; Arab: L-arabinofuranose; MeGIA: &cido 4-O-metil-glicurdnico; Xil: D-xilose
(Biely, 1985).

A celulose é o principal componente das fibras vegetais e é encontrada tanto em
vegetais primitivos quando em plantas evoluidas, representando entre 30 e 60% da sua massa
seca total. Trata-se de um homopolissacarideo linear formado por unidades de f-

glicopiranose (D-glicose) unidas por ligagGes do tipo -1,4 e apresenta elevada massa molar
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(1,5.10° M). As longas cadeias de celulose sdo estabilizadas por numerosas ligacdes de
hidrogénio entre os grupos hidroxila das moléculas adjacentes (Fan et al., 1980).

Apesar de a molécula de celulose ser hidrofilica, é impossivel que a 4gua penetre no
interior da celulose cristalina a temperatura ambiente. As regides de celulose cristalina, regido
mais compacta devido as pontes de hidrogénio e de dificil degradacdo enzimatica, séo
separadas por regides de menor organizacdo, denominadas amorfas (Figura 4). As regides de
celulose amorfa apresentam baixa resisténcia aos ataques quimicos e biologicos, sendo,

portanto, pontos de degradacédo (Fan et al., 1980).

e
mw: mw&w % = IS
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amorfa

Figura 4. Estrutura da celulose evidenciando as regides cristalinas e amorfas
(Fonte: Dillon, 2004).

Devido a dificil degradacéo da lignina e da cristalinidade da celulose, € imprescindivel
0 uso de pré-tratamentos no material lignocelulésico, tendo o intuito de remover a lignina e
reduzir a organizacdo da estrutura celuldsica. Os pré-tratamentos podem ser classificados em
guimicos - que empregam, por exemplo, acido sulfurico e/ou hidréxido de sédio -, fisicos -
como a explosdo a vapor e a moagem — e, bioldgicos - tratamentos com fungos e bactérias que
promovem a degradacdo seletiva da lignina e ou da hemicelulose (Eriksson et al., 1980;

Rivers & Emmert, 1987; Sawada et al., 1995; Ramos, 2003).



13

2.3 Celulases

As celulases receberam maior atencdo durante a Segunda Guerra Mundial, quando
militares norte-americanos observaram um excessivo desgaste de roupas, fardas, barracas,
bolsas e demais objetos dos acampamentos nas selvas do Pacifico Sul, em 1944, Amostras de
microrganismos suspeitos de serem o0s responsaveis pelo prejuizo foram coletadas e levadas
ao laboratdrio de pesquisas do exercito, em Natick, Massachussetts. De milhares de amostras,
uma, recolhida na Nova Guiné, mostrou conter um fungo — Trichoderma viride (atualmente
denominado Trichoderma reesei, em homenagem ao seu descobridor, Elwyn Reese) — capaz
de converter a celulose em seus mondmeros (Bio & Farma, 2009).

O complexo enzimatico das celulases constitui-se de um conjunto de hidrolases
glicosidicas, encontradas em secre¢fes de microrganismos, como fungos e bactérias, plantas e
de alguns animais como gastropodes e insetos xiléfagos. Estas enzimas sdo glicoproteinas de
massa molecular entre 20 e 250 kDa, capazes de romper ligagdes glicosidicas do tipo -1,4 de
microfibrilas da celulose, liberando moléculas de oligossacarideos, celobiose e glicose
(Kubicek et al., 1993).

As técnicas de separacdo de moléculas e os estudos sobre a acdo dos componentes das
celulases tém mostrado que esse complexo enzimatico é constituido por um conjunto de trés
enzimas hidroliticas: as endo-B-1,4-glicanases (EC 3.2.1.4), que hidrolisam as ligacGes
glicosidicas ao acaso na fibra da celulose; as exo-B-1,4-glicanases ou celobioidrolases (EC
3.2.1.91), que agem nas extremidades redutoras e ndo redutoras de polimeros gerados pela
acdo das endoglicanases, liberando celobiose; e as B-1,4-glicosidases ou celobiases (EC
3.2.1.21) que hidrolisam oligossacarideos e celobiose a glicose (Bisaria & Ghose, 1981;
Zeilinger et al., 2000). Na Figura 5, pode-se visualizar o modo de acéao sinérgica do complexo

enzimatico na hidrélise da celulose.
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Figura 5. Mecanismo de a¢do do complexo celulolitico de Trichoderma reesei (Martins, 2005).

As endoglicanases hidrolisam a celulose amorfa e celuloses modificadas quimicamente
(solaveis), como a carboximetilcelulose (CMC) e hidroxietilcelulose (HEC). Fontes de
celulose com elevado grau de cristalinidade sdao menos hidrolisaveis devido ao maior grau de
organizacdo molecular que apresentam. Estas enzimas apresentam um sitio ativo que
possibilita a acdo da enzima ao longo da cadeia de celulose, reduzindo o seu grau de
polimerizacdo (Figura 6). As regides de menor organizagdo estrutural sdo mais facilmente
atacadas, pois possuem cadeias que ndo estdo envolvidas em interacdes de hidrogénio
intermoleculares tdo fortes quanto as que ocorrem nas regides cristalinas, levando a uma
maior exposicdo das ligagdes glicosidicas mais internas das cadeias de celulose (Rabinovich

et al., 2002; Martins, 2005).
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Figura 6. Sitio ativo das endoglicanases que permite acesso ao longo

da cadeia de celulose (Martins, 2005).

As celobioidrolases atuam sobre a celulose cristalina (Avicel®), produzindo uma
reducdo lenta e gradual do seu grau de polimerizagdo. O sitio ativo destas enzimas apresenta a
forma de um tunel por onde a cadeia de celulose penetra e sofre hidrolise de suas ligacGes
glicosidicas terminais, liberando majoritariamente celobiose. O dominio de ligacdo ao
substrato (DLS) € constituido por aproximadamente 40 unidades de aminoécidos e possui a
importante funcdo de promover a adsorcdo da proteina ao substrato, conferindo estabilidade
ao agregado e permitindo a melhor aproximacdo da cadeia de celulose ao sitio ativo. A
adsorcdo ocorre através da interacdo de residuos de tirosina (TYR) presentes no DLS com as

unidades de glicopiranose presentes na superficie da celulose (Divne et al., 1994) (Figura 7).
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Figura 7. Modo de agéo progressiva das celobioidrolases | (CBH 1) de T. reesei
(Divne et al., 1994).

Formalmente, as B-glicosidases ndo sdo consideradas celulases legitimas, uma vez que
elas agem sobre substratos solUveis, mas sua contribuicdo é muito importante para a eficiéncia
da hidrdlise da celulose, pela remocdo da celobiose do meio reacional, que é um potente
inibidor competitivo das celobioidrolases (Medve, 1997).

As celulases, assim como as demais enzimas de hidrolise, sdo induzidas, havendo a
necessidade de serem secretadas pelos microrganismos para que estes crescam em celulose
(Kubicek et al., 1993).

Os modelos do mecanismo de acdo de celulases na hidrélise do enlace glicosidico sdo
provenientes de estudos de cinética enzimatica, com ou sem a presenca de inibidores, da
analise de raio-X, da cristalografia do complexo enzima-substrato e de alteracdes na hidrdlise
por modifica¢do na estrutura primaria das enzimas (Dillon, 2004).

Estudos ja& mostraram que as celulases, além de desencadearem hidrdlises, devem
romper pontes de hidrogénio, que ligam microfibrilas, nas regibes cristalinas da celulose
(Dillon, 2004). O mecanismo de hidrolise das celulases ocorre por catélise acida-base, com

reversdo ou retencdo da configuracdo anomérica do monossacarideo. Por este mecanismo,
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inicialmente ocorre um ataque eletrofilico de um grupo carboxila pertencente a um residuo de
aminoacido acido, sendo o préton do grupo carboxila o responsavel pela protonacdo de um
oxigénio da ligacdo glicosidica, gerando um ion carbanium. Quase que simultaneamente,
outro grupo carboxila de um segundo aminoécido é&cido, no lado oposto da ligacao
glicosidica, produz um ataque nucleofilico no ion carbanium, resultando em um éster
glicosidico intermediario. Com a formacao deste, desencadeia-se a desorganizacdo do acetal,
resultando na divisdo de um polimero ou de um oligossacarideo em dois componentes, o que
resulta na liberacdo da hidroxila de um carbono 4. Posteriormente, o éster intermediario se
desfaz ao associar-se com uma hidroxila de uma molécula de dgua e desta nova associacao é
gerado um hemiacetal. O proprio proton liberado pela agua dissociada pode ser
disponibilizado para a base conjugada pertencente ao residuo responsavel pelo ataque
eletrofilico (Heightman & Vasella, 1999).

Durante a fase de crescimento ativo de T. reesei em presenca de celulose, as celulases
permanecem ligadas ao micélio, sendo detectadas no meio de cultivo apenas na fase
estacionaria. Entretanto, quando o crescimento € realizado em celobiose, as celulases sao
detectadas imediatamente ap0s o inicio do cultivo. As B-glicosidases, no entanto, sdo
detectadas somente no final do processo de producdo enzimatica, quando ocorre lise celular
(Vaheri et al., 1979).

Ao caracterizar as celulases de P. echinulatum, Camassola et al. (2004) verificaram
que a atividade de FPA é maior em pH 4,8, numa faixa de temperatura entre 50 e 60°C.
Entretanto, a atividade de p-glicosidases apresentou maior atividade em pH entre 4,0 e 4,5,
sendo a temperatura ideal entre 55 e 60°C. Este trabalho também mostrou que as celulases de

P. echinulatum apresentam estabilidade térmica a 50°C até 48 horas.
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2.4 Aplicacbes das celulases

O interesse em utilizar as celulases na industria foi despertado na década de 1960,
quando se descobriu que preparacdes de enzimas extracelulares do fungo T. reesei eram
responsaveis pela acdo hidrolitica. A ideia de aproveitar estas enzimas na conversao de
residuos celulésicos em produtos de interesse alimentar e energéticos surgiu entre 1973 e
1979 (Bio & Farma, 2009).

Atualmente, as celulases vém sendo empregadas na extracdo de Oleos, esséncias e
pigmentos vegetais, inclusdo na composicdo de racdes animais, produtos estimuladores de
silagens, detergentes de uso domestico, na producdo de sucos, adjuvante para o malte da
cerveja, componente farmacoldgico e na producdo de protoplastos vegetais para a
manipulacdo genética (Esterbauer et al., 1991; Bhat, 2000; Han & He, 2010). Também podem
ser empregadas na producdo de xaropes de glicose que podem ser utilizados para diferentes
fins biotecnoldgicos, destacando-se a producdo de etanol por fermentacdo leveduriana
(Kubicek et al., 1993; Martin et al., 2007).

A aplicagdo potencial das celulases e das B-glicosidases na produgéo de etanol a partir
da biomassa lignocelulésica vem sendo intensamente estudada e, apesar dos esforgos, ainda
ndo foi produzido um complexo enzimatico econémico e eficiente, tratando-se de assunto
amplamente conhecido e discutido no meio técnico-cientifico. A exigéncia de grande
guantidade de enzimas no processo de hidrolise e o elevado custo de obtencdo do complexo
enzimatico, que representa cerca de 40% do custo total da producdo de etanol a partir da
biomassa lignoceluldsica, limita a producdo do combustivel em larga escala (Balat, 2011;
Deswal et al., 2011).

Outra aplicacgéo tecnoldgica das celulases que merece destaque € a bioestonagem que
emprega as enzimas em tecidos e roupas de algod&o tingidas com indigo, como os famosos

blue jeans, proporcionando maciez e um aspecto desbotado no tecido. Nessa técnica emprega-
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se 0 complexo de celulases ao invés de pedra pomes em maquinas de lavar industriais para
tratar os tecidos (Bhat, 2000).

As celulases se destacam na producdo industrial de enzimas em todo o mundo, sendo a
terceira maior em termos de volume de ddlares, devido as suas amplas aplicacGes. No entanto,
as celulases podem se tornar o maior volume de enzima industrial caso o etanol obtido de
biomassa lignoceluldsica por via enzimatica venha a tornar-se um importante combustivel

(Singhania et al., 2010).

2.5 Mecanismos de inducdo de celulases fungicas

As celulases fungicas sdo produzidas apenas na presenca de celulose (Mandels &
Reese, 1957). Entretanto, a celulose ndo induz diretamente a producdo das enzimas, por ser
um acucar insolGvel. A inducdo s6 é possivel a partir da acdo de celulases basais, que
degradam a celulose a celo-oligossacarideos soltveis. Estes, por sua vez, conseguem entrar na
célula fungica desencadeando a inducéo (Gong & Tsao, 1979).

A celobiose é o menor celo-oligossacarideo com ligagoes B-1,4 e sua capacidade de
induzir as celulases ja foi verificada por varios pesquisadores (Eberhart et al., 1977; Rho et
al., 1982). A soforose, dissacarideo de glicose com ligagdes B-1,2, pode induzir 2500 vezes
mais a expressdo das celulases que a celobiose em T. reesei (Mandels et al., 1962). A
gentiobiose, dissacarideo de glicose com ligagdes B-1,6, induz 50 vezes mais celulases em
Penicillium purpurogenum (Kurasawa et al., 1992); entretanto, tal inducéo s6 € possivel na
presenca de um inibidor de B-glicosidases (Niwa et al., 1970).

A celobiose é um indutor encontrado na maioria dos fungos e provém da hidrélise da
celulose por celulases constitutivas (Gong & Tsao, 1979). No entanto, a soforose e a
gentiobiose ndo compdem a celulose; sdo agucares raros na natureza e por isso devem ser

formados por um processo conhecido como transglicosilacdo. Neste processo, as -
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glicosidases convertem celo-oligossarideos em soforose ou gentiobiose (Kurasawa et al.,
1992; Vaheri et al., 1979).

Um modelo de inducdo proposto para celulases de P. purpurogenum pode ser
observado na Figura 8. No passo 1, celulases basais degradam a celulose em celo-
oligossacarideos e glicose. Em seguida, no passo 2, os dissacarideos entram na célula e a
glicose ¢ assimilada como fonte de carbono. A B-glicosidase intracelular converte os celo-
oligossacarideos em gentiobiose e mais glicose. No passo 3, a gentiobiose induz as celulases e
estas sdo secretadas para fora da célula. Por fim, no passo 4, as celulases secretadas degradam
mais celulose em celo-oligossacarideos e glicose, dando continuidade ao ciclo até que a

celulose seja esgotada (Suto & Tomita, 2001).
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Figura 8. Modelo de inducdo de celulases em P. purpurogenum. Os nimeros
de 1 a 4 correspondem aos processos de indugdo. Abreviacdo: IBGL: f-

glicosidase intracelular (Suto & Tomita, 2001).
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2.6 Xilanases

As xilanases sdo glicosidases responsaveis principalmente pela hidrolise das ligacoes
B-1,4 presentes na xilana vegetal (componente da hemicelulose). Apresentam massa
molecular entre 8 a 145 kDa. As hemiceluloses sdo constituidas de varios polimeros
(principalmente, xilana) formados por diferentes residuos de agUcares; portanto, sua completa
degradacédo necessita da acdo cooperativa de um consoércio de enzimas microbiais especificas
(Coughlan & Hazlewood, 1993).

A enzima principal na despolimerizacdo da xilana € a endo-1,4-B-D-xilanase (EC
3.2.1.8), que cliva aleatoriamente o esqueleto de arabinoxilana, produzindo principalmente
oligossacarideos de xilose (Coughlan & Hazlewood, 1993). Em geral, as bactérias produzem
duas xilanases, uma &cida, com elevada massa molecular, e outra basica, com baixa massa
molecular. Entretanto, esta relacdo ndo € observada em fungos, em que xilanases com
menores massas moleculares sdo mais comuns (Camassola, 2007).

As xilanases sdo produzidas por diversos organismos, tais como bactérias, algas,
fungos, protozoarios, gastropodes e artropodes. Fungos filamentosos produtores de xilanases
sdo particularmente interessantes, uma vez que secretam maiores quantidades de enzima em
relacdo a bactérias e leveduras. Ainda, as xilanases fungicas sdo produzidas associadas as
celulases (Dekker & Richards, 1976; Ball & McCarthy, 1989; Sunna & Antranikian, 1997;
Liu et al., 1999; Beg et al., 2001).

A reacdo de hidrodlise catalisada pelas xilanases, assim como pelas celulases, ocorre
por meio de um mecanismo envolvendo dois residuos. O primeiro residuo atua como um
catalisador genérico e protona o oxigénio da ligacdo glicosidica. O segundo residuo interage
com o oxicarbanium intermediario ou promove a formacdo de um ion OH3 da molécula de
agua. A reacdo envolve duas etapas em que ocorre a transferéncia do préton e de um atomo de

oxigénio na posicao equatorial no centro anomeérico (Sinnot, 1990).



22

2.7 Aplicacbes das xilanases

As endo-1,4-B-D-xilanases constituem um grupo de enzimas com aplicacbes
industriais, particularmente na inddstria de alimentos para animais, mas também sé&o
utilizadas nas industrias de polpa e papel (biobranqueamento) e processamento de alimentos
(Xiong et al., 2005). As formulagbes com xilanases para rag0es animais sdo utilizadas,
principalmente, para liberar nutrientes que ndo foram degradados ou liberar nutrientes que
permaneceram bloqueados por fibras. Isto resulta na diminuicdo da viscosidade,
possibilitando uma utilizacdo mais eficiente do alimento (Xiong et al., 2005). Também sé&o
utilizadas para melhorar a eficiéncia na producao de silagens (Kulkarni et al., 1999).

O interesse industrial pelas hemicelulases e por fungos produtores de xilanases
extracelulares vem crescendo nas ultimas décadas, principalmente nas inddstrias quimicas e
farmacéuticas, na producédo de biopolimeros catidnicos, hidrogéis e derivados de éster alquil
de cadeias longas (Sun et al., 2004).

Na industria de polpa e papel, as xilanases sdo empregadas em formulacGes livres de
celulases, para hidrolisar a xilana presente na polpa e facilitar a extragdo da lignina. Ainda, a
utilizacdo destas enzimas reduz o consumo de reagentes toxicos (cloro e peréxido de
hidrogénio) requeridos no processo de branqueamento da polpa (Madlala et al., 2001), além
de possibilitar a obtencdo de um papel com maior resisténcia (Damaso et al., 2002).

No processamento de alimentos, as xilanases sdo empregadas na clarificacdo de sucos
e vinhos, em processos de maceracao de vegetais, na extracdo de aromas e pigmentos, 6leos
vegetais e amido (Biely, 1985; McCleary, 1986; Bhat, 2000). Sdo empregadas ainda na
industria de panificacdo para aumentar a qualidade dos produtos, melhorando a qualidade da
massa de pao, deixando-a mais flexivel e permitindo a obtencdo de um produto com maior
volume (Collins et al., 2006). Ainda, segundo Kulkarni et al. (1999), as xilanases serdo

aplicadas, futuramente, na conversdo de biomassa renovavel em combustiveis.
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2.8 Producéo de Enzimas

A producéo de celulases e xilanases ¢ influenciada por diversos fatores que incluem a
concentracdo e qualidade do substrato, condi¢fes de crescimento, aeracdo, temperatura e pH
(Mandels, 1975; Bailey & Tahtiharju, 2003; Haki & Rakshit, 2003). Outro fator importante
para obterem-se altos niveis de enzimas é o emprego de linhagens geneticamente modificadas

que apresentem desrepressdo aos agucares (Dillon, 2004).

2.8.1 Fonte de carbono e indutores

As celulases sdo enzimas induzidas e varias fontes de carbono vém sendo estudadas
para identificar os substratos de maior efeito indutor (Mandels & Reese, 1957; Mandels,
1975; Muthuvelayudham et al., 2005). A celulose € reconhecida como o melhor indutor do
complexo enzimatico das celulases, sendo a lactose e a soforose os outros indutores mais
importantes (Mandels, 1975; Mandels et al., 1962; Harikrishna et al., 2000). Ryu & Mandels
(1980) constataram que a inducdo do complexo enzimatico por celulose, celobiose e lactose
SO € possivel quando estes substratos estdo em alta concentracdo no meio de cultivo.

A natureza do substrato é 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 inducdo de celulases em T. viride, cultivando o fungo
em varios substratos. Estes autores observaram que fontes insoltveis de celulose - como Solka
Floc® (polpa de celulose), algoddo e papel filtro - sdo todas indutoras de celulases, como
também os dissacarideos solUveis, lactose e celobiose. Entretanto, a soforose (2-0-B-D-
glicopiranosil-D-glicose) é um dissacarideo indutor que proporciona elevada atividade
celulolitica, enquanto o amido, a glicose e o glicerol ndo atuam como indutores dessas

enzimas.
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Joglekar & Karanth (1984) verificaram que fontes naturais de celulose de menor custo,
como o algoddo e o bagaco de cevada, quando tratados com alcalis, aumentam a capacidade
indutora de celulases. Acredita-se que os oligossacarideos formados durante a hidrolise de
uma fonte de celulose desempenham um papel importante na indugdo natural das celulases
(Huang, 1975; Ladisch et al., 1981). Lo et al. (2009) conduziram experimentos em cultura
continua, empregando hidrolisados obtidos de serragem de madeira tratada com acido
sulfurico. Os mesmos autores verificaram que os oligossacarideos obtidos do tratamento acido
induzem mais celulases que a lactose.

Cultivos para a producdo de celulases podem alcancar titulos maiores com o aumento
na concentracdo de celulose até o nivel de 6% (m/v), quando o pH do cultivo é controlado
(Sternberg & Dorval, 1979). Hendy et al. (1984) verificaram também que, aumentando-se a
concentracdo de celulose até 5% (m/v) de Solka Floc®, observa-se um aumento proporcional
nos titulos enzimaticos.

Quando altas concentracdes de celulose sdo requeridas, a viscosidade do meio
aumenta, gerando uma situacdo que dificulta a transferéncia de oxigénio, resultando em
diminuicdo do crescimento. Para amenizar o problema, fontes sollveis que ndo desencadeiam
repressdo catabdlica sdo importantes. Nesta perspectiva, o soro de leite, quando utilizado em
culturas continuas de T. reesei MCG-80, induziu titulos de FPA de 1,29 Ul/mL (Allen &
Andreotti, 1982). Outro meio empregado com sucesso para a producdo de celulases de T.
reesei CL-847 contém 5% (m/v) de lactose e apenas 0,5% (m/v) de Solka Floc®. Esse meio
apresenta menor viscosidade e baixos teores de solidos insoltveis (El-Hawary & Mostafa,
2001).

Sehnem et al. (2006) analisaram a producéo de celulases por P. echinulatum em meios
de cultura contendo diferentes concentracGes de lactose e celulose, constatando que cultivos

contendo apenas lactose apresentavam baixas atividades de FPA (0,1 UI/mL). Entretanto, os
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cultivos com celulose e lactose associados e 0s contendo apenas celulose apresentaram
atividades enzimaticas de FPA semelhantes (1,5 UI/mL), permitindo uma reducéo de até 75%
da concentracdo de celulose. Para B-glicosidases, os autores verificaram o contrario do
observado para FPA; ou seja, 0s meios com apenas lactose ou com concentragdo maior de
lactose apresentaram os maiores titulos enzimaticos de B-glicosidases, sugerindo que a lactose
é indutora para esta enzima em P. echinulatum.

Dillon et al. (2011) verificaram que a producdo de celulases por P. echinulatum,
linhagem S1M29 ndo é inibida quando o meio de cultivo apresenta na sua composicao, além
de celulose, sacarose como fonte de carbono. O trabalho também mostrou que um meio
formulado com apenas 0,5% (m/v) de sacarose permite obter um complexo celulolitico
favoravel para a hidrolise da celulose, com maiores niveis de FPA e endoglicanases, quando
comparado a um meio de 1% (m/v) de sacarose. No entanto, 0 meio com maior quantidade de
sacarose (1% (m/v)) proporcionou maiores atividades de B-glicosidases.

Meios de crescimento de T. reesei, com concentracfes de glicose acima de 0,1%
(m/v), inibem a secrecdo de celulases, por repressao catabdlica (Abrahdo-Neto, 1995). No
entanto, Domingues et al. (2001) verificaram que concentracdo de glicose entre 0,04 e 0,06%
(m/v) presentes no meio de cultivo, s&o suficientes para inibir as celulases.

A repressdo catabdlica também pode ocorrer pela celobiose, dissacarideo produto da
degradacdo da celulose. Zaldivar et al. (2001) indicaram claramente que o complexo
celulasico de T. reesei é deficiente em celobiases, 0 que causa acumulacdo da celobiose e
posterior limitacdo da sintese e atividade enzimatica pela repressao pelo produto.

Na Tabela 1, observa-se a producdo de celulases por diferentes microrganismos,
empregando diferentes substratos. Os dados da tabela foram todos obtidos em cultivos
submersos, empregando biorreatores com agitacdo mecanica e ou frascos mantidos sob

agitacao.
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Tabela 1. Comparacédo na producdo de celulases empregando diferentes microrganismos e substratos.

Microrganismo Substrato Magnitude  FPA (Ul/mL) Referéncia
Acremonium cellulolyticus  Palha de arroz Frascos 104 Hideno et al. (2011)
Aspergillus heteromorphus  Palha de trigo Frascos 32 Singh et al. (2009)
Neurospora crassa Palha de trigo Frascos 133 Romero et al. (1999)
Penicilliumbrasilianum  Solka Floc 200° (celulose)  Biorreator 075  Jorgensen et al. (2005)
Penicillium citrinum Farelo de trigo Frascos 1,72 Dutta et al. (2008)

P. echinulatum SIM29 Celuflok E® (celulose) Frascos 2,0 Dillon et al. (2011)
Penicillium janthinellum Bagaco de cana-de-aglcar Frascos 0,55 Adsul et al. (2004)
Penicillium occitanis Polpa de papel Biorreator 23,0 Belghith et al. (2001)
Penicillium persicinum Solka Floc 200® (celulose) Biorreator 0,80 Jorgensen et al. (2005)
Penicillium pinophilum Solka Floc 200® (celulose) Biorreator 0,28 Jorgensen et al. (2005)
T. reesei RUT-C30 Salgueiro tratado a vapor Biorreator 2,80 Reczey et al. (1996)

T. reesei RUT-C30 Solka Floc 200® (celulose) Biorreator 4,65 Velkovska et al. (1997)
T. reesei RUT-C30 Lactose/glicose Biorreator 450 Domingues et al. (2001)
T. reesei RUT-C30 Solka Floc 200® (celulose) Frascos 1,50 Juhész et al. (2004)

T. reesei RUT-C30 Esterco bovino Frascos 1,72 Wen et al. (2005)

T. reesei RUT-C30 Residuos de papeldo Biorreator 2,27 Szijarto et al. (2004)

T. reesei RUT-C30 Residuo fermentagéo milho Biorreator 1,90 Ximenes et al. (2007)
T. reesei RUT-C30 Palha de arroz Frascos 1,07 Sun et al. (2008)

T. reesei ZU-02 Residuo sabugo de milho Biorreator 5,48 Liming & Xueliang (2004)
Trichoderma viride Celulose Frascos 4,95 Mandels et al. (1971)
T.viride Bagaco de cana-de-aglcar Frascos 0,88 Adsul et al. (2004)

2.8.2 Fontes de nitrogénio

A maioria dos fungos pode assimilar nitrogénio inorgéanico sob a forma de nitrato ou
amonia em adicdo a utilizacdo de grande diversidade de compostos organicos nitrogenados. A
amonia é o maior regulador da assimilacdo de nitrogénio e, na sua presenca, € reprimida a
assimilacdo de outras fontes nitrogénio como nitrato, aminoacido e proteina. Os aminoacidos

e pequenos peptideos obtidos de hidrolisados de proteinas (peptonas) podem ser transportados
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para dentro da célula. Peptideos grandes e proteinas precisam, antes, ser hidrolisados por
proteinases (Carlile & Watkinson, 1997).

A fonte de nitrogénio disponivel apresenta um papel importante na secrecdo de
celulases, e as respostas variam de acordo com o microrganismo e a fonte. T. reesei cresce em
sulfato de amoénio ((NH4).SO,), fosfato de aménio ((NH4)H,PO,4) e ambnia (NH3), mas néo
utiliza nitrato. Fontes de aminoacidos, como a peptona, vém sendo empregadas desde 0s
primeiros trabalhos com T. reesei nos anos 60, em quantidades que correspondem a 1/10 da
concentracdo de celulose (Mandels & Weber, 1969). Dillon et al. (1999) verificaram que a
peptona pode ser substituida por farelo de soja, de custo inferior, para P. echinulatum.

Para a linhagem mutante NTGIII/6 de Penicillium pinophilum, Brown et al. (1987)
verificaram que sélidos da agua de maceracdo de milho, quando adicionados a palha de
cevada moida, proporcionaram secre¢des de celulases superiores em relacdo a ureia, NaNOs,
caseina hidrolisada, proteose peptona, extrato de levedura, (NH;)2SO4e NH4H,PO,.

Estudos tém mostrado que nitratos podem ser utilizados como fonte de nitrogénio para
Penicillium occitanis (Ellouz-Chabouni et al., 1995). Dillon et al. (1999) também verificaram
gue nitratos, como o nitrato de potassio, podem ser empregados por P. echinulatum e que
cultivos que empregam nitrato de potassio, ndo apresentam uma queda brusca no pH, como
constatado em cultivos com (NH,).SO,4, mesmo quando concentracdes mais altas de celulose
sédo utilizadas.

O farelo de trigo também apresenta alta eficiéncia para a producdo de enzimas, pois
trata-se de um substrato que contém nutrientes suficientes e capazes de permanecer livres
mesmo em elevadas umidades, permitindo assim maior superficie para que oS
microrganismos absorvam nutrientes e desenvolvam-se. Ainda, a composi¢do do farelo de
trigo indica que este material, quando hidrolisado, contém consideraveis quantidades de

acucares sollveis, tais com glicose (42,5%), xilose (15,4%), arabinose (3,1%) e galactose
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(2,7%) que sdo requeridos para multiplicacdo dos microrganismos. Além disso, possui
hemicelulose (45%) capaz de induzir a producdo de enzimas e fontes de nitrogénio organico
(23%), que sdo essenciais para a formacéo de proteinas (Archana & Satyanarana, 1997).

O Prodex® é um extrato de levedura bruto de baixo custo, sendo utilizado como fonte
de vitaminas, em substituicdo ao extrato de levedura purificado. Estudos de producdo de
celulases e xilanases em cultivo em estado solido que empregam meios formulados com
bagaco de cana-de-aclcar, quando suplementados com Prodex®, permitem obter maiores

titulos enzimaticos para P. echinulatum (Michalski et al., 2008).

2.8.3 Uso de surfactantes

Reese (1972) verificou que surfactantes como Tween 80® aumentam de 2 a 17 vezes a
secrecdo de celulases. Porém, Romanelli et al. (1975) verificaram que o Tween 80® foi
desfavoravel para a habilidade celulolitica de varios fungos.

O efeito de Tween 80® foi posteriormente estudado por Tangnu et al. (1981) em
concentracdes de 0,01, 0,02 e 0,1% (v/v) em cultivos do T. reesei RUT-C30. Os autores
verificaram que concentracdes de 0,1% (v/v) foram inibitorias para a secrecéo de celulases.

O Tween 80® é um surfactante n&o-idnico, pouco téxico as membranas biolégicas e
constituido por ésteres de acidos graxos de polioxietileno sorbitol. Este vem sendo empregado
na producdo de enzimas, pois aumenta a viabilidade das reacfes entre as enzimas e seus
respectivos substratos (Giese et al., 2004).

Reese & Maguire (1969) sugeriram que o acréscimo de Tween 80® no meio, contribui
para aumentar a producdo de celulases em linhagens de Trichoderma, pois pode estar
relacionado ao aumento da permeabilidade da membrana celular, permitindo répida secrecédo

de enzimas e consequente maior sintese da enzima. Sternberg (1976) e Tangnu et al. (1981)



29

também verificaram que o Tween 80® pode estar relacionado ao aumento da permeabilidade
da membrana celular.

Romio & Dillon (2006) avaliaram a producdo de celulases em P. echinulatum sob
efeito de Tween 80® e polipropilenoglicol. Os autores verificaram que a presenca do
antiespumante polipropilenoglicol no meio de cultivo exerce influéncia na atividade
enzimatica, diminuindo a atividade de FPA, endoglicanases e B-glicosidases. Entretanto,
tratamentos com apenas Tween 80° mostraram-se benéficos para FPA, com maiores
atividades nos tratamentos com 0,15% (v/v) do surfactante. Para endoglicanases e f-
glicosidases, o tratamento com Tween 80® ndo mostrou diferencas significativas na atividade

enzimatica.

2.8.4 Efeito do pH

Na literatura, ha pouca informacdo sobre o efeito do pH sobre os parametros de
crescimento de fungos, apesar de haver consideravel informacdo em relacéo ao efeito do pH
inicial do cultivo (Carlile & Watkinson, 1997). A maioria dos fungos filamentosos
apresentam um decréscimo no valor de pH no seu meio de cultivo durante o crescimento em
substratos contendo carboidratos, e apds o esgotamento da fonte de carbono, um aumento nos
valores de pH é observado (Bailey & Tahtiharju, 2003).

O metabolismo do fungo, ao crescer, altera o pH, seja pela producdo de &cidos
organicos ou pela absor¢éo da fonte de nitrogénio e liberacdo de ions H+. Durante o cultivo, o
tamponamento € dificil, pois os proprios tampdes podem ser assimilados ou podem ser
toxicos em quantidades que seriam necessarias para efetivo tamponamento. Apenas em
biorreatores, 0 pH pode ser mantido constante, automaticamente, durante o crescimento do

fungo. A concentracdo do ion hidrogénio num meio pode afetar o crescimento indiretamente
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pelo seu efeito na disponibilidade de nutrientes ou diretamente pela sua acéo nas superficies
celulares (Carlile & Watkinson, 1997).

O pH ideal para a producao de celulases fungicas varia de espécie para espécie, sendo
os valores 6timos de pH entre 3,0-6,0 (Garg & Neelakantan, 1981; Niranjane et al., 2007).
Ahmed et al. (2009) ao estudarem valores de pH entre 4,0 e 7,0, na producéo de celulases por
T. harzianum, verificaram que um pH de 5,5 proporciona uma maior producdo de
endoglicanases, exoglicanases ¢ -glicosidases. Da mesma forma, Ikram-ul-Haq et al. (2001)
verificaram que a indu¢do maxima de endoglicanase em Aspergillus niger € obtida em pH 5,5.
Estudos indicam que Aspergillus terreus produz maiores titulos de B-glicosidases num
intervalo de pH que varia entre 4,0-5,5 (Pushalkar et al., 1995).

Sternberg & Dorval (1979) observaram que cultivos com altas concentracbes de
celulose produzem uma queda brusca do pH em meio contendo sulfato de amoénio
((NH4)2SO4) como fonte de nitrogénio, devido ao consumo de NHs, 0 que interfere na
atividade da enzima e na sua producdo. Entretanto, com a adicdo de bases e tampdes, o pH
pode ser controlado e os titulos enzimaticos podem ser aumentados. Ainda, esses autores
verificaram que o controle do pH durante a fase acida pode ser obtido pela adicdo automatica
de NH,OH aos fermentadores e, assim, ao mesmo tempo em que é realizado o controle do pH
também é suprido o nitrogénio ao cultivo.

Brown & Halsted (1975) estudaram a relacdo entre o pH e o crescimento em cultivos
de T. reesei QM 9123, em reatores de 10 litros. Os dados obtidos indicam que de quatro
valores estudados de pH (2,5, 2,7, 3 e 4), no pH 2,5 ndo ocorreu crescimento, sendo que
houve maior crescimento com o aumento do valor do pH. Posteriormente, Ryu & Mandels
(1980) sugeriram que para T. reesei, o pH ideal para crescimento esta em torno de 4, enquanto
para producdo de celulases, o pH 6timo € de 3. Abaixo do pH 3, as celulases séo inativadas e

0 crescimento cessa abaixo de pH 2. O controle para maximizar a secrecdo de celulases esta
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entre os pHs 3 e 4. Tagnu et al. (1981) verificaram que pH 5,0 é o mais apropriado para a
producdo de celulases para a linhagem RUT-C30 de T. reesei.

Trabalhos descritos na literatura para T. reesei RUT-C30 empregaram valores fixos de
pH em torno de 5,0 para a producao de celulases. Hendy et al. (1984) adotaram este pH para a
producdo de celulases em regime descontinuo, descontinuo alimentado e regime continuo.
Velkovska et al. (1997) também empregaram um valor de pH proximo a 5,0 (4,8) para a
elaboracdo de um modelo cinético para a producéo de celulases. Da mesma forma, Ahamed &
Vermette (2008a; 2008b; 2009) empregaram um valor de pH 4,8 em seus estudos de
otimizacdo de celulases obtidas com T. reesei RUT-C30.

Juhasz et al. (2004), ao testarem diferentes estratégias de controle de pH em cultivos
com T. reesei RUT-C30, verificaram que nas condi¢des com pH controlado em 5,0, houve um
crescimento mais rapido quando comparado a condicdo que permitiu a queda do pH a 3,5 e
apos retorno a pH 5,0. No entanto, a condi¢do que permitiu a queda do pH, apresentou uma
producdo de FPA 40% superior. Os autores sugeriram que a fase acida influenciou a producéo
das enzimas. Neste mesmo trabalho, as mesmas condicdes foram testadas com pH 6,0, e

nenhuma atividade superior foi encontrada.

2.8.5 Temperatura

A temperatura € outro fator importante para o cultivo fungico quando se visa a
producdo de celulases, sendo que a maioria dos fungos cresce bem entre 25 e 40°C. A
temperatura afeta os parametros de crescimento como o tempo de adaptacéao (fase lag), a taxa
especifica de crescimento e o rendimento total, diferentemente, influenciando tanto no
metabolismo priméario quanto secundario (Carlile & Watkinson, 1997).

Para T. reesei a faixa de temperatura Otima de crescimento estd entre 32-35°C,

enquanto a temperatura de producéo de enzima esta entre 25-28°C. O controle da temperatura
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pode ser utilizado para otimizar tanto o crescimento celular como a producéo de celulases,
sendo que a fase de crescimento antecede a da secrecdo enzimatica (Ryu & Mandels, 1980).
Ahmed et al. (2009) ao estudarem diferentes temperaturas, entre 22 e 34°C, na
producdo de celulases por T. harzianum, verificaram que uma temperatura de 28°C
proporciona uma maior produgdo de endoglicanases, exoglicanases e [-glicosidases em 120
horas de incubacdo. Uma maior producdo de celulases por A. terreus também foi obtida numa

temperatura de 28°C (Sing et al., 1996).

2.8.6 Agitacdo e aeracao

Os fungos filamentosos, na sua maioria, utilizam oxigénio como receptor final de
elétrons para completar o processo respiratorio. Ha evidéncia, entretanto, de que sob baixa
tensdo de oxigénio alguns fungos podem fazer uso do ion nitrato com esta finalidade (neste
caso ha limitacdo devido a toxicidade do ion nitrito que se forma). Além de gerar energia, 0
oxigénio é empregado pelos fungos em etapas metabdlicas de biossintese de esterois, de
acidos graxos insaturados, de algumas vitaminas e para degradacdo de compostos aromaticos
(Carlile & Watkinson, 1997).

O ar contém cerca de 21% de oxigénio. Este gas se caracteriza por apresentar baixa
solubilidade em agua e, por isso, difunde-se lentamente em fluidos ndo agitados ou materiais
embebidos em agua. Com isto, a maioria dos fungos cresce bem na superficie dos meios de
cultura. Os fungos heterétrofos obtém energia pela decomposicdo de compostos organicos,
com formacao de dioxido de carbono e o0 acimulo deste gas pode ser prejudicial para o fungo.
Tudo isso, associado a formacdo de outros gases ou compostos volateis num cultivo
submerso, compdem uma complexa troca de gases que, por isso, exige um sistema eficiente
de aeracdo que favoreca o microrganismo. Tal condicdo pode ser obtida por um sistema de

trocas gasosas alcancadas pela agitacdo da massa liquida (Carlile & Watkinson, 1997).
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Ahamed & Vermette (2008a) obtiveram atividades maximas de 5,02 FPU/mL para T.
reesei RUT-C30, em cultivos com 5% (m/v) de celulose e mantidos acima de 20% de
saturacdo em oxigénio. Os experimentos se iniciaram com 100% de saturacao e apresentaram
uma queda brusca até 20% nas primeiras 24 horas de fermentacdo. Segundo os autores, 0
emprego do regime descontinuo alimentado composto de 15% (m/v) de lactose e 0,1% (m/v)
de &cido lactobionico, ap0os as 48 horas de cultivo, contribui para manter a concentracdo de
oxigénio acima de 20% da saturacéo.

Estudos realizados em biorreator com diferentes frequéncias de agitadores (200, 300 e
400 rpm) mostraram que maiores atividades de FPA foram obtidas na menor frequéncia,
enquanto que o maior crescimento foi obtido na maior frequéncia (Patel et al., 2009). Neste
mesmo trabalho, os autores justificam que a maior atividade obtida na menor frequéncia foi
devido a melhor inducéo e secrecdo das celulases, decorrente do crescimento mais lento, e a

menor degradacao de proteinas observada em agitacdes maiores.

2.8.7 Condicdes do processo de cultivo

Existem dois tipos de processos de cultivos que sdo utilizados para a producdo de
enzimas: cultivo submerso (CS) e cultivo em estado sélido (CES). Os processos com cultivos
submersos sdo amplamente conhecidos, estudados e aplicados e apresentam varidveis na
forma de conducdo que os classificam em processos descontinuo, descontinuo alimentado,
continuo e semicontinuo (Schmidell & Facciotti, 2001). Os processos de CS dominam a
producdo da maioria das enzimas microbianas comerciais, principalmente porque o controle e
a esterilizacdo séo facilitados neste sistema (Said & Pietro, 2002). O CS permite um maior
controle dos parametros, tais como pH, temperatura e concentracdo nutrientes (Nigam &

Singh, 1994).
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O CS envolve crescimento de um microrganismo em suspensdo em meio liquido, no
qual varios nutrientes estdo dissolvidos ou suspensos como particulas sélidas. Existem muitos
tipos de reatores disponiveis para CS, mas producdes de enzimas comerciais realizam-se,
predominantemente, em sistemas de mistura por agitadores mecanicos internos, dentro de um
recipiente cilindrico fechado constituido de aco inoxidavel e contendo um eixo interno com
pas para agitacdo. O controle do CS é realizado através de dispositivos acoplados ao
recipiente principal (Said & Pietro, 2002).

Como ja descrito, 0s cultivos submersos podem ser conduzidos em regime continuo,
regime descontinuo e descontinuo alimentado. Estudos tém mostrado que o emprego de
técnicas em regime descontinuo alimentado diminuem os problemas associados com aeragéo,
agitacdo, formacdo de espuma e incrementam a atividade das enzimas (McLean et al.,1986;
Esterbauer et al., 1991).

Sternberg & Dorval (1979) realizaram cultivos descontinuos com o fungo T. reesei QM
9414 empregando concentracdes de 2 a 8% (m/v) de celulose e mantendo o pH acima de 3
com adicdes de hidréxido de amonio (NH,OH). Estes autores verificaram atividades maximas
em torno de 2,4 FPU/mL (4°dia); 3,2 FPU/mL (5° dia); 4,0 FPU/mL (6° dia) e 4,0 FPU/mL (6°
dia), para os cultivos com 2, 4, 6 e 8% (m/v), respectivamente.

Hendy et al. (1984) conduziram experimentos utilizando processos descontinuo,
descontinuo alimentado e continuo para a producdo de celulases por T. reesei. Os maiores
resultados para FPA (26 Ul/mL) foram obtidos no processo descontinuo alimentado,
empregando massas de celulose equivalente a 10% (m/v). Além de maiores atividades, este
processo tambem proporcionou maiores produtividades volumétricas e maiores rendimentos
de celulases por unidade de substrato.

Um dos primeiros trabalhos realizados em processo descontinuo alimentado para a

producéo de celulases foi desenvolvido por Ghose & Sahai (1979). Estes autores produziram
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celulases de T. reesei QM 9414, sendo que a primeira fase foi realizada com glicose em 2
litros de volume operacional. Apds o consumo da glicose, iniciou-se a segunda fase, em que
um litro de meio de cultivo contendo 4,2% (m/v) de celulose foi adicionado continuamente
em vazoes de 25 e 40 mL/h ao meio inicial. Os valores das atividades foram, respectivamente,
3,34 e 3,20 FPU/mL. Estes resultados foram superiores aos obtidos no tratamento em que 1
litro de meio contendo 4,2% (m/v) de celulose foi adicionado de uma Unica vez.

O processo descontinuo alimentado também leva a producdo de maiores titulos
enziméaticos e maiores produtividades para P. occitanis. Adicdes de Avicel® a cada 20 ou 48
horas possibilitaram titulos enziméaticos maiores que 20 FPU/mL e produtividades de 128
FPU/L/h, enquanto o processo descontinuo apresentou titulos de apenas 9 FPU/mL e
produtividade de 80 FPU/L/h (Ellouz-Chabouni et al., 1995).

Watson et al. (1984) estudaram a producdo de celulases de T. reesei RUT-C30 em
regime descontinuo alimentado, sendo polpa sulfitada utilizada como fonte de celulose. Os
melhores resultados de FPA (57 Ul/mL) foram obtidos numa alimentacdo de 1g/L/h,

totalizando uma concentragao de celulose final de 25% (m/v).

2.9 Biorreatores

Atualmente, com o desenvolvimento da Biotecnologia, modernos biorreatores tém
sido construidos para as mais diversas necessidades de producdo, como enzimas, corantes,
horménios, antibiodticos e anticorpos. Estes biorreatores apresentam sistemas de controle para
todas as variaveis do processo e sdo projetados para operarem em condicdes assépticas
(Figura 9). Mesmo com todos esses avangos, a utilizagdo comercial do potencial da
Biotecnologia moderna para muitas aplicagbes permanece limitada. O conhecimento
insuficiente da engenharia de bioprocessos € um dos varios limitantes do sucesso de projetos e

do aumento de escala das pesquisas em laborato6rio (Rossi, 2006).
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Muitos tipos de biorreatores sdo empregados em processos biotecnoldgicos e o tipo mais
tradicional empregado é o de tanque agitado. A primeira aplicacdo dos biorreatores, data dos
anos 40, quando foram utilizados em cultivos aerobios para a producdo do antibiotico
penicilina, durante a Segunda Guerra Mundial (Bailey, 1980). Cerca de 90% dos biorreatores

aerobios utilizados na inddstria sdo de tanque agitado (Kossen, 1984; Pereira Jr et al., 2008).
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Figura 9. Esquema de biorreator de tanque agitado piloto equipado com sistemas de
controle para as diversas variaveis de processo. (Fonte:

http://www.biotopics.co.uk/microbes/penici.html).



http://www.biotopics.co.uk/microbes/penici.html

37

O processo de alimentacdo no regime descontinuo alimentado envolve uma adicéo
lenta de meios com nutrientes altamente concentrados no biorreator, sem remocdo do meio
inicial, até que o reator esteja cheio. Essa operacdo pode manter os niveis de nutrientes baixos
para minimizar a repressdo por metabdlitos ou para estender a fase estacionaria pela adicdo de
nutrientes para obter o produto adicional. O regime descontinuo alimentado € usado
extensamente nos biorreatores industriais (Hendy et al., 1984). Segundo Pereira Jr et al.
(2008) o regime descontinuo alimentado pode ser definido como um modo de operacdo na
qual um ou mais nutrientes necessarios ao crescimento celular sdo adicionados ao biorreator,

intermitentemente ou continuamente, sem que ocorra retirada de material durante a operacéo.

Diante deste contexto, a realizagdo desse trabalho se justifica pela contribuicdo ao
conhecimento sobre a producdo de celulases e xilanases por P. echinulatum em biorreator
com agitacdo mecanica, empregando o regime descontinuo e o0 regime descontinuo
alimentado para incrementar os titulos enzimaticos. Além disso, a utilizagdo destas enzimas
na hidrélise de residuos lignocelulésicos constitui em um importante acesso biotecnolégico

que contribui para tornar economicamente viavel a producéo de etanol de segunda geracéo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagem

Para a producdo de celulases e xilanases foi utilizada a linhagem mutante S1IM29 de
Penicillium echinulatum obtida a partir da linhagem 9A02S1 (microrganismo depositado no
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen - DSM 18942). A linhagem
S1M29 (Figura 10) foi obtida por meio de mutagénese empregando peroxido de hidrogénio e
selecdo dos mutantes em meio suplementado com 2-deoxiglicose (Dillon et al., 2011). A
linhagem 9A02S1 caracteriza-se por ser um mutante parcialmente desreprimido a glicose
(Dillon et al., 2006) e resultou de varias etapas de mutagénese a partir da linhagem 2HH,

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

AccY  Probe Mag WD Det ul AccY  Probe Mag WD Det —— 5um
15.0kV 40 x1200 19 SE SC20 15.0kV 40 x2700 20 SE SC20

Figura 10. Microscopia eletronica de varredura de Penicillium echinulatum (Foto Marli Camassola).
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3.2 Solucdes e suspensdes

As solucdes, quando necessario, foram autoclavadas a 1 atm de pressdo monomeétrica
durante 20 minutos.
e Soluciio de azida sédica 20% (m/v). Foi formulada em agua destilada e empregou-se 1L
da solucdo para cada mL de amostra, para manter uma concentracao inibitéria minima de
0,02% (m/v).
e Soluciio antibidtica de ciprofloxacino (Proflox®-EMS S/A). Dissolveu-se um comprimido
de cloridrato de ciprofloxacino, correspondendo a uma quantidade de 500 mg de
ciprofloxacino, em 40 mL de &gua destilada estéril. Para cada 100 mL de meio de cultivo,
acrescentou-se 0,16 mL da solucdo de antibiotico para atingir uma concentracdo minima final
de 0,02 mg/mL.
® Solucdes para determinacio do contetido de celulose.
- Solucéo de acido acético/acido nitrico. Foi preparada com 150 mL de acido acético 80%
(v/v), acrescido de 15 mL de &cido nitrico concentrado.
® Solucdes para determinacio de FPA, endoglicanases, p-glicosidases e xilanases.
- Solucéo de &cido dinitrosalicilico (DNS). A solucdo para dosagens de acUcares redutores
utilizada foi descrita por Miller (1959), sendo composta por acido 3,5-dinitrosalicilico (2,12
g), hidréxido de sodio (3,92 @), tartarato de sodio e potassio (61,20 g), fenol (1,52 g),
metabissulfito de sodio (1,66 g) e dgua destilada (283,3 mL).
- Solucéo de carboximetilcelulose 2% (m/v). Foi preparada em tampdo citrato de sédio 0,05
M pH 4,8, sendo adicionado 0,1 mL da solucdo de azida sddica 0,5% (m/v).
- Solucéo de salicina 1% (m/v). Foi preparada em tampao citrato de sodio 0,05 M, pH 4,8
sendo adicionado 0,1 mL da solucédo de azida sodica 0,5% (m/v).
- Solucéo de xilana 1% (m/v) (oat spelt xylan). Foi preparada em tampéo citrato de sodio

0,05 M, pH 4,8, sendo adicionado 0,1 mL da solug&o de azida sodica 0,5% (m/v).
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- Solucdo de p-nitrofenil-p-D-glicopiranosideo (4 mmol/L ). Foi preparada em tampao
citrato de sdédio 0,05 M, pH 4,8, sendo adicionado 0,1 mL da solucdo de azida sodica 0,5%
(m/v).

- Tampao citrato de sodio 0,05 mol/L (pH 4,8).

- Solucéo de glicose 2 mg/mL para curva padrao.

- Solucéo de p-nitrofenol 2 mmol/L /L para curva padréo.

- Solucéo de xilose 0,01 mol/L para curva padréo.

® Solucdes para hidrdlise acida da sacarose.

- Solucéo de acido cloridrico 2 mol/L.

- Solucéo de hidroxido de sodio 1 mol/L.

- Solucéo de sacarose 20 g/L para curva padrao.

e Solu¢do mineral 20x (SM). Baseia-se na formulacdo de Mandels & Reese (1957) e foi
composta por: KH,PO4 (10g); MgS0O.4.7H,0 (6g); CO(NH,), (6g); CaCl, (6g); FeSO4.7H,0
(0,19); MnS04.H,0 (0,0312g); ZnSO4.7H,0 (0,028g); CoCl,.6H,0 (0,04g). Estes sais foram
dissolvidos em 1000 mL de &gua destilada, sendo a solucéo autoclavada e armazenada a 4°C.
e Suspensio de celulose intumescida 2,5% (m/v). Foi utilizada celulose Celuflok E®
(Celuflok Celulose e Amidos Ltda, Cotia, SP). A suspensdo foi autoclavada e, apos,
permaneceu sob agitacdo a 180 rpm por 7 dias. Esta suspensdo foi armazenada a 4°C até o

momento do uso.

3.3 Meios de producéo para celulases e xilanases

3.3.1 Meio de producéo para inoculo

O meio de cultivo para a producdo do inoculo consistiu de 0,5% (m/v) de celulose
Celuflok E®; 0,1% (m/v) de sacarose; 0,14% (m/v) de sulfato de amdnio ((NH4)SO4); 0,2%

(m/v) de farelo de soja; 0,5% (m/v) de farelo de trigo; 0,05% (m/v) de Prodex®; 0,1% (v/v) de
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Tween 80®; 0,002% (v/v) do antibiético ciprofloxacino, 5% (v/v) da solucdo mineral e agua

destilada para completar o volume final de 100 mL.

3.3.2 Meio de producdo para cultivos em biorreator

O meio de cultivo para os biorreatores foi composto por 1%, 2%, 3%, 4% e ou 6%
(m/v) de celulose Celuflok E®, conforme o experimento; 0,5% (m/v) de sacarose; 0,14% (m/v)
de sulfato de amonio ((NH4)SO,); 0,2% (m/v) de farelo de soja; 0,5% (m/v) de farelo de trigo;
0,05% (m/v) de Prodex®; 0,1% (v/v) de Tween 80 0,002% (v/v) do antibi6tico
ciprofloxacino, 10% (v/v) da solugdo mineral e agua destilada para completar o volume de

trabalho dos biorreatores.

3.4 Procedimentos

3.4.1 Crescimento e manutencdo de linhagens

A linhagem foi crescida e mantida em 100 mL de agar-celulose (C-agar), consistindo
de 40 mL de celulose intumescida, 10 mL de solugéo mineral; 0,1g proteose peptona (Oxoid
L85®); 2 g 4gar e 50 mL de agua destilada. A linhagem foi crescida em tubos inclinados com
C-agar por 7 dias a 28°C até a formacao de conidios e entdo estocada a 4°C, conforme Dillon

et al. (2006).

3.4.2 Cultivos em frascos mantidos sob agitacao reciproca para inéculos

Frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL do meio de producéo, foram
inoculados com uma suspenséo com 1x10’ conidios e mantidos a 28°C, em agitagéo reciproca
de 180 rpm, por 48 horas. Logo depois, 10% (v/v) da cultura foi inoculada no biorreator. Para
0s experimentos desenvolvidos no Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do
Bioetanol (CTBE), as mesmas condi¢fes para o indculo foram mantidas, exceto a agitacéo,

que foi orbital a 250 rpm, e a temperatura, que foi de 29°C.
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3.4.3 Cultivos em biorreator

O biorreator empregado nos experimentos desenvolvidos no Laboratério de Enzimas e
Biomassas da Universidade de Caxias do Sul (Figura 11) foi construido em parceria, entre a
Universidade de Caxias do Sul e o Senai/Mecatronica. Ele apresenta um volume operacional
de 5 L e a agitacdo do equipamento é feita com um inversor de frequéncia que comanda um
motor que estd conectado por um selo mecénico nas pas. A cuba foi confeccionada em vidro e
apresenta forma cilindrica, tendo 28 cm de altura e 20 cm de didmetro. A turbina de agitacéo,
as entradas para os eletrodos e as demais entradas e saidas sdo feitas de aco inoxidavel. A
turbina tem a forma de “U”, apresenta aletas no corpo ¢ dimensdes de 15,3 cm de altura e 12,6
cm de largura. O biorreator apresenta trés chicanas distribuidas pelo sistema. Com esta
configuracdo, com o meio de cultivo com 2% (m/v) de celulose e sem células, frequéncia de
agitador de 300 rpm e fluxo de ar de 0,5 vwm, um valor do coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio (Ka) de 111 h™ foi medido.

Os ensaios neste biorreator foram conduzidos em regime descontinuo e em todos 0s
ensaios a concentracdo de oxigénio foi mantida manualmente em no minimo 30% da
saturacdo. Inicialmente, foram feitos cultivos em processo descontinuo com 1% (m/v) de
celulose para avaliar o efeito da temperatura e do pH na producdo enzimatica. Para avaliar o
efeito da temperatura, manteve-se o pH do meio sem controle e a temperatura foi mantida
automaticamente. ApoOs selecionar-se a melhor temperatura para a producdo enzimatica,
diferentes valores de pH foram testados. Nestes ensaios, o pH foi mantido com adicdo de 2

mol/L NaOH e 1 mol/L H,SO,. Os dados foram obtidos a partir de um Gnico experimento.
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Figura 11. Biorreator com agitacdo mecanica, construido em parceria com a

Universidade de Caxias do Sul e com o Senai/Mecatronica.

Apos definirem-se as melhores condi¢fes de temperatura e pH, foram feitos cultivos
em regime descontinuo com 2, 3 e 4% (m/v) de celulose, sendo a temperatura e o pH
mantidos automaticamente. Nestes ensaios, 0 pH passou a ser controlado com 2 mol/L
NH,OH ao invés de NaOH, por ser uma importante fonte de nitrogénio para a produgédo
enzimatica. Todos os experimentos no biorreator foram mantidos por no minimo 120 horas. A
frequéncia dos agitadores mecanicos do biorreator variou entre 120 e 300 rpm, conforme a
demanda de oxigénio. A aeragdo variou de 0,25 a 1,5 vvm e a espuma do meio foi controlada
pela adicdo do antiespumante Fluent Cane 114 Polyglycol® (Dow Quimica S.A.). Os dados

foram obtidos a partir de um Unico experimento.
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Para a amostragem, foram retiradas 3 aliquotas (15 mL) diariamente com um intervalo
minimo de 4 horas e 16 horas até o dia seguinte. Além de conservacdo sob refrigeracao,
acrescentou-se azida sodica 20% (m/v) as amostras a fim de manter uma concentragéo final
de 0,02% (m/v). Para os procedimentos analiticos, centrifugou-se 10 mL da amostra por 20
minutos a 10.000 g. O restante da amostra foi guardado para eventuais analises. Apos a
centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e armazenado em placas de polipropileno de 96
pocos (com volume individual de 1,5 mL) e em microtubos de reacdo. O pellet foi utilizado
para determinar o contetido de celulose residual.

Os experimentos em regime descontinuo alimentado foram desenvolvidos no
Laboratorio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), localizado em
Campinas. Para tanto, empregaram-se biorreatores da New Brunswick, modelo
BioFlo/CelliGen 115, com volume operacional de até 1,5 L (Figura 12). Os biorreatores sdo
dotados de duas turbinas tipo Rushton com 6 pas planas com quatro chicanas. O Kja, para 300
rpm, fluxo de ar de 0,5 vvm e meio de cultivo com 2% (m/v) de celulose e sem células foi de
28,8 h™.

Para estes ensaios, a temperatura também foi mantida em 28°C e o pH em 6,0. O pH
foi mantido com adicdo automatica de 6,4 mol/L de NH,OH e 0,4 mol/L de H,SO,. A
concentracdo de oxigénio também foi mantida num minimo de 30%, no entanto o controle foi
automatico. A aeracdo variou entre 0,25 a 2,5 vvm e a frequéncia dos agitadores variou entre
270 a 750 rpm. O volume de trabalho empregado foi de 1,2 L e os experimentos foram
mantidos até as 168 horas de cultivo. As amostras (10 mL) foram retiradas de 12 em 12 horas
a partir das 24 horas para acompanhar os niveis enzimaticos. Ap0s acrescentar azida sodica,
as amostras foram centrifugadas, o sobrenadante foi guardado em microtubos de reacdo e os
pellets permaneceram nos tubos de centrifuga para posterior anélise do conteddo de celulose

resultante. As amostras permaneceram sob refrigeracéo e todas as analises foram feitas ao fim
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de todos os experimentos no Laboratorio de Enzimas e Biomassas da Universidade de Caxias

do Sul.

Figura 12. Biorreator com agitagdo mecéanica da New Brunswick, modelo
BioFlo/CelliGen 115.

Em regime descontinuo alimentado, foram utilizadas massas de celulose equivalentes
a2,4e6% (m/v) em relagdo ao volume util do biorreator. Para tanto, os experimentos foram
iniciados com 1% (m/v) de celulose e as alimentagdes foram feitas a partir de 48 horas de
cultivo, com a adigéo de 0,5% (m/v) de celulose em pg, esterilizada em autoclave a 121°C, a
cada 12 horas. Entretanto, para o experimento com 6% (m/v) de celulose, nos dois ultimos
periodos de alimentagdo, adicionou-se 1% (m/v) de celulose, a fim de ndo estender
demasiadamente o experimento. Nestes experimentos, ndo houve variacdo de volume. Para

fins de comparacdo, experimentos em regime descontinuo foram feitos no mesmo biorreator e
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com as mesmas massas de celulose empregadas em regime descontinuo alimentado. Os dados

foram obtidos a partir de um Unico experimento.

3.5 Determinacéo do coeficiente volumétrico da transferéncia de oxigénio

O coeficiente de transferéncia de oxigénio (K a) foi estimado pelo método descrito por
Sobotka et al. (1982), em meio de cultivo sem células, através da utilizacdo do eletrodo
polarografico para medida da concentracdo de oxigénio dissolvido. Apds a calibracdo do
eletrodo, injetou-se nitrogénio no meio até que a concentracdo de oxigénio dissolvido,
representada pelo percentual de oxigénio em relacdo a saturacdo, fosse reduzida a 15%. Apos,
o meio foi novamente aerado, cronometrando-se a variacdo do percentual de oxigénio
dissolvido entre 20 e 80% de saturacdo.

A equacdo abaixo define a transferéncia de oxigénio para o meio:

dC/dt =K,a (Cs—C)

Onde:
dC/dt = variacdo da concentracao de oxigénio dissolvido com o tempo.
Cs = concentracao de oxigénio dissolvido na saturacdo do meio.
C = concentracdo de oxigénio dissolvido.

Com a integragdo da Equacdo 1, com limites de C entre a Cse p Cse de tentre O e t,
tem-se:

In[(2-B)/(1-0)]=-K.a.t

Onde a e B sdo valores percentuais da concentracdo de oxigénio na saturacéo,

registradas no reator. O gréfico resultante da Equacdo 2 apresenta um perfil linear, cujo

coeficiente angular representa “-Kja”.
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3.6 Determinacéo do contetdo de celulose

O conteudo de celulose residual nas amostras foi determinado pelo meétodo de
Updegraff (1969) modificado por Ahamed et al. (2008a). Este método emprega 10 mL do
meio de cultura, que é centrifugado a 10.000 g por 20 minutos. Ap6s, 0 sobrenadante é
removido com um pipetador. Os pellets resultantes sdo suspensos em 3 mL de uma solucéo
com acido acético e acido nitrico, permanecendo esta mistura em banho a 100°C por 30
minutos. Ap6s o resfriamento e centrifugacdo a 3.000 g por 20 minutos, os pellets,
constituidos apenas pela celulose, sdo lavados com agua destilada (10 + 10 mL) em um papel

filtro seco e pesado. A celulose residual é seca a 50°C por 48 horas.

3.7 Determinacéo da sacarose

A sacarose foi mensurada apés hidrélise acida de acordo com o método preconizado
por Falcone & Marques (1965), com modificacdes. Para tanto, 0,5 mL da amostra foi
hidrolisada com 0,5 mL de HCI 2 mol/L por 10 minutos a 65°C. Apos resfriamento das
amostras, acrescentou-se 1,25 mL de NaOH 1 mol/L para a neutralizagdo e 2,75 mL de agua
destilada para obter uma diluicao final de 1:10. Em seguida, 0,25 mL da amostra hidrolisada e
diluida, acrescida de 0,75 mL de DNS, foi fervida por 5 minutos para reacdo com os agucares
redutores. Em seguida, acrescentaram-se 4 mL de agua destilada, para posterior leitura no
espectrofotdbmetro a 545 nm. A concentracdo de sacarose foi determinada através de curva de
calibracdo construida com solugdes de sacarose com concentracdes de 0; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6 e

2,0 mg/mL, por meio de regressao linear, utilizando o programa Origin 6.0.
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3.8 Dosagens enzimaticas

3.8.1 Determinacéo da atividade sobre papel filtro (FPA)

Para a dosagem de celulases totais foi utilizada a analise de atividade enzimatica sobre
papel filtro (FPA), adaptada de Ghose (1987), sendo calculado as diluicdes necessarias para
liberar 1 mg de agUcar redutor por mL.

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 hidrélise
substancial é necessario um sistema celulésico complexo (celobioidrolases e endoglicanases).
O papel filtro é recomendado pela Comissdo de Biotecnologia da IUPAC para se avaliar a
atividade celulasica total de um sistema celulésico (Ghose, 1987; Medve et al., 1997).

Utilizaram-se placas de polipropileno de 96 pocos (com volume individual de 1,5 mL).
Em cada poco da placa, foi adicionado 10 pL de solucdo enzimatica ou diluicdo apropriada e
140 uL de tampao citrato de sodio 0,05 mol/L 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
tampdo citrato de sddio até a temperatura ideal de hidrolise dessa enzima.

Em seguida foram adicionados a cada pogo 5 mg de papel filtro (Whatman n°l1) em
tiras de 1 cm x 0,6 cm, mantendo-os por 60 minutos em banho a 50°C. Logo ap0s, a reacgéo foi
interrompida com a adicdo de 300 pL da solucdo do reagente DNS (Miller, 1959) e a placa foi
colocada em banho a 100°C, por 5 minutos.

Apbs resfriamento em temperatura ambiente, foram adicionados 100 puL de amostra
em placa de poliestireno cristal de 96 po¢os (com volume individual de 0,4 mL) e adicionado
200 pL de agua destilada sendo a absorbancia medida em espectrofotdmetro a 545 nm.

A determinacdo das atividades sobre papel filtro presentes nas amostras foram

determinadas através de curva de calibracdo construida com solucdes de glicose com
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concentracgdes de 0, 0,25; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg/mL, por meio de regressao linear, utilizando o

programa Microsoft Office Excel 2007.

3.8.2 Determinacéo de endoglicanases

A determinacdo da atividade de endoglicanases, segundo Ghose (1987) com
modificacoes, foi realizada empregando-se 1 pL da solucéo enzimatica ou diluicdo apropriada
e 49 pL de tampao citrato de sddio 0,05 mol/L pH 4,8 em cada poc¢o 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 po¢o
50 pL de solucgdo de carboximetilcelulose 2% (m/v), previamente aquecida a 50°C, mantendo
as placas por 30 minutos em banho a 50°C. Apds, a reagdo foi interrompida com a adicdo de
300 pL da solucdo do reagente DNS e a placa foi colocada em banho a 100°C, por 5 minutos.

A leitura, em espectrofotdmetro, e a determinacdo da atividade de endoglicanases

procederam-se tal como para FPA.

3.8.3 Determinagao de B-glicosidases

Para a determinagdo 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 adaptacdes. De acordo com essa técnica, foram
adicionados em pocos de placa de 96 pocos, 10 pL de solucdo enzimatica, 40 puL de tampéo
citrato de sodio 0,05 mol/L pH 4,8 e 50 uL da solucdo de salicina 1% (m/v). As placas
contendo essas solugdes foram colocadas em banho a 50°C, por 30 minutos. Apés, a reacdo
foi interrompida com a adicdo de 300 pL da solucdo do reagente DNS e a placa foi colocada

em banho a 100°C, por 5 minutos. Apds o resfriamento em temperatura ambiente foi realizada
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a leitura de absorbancia em espectrofotdometro a 545 nm. A determinacdo da atividade foi
realizada tal como para FPA.

A determinacdo da atividade de B-glicosidases também foi realizada empregando-se a
metodologia adaptada de Daroit et al. (2008). Uma mistura reacional (100 uL) contendo 5 puL
de &gua destilada, 5 uL de solug¢do enzimatica e 90 uL de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo
(pPNPG 4 mmol/L) foi incubada a 50°C por 30 minutos, sendo interrompida com a adicao de
200 pL de uma solugdo 10% (m/v) de Na,COsz. A leitura da absorbancia de pNPG das
amostras foi estimada espectrofotometricamente a 405 nm e a determinacdo da atividade foi
determinada através de curva de calibracdo construida com solucdes de p-nitrofenol (pNP)
com concentracdes de 0, 0,04; 0,2; 0,4; 0,6, 0,8, 1,2, 1,6 e 2,0 mmol/L/L, por meio de

regressao linear, utilizando o programa Origin 6.0.

3.8.4 Determinacao de xilanases

A determinacdo das atividades de xilanases foi realizada segundo Bailey et al. (1992).
Em cada poco da placa de 96 pocos foram adicionados 10 pL de caldo enzimatico e 90 pL de
uma solucéo de xilana 1% (m/v) previamente aquecida a 50°C. A placa foi mantida em banho
a 50°C por 5 minutos. A reacao foi interrompida adicionando-se 300 pL de DNS e a placa foi
mantida em banho a 100°C por 5 minutos.

Apds resfriamento em temperatura ambiente foram adicionados 100 pL de amostra em
placa de 96 pocos e adicionado 200 pL de agua destilada e a absorbancia foi medida em
espectrofotdbmetro a 545 nm.

As concentragdes de xilanases presentes nas amostras foram determinadas atraves de
curva de calibracdo construida com solucdes de xilose 0,01 mol/L com concentracfes de O;
2,5; 5,0; 7,5 e 10 mmol/L, por meio de regressdo linear, utilizando o programa Microsoft

Office Excel 2007.
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3.8.5 Unidades de enzimas

As unidades de FPA, de endoglicanases, de xilanases e de B-glicosidases (salicina)
foram assumidas como a quantidade de enzima capaz de liberar 1umol/L de agucar redutor
por minuto. Uma unidade de B-glicosidases (p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo) foi assumida

como a quantidade de enzima capaz de liberar 1umol/L de p-nitrofenol por minuto.

3.8.6 Determinacéo de endoglicanases por viscosidade

A atividade de endoglicanses também foi estimada pela medida da reducdo da
viscosidade de solucdo padrdo de carboximetilcelulose 1% (m/v), em tampdo citrato (0,05
mol/L pH 4,8). Para a realizacdo deste método, foram seguidos os procedimentos descritos
por Byrne et al. (1975). A técnica utilizada é detalhada a seguir.
- a solucdo de carboximetilcelulose e a solucdo da amostra, diluida apropriadamente, foram
colocadas em banho termostatico ajustado a 50°C por 10 minutos;
- a um tubo de ensaio, foram adicionados 17,5 mL da solucdo de carboximetilcelulose a 0,5
mL da solucéo enzimatica diluida, homogeneizando-se com agitacéo;
- a mistura foi incubada em banho termostéatico, a 50°C, por 30 minutos;
- transcorrido o tempo de reacdo, a viscosidade da mistura reacional foi medida no
viscosimetro BROOKFIELD modelo DV-I1+.

Para cada amostra, foi preparado um branco da reacdo com solucdo enzimatica
inativada, submetida ao mesmo procedimento descrito para amostra. Para a obtencdo da
solucdo enzimatica inativada, o extrato foi colocado em autoclave (121°C) por 15 min. Com
os valores de viscosidade das preparacfes contendo a amostra ativa e inativada, foi calculada

a reducdo de viscosidade (A) através da Equacéo 1:

A = viscosidade da amostra inativada — viscosidade da amostra . 100 Q)
viscosidade da amostra inativada
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Para a conversdo de ‘A’ em atividade, sao construidas curvas padréo da seguinte forma:
- 0 sobrenadante obtido € submetido a uma série de dilui¢Ges, sendo as amostras analisadas de
acordo com a metodologia descrita e calculando-se o valor de A de cada diluig&o;
- a partir dos valores de ‘A’ sdo construidas curvas relacionando estes valores com o logaritmo
decimal do inverso das dilui¢des, representando uma proporgéo da concentracdo de enzimas.
- 1 U foi definida como a quantidade de enzima que causa a reducdo de 50% da viscosidade
da solucdo, nas condi¢cbes padronizadas, e expressa em unidades/mL (Ul/mL).
Proporcionalmente, foi calculado o nimero de unidades para cada concentracéo.

A atividade de endo foi calculada pela Equagé&o 2:

P=10 A 1/v . dil )

Onde:

P - atividade enzimatica de endoglicanases (Ul/mL)

A - reducdo de viscosidade (%)

aeb - coeficientes da curva de calibracao

v - volume de preparacdo enzimatica utilizada na analise (0,5 mL)

dil - diluicdo da preparagdo enzimatica

3.9 Anélise dos resultados
Os graficos das atividades enzimaticas foram elaborados no software PrismGraphPad

versdo 3.0 para Windows, San Diego, Califérnia, EUA.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados de cultivos submersos com
P. echinulatum S1M29, em biorretor com agitacdo mecanica. Os itens 4.1 e 4.2 se referem aos
cultivos conduzidos com diferentes temperaturas e pHs, respectivamente. Os resultados para
regime descontinuo estdo descritos no item 4.3 e os de regime descontinuo alimentado no
item 4.4. O crescimento da massa micelial ndo pode ser determinado por gravimetria, devido
a presenca de materiais insoltveis e nem por dosagem de DNA, devido a presenca de material
genético nos farelos de trigo e soja. A determinacdo do crescimento micelial por N-acetil

glicosamina também néo pode ser empregada, pois os resultados ndo foram coerentes.

4.1 Efeito da temperatura na producdo de celulases e xilanases de Penicillium
echinulatum

Para avaliar o efeito da temperatura na producdo de celulases e xilanases, foram
realizados ensaios com trés diferentes temperaturas: 26, 28 e 30°C. Os experimentos foram
conduzidos em regime descontinuo com 1% (m/v) de celulose e as temperaturas foram
mantidas automaticamente durante todo experimento.

Em cultivos com fungos filamentosos sem controle de pH, ocorre um decréscimo no
valor de pH durante o crescimento em substratos contendo carboidratos e, apds o esgotamento
da fonte de carbono, um aumento nos valores de pH é observado (Bailey & Tahtiharju, 2003).
Sternberg & Dorval (1979) e Duff et al. (1987) sugerem que o decréscimo do pH ocorre
devido ao consumo da amonia presente no meio de producdo sob a forma de sulfato de
amonio.

Ao comparar-se os valores de pH durante os cultivos, verificou-se que a temperatura
de 28°C proporcionou uma queda no valor de pH em menor tempo de processo (Figura 13),

sugerindo que houve uma melhor adaptacéo e crescimento do fungo nesta temperatura. Além
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disso, o rapido metabolismo na temperatura de 28°C, também pode ter ocorrido paralelamente
ao aumento mais rapido do pH. Estes dados estdo de acordo com os estudos de Sternberg &
Dorval (1979), pois os mesmos também verificaram que o pH pode ser um parametro

indicativo da intensidade do metabolismo.

9.0

6.0

pH
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3.0
—a— 26°C
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—8— 300
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Figura 13. Valores de pH durante cultivos com

Penicillium echinulatum S1M29, conduzidos sob

diferentes temperaturas.

Com relagdo a producdo enzimatica (Figura 14A-C), observou-se que a temperatura de
28°C proporcionou 0s maiores titulos enzimaticos para endoglicanases (9,47 Ul/mL), FPA
(1,45 Ul/mL) e pB-glicosidases (1,0 Ul/mL). No entanto, o perfil da producdo das
endoglicanases foi semelhante para a temperatura de 26°C e o titulo enziméatico maximo da
atividade de B-glicosidases ocorreu em menor tempo na menor temperatura.

Varios autores descrevem a temperatura de 28°C como a melhor para a producgdo de
celulases. Ahmed et al. (2009) avaliaram diferentes temperaturas (entre 22 e 34°C) na
producéo de celulases por T. harzianum e verificaram que a 28°C ocorreu a maior producao
de endoglicanases, exoglicanases e B-glicosidases em 120 horas de cultivo. Sing et al. (1996)

também obtiveram méaxima producdo de celulases por Aspergillus terreus numa temperatura
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de 28°C, assim como Zhou et al. (2008) para T. viride. Duff & Murray (1996) sugerem que a
temperatura 6tima para a producdo de celulases por T. reesei esta entre 25-28°C.

Em contrapartida, Sohail et al. (2009), ao estudarem a producéo de celulases por A.
niger MS82, obtiveram os maiores niveis de B-glicosidases numa temperatura de 25°C. No
entanto, os maiores titulos enzimaticos de endoglicanases foram obtidos quando o fungo foi
crescido a 30-35°C. Os dados obtidos para B-glicosidases por estes autores podem justificar
titulos enzimaticos maximos obtidos em menor tempo de cultivo para a temperatura de 26°C,
sugerindo que para esta enzima menores temperaturas favorecem sua producao.

As atividades de xilanases foram semelhantes, até 72 horas de cultivo, para todas as
temperaturas estudadas (Figura 14D). Apos este periodo, foram observados decréscimos nas
atividades a 26°C e aumentos nas atividades a 28 e 30°C. Apesar de mais tardio, a atividade
méaxima de xilanases (23,2 UI/mL) ocorreu a 30°C, em 120 horas de cultivo. Gupta et al.
(2009), também verificaram que a temperatura Otima para a producdo de xilanases por
Fusarium solani é de 30°C, obtendo-se atividades maximas de 69,88 U/mL. Da mesma forma,
Smith & Wood (1991) observaram, para Aspergillus awamori, que a producdo 6tima para
xilanases era de 30°C. No entanto, Terrasan et al. (2010) obtiveram maior producdo de
enzimas xilanoliticas (xilanases, B-Xilosidases) numa temperatura de 25°C para Penicillium

janczewskii.
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Figura 14. Atividades de endoglicanases (A), FPA (B), B-glicosidases conforme método de Chahal
(1985) (C) e xilanases (D) durante cultivos com Penicillium echinulatum S1M29, sob diferentes

temperaturas.

Definiu-se a temperatura de 28°C, entre as estudadas, como a mais adequada para a
producdo enzimatica, sendo esta empregada em todos os experimentos realizados, apesar

desta decisdo ndo estar sustentada pela estatistica em vista de dificuldades operacionais.

4.2 Efeito do pH na produgéo de celulases e xilanases de Penicillium echinulatum

Visto que o pH é um dos fatores que mais influéncia na fisiologia dos microrganismos
e, consequentemente, no crescimento e na producdo de enzimas, este parametro foi estudado
na producéo de celulases e xilanases, a partir de experimentos que empregaram seis diferentes

valores de pH: 4,0; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0. Estes valores foram mantidos automaticamente
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durante todos os experimentos com adicdo de solucdes de 2 mol/L NaOH e de 1 mol/L
H,SO,.

Na Figura 15, pode-se observar as diferentes frequéncias de agitador empregadas nos
cultivos para manter a concentracdo de oxigénio dissolvida acima de 30% da saturacdo. A
vazdo de ar variou de 0,25 vvm a 1,1 vvm, dependendo do experimento e maiores vazoes
foram requeridas até 24 horas de cultivo (Figura 16). Verifica-se que em cultivos com valores
de pH 4,0 e 5,0 a vazdo de ar requerida e agitacdo foram maiores nas primeiras 24 horas de
cultivo, como consequéncia do maior consumo de oxigénio. Sugere-se que nessas condicdes
de pH, houve um maior crescimento do microrganismo. Estes dados corroboram os obtidos
por Ryu & Mandels (1980) e por Doppelbauer et al. (1987), pois estes autores sugeriram um

pH ideal de crescimento em torno de 4,0, para T. reesei.
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Figura 15. Frequéncias de agitador empregadas
durante cultivos com Penicillium echinulatum

S1M29, conduzidos sob diferentes valores de pH.
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Figura 16. Vazdo de ar requerida durante cultivos

com Penicillium echinulatum S1M29, conduzidos

sob diferentes valores de pH.

O consumo da sacarose durante 0s experimentos ocorreu até 24 horas de cultivo para
a maior parte dos experimentos e para o pH 4,0 o consumo foi mais lento, até 40 horas de
cultivo (Figura 17A). As oscilagbes na concentracdo da sacarose observadas durante 0s
experimentos se justificam pela liberacdo de aclcares redutores no meio de cultivo, que séo

detectados pelo método do DNS (Figura 17B).
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Figura 17. Concentracdo de sacarose (A) e de aglcares redutores (B) durante cultivos com

Penicillium echinulatum S1M29, conduzidos sob diferentes valores de pH.
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O consumo da celulose foi medido pela avaliacdo da celulose por gravimetria (Figura
18), admitindo-se, entdo, que ela foi hidrolisada e consumida. O cultivo conduzido em pH 6,0
apresentou o maior consumo e o perfil do consumo da celulose foi semelhante nas demais
condicdes de pH, até as 40 horas de cultivo.

O perfil de consumo da celulose em pH 6,0 pode indicar a importancia do pH na
fisiologia e no metabolismo do fungo, uma vez que neste valor, 87% (m/v) da celulose foi
consumida em até 120 horas de cultivo. Em contraste, Ahamed & Vermette (2008b), ao
crescer T. reesei RUT-C30 em pH 4,8 com 1% (m/v) de celulose, verificaram que 99% (m/v)
da celulose foi consumida em 144 horas de cultivo. No entanto, ao crescer A. niger nas

mesmas condicOes, os autores verificaram que apenas 79,3% (m/v) da celulose foi consumida.
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Figura 18. Concentragdo de celulose durante cultivos

com Penicillium echinulatum S1M29, conduzidos

sob diferentes valores de pH.

Com relacdo a atividade enzimatica, verificou-se que os maiores titulos de xilanases
e FPA foram obtidas em pH 6,0 com atividades maximas de 33,5 Ul/mL e 1,8 Ul/mL,
respectivamente (Figura 19A-B). Valores de pH de 5,5 e 6,5 também contribuiram para a
producdo destas enzimas; no entanto, os outros valores de pH avaliados ndo foram té&o

favoraveis para a producdo enzimatica.
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Figura 19. Atividades de xilanases (A) e FPA (B) durante cultivos com Penicillium echinulatum

S1M29, conduzidos sob diferentes valores de pH.

Para endoglicanases, as maiores atividades foram proporcionadas pelos valores de
pH 55 e 6,0 (Figura 20A), sendo que os titulos maximos, obtidos em 96 horas, foram
semelhantes, em torno de 10 Ul/mL. A atividade de endoglicanses também foi estimada pela
medida da reducdo da viscosidade de solugcdo padrdo de carboximetilcelulose 1% (m/v), em
tampado citrato (0,05 M pH 4,8). Para esta analise, as enzimas obtidas do cultivo em pH 6,0
apresentaram maior eficiéncia na reducgdo da viscosidade, atingindo uma atividade maxima de
540 Ul/mL em 96 horas de cultivo (Figura 20B).

Enquanto que para a producdo de xilanases, FPA e endoglicanases o intervalo de pH
6timo encontrado foi entre 5,5 e 6,5, para B-glicosidases se verificou um intervalo de pH mais
acido, entre 50 e 6,0 (Figura 21). As maiores atividades foram obtidas nos cultivos

conduzidos em pH 5,5 e 6,0 em 96 horas de cultivo para ambos os cultivos.
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Figura 20. Atividades de endoglicanases de acordo com o método de Ghose (1987) (A) e de acordo
com o0 método da redugdo da viscosidade de Byrne et al. (1975) (B) durante cultivos com Penicillium
echinulatum S1M29, conduzidos sob diferentes valores de pH.
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Figura 21. Atividades de B-glicosidases de acordo com o método de Chahal (1985) (A) e de acordo

com o método de Daroit et al. (2008) (B) durante cultivos com Penicillium echinulatum S1M29,
conduzidos sob diferentes valores de pH.

Tangnu et al. (1981) estudaram a influéncia do pH na producéo de celulases por T.
reesei RUT-C30 em reator com pH controlado. Foram testados valores de pH entre 4,0 e 6,0 e
nenhum efeito significativo sobre a producéo de celulases e produtividade final foi observada.
No entanto, a producdo de B-glicosidases foi afetada pelos diferentes pHs empregados. Em

pH 4,0 ¢ 5,0, a atividade de B-glicosidase aumentou gradualmente até atingir titulos méximos
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em 8 dias de cultivo. Ja para pH 6,0, a produg¢do de B-glicosidase foi 30% superior e as
atividades maximas foram alcancadas em 4 dias de cultivo, em comparagdo com menores
valores de pH. No entanto, durante a fase final da fermentagdo, a atividade de B-glicosidase
diminuiu para titulos préximos aos medidos em menores niveis de pH.

Analisando-se conjuntamente os dados de agitacdo, oxigenacdo, consumo da
celulose, concentracdo de sacarose, agucares redutores e atividade das celulases e xilanases do
caldo, pode-se sugerir que o pH 6,0, comparativamente aos valores de pH 4,0 e 5,0,
correspondeu a uma condicdo ndo favordvel ao metabolismo nas primeiras 24 horas,
verificado pela menor necessidade de agitacdo e oxigenacdo, com possivel diminuicdo da
repressdo catabolica em relacdo as condicdes de pH 4,0 e 5,0, com consequente maior
atividade de FPA, endoglicanases, B-glicosidases, xilanases e maior consumo da celulose.

Esta analise baseia-se indiretamente em Sternberg (1976) que sugere que os fungos
devam ser cultivados em valores de pHs menos favoraveis para a hidrélise enzimatica da
celulose e, assim, reduzir a concentracdo de agucares liberados da celulose e, portanto, atenuar
0 impacto da repressdo catabolica.

Na Tabela 2, pode-se observar valores de pH descritos como 0s mais apropriados
para a producdo de celulases e xilanases. Os valores variam de 4,0 a 7,5, de acordo com 0

microrganismo e a enzima.



Tabela 2. Valores 6timos de pH para a producéo de celulases e xilanases.
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Mi i Xil FPA  Endogli licosidases Referéncia
icrorganismo ilanases ndoglicanases B-glicosida: Bibliogréfica
Aspergillus awamori 4,0 Smith & Wood (1991)
Aspergillus niger 55 Ikram-ul-Haq et al. (2001)
Aspergillus oryzae 7,5 5,5 Chipeta et al. (2008)
Aspergillus terreus 4,0-5,5 Pushalkar et al. (1995)
Fusarium solani F7 55 Guptaet al. (2009)
Penicillium janczewskii 6,0 Terrasan et al. (2010)
Penicillium janthinellum 5,5 Milagres et al. (1993)
Trichoderma harzianum 55 5,5 Ahmed et al. (2009)
Trichoderma harzianum 5,0 Silveira et al. (1999)
Trichoderma reesei XYNIII: 6,0-6,5
XYNII: 4,0-6,0 4,0-45 Xiong et al. (2004)
RUT-C30 XYNI: 4,0-4,5
Trichoderma reesei 7.0 Bailey et al. (1993)

RUT-C30

A partir da anélise da tabela, conclui-se que os resultados do presente trabalho

corroboram dados da literatura, pois alguns autores descrevem um valor de pH de 5,5 como

mais adequado para a producgéo de endoglicanases e B-glicosidases. Para xilanases, os valores

de pH variam muito, no entanto, os resultados para P. echinulatum corroboram dados

descritos para T. reesei e para P. janczewskii.

Para FPA, ha poucas informacfes disponiveis sobre pH étimo para a producdo das

enzimas. Diferentemente de T. reesei, 0 pH 6timo encontrado para a producéo de FPA por P.

echinulatum foi de 6,0. Como os pHs 5,5 e 6,0 proporcionaram atividades semelhantes para

endoglicanases e B-glicosidases, sugere-se que o pH 6,0 foi mais favoravel para a producdo de

celobioidrolases, ja que a atividade de FPA engloba a reacdo conjunta das trés enzimas (Teeri,

1997).



66

Na Tabela 3, sdo apresentados os principais resultados obtidos nos experimentos

conduzidos sob diferentes valores de pH.

Tabela 3. Resumo dos principais resultados obtidos em diferentes valores de pH.

pH40 pH50 pH55 pHGE0 pHES pH7,0

FPA max (Ul/mL) 0,43 0,7 0,99 1,81 0,88 0,44
t FPA nax (D) 96 112 96 96 92 88
Endoglicanases .y (Ul/mL) 5,37 7,89 9,98 10,2 9,23 8,29
t Endoglicanases max (h) 92 116 96 96 96 112
Xilanases max (UI/mL) 13,08 17,45 28,8 33,5 20,3 11,4
t Xilanases max (h) 68 40 96 92 88 88
B-glicosidases max (Ul/mL) 0,17 0,43 0,64 0,6 0,1 0,19
t B-glicosidases max () 40 116 96 96 112 40
Frequéncia maxima (rpm) 285 290 250 230 230 200
Celulose consumida (%) 80 84 77 87 66 66

FPA o« atividade méaxima sobre papel filtro;

t FPA x: tempo da atividade maxima sobre papel filtro;

Endoglicanases nax: atividade méaxima de endoglicanases de acordo com o método de Ghose (1987);
t Endoglicanases ma: tempo da atividade maxima de endoglicanases;

Xilanases max: atividade maxima de xilanases;

t Xilanases max: tempo da atividade maxima de xilanases;

B-glicosidases max: atividade maxima de B-glicosidases de acordo com o método de Chahal (1985);

t B-glicosidases max: tempo da atividade maxima de B-glicosidases

A partir dos resultados obtidos, embora baseados em um Gnico experimento devido a
problemas operacionais, optou-se por empregar o pH 6,0 para a producdo das enzimas para a
continuidade do trabalho. Neste pH verificou-se maiores atividades de FPA, que reflete o

conjunto do complexo celulolitico, e xilanases, desde que ambas tratam-se de atividades
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enzimaticas desejaveis para garantir maiores rendimentos da hidrélise do material

lignoceluldésico.

4.3 Producdo de celulases e xilanases por Penicillim echinulatum em regime descontinuo
com diferentes concentracdes de celulose

A maioria dos processos de producao de celulases descritos séo conduzidos em regime
descontinuo (Singhania et al., 2010) e estudos com diferentes concentracfes de celulose sdo
importantes para avaliar os incrementos nos titulos enzimaticos. Como existe uma relacédo
positiva entre a concentracdo de celulose e a producéo de celulases, avaliou-se a producdo de
celulases e xilanases em regime descontinuo com 2, 3 e 4% (m/v) de celulose.

O perfil do consumo de celulose foi semelhante nas trés diferentes concentragdes de
celulose empregadas. Observa-se, na Figura 22A, um drastico decréscimo no contetdo de
celulose a partir das 24 horas de cultivo, para todas as condi¢des. Nestes ensaios, a celulose
residual foi de 0,29% (m/v) para o ensaio com 2% (m/v) de celulose e 0,5% (m/v) para ambos
0s experimentos com 3 e 4% (m/v) de celulose.

O maior consumo da sacarose foi em até 24 horas de cultivo (Figura 22B). As
variacdes na concentracdo da sacarose, principalmente nas condi¢cdes com 3 e 4% (m/v) de
celulose, se deveram a presenca de acucares redutores liberados durante o cultivo. A analise
dos dados permite afirmar que o consumo da celulose inicia logo apds o esgotamento da

Sacarose.
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Figura 22. Concentracdo de celulose (A) e de sacarose (B) durante cultivos em regime descontinuo

com Penicillium echinulatum S1M29, empregando-se diferentes concentrac@es iniciais de celulose.

O aumento da concentracdo de celulose incrementou as atividades de endoglicanases e
titulos maximos de 37,5 Ul/mL foram obtidos em 120 horas para o cultivo com 4% (m/v) de

celulose (Figura 23A).
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Figura 23. Atividade de endoglicanases (A) e FPA (B) durante cultivos em regime descontinuo com

Penicillium echinulatum S1IM29, empregando-se diferentes concentracdes iniciais de celulose.

Para FPA, verificou-se, com o aumento da concentracdo da celulose, um aumento
proporcional nas atividades em até 3%, sendo a atividade maxima obtida em 88 horas de
cultivo com valor de 5,78 Ul/mL (Figura 23B). Para a condigdo com 4% (m/v) de celulose, as

atividades foram semelhantes (5,7 Ul/mL); no entanto, a maxima producédo foi em 120 horas
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de cultivo. Visto que os aumentos proporcionais de FPA foram obtidos com até 3% de
celulose, concentracdes de celulose superiores a 4% ndo foram testadas.

Em contraste, Sternberg & Dorval (1979) obtiveram aumentos nas atividades de FPA
(4,5 Ul/mL) com até 6% (m/v) de celulose, para a linhagem QM 9414 de T. reesei.
Entretanto, para a linhagem RUT-C30, Hendy et al. (1984) verificaram incrementos na
atividade enzimatica em até 5% (m/v) de celulose (8,0 UI/mL). Acima desta concentracdo, 0s
autores ndo obtiveram aumentos nas atividades. Além disso, a produtividade foi decaindo,
devido ao lento crescimento inicial e ao consequente aumento do tempo de cultivo.

Os resultados obtidos no presente trabalho foram superiores aos obtidos com outras
espécies do género Penicillium. O trabalho com as espécies P. pinophilum, P. persicinum e P.
brasilianum resultou em atividades de 0,28; 0,80 e 0,75 UI/mL, respectivamente, para 4%
(m/v) de celulose (Solka Floc®) (Jorgensen et al., 2005).

As maiores atividades de xilanases foram obtidas em 120 horas de cultivo para todas
as condicOes; porém, a menor concentracdo de celulose proporcionou os maiores titulos
enzimaticos, 188 Ul/mL (Figura 24). Para 3 e 4% obtiveram-se atividades maximas de 182 e
172 Ul/mL, respectivamente, indicando que o aumento da concentracdo de celulose nédo
incrementou as atividades de xilanases, 0 que ja era esperado. Xiong at al. (2004) também
obtiveram atividades maximas de xilanases (94,7 Ul/mL) em 120 horas de cultivo para T.
reesei RUT-C30, entretanto, a fonte de carbono foi lactose (3%).

Os resultados obtidos para xilanases foram superiores aos obtidos para P. janthinellum
(Oliveira et al., 2006). Neste trabalho, os autores empregaram sabugo de milho e casca de
aveia para a producdo de xilanases e obtiveram atividades de 55,3 Ul/mL e 58,8 Ul/mL,

respectivamente.
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Figura 24. Atividade de xilanases durante cultivos

em regime descontinuo com  Penicillium
echinulatum S1M29, empregando-se diferentes

concentragdes iniciais de celulose.

As atividades de B-glicosidases foram favorecidas apenas na condi¢cdo com 3% (m/v)
de celulose, alcancando atividades maximas de 0,98 Ul/mL para o método que emprega
salicina como substrato (Figura 25A). Atividades semelhantes (0,92 Ul/mL) foram obtidas
para T. harzianum, empregando 1% (m/v) de carboximetilcelulose como fonte de carbono
(Ahmed et al., 2009).

Para a metodologia que emprega p-nitrofenil-p-D-glicopiranosideo como substrato,
foram obtidas atividades maximas de 5,88 UlI/mL para a condi¢do com 3% (m/v) de celulose
(Figura 25B). Avaliando-se as duas metodologias de determinacédo de -glicosidases, verifica-
se que as maiores atividades foram obtidas na analise enzimatica que emprega o p-nitrofenil-

B-D-glicopiranosideo e sugere-se que a enzima apresenta maior afinidade por este substrato.
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Figura 25. Atividades de B-glicosidases de acordo com o método de Chahal (1985) (A) e de acordo

com o método de Daroit et al. (2008) (B) durante cultivos com Penicillium echinulatum S1M29,
empregando-se diferentes concentragdes iniciais de celulose.

A celulose € reconhecida como um dos melhores indutores do complexo celulésico
(Mandels, 1975) e neste trabalho o aumento da concentracdo de celulose incrementou a
atividade de FPA, endoglicanases e B-glicosidases. Estudos do efeito da concentracdo da
fonte de carbono sdo extremamente importantes, pois em baixas concentracdes de celulose a
producdo de glicose pode ser insuficiente para suprir as necessidades metabolicas do
microrganismo, tanto para crescimento como para a fisiologia celular. Por outro lado, com
maiores concentracfes de celulose, a geracdo de glicose pode ser mais rapida do que seu
consumo, interrompendo a sintese de celulases por repressdo catabdlica por glicose
(Sukumaran et al., 2005). A liberacdo de glicose de forma mais réapida pode ser devido a

presenca de maior quantidade de celulose amorfa, que é facilmente mais hidrolisada.

4.4 Producdo de celulases e xilanases por Penicillium echinulatum em regime descontinuo
alimentado
A literatura descreve que o regime descontinuo alimento (RDA) traz diversos

beneficios para os processos fermentativos, como proporcionar maiores atividades
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enzimaticas que o regime descontinuo (RD), quando massas equivalentes de celulose sdo
empregadas (Ghose & Sahai, 1979; Hendy et al., 1984; Watson et al., 1984; Ellouz-Chabouni
et al., 1995; Belghith et al., 2001). O regime descontinuo alimentado foi avaliado em ensaios
em que trés diferentes massas de celulose foram adicionadas parceladamente ao meio, sendo
também realizados experimentos em regime descontinuo com as mesmas massas de celulose.

Na Figura 26A, verifica-se que o consumo da sacarose ocorreu até 24 horas de cultivo
e foi semelhante para todas as condi¢bes (RD2%, RD4%, RD6%, RDA2% RDA4% e
RDA6%), comprovando que a sacarose é uma fonte de facil assimilacdo e contribui para o
crescimento de P. echinulatum, com menor repressdo catabdlica comparado a glicose (Dillon
etal., 2011).

O consumo da celulose se iniciou logo nas primeiras 24 horas de cultivo e apo6s 48
horas de cultivo de 70 a 80% (m/v) da celulose ja haviam sido consumidos em todas as
condicdes testadas (Figura 26B). As alimenta¢fes se iniciaram em 48 horas de cultivo e 0,5%
(m/v) de celulose foi adicionado a cada 12 horas de cultivo. Como a amostragem era de 12 em
12 horas, aumentos significativos no contetdo de celulose ndo puderam ser observados no
grafico, pois a alimentacdo era feita apds a retirada da amostra e a celulose foi sendo
consumida entre os intervalos de amostragem. Um aumento maior na concentracdo de
celulose pdde ser observado em RDA com 6% (m/v) de celulose, devido ao aumento da

concentracdo da alimentacdo de 0,5 a 1% (m/v), em 120 e 132 horas de cultivo.
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Figura 26. Consumo de sacarose (A) e celulose (B) durante cultivos em regime descontinuo (RD) e

regime descontinuo alimentado (RDA) com Penicillium echinulatum S1M29, empregando-se

diferentes massas de celulose.

Na Figura 27, observa-se 0 consumo do oxigénio durante os cultivos e a variacdo da
frequéncia de agitadores para manter o oxigénio dissolvido em no minimo 30% da saturagéo.
Os experimentos iniciaram com valores de oxigénio dissolvido em torno de 90% da saturacéo
e, em até 12 horas de cultivo, este valor atingiu os 30% da satura¢do em todos os cultivos. Os
equipamentos foram programados para variar a frequéncia de agitadores de 270 a 550 rpm e
quando a frequéncia de agitadores atingia o valor maximo, a aeracdo aumentava
automaticamente de 0,25 vvm a, até no maximo, 2,5 vvm. Entretanto, nos experimentos em
RD com 4 e 6% (m/v) e RDA com 6% (m/v) de celulose, esses valores ndo foram suficientes

e a frequéncia dos agitadores precisou ser aumentada para até 750 rpm.
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Figura 27. Consumo de oxigénio e frequéncia dos agitadores durante cultivos em regime

descontinuo (RD) e regime descontinuo alimentado (RDA) com Penicillium echinulatum S1M29,

empregando-se diferentes massas de celulose.
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Apos as alimentacBes, o oxigénio dissolvido diminuiu em virtude do aumento da
concentracdo de celulose no meio, fato descrito também por Watson et al. (1984) e Szabd et
al. (1996). No experimento em RDA com 4% (m/v) de celulose, pode-se observar claramente
a importancia deste processo, pois a agitacdo empregada, principalmente nas primeiras horas
de cultivo, foi inferior ao RD com o mesmo contetdo de celulose. Como ja descrito na
literatura, este fato comprova a importancia do RDA na agitacdo, diminuindo assim, 0s riscos
de cisalhamento do micélio (Ganesh et al., 2000).

Patel et al. (2009) estudaram o crescimento de T. reesei RUT-C30 em diferentes
biorreatores e verificaram que maiores agitacbes aumentam a biomassa, devido ao melhor
suprimento de oxigénio. No entanto, o emprego de menores agitacdes resultou em maiores
atividades de FPA. Estes resultados também foram obtidos por Lejeune & Baron (1995).

Para as atividades de B-glicosidases (Figura 28), verifica-se que o emprego de maiores
massas de celulose resultou em aumentos nas atividades enzimaticas, porém o RDA néo
proporcionou incrementos nas atividades. Para a anélise empregando a metadologia de Chahal
(1985), as atividades méximas foram de 0,8 Ul/mL para 0 RD 6% (m/v). Entretanto, as
atividades finais foram semelhantes em todos os experimentos, exceto para 0 RD com 2%
(m/v) de celulose. Para 0 RD e o0 RDA com 6% (m/v) de celulose, verifica-se que em 168
horas de cultivo as curvas de atividade enzimatica estavam ainda em elevacdo. Para 0 método
de Daroit et al. (2008), atingiram-se atividades maximas de 5,8 Ul/mL para o0 RD e o0 RDA
com 6% (m/v) de celulose.

Kim et al. (1997) também ndo obtiveram maiores atividades de p-glicosidases em

RDA, para A. niger KKS, empregando palha de arroz como substrato.
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Figura 28. Atividades de B-glicosidases de acordo com o método de Chahal (1985) (A) e de acordo
com o método de Daroit et al. (2008) (B) durante cultivos em regime descontinuo (RD) e regime

descontinuo alimentado (RDA) com Penicillium echinulatum S1M29, empregando-se diferentes
massas de celulose.

Os incrementos nas atividades de FPA podem ser verificados claramente no RDA
quando comparado ao RD (Figura 29). Os titulos enzimaticos para 0 RDA foram 25, 40 e
110% superiores quando comparados as atividades do RD com 2, 4 e 6% (m/v) de celulose,
respectivamente. Atividades méaximas de 8,3 Ul/mL foram obtidas em 144 horas de cultivo
para 0 RDA com 4% (m/v) de celulose. Ahamed & Vermette (2008a) também realizaram
estudos em RDA para incrementar a producdo de celulases. Os autores iniciaram 0s
experimentos com 5% (m/v) de celulose e ap6s 48 horas de cultivo iniciaram as adi¢Ges de
lactose (15% (m/v)) e &cido lactobidnico (0,1% (m/v)) por trés dias. Atividades maximas

(FPA) de 5,0 Ul/mL foram obtidas em 120 horas de cultivo.
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Figura 29. Atividade de FPA durante cultivos em regime descontinuo (RD) (A) e regime descontinuo

alimentado (RDA) (B) com Penicillium echinulatum S1M29, empregando-se diferentes massas de

celulose.

Maiores atividades de endoglicanases e xilanases também foram obtidas nos cultivos
alimentados quando comparados aos ndo alimentados. No entanto, para 0 RDA com 2% (m/v)
de celulose, as atividades de endoglicanases foram semelhantes ao RD com a mesma massa
equivalente de celulose (Figura 30). As atividades maximas para esta enzima foram de 37,3
Ul/mL em RDA com 4% (m/v) de celulose. Estes resultados foram superiores aos obtidos
para P. occitanis (21 Ul/mL), cultivado, também, em regime descontinuo alimentado
(Belghith et al., 2001).

Para xilanases, as atividades maximas foram obtidas em RDA com 4% (m/v) de
celulose (177,2 Ul/mL), em 120 horas de cultivo (Figura 31). Atividades xilanésicas
semelhantes foram obtidas por Ximenes et al. (2007) para T. reesei RUT-C30 em RDA. Neste
trabalho, o residuo da fermentacdo do milho foi empregado como substrato para a producéao

de xilanases, e atividades maximas de 148 Ul/mL foram obtidas em 168 horas de cultivo.
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Figura 30. Atividade de endoglicanases durante cultivos em regime descontinuo (RD) (A) e regime
descontinuo alimentado (RDA) (B) com Penicillium echinulatum S1M29, empregando diferentes
massas de celulose.
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Figura 31. Atividade de xilanases durante cultivos em regime descontinuo (RD) (A) e regime
descontinuo alimentado (RDA) (B) com Penicillium echinulatum S1M29, empregando diferentes

massas de celulose.

O RDA tem a vantagem de manter baixos os niveis de glicose e manter quantidades
adequadas de celulose ao microrganismo (Szabd et al., 1996). Até mesmo a celobiose, um
indutor natural, pode reprimir a producdo de celulases, quando a fonte de carbono esta acima
da taxa limite, o que pode ocorrer no RD (Eriksson & Hamp, 1978). Este fato e as maiores

agitacdes podem ter influenciado nas menores atividades obtidas para o RD.
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As maiores atividades deste trabalho foram obtidas em o RDA com massas
equivalentes a 4% (m/v) de celulose. De acordo com Hendy et al. (1984), a expectativa era de
qgue o RDA com massa equivalente a 6% (m/v) de celulose proporcionasse as maiores
atividades. Os autores obtiveram incrementos proporcionais nas atividades de FPA com o
aumento da adicdo de celulose (Solka Floc®). As atividades obtidas por eles foram de 10, 20 e
30 Ul/mL para cultivos com 5, 10 e 15% (m/v) de celulose, respectivamente.

Sugere-se que as menores atividades para 0 RDA 6% foram devidas ao aumento da
alimentacdo de 0,5 para 1% (m/v) em 120 e 132 horas de cultivo. Este fato foi estudado por
Hendy et al. (1984) e os autores comprovaram que menores quantidades de celulose e
menores periodos de alimentacdo resultam em maiores atividades de FPA finais.

A adsorcéo das celulases na celulose residual descrita por Mandels & Andreotti (1978)
também pode explicar a menor atividade do RDA 6%, pois nas Ultimas 48 horas de cultivo o
contetdo de celulose aumentou, e o cultivo foi encerrado com 0,7% (m/v) de celulose
residual.

Os dados obtidos neste trabalho corroboram dados da literatura, pois maiores
atividades de FPA, endoglicanases e xilanases foram obtidas em RDA. Os resultados

comprovam mais uma vez a importancia deste processo.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Diante dos resultados obtidos e a partir da analise dos dados, pode-se concluir que:
- a temperatura mais apropriada para a producdo de celulases e xilanases para a linhagem
S1M29 de Penicillium echinulatum é de 28°C;
- 0 pH mais adequado para a producdo de celulases e xilanases para a linhagem S1M29 de
Penicillium echinulatum é de 6,0;
- 0 aumento na concentracdo de celulose em regime descontinuo aumentou proporcionalmente
as atividades de FPA com até 3% de celulose, chegando a 5,7 UI/mL,;
- 0 aumento na concentracdo de celulose ndo induziu maiores atividades de xilanases;
- 0 regime descontinuo alimentado incrementou as atividades de FPA até 8,3 Ul/mL,
endoglicanases até 37,3 Ul/mL e xilanases até 177,2 Ul/mL, porém ndo aumentou as

atividades de B-glicosidases.

Como perspectivas para a continuidade de pesquisas sobre a producéo de enzimas em
biorreator com agitacdo mecéanica, sugerem-se as seguintes:
- avaliar qual componente do complexo das celulases e/ou das xilanases apresenta maior
expressdo, de acordo com os parametros fisicos e quimicos avaliados;
- desenvolver um sistema automatico para as alimentacGes no regime descontinuo alimentado
para diminuir os intervalos e as concentragdes das alimentacdes;
- avaliar a producdo de enzimas em regime descontinuo alimentado para a celulose, com
varia¢do do volume operacional;
- avaliar a produgdo de celulases e xilanases empregando diferentes materiais
lignocelulosicos, como bagago de cana-de-aglcar e capim elefante em regime descontinuo

alimentado.
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