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Resumo

O fungo filamentoso Clonostachys byssicola foi cultivado por sete dias em meio liquido
contendo casca de soja 1 % (m/v) como Unica fonte de carbono. A capacidade do fungo em
secretar enzimas holoceluloliticas foi avaliada, sendo observadas atividades de CMCase, FPase,
mananase, pectinase e Xilanase no extrato bruto. CMCase (0,904 Ul/mL) foi escolhida como
principal alvo de investigacdo. O extrato bruto foi concentrado por ultrafiltracdo em membrana
com retencdo de 10 kDa, e CMCase presente no extrato concentrado foi parcialmente purificada
utilizando coluna cromatogréfica de exclusdo molecular (Sephacryl S100) e de troca idnica
(Q Sepharose e DEAE Sepharose Fast Flow). CMCase presente no extrato concentrado e fragoes
reunidas oriundas das colunas de troca idnica foram caracterizadas. A enzima semi purificada
apresentou maior atividade a 60-70 °C e pH 5,0, sendo termoestavel a 40 °C e 50 °C e possui
massa molecular de aproximadamente 48 kDa. Compostos fendlicos (vanilina, acidos tanico, 4-
hidroxibenzoico, fertlico, p-coumarico e cinamico) ndo tiveram efeito inibitdrio e de desativacao
sobre a atividade celulolitica. Os fons Cu?®*, Fe**, Fe** e Zn®* na concentracdo de 10 mM
inibiram atividade de CMCase em até 70 %, 94 %, 100 % e 44 %, respectivamente; o fon Co**
(10 mM) ativou a atividade enzimatica das fracdes Cel-QFF e Cel-DEAE em 21 % e 25 %,
respectivamente. Os valores de ky e Vs de CMCase foram 24,93 mg/mL e 2,14 Ul/mL (no
extrato concentrado); e 15,81 mg/mL e 0,59 UlI/mL (na fracdo Cel-DEAE), respectivamente.
Foram realizados ensaios de hidrolise enzimatica de avicel, CMC, papel de filtro, manana e
xilana e substratos lignoceluldsicos (casca de soja e bagaco de cana de aguicar) com enzimas do
extrato concentrado e fracdo Cel-QFF. Os principais produtos de hidrélise enziméatica de CMC e
papel de filtro foram glicose, celopentaose e celohexaose. A hidrélise enzimatica de casca de
soja liberou maior quantidade de agucar que a hidrdlise de bagaco de cana de agucar, sugerindo
que as enzimas secretadas durante o crescimento de C. byssicola possuem atividade enzimatica

mais proeminente sobre o substrato utilizado como fonte de carbono.

Vi



Abstract

The filamentous fungus Clonostachys byssicola was cultivated for seven days in liquid
medium containing soybean hulls 1 % (w/v) as the sole carbon source. The fungus's ability to
secrete holocellulolytic enzymes was evaluated and activities of CMCase, FPase, mannanase,
pectinase and xilanase were observed in the crude extract. CMCase (0.904 1U/mL) was chosen as
the main target of research. The crude extract was concentrated by ultrafiltration membrane with
retention of 10 kDa, and CMCase present in the concentrated fraction was partially purified
using molecular exclusion (Sephacryl S100) and ion exchange chromatography columns (Q
Sepharose and DEAE Sepharose Fast Flow). CMCase present in the concentrated fraction and
pooled fractions from the ion exchange columns were characterized. The semi purified enzyme
exhibited higher activity at 60-70 °C and pH 5.0, being thermostable at 40 °C and 50 °C and has
a molecular mass of approximately 48 kDa. Phenolic compounds (vanillin, tannic,
4-hydroxybenzoic, ferulic, p-coumaric and cinnamic acids) had no inhibitory and deactivation
effects on cellulolytic activity. Cu®*, Fe®*, Fe** and Zn** at a concentration of 10 mM inhibited
CMCase activity by 70 %, 94 %, 100 % and 44 %, respectively; Co?* (10 mM) activated enzyme
activity of the Cel-QFF and Cel-DEAE fractions by 21 % and 25 %, respectively. Ky and Vmax
values of CMCase were found to be 24.93 mg/mL and 2.14 IU/mL (concentrated fraction); and
15.81 mg/mL and 0.59 IU/mL (Cel-DEAE fraction), respectively. Enzymatic hydrolysis of
avicel, CMC, filter paper, xylan and mannan and lignocellulosic substrates (soybean hulls and
sugar cane bagasse) were performed with enzymes of the concentrated fraction and Cel-QFF
fraction. The main enzymatic hydrolysis products of CMC and filter paper were glucose,
cellopentaose and cellohexaose. Enzymatic hydrolysis of soybean hulls released higher sugar
amount than the hydrolysis of sugarcane bagasse, suggesting that the enzymes secreted during
the growth of C. byssicola have more prominent enzyme activity on the substrate used as a

carbon source.
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1. Introducéo

A preocupacdo com o esgotamento dos recursos de combustiveis fosseis e mudancas
climaticas atribuidas a emissdes antropogénicas de dioxido de carbono esta levando a um forte
interesse global na utilizacdo de fontes de energia renovaveis e neutras, como insumos quimicos
derivados de fontes vegetais (Doherty et al., 2011); em especial residuos lignocelul6sicos ndo
alimenticios como: bagaco de cana de acucar; sabugo de milho; cascas de arroz, soja e aveia;
palha de trigo, milho, sorgo; entre outros. A partir desta ideia de sustentabilidade, um conceito
importante é o da biorrefinaria, 0 qual pode ser definido como uma instalacdo que integra
processos de conversdao de biomassa em biocombustiveis, insumos quimicos, materiais,
alimentos, racdes e energia. O objetivo de uma biorrefinaria é otimizar o uso de recursos e

minimizar os efluentes, maximizando os beneficios e o lucro (Embrapa Agroenergia, 2015).

A celulose é o recurso biologico natural renovavel mais abundante na natureza. A
producdo de bioprodutos e bioenergia a partir de materiais lignoceluldsicos renovaveis menos
onerosos é importante para o desenvolvimento sustentavel dos seres humanos (Zhang et al.,
2006), uma vez que as reservas de combustiveis fosseis sdo limitadas e a queima destes

combustiveis contribui significativamente para o aquecimento da atmosfera.

Os residuos agroindustriais representam uma importante fonte alternativa para o
crescimento microbiano e producao de enzimas industriais. As celulases sdo enzimas induziveis,
que sdo sintetizadas por micro-organismos durante o seu crescimento em materiais celulésicos
(Rawat e Tewari, 2012). Vérios tipos de micro-organismos podem produzir celulases, incluindo
fungos e bactérias. Em fungos filamentosos, a producdo de enzimas que degradam a parede
celular da planta (celulases, hemicelulases, pectinases e ligninases) € regulada principalmente em
nivel transcricional. Os genes sdo induzidos na presen¢a de polimeros ou moléculas derivadas
destes e reprimidos por condi¢Ges de crescimento onde a producdo destas enzimas nao €

necessaria, tal como em presenca de glicose (Aro et al., 2005).

A maior parte das misturas de glicosideo hidrolases comerciais utilizadas atualmente
provém de espécies de Trichoderma e Aspergillus spp., em que T. reesei é a fonte mais
explorada de celulases e hemicelulases para fins industriais. Enzimas novas, mais eficientes ou

alternativas estdo, contudo, no ambito de continua pesquisa, a fim de melhorar a eficiéncia



econémica da hidrolise enzimatica, objetivando a reducao da carga proteica, melhor estabilidade

e reciclagem da enzima (Marjamaa et al., 2013).

A aplicacdo biotecnoldgica de enzimas fangicas para a degradagdo de residuos agricolas
agrega valor a matéria-prima antes inutilizada, promovendo o estimulo a reciclagem desses
materiais e criando novas perspectivas de producdo de insumos industriais de maneira menos

toxica ao meio ambiente (Siqueira, 2010).

1.1. Composicéo da parede celular vegetal

A parede celular da planta é uma rede fibrilar da célula vegetal, responsavel pelo suporte
estrutural e mecanico, protecdo contra patdgenos e desidratagdo, sendo composta por celulose,
hemiceluloses, lignina, pectina, enzimas e proteinas estruturais (McCann e Carpita, 2008;
Siqueira e Filho, 2010). As composicdes destes componentes variam entre as espécies de plantas,

bem como entre os distintos tipos de células.

A parede celular vegetal é subdividida em parede primaria e secundaria. A distribuicao de
celulose, hemicelulose e lignina varia consideravelmente entre estas camadas (Figura 1).
Ademais, a parede secundaria é composta de PS1 (Parede Secundaria 1), PS2 e PS3, onde PS2 é
geralmente mais espessa que as outras e contém a maior parte da biomassa celulésica. A lamela
média, que liga as células adjacentes, é composta principalmente de compostos pécticos e
proteinas (Abramson et al., 2010; Siqueira e Filho, 2010) e lignina (Pandey, 2009).

A parede priméria é depositada durante o crescimento celular e precisa ser
mecanicamente estavel e suficientemente flexivel para permitir a expansdo das células, evitando
a ruptura destas pela sua pressdo de turgescéncia. A parede celular secundéaria é formada no
interior da parede primaria quando o crescimento celular cessa. A parede pode tornar-se espessa
e mais forte, adquirindo uma forma distinta e propriedades especializadas. Cada tipo de célula
vegetal madura tem uma parede secundaria adaptada para sua funcdo especifica. A parede
secundaria € mais densa e menos hidratada em relacdo a parede primaria; € composta de celulose
e hemicelulose, sendo, muitas vezes, impregnada com lignina (Siqueira e Filho, 2010; Reiter,
2002).



[Organizagio Estrutural da] Distribuicido de Celulose, Hemicelulose
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Figura 1. llustracdo esquemética da parede celular vegetal. Adaptado de Menon e Rao, 2012.

Os polissacarideos da parede celular sdo sintetizados ao longo de vérias vias e em
diferentes subcompartimentos celulares. Resumidamente, a celulose é sintetizada em complexos
hexagonais associados & membrana plasmatica, contendo cada um, 36 mddulos da celulose
sintase, uma estrutura do tipo roseta. Apds a sua sintese, a celulose é montada e integrada no
interior da parede celular por meio de estreitas interacbes fisicas com hemiceluloses,
modificacbes enzimaticas e reticulacdo polimérica (ligacdo cruzada entre os polimeros). Uma
rede altamente compacta de microfibrilas € montada e unida atraves de ligagdes de hidrogénio
para formar a celulose cristalina (Abramson et al., 2010). Estas microfibrilas servem como um
arcabouco para a deposicao de outros componentes da parede, tais como hemicelulose e pectina.
Em contraste com a celulose, a maioria dos outros componentes da matriz é produzida no
complexo de Golgi e levada a parede em vesiculas secretoras (Lerouxel et al., 2006; Abramson
etal., 2010).

1.2. Biomassa Lignocelulosica

A biomassa lignocelulésica € o composto organico mais abundante e renovavel na
biosfera, constituida por trés grandes grupos de macromoléculas: celulose, hemicelulose e

lignina. Componentes menores sdo pectina, proteinas, lipidios, aglcares soluveis e minerais. A



quantidade de cada componente, a relacdo entre eles e o tipo de hemicelulose é largamente
dependente do tipo de matéria-prima. A biomassa sob a forma de residuos agroindustriais €
produzida em grandes quantidades, gerando problemas ambientais e perda de recursos
potencialmente valiosos (Lee, 1997; Pauly e Keegstra, 2008; Schirmer-Michel et al., 2008).

Os materiais lignocelulésicos podem ser classificados em quatro grupos, baseados na sua
fonte: 1) residuos florestais, 2) residuos sélidos urbanos, 3) residuos de papel, e 4) residuos de
colheitas (Balat, 2011).

Como dito anteriormente, a composicdo estrutural e quimica de materiais
lignocelul6sicos é muito variavel devido a influéncias genéticas, ambientais e suas interacfes. A
composi¢do quimica tipica de materiais lignoceluldsicos é de 48 % Carbono, 45 % Oxigénio e
6 % Hidrogénio em peso, sendo a matéria inorganica um componente minoritario (Molina-Sabio
e Rodriguez-Reinoso, 2004; Lee et al., 2007).

1.2.1. Celulose

A celulose, uma fonte de bioenergia renovavel, € o polissacarideo mais abundante na
natureza e o principal componente da parede celular da planta. E um polimero linear que consiste
em residuos de D-glicose unidos por ligac@es glicosidicas do tipo B-1,4 (Figura 2). Os residuos
de glicose consecutivos ao longo das cadeias de celulose sdo invertidos 180°, o que significa que
o dissacarideo (celobiose) é a unidade de repeticdo. Esta rotacdo faz com que a celulose seja
altamente simétrica, uma vez que cada um dos lados da cadeia tem um namero igual de grupos
hidroxila. O acoplamento de moléculas de celulose adjacentes por ligacdes de hidrogénio e
forcas de Van der Waals resultam em um alinhamento paralelo e uma estrutura cristalina e
insoltvel. Ademais, a celulose tende a conter regides desordenadas, mais amorfas, além das
regides cristalinas (Zhang e Lynd, 2004; Horn et al., 2012; Liu et al., 2012).

O alto peso molecular e ordenada estrutura terciaria tornam a celulose natural insoltvel
em agua. As regides cristalinas de celulose sdo mais resistentes a biodegradacdo que as partes
amorfas, sendo que a celulose com baixo grau de polimerizacdo é mais suscetivel a acdo de

enzimas celuloliticas (Menon e Rao, 2012).
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Figura 2. llustragdo esquematica da estrutura da celulose. Adaptado de Zhang e Lynd, 2004.

A molécula de celulose € estavel, com uma meia vida de 5 a 8 milhdes de anos para
clivagem da ligacdo B-glicosidica a 25 °C na auséncia de enzimas, de modo que a atividade
microbiana é responsavel pela maior parte da rotatividade do carbono na celulose. O fogo
também desempenha um papel nesta rotatividade ao liberar CO,, CO e CH, através da
combustdo do polimero durante as queimadas (Zhang et al., 2006; Wilson, 2011; Liamayem e
Ricke, 2012). De acordo com Deguchi et al. (2006), a celulose requer 320 °C, bem como uma
pressdo de 25 MPa, para que sua estrutura cristalina seja alterada para uma estrutura amorfa em
agua; esta transformacdo estd associada com mudancas nas propriedades mecanicas e quimicas

da celulose nestas condicdes.

Os principais organismos produtores de celulose sdo as plantas superiores e algas, mas a
producdo deste polimero por algumas espécies de bactérias, fungos, invertebrados marinhos,

micetozoarios e amebas ja foi documentada (Lynd et al., 2002; Zhang e Lynd, 2004).

1.2.2. Hemicelulose

A hemicelulose é uma estrutura amorfa e varidvel, constituida por diversos
heteropolimeros formados por hexoses (D-glicose, D-galactose e D-manose), bem como
pentoses (D-xilose e L-arabinose) e pode conter &cidos de acucar (&cidos urdnicos),

nomeadamente, acido D-glicurénico, D-galacturdnico e metilgalacturdnico (Figura 3). Outros
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acucares, como L-ramnose e L-fucose, podem também estar presentes em pequenas quantidades
e 0s grupos hidroxila dos agUcares podem ser parcialmente substituidos com grupos acetil. As
hemiceluloses sdo geralmente classificadas de acordo com os principais residuos de agucar na
cadeia principal do polimero (Aro et al., 2005; Moreira e Filho, 2008; Girio et al., 2010;
Liamayem e Ricke, 2012). Hemiceluloses comuns sdo xilanas, abundantes em gramineas e
angiospermas (madeira de bétula e 4lamo); mananas, abundantes em gimnospermas (pinheiros);

e xiloglicano, abundante em muitas angiospermas (Horn et al., 2012).

As xilanas compreendem cadeias lineares de residuos de D-xilose unidos por ligacdes
glicosidicas do tipo [B-1,4; podem ser encontradas como glucuronoxilana, arabinoxilana,
glucuronoarabinoxilana ou homoxilana. Glucuronoxilanas apresentam o0 mesmo esqueleto
central da xilana, em que alguns residuos de xilose contém um grupo acetil nos carbonos C-2 ou
C-3, bem como residuos de &cidos urdnicos (&cidos 4-O-metil-glicurdnico ou glicurdnico) unidos
por ligagdes a-1,2. Ademais, as xilanas e glucuronoxilanas podem apresentar residuos de
L-arabinose, sendo entdo denominadas arabinoxilanas e glucuroarabinoxilanas, respectivamente
(Polizeli et al., 2005, Girio et al., 2010, Scheller e Ulvskov, 2010). Xiloglicano consiste de um
esqueleto central formado por residuos de D-glicose unidos por ligac6es glicosidicas do tipo B-
1,4, em que 75 % destes residuos estdo ligados pelo C-6 a unidades de D-xilose; L-arabinose e
D-galactose podem estar associados aos residuos de xilose, formando cadeias laterais di- ou tri-
glicosiladas (Caffall e Mohnen, 2009; Girio et al., 2010). Além disso, podem ser encontrados
residuos de &cido ferulico esterificados em O-5 em algumas unidades de arabinose (Scheller e
Ulvskov, 2010).

As mananas podem ser classificadas em quatro subfamilias: mananas lineares,
glicomananas, galactomananas e as galactoglicomananas. Cada um destes polissacarideos
apresenta uma cadeia central contendo residuos de manose (mananas lineares) ou uma
combinacdo de residuos de glicose e manose (glicomananas) unidos por ligacfes glicosidicas
B-1,4. Além disso, a cadeia principal de manana e glicomanana pode ser substituida com cadeias
laterais de galactose (galactomananas e galactoglicomananas, respectivamente) unidas por
ligacdes do tipo a-1,6 (Moreira e Filho, 2008; Caffall e Mohnen, 2009).
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Figura 3. llustracdo esquematica de alguns polimeros de hemicelulose encontrados nas paredes celulares
das plantas. "Fer" representa esterificacio com &cido ferulico (acido 3-metoxi-4-hidroxicindmico).
Adaptado de Scheller e Ulvskov, 2010.

As hemiceluloses sdo normalmente ligadas a outros componentes da parede celular, tais
como celulose, proteinas da parede celular, lignina e compostos fendlicos por ligacdes covalentes



e de hidrogénio, assim como por intera¢6es ionicas e hidrofébicas (Peng et al., 2012). A maioria
das hemiceluloses sdo moléculas relativamente pequenas, contendo de 70 a 200 residuos
monossacarideos, embora as hemiceluloses de angiospermas (hardwood) sejam moléculas
maiores, com 150-200 residuos (Filho, 1998).

1.2.3. Lignina

A lignina € o terceiro biopolimero terrestre mais abundante, representando cerca de 30 %
do carbono da biosfera; é sintetizada por quase todas as plantas terrestres e algumas algas,
proporcionando suporte estrutural e prote¢cdo contra o ataque de micro-organismos (Abramson et
al., 2010; Buranov e Mazza, 2008; Doherty et al., 2011).

Ha trés grupos principais de lignina: 1) as ligninas de gimnospermas (softwood), 2) de
angiospermas (hardwood) e 3) de gramineas (ndo-lenhosas ou culturas herbaceas) (Buranov e
Mazza, 2008).

A lignina € um complexo fenolico relativamente hidrofobico e aromético, consistindo em
trés monolignois, metoxilados a vérios graus: alcool coniferilico, alcool sinapilico e alcool
p-cumarilico (Figura 4). Estes monolignois sdo incorporados na lignina sob a forma de guaiacil
(G), siringil (S) e p-hidroxifenil (H), respectivamente. As quantidades relativas destes
monoligndis variam entre as diferentes fontes de lignina. Gimnospermas tém lignina dominada
por G, engquanto que lignina de angiospermas é uma mistura de G e S. A lignina de gramineas

normalmente contém todos os trés tipos de monoligndis (Horn et al., 2012).

Durante o processo de lignificagédo, estes monolignois produzem um complexo polimero
tridimensional amorfo através de diversos tipos de ligagbes, o qual carece das unidades de
repeticdo regulares e ordenadas encontradas em outros polimeros, tais como celulose e proteinas.
Na biomassa lignocelulésica, a lignina é reticulada com carboidratos por ligacGes éter ou éster
(Buranov e Mazza, 2008; Doherty et al., 2011).
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Figura 4. Monolignéis constituintes da lignina. Adaptado de Doherty et al., 2011.

1.2.4. Pectina

O polissacarideo péctico, um polimero altamente complexo e heterogéneo, é composto
principalmente por unidades de acido D-galacturénico unidas por ligagdes a-1,4 que podem ser
metilesterificadas ou acetiladas (Figura 5). As pectinas sdo mais abundantes nas paredes
celulares primarias de plantas e lamela média; incluem homogalaturonana, ramnogalacturonana
I, ramnogalacturonana Il, apiogalacturonana e xilogalacturonana (Caffall e Mohnen, 2009;
Agoda-Tandjawa et al., 2012).

O polissacarideo péctico mais abundante é a homogalaturonana, um homopolimero linear
composto de unidades de acido galacturdnico, as quais podem ser metilesterificadas em C-6 ou
acetiladas em O-2 ou O-3 (Mohnen, 2008; Caffall e Mohnen, 2009).

A cadeia principal da estrutura de ramnogalacturonana | é formada por unidades
intercaladas de acido galacturénico e ramnose; pode ser linear, como na mucilagem das
sementes, ou ramificada nos residuos de ramnose em C-4 por cadeias laterais de arabinana,

galactana ou arabinogalactana (Caffall e Mohnen, 2009).

A estrutura de ramnogalacturonana Il é muito complexa, com 12 tipos diferentes de
residuos glicosidicos, incluindo &cido acérico, acido 3-desoxi-D-lixo-2-heptulosarico (Dha) e

acido 2-keto-3-desoxi-D-mano-2-octulosénico (Kdo). Moléculas de ramnogalacturonana Il sdo



conhecidas por se autoassociar, formando dimeros através de ligacdo diéster-borato (Caffall e
Mohnen, 2009; Palin e Geitmann, 2012).

Xilogalacturonana é caracterizada pela substituicdo por xilose e xilobiose em C-3 nos
residuos de acido galacturdnico da cadeia central; apiogalacturonana, pela substituicdo por
apiose ou apibiose em C-2 (Caffall e Mohnen, 2009).

As moléculas de pectina séo sintetizadas no complexo de Golgi e inseridas dentro da
matriz extracelular por exocitose mediada por vesicula. A pectina € o polissacarideo mais
complexo estruturalmente e funcionalmente nas paredes celulares das plantas; possui funcdes no
crescimento da planta, morfologia, desenvolvimento e defesa, servindo também como um
polimero gelificante e estabilizador em alimentos diversos e produtos especializados. Além
disso, apresenta efeitos positivos sobre a saide humana e maultiplos usos biomédicos (Mohnen,
2008; Palin e Geitmann, 2012).
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Figura 5. llustragdo esquematica dos principais polissacarideos pécticos. Adaptado de Palin e Geitmann,
2012.
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1.3. Principais enzimas que degradam a biomassa lignocelulésica

As enzimas envolvidas na degradacdo da biomassa lignoceluldsica sdo agrupadas em
quatro grupos principais: 1) celulases, 2) hemicelulases, 3) ligninases e 4) pectinases, de acordo

com o substrato em que atuam.

1.3.1. Celulases

As celulases sdo produzidas por diversos micro-organismos, como fungos, leveduras e
bactérias, bem como por alguns insetos, moluscos, nematoides e protozoarios (Watanabe e
Tokuda, 2001).

Baseado em suas propriedades estruturais, os componentes do sistema celulolitico podem
ser classificados em trés tipos principais: endoglicanases (EC 3.2.1.4), exoglicanases
(EC 3.2.1.91) e B-glicosidase (EC 3.2.1.21), que atuam de forma sinérgica para degradar a
celulose. O sinergismo € dito ocorrer quando a atividade exibida por misturas de componentes €
maior do que a soma da atividade destes componentes avaliadas separadamente. O sinergismo
entre endoglicanases e exoglicanases € mais amplamente estudado e estd entre 0s mais
importantes quantitativamente para hidrélise da celulose cristalina (Zhang e Lynd, 2004; Rawat e
Tewari, 2012).

No processo de degradacdo da celulose, as endoglicanases clivam as ligacbes do tipo
B-1,4 localizadas nas porgbes amorfas internas da cadeia de celulose, ao passo que as
exoglicanases (celobiohidrolases) efetuam a clivagem dessas ligacdes a partir das extremidades
do polimero, podendo atuar sobre as terminac6es redutoras (celobiohidrolase 1) ou ndo redutoras
(celobiohidrolase I1) das cadeias glicosidicas. Tanto as endoglicanases quanto as exoglicanases
liberam celobiose e outros oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo. Varios autores
relatam que estes oligossacarideos podem inibir ambas as enzimas, diminuindo a taxa de
sacarificacdo (Holtzapple et al., 1990; Andri¢ et al., 2010; Du et al., 2010; Kont et al., 2013;
Murphy et al., 2013). B-Glicosidases catalisam a hidrélise de celobiose e outros oligossacarideos,
gerando mondmeros de glicose. Assim, ao reduzir a quantidade dos produtos inibitdrios
(oligossacarideos), PB-glicosidases permitem que as enzimas celuloliticas funcionem mais
eficientemente (Chen et al., 2012; Liu et al., 2012).
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Existem varios fatores que afetam a hidrélise enzimatica da celulose, a saber: substratos,
nivel da atividade celulolitica, condi¢cdes de reacdo (temperatura, pH) e inibi¢do pelo produto.
Para melhorar o rendimento e velocidade de hidrélise enzimética, pesquisas tém sido focadas na
otimizag&o do processo de hidrolise e aumento da atividade de celulase. Além dos fatores citados
acima, a taxa de hidrélise enzimética é dependente de varios aspectos estruturais da celulose; as
caracteristicas conhecidas por afetar esta taxa incluem: 1) estrutura molecular da celulose, 2)
cristalinidade, 3) &area de superficie da fibra, 4) grau de tumefacdo da fibra, 5) grau de
polimerizacéo e 6) presenca de lignina ou outros materiais associados (Balat, 2011).

E importante notar que os sistemas enzimaticos celuloliticos muitas vezes contém varias
enzimas que podem ter preferéncias por diferentes formas de celulose (cristalina / amorfa; faces
cristalinas especificas). Variacdo na afinidade para as diversas formas de celulose pode ser, em
parte, consequéncia da variacdo na presenca de Mddulos de Ligacdo ao Carboidrato (CBMs -
Carbohydrate-Binding Modules) (Horn et al., 2012). Existem CBMs que reconhecem e se ligam
a celulose cristalina, celulose ndo cristalina, quitina, B-1,3-glicanos, xilana, manana, galactana ou
amido. CBMs que se ligam as superficies cristalinas de polissacarideos (mddulo tipo A) podem
estar anexados a uma variedade de glicosideo hidrolases. Em contrapartida, CBMs que interagem
com cadeias simples de polissacarideos (tipo B) sdo anexos de enzimas que atuam sobre o
polissacarideo em questdo. Por exemplo, celulases, xilanases e mananases podem conter CMBs
tipo B que se ligam a celulose, xilana e manana, respectivamente. Dessa forma, o0 modulo tipo B
mantém proximidade com o substrato alvo dentro de estruturas macromoleculares complexas,

tais como a parede celular vegetal (Boraston et al., 2004).

Quase todas as enzimas que degradam substratos insolGveis contém um dominio de
ligagdo ao substrato, o qual & normalmente associado ao dominio catalitico através de um
peptideo ligante flexivel. No caso das celulases, em que esse tipo de dominio foi inicialmente
descoberto, o dominio foi originalmente denominado “Dominio de Ligacdo a Celulose” e, em
seguida, o nome foi alterado para “Modulo de Ligacdo ao Carboidrato”, de forma a incluir os
outros tipos de dominios de ligacdo a polissacarideos. Semelhantes aos dominios cataliticos de
glicosideo hidrolases, CBMs s&o divididos em familias com base na similaridade de sequéncia de
aminoacidos; desempenham uma funcdo importante no reconhecimento do substrato pela

enzima, direcionando e aproximando o dominio catalitico desta de forma a potencializar sua
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atividade (Wilson, 2011; Menon e Rao, 2012; Gilbert et al., 2013). CBMs também podem alterar

a estrutura cristalina da celulose utilizando mecanismo ndo hidrolitico (Arantes e Saddler, 2010).

Sistemas celuloliticos podem estar associados em complexos multienziméatico (chamados
celulossomas) ou ndo associados, como enzimas individuais. Em ambos os casos, as enzimas
possuem uma estrutura modular. As enzimas ndo associadas consistem geralmente de um
dominio catalitico, responsavel pela reacao de hidrolise, e de um dominio de ligacéo a celulose, o
qual medeia a ligacdo das enzimas ao substrato. Os dois dominios estdo ligados por um peptideo
ligante, que deve ser suficientemente longo e flexivel para permitir eficiente orientacdo e

operacdo de ambos os dominios (Carrard et al., 2000).

Ademais, celobiose desidrogenase (CDH), uma enzima que possui atividade oxidativa,
participa do complexo celulolitico de varios fungos que degradam madeira. Esta enzima catalisa
a oxidacdo de dissacarideos unidos por ligagdes do tipo B-1,4 e polissacarideos (celulose
cristalina) aos seus acidos aldénicos correspondentes. Os elétrons desta reacdo de oxidacdo sao
transferidos a aceptores de elétrons, como quinonas, radicais fenoxi e catibnicos, citocromo c,

oxigénio molecular, Fe** Cu?, entre outros (Baminger et al., 1999; Henriksson et al., 2000).

Um dos principais obstaculos encontrados pelas enzimas celuloliticas é o limitado acesso
a grande parte do substrato que se encontra no interior das microfibrilas de celulose, as quais sdo
altamente ordenadas e empacotadas. Tem sido sugerido que estas regides inacessiveis sao
rompidas, dispersadas ou afrouxadas por proteinas ndo hidroliticas, aumentando, assim, a area de
superficie da celulose, tornando-a mais acessivel para o complexo celulolitico. Esta fase inicial
da sacarificacdo enzimética da celulose tem sido denominada amorfogénese. CBMs, expansinas,
swoleninas e polissacarideo mono-oxigenases fazem parte deste grupo de proteinas ndo
hidroliticas responsaveis pelo processo de amorfogénese da celulose (Arantes e Saddler, 2010;
Gourlay et al., 2012; Ekwe et al., 2013).

Devido ao forte empacotamento das microfibrilas de celulose, a existéncia de outros
fatores que tornam o substrato mais acessivel as enzimas tem sido sugerida desde a década de
1950, por Reese (1956). Recentes estudos de proteinas bacterianas, classificadas como familia
CBM33 (Carbohydrate-Binding Module 33) e de proteinas fungicas, classificadas como familia

GHG61 (Glicosideo Hidrolase 61) mostraram que o esquema classico endo / exoglicanase é
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apenas um modelo simplificado da degradacdo da celulose. Estas proteinas tém superficies de
ligacdo ao substrato planas e sdo capazes de clivar as cadeias de polissacarideos na sua forma
cristalina utilizando um mecanismo oxidativo, que depende da presenca de ions metalicos
divalentes e um doador de elétrons (como o &cido ascorbico ou a enzima CDH). Diversos
estudos mostraram que as GH61 oxidam as unidades de glicose nos carbonos C-1, C-4 e até C-6.
Genes de codificacdo de CBM33 e GH61 sdo abundantes nos genomas de micro-organismos que
convertem biomassa e estas enzimas oxidativas representam um novo paradigma para a
degradacédo de polissacarideos recalcitrantes que podem ser de grande importancia para o futuro
da biorrefinaria (Horn et al., 2012).

A recente descoberta de que os membros das familias GH61 e CMB33 sdo, na verdade,
polissacarideo mono-oxigenases liticas (LPMO - Lytic Polysaccharide Monooxygenase)
cobre-dependentes (embora possam utilizar outros ions metélicos divalentes) (Quinlan et al.,
2011; Horn et al., 2012), exigiu uma reclassificacdo dessas familias em uma categoria adequada.
O banco de dados CAZy (Carbohydrate-Active enZYmes, 2015) acomodou estas proteinas em
uma nova classe, denominada Atividades Auxiliares (AA - Auxiliary Activities). Dessa forma, as
GH61 e CMB33 foram classificadas em AA9 e AA10, respectivamente. A figura 6 apresenta
uma ilustracdo esquematica da degradagdo enzimatica da celulose.

Além disso, de forma geral, as expansinas compreendem uma familia de proteinas
vegetais que medeiam o relaxamento e afrouxamento da parede celular; apresentam varios papéis
na fisiologia e desenvolvimento da planta, incluindo a expansdo celular e amolecimento dos
frutos; acredita-se que atuem pelo rompimento de interagbes ndo covalentes entre 0s
componentes da parede celular. Ademais, novos tipos de proteinas tém sido descritos
recentemente, um dos quais € a swolenina de T. reesei. Swolenina tem similaridade de
aminoacidos com as expansinas vegetais, as quais alteram as fibras celuldsicas sem apresentar
atividade hidrolitica. Tem sido sugerido que a agdo de swolenina tornaria as fibras de celulose
mais acessiveis para a atuacdo de celulases (Saloheimo et al., 2002; Georgelis et al., 2014).
Proteinas funcionalmente similares também ja& foram encontradas em outros fungos
(Trichoderma pseudokoningii e Penicillium oxalicum) (Zhou et al., 2011; Kang et al., 2013),
nematoide (Globodera rostochiensis) (Qin et al., 2004) e bactérias (Bacillus subtilis, Hahella

chejuensis e Pseudomonas oryzihabitans) (Kim et al., 2009b, Lee et al., 2010a; Qin et al., 2013).
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Figura 6. Illustracdo esquematica da degradacdo enziméatica da celulose. Abreviacbes: EG
(endoglicanase); CBH (celobiohidrolase); CBM (mddulo de ligagdo ao carboidrato); CDH (celobiose
desidrogenase); GH61 (glicosideo hidrolase 61). Acgucares oxidados estdo coloridos em vermelho. As
setas indicam novos pontos de ataque para CBHs, criados pelas GH61. Adaptado de Horn et al., 2012.

1.3.1.1. Celulossomas

O conceito de celulossoma foi inicialmente proposto utilizando o sistema celulolitico da
bactéria anaerdbica Clostridium thermocellum. Este complexo enzimatico é encontrado em
algumas bactérias e fungos anaerdbicos, possuindo massa molecular de mais de 2 MDa e
contendo cerca de 20 subunidades cataliticas diferentes, que variam em tamanho de cerca de 40 a
180 kDa. O celulossoma é formado por uma proteina estrutural (scaffoldin) que integra as varias
subunidades cataliticas no complexo atraves de interaces entre os dominios cohesin e dockerin,
presentes na proteina estrutural e na subunidade catalitica, respectivamente. Além disso, esta
proteina estrutural contém um CBM (responsavel pela ligacdo do complexo ao substrato), sendo
acoplada a célula (bacteriana ou fangica) através de um conjunto de proteinas de superficie
celular. Em C. thermocellum, o componente catalitico mais abundante no celulossoma é a
celobiohidrolase CelS de 82 kDa, a qual atua de forma sinérgica com outras subunidades para

degradar a celulose cristalina (Bayer et al., 1998; Guimarées et al., 2002; Bayer et al., 2007).
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Celulossomas de fungos anaerobicos possuem tamanho e quantidade de polipeptideos
semelhantes ao celulossoma de C. thermocellum, porém o dominio de ancoragem (dockerin) das
enzimas fangicas ndo apresenta homologia de sequéncia em relagdo ao analogo bacteriano
(Steenbakkers et al., 2001). A diferenga bioquimica mais acentuada entre o complexo enzimatico
bacteriano e fungico é o produto final formado durante a hidrolise de celulose cristalina. A
degradacdo da celulose pelo primeiro resulta na producdo de celobiose, a qual é absorvida pela
celula e, entdo, hidrolisada a glicose. Em contrapartida, celulossoma dos fungos Piromyces sp.
E2, Piromonas communis P e Neocallimastix frontalis geram apenas glicose durante a
degradacdo da celulose, ndo ocorrendo acimulo significativo de oligossacarideos, o que indica
eficiente atividade de B-glicosidases (Schwarz, 2001; Steenbakkers et al., 2003).

Além disso, os dois tipos de celulossoma diferem nas familias de glicosideo hidrolases
(GH) presentes como componentes cataliticos. O celulossoma de C. thermocellum, amplamente
caracterizado, contem celulases de cinco familias: GH 5 (CelG, CelB, CelE, CelH), GH 8
(CelA), GH 9 (CelD, CelF, CelK, cbhA, CelJ), GH 44 (CelJ) e GH 48 (CelS). Os celulossomas
fangicos, menos caracterizados, contém enzimas classificadas como GH 5, GH 9, GH 48, GH 6 e
GH 45, sendo as duas Ultimas ndo identificadas no complexo bacteriano (Steenbakkers et al.,
2003).

Resch et al. (2013) compararam o desempenho de enzimas livres (produzidas pelo fungo
T. reesei) e de celulossoma da bactéria C. thermocellum. Foram observadas diferencas marcantes
na sacarificacdo da celulose por estes dois sistemas na mesma carga proteica: as enzimas livres
sdo mais ativas em biomassa pré-tratada termoquimicamente, enquanto o celulossoma
apresentou notavel vantagem na degradacédo de celulose pura cristalina (como avicel e papel de
filtro). Quando combinados, estes sistemas exibem acentuada sinergia na degradacgéo da celulose.
De forma geral, este estudo destaca novas propostas para mistura destes dois sistemas a fim de

aprimorar 0 desempenho enzimatico nas diversas industrias.
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1.3.2. Hemicelulases

As hemicelulases facilitam a hidrélise da celulose ao expor as fibras desta, tornando-as
mais acessiveis. Hemicelulases sdo proteinas de multi-dominio e, geralmente, contém o0s
modulos cataliticos e ndo cataliticos estruturalmente distintos. Com base na sequéncia de
aminoacidos de seus mddulos cataliticos, as hemicelulases sdo glicosideo hidrolases (GHs), que
hidrolisam ligac6es glicosidicas, ou carboidrato esterases (CEs), que hidrolisam ligacGes éster de
grupos substituintes ligados a cadeia central, sendo agrupadas em varias familias de acordo com

homologia de sequéncia (Shallom e Shoham, 2003; Menon e Rao, 2012).

As principais enzimas para a degradagdo da xilana a mondmeros sdo as endoxilanases
(EC 3.2.1.8), que clivam a cadeia principal de xilana em oligossacarideos mais curtos, e
B-xilosidase (EC 3.2.1.37), que cliva xilo-oligossacarideos em xilose. Do mesmo modo, as
principais enzimas para a degradacdo da manana sdo as endomananases (EC 3.2.1.78),
B-manosidases (EC 3.2.1.25) e B-glicosidase (EC 3.2.1.21) (atua nas glicomananas) (Figura 7).
No entanto, as xilanas e mananas geralmente possuem varios substituintes diferentes ligados a
cadeia principal, tais como arabinose, acido glicurénico, acido feralico e p-coumarico (ligados a
xilana); galactose (ligada a manana) e acetil (ligado a ambas). Dessa forma, é necessaria a
atuacdo de um grande nimero de enzimas auxiliares para a remoc¢do destes substituintes laterais,
a fim de dar acesso as enzimas que degradam a cadeia central. Algumas dessas enzimas
auxiliares s3o a-L-arabinofuranosidase, a-glicuronidase, «o-galactosidase, acetilxilana /
acetilmanana esterase, acido feralico esterase, acido p-cumarico esterase (Saha, 2003; Polizeli et
al., 2005, Chavez et al., 2006; Van Dyk e Pletschke, 2012).

Curiosamente, [3-manosidases também s&o encontradas em animais superiores e estéo
envolvidas na degradacgdo de glicoproteinas nos lisossomos. A deficiéncia dessas enzimas em
humanos e ruminantes (denominado [B-manosidose) leva a retardo mental e anormalidades

esqueléticas (Shallom e Shoham, 2003).
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Figura 7. llustracdo esquematica da degradacdo enzimatica da hemicelulose. Adaptado de Shallom e
Shoham, 2003.

Muitas endoglicanases tém sido relatadas por hidrolisar xiloglicano como um substrato
anadlogo a celulose. No entanto, poucas endoglicanases possuem uma elevada atividade em
relacdo ao xiloglicano, com baixa ou nenhuma atividade em celulose ou derivados de celulose.
Estas enzimas (EC 3.2.1.151) sdo denominadas xiloglicanase, xiloglicano hidrolase ou

endoglicanase xiloglicano-especifico (Menon e Rao, 2012).

Em geral, a maioria dos sistemas hemiceluloliticos é induzivel, e os indutores
moleculares sdo os correspondentes monossacarideos ou dissacarideos (por exemplo, xilose /
manose ou xilobiose / manobiose), ou oligossacarideos maiores. Um nivel basal de expresséo de
algumas enzimas extracelulares e permeases deve existir para permitir a absor¢do dos indutores
correspondentes. Em muitos micro-organismos, alguns dos genes relacionados com

hemicelulases sdo expressos constitutivamente em niveis reduzidos (Shallom e Shoham, 2003).
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1.3.3. Ligninases

Fungos da podriddo-branca, como espécies pertencentes ao género Phanerochaete spp.,
sdo 0s micro-organismos que degradam a lignina de madeiras de forma mais eficiente.
Considera-se que as enzimas inicialmente expressas por fungos durante o catabolismo da lignina
sejam lacase, manganés peroxidase, lignina peroxidase e peroxidase versatil (possui ambas as

atividades de manganés e lignina peroxidase) (Crestini et al., 2011; Janusz et al., 2013).

Devido a massa molecular relativamente elevada, lacase (60 — 80 kDa), manganés
peroxidase (30 — 62,5 kDa) e lignina peroxidase (38 — 42 kDa) sdo demasiado grandes para
penetrar a estrutura da madeira. Dessa forma, a degradacdo enzimatica da lignina é ponderada
ocorrer com a ajuda de varios compostos de baixa massa molecular, chamados mediadores
(Pérez et al., 2002; Janusz et al., 2013).

Manganés peroxidase preferencialmente oxida fons de manganés Mn**, presentes em
madeira e solos, em Mn** altamente reativo, que é estabilizado por agentes quelantes de fungos,
tais como o &cido oxalico. O quelato Mn** atua como um mediador redox difusivel de baixo peso
molecular, o qual atua nas estruturas fendlicas da lignina dando origem a formacao de radicais

livres instaveis que tendem a se desintegrar espontaneamente (Hofrichter, 2002).

Lacases fungicas sdo fenol-oxidases multi-cobre que catalisam a oxidacdo de numerosos
compostos fenodlicos e aminas aromaticas, utilizando oxigénio molecular como um aceptor
terminal de elétrons. O ndcleo fendlico é oxidado por remocdo de um elétron, gerando radicais

livres, os quais podem levar a clivagem do polimero (Pérez et al., 2002; Janusz et al., 2013).

Enzimas ligninoliticas sdo produzidas principalmente durante o metabolismo secundario,
0 qual é acionado em fungos da podriddo-branca por deplecdo de nutrientes nitrogénio e/ou
carbono (Janusz et al., 2013).

1.3.4. Pectinases

As enzimas pectinoliticas sdo amplamente distribuidas em plantas superiores e micro-

organismos, sendo de primordial importancia para as plantas, pois ajudam na extenséo da parede
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celular e amolecimento de alguns tecidos vegetais durante a maturacao e armazenamento (Jayani
et al., 2005).

Devido a grande diversidade na estrutura das pectinas, as enzimas pectinoliticas podem
ser agrupadas em duas categorias: 1) enzimas que atuam sobre as "regides lisas", pouco
ramificadas (homogalacturonana) e Il) enzimas que atuam sobre regides mais ramificadas

(ramnogalacturonana) (Yadav et al., 2009).

O grupo de enzimas que esta envolvido na degradacdo da "regido lisa" inclui: 1) enzimas
de-esterificantes, isto é, pectina metil-esterase e pectina acetil-esterase, que removem residuos
metil e acetil da cadeia principal, respectivamente; 2) enzimas despolimerizantes, que catalisam a
clivagem da ligacdo o-1,4 entre os residuos de 4&cido galacturénico. As enzimas
despolimerizantes atuam por dois mecanismos diferentes: a) hidrélise (poligalacturonases) e b)
via mecanismo de trans-eliminacdo (pectina liases). Dependendo do padrdo de acdo, ou seja,
aleatorio ou pela extremidade ndo-redutora, estas enzimas sdo denominadas endo ou exo,

respectivamente (Kashyap et al., 2001; Jayani et al., 2005; Yadav et al., 2009).

Os grupos de enzimas que estdo envolvidas na degradacdo da regido mais ramificada da
pectina sdo ramnogalacturonana hidrolase, ramnogalacturonana liase, ramnogalacturonana

ramnohidrolase e ramnogalacturonana galactohidrolase (Yadav et al., 2009).

Ademais, ha outras enzimas acessorias envolvidas na degradacdo das cadeias laterais de
pectinas, incluindo a-arabinofuranosidase, endoarabinase, [B-galactosidase, endogalactanase,

B-xilosidase e diversas esterases (Yadav et al., 2009; van den Brink e de Vries, 2011).

1.4. Aplicagdes Tecnoldgicas de Celulases

As enzimas celuloliticas, empregadas isoladamente ou em conjunto com outras enzimas
(hemicelulases, pectinases, proteases, amilases), tém sido utilizadas em diversas aplicacOes
tecnoldgicas, como: sacarificacdo da biomassa lignoceluldsica, industria alimenticia, nutricdo
animal, industria de polpa e papel, formulacdo de detergentes e sabdo em po, industria téxtil,
entre outras.
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1.4.1. Producéo de Bioetanol

A sacarificacdo enzimatica de materiais lignocelulésicos como bagaco de cana de aguUcar,
sabugo de milho, cascas e palhas de diversos cereais, serragem e residuos florestais para
producdo de biocombustiveis € uma das aplicagdes de celulases mais notorias atualmente (Kuhad
etal.,, 2011).

Os residuos lignocelulésicos representam o recurso renovavel mais abundante disponivel
para a humanidade, mas a sua utilizacdo ¢ limitada devido a falta de tecnologias de custo eficaz.
A bioconversao destes materiais ajudaria a aliviar a escassez de alimentos e ra¢des animais,
auxiliar o problema de descarte de residuos e diminuir a dependéncia do homem em relagdo aos
combustiveis fosseis ao fornecer uma fonte conveniente e renovavel de energia sob a forma de

glicose (Sukumaran et al., 2005).

O processo de sacarificacdo pode ser dividido em duas etapas: hidrdlise priméaria e
secundaria. A hidrolise primaria envolve a acdo de endoglicanases e celobiohidrolases e ocorre
na superficie do substrato sélido liberando acucares solUveis, com grau de polimerizacdo igual
ou inferior a 6. Este passo de despolimerizacdo é o passo limitante de todo o processo de
hidrélise da celulose. A hidrélise secundaria ocorre na fase liquida, envolvendo a hidrélise de
celobiose e outros oligossacarideos a mondmeros de glicose por B-glicosidases (Binod et al.,
2011).

Desta forma, o processo de producdo de bioetanol compreende: 1) a hidrélise enzimatica
(principalmente por celulases) da estrutura lignocelulosica em acucares fermentesciveis, 2)
fermentacao dos agucares e 3) destilagdo do caldo fermentado. A etapa inicial é uma fase crucial,

que determina principalmente a eficiéncia global do processo (Binod et al., 2011).

1.4.2. IndUstria Alimenticia

As enzimas celuloliticas sdo utilizadas na industria alimenticia, principalmente na
fabricacdo de bebidas ao auxiliarem a producdo de sucos, vinhos e cervejas. Celulases e

pectinases sdo comumente usadas no processo de maceracdo da fruta, aumentando o rendimento
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do suco e extracdo de substancias importantes da polpa, aléem de reduzir o tempo de

processamento (Bhat, 2000; Karmakar e Ray, 2011).

B-Glicosidases aprimoram a qualidade organoléptica de produtos derivados de frutas
através da hidrdlise de precursores glicosidicos flavorizantes, melhorando o aroma, textura e
sabor de sucos e vinhos. No caso de sumos citricos, a-ramnosidase e B-glicosidase catalisam a
hidrolise do glicosideo naringina, responsavel, em parte, pelo amargor do suco (Gunata et al.,
2000). Celulases também sao utilizadas na clarificacdo e reducdo da viscosidade de sucos e
vinhos, além de aumentar a eficiéncia da fermentagdo na fabricacdo de cerveja e panificacdo
(Fukasawa et al., 2007).

Endoglicanases hidrolisam [-glicanas, que sdo o0s principais polissacarideos nao
amilaceos de cereais. Dessa forma, estas enzimas sdo empregadas para melhorar o processo de
maltagem e brassagem (maceracdo) da cevada (e outros cereais) ao reduzir a viscosidade do
mosto, uma vez que a viscosidade é decorrente do alto teor de B-glicana. Este tratamento, por sua
vez, melhora a filtrabilidade do mosto, facilitando o preparo da cerveja (James et al., 1975; Blum
etal., 2013).

Ademais, celulases, juntamente com pectinases, sdo utilizadas para extragdo de

carotenoides, utilizados como corante de alimentos (Cinar, 2005)

1.4.3. Nutrigdo Animal

As celulases tem potencial aplicacdo na industria de alimentacdo animal consumida por
aves domeésticas, suinos, ruminantes, bem como animais de estimagdo e peixes (para
piscicultura) (Bhat, 2000; Karmakar e Ray, 2011).

Preparagdes enziméticas contendo celulase, hemicelulase e pectinase séo utilizadas para
melhorar o valor nutricional de forragens. Diversos componentes vegetais como dextrinas,
inulina, lignina, pectina, B-glicana e oligossacarideos podem agir como fatores antinutricionais
para diversos animais. Dessa forma, as enzimas atuam na hidrolise destes componentes, gerando
substancias facilmente absorviveis e, assim, melhorando o ganho de peso, saude e

desenvolvimento dos animais (Kuhad et al., 2011).

22



Como dito no topico anterior, a presenca de pB-glicana é um fator que contribui para a
viscosidade do conteudo intestinal e, assim, pode afetar negativamente a digestibilidade do
alimento, absorcdo de nutrientes e taxa de crescimento de alguns animais. Endoglicanases
hidrolisam este polissacarideo, diminuindo a viscosidade do contetdo no trato digestivo, além de

auxiliar o processo de digestdo (Blum et al., 2013).

1.4.4. Industria de Polpa e Papel

Na industria de polpa e papel, celulases tém sido empregadas na polpacdao biomecanica,
modificacdo das propriedades da polpa e folhas de papel e remocéo de tintas de fibras recicladas,
além de melhorar a drenagem (freeness), refinamento (beatability) e operabilidade (runnability)
de fébricas de papel (Bhat, 2000; Sukumaran et al., 2005). A taxa de drenagem de uma polpa
(taxa de perda de &gua durante a fabricacdo do papel) determina a velocidade de operacdo da
méaquina, de forma que maior drenabilidade permite maior velocidade de funcionamento do
moinho, reduzindo o tempo e custo do processo de polpacdo (Kamaya, 1996; Kirk e Jeffries,
1996; Bhat, 2000).

O pré-tratamento da polpa com celulases pode reduzir o tempo necessario para a
obtencdo da polpa com o grau de refino desejado, resultando assim em uma economia de energia
de cerca de 20 %, com consequente reducdo do custo do processo, sem prejuizo das propriedades
do material (Bhardwaj et al., 1996; Kamaya, 1996). As endoglicanases desempenham papel
fundamental na melhora do refinamento e drenagem da polpa, sendo essenciais para o
aprimoramento de fibras recicladas, as quais possuem propriedades inferiores em relacdo as
fibras virgens (Kamaya, 1996; Oksanen et al., 2000; Dienes et al., 2004).

As enzimas celuloliticas também sdo utilizadas para liberar as particulas de tinta ligadas
as fibras celulésicas, as quais sdo posteriormente removidas por flotacdo. Neste processo,
importante para a reciclagem de papéis, sdo empregadas celulases neutras ou alcalinas
juntamente com surfactantes e acdo mecanica (Kirk e Jeffries, 1996; Karmakar e Ray, 2011). A
utilizacdo das celulases no processamento da polpa deve ser realizada de forma moderada a fim

de evitar a despolimerizacgdo excessiva da celulose (Kirk e Jeffries, 1996).
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1.4.5. Formulacao de Detergentes

Diferentes enzimas celuloliticas capazes de modificar a estrutura das fibras celuldsicas
séo adicionadas a formulacdes de sabdo em po e detergentes a fim de melhorar o brilho da cor,
alvura, maciez da roupa e remocédo de particulas de sujeira aprisionadas no interior da rede de
microfibrilas (Bhat, 2000; Rahse, 2014). Endoglicanase Il (EG Ill) e, em menor dosagem,
Celobiohidrolase I (CBH 1) de Trichoderma spp. séo comumente utilizadas em detergentes para
limpeza e melhor acabamento de tecidos (Kottwitz e Schambil, 2005). Clarkson et al. (1995)
relataram a capacidade de EG Ill de restaurar a cor em tecidos de algodéo; a restauracdo do
brilho e coloragdo ocorre pela remocao das fibrilas superficiais desbotadas e danificadas que se

acumulam sobre o vestuario com o tempo.

1.4.6. Industria Téxtil

A aplicacdo de celulases no processamento téxtil comegou no final dos anos 1980
(Araujo et al., 2008). As celulases tém alcancado o sucesso mundial na industria téxtil e de
lavanderia por sua capacidade de modificar fibras celuldsicas de uma maneira controlada e
desejada, de modo a melhorar a qualidade dos tecidos. Biostoning (bioestonagem) e biopolishing
(biopolimento) s&o as aplicacdes téxteis mais conhecidas de celulases (Bhat, 2000).

Tradicionalmente, o processo de stonewashing (estonagem) tem sido realizado com
pedras-pomes a fim de se obter uma aparéncia desgastada desejavel do denim, aumentando sua
suavidade e flexibilidade. No entanto, a utilizagdo de pedras-pomes na lavagem destes vestuarios
possui desvantagens, uma vez que a sobrecarga destas pode resultar em sérios danos fisicos aos
equipamentos (desgaste rapido das maquinas e entupimento dos locais de drenagem pelo
material particulado proveniente das pedras) e pecas de vestuario (perda excessiva da resisténcia
do tecido devido a forte abrasdo gerada neste tipo de lavagem), além da necessidade de remocéo
manual das pedras dos bolsos e pregas das roupas (Bhat, 2000; Heikinheimo et al., 2000,
Moreira et al., no prelo 2015). Em decorréncia das desvantagens apresentadas por este
tradicional processo de lavagem, as pedras-pomes tém sido substituidas por enzimas

celuloliticas. A lavagem realizada com o auxilio das celulases (biostoning) produz a aparéncia
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desejada e um acabamento mais suave, além de permitir até 50 % maior carga de jeans na

maquina, em substituicdo a carga de pedras (Belghith et al., 2001).

O aspecto envelhecido e desbotado do denim é obtido pela remo¢do ndo homogénea do
corante indigo aderido as microfibrilas superficiais presentes no tecido, resultando em um
contraste entre varios tons de azul. No processo de biostoning, utilizado para obtencéo de tal
efeito, as celulases atuam sobre as fibras superficiais presentes no tecido de algodéo,
enfraquecendo-as. A acdo mecanica no ciclo de lavagem remove estas fibras enfraquecidas,
liberando o corante indigo aderido e revelando a camada de fibras interna ndo corada (Cavaco-
Paulo, 1998; Csiszar et al., 1998; Bhat, 2000). Heikinhemo et al. (2000) relataram que
endoglicanase Il (EG I1) purificada de Trichoderma reesei é muito eficaz na remocao do corante
do denim, produzindo um bom efeito desbotado no tecido. Em contrapartida, Celobiohidrolase 1
(CBH 1) ndo gerou tal efeito, mesmo quando utilizada em alta dosagem. Estes resultados

ratificam que endoglicanases sdo as enzimas necessarias utilizadas pra tal proposito.

A principal desvantagem de biostoning é a forte tendéncia do corante liberado ser
redepositado no tecido, fendmeno conhecido como backstaining (re-coloragéo). Tal fenémeno
diminui o contraste entre a trama (fio horizontal ndo tingido) e o urdume (fio vertical tingido) do
denim (Bhat, 2000). O mecanismo basico de redeposi¢do do corante indigo envolve a ligacédo do
corante as enzimas celuloliticas adsorvidas na superficie das fibras de celulose (Cavaco-Paulo,
1998; Anish et al., 2007). Dessa forma, a utilizacdo de celulases com menor tendéncia a
adsorcdo e/ou agentes que liberam a enzima adsorvida, como detergentes e proteases, €
conveniente para reducdo de backstaining (Cavaco-Paulo, 1998; Araljo et al., 2008). Ademais,
estudos indicam que celulases neutras de Humicola insolens causam menor redeposi¢do de
corante que celulases acidas de Trichoderma reesei, sugerindo que o pH é um fator importante

no controle da redeposicdo (Campos e Cavaco-Paulo, 2000; Miettinen-Oinonen et al., 2004).

Celulases, principalmente endoglicanases, também sdo utilizadas para melhorar a
aparéncia de tecidos celulésicos pela remocgdo das microfibrilas salientes da superficie do fio,
processo denominado biopolishing (biopolimento). Este processo aumenta a maciez e suavidade
do tecido de modo permanente, reduzindo a formacgdo de pilling (fibras aglomeradas) na
superficie da roupa (Bhat, 2000; Csiszar et al., 2001; Miettinen-Oinonen et al., 2005, Moreira et
al., no prelo 2015). A figura 8 ilustra o processo de biopolishing e biostoning.
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Figura 8. llustracdo esquematica do processo de biopolishing e biostoning: a) denim n&o tratado,
apresentando microfibrilas salientes na superficie do tecido; b) processo de lavagem, onde as
endoglicanases atuam nas microfibrilas, enfraquecendo-as; c) a acdo mecénica no ciclo de lavagem
remove as microfibrilas enfraquecidas (biopolishing); d) corante indigo aderido a rede fibrilar do tecido é
liberado, revelando a camada de fibras interna ndo-corada (biostoning). Adaptado de Moreira et al., 2015
(no prelo).
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1.5. Clonostachys spp.

Os fungos filamentosos do género Clonostachys spp. pertencem a familia Bionectriaceae,
ordem Hypocreales e filo Ascomycota; sdo caracterizados por geralmente apresentarem
conidiéforos dimorficos, ou seja, dois tipos (penicilado e verticilado) podem ocorrer no mesmo
organismo e, ocasionalmente, serem formados juntos na mesma vertente de hifas
(Schroers, 2001). Além disso, a forma assimétrica dos conidios € uma caracteristica tipica deste
género. Este formato € determinado pela extrusdo lateral do conidio jovem a partir de uma
abertura da fialide; assim, o hilo é deslocado e o conidio ligeiramente curvado. Como
consequéncia desta assimetria, 0s conidios sdo arranjados em cadeias imbricadas
(Schroers et al., 1999).

Clonostachys spp. € um género cosmopolita, sendo comumente encontrado em solos e
restos vegetais em diversas regides: tropicais, temperadas, subarticas e desérticas (Sutton et al.,
1997). As espécies de Clonostachys spp. sdo sapréfitas, micoparasitas, liquenicolas (parasita de
liguens) ou habitantes de é&rvores recentemente mortas e folhas em decomposi¢do
(Schroers, 2001).

A espécie C. rosea é a mais estudada deste género, principalmente pelo seu grande
potencial antagbnico contra fungos patdgenos de plantas (Sutton et al., 1997; Nobre et al., 2005;
Hoopen et al., 2010; Rodriguez et al., 2011), nematoides parasitas de plantas (Zhang et al., 2008;
Zou et al, 2010) e insetos, como Oncometopia tucumana e Sonesimia grossa
(Hemiptera:Cicadellidae), vetores de fitopatdégenos (Toledo et al., 2006).

C. rosea ¢ utilizado como agente de controle bioldgico por combater e prevenir ataques
de diversos fungos fitopatogénicos, sendo empregados diversos mecanismos de acéo:
competicdo por nutrientes, parasitismo, antibiose, inducéo de resisténcia na planta hospedeira e
producdo de enzimas hidroliticas e metabdlitos secundarios (Sutton et al., 1997; Morandi et al.,
2001; Gan et al., 2007; Roberti et al., 2008).

O mofo cinzento, causado por Botrytis cinerea, € uma doenca grave gque ameaca a
producdo de culturas comercialmente importantes como tomate, uva, maca, pera, cereja,
morango, kiwi, berinjela, cenoura, alface, pepino e pimentdo (Mouekouba et al., 2014). C. rosea
tem se mostrado eficiente em controlar a doenca ao proteger folhas, flores e frutos da infecgéo

27



por B. cinerea e suprimir a esporulacdo do patdgeno atraves do parasitismo e competicdo por
nutrientes (Sutton et al., 1997; Morandi et al., 2003; Nobre et al., 2005; Cota et al., 2009; Costa
et al., 2012). A atividade micoparasitica tem sido atribuida & secrecdo de enzimas que degradam
a parede celular, incluindo quitinases, B-1,3-glicanases e proteases (Inglis e Kawchuk 2002;
Roberti et al., 2002; Gan et al., 2007; Chatterton e Punja 2009).

Kosawang et al. (2014) relataram a capacidade da cepa C. rosea IK726 em detoxificar
compostos téxicos produzidos por determinadas espécies de Fusarium spp., 0S quais podem

afetar de forma adversa animais e seres humanos.

Estudos relatam a producdo de uma enzima hidrolitica, lovastatina esterase, por
Clonostachys compactiuscula. Esta enzima cliva uma ligacdo ester da lovastatina, gerando o
composto monocolina J, o qual inibe uma enzima envolvida na producdo de colesterol. Assim,
lovastatina esterase pode ser utilizada para desenvolvimento de melhores farmacos para o

tratamento da hipercolesterolemia (Schimmel et al., 1997; Chen et al., 2006).

1.5.1. Clonostachys byssicola

O fungo Clonostachys byssicola, assim como seu teleomorfo Bionectria byssicola, é
comumente encontrado em regides neotropicais; possui conidiéforos dimorficos, sendo que 0s
conidioforos priméarios sdo verticilados e ramificados de forma variavel, frequentemente com
longos ramos laterais oriundos de sua base; os conididforos secundarios bi- ou pentaverticilados
sdo densamente agregados, apresentado estipes (hastes) curtas; fidlides sdo geralmente
divergentes em angulos agudos (Schroers, 2001); conidios hialinos, ovoides e levemente
curvados (Moreira, 2012). As col6nias deste fungo alcancam, em media, 50 mm em sete dias a
24 °C, apresentando superficie ndo pigmentada ou levemente amarelada a alaranjada e miceélio
algodonoso (Schroers, 2001). (Figura 9).

No entanto, a identificacdo de espécies pertencentes ao género Clonostachys spp. é
notoriamente dificil através de métodos tradicionais, ou seja, aqueles baseados em caracteres
morfologicos. Alvindia e Hirooka (2011) relataram caracteristicas coloniais e morfoldgicas de

C. byssicola diferentes daquelas relatadas por Schroers (2001), como a taxa de crescimento do
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fungo, coloragédo da colbnia, comprimento da estipe e tamanho do conidio. Além disso, alguns
caracteres coincidem entre diferentes espécies, as quais podem ser distinguidas apenas por

técnicas moleculares (Schroers, 2001).

il

Figura 9. Visualizagdo macroscopica de Clonostachys byssicola em meio BDA.

Alvindia e Natsuaki (2008) estudaram o potencial de C. byssicola como agente de
biocontrole da podriddo da coroa de banana, a doenca po6s-colheita mais importante deste fruto,
causada por varios fungos, incluindo Lasiodiplodia theobromae, Colletotrichum musae,
Thielaviopsis paradoxa e diversas espécies de Fusarium spp., como Fusarium verticillioides.
Neste estudo, foi relatada a capacidade de C. byssicola em inibir o crescimento de todos os
patdgenos citados, controlando (totalmente ou parcialmente) a germinagcdo dos conidios destes
fungos. C. byssicola apresentou atividade antagdnica contra os patdgenos através de parasitismo
direto e secrecdo de antibidticos, controlando a doenga quando aplicado como tratamento pos-
colheita.

Diversas doencas fungicas sdo responsaveis por elevadas perdas na producdo de cacau,
como: 1) podriddo negra radicular (black root rot), causada por Rosellinia spp.; 2) moniliase
(frosty pod rot), causada por Moniliophthora roreri, Crinipellis perniciosa (atualmente
Moniliophthora perniciosa) e C. roreri; e 3) podriddo parda (black pod), causada por

Phytophthora spp., como P. palmivora. Estudos conduzidos por Evans et al. (2003), Garcia et al.
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(2003), Hoopen et al. (2003) e Krauss et al. (2006) mostraram o potencial de C. byssicola no

controle destes patogenos.

Krauss et al. (2013) investigaram as interacbes entre espécies micoparasiticas de
Clonostachys e Trichoderma spp. a fim de se delinear um in6culo misto compativel para
aplicacdo como controle bioldgico, sendo utilizados isolados com eficacia conhecida contra
varias doencas do cacau: Clonostachys byssicola, C. rosea, Trichoderma sp. T4 e T. harzianum.
Dessa forma, procurou-se quantificar a dominancia de um género micoparasita sobre o outro,
utilizando testes in vitro, bem como experimentos de campo. Neste estudo constatou-se que
ambas as espécies do género Clonostachys spp. foram 0s micoparasitas mais agressivos, sendo

também os mais resistentes ao parasitismo.

Alguns estudos relataram o isolamento de compostos a partir de micélios do fungo
Bionectra byssicola F120, o teleomorfo de C. byssicola. Alguns destes compostos apresentaram
atividade antimicrobiana contra varios isolados de Staphylococcus aureus, incluindo S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) e quinolona (QRSA) com valores de MIC (concentracdo
inibitéria minima) de 3 pg/mL a 50 pg/mL, dependendo do composto e do micro-organismo
analisados. Os compostos isolados foram: bionectina A, B e C; verticilina D (Zheng et al., 2006);
glioperazina B e C (Zheng et al., 2007a) e verticilina G (Zheng et al., 2007b). Uma vez que S.
aureus (MRSA) vem desenvolvendo resisténcia a antibiéticos, torna-se importante e necessario

buscar novas classes de agentes antimicrobianos (Zheng et al., 2006).

1.6. Casca de Soja

A casca de soja, um subproduto obtido da inddstria de processamento da soja, € uma
pelicula que reveste o gréo, constituindo cerca de 8 % de toda a semente (Gnanasambandan e
Proctor, 1999). Gréos de soja processados sdo a maior fonte mundial de proteina na ragdo animal

e segunda maior fonte de 6leo vegetal (USDA, 2015).

O Brasil é o segundo maior produtor e exportador mundial de soja, atras apenas dos
Estados Unidos. Na safra de 2013/2014, a cultura da soja no Brasil ocupou uma éarea de

30.2 milhdes de hectares, totalizando uma producao de 86 milhdes de toneladas do gréo (Conab,
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2015). O USDA (United States Department of Agriculture) estima a safra brasileira de soja em
91 milhdes de toneladas em 2014/2015, enquanto os produtores norte-americanos deverdo

produzir cerca de 99 milhdes de toneladas.

A grande producdo mundial da soja torna os residuos desta cultura um dos mais
expressivos em volume, possuindo grande potencial como substrato para o crescimento de
micro-organismos lignoceluloliticos e indugdo da secrecdo de suas enzimas, bem como para a

bioconversdo em produtos de alto valor agregado.

Schirmer-Michel et al. (2008) relataram que o fungo Candida guilliermondii foi capaz de
crescer em hidrolisado de casca de soja, produzindo elevada quantidade de etanol. Ademais, 0s
resultados obtidos por Cassales et al. (2011) também demonstram a perspectiva para o uso de
casca de soja como substrato potencial para a producdo de biocombustiveis. Infante (2014)
utilizou a casca do gréo da soja para cultivo do fungo Aspergillus foetidus, mostrando o potencial

deste residuo agroindustrial em induzir a secrecdo de holocelulases pelo fungo.

A composicdo da casca de soja € bastante varidvel. As diferencas entre os valores
relatados na literatura sédo explicadas pela variacdo natural da origem vegetal, condigdes de
crescimento, tecnologias de processamento, entre outros fatores. Uma comparagdo entre as

composicdes de cascas de soja é apresentada na tabela 1.

Tabela 1. Composi¢cdo bromatoldgica da casca de soja.

Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Referéncia
51,2 15,9 ND* Miron et al., 2001
36,4 12,5 18,2 Corredor et al., 2008
38,4 10,2 2,8 Mielenz et al., 2009
44,4 16,7 5,2 Siqueira, 2010
39,7 25,5 91 Cassales et al., 2011
25,9 38,7 30,2 Moreira, 2013
24,4 33,8 36,6 Infante, 2014

* Nao Descrito
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Quanto a outros residuos, a glicose é o componente principal da fracdo de polissacarideo
(39,7 %), seguido pelas pentoses xilose (19,6 %) e arabinose (5,9 %). Os outros componentes sao
acido glicurénico (2,0 %), acido acético (0,6 %), celobiose (1,6 %), proteinas (13,1 %), cinzas
(0,6 %), e extrativos (3,2 %) (Cassales et al., 2011).

2. Justificativa

Celulases microbianas possuem diversas aplicacfes tecnoldgicas, sendo utilizadas na
indUstria alimenticia, nutricdo animal, indUstria de polpa e papel, formulacdo de detergentes e
sabdo em po, industria téxtil, entre outras. Além disso, a hidrélise enzimatica da biomassa
lignocelulosica para producdo de bioetanol é importante para o desenvolvimento sustentavel dos
seres humanos. Consequentemente, hd grande interesse na prospeccdo de enzimas alternativas,

mais eficientes e estaveis para utilizacdo nestas aplicacdes.

Os residuos agroindustriais representam uma importante fonte alternativa para o
crescimento de fungos filamentosos e inducdo da secre¢do de suas enzimas, sendo uma matéria-
prima promissora devido a sua abundéancia, disponibilidade e baixo custo. Dessa forma, a
utilizacdo da casca do grdo da soja como fonte de carbono para o cultivo de micro-organismos
reduz o custo de producdo das enzimas, tornando economicamente viavel a utilizacdo destes
biocatalisadores nas diversas aplicacfes tecnoldgicas. Além disso, a utilizacdo biotecnologica de
enzimas fangicas para a degradacdo de residuos agricolas agrega valor & matéria-prima antes

inutilizada, promovendo o estimulo a reciclagem desses materiais.

Ademais, o potencial de Clonostachys byssicola em produzir e secretar holocelulases
ainda é pouco estudado, tornando relevante o estudo, caracterizacdo e avalizagdo de possivel

aplicacdo industrial destas novas enzimas.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Utilizar a biomassa lignoceluldsica da casca do grdo da soja como fonte de carbono para
o cultivo submerso de Clonostachys byssicola, visando a producdo, purificacdo e caracterizacao

de enzimas celuloliticas.

3.2. Objetivos Especificos

e Promover o cultivo de Clonostachys byssicola em condi¢Ges submersas, utilizando a

casca do grdo da soja como Unica fonte de carbono.

e Avaliar as atividades de avicelase, CMCase, FPase, mananase, pectinase e xilanase
secretadas no meio de cultivo ap6s 7 dias de crescimento do fungo.

e Avaliar o perfil de secrecdo enzimatica de C. byssicola durante 25 dias.
e Purificar CMCase utilizando técnicas cromatogréficas.

¢ Avaliar o efeito de temperatura, pH, ions e compostos fendlicos na atividade de CMCase

no extrato bruto concentrado e da enzima purificada, bem como sua termoestabilidade.

e Realizar ensaios de hidrolise enzimatica de substratos comerciais e lignoceluldsicos,
com subsequente quantificagdo e identificacgdo por HPLC dos sacarideos

(celossacarideos, manossacarideos e xilossacarideos) liberados durante o ensaio.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Micro-organismo e Condicgdes de Cultivo

Para o presente trabalho foi utilizado o fungo Clonostachys byssicola (RCFS6), o qual foi
obtido a partir de amostras de solo coletadas do cerrado (em uma fazenda no entorno do Distrito
Federal com uma érea de cerrado muito bem preservada). Este fungo faz parte da micoteca do
Laboratério de Enzimologia da Universidade de Brasilia, UnB, dentro do &mbito da rede Sisbiota
de fungos filamentosos: autorizacdo de acesso e de remessa de amostra de componente do
patrimdnio genético n° 010770/2013-5, sob supervisdo do Prof. Dr. Edivaldo Ximenes. A
identificacdo do isolado foi realizada por analise molecular (Anexo 1) pela Dra. Rosane Mansan
Almeida, do Laboratério de Microbiologia, Universidade de Brasilia, sob supervisao do Prof.
Dr. Robert Neil Gerard Miller. Inicialmente, o fungo foi identificado morfologicamente como

Penicillium fellutanum, porém foi reclassificado como C. byssicola por identificacdo molecular.

O isolado foi mantido em placas de Petri em meio de cultura Agar Batata Dextrose
(BDA), composto por batata (10 %), dextrose (1 %) e &gar (2 %) e mantido a temperatura
ambiente até sua esporulacdo (15 dias). O isolado também esta mantido em freezer a -80 °C a
fim de ser preservado.

O fungo foi cultivado em condic¢es submersas em meio liquido suplementado, em g/L:
7,0 g de KH,POy; 2,0 g de K;HPOy; 0,1 g de MgSQO,4.7H,0; 1,0 g de (NH,4)2SOy4; 0,6 g de extrato
de levedura; 1 % (m/v) de casca do grdo da soja como fonte de carbono; em pH 7,0. Os meios
foram autoclavados a 121 °C por 30 min (Filho, 1992).

Os esporos de C. byssicola foram raspados da placa de Petri com auxilio de lamina de
microscopia e transferidos para 50 mL de uma solucéo salina (NaCl 0,9 %) complementada com
1 mL de solucdo surfactante Tween 80 1 % (v/v). Este procedimento foi realizado em camara de
fluxo laminar. Ademais, foi realizada a contagem dos esporos desta solucdo em Céamara de
Neubauer em microscopio optico. Em frascos do tipo Erlenmeyer contendo o meio de cultivo, foi
inoculada aliquota de suspensdo de esporos (contendo 10" esporos/mL) correspondente a 1 % do

volume do meio.
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O cultivo em meio liquido foi realizado a 28 °C sob agitacdo constante de 120 rpm por
7 dias (periodo definido apds andlise da curva de inducdo, topico 4.2) em Erlenmeyers de 1 L,
contendo 300 mL de meio. Este cultivo foi realizado em quadruplicata biologica. Apos o cultivo,
o meio foi filtrado a vacuo em funil de Blichner com papel de filtro (Whatman n° 1). O material
filtrado (denominado Extrato Bruto), contendo as enzimas secretadas pelo fungo, foi coletado e
preservado mediante adicdo de azida sodica na concentracdo de 0,02 %, sendo armazenado a
4 °C.

4.2. Curva de Inducgdo Enzimética

Para os ensaios enzimaticos da curva de inducgdo, o fungo foi cultivado por 25 dias em
Erlenmeyers de 2 L, contendo 500 mL de meio. Foram retiradas diariamente aliquotas de 1 mL
do meio de cultura a fim de avaliar o perfil de secrecdo enzimatica de C. byssicola. As aliquotas
foram armazenadas em tubos do tipo eppendorf a -20 °C. Foram realizados ensaios enzimaticos
destas amostras para determinacdo das atividades de CMCase, mananase, Xilanase e pectinase. O

experimento foi realizado em triplicata bioldgica e triplicata técnica.

4.3. Fonte de Carbono

As cascas do grdo da soja provém da espécie Glicine max e foram obtidas na Fazenda
Tropical em Cabeceiras, GO. O material foi submetido a um pre-tratamento no qual foi
autoclavado a 121 °C por 2 h e lavado em agua corrente; secado em estufa a 60 °C por 48 h;
triturado em moinho de bancada; embalado em saco plastico e armazenado em caixa de isopor a

temperatura ambiente.

4.4. Substratos

Os substratos utilizados para a determinagdo da atividade enzimética foram: CMC 4 %
(CarboxiMetilCelulose), manana 1 % (Galactomanana — Locust Bean), pectina 1 % (Citrus

Fruits), xilana 1 % (Oat Spelt Xylan), celulose microcristalina (Avicel) (obtidos da Sigma-
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Aldrich; St. Louis, MO. USA), papel Whatman n° 1 (GE Healthcare Life Sciences; Piscataway,
NJ. USA) e p-nitrofenil-p-D-glicopiranosideo (pNPG - Sigma-Aldrich).

4.5. Determinacédo da Atividade Enzimatica

As amostras enzimaticas foram avaliadas quanto as atividades de celulases (avicelase,

CMCase e FPase), hemicelulases (mananase e xilanase) e pectinase.

Para a determinacdo das atividades de CMCase, mananase, xilanase e pectinase foram
realizados microensaios incubando-se 5 uL da solu¢do enzimatica e 10 puL dos substratos por
30 min a 50 °C (Filho et al., 1993, com modificacdes). Ao término deste periodo, as reacdes
enzimaticas foram interrompidas pela adi¢do de 30 pL de solu¢do DNS (&cido 3,5-Dinitro-
Salicilico) e incubacdo a 97 °C por 10 min (Miller, 1959). Em seguida, foram adicionados
150 uL de agua destilada, sendo realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro
(SpectraMax M2°, Molecular Devices Co., EUA) a 540 nm.

A atividade de avicelase foi determinada incubando-se 50 pL da solugdo enzimatica e
50 uL de avicel 1 % em tampéo acetato de s6dio 50 mM pH 5,0 por 2 h a 50 °C; adicdo de
150 uL de DNS, incubag@o por 10 min em banho fervente (97 °C); adigdo de 750 uL de agua
destilada e, entdo, leitura a 540 nm (Ghose, 1987).

Para a determinacdo da atividade de FPase foram utilizadas tiras de papel de filtro
Whatman n° 1 (0,5 x 3 cm) e 75 pL da solugao enzimatica, incubados por 1 h a 50 °C; adi¢éo de
150 uLL de DNS, com posterior incubagdo por 10 min em banho fervente; adi¢do de 750 uL de
agua destilada e leitura a 540 nm (Ghose, 1987).

As atividades enzimaticas foram expressas em Ul/mL de solucdo enzimética, sendo Ul
definido como a quantidade de aglcar redutor (umol) liberado por minuto. As atividades
especificas das enzimas foram calculadas e expressas em Ul/mg de proteina total. As curvas
padroes de calibracdo foram determinadas com solugdes de D-glicose, D-manose, D-xilose e
acido D-galacturdnico, variando-se as concentracfes de 0,2 a 1,8 mg/mL. Todos 0s ensaios

foram realizados em triplicata e os desvios padrdes foram menores que 10 % da média.
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A atividade de B-glicosidase foi determinada utilizando o substrato sintético p-nitrofenil-
B-D-glicopiranosideo (pNPG). A amostra enzimatica (100 uL) foi incubada com 50 uL do
substrato e 850 pL de &gua destilada por 10 minutos a 50 °C. A reacgdo foi interrompida pela
adicdo de 1 mL de solucdo de Na,CO3 1 M, sendo realizada leitura da absorbéncia a 410 nm
(Ximenes et al., 1996). A curva de calibracéo foi determinada com solucéo de pNP, variando-se

as concentracdes de 0,05 a 0,6 pM/mL.

A determinacdo da quantidade de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (1976),

utilizando Kit Protein Assay (Bio-Rad Inc., EUA) e BSA (albumina sérica bovina) como padrao.

4.6. Etapas de Caracterizacédo e Purificacdo

A figura 10 apresenta um diagrama das etapas de caracterizacdo e purificacdo parcial de

CMCase.
Elonostachys byssicola
Cultivo em meio liquido
por 7 dias
EExtrato Bruto (EBH

Eltrafiltragio (PM 1@

|
I 1

Caracterizacio
Ultrafiltrado | Extrato Concentrado | —> [ A ————‘ j

@ephacryl s1oca
Caracterizagé(j

EQ Sepharose Fa ? Enzimatica

EEAE Sepharose FF | —> [Caractenzagioj

Enzimatica
SDS PAGE e
Zimograma
Figura 10. Esquema da purificacéo parcial de CMCase produzida por C. byssicola
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4.6.1. Ultrafiltracéo

O extrato bruto foi concentrado utilizando sistema de ultrafiltracdo em membrana com
retencdo de 10 kDa (PM10 Millipore Co., MA, EUA), pressdo de 5 Kg.f/lcm? e temperatura de
10 °C em sistema de ultrafiltracdo do tipo Amicon. Foi obtida uma fracdo 10 vezes concentrada
(em relacdo ao volume) e uma fracdo ultrafiltrada, sendo que apenas a primeira apresentou

atividades enzimaticas de celulase, hemicelulase e pectinase.

4.6.2. Purificacéo

Foram aplicados 10 mL do extrato bruto concentrado (EBC) em coluna cromatogréfica
de exclusdo molecular do tipo Sephacryl S100 (3,0 x 68,2 cm) previamente equilibrada com
tampdo acetato de sodio 50 mM pH 5,0 com NaCl 0,15 M e azida sodica 0,02 %. Fracdes de
5mL foram eluidas com fluxo de 20 mL/h. Foram realizados microensaios enzimaticos para
deteccdo da atividade de CMCase, mananase, pectinase e xilanase de todas as fragdes coletadas a

fim de avaliar o perfil de separacdo/eluicdo das diferentes enzimas.

As fracOes contendo atividade de CMCase foram reunidas (Fracdo Cel-S100) e
submetidas (aliquotas de 2 mL) a cromatografia de troca idnica em coluna anibnica do tipo
HiTrap Q Sepharose Fast Flow (Q FF 1 mL), acoplada ao sistema de purificagdo Akta (GE
Healthcare). A coluna foi previamente equilibrada com tampéo acetato de sédio 50 mM pH 5,0.
A eluicdo foi realizada através de um gradiente de sal (NaCl) de 0 a 1 M. Frac6es de 1 mL foram
eluidas com fluxo de 1 mL/min, sendo reunidas aquelas que apresentaram atividade de CMCase
(Fracdo Cel-QFF). A fracdo Cel-QFF foi, entdo, submetida a cromatografia de troca ibnica em
coluna anidnica do tipo HiTrap DEAE Sepharose Fast Flow (DEAE FF 1 mL), sendo também
reunidas as fragdes com atividade de CMCase (Fracdo Cel-DEAE).

4.6.3. Eletroforese SDS-PAGE e Zimografia

O grau de pureza das enzimas foi avaliado por SDS-PAGE (Laemmli, 1970).

Inicialmente, as amostras enzimaticas (10 pg de proteina) foram submetidas a precipitacdo em
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solucdo de acido tricloroacético (TCA) 10 % em agua destilada, sendo incubadas por 1 ha 4 °C.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 15 min a 4 °C; apds o
sobrenadante ser removido, as amostras foram lavadas com 1 mL de acetona P.A. e novamente
centrifugadas nas mesmas condicdes descritas anteriormente; este procedimento foi realizado por
mais duas vezes. O sobrenadante foi descartado e as amostras secadas a temperatura ambiente.
As amostras secas contendo as proteinas precipitadas foram resuspendidas em tampdo de
amostra (Tris-HCI 125 mM, pH 6,8; SDS 2,0 % (m/v); azul de bromofenol 0,05 % (m/v);
glicerol 20 % (v/v) e B-mercaptoetanol 5,0 % (v/v)), fervidas por 7 min e aplicadas no gel de
poliacrilamida 12 % previamente montado e acondicionado no sistema de eletroforese (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA. USA). Para cada corrida, foram utilizados 2 uL de marcador de
massas moleculares Low Molecular Weight (LMW), contendo: fosforilase b (97,0 kDa),
soroalbumina bovina (66,0 kDa), ovoalbumina (45,0 kDa), anidrase carbonica (30,0 kDa),
inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa) (GE Healthcare). A eletroforese foi
realizada em tampdo de corrida (Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1 % (v/v), pH 8,3) e
submetida a 25 mA por 50 min.

O gel foi corado com nitrato de prata, sendo incubado em solugéo fixadora (v/v) (metanol
40 % e &cido acético 12 %) durante 1 h. Em seguida, o gel foi incubado trés vezes (por 20 min
cada) em etanol 50 % (v/v); mantido por 1 min em solucdo de tiossulfato de sédio 0,02 % (m/v)
e lavado trés vezes com agua destilada; incubado por 15 min em solucéo de coloracdo (nitrato de
prata 0,2 % (m/v) e formaldeido 0,074 % (v/v)), sendo realizadas trés lavagens com &gua
destilada; mantido em solucédo reveladora (carbonato de sodio 6 % (m/v), tiossulfato de sodio
0,0004 % (v/v) e formaldeido 0,05 % (v/v)) até o aparecimento das bandas proteicas. A reacao
foi interrompida com solucdo fixadora (Blum et al., 1987). Todas as incubacdes foram realizadas

sob agitacdo.

A identificagdo das atividades enziméticas de CMCase foi realizada através da técnica de
zimografia (Bischoff et al., 1998), em que o substrato carboximetilcelulose foi co-polimerizado
no gel em concentracao final de 0,4 % (v/v). Apés a corrida, o gel foi incubado 2 vezes (por
30 min cada) em solucdo de Triton X-100 2,5 % (v/v); mantido por 1 h em tampéo acetato de
sodio 50 mM pH 5,0; incubado a 60 °C por 1h30; a reacgdo foi interrompida pelo resfriamento do

gel por 30 min a 4 °C. O gel foi mantido em solucdo vermelho congo 0,1 % (m/v) por 30 min,
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sendo descorado com solucdo NaCl 1 M até o aparecimento das bandas (adicdo de 100 pL de
solucdo de acido acético 0,5 % (v/v) para obtencdo de contraste entre as bandas). Todas as

incubacdes foram realizadas sob agitagéo.

4.6.4. Caracterizacdo Enzimatica
4.6.4.1. Efeito da Temperatura e pH

Foram realizados microensaios enzimaticos (conforme descrito no topico 4.5) em um
intervalo de temperatura de 30 a 80 °C (A = 10 °C) utilizando o extrato bruto concentrado e as
fracbes Cel-QFF e Cel-DEAE semi-purificadas como fonte de enzimas para avaliar o efeito da
temperatura na atividade de CMCase. O efeito do pH sobre a atividade de CMCase também foi
avaliado em uma faixa de pH de 3,0 a 9,0 (A = 0,5). Foram utilizados os seguintes tampoes
(50 mM): acetato de sodio (pH 3,0 — 6,0), fosfato de sodio (6,0 — 7,0) e tris-HCI (7,0 — 9,0). Os
ensaios foram realizados em quintuplicata, sendo os desvios padrdes menores que 10 % da

média.

4.6.4.2. Avaliacao da Termoestabilidade

Aliquotas do extrato bruto concentrado e fragBes Cel-QFF e Cel-DEAE mantidas em
tubos do tipo eppendorf foram incubadas nas temperaturas de 40, 50 e 60 °C, sendo determinada
a atividade enzimatica residual da CMCase até o 30° dia. Os ensaios foram realizados em

quintuplicata, sendo os desvios padrdes menores que 10 % da média.

4.6.4.3. Efeito de compostos fendlicos na atividade de CMCase

O efeito de compostos fenolicos (vanilina e acido tanico — dissolvidos em &gua; acido
4-hidroxibenzoico, acido feralico, acido p-coumarico e &cido cindmico — dissolvidos em etanol
50 %) na atividade de CMCase foi avaliado pela pré-incubacdo das amostras a 25 °C na presenca

destes compostos na concentracdo final de 1 mg/mL. O efeito de inibicdo foi determinado
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imediatamente apds a incubacgéo das enzimas com os compostos fendlicos, enquanto que o efeito
de desativacao foi determinado durante o periodo de incubacdo (Ximenes et al., 2011). Como
controle, substituiu-se o volume do composto por agua ou etanol 50 %. A incubacéo foi realizada
por sete dias, sendo quantificada a atividade residual de CMCase conforme descrito
anteriormente. A atividade enzimatica foi expressa como atividade percentual em relacdo ao

controle no tempo zero. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.6.4.4. Efeito de ions metalicos na atividade de CMCase

O efeito de fons metalicos (Ag*, Ca?*, Co*, Cu®*, Fe**, Fe**, K*, Mg®*, Na*, Zn*") e
EDTA sobre a atividade de CMCase foi determinado pela pré-incubacdo das amostras
enzimaticas por 20 minutos a 25 °C na presenca destes compostos nas concentracdes finais de
1 mM e 10 mM. Como controle, substituiu-se o volume dos reagentes por agua destilada. A
atividade residual de CMCase foi quantificada (como descrito no tépico 4.5) e expressa como

atividade percentual em relacdo ao controle. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.6.4.5. Determinacdo de pardmetros cinéticos

Para a determinagdo da constante de Michaelis-Menten (ky) e da velocidade méaxima
(Vmax), Toram realizados ensaios enzimaticos de amostras do extrato bruto concentrado e da
fracdo Cel-DEAE, variando a concentracdo do substrato CMC no intervalo de 0,5 a 26,7 mg/mL.
Os parametros cinéticos foram determinados pelo método de regressdo ndo linear Enzffiter
(Leatherbarrow, 1999).

4.7. Ensaio de Hidroélise Enziméatica

Amostras do extrato bruto concentrado e da fracdo semi-purificada Cel-QFF foram
incubadas com os substratos: avicel 1 %, CMC 1 % e 4 %, papel de filtro, manana 1 % e xilana

1 % por dois dias e com substratos lignoceluldsicos (casca da soja 1 % e bagaco da cana de
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acucar 1 %) por dez dias, na proporcao de 1:2 (amostra:substrato). A incubacédo foi realizada a

40 °C sob agitacdo constante de 120 rpm. Cada ensaio foi realizado em triplicata biologica.

Os substratos lignocelulésicos utilizados foram submetidos a um pré-tratamento,

conforme descrito no topico 4.3.

Para os ensaios de hidrolise enzimatica foram retiradas aliquotas de 125 pL, sendo que
15 uL foram utilizados para quantificacdo de acUcares redutores totais pelo método do DNS;
2 uL para quantificagdo de glicose pelo kit de glicose oxidase (Doles); e 100 uL foram
armazenados a -20 °C para posterior analise da amostra por HPLC (Cromatografia Liquida de
Alta Performance). Na hidrdlise dos substratos comerciais, as aliquotas foram retiradas com 0 h,
12 h, 24 h e 48 h de incubagdo. Na hidrolise dos substratos lignoceluldsicos, foram retiradas
aliquotas com 0 h, 12 h, 24 h, 48 h, 96 h, 144 h, 192 h e 240 h de incubacao.

Para o controle, as amostras enzimaticas foram incubadas em tampdo acetato de sddio
50 mM na auséncia do substrato, bem como os substratos incubados no mesmo tampédo na

auséncia da amostra enzimatica.

4.7.1. Dosagem de glicose e acUcares redutores totais

A analise guantitativa de glicose presente nas amostras foi realizada pelo kit glicose
oxidase (Doles) (Trinder, 1969). Aliquotas de 2 uL retiradas do ensaio de hidrolise enzimatica
foram incubadas com 200 pL de reagente de cor a 25 °C por 20 minutos, sendo realizada leitura
da absorbancia em espectrofotometro (SpectraMax) a 510 nm. Como parametro, foi utilizada
uma solucgéo de glicose padréo fornecida pelo kit.

A quantificacdo de agUcares redutores totais foi realizada pelo método do DNS (Miller,
1959): 30 uL do reagente DNS foram adicionados a 15 pL da amostra; incubacao da solugéo por
10 min a 97 °C; adicdo de 150 pL de agua destilada e leitura em espectrofotdmetro a 540 nm,
sendo utilizada glicose como padrdo. A concentracdo de glicose e agUcares redutores totais foi

expressa em mg/mL.
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4.7.2. Analise por HPLC das amostras do ensaio de hidrolise enzimatica

As aliquotas retiradas do ensaio de hidrolise enzimatica previamente armazenadas a
-20 °C foram descongeladas e completadas com agua mili-Q para um volume final de 500 pL. A
andlise das amostras foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca anibnica,
acoplada a um detector de amperometria pulsada (HPAE-PAD) para a quantificacdo e
identificacdo dos sacarideos (celossacarideos, manossacarideos e Xxilossacarideos) liberados
durante o ensaio de hidrolise. Os sacarideos foram analisados em sistema Dionex ICS 3000 DC
lon Chromatography com utilizacéo de pré-coluna CarboPac Guard e coluna CarboPac PA-100
(Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA) a 20 °C. Foram injetados 10 puL de amostra com o
auto sampler AS40 (Dionex). As amostras foram eluidas em solucdo de hidroxido de sédio
100 mM (Dionex) e solucdo de acetato de sédio 500 mM (Merck, Darmstadt, Germany) com
hidroxido de so6dio 100 mM, com fluxo de 15 mL/h por 80 min. Os sacarideos foram
identificados e quantificados em detector eletroquimico ED40 (Dionex), sendo os dados

analisados pelo programa Chromeleon 6.8 SR8 (Dionex).

Para a quantificacdo dos sacarideos, foram feitas trés curvas de calibragdo, utilizando-se
uma mistura de sacarideos contendo entre uma e seis unidades do monémero (D-glicose, D-
manose e D-xilose). Dessa forma, a mistura de celossacarideos é constituida de G1, glicose; G2,
celobiose; G3, celotriose; G4, celotetraose; G5, celopentaose e G6, celohexaose (Megazyme
Corporation, Wicklow, Irlanda). De forma analoga, a mistura de manossacarideos é constituida
de M1-M6 (Megazyme Corporation) e Xxilossacarideos, X1-X6 (Megazyme Corporation). A
curva de calibracdo foi determinada com a mistura de sacarideos, variando-se a concentragdo de
0,01 mg/mL a 0,1 mg/mL.

4.7.3. Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram feitas com o software Statistica 7.1. Os dados foram
submetidos a ANOVA fatorial (subtratos comerciais) ou One way ANOVA (substratos
lignocelulosicos) e post-hoc teste LSD Fisher de comparacdo pareada, com nivel de significancia
de 0,05%.
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5. Resultados e Discussao
5.1. Screening enzimatico

Inicialmente, foi avaliado o potencial do fungo filamentoso Clonostachys byssicola em
produzir enzimas celuloliticas (avicelase, CMCase e FPase), hemiceluloliticas (mananase e

xilanase) e pectinoliticas (pectinase), apos crescimento por sete dias em meio liquido.

As atividades enzimaticas detectadas no extrato bruto sdo apresentadas na figura 11. A
maior atividade obtida foi de CMCase (0,904 UI/mL), seguida pelas atividades de pectinase
(0,845 UI/mL), mananase (0,814 Ul/mL), xilanase (0,744 Ul/mL) e FPase (0,268 Ul/mL). Nao

foi detectada atividade de avicelase.
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Figura 11. Perfil de holocelulases produzidas por C. byssicola apés crescimento por sete dias em meio
liquido contendo casca de soja como fonte de carbono.

Em trabalho realizado por Gomes (2014), o mesmo isolado de C. byssicola demonstrou a
capacidade de secretar holocelulases (celulases, hemicelulases e pectinases) quando cultivado em
6 diferentes fontes de carbono lignocelul6sicas: casca de maracuja, casca de soja, casca de
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laranja, piolho de algodéo sujo, engaco de bananeira e bagago de cana de actcar. E salientado

que o perfil de enzimas secretadas foi influenciado pela fonte de carbono.

Os resultados aqui obtidos também demonstram o potencial que a casca de soja apresenta
em induzir a producdo e secrecdo de diversas enzimas por C. byssicola. Além de Gomes (2014),
estudos acerca do potencial deste fungo em produzir holocelulases ndo foram encontrados,

tornando este trabalho ainda mais importante pela sua contribuicao para a literatura.

Apbs esta etapa inicial, CMCase foi escolhida como principal alvo de investigacdo no

decorrer do trabalho, uma vez que tal enzima apresentou a maior atividade.

5.2. Curva de Inducdo Enzimatica

As atividades de CMCase, bem como de mananase, pectinase e xilanase (dados nao
mostrados) foram monitoradas diariamente durante 25 dias, objetivando-se determinar o melhor
dia de cultivo, no qual ha maior atividade enzimatica. O perfil de inducdo de CMCase esta
demonstrado na figura 12. As atividades especificas desta enzima também foram determinadas
durante este periodo, sendo apresentadas na figura 13.

A atividade de CMCase aumenta até o sétimo dia (maior atividade enzimatica —
0,65 Ul/mL), mantendo valores estaveis nos dias subsequentes. A maior atividade especifica foi
obtida no sexto (3,68 Ul/mg) e sétimo dias (3,67 Ul/mg), sendo que o sétimo dia de cultivo foi
definido como tempo ideal para inducdo desta enzima. De forma similar, a maior atividade
especifica de mananase foi alcangada no sexto dia; pectinase e xilanase no quinto dia (dados nao
mostrados). Estes resultados foram semelhantes aos obtidos por Gomes (2014), em que 0s
valores das atividades de pectinase e xilanase (produzidas por C. byssicola crescido em piolho de

algodé&o sujo 1 %) aumentam até o quinto dia, quando a partir de entdo tendem a se estabilizar.

Ademais, em trabalho realizado por Lima et al. (2009), a maior atividade de CMCase
(0,36 Ul/mL) foi obtida no sexto dia de cultivo de Aspergillus fumigatus (em fermentacao
liquida), quando crescido em bagaco de cana de acucar 1 % como fonte de carbono. Pothiraj et
al. (2006) relataram méaximos valores de atividade de CMCase ap6s 8 dias de cultivo em
fermentacdo solida de Aspergillus niger (0,12 Ul/mL) e A. terreus (0,1 Ul/mL), utilizando-se
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residuo de cassava como fonte de carbono. Em um periodo de cultivo semelhante, CMCase de

C. byssicola (do presente trabalho) apresentou maior atividade enzimatica.

A atividade especifica constitui um parametro importante para avaliar a atividade
enzimatica em relacdo a quantidade total de proteinas presente na amostra, de modo que elevadas
atividades especificas representam, em geral, um grau de pureza maior da enzima; motivo pelo

qual o sétimo dia de cultivo foi definido como padrdo para este estudo.
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Figura 12. Perfil de indugdo de CMCase durante o cultivo de C. byssicola em casca de soja.
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Figura 13. Perfil de indugdo da atividade especifica de CMCase durante o cultivo de C. byssicola em
casca de soja.
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5.3. Purificacao parcial de CMCase

O extrato bruto obtido através do cultivo de 7 dias de C. byssicola foi submetido a
ultrafiltracdo em membrana com retencdo de 10 kDa. ApGs o processo de ultrafiltracdo, a
atividade de CMCase foi encontrada apenas na fragdo concentrada, a qual foi submetida a

sucessivos métodos cromatogréaficos para purificacdo da enzima de interesse.

O perfil de eluicdo do extrato bruto concentrado (EBC) em coluna Sephacryl S100 é
apresentado na figura 14. As maiores atividades de CMCase foram obtidas entre as fracdes
46 - 53, as quais foram coletadas (fracdo Cel-S100) e aplicadas em coluna aniénica QFF-

Sepharose (Figura 15).
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Figura 14. Perfil cromatografico do extrato bruto concentrado aplicado em colouna de exclusdo
molecular Sephacryl S100, equilibrada com tampé&o acetato de soédio 50 mM pH 5,0 com NaCl 0,15 M e
azida sddica 0,02 %.

A partir da andlise da figura 15, é possivel identificar dois picos de atividade de CMCase.
O primeiro pico corresponde as proteinas que ndo se ligaram ao grupo carregado (amina
quaternaria) presente na resina, onde, além de CMCase, co-eluiram enzimas com atividade de
mananase, pectinase e Xxilanase (dados ndo mostrados). O segundo pico (fracbes 23 e 24)
corresponde a atividade enzimética de CMCase que eluiu durante o gradiente de sal (NacCl),
ocorrendo menor sobreposicéo entre a enzima de interesse e outras proteinas. As fragdes 23 e 24
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foram reunidas (fracdo Cel-QFF) e aplicadas em coluna aniénica DEAE-Sepharose (Figura 16).
O perfil cromatogréafico foi semelhante ao perfil da etapa anterior, sendo reunidas as fracbes 23 e
24 (fragdo Cel-DEAE) para etapas posteriores de caracterizacdo enzimatica. Todas as fracOes

coletadas foram armazenadas a 4 °C.
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Figura 15. Perfil cromatografico das fragdes provenientes da cromatografia em coluna Sephacryl S100
em coluna de troca ibnica Q Sepharose Fast Flow (QFF) previamente equilibrada com tampdo acetato de
sddio 50 mM pH 5,0. Gradiente de sal (NaCl) de 0a 1 M.
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Figura 16. Perfil cromatografico das fragdes provenientes da cromatografia em coluna QFF em coluna
de troca ibnica DEAE Sepharose Fast Flow (DEAE) previamente equilibrada com tampdo acetato de
sodio 50 mM pH 5,0. Gradiente de sal (NaCl) de 0 a1 M.
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As amostras provenientes do processo de purificacao tiveram seu grau de pureza avaliado
por SDS-PAGE e zimograma (Figura 17).

MM EBC Cel-S100 Cel-QFF Cel-DEAE EBC Cel-S100 Cel-QFF Cel-DEAE
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Figura 17. a) Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida 12 % do extrato bruto concentrado (EBC),
fragBes oriundas da coluna Sephacryl S100 (Cel-S100), Q Sepharose Fast Flow (Cel-QFF) e DEAE
Sepharose Fast Flow (Cel-DEAE). b) Zimograma apresentando as atividades de CMCase. A esquerda
sdo apresentados a massa molecular (em kDa) dos marcadores moleculares (MM) utilizados.

Na figura 17, verifica-se que ocorre uma diminuigdo das bandas proteicas apds as etapas
cromatograficas. Embora as fracfes Cel-QFF e Cel-DEAE apresentem apenas uma banda com
atividade de CMCase (no zimograma), a enzima ainda ndo estd completamente purificada, como
pode ser observado pela presencga de outras bandas proteicas no gel de poliacrilamida (Fig. 17a).
Ademais, verifica-se no zimograma (Fig. 17b) que C. byssicola produziu e secretou multiplas
celulases com diferentes tamanhos (massa molecular), como pode ser observado pela presenca
de cinco bandas com atividade de CMCase no extrato bruto concentrado. A massa molecular da
enzima semi purificada é de aproximadamente 48 kDa. Este resultado é semelhante aos

observados em outros trabalhos com CMCases purificadas, nos quais foram observadas massas
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moleculares de 45 kDa (Aspergillus aculeatus; Naika et al.,, 2007), 46 kDa (Daldinia
eschscholzii; Karnchanatat et al., 2008) e 50 kDa (Aspergillus fumigatus; Liu et al., 2011). Além
disso, CMCases de 27 kDa (Mucor circinelloides; Saha, 2004) e 96 kDa (Artemia salina; Zin et
al., 2014) também foram relatadas.

Assim como C. byssicola, diversos outros micro-organismos produzem celulases em
multiplas formas, as quais possuem diferentes propriedades bioquimicas, massa molecular e
especificidade por substratos. Lima et al. (2009) relataram a sintese de mdltiplas celulases por
Aspergillus fumigatus, sendo visualizadas seis bandas com atividade de CMCase em zimograma.
Além disso, Trichoderma reesei produz dois tipos de celobiohidrolases (CBH | e CBH II) e pelo
menos seis tipos de endoglicanases (EGI — EGVI) (Miettinen-Oinonen, 2004). Badhan et al.
(2007) relataram que o tipo de substrato utilizado para o crescimento de Myceliophthora sp. IMI
387099 influenciou a quantidade de isoformas de endoglicanases secretadas pelo fungo: palha de
arroz 2 % (m/v) induziu a producao de 4 isoformas de CMCase, enquanto palha de trigo e farelo

de trigo induziram a producdo de duas e uma isoformas, respectivamente.

A tabela 2 apresenta os resultados obtidos nas diversas etapas de purificacdo do extrato
bruto de C. byssicola em relacdo a atividade de CMCase. Pode-se observar que, durante o
processo de purificacdo de CMCase, a quantidade de proteina (mg) decresce, com consequente
aumento da atividade especifica (Ul/mg). A atividade enzimatica total (Ul) diminui a cada etapa

cromatografica, uma vez que ocorreu diluicdo da enzima neste processo.

Tabela 2. Resumo das etapas de purificacdo parcial de uma CMCase de C. byssicola.

Amostra Proteina Atividade Atividade Especifica Fator de Rendimento
Total (mg)  Total (Ul) (Ul/mg) Purificacéo (%)
EB 51,6 258,0 50 1,0 100,0
EBC 11,0 45,0 4,1 0,8 17,4
Cel-S100 14,0 122,4 8,7 1,7 47,4
Cel-QFF 3,8 69,6 18,3 3,7 27,0
Cel-DEAE 1,4 50,4 36,0 7,2 19,5
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5.4. Efeito da temperatura na atividade de CMCase

O efeito da temperatura na atividade de CMCase presente no extrato bruto concentrado e
fracdes semi purificadas é apresentado na figura 18. A maior atividade foi obtida a 60 °C no
extrato concentrado e na fragdo Cel-QFF e a 70 °C na fragdo Cel-DEAE. Todas as amostras
apresentaram atividade celulolitica em uma ampla faixa de temperatura, sugerindo um potencial
de aplicacdo industrial destas enzimas. Foi retida, pelo menos, 70 % da atividade maxima na
faixa de temperatura entre 40 e 70 °C em todas as amostras analisadas. As enzimas semi
purificadas apresentaram maior atividade relativa em temperaturas elevadas (70 °C e 80 °C) em

relacdo as enzimas presentes no extrato concentrado.
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Figura 18. Efeito da temperatura na atividade de CMCase presente no extrato bruto concentrado (EBC),
fracdo Cel-QFF e Cel-DEAE.

A temperatura para uma maior atividade de CMCase varia entre as enzimas de diferentes
micro-organismos e entre diferentes enzimas do mesmo micro-organismo (Tabela 3). O resultado
obtido neste trabalho foi similar ao de Chaabouni et al. (2005) e Liu et al. (2011), em que
CMCase (EGa de Penicillium occitanis e EG3 de Aspergillus fumigatus, respectivamente) teve
maior atividade a 60 °C. Ademais, uma maior atividade de CMCase a 70 °C (observada na

fracdo Cel-DEAE) também foi observada para endoglicanase produzida por Penicillium
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purpurogenum KJS506 cultivado em palha de arroz 5 % (Lee et al., 2010b). Resultados
semelhantes foram relatados para CMCase de Thermoascus aurantiacus (Parry et al., 2002);
Daldinia eschscholzii (Karnchanatat et al., 2008); Penicillium brasilianum (Krogh et al., 2009) e
Thermoascus aurantiacus (Dave et al., 2014).

As diferencas nos valores de temperatura 6tima entre endoglicanases podem ser devido a
diferencas nas sequéncias de aminoacidos de cada proteina, bem como pela presenca/auséncia de

glicosilacdo na estrutura da enzima (Sagib et al., 2010).

5.5. Efeito do pH na atividade de CMCase

O efeito do pH sobre a atividade de CMCase no extrato bruto concentrado, fracdes
Cel-QFF e Cel-DEAE ¢é mostrado na figura 19. A maior atividade foi obtida em pH 4,5-5,0 nas
trés amostras. Das amostras analisadas, 0 extrato concentrado apresentou atividade celulolitica
em uma faixa de pH maior, retendo pelo menos 60 % da atividade maxima entre pH 3,5 a 9,0.
Nas fracdes Cel-QFF e Cel-DEAE, foi retida 70 % e 50 % da atividade maxima entre pH 3,5 a
7,5, respectivamente. A maior estabilidade observada pelas enzimas do extrato concentrado em
maior faixa de pH em relacdo as fracdes semi purificadas, sobretudo na faixa de pH basico, pode
ser devido a presenca de fatores estabilizadores das proteinas presentes neste extrato e que foram

removidos ao longo dos processos de purificacdo da enzima.

Na tabela 3 sdo apresentados valores de pH para uma maior atividade de CMCase
(presente no extrato bruto, enzima parcialmente purificada ou purificada, como indicado na
tabela) descritos na literatura. A maioria das endoglicanases descritas apresentou atividade
méaxima na faixa de pH acido, o que tambéem foi observado por Lee et al. (2010b) ao comparar
valores na literatura. Outros pesquisadores também relataram atividade méaxima de CMCase em
pH é&cido, com valores similares aos obtidos neste trabalho: as enzimas provenientes de
Penicillium funiculosum (Castro et al., 2010), Thermotoga maritima (Pereira et al., 2010) e
Aspergillus terreus (Narra et al., 2014) apresentaram maior atividade em pH 4,8; e as enzimas

provenientes de Thermomonospora sp. (George et al., 2001), Streptomyces drozdowiczii (Lima
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et al., 2005), Aspergillus aculeatus (Naika et al., 2007), Penicillium purpurogenum (Lee et al.,
2010b) e Aspergillus fumigatus (Liu et al., 2011) apresentaram maior atividade em pH 5,0.
Destes micro-organismos, trés também foram cultivados em fonte de carbono lignocelul6sica:
Penicillium funiculosum (bagaco de cana de aglcar pré-tratado 0,75 %), Aspergillus terreus

(palha de arroz 2 %) e Penicillium purpurogenum (palha de arroz 5 %).
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Figura 19. Efeito do pH na atividade de CMCase presente a) no extrato bruto concentrado; b) fracdo
Cel-QFF e c) fracdo Cel-DEAE.
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Tabela 3. Temperatura e pH descritos para maior atividade de CMCases produzidas por

diferentes micro-organismos.

Organismo Temperatura (°C) pH Referéncia
Streptomyces sp. 50 6,5 Jang e Chen 2003 &%)
Streptomyces drozdowiczii 50-60 5,0 Lima et al., 2005 &)
Aspergillus fumigatus 65 2,0 Lima et al., 2009 &)
Penicillium funiculosum 58 48 Castro et al., 2010 )
Mucor sp. 55 8,0 Ma et al., 2014 )
Penicillium sp. TG2 50 7,0 Jung et al., 2015 )
Lepista flaccida 50 4,0 Elvan et al., 2010 7
Thermomonospora sp. 50 5,0 George et al., 2001 @
Volvariella volvacea 55 7,5 Ding et al., 2002 ®
Thermoascus aurantiacus 70-80 4,0 Parry et al., 2002
Mucor circinelloides 55 4,0-6,0 Saha 2004 ®
Penicillium occitanis 60 (EGa)* 3,5 Chaabouni et al., 2005
Penicillium occitanis 50 (EGb)* 3,5 Chaabouni et al., 2005 )
Aspergillus aculeatus 40 5,0 Naika et al., 2007 )
Daldinia eschscholzii 70 6,0 Karnchanatat et al., 2008 )
Bacillus subtilis 50 6,5 Kim et al., 2009a
Penicillium brasilianum 70 4,0 Krogh et al., 2009
Penicillium purpurogenum 70 5,0 Lee et al., 2010b
Thermotoga maritima 80 48 Pereira et al., 2010 ®
Aspergillus fumigatus Z5 50 (EG2)* 5,0 Liuetal., 2011 ®
Aspergillus fumigatus Z5 60 (EG3)* 4,0 Liuetal., 2011 ®
Aspergillus flavus 50 7,0 Gomathi et al., 2012 ®
Thermoascus aurantiacus 70 4,0 Dave et al., 2014 ®
Aspergillus terreus 50 48 Narra et al., 2014 ®
Artemia salina 55 8,0 Zinetal.,, 2014 ®
Clonostachys byssicola 60-70 4,5-5,0 O presente trabalho

* EG — Endoglicanase

Sobrescrito: (EB): Extrato Bruto / (PP): Enzima Parcialmente Purificada / (P): Enzima Purificada
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A estabilidade das enzimas em uma ampla faixa de temperatura e pH é uma caracteristica
interessante para sua utilizacdo em processos industriais, permitindo integracdo de distintos
procedimentos, que requerem diferentes condices fisico-quimicas, em uma Unica etapa,

reduzindo tempo e custos.

5.6. Avaliacdo da termoestabilidade de CMCase

Varios parametros sao utilizados para a determinacdo da termoestabilidade enzimatica,
incluindo o tempo de meia vida da enzima. A meia vida de uma enzima é o tempo apés o qual a
atividade da enzima cai para 50 % da sua atividade original a uma determinada temperatura
(Griffin et al., 1984). A atividade residual de CMCase do extrato bruto concentrado e fracGes
semi purificadas, Cel-QFF e Cel-DEAE, apds diferentes periodos de incubacdo da enzima na

auséncia de substrato é mostrada na figura 20.

Observa-se que a 40 °C, a atividade enzimatica decresce ap6s longo periodo de
incubacdo, sendo que a atividade de CMCase no extrato concentrado, fracdo Cel-QFF e
Cel-DEAE reteve 65 %, 82 % e 97 % da atividade original apds 30 dias de incubacéo,
respectivamente. Estes resultados indicam a termoestabilidade enzimética a 40 °C das trés
amostras analisadas. Uma vez que as enzimas ndo estdo purificadas, é provavel que existam
fatores estabilizadores das proteinas. Dessa forma, estas fracGes enzimaticas apresentam
potencial para futuras aplicacdes biotecnoldgicas, uma vez que ha crescente demanda de enzimas

mais termoestaveis para utilizacdo industrial (Bhat, 2000).

As atividades celuloliticas no extrato concentrado, fragdes Cel-QFF e Cel-DEAE
mantiveram 38 % (apos 5 dias), 42 % (apds 25 dias) e 67 % (apos 25 dias) da atividade original
quando incubadas a 50 °C, respectivamente. Em contrapartida, a 60 °C o tempo de meia vida das

enzimas nas trés amostras enzimaticas é de aproximadamente 3 h (dados ndo mostrados).
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Figura 20. Efeito do tempo de incubacéo a 40 e 50 °C na atividade de CMCase presente no extrato bruto
concentrado (EBC), fracdo Cel-QFF e Cel-DEAE.

Lee et al. (2010b) relataram que CMCase purificada de Penicillium purpurogenum
apresentou meia vida de 72 h, 48 h, 7 h e 2 h em 40, 50, 60 e 70 °C, respectivamente. Castro et
al. (2010) relataram que CMCase de Penicillium funiculosum presente no extrato bruto
apresentou 53 % da atividade original apés 23 h a 50 °C e 18 % ap6s 8 h a 60 °C. Em trabalho
realizado por George et al. (2001), CMCase purificada de Thermomonospora sp. apresentou
meia vida de 7 h a 60 °C. Jang e Chen (2003) relataram que CMCase de Streptomyces sp.
presente no extrato bruto manteve 98 % da atividade apos 7 dias a 50 °C e 50 % ap0ds 15 h a
60 °C.

A termoestabilidade de CMCase ndo varia apenas entre enzimas produzidas por micro-
organismos diferentes. Saqib et al. (2010) compararam a termoestabilidade de CMCase (presente
no extrato bruto) produzida por Aspergillus fumigatus quando cultivado sob fermentacédo liquida
e fermentacgéo no estado solido. Observou-se que a enzima foi mais termoestavel quando o fungo
foi cultivado em fermentacdo no estado sélido, levantando questdes sobre possiveis diferencas

estruturais nas enzimas produzidas sob processos distintos.
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5.7. Atividade enzimatica sobre diferentes substratos

A atividade das enzimas presentes no extrato concentrado, fracdes Cel-QFF e Cel-DEAE

foi avaliada sobre diferentes substratos (Figura 21).
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Figura 21. Atividade enzimatica de B-glicosidase, CMCase, FPase, mananase, pectinase e Xilanase no
extrato bruto concentrado (EBC), fraces Cel-QFF e Cel-DEAE.

Pode-se observar que apds o processo de purificacdo, as fracGes Cel-QFF e Cel-DEAE
perderam a atividade de B-glicosidase, a qual era bastante acentuada no extrato concentrado,
alem da reducdo de todas as outras atividades enzimaticas avaliadas. Este resultado esta de
acordo com a diminui¢do da quantidade de proteinas e diluicdo das enzimas durante as etapas de
purificagcdo (Tabela 2, topico 5.3). Alem da atividade de CMCase, a enzima semi purificada
apresentou atividade de xilanase, mananase e pectinase, embora em menor escala em relagéo ao
extrato concentrado. A atividade de avicelase ndo foi encontrada em nenhuma das amostras

avaliadas.
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5.8. Efeito de compostos fenolicos na atividade de CMCase

A biomassa lignoceluldsica é altamente recalcitrante, sendo geralmente necessaria a
aplicacdo de um pré-tratamento para torna-la mais acessivel a acdo de enzimas. A maioria dos
pré-tratamentos empregados atualmente séo realizados sob condig¢fes severas, resultando na
formacdo de compostos fenolicos a partir da degradacdo da lignina, os quais podem ser
inibitérios para as enzimas e/ou organismos fermentadores (Ximenes et al., 2010; Li et al.,
2014). Dessa forma, um ponto crucial para a hidrolise enzimatica de holocelulose é reduzir os
efeitos de inibi¢do e de desativagdo das enzimas, a fim de melhorar a eficiéncia da hidrdlise e
reduzir a carga enzimatica (Duarte et al., 2012). A quantidade e o tipo de compostos fendélicos

dependem da composicdo da biomassa e condi¢des do pré-tratamento (Li et al., 2014).

Neste trabalho foram analisados os efeitos inibitérios e de desativacdo de compostos
fendlicos monoméricos (vanilina, acido 4HB, é&cido ferdlico, &cido p-coumarico e &cido
cindmico) e oligomérico (acido tanico) na atividade de CMCase. As estruturas dos compostos
utilizados sdo apresentadas na figura 22. O efeito de inibicdo foi determinado imediatamente
apos a incubacdo das enzimas com os compostos fenolicos (tempo zero), enquanto que o efeito
de desativacdo foi determinado durante o periodo de incubagdo (Ximenes et al., 2011). Tais
efeitos sobre a atividade de CMCase no extrato concentrado e fragdes semi purificadas séo

apresentados na figura 23.
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Figura 22. Estrutura dos compostos fenélicos utilizados na analise de efeitos inibitérios e de desativacdo
na atividade de CMCase.
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Figura 23. Efeito inibitorio e de desativacdo de compostos fendlicos (1 mg/mL) sobre atividade de
CMCase em a) extrato bruto concentrado; b) fracdo Cel-QFF e c) fracdo Cel-DEAE.
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Observa-se na figura 23 que, apesar da oscilacdo da atividade enzimatica no decorrer do
tempo, os compostos fenolicos ndo apresentaram significativo efeito inibitorio e de desativacdo
sobre a atividade de CMCase presente no extrato concentrado, fracdo Cel-QFF e Cel-DEAE.
Acido cinamico, entretanto, inibiu a atividade celulolitica da fracio Cel-QFF em 15 % e apds um
periodo de incubacdo de 7 dias, a atividade decresceu 26 % devido a desativacdo causada pelo
composto. Tais efeitos ndo foram observados na atividade de CMCase presente no extrato
concentrado e fracdo Cel-DEAE utilizando-se o mesmo composto. Em contrapartida, acido
ferdlico ativou CMCase da fracdo Cel-DEAE em aproximadamente 25 % no inicio do
experimento, bem como no terceiro e sétimo dias de incubacdo com o composto citado; acido
tanico teve efeito ativador (18 %) de CMCase da fracdo Cel-QFF e Cel-DEAE no inicio do

experimento (tempo zero).

De acordo com os dados apresentados, a atividade de CMCase se mostrou resistente a
inibicdo e desativacdo pelos compostos fendlicos analisados, propriedade que favorece a
utilizacdo desta enzima em futuras aplicacdes industriais. Atualmente, vérias estratégias estdo
sendo desenvolvidas para amenizar tais problemas de inibicdo de enzimas e organismos
fermentadores por compostos fendlicos, existindo uma variedade de diferentes métodos
quimicos, bioldgicos e fisicos que podem ser utilizados para tal propésito (Cao et al., 2013;
Jonsson et al., 2013). No entanto, o passo de detoxificacdo dos inibidores fenolicos € uma etapa
adicional no processo de sacarificacdo da biomassa, de forma que a utilizacdo de enzimas (e

organismos fermentadores) resistentes torna-se vantajoso.

Li etal. (2014) conduziram experimento para analisar a inibic&o de vanilina na atividade
de endoglicanase, celobiohidrolase e B-glicosidase (celulase comercial proveniente de
Trichoderma reesei). Os resultados mostraram que as atividades decresceram 4,2 %, 8,3 % e
40,4 %, respectivamente, na presenca de 5 mg/mL de vanilina, demonstrando que este composto
inibiu acentuadamente a atividade de B-glicosidase. A medida que a concentra¢do de vanilina
aumentava, a atividade relativa de celulase decrescia, indicando que o efeito inibitério do
composto é dependente da sua concentracdo. Ademais, Ximenes et al. (2010) confirmaram que
vanilina, siringaldeido, acido cindmico e acido 4-hidroxibenzoico inibem significativamente a

atividade celulolitica. B-glicosidase de T. reesei foi mais sensivel que B-glicosidase de A. niger:
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10 mg/mL de acido 4-hidréxibenzoico inibiu a hidrdlise de celobiose em 92,5 % e 35 %,

respectivamente.

Tejirian e Xu (2011) observaram que compostos fenolicos oligoméricos possuem maior
efeito inibitorio na atividade celulolitica que compostos fendlicos simples. Acido tanico, por
exemplo, é capaz de formar complexo com as celulases, levando a precipitacdo proteica e

consequente perda de atividade enzimatica na hidrélise de celulose.

Ximenes et al. (2011) realizaram experimentos de inibicdo e desativacdo de celulases por
compostos fendlicos (vanilina, acidos tanico, galico, cindmico e 4-hidroxibenzoico). Acido
tanico na concentracdo de 2 mg/mL inibiu a atividade de CMCase e FPase em aproximadamente
25 % e 60 %, respectivamente. Em relacdo ao efeito de desativacdo, apds 24 h de incubacéo,
acido tanico na concentracdo de 5 mg/mL causou uma diminuicdo da atividade de CMCase e
FPase em 80 % e 60 %, respectivamente. Os outros compostos tiveram pouco ou nenhum efeito
inibitério. Em contrapartida, os resultados obtidos no presente trabalho mostram que acido tanico
(na concentracdo de 1 mg/mL) além de ndo apresentar efeito de desativacdo sobre CMCase de
C. byssicola, aumentou a atividade enzimatica das fracbes semi purificadas no inicio do

experimento.

Em estudo realizado por Martin e Akin (1988), compostos fendlicos na concentracdo de
1,0 e 1,5 mg/mL foram incubados com celulase de Bacteroides succinogenes: acido p-coumarico
inibiu a atividade de CMCase em 28 % e 45 % (nas respectivas concentracdes); vanilina inibiu
CMCase em 18 % e 27 % e acido ferulico ndo teve efeito inibitorio. Em comparacéo, acido
p-coumarico (1,0 mg/mL) inibiu 7 % da atividade de CMCase da fracdo Cel-QFF; vanilina e

acido ferulico nao tiveram efeito inibitorio nas trés amostras avaliadas.

Os efeitos dos compostos fendlicos sdo observados ndo apenas na atividade enzimaética,
mas também na producdo das enzimas por micro-organismos. Vohra et al. (1980) observaram
que vanilina na concentracdo de 0,5 mg/mL inibiu a produgdo de CMCase, avicelase e
B-glicosidase por T. reesei em 78 %, 100 % e 100 %, respectivamente, alem de inibir o
crescimento do fungo em 94 %. Acido ferdlico inibiu a producéo das mesmas enzimas em 75 %,

86 % e 100 %, respectivamente, possuindo pouco efeito no crescimento do micro-organismo.
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A comparacdo entre os resultados obtidos neste trabalho com os dados da literatura
mostra que o efeito dos compostos fendlicos varia entre enzimas produzidas por diferentes
micro-organismos, diferentes enzimas (CMCase, FPase, B-glicosidase) produzidas pelo mesmo

organismo, tipo e concentracdo do composto utilizado.

5.9. Efeito de ions metdalicos e EDTA na atividade de CMCase

O efeito de ions metalicos e EDTA na concentracdo de 1 mM e 10 mM sobre a atividade
de CMCase presente no extrato concentrado, fracdo Cel-QFF e Cel-DEAE ¢é apresentado nas
tabelas 4 e 5. Os ions que apresentaram maior efeito inibitério na atividade enzimatica foram
Cu?*, Fe**, Fe*" e Zn*, sendo que a enzima semi purificada foi mais afetada. O fon Fe** na
concentragdo de 10 mM inibiu completamente CMCase presente em Cel-QFF e Cel-DEAE,
enquanto Fe?* (na mesma concentracdo) inibiu 75 % e 94 %, respectivamente. Além disso, Cu*
(10 mM) inibiu a atividade de CMCase da fragdo Cel-DEAE em 70 %; e Zn** (10 mM) inibiu a
atividade enzimaética das fracfes semi purificadas em aproximadamente 40 %. Em contrapartida,
Co?* (10 mM) ativou a atividade celulolitica presente no extrato concentrado (16,4 %), fracio
Cel-QFF (20,7 %) e Cel-DEAE (24,6 %). Ademais, o agente quelante EDTA nédo apresentou
efeito inibitorio na atividade de CMCase das trés amostras avaliadas, indicando que a atividade

desta enzima ndo depende da presenca de ions metalicos.

Entre os fons metalicos divalentes, na maioria das vezes Cu?* e Fe*" exercem forte
inibicdo em enzimas celuloliticas, tanto celobiohidrolases, endoglicanases e [B-glicosidases
(Tejirian e Xu, 2010). Este relato é corroborado pelo presente trabalho, bem como estudos
realizados por Li et al. (2006), Karnchanatat et al. (2008), Elvan et al. (2010) e Xiang et al.
(2014). (Tabela 6). O efeito inibitorio destes ions pode ser atribuido a uma interacdo prejudicial
as celulases, a qual pode causar uma mudanca conformacional na proteina ou substituicdo de um

cofator nativo (Tejirian e Xu, 2010).
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Tabela 4. Efeito de ions metalicos e EDTA na concentracdo de 1 mM na atividade de CMCase
do extrato bruto concentrado (EBC), fragdes Cel-QFF e Cel-DEAE.

Atividade Relativa (%)

Controle
AgNO;
CaCl,
CoCl;
CuCl;
CuSO4
FeCls
FeSO,
KCI
MqgCl,
MgSO,
NaCl
ZnCl,
ZnS0Oy
EDTA

EBC Cel-QFF Cel-DEAE
100,0 + 1,08 100,0 + 3,51 100,0 + 0,10
103,3 + 2,00 93,7 + 4,27 96,3 +5,71
96,7 + 2,75 98,4 + 3,53 96,8 + 1,42
114,4 + 0,64 116,8 + 4,95 116,4 + 2,11
94,6 +4,95 79,6 + 4,87 66,0 + 5,08
87,9+ 0,86 65,9 + 3,85 67,0 + 1,47
104,9 + 5,25 81,1+1,63 47,6 +1,62
102,4 + 0,82 87,2+ 3,44 75,6 +1,05
100,0 + 1,24 959+2,14 95,0+ 1,79
121,7 + 0,82 99,6 + 2,97 98,0 +6,49
96,6 + 1,55 96,5+ 0,47 96,0 + 4,87
106,3 + 1,14 97,9+0,15 96,2 + 3,64
107,9+ 0,40 99,4 +3,14 99,7 +2,20
102,7 £ 2,14 94,7+431 72,9 + 3,86
98,5+ 0,66 99,2 + 3,04 102,6 + 3,48
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Tabela 5. Efeito de ions metélicos e EDTA na concentracdo de 10 mM na atividade de CMCase
do extrato bruto concentrado (EBC), fragdes Cel-QFF e Cel-DEAE.

Atividade Relativa (%)

EBC Cel-QFF Cel-DEAE
Controle 100,0 + 3,13 100,0 + 3,61 100,0 + 3,32
CaCl, 107,5 + 4,66 100,0 + 3,46 90,1 +2,94
CoCl; 116,4 + 4,71 120,7 £ 2,14 124,6 £ 2,94
CuCl, 90,6 + 3,34 66,8 + 4,07 86,8 + 4,54
CuSO, 88,9 +2,49 60,8 + 6,29 30,1 +4,98

FeCls; 90,5 + 2,37 0,0+0,00 0,0+0,00

FeSO, 94,8 +291 254+ 4,29 6,1+7,23
KCI 91,1+2,01 107,1 £ 2,32 97,1+6,19
MgCl, 98,3 + 0,36 106,8 + 6,28 107,8 + 1,78
MgSO, 98,5+ 1,32 96,1 + 0,56 98,9 +2,74
NaCl 106,7 + 3,88 91,6 +1,67 90,4 + 3,39
ZnCl, 107,6 £ 0,53 56,5+ 1,67 63,1+ 2,36
ZnS0O4 106,1 + 0,96 56,9 + 5,63 58,9+ 5,79
EDTA 99,7 + 2,66 103,0 + 3,24 102,3 + 2,84

O efeito de ions metalicos e EDTA varia entre CMCases produzidas por diferentes
micro-organismos, conforme apresentado na tabela 6. A ativacdo de CMCase por Mg**, por
exemplo, foi observada por tal enzima proveniente de fontes distintas: bactéria (Streptomyces
drozdowiczii) (Lima et al., 2005), fungo (Daldinia eschscholzii) (Karnchanatat et al., 2008),
biblioteca metagenémica (Xiang et al., 2014) e crustaceo (Artemia salina) (Zin et al., 2014);
enquanto o efeito inibitério deste ion foi observado em CMCase de Aspergillus flavus (Gomathi
et al., 2012) e Mucor sp. (Ma et al., 2014).
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Tabela 6. Efeitos de ions metalicos e EDTA na atividade de CMCase relatados na literatura.

[I]mM Ativador Inibidor Referéncia

2 - Co*, Hg**, Mn** Chaabouni et al., 2005
10 Ba®*, Fe*, K*, Mg®*, Na* cu* Lima et al., 2005

5 - Cu®, Fe*' Li et al., 2006

1 Co*, Mg*, EDTA Cu?, Fe®*, Hg*" Karnchanatat et al., 2008
5 ca® Co?, Hg?*, K*, Mn?, Ni**, Pb?*, EDTA Lee et al., 2008

5 K*, Ni**, EDTA Co*, Hg* Kim et al., 2009a

1 Co*, Na*, Mn* Cu*, Hg*, Li*, Zn*, EDTA Elvan et al., 2010
0,5 Ca®, Cu®*, Na*, Zn** Mg** Gomathi et al., 2012
10 ca”, Mn** Ba®*, Mg**, Zn** Ma et al., 2014

2 ca®, zn* Ag¥, K*, Mn*, Na*, EDTA Narra et al., 2014

5 ca®*, K*, Mg®, Ni**, Zn** Cu*, Hg*, Li*, EDTA Xiang et al., 2014

1 Ca®*, Co*, Cu**, Mg** e Mn? Fe’*, EDTA Zinetal., 2014

5.10. Determinacao dos parametros cinéticos

Foram estimados os parametros cinéticos de CMCase do extrato bruto concentrado e
fracdo Cel-DEAE, sendo que o extrato concentrado apresentou ky aparente de 24,96 +
3,97 mg/mL e Vs de 2,14 + 0,19 Ul/mL, enquanto a fracdo semi-purificada apresentou ky de
15,81 £ 1,65 mg/mL e Vs« de 0,59 + 0,03 UI/mL. O menor valor de ky observado na fragdo
Cel-DEAE sugere a maior afinidade das enzimas desta fragdo por carboximeticelulose em
relacdo as enzimas do extrato concentrado.

Resultado préximo ao obtido na fracdo semi purificada foi encontrado no trabalho de
Castro et al. (2010), em que CMCase do extrato bruto de Penicillium funiculosum (crescido em
bagaco de cana de agucar pré-tratado 0,75 %) apresentou valores de ky € Vmax de 17,7 mg/mL e

0,78 UI/mL, respectivamente.
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5.11. Ensaio de Hidrélise Enzimatica

A figura 24 apresenta a quantificacdo de acUcares redutores totais por DNS resultantes da
hidrolise dos substratos comerciais por enzimas presentes no extrato bruto concentrado e fracao
Cel-QFF.

A quantidade de acucar redutor aumentou gradualmente durante as 48 h de hidrdlise dos
substratos comerciais, exceto na hidrélise de manana 1 % (maior liberacdo de agucar ocorreu no
tempo de 12 h) e CMC 1 % (liberacdo de acucar constante) pelo extrato concentrado. No
experimento com o extrato concentrado, a maior liberacdo de acuUcar foi resultante da hidrélise
de papel de filtro, seguida pela hidrélise de CMC 4 %. Embora a atividade de FPase seja menor
que a atividade de CMCase (Figura 21, topico 5.7), a maior liberacéo de aglcares redutores pela
degradacdo de papel de filtro pode ser explicada pelo maior tempo de incubacdo do ensaio, 0
qual € necessario para eficiente hidrdlise de substrato mais complexo. Em contrapartida, no
experimento com a fracdo Cel-QFF, maior quantidade de acUcar é liberada na hidrolise de
CMC 4 %, sendo que a hidrdlise de avicel e papel de filtro liberaram as menores quantidades.
Este resultado estd de acordo com as atividades enzimaticas encontradas no extrato concentrado
e fracdo Cel-QFF (Figura 21, topico 5.7), em que ocorre acentuada reducdo da atividade de

FPase ap0s o processo de purificacdo do extrato concentrado.

A figura 25 apresenta a quantificacdo de agUcares redutores totais por DNS resultantes da
hidrélise de casca de soja 1 % e bagaco de cana de agucar 1 % por enzimas presentes no extrato
bruto concentrado e fracdo Cel-QFF.

A liberagdo de aglUcar aumenta gradualmente durante os 10 dias de hidrolise dos
substratos lignoceluldsicos, sendo que a quantidade de acucar proveniente da degradacdo da
casca de soja é nitidamente maior, principalmente no experimento com o extrato concentrado.
Uma vez que o fungo Clonostachys byssicola foi cultivado em meio suplementado com casca de
soja como fonte de carbono, é provavel que as enzimas secretadas durante o crescimento do
micro-organismo possuam atividade enzimética mais proeminente sobre este substrato. Fato
similar também foi observado por Juhasz et al. (2005): a hidrélise enzimatica de salgueiro e
palha de milho foi mais eficiente quando utilizadas as enzimas produzidas por T. reesei, quando

cultivado em meio liquido contendo os respectivos substratos como fonte de carbono. Dessa

66



forma, pode ser vantajoso, no caso de alguns substratos, utilizar as enzimas produzidas para a
hidrolise do mesmo substrato que foi utilizado como fonte de carbono para o cultivo do micro-

organismo.
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Figura 24. Quantificacdo de aglcares redutores totais por DNS resultantes da hidrélise de avicel,
carboximetilcelulose (CMC), papel de filtro (FP), manana e xilana por enzimas presentes a) no extrato
bruto concentrado e b) na fragdo Cel-QFF.
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Figura 25. Quantificacdo de aglcares redutores totais por DNS resultantes da hidrdlise da casca de soja
1 % e bagaco de cana de acucar 1 % por enzimas presentes a) no extrato bruto concentrado e b) na fragédo
Cel-QFF.

A liberacdo de glicose resultante da hidrolise dos substratos comerciais e lignoceluldsicos
seguiu 0 mesmo padrdo (no decorrer do tempo) da liberagdo de acucares redutores totais (dados

ndo mostrados).

A anélise por HPLC mostrou que na degradacdo de CMC 4 % por enzimas do extrato
concentrado foram liberados glicose, celopentaose e celohexaose, sendo que houve maior
liberacdo de glicose e celohexaose no momento inicial do ensaio de hidrélise (0 h), enquanto a

liberacdo de celopentaose ocorreu entre 12 h e 24 h. No experimento com a fracdo Cel-QFF,
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apenas glicose foi liberada, cuja quantidade aumenta gradualmente com o decorrer do tempo. A
figura 26 mostra o resultado da ANOVA fatorial, com intervalo de confianca de 95 %, da

liberacdo de celossacarideos em fungdo do tempo.
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Figura 26. Identificacdo e quantificacdo dos celossacarideos liberados durante hidrélise de CMC 4 %
em funcdo do tempo por enzimas presentes a) no extrato bruto concentrado e b) na fragdo Cel-QFF. G1,
glicose; G2, celobiose; G3, celotriose; G4, celotetraose; G5, celopentaose; G6, celohexaose.

Na hidrolise de CMC 1 % por enzimas do extrato concentrado, houve liberacdo de
celopentaose e glicose, enquanto na degradacdo deste substrato pela fracdo semi purificada
foram liberadas celobiose e glicose; neste experimento foi detectada menor quantidade dos
celossacarideos citados em relacdo a hidrdlise de CMC 4 % (Figura 27). Comparativamente, na
hidrolise de CMC 1 % pelo extrato concentrado ndo houve liberagdo de celohexaose, como
observado na degradacdo de CMC 4%; além disso, foi liberada celobiose durante a hidrolise de
CMC 1 % pela fragdo Cel-QFF, resultado n&o observado para CMC 4%.

Na degradacdo de avicel 1 %, apenas quantidades muito baixas (< 0,1 pg/mL) de glicose
e celotriose (no experimento utilizando o extrato concentrado) e glicose e celobiose (fragédo Cel-
QFF) foram detectadas (dados ndo mostrados).
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Figura 27. Identificacdo e quantificacdo dos celossacarideos liberados durante hidrélise de CMC 1 %
em funcdo do tempo por enzimas presentes a) no extrato bruto concentrado e b) na fragdo Cel-QFF. G1,
glicose; G2, celobiose; G3, celotriose; G4, celotetraose; G5, celopentaose; G6, celohexaose.

Na figura 28, observa-se aumento na liberacdo de glicose e celopentaose no decorrer da
hidrolise de papel de filtro por enzimas presentes no extrato concentrado. Da mesma forma, uma
crescente liberacdo de glicose também é observada na degradacdo do substrato por enzimas da
fracdo Cel-QFF, porém em uma quantidade muito menor (em comparagdo ao experimento com o
extrato concentrado). Este resultado esta de acordo com a elevada atividade de B-glicosidase e
FPase observada no extrato concentrado (Figura 21, topico 5.7), fazendo com que a agdo

sinérgica entre as enzimas presentes neste extrato libere maior quantidade de celossacarideos.

Na hidrolise de manana 1 % por enzimas do extrato concentrado ha liberacdo de todos os
manossacarideos, com excecdo de manohexaose. Houve maior liberacdo de manose e
manotetraose entre 0 h e 12 h; manobiose em 24 h; manotriose em 12 h e manopentaose em 48 h.
De forma geral, nota-se uma maior liberacdo de manossacarideos até 12 h de hidrolise, podendo-
se supor que ocorra uma inibicdo da atividade catalitica das enzimas pelo acimulo de produtos
formados. No experimento com a fragdo Cel-QFF todos os manossacarideos foram liberados nos

quatro tempos analisados, conforme dados apresentados na figura 29.
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G1, glicose; G2, celobiose; G3, celotriose; G4, celotetraose; G5, celopentaose; G6, celohexaose.

Figura 28. Identificacdo e quantificagdo dos celossacarideos liberados durante hidrélise de papel de

Figura 29. Identificacdo e quantificacdo dos manossacarideos liberados durante hidrélise de manana 1 %
em funcdo do tempo por enzimas presentes a) no extrato bruto concentrado e b) na fragdo Cel-QFF. M1,
manose; M2, manobiose; M3, manotriose; M4, manotetraose; M5, manopentaose; M6, manohexaose.
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Assim como ocorreu na hidrdlise de manana 1 %, na hidrolise de xilana 1 % por enzimas
do extrato concentrado houve liberacdo de todos os xilossacarideos, com excecdo de
xilohexaose. Conforme dados apresentados na figura 30, maior quantidade de xilose, xilotriose e
xilotetraose foi observada em 0 h e 12 h; xilobiose em 24 h e xilopentaose em 48 h. Na
degradacdo de xilana por enzimas da fracdo Cel-QFF houve apenas liberacdo de xilobiose e

xilotriose (em menor escala), cuja quantidade aumenta gradualmente com o decorrer do tempo.
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Figura 30. Identificagdo e quantificacdo dos xilossacarideos liberados durante hidrélise de xilana 1 %
em funcdo do tempo por enzimas presentes a) no extrato bruto concentrado e b) na fracdo Cel-QFF. X1,
xilose; X2, xilobiose; X3, xilotriose; X4, xilotetraose; X5, xilopentaose; X6, xilohexaose.

A liberacdo de manossacarideos e xilossacarideos pode ser explicada pela presenca de
mananase e xilanase nas amostras utilizadas para o ensaio de hidrdlise. Conforme apresentado
anteriormente, C. byssicola secretou enzimas hemiceluloliticas quando crescido em casca de soja
como fonte de carbono, sendo que o extrato bruto concentrado apresentou elevadas atividades de
mananase (1,37 Ul/mL) e xilanase (1,26 Ul/mL) (Figura 21, tépico 5.7). Em contrapartida, na
fracdo Cel-QFF, pode-se supor uma atividade inespecifica de CMCase catalisando a hidrélise de
ligacOes do tipo B-1,4 (dos substratos em questdo) ou ainda presencga de outras enzimas nesta

fracdo, uma vez que ela ndo estd completamente purificada.
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Em trabalho realizado por Karnchanatat et al. (2008), a hidrolise enzimatica de CMC 1 %
por CMCase purificada de Daldinia eschscholzii gerou celobiose, celotriose, celotetraose e

menor quantidade de glicose.

Liu et al. (2011) realizaram ensaio de hidrélise enzimética de celooligossacarideos (G2,
G3, G4 e G5) e CMC 1 % com duas CMCases purificadas de Aspergillus fumigatus: Egl2 e
Egl3. Observou-se que Egl2 foi capaz de hidrolisar celotetraose e celopentaose, enquanto EgI3
hidrolisou celotriose, celotetraose e celopentaose. Na degradacdo de CMC, Egl2 liberou

celobiose, celotriose e celotetraose, enquanto EgI3 gerou glicose e celobiose.

CMCase purificada de Thermoascus aurantiacus liberou principalmente celobiose e
celotriose ap6s hidrolise de CMC; glicose, celobiose e celotriose foram detectadas apds hidrdlise
de H3PO4-swollen Avicel (Parry et al., 2002). Em trabalho realizado por Xiang et al. (2014), os
principais produtos de hidrolise de CMC 1 % por CMCase purificada foram celobiose, celotriose

e celotetraose.

Chaabouni et al. (2005) realizaram ensaio de hidrolise enzimatica de PASC 1 %
(phosphoric acid swollen cellulose) a 50 °C por 2 h com duas endoglicanases purificadas de
Penicillium occitanis: EGa e EGb. Os produtos de hidrolise foram celotriose (22 %), celobiose
(78 %) e tracos de glicose quando EGa foi utilizada e celotriose (65 %), celobiose (25 %) e

glicose (10 %) quando o experimento foi realizado com EGb.

Em trabalho realizado por Jagrgensen et al. (2003), cinco celulases de Penicillium
brasilianum (CBHa, CBHb — celobiohidrolases / EGa, EGbl e EGb2 — endoglicanases) foram
purificadas e utilizadas em ensaio de hidrdlise enzimatica de Avicel 1 %. CBHa e CBHb
liberaram principalmente celobiose (92-94 %) e pequena quantidade de glicose. EGa, EGb1l e
EGDb2 liberaram celotriose (21-24 %), celobiose (70-76 %) e glicose (3-7 %).

Analisando os dados relatados na literatura, observa-se que os produtos de hidrolise de
celulose por endoglicanases foram predominantemente celobiose e celotriose, sendo que a
liberacdo de glicose e celotetraose também foi comum. Os resultados obtidos neste trabalho, por
sua vez, mostraram liberacdo principalmente de glicose, celopentaose e celohexaose a partir da
hidrolise de CMC e papel de filtro.
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Medve et al. (1988) realizaram ensaio de hidrdlise enzimatica de Avicel 1 % por
endoglicanase Il (EGII) de T. reesei. Observou-se maior liberacdo de celobiose, seguido por
glicose e celotriose. Embora a liberacdo de sacarideos com baixo grau de polimerizacéo ndo seja
tipico de atividade de endoglicanases, hipdteses sdo sugeridas: 1) multiplas clivagens aleatérias
na mesma cadeia de celulose, resultando em pequenos fragmentos que podem ser hidrolisados
ainda mais pelas enzimas; 2) as clivagens aleatdrias sobre o substrato podem ocorrer proximo as
extremidades da cadeia; 3) tal clivagem aleatéria na extremidade da cadeia pode acontecer ndo
apenas ao acaso, mas endoglicanases podem ter preferéncia pelas extremidades; 4)

endoglicanases, assim como celobiohidrolases, podem ser processivas (Medve et al., 1988).

A habilidade de hidrolisar CMC sugere que as enzimas semi purificadas obtidas neste
trabalho sejam endoglicanases, uma vez que celobiohidrolases ndo degradam este substrato
eficientemente devido aos grupos carboximetils laterais, 0s quais impedem que a cadeia de
celulose entre no estreito tinel que conduz ao sitio ativo das celobiohidrolases (Jgrgensen et al.,
2003). Além disso, o padrdo de produtos de hidrolise dos substratos celulésicos é semelhante ao
observado por outras endoglicanases relatadas na literatura, novamente corroborando o suposto

mecanismo de acdo da enzima semi purificada.

A hidrolise enzimatica da casca de soja por enzimas presentes no extrato concentrado
gerou predominantemente celohexaose e celopentaose, os quais foram liberados entre 12 h e
48 h, periodo em que também foi liberada glicose (em menor quantidade). Houve liberacdo de
celotetraose a partir de 96 h, momento em que a liberacdo dos outros celossacarideos decresceu,
conforme apresentado na figura 31. Os principais manossacarideos liberados foram manotetraose
(entre 12 h e 48 h) e manobiose (entre 96 h e 240 h), em baixas quantidades (< 0,2 pg/mL)
(dados ndo mostrados). Dos xilossacarideos, xilobiose foi liberada em maior quantidade (entre
12 h e 48 h). No experimento com as enzimas da fracdo Cel-QFF, quantidade muito menor de
sacarideos foi detectada, sendo liberados principalmente celopentaose e glicose; manose;
xilobiose e xilopentaose. Estes resultados demonstram o sinergismo entre as enzimas do extrato
concentrado para degradacdo da biomassa da casca da soja, visto a alta liberacdo de sacarideos

durante a hidrélise deste substrato.

Como apresentado anteriormente, a quantificacdo de aglcares redutores totais pelo
método do DNS mostrou que a hidrélise enzimatica do bagago de cana de agucar foi menos
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eficiente comparada a hidrolise da casca de soja. Este resultado foi corroborado pela

identificacdo e quantificacdo dos produtos de hidrolise por HPLC: a degradacdo do bagaco de

cana gerou apenas celohexaose, manose, xilose e xilotetraose (por enzimas do extrato

QFF) em quantidades muito

Cel-
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concentrado) e celohexaose e xilobiose (por enzimas da frag

baixas, conforme dados apresentados na figura 32.
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6. Conclusodes

O fungo Clonostachys byssicola foi capaz de crescer em meio liquido contendo casca de soja
como Unica fonte de carbono, secretando enzimas celuloliticas, hemiceluloliticas e

pectinoliticas.
A enzima CMCase apresentou atividade em uma ampla faixa de temperatura e pH.
CMCase foi termoestavel.

Os compostos fenolicos avaliados ndo tiveram efeito inibitério e de desativacdo sobre
atividade de CMCase; 4cidos ferdlico e tanico tiveram efeito ativador sobre CMCase das

fracdes semi purificadas.

Os fons Cu*, Fe**, Fe** e Zn?* tiveram efeito inibitdrio sobre atividade de CMCase; o fon
Co*" ativou a atividade enzimatica do extrato concentrado, fragdes Cel-QFF e Cel-DEAE.

CMCase liberou glicose, celopentaose e celohexaose a partir da hidrolise de CMC e papel de

filtro, sugerindo que a enzima é uma endoglicanase.

A hidrélise enzimatica de casca de soja foi mais eficiente que a hidrélise de bagaco de cana

de acucar por enzimas presentes no extrato concentrado e fracdo Cel-QFF.

7. Perspectivas

Dar continuidade ao processo de purificacdo e caracterizagdo das CMCases;

Determinar os parametros cinéticos da enzima purificada;

Avaliar o efeito de reagentes modificadores de aminoacidos sobre a atividade de CMCase;
Purificar e caracterizar as outras holocelulases produzidas por C. byssicola,

Avaliar o potencial biotecnologico das amostras enzimaticas no processamento téxtil.
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Anexo 1 — Protocolo para Identificacdo Molecular de Clonostachys byssicola

O DNA genémico foi extraido do isolado fungico C. byssicola utilizando o método fenol-
cloroférmio (Raeder e Broda, 1985). A regido espacadora intergénica (ITS) do DNA ribossomal
(rDNA) foi amplificada utilizando 0 forward primer ITS1
(5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') ou ITS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) e
0 reverse primer ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al., 1990). O gene
B-tubulina foi amplificado utilizando os primers Bt2a (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC)
e Bt2b (5-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3') (Glass e Donaldson, 1995). Cada reacao
de PCR continha 10 ng de DNA molde, 0,4 uM de cada primer, 200 uM de dNTPs, 1,5 mM de
MgCl,, 1,0 U de Tag DNA polimerase e tampdo Taqg polimerase 1xIB (Phoneutria, Belo
Horizonte, MG, Brasil). O ciclo de temperatura foi realizado com o seguinte programa:
desnaturacdo do DNA a 95 °C durante 4 minutos, 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por
1 minuto, anelamento do primer a 50 °C durante 1 minuto e extensdo a 72 °C por 1 minuto, além
de um periodo de alongamento final a 72 °C durante 5 minutos. Os produtos de PCR foram
purificados utilizando ExoSAP-IT® (USB, Cleveland, Ohio, EUA) e 0 sequenciamento da
regido rDNA ITS foi realizado utilizando o kit Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os produtos foram corridos em sequenciador de
DNA ABI 3700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A sequéncia obtida foi entdo
comparada com as sequéncias no banco de dados de nucleotideos (NCBI) utilizando o algoritmo
BLAST.
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