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RESUMO

O crescimento da populacdo mundial aumentou o investimento na agroindustria e
consequentemente aumentou a geracao de residuos agroindustriais, em sua maioria
lignoceluldtico. Alternativas limpas de aproveitamento dos residuos agroindustriais
vém sendo pesquisadas em todo mundo, entre elas esta a utilizacdo dos residuos
como fonte para crescimento fungico para producdo de enzimas de interesse
biotecnolégico. Os Obijetivos deste trabalho foram produzir, isolar, caracterizar e
aplicar biotecnologicamente a endoglucanase produzida a partir do fungo
filamentoso Pycnoporus sanguineus. Foram utilizados 5 diferentes residuos
agroindustriais (farelo de trigo, bagaco de cana, pé de madeira, fibra de coco e papel
de filtro) por fermentacdo em estado soélido (FES). A enzima foi isolada através do
fracionamento etandlico e cromatografia de troca ibnica, o isolamento foi confirmado
por (SDS-PAGE) em condic¢do redutora e desnaturante. A endoglucanase isolada foi
caracterizada quanto a temperatura, pH, halotolerancia, cinética enzimatica e
aplicada biotecnologicamente através da sacarificacéo de residuos agroindustriais. A
producdo de endoglucanase foi maior no farelo de trigo (72 hs). A fracdo 80-100%
do fracionamento etandlico concentrou maior atividade enzimatica e foi submetido a
cromatografia de troca i6nica (DEAE-Sepharose), a enzima isolada foi eluida em
uma unica fragdo, como confirmado no SDS-PAGE. A temperatura 6tima da
endoglucanase isolada foi de 50°C e a estabilidade térmica entre 20° a 60°C com
ate 50% da atividade enzimatica, temperaturas compativeis com de outras
endoglucanases fungicas. O pH étimo foi o pH 5,0, com estabilidade em pH entre o
pH 4,5 e 8,0, demonstrando uma estabilidade em pH levemente alcalino compativel
com aplicacBes biotecnoldgicas em industria de detergentes. A enzima isolada
manteve-se viavel com atividade superior a 100% em até 5 M de NacCl, caracteristica
importante pois alguns processos industriais acontecem na presenca de grandes
guantidades de NaCl. A enzima apresentou Km 3,18 + 100 mg/mL e o Kcat igual a
4,53 S™ e conseguiu produzir aglicares redutores 273 mg/mL em 24 horas em casca
de arroz, mostrando-se viavel para producdo etanol de segunda geracdo. O
presente trabalho concluiu que o fungo P. sanguineus é produtor de uma
endoglucanase com carateristicas bioquimicas importantes, de rapida producao e de
baixo custo.

Palavras-chaves: Residuos agroindustriais, fungos filamentosos, endoglucanase,
purificacdo, caracterizacao e biotecnologia.



ABSTRACT

The growth of the world population increased investment in agribusiness and,
consequently, increased the generation of agroindustrial residues, mostly
lignocellulosic. Clean alternatives for the use of agro-industrial residues have been
researched around the world, among them is the use of residues as a source for
fungal growth for the production of enzymes of biotechnological interest. The
objectives of this work were to produce, isolate, characterize and biotechnologically
apply the endoglucanase produced from the filamentous fungus Pycnoporus
sanguineus. Five different agro-industrial residues (wheat bran, sugarcane bagasse,
wood powder, coconut fiber and filter paper) were used by solid state fermentation
(FES). The enzyme was isolated through ethanol fractionation and ion exchange
chromatography, the isolation was confirmed by (SDS-PAGE) in reducing and
denaturing conditions. The isolated endoglucanase was characterized for
temperature, pH, halotolerance, enzymatic kinetics and applied biotechnologically
through the saccharification of agro-industrial residues. Endoglucanase production
was higher in wheat bran (72 hs). The 80-100% fraction of the ethanol fractionation
concentrated greater enzymatic activity and was subjected to ion exchange
chromatography (DEAE-Sepharose), the isolated enzyme was eluted in a single
fraction, as confirmed by SDS-PAGE. The optimal temperature of the isolated
endoglucanase was 50°C and the thermal stability was between 20° and 60°C with
up to 50% of the enzymatic activity, temperatures compatible with other fungal
endoglucanases. The optimum pH was pH 5.0, with stability at pH between pH 4.5
and 8.0, demonstrating stability at slightly alkaline pH compatible with
biotechnological applications in the detergent industry. The isolated enzyme
remained viable with activity greater than 100% in up to 5 M NaCl, an important
characteristic because some industrial processes take place in the presence of large
amounts of NaCl. The enzyme presented Km 3.18 + 100 mg/mL and the Kcat equal
to 4.53 S-1 and managed to produce 273 mg/mL reducing sugars in 24 hours in rice
husks, proving to be viable for the production of second-generation ethanol . The
present work concluded that the fungus P. sanguineus is a producer of an
endoglucanase with important biochemical characteristics, fast production and low
cost.

Keywords: Agroindustrial waste, filamentous fungi, endoglucanase, purification,
characterization and biotechnology.
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1.0. INTRODUCAO

A problematica ambiental resultante da producéo de residuos agroindustriais
e o descarte incorreto dos mesmos é uma discussao crescente nos ultimos anos. O
agronegocio é um dos ramos da economia que mais crescem em todo mundo e o
Brasil é dos pais que mais investe no agronegdcio. E um dos maiores produtores
de milho, soja, cana, trigo e consequentemente geram toneladas de residuos
agroindustriais todos os anos (EMBRAPA, 2020; Marzo et al., 2019).

Estratégias de aproveitamento de residuos agroindustriais vém sendo
desenvolvidas em todo mundo, desde o aproveitamento para o melhoramento de
racdes animais, utilizagdo como fertilizantes de solo, geragcédo de energia proveniente
da queima dos residuos (porém gera grande liberacdo de CO2 na atmosfera),
producdo de biocombustiveis, producdo de enzimas de origem fungica para fins
biotecnolégicos, entre outros (HOUFANI et al., 2020).

Os fungos sao conhecidos como importantes produtores de enzimas e alguns
apresentam rapido crescimento e sSd80 poucos exigentes nutricionalmente
(SRIVASTAVA et al, 2018). As enzimas de origem flngica apresentam
caracteristicas bioguimicas importantes para varios processos industriais, como por
exemplo: grande estabilidade térmica o que favorece sua utilizacdo em processos
com grandes variacdes de temperatura, ampla estabilidade em pH variados,
halotolerancia o que possibilita a utilizagdo em processos com grande quantidades
de sal (SILVA et al., 2018).

Entre as enzimas mais comercializadas em todo mundo atualmente estdo as
proteases, glicosidase, lipases e amilases, entre as glicosidases a celulase € o
complexo enzimatico (endoglucanase, exoglucanase e beta glicosidase) mais
utilizado em processos industriais (LEKAKARM et al.,, 2021). S&do amplamente
utilizadas para melhoramento de sucos e vinhos, producdo de etanol de segunda
geracdo, melhoramento de ra¢gbes animais, compdem coquetéis enzimaticos para
detergentes, atuam na industria téxtil no melhoramento dos tecidos, etc (SANTOS et
al., 2018).
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O objetivo do estudo foi produzir, isolar, caracterizar e aplicar
biotecnologicamente a endoglucanase produzida fungo filamentoso P. sanguineus
em diferentes residuos agroindustriais, determinar suas caracteristicas bioquimicas

e analisar possiveis utilizacdes da mesma em diferentes ramos industriais.



2.0.

2.1.

2.2.
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OBJETIVOS

Objetivo geral: Produzir, isolar, caracterizar e aplicar biotecnologicamente
endoglucanase produzidas pelo P. sanguineus.

Objetivos especificos:

Analisar a producdo de endoglucanase pelo fungo P. sanguineus em
diferentes residuos agroindustriais por fermentacdo em estado solido;

Isolar a enzima por fracionamento etandlico e cromatografia liquida;

Realizar SDS-PAGE;

Caracterizar bioquimicamente a endoglucanase isolada;

Determinar as constantes cinéticas;

Realizar aplicacéo biotecnolodgica.



17

3.0. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Residuos agroindustriais

O agronegocio é um dos principais ramos da economia brasileira, em 2019 a
soma de bens e servi¢cos gerados no agronegocio chegou a 1,55 trilhdes de reais ou
21,4% do PIB (Produto Interno Bruto) do Brasil. O segmento agricola corresponde a
maior parcela de contribuicdo, 68% desse valor (CNA BRASIL, acesso 11/01/2022).

Ha uma grande diversidade nas plantacdes agricolas, porém as plantacfes
de soja, milho e cana de acucar lideram a producdo no Brasil, estima-se que em
2020/2021 ocorra um crescimento de 3,5% em relacdo a 2019 na producéao agricola
no Brasil (CNA BRASIL, acesso 11/01/2022).

A grande produgdo agricola gera uma enorme quantidade de biomassa
residual por meio de seus sistemas de cultivo e de processamento, uma grande
parcela desses residuos € de origem lignocelulésicos (EMBRAPA, 2020). O nao
aproveitamento dos residuos agroindustriais gera impactos ambientes importantes
como o descarte incorreto no meio ambiente, a queima dos mesmos, contaminagao
de corpos d’agua. (HOUFANI et al., 2020)

Os residuos agroindustriais € definido como “todo residuo resultante de
atividade” industrial que se encontre dos estados sdlidos, semi-solido, gasoso —
guando contido, e liquido — cujas particularidades tornem inviavel o seu lancamento
na rede publica de esgoto ou em corpos d’agua ou exijam para isso solugdes técnica
ou economicamente inviavel em face da melhor tecnologia disponivel (CONAMA n°
313/2002 (BRASIL, 2002)).

Os residuos agroindustriais podem ser caracterizados em quatro tipos:
industriais, agricolas, sanitarios e sdlidos urbanos (DIAZ et al., 2018). Os residuos
agroalimentares estdo incluidos na categoria agricolas e sédo ricos em compostos

lignoceluldsicos o que tem despertado interesse econémico e ambiental.

A valorizacao dos residuos agricolas como matéria prima para producdo de
produtos comerciais com alto valor agregado tem ganhado destaque nos ultimos

anos. Além de possuirem alto valor agregado sdo produzidos de forma sustentavel,
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entre eles destacam-se os biocombustiveis (etanol de segunda geracdo), acidos

organicos, triacilglicerais, entre outros (Diaz et a., 2018; Marzo et al., 2019).

Os residuos lignocelulésicos estao entre os residuos mais produzidos pelo
agronegocio brasileiro parte desse residuo € aproveitado para o melhoramento de
racdes animais, geracao de energia a partir da queima, biogas... porém ainda muitas

toneladas sdo descartadas de forma incorreta no meio ambiente.
3.1.1. Principais residuos agroindustriais brasileiros

Bagaco de cana de acucar

O bagaco de cana de acucar € o residuo industrial mais produzido no Brasil,
estima-se que sdo produzidos de 5 a 12 toneladas por ano cerca de 30% da cana
moida. A propria usina utiliza este residuo na geracao de energia através da queima,
porém gera impactos ambientais como liberacdo de CO2 na atmosfera (CNA,
BRASIL acesso 11/01/2022).

As usinas agucareiras produzem como residuo o bagaco de cana e a torta de
filtro (residuo obtido apoés a filtragdo do caldo de cana), afinal do processamento de
1000 toneladas de cana rende nas usinas cerca de 280 toneladas de bagaco e 35
toneladas de torta de filtro (COSTA, 2017).

Figura 1. Bagaco de cana de agucar

Fonte: agropos.com.br (acesso em 11/01/2022)
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O bagaco de cana €& um residuo rico em compostos lignocelulésicos com
cerca de 40% de celulose, 35% de hemicelulose e 15% de lignina (figura 1) e podem
ser reaproveitados de outras formas como para o desenvolvimento de produtos com

valor comercial e grande interesse biotecnolégico (MICHAILOS et al., 2016).

Fibra do coco

A fibra do coco € um importante residuo agroindustrial bastante encontrado
em todo Brasil com destaque para a costa brasileira. O descarte incorreto da fibra do
coco tem gerado grande impacto ambiental, pois as maiorias das industrias fazem o

reaproveitamento da casca do coco madura e ndo a casca verde.

Contudo ha uma grande comercializagdo do coco verde e o descarte incorreto
da fibra do coco verde tem gerado um grande aumento no volume de lixo nos
aterros sanitarios devido ao meu tamanho, tem entupido as redes de esgotos,
contaminado mares, rios e lagoas e favorecendo a proliferagdo de mosquitos vetores
de doencas (CARDOSO et al., 2021).

No ano de 2018, o Brasil gerou cerca de 1,58 milhdes de tonelada de residuo
do coco (IBGE, 2019). Esse residuo requer aproximadamente 10 anos para
decompor naturalmente. E um residuo rico em composto lignoceluldsicos e
apresenta caracteristicas importantes de resisténcias e grande propriedade
absorvente (Figura 2) (LUIS-ZARATE et al., 2018).

Figura 2. Fibra de coco verde

Fonte: mfrural.com.br (acesso dia 11/01/2022).
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Atualmente a fibra do coco tem sido utilizada para producdo de cordas,
escovas, tapetes, estofados automotivos, substratos agricolas, artesanatos,
confeccdo de vasos, etc. (PEREIRA, 2012). Contudo outras utilizacbes tém sido
desenvolvidas para garantir um maior aproveitamento do residuo e producédo de
produtos de alto valor agregado, como substrato para crescimento microbiano e

producdo de enzimas.

Farelo de trigo

O farelo de trigo é uma biomassa lignocelulésica barata representa cerca de
13 — 19% do peso do gréo de trigo, corresponde aproximadamente 12% de agua,
13%-18% de proteinas, 3,5% de gordura e 56% de carboidratos, sendo deste ultimo
55% de arabinoxilano, 9-12% de celulose, 3-5% lignina e 3-4% de frutano (Figura 3)
(TANASKOVIC et al., 2021).

As moageiras de trigo comercializam cerca de 70% do residuo do trigo para
racdo animal e compostagens, porém ha uma busca pelo aproveitamento do farelo

de trigo para producéo de produtos com alto valor agregado (COSTA, 2017).

Figura 3. Farelo de trigo

Fonte: tese2.com.br (acesso em 12/01/2022)
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P6 de madeira

PO de madeira € importante residuo agroindustrial proveniente das grandes
madeiras e de pequenas serralharias, este residuo quando descartado de forma
incorreta pode gerar grandes prejuizos ambientes, tais como: entupimento das redes
de esgoto, contaminagao de corpos d’agua e contaminagdo da atmosfera com a

gueima.

As madeiras provenientes das gimnospermas e angiospermas apresentam
como composi¢éo quimica geral de 42% de celulose, 27% de hemicelulose, 28% de
lignina, esses grupos de plantas sdo as mais utilizadas comercialmente (Figura 4)
(PEDRAZZI et al., 2019).

A lignina presente na composicdo da madeira pode dificultar o acesso de
alguns microrganismos aos carboidratos da composicdo favorecendo baixo
crescimento microbiano e consequentemente ocorre pouca producdo de enzimas
(BAULI et al., 2019).

Figura 4. P6 de madeira

Fonte: agro20.com.br

Para minimizar a problemética da grande quantidade de lignina na
composicdo da madeira muita processos de producdo de enzimas a partir deste

residuo séo iniciados com a desconstrucdo da estrutura da madeira utilizando pré-
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tratamentos quimicos, contudo, este processo pode gerar prejuizos aos processos

industriais e aumentar o custo do mesmo (BAULI et a., 2019).

Residuos de papel

Os residuos de papel também estdo entre os residuos mais produzidos em
todo mundo e cerca de 400 milhGes de toneladas sdo geradas anualmente
aproximadamente 60% s&o reciclados, contudo uma significativa parcela ndo é
aproveitada devido a baixa qualidade das fibras e a presenca de outros residuos
misturados (Figura 5) (DONG et al., 2021).

Os residuos de papel que nado foram reciclados sdo encaminhados para
compostagens, incineracdo e aterros sanitarios em aterros, porém estes destinos
podem causar danos ambientais devido a emissdo de gases poluentes e
contaminacgéo de lencol freatico (KUMAR DAS et al., 2016).

Figura 5. Residuos de papel

Fonte: untha.co.uk (acesso em 12/01/2022)

Alternativas para o aproveitamento dos residuos de papel que nado foram

reciclados tém sido desenvolvidas, tais como indutores para producdo de enzimas
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lignoceluldsicas para fins biotecnoldgicos (AL-BATTASHI et al., 2019; KUMAR DAS
et al., 2016).

3.2. Enzimas na biotecnologia

As enzimas sédo catalisadores biol6gicos especificos que aceleram as reacfes
devido a diminuicdo na energia de ativacdo da reacdo. Analisando esta capacidade
das enzimas, muitas pesquisas foram desenvolvidas para ampliar o conhecimento a
respeito das reacdes envolvendo enzimas e sua utilizagdo em varios processos
industriais (LEHNINGER, 2018).

As enzimas apresentam caracteristicas fundamentais importantes, s&o
extremamente especificas, sdo muito eficientes a ponto de catalisar reacées com
intensidade 100
milhdes a 10 bilhdes de vezes mais rapidas do que uma reacdo sem enzima e estao
sujeitas a controles celulares (MONTEIRO et al., 2009). As enzimas sao
classificadas em seis classes, como

descreve a tabela 1.

Tabela 1. Tabela de classificacdo de enzimas

| Classes de Enzimas

Classe 1 Oxirredutases  Catalisam reac¢des de oxirreducao, transferindo
elétrons, hidretos (H-) ou prétons (H+);

Classe 2 Transferases Transferem grupos quimicos entre moléculas;

Classe 3 Hidrolases Utilizam a agua como receptor de grupos funcionais
de outras moléculas;

Classe 4 Liases Formam ou quebram ligacdes duplas,
respectivamente, retirando ou adicionando grupos
funcionais;

Classe 5 Isomerases Realizam reacdes isomerizagao;

Classe 6 Ligases Formam ligacGes quimicas por reacdes de
condensagao, consumindo energia sob a forma de
ATP.

Fonte: (ORLANDELLI et al., 2012) com adaptacdes

As principais fontes de enzimas sado os animais, plantas e microrganismos,
com destaque para 0s microrganismos, entre eles os fungos filamentosos que séo

amplamente utilizados como produtores de enzimas de interesse industrial, por
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apresentar digestdo enzimatica extracelular, alguns apresentam crescimento rapido

e s&o pouco exigentes nutricionamente (FAUNDEZ et al., 2019)

A utilizacdo de enzimas na biotecnologia vai além do uso tradicional de
enzimas, como a producéo de cervejas, paes, vinhos, sucos e queijos. Elas podem
ser aplicadas em vérios ramos da biotecnologia, desde industria alimenticia, de
bebidas, cuidados pessoais e domésticos, agricultura, bioenergia, farmacéutico,
téxtil, entre outros (FASIM et al., 2021).

As vantagens da utilizacdo de enzimas em processos industriais sao varias,
entre elas estd a possibilidade de utlizagdo de enzimas com caracteristicas
especificas para cada processo, melhorando a eficacia do processo, gerando
produtos com maior qualidade, além da utilizacdo de fontes enzimaticas

sustentaveis, como visceras de peixes e microrganismos (SANTOS et al., 2020).

As enzimas com alta estabilidade a temperatura, pH, sal, solventes organicos
sao o principal alvo das pesquisas com enzimas devido sua maior capacidade de

armazenamento e aplicacédo biotecnologica. (EISENTHAL et al., 2006).

As enzimas mais utilizadas em processos industriais estdo as proteases,
lipases, amilases, celulases. As proteases correspondem a 60% do comeércio
internacional de enzimas, elas sdo aplicadas em diferentes processos industriais,
entre eles: producao de detergentes, processamento de couro, producao de queijos,
producao de medicamentos (LI et al., 2013; ALMONTE et al., 2011).

O segundo maior grupo de enzimas comerciais sdo as carboidrases, com
destaque para as celulases que sao utilizadas tradicionalmente nas industriais de
alimentos, cervejas, processamento da racdao animal, producdo de detergentes em
associacao as lipases e proteases, indastria téxtil, industria farmacéutica e médica,
fabricacdo de polpa de papel, producdo de etanol de segunda geracdo (JUTURU
and WU, 2014).

As lipases ocupam o terceiro lugar no mercado internacional de enzimas,
estdo envolvidas na obtencdo de acidos graxos livres a partir da hidrdlise de 6leos e

gorduras presentes em diversos alimentos. Na industria de cosmeéticos para o
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desenvolvimento de emulsificantes, aromas, surfactantes e emoliente, racdo animal,
produtos quimicos, couros, etc (CARVALHO, 2012; NAWABI et al., 2018).

As amilases correspondem a 25% do comercial mundial de enzimas, elas
atuam principalmente no melhoramento do p&o, aumentam a capacidade de
retencdo de gas da massa, aumentam o volume do p&o, minimiza o endurecimento
do pdo (UNAI et al., 2022).

3.2.1 Celulases

A celulose é o polissacarideo mais abundante da natureza, encontrado nas
paredes celulares das plantas, em conjunto com a hemicelulose, a pectina e a
lignina, esta ultima da rigidez a parede celular e protege contra o ataque dos
patégenos como fungos, bactérias e insetos menores (Liu et al. 2021). A celulose
compreende cerca de 35-50% do peso seco da planta (Behera et a., 2017). A
celulose € composta por polimeros de glicose unidos através de ligagdes do tipo 3 1-
4. As celulases séo enzimas que hidrolisam a celulose, elas catalisam a hidrélise da

ligacdo covalente com a adicdo de uma molécula de 4gua (AKRAM et al.,2018).

A celulase é formada por um complexo enzimatico constituido por trés
enzimas (exo-1-4-B-D-glucanase, EC 3.2.1.91), (endo-1,4-B-D-glucanase EC
3.2.1.4), e (1,4-B-Dglicosidases EC 3.2.1.21). As exoglucanases agem clivando
ligacbes glicosidicas nas extremidades da cadeia dos polissacarideos, as
endoglucanases clivam as ligagdes nas regides mais internas e as B-glicosidases
atuam clivando os dissacarideos e liberando glicose (WANG et al., 2014), como

mostra a Figura 6.

O mecanismo de acdo da celulase requer o sinergismo das trés enzimas do
complexo celulolitico:  endoglucanases, exoglucanases e [-glicosidase.
Estruturalmente as enzimas possuem dois dominios separados 0 primeiro um
dominio de ligacao a celulose (CBM) e o segundo um dominio catalitico proeminente

(CD) contendo residuos ativos que formam uma fenda ou bolsa catalitica.

Ambos os dominios de proteina modular sdo conectados por uma regiao de

ligagéo flexivel rica em treonina e serina e o CBM contém cerca de 30 residuos de
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aminoacidos. As enzimas celuloliticas agem sinergicamente para converter a
celulose em glicose, as endoglucanases atuam em primeiro lugar clivando a cadeia
linear de celulose atuando nas ligagdes [-1-4 internas, posteriormente as
exoglucanases atuam em residuos expostos pela acdo da endoglucanase e liberam
a celobiose que é convertido em glicose livre pela B-glicosidase (AKRAM et al.,
2018; WATANABE AND TOKUDA, 2010).

Figura 6. Esquema ilustrativo do mecanismo de acao da celulase.
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Fonte: Juturu et al., 2014

A hidrdlise da celulase pode sofrer interferéncia de alguns fatores, como por
exemplo, o tipo de substrato, a concentragdo do substrato pode afetar o rendimento
do produto e a taxa de hidrdlise inicial, outros fatores que podem interferir € a
guantidade de lignina e o grau de polimerizacdo da celulose contribuindo para a
diminuicdo na taxa de hidrélise enzimatica (Liu et al.,, 2021). Ostby et al., 2020
descreve que a acao da celulase gera glicose e celobiose livre e quando ocorre o
acumulo desses produtos estes se ligam as enzimas livres gerando um efeito
inibidor e em testes laboratoriais pode-se utilizar B-glicosidase ou a remocdo dos

acucares gerados por ultrafiltracéo.
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A busca por celulases que apresentem potenciais biotecnolégicos é grande
em todo mundo, principalmente celulases relacionadas a eficacia na producéao de
biocombustiveis. A maioria das pesquisas de buscas por celulases de interesse
biotecnoldgico utiliza bactérias e fungos, pois estes sao responsaveis pela ciclagem
biogeoquimica do carbono e nitrogénio. Entre as principais bactérias analisadas
estdo: proteobacteria, firmicutes, actinobacteria, bacteroidetes e entre os fungos

estdo as ascomicetos e basideomiceto (Land et al., 2015).

As celulases sdo a segunda maior classe de enzimas mais comercializadas
no mundo, ficando atras apenas para as proteases, elas estdo envolvidas em varios
processos industriais, como: na industria de detergentes, industria téxtil, industria de
processamento de papel, producdo de biocombustivel, entre outras (Patel et al.,
2019).

A celulase é complexo enzimatico composto por 3 enzimas, as
endoglucanases, exoglucanases e [3-glicosidase juntas atuam na clivagem da cadeia
do polissacarideo celulose. A estrutura da endoglucanase mostra que esta enzima
apresenta uma unidade catalitica com uma estrutura compacta contendo loops
curtos e residuos de aminoéacidos triptofano, tirosina e fenilalanina (Juturu et al.,
2014).

As endoglucanases sdo bastante estudas em todo mundo devido as
caracteristicas bioquimicas compativeis aos processos industriais e sua estabilidade
a variacbes ambientais. Elas sao identificadas como (1,4-B-Dglicosidases EC
3.2.1.21) e classificadas como hidrolases clivando os polimeros de carboidratos em
regides internas da cadeia de celulose e liberando as cadeias externas que seréo
alvos das exoglucanases, estas liberam celobiose onde age as [-glicosidase
liberando mondmetros de glicose (ALMEIDA et al., 2013).

As endoglucanases apresentam grande importancia biotecnoldgica, pois sao
consideradas enzimas com grande estabilidade em sua estrutura permitindo seu uso
em diversas aplicagfes industriais, tais como: industria téxtil, industria de alimentos,
indastria farmacéutica, producdo de biocombustiveis como etanol de segunda

geracao.
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3.3. Microrganismos produtores de enzimas

As enzimas microbianas sdo historicamente utilizadas para o melhoramento
dos processos industriais, inicialmente ndo se tinha conhecimento da existéncia das
enzimas, mas acreditava-se que 0S microrganismos eram responsaveis pelo

melhoramento dos pdes, cervejas, vinhos, etc.

Com o progresso da ciéncia o desenvolvimento do microscépio foi possivel
identificar que ndo eram 0s microrganismos 0s responsaveis pelo melhoramento dos

produtos, mas as enzimas que eles produziam, tais como as amilases.

Diante disso houve uma busca pelo isolamento e obtencdo dessas enzimas
para avaliacdo das principais caracteristicas bioquimicas, utilizacdo em outros
processos industriais e comercializacdo de forma geral, gerando um comeércio
internacional de enzimas que giram em torno de 6,3 bilhdes de ddélares anualmente
(INDUSTRIAL ENZYME MARKET, 2016).

Os microrganismos sao bastante utilizados na producdo de enzimas de
interesse biotecnoldgico devido a facilidade no cultivo de algumas espécies, maior
controle das condicbes de cultivo, utilizacdo de substratos baratos para o

crescimento como, por exemplo, os residuos agroindustriais.

Alguns microrganismos secretam suas enzimas, pois realizam digestéo
extracelular facilitando a obtencdo das enzimas e facilitando o processo de
purificacdo das mesmas (CHENG et al., 2020; VACHHER et al., 2022).

Outras vantagens sdo encontradas nas enzimas microbianas como a maior
estabilidade a algumas condi¢cBes industriais, tais como estabilidade térmica
permitindo que a enzima seja utilizada em processos com grandes variacdes de
temperatura sem o comprometimento da atividade enzimatica, grande estabilidade a
variacfes de pH, salinidade e estabilidade a solventes organicos o que aumenta a

eficacia catalitica e o reaproveitamento da mesma (FARIAS et al., 2021).

As enzimas microbianas podem ser obtidas a partir de bactérias, fungos e
leveduras. As bactérias sdo bastante no processo de obtencdo de enzimas,

principalmente utilizando o consorcio de bactérias e/ou fungos filamentosos, que
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formam um grupo heterogéneo de bactérias e/ou fungos capazes de produzir uma

maior variedade de enzimas.

Entre as enzimas obtidas a partir de bactérias podemos destacar as
peroxidases que atuam na degradacdo de compostos tOxicos provenientes das
industrias téxtil, quimica, entre outras. Esses compostos sdo gerados no final de
alguns processos industriais e s@o eliminados de forma incorreta nos solos, corpos
d’agua, as peroxidases catalisam a oxidagao de varios compostos quimicos usando
peréxido de hidrogénio como co-substrato. Outras enzimas bacterianas atuam na
biorremediacdo de solos, na remocdo de corantes sintéticos da industria téxtil, na

polimerizacdo de compostos fendlicos (SELLAMI et al., 2022).

As tirosinases sdo enzimas encontradas em algumas bactérias como 0s
Streptomyces que tem capacidade de converter L-tirosina em melanina, pigmento
muito conhecido para sua capacidade fotoprotetora, porém outras utilizacéo
biotecnolégicas tem sido encontrada para as tirosinases, como por exemplo ativacao
de residuos de tirosina em poliptideos para reticulacdo de proteinas a filmes de
guitosana, remocao de fenol para o tratamento de aguas residuais, entre outras
utilizacdes (FAIRHEAD and THONY-MEYER, 2012).

Outro grupo de microrganismo importante para obtencdo de enzimas séo 0s
fungos, eles podem ser os fungos filamentosos e leveduras. Entre os fungos
filamentosos os fitopatogénicos e decompositores de matéria organica sao os que

mais s e destacam.

Os fungos fitopatogénico e decompositores sdo amplamente conhecidos
como importantes degradadores de polissacarideos na natureza, pois produzem um
extenso conjunto de enzimas que favorecem sua sobrevivéncia nesses habitats.
Entre as enzimas produzidas estdo as xilanoliticas responsaveis pela degradacéo
dos xilanos em monossacarieos, que pode ser utilizados para producdo varios

produtos quimicos de grande valor (LI et al., 2022).

Os chamados fungos da podridédo branca pertencem ao segundo maior filo do
reino Fungi, os basidiomycota, eles sédo conhecidos por consumir lignina
heteropolimérica como Unico recurso de carbono e energia e sdao amplamente

estudados para o pré-tratamento lignoceluldsico (SAINI and SHARMA, 2021).
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As leveduras também sdo fungos que apresentam producdo de importantes
enzimas de interesse biotecnoldgico, como por exemplo a Rhodotorula mucilaginosa
CBMAI 1528 que produz valiosos produtos biotecnolégicos como biossurfactantes,
proteases, lipases e caratenodides e altos niveis de &cidos graxos insaturados
(LARIO et al., 2020).

3.3.1. Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos compdem um grupo importante de microrganismos,
pertencente ao reino Fungi, S&0 microrganismos que vivem em habitats diversos
como as micorrizas que colonizam 0s solos proximos as raizes das plantas de onde
recebem carboidratos para seu desenvolvimento, essa associacdo simbidtica
também favorece a planta que aumenta sua absor¢cdo de agua e sais minerais.
(NUSBAUMER et al., 2015).

Outros fungos se alimentam de substancias orgéanicas provenientes da
matéria organica que decompdem, estes desempenham um papel importante na

reciclagem no meio ambiente.

Os macrofungos podem ser classificados como Ascomicetos, pois seus
esporos sexuados (ascosporos) sdo produzidos dentro de células especializadas
denominada ascos. E os Basideomicetos, onde o0s esporos sexuados

(basiodiosporos) se formam externamente no basidio (NUSBAUMER et al., 2015).

Alguns fungos possuem capacidade de sobreviver em solos ou corpo d’agua
contaminado com produtos téxicos, pois sao produtores de enzimas que degradam
compostos téxicos em compostos menos toxicos ou atoxicos e podem ser

integrados nos ciclos biogeoquimicos naturais (COLLA et al., 2008).

Eles sdo uma importante fonte de enzimas para degradacdo de biomassa
vegetal, hidrolise verde producdo de biocombustiveis, biorremediacdo de solos e
corpos d’agua contaminados, biorrefinamento, a chamada biotecnologia verde
(LEVASSEUR et al., 2014).
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Pycnoporus sanguineus

O P. sanguineus € um fungo filamentoso pertencente a familia Polyporaceae,
conhecido como fungo da podridao branca, popularmente conhecido como orelha de
pau, pertencente ao grupo basideomiceto conhecido como cogumelo, € um fungo
decompositor de matéria organica apresenta coloracéo alaranjada e rigida (figura 7)
€ produtor de importantes enzimas lignoceluldsicas favorecendo sua atividade
decompositora (LIN et al., 2020).

Figura 7: Imagens do fungo Pycnoporus sanguineus na natureza

Fonte: Theknature.com (acesso em 18/01/2022).

O P. sanguineus é conhecido por possuir caracteristicas importantes, como
efeito na adsorcdo de chumbo, cobre e cadmio, aplicacbes envolvendo sua
aplicacdo na biossorcdo de metais pesados em habitats poluidos por Oleo
(DANTAN-GONZALEN et al., 2008).

O fungo também possui substancia bioativa com propriedades antimicrobiana
e antitumoral, sendo bastante utilizadas para o tratamento de lesdes de pele e
outras doengas. O acido ciannabarinico € um metabolito secundéario capaz de inibir
as bactérias Gram positivas, concentracdes mais altas foram capazes de inibir o
crescimento do virus da raiva e células de neuroblastoma em camundongo sem
efeitos toxicos (LIN et al., 2020).

Outras enzimas de interesse biotecnologico foram obtidas a parti do P.
sanguineus, NIDERHAUS et al., 2018 realizou a producéo heterdloga de uma endo-
xylanase e verificou excelentes caracteristicas bioquimicas, como ampla

estabilidade a variacbes de pH e temperatura.
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O importante papel ecolégico do P. sanguineus é de grande destaque, pois
atua na degradagao do lixo florestal lenhoso atuando na “limpeza” de matéria

organica das florestas (LEE et al., 2012).

3.4. Fermentacdo em estado sdlido (FES)

A fermentacdo em estado sélido é definida como cultivo de microrganismos
em substratos sélidos na auséncia de agua livre, bastante utilizada para producao
de enzimas e outros produtos, considerada uma técnica de facil manipulacdo e baixo
custo (HOLKER and LENZ, 2005).

A FES é considerada a técnica mais apropriada para producdo de enzimas,
compostos bioativos, bioplasticos e biocombustiveis a partir dos residuos
agroindustriais (SHARMA et al., 2021). Essa técnica utiliza subprodutos da
agroindustria como meio de baixo custo ou de nenhum valor econémico, é uma
técnica pratica, legalmente aceitavel e ecologicamente benéfica (CHILAKAMARRY
et al., 2022; POSTIGO et al., 2021).

A fermentacdo em estado solido apresenta algumas caracteristicas
importantes, a fase solida fornece o carbono, nitrogénio e demais componentes,
além de atuar como suporte para o crescimento das células microbianas, o ar
necessario para o crescimento microbiano deve atravessar 0s espacos vazios do
meio a pressoes relativamente baixas, o crescimento do microrganismo ocorre em
condicbes mais proximas ao natural, ndo a presenca de agua livre (YOON et al.,
2014; EMBRAPA, 2005).

As bactérias e leveduras também podem crescer nesses tipos de
fermentacdo, porém os fungos filamentosos sdo mais adaptados a FES, devido a
capacidade de crescem em pouca agua, muitos solidos presentes, estes tipos de
fungos crescem por meio de hifas o favorece sua dispersdo na fermentacdo solida
(EMPRADA, 2005).

Na Asia a fermentacdo em estado sdélido € utilizada ha muitos anos para
producdo de Koji rico em enzimas a partir do Aspergillus oryzae, para sacarificacao
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de arroz usado na producdo de bebidas alcodlicas como saqué, producdo de
celulase, entre outras aplicacbes (HOLKER AND LENZ, 2005).

Ha uma grande diversidade de enzimas produzidas através da fermentacao
em estado sélido, entre elas as endoglucanases produzidas pelo fungo Bothritis ricini
cultiva em bagaco de cana de acucar (SILVA et al., 2018). A fermentacdo do
Aspergillus sp em residuos agroindustriais tendo diversas fontes de 6leos como

indutores para a producéo lipases (TACIN et al., 2019).

As proteases também podem ser produzidas a partir da fermentacdo em
estado solido, a exemplo da fermentacédo do fungo Neurospora crassa em residuos
de soja (okara) (ZHENG et al., 2020). Varios outros tipos de enzimas podem ser

produzidas a partir da fermentacéo em estado solido.

Em comparacdo com a fermentagdo submersa, a fermentagdo em estado
sélido fornece maior concentracdo de enzimas, maior produtividade, menos custo de

energia, e o emprego de substrato de baixo custo (YOON et al., 2014).

3.5. Purificacéo

A purificacdo ou isolamento de proteinas e enzimas € uma das principais
etapas nos estudos de conhecimento dessas macromoléculas, pois € possivel
identificar quais caracteristicas bioquimicas elas possuem, quais as aplicacbes
biotecnoldgicas podem ser utilizadas e ampliar o conhecimento acerca dessas
macromoléculas como, por exemplo: suas estruturas, seu comportamento e ampliar

sua utilizagao.

A purificacdo ou isolamento de proteinas podem ser divididos em algumas
etapas, que variam de acordo com a caracteristica da amostra inicial do extrato
bruto por exemplo. Na primeira etapa necessario realizar a concentracdo e
estabilizacdo da proteina alvo, remover o maximo de impurezas presentes na

amostra e na terceira etapa € alcancar o total isolamento da proteina de interesse.

As principais técnicas utilizadas para o isolamento de enzimas e/ou proteinas
€ o fracionamento salino (salting out) utilizando sulfato de aménio ou o

fracionamento com solventes organicos (etanol absoluto ou acetona), esses
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compreendem técnicas de estabilizagdo, concentracdo e remocgdo dos
contaminantes da amostra inicial, a cromatografia liquida é considerada a principal
etapa no processo de isolamento de enzimas e proteinas, pois sdo as técnicas

cromatograficas de conseguem isolar totalmente a enzima de interesse.

O fracionamento salino (salting out) ou com solventes organicos é a adicédo de
sal geralmente sulfato de amonio ou de solventes orgéanicos (acetona ou alcool
etilico absoluto) de forma fracionada e lenta para a precipitacdo de proteinas e/ou
enzimas de um extrato ou solucdo. Com a adi¢do de sal ou do solvente organico as
moléculas de 4gua diminuem a interacdo com as proteinas, gerando a precipitacédo
das proteinas de acordo com o grau de solubilidade das mesmas (CHANG et al.,
2003; GRECCO et al., 2018)

As técnicas de fracionamento ou precipitacdo de proteinas sdo bastante
utilizadas para diminuir contaminantes da amostra e facilitar o processo de
purificag@o por cromatografia liquida. As principais formas de cromatografia liquida
utilizadas para o isolamento de proteinas e/ou enzimas sao a filtracdo em gel, troca
ibnica e afinidade (GRECCO et al., 2018).

A cromatografia de filtracdo em gel compreende uma técnica que utiliza a
diferenca de massa molecular das particulas da amostra como separa-las. A
cromatografia de troca i6nica ou catiénica utiliza a diferenca de cargas para separa-
las, através de uma forca de dissociacdo para separar a proteina ou enzima de
interesse. A cromatografia de afinidade utiliza um ligante especifico da enzima para

separa-la dos componentes nao especificos.

O tipo de cromatografia utilizada depende do perfil da enzima apresenta,
como por exemplo: carga no pH 6timo da enzima, estrutura tridimensional, etc. E
possivel utilizar resinas diferentes nas cromatografias, resinas com forga idnica
maior ou menor. A escolha da melhor resina para cromatografia também deve
observar os custos do processo, pois a utilizacdo de cromatografia liquida € um

processo bastante oneroso no processo.
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3.6. AplicacOes biotecnoldgicas

Com a busca pela diminuicdo do uso dos combustiveis fosseis o0s
biocombustiveis ganharam grande destaque em todo mundo. A producdo de
biocombustiveis utilizando fontes vegetais como cana de acucar, milho vem sendo
produzidas nos ultimos anos, contudo a producédo de etanol a partir de cana de
acucar tem gerado o descarte de toneladas de residuos de forma incorreta, esses
residuos podem ser reaproveitados para geracdo de etanol de segunda geracao.

Para que ocorra a producdo de etanol a partir do bagaco de cana ou de
outros residuos agroindustriais é necessaria a utilizacdo de enzimas celuloliticas
para a producdo de acucares fermentaveis a partir de residuos agroindustriais. (Kee
et al.,, 2021). Atualmente as principais fontes de enzimas celuloliticas com boa
eficacia catalitica e com grande capacidade de producédo de acucares fermentaveis

S&80 0S microrganismos.

Como descrito anteriormente o grupo das celulases é a segunda maior classe
de enzimas comercializaveis no mundo e sao utilizadas em varios processos

industriais como, por exemplo, a producao de biocombustivel. (Juturu et al., 2014).

No Brasil a producdo de etanol é produzida a partir da cana de acucar,
contudo ha a producédo de grandes quantidades de bagaco de cana que muitas
vezes ndo sao reaproveitados da forma correta. A utilizacdo de enzimas celuloliticas
para a degradacdo do bagaco de cana e producdo de acucares fermentaveis que
posteriormente podem ser fermentados por leveduras e produzir mais etanol
(HOSGUN et al., 2017).

As celulases s&o bastante utilizadas nas industriais de papel e celulose no
refinamento, destintagem, melhoramento do brilho da polpa do papel,
biobranqueamento do papel kraft, entre outras utilizacbes (BAJAJ et al., 2019).
Pathak et al.,, 2014 observou que as celulases e xilanases produzidas pelo
Tricoderma harzianum aumentou a eficiéncia da destintagem em 23,6%, aumentou

6,7% da resisténcia a tracao.

A industria téxtil vem sofrendo pressédo para mudar suas tecnologias para

tecnologias mais limpas ou chamada biotecnologia verde devido ao aumento
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consumo de produtos gquimicos nos processos, alto consumo de energia e agua e

descarte incorreto de corantes (SINGH et al., 2021).

A utilizacdo de celulases em seus processos vem ganhando destaque, elas
atuam nas industriais téxteis desde 1980 e estdo envolvidas em varios processos
como amaciamento de algoddo, acabamento do tecido, biopolimento, as enzimas
séo principalmente utilizadas para obter um tecido mais limpo, com superficies mais
lisas (MOREIRA et al., 2016; HOUFANI et al., 2020).

Na industria alimenticia as celulases desempenham um papel muito
importante e podem ser combinadas com pectinases e xilanases sdo chamadas de
enzimas maceradoras. Elas atuam no aumento do rendimento de sucos, reduzem o
tempo do processamento, melhoram a extracdo do processo, atuam na clarificagcéo
de sucos de frutas e vegetais, reduz a viscosidade dos sucos, aumentam as

caracteristicas volateis dos produtos (TOUSHIL et al., 2017).

A extragcdo e obtencdo dos pigmentos e compostos bioativos s&o de grande
interesse das industriais, porém sua obtencdo é dificil, pois sdo encontrados
associados as paredes celulares das plantas e sua extracdo apresenta baixo
rendimento, para resolver este problema as celulases em associacdo a outras
enzimas lignoceluloliticas séo utilizadas para degradar os componentes da parede
celular e facilitar a extracdo dos pigmentos e dos compostos bioativos aumentando o
rendimento (ZUORRO et al., 2011).

A associacao de enzimas diferentes para aumentar a eficacia do processo
indUstria é bastante utilizada na industria de detergentes e limpeza, é realizada a
associada das enzimas proteases, lipases e celulases em detergentes conhecidos
como detergentes com enzimas ativas, estas enzimas facilitam a remocédo de
manchas nos tecidos sem a presenca de agente quimicos abrasivos, mantendo as

caracteristicas originais dos tecidos por mais tempo (Houfani et al., 2020).

Outra importante aplicacdo biotecnologia das celulases é como agentes
hidrolisantes de biofilmes bacterianos encontrados em equipamento hospitalares. Os
equipamentos hospitalares ndo bem esterilizados sé&o responsaveis pelas altas taxas
de infeccbes nos hospitais. Os biofilmes sdo protegidos por uma camada

polissacaridica que envolve as células bacterianas, impedindo que os agentes
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guimicos esterilizantes removam totalmente as bactérias. Dessa forma as celulases
sao utilizadas para degradar a barreira polissacaridica dos biofilmes e os agentes

esterilizantes atuam de forma eficaz (Kee et al., 2014).

Figura 8. Esquema ilustrativo da agéo da celulase em biofilme bacteriano.

Fonte: files.ufgd.edu.br (acesso em 01/02/2022).
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4.0. MATERIAIS E METODOS

4.1. PRODUCAO E OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO (EXTRATO
ENZIMATICO)

4.1.1 Obtencéo do fungo Pycnoporus sanguineus

O fungo P. sanguineus foi obtido a partir da micoteca do Laboratério de
Biotecnologia e Enzimologia situado no instituto de quimica e biotecnologia da
Universidade Federal de Alagoas. O mesmo foi replicado em placa de petri contendo
meio PDA (Potato Dextrose Agar) e incubado em estufa microbiolégica a 28°C por 7
dias.

4.1.2. Preparacéo do in6culo

O fungo P. sanguineus foi cultivado em PDA com 2% de sacarose por 5 dias,
apos o periodo de incubagdo 1 spot de 10 mm do meio de cultura com fungo foi
transferido de forma asséptica para o0s residuos agroindustriais previamente

preparados.

4.1.3. Screening dos residuos agroindustriais x perfil fermentativo

Foram selecionados cinco diferentes residuos agroindustriais (bagaco de
cana de acuUcar, papel de filtro, p6 de madeira, fibra do coco e farelo de trigo), para
ser substrato do crescimento e producdo de endoglucanase pelo fungo P.
sanguineus, por fermentagcdo em estado solido e fermentagdo submersa. Os
residuos foram provenientes de industriais de Alagoas e de pequenos comerciantes

locais.

Os residuos foram previamente preparados para as fermentagcfes, contudo
ndo houve pré-tratamento quimico ou fisico, apenas o bagaco de cana de acucar foi
lavado abundantemente com agua corrente e agua destilada para remocdo dos
acucares redutores presentes neste residuo, apos a lavagem o bagaco de cana foi

seco em estufa a 50° C por 48 horas.
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Foram pesados 10 g de cada residuo e transferidos para erlemayers de 250
mL, esterilizados em autoclave por 20 minutos a 120°C a pressao de 1 atm. De
forma asséptica em camara de fluxo laminar foram adicionados volumes
previamente determinados de agua destilada esterilizada em cada residuo para
garantir a umidade necesséria e posteriormente foi realizada a inoculacdo do fungo
inserindo 1 spot de 10 mm do fungo em PDA com 5 dias de cultivo, para realizacéo

das fermentacdes em estado sadlido.

A fermentacdo submersa foi realizada para o cultivo do fungo utilizando o
papel de filtro como indutor do crescimento fungico, onde 150 mL de caldo de batata
com 10 g de papel de filtro foram utilizadas para o cultivo do fungo em estufa

microbioldgica a 28°C sob agitacdo constante durante 7 dias.

O perfil fermentativo foi determinada a partir da maior taxa de hidrélise
enzimatica sob o substrato CMC durante 7 dias das fermentacfes em estado solido
e submersa. Foi selecionado o residuo que apresentou maior taxa de hidrdlise do
CMC em menor tempo de fermentacdo. A cada 24 horas uma fermentagao foi

retirada para determinar a atividade da endoglucanase.

4.1.4. Obtencéo do extrato bruto

Apos cada dia do cultivo na fermentagdo em estado sélido foram obtidos os
extratos brutos utilizando aproximadamente 50 mL de tampéo acetato de sédio 0,1
M pH 5,0 para extracdo do material enziméatico através da homogeneizacdo dos
residuos agroindustriais fermentados por 10 minutos, seguido de filtracdo em
peneira de inox esterilizada e centrifugacdo por 5 minutos a 5.000 g a temperatura

ambiente.

Na fermentacdo submersa apos cada dia de cultivo foi realizac&o a filtracédo
do fermentado. Todos os extratos brutos obtidos foram armazenados em geladeira
entre 2 a 8°C e posteriormente encaminhados para realizacdo da atividade

enzimatica pelo método de DNS (Acido dinitrosalicilico).
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4.1.5. Atividade Enzimética

A atividade enzimética através da quantificacdo de acucares redutores
obtidos através da hidrélise enzimatica no substrato CMC 2% (método de DNS
Acido dinitrosalicilico). Foram utilizados 5 pl de extrato bruto, 10 pl fracdes do
isolado ou 30 pl enzima isolada e 100 pl de CMC (carboximetilcelulose a 2%) como
substrato, tampao acetato de sédio 0,1 M pH 5,0 por 60 minutos em a 50°C em

banho maria.

Apds o periodo incubacdo foram adicionados 200 pl de DNS, a reacao
aguecida a 100°C por 5 minutos em banho maria e encerrada adicionando 500 ul de
agua destilada a temperatura ambiente. A quantificacdo foi realizada em
espectrofotdmetro a 540 nm (VARIAN CARY 50 BIO). (Miller, 1959).

4.2. PURIFICACAO DA ENDOGLUCANASE DO P. sanguineus

4.2.1. Precipitacdo com sulfato de amonio e precipitacdo com etanol

O extrato bruto foi fracionado em cinco fragdes utilizando sulfato de aménio
(0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80% e 80-100%). O fracionamento foi realizado com 5
mL de extrato bruto em agitacdo constante e banho de gelo durante a adicéo

gradual do sulfato.

Apoés a adicdo gradual do sulfato de aménio em cada fracdo o extrato foi
reservado em geladeira por 60 minutos e posteriormente centrifugado a 15.000 g por
15 minutos a 4°C. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de tampé&o acetato de sodio
0,1M pH 5,0 e reservado a temperatura entre 2 a 8°C, o sobrenadante foi
direcionado para nova adicdo de sulfato de amoénio, todo processo foi repetido até

alcancar a fracdo 80 — 100% de sulfato de amonio.

Semelhante a precipitagdo com sulfato de amonio, a precipitacdo com etanol
utiizou 5 mL de extrato bruto e o fracionou em cinco fra¢des utilizando éalcool
absoluto (0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80% e 80-100%). O fracionamento foi

realizado em agitacdo constante e banho de gelo durante a adi¢cado gradual do alcool.



41

Apés a adicdo gradual de alcool absoluto em cada fracdo o extrato foi
reservado em geladeira por 60 minutos e posteriormente centrifugado a 15.000 g por
15 minutos a 4°C. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de tampao acetato de sodio
0,1M pH 5,0 e reservado a temperatura entre 2 a 8°C, o sobrenadante foi
direcionado para nova adicdo de alcool, todo processo foi repetido até alcancar a

fracdo 80 — 100% de alcool absoluto.

Todas as fracbes provenientes da precipitacdo com sulfato de ambnio e
etanol foram analisadas quanto a hidrélise do CMC (método do DNS, sessédo 4.1.5.).
A fracdo que apresentou maior atividade enzimatica e maior taxa de recuperacao foi
direcionada para purificacdo com a cromatografia de troca idnica (DEAE

Sepharose).

4.2.2. Cromatografia liqguida

Na cromatografia de troca ibnica DEAE Sepharose, foram utilizados 5 mL da
fracdo com maior atividade enzimatica e aplicada em coluna de troca i6nica (DEAE
Sepharose). Foi utilizado o tampé&o acetato de sédio 0,1 M pH 5,0 (tampéo A) para
equilibrar a coluna cromatogréafica de aproximadamente 60 mL, o tampao de eluicdo
foi tampao acetato de sdodio 0,1 M pH 5,0 com 0,5 M de NaCl (tampéo B), criando
um gradiente de concentracdo de NaCl de 0 a 100% em 10x o volume da coluna

utilizando AKTA pure.

Foram cerca de 60 fracbes com 12 mL cada, estas foram coletadas e
analisadas quanto ao perfil proteico em espectrofotdmetro a 280 nm e analise da
atividade enzimatica individualmente utilizando o método de hidrolise do CMC
(método de DNS), secdo 4.1.4, todas as fracdes foram armazenadas em

temperatura de 2 a 8°C.

As fragdes que apresentaram maior taxa de hidrélise do CMC (maior atividade
enzimatica) foram submetidas a eletroforese por SDS-PAGE para verificar a taxa de

pureza da mesma.
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4.2.3. Analise por SDS-PAGE

A analise por SDS-PAGE foi realizada para o acompanhamento das etapas
de purificacdo e para estimar a massa molecular da enzima isolada. A eletroforese
em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 10% foi realizada através da utilizacdo de
aliquotas de 5 pl de extrato bruto, 20 pl de fragdo 80-100% da precipitacdo etandlica

e 20 ul fracdo eluida da cromatografia liquida (DEAE Sepharose).

O gel foi submetido a uma voltagem constante (90 V), por aproximadamente 2
horas (LAEMMLI, 1970), utilizando o sistema Mini —Protean 3 (Bio-rad), com um
marcador de peso molecular (Broad Range Protein Molecular Weight Markers,
promega — 12 a 225 kDa). ApoOs a corrida eletroforética o mesmo foi inserido em
solucéo de fixacdo (40 mL de metanol, 50 mL de agua destilada e 10 mL de acido
acético) por 15 minutos e posteriormente lavado 4 vezes com agua destilada a cada
30 minutos e por fim corado com nitrato de prata de acordo com (Santos et al.,
2016).

4.3. CARACTERIZACAO ENZIMATICA

4.3.1. Temperatura 6tima e estabilidade térmica

A temperatura Otima da endoglucanase foi determinada utilizando
reacdes enzimaticas como descritas na seccdo 4.1.5. A atividade enzimatica foi
avaliada em diferentes temperaturas (20° - 80°C) em reacdes contendo 30 uL da
enzima em 170 yL de tampdo A (acetato de sodio 0,1 M pH 5,0) estas reacdes
foram incubadas por 60 minutos nas respectivas temperaturas em banho maria e
apos o periodo de incubacédo foram adicionados 200 pl de DNS e aquecido a 100°C

por 5 minutos, as reagcdes foram encerradas com 500 pl de agua destilada.

A termoestabilidade foi determinada de forma semelhante, incubando 30 pl
da enzima em 170 pl de tampéo A em diferentes temperaturas (20°C, 30°C, 40°C,
50°C, 60°C, 70°C e 80°C) por 60 minutos em banho maria, apés o periodo de

incubacao foi adicionado 100 pl de CMC 2% e incubado novamente por 60 minutos
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na temperatura o6tima da enzima (50°C), ap0s a segunda incubacdo foram
adicionados 200 pl de DNS e incubado a 100°C por 5 minutos, as reacfes foram

encerradas com 500 pL de agua destilada.

Todas as atividades enzimaticas do teste de temperatura 6tima e estabilidade
térmica foram quantificadas em espectrofotdmetro a 540 nm (UV VARIAN CARY 50
BIO), quantificando a producdo de acucares redutores pela hidrolise do CMC. A
temperatura que a enzima apresentou maior hidrélise do CMC foi considerada
100%, no teste de estabilidade térmica foi determinado a atividade enzimética
residual, apos submeter a endoglucanase a temperaturas diferentes.

4.3.2. Teste de pH 6timo e estabilidade em pH

Para determinacdo do pH 6timo da endoglucanase do P. sanguineus
analisamos a atividade enzimética em diferentes tampdes através da maior taxa de
hidrélise do CMC (sesséo 4.1.5) , os tampdes escolhidos de acordo com a faixa de
tamponamento dos mesmos para o pH 2-3 (citrato de sédio 0,05 M), pH 4-6 (acetato
de soédio 0,05 M); pH 7,0 (fosfato de sodio 0,05 M); pH 8,0 (Tris-HCI 0,05 M); pH 9-
11 (Glicina 0,05 M).

As reacOes foram realizadas adicionando 30 pL da enzima em 170uL
de tampé&o do pH analisado e 100 yL CMC 2% e incubados por 60 minutos na
temperatura 6tima (50°C) em banho maria, apdés o periodo de incubacdo foram
adicionados 200 ul de DNS e aquecidos por 5 minutos a 100° C, as reagdes foram
encerradas adicionando 500 pl de 4gua destilada e analisadas em espectrofotbmetro
a 540 nm. O pH em que a endoglucanase apresentou maior atividade foi

considerado o pH 6timo.

A estabilidade em pH foi analisada com os mesmos tampdes descritos acima,
nas reagdes foram adicionados 30 pL da enzima e incubada por 60 minutos a 50°C
em 100 pL dos respectivos tampdes de acordo com o pH teste, apds o periodo de
incubacao foram adicionados 170 pyL de tampé&o do pH étimo (acetato de sédio 0,2
M) para garantir que a o pH da reacdo atinge-se o pH 6timo da enzima e 100 ul de

CMC 2% e as reagOes foram novamente incubadas por 60 minutos a 50°C em
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banho maria, apés a segunda incubacdo foram adicionados 200 pl de DNS e
aguecido por 5 minutos a 100°C, as reacfes foram encerradas com 500 pl de agua

destilada e analisadas em espectrofotémetro a 540 nm.

4.3.3. Determinacéao da capacidade halotolerante

A capacidade halotolerante da endoglucanase isolada do P. sanguineus foi
determinada conforme a atividade enzimatica descrita na seccdo 4.1.5. Foram
adicionados 30 pl da enzima em 170 pl tampé&o acetato de sédio 0,1 M pH 5,0 com
diferentes concentragcdes de NacCl (0; 0,5; 1,0; 1,5, 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 M) por 60
minutos a 50° C em banho maria e depois foram adicionados 200 pul de DNS e
aguecido a 100 °C por 5 minutos, as reacdes foram encerradas com 500 ul de agua
destilada e analisada em espectrofotbmetro 540 nm. A atividade relativa foi
determinada a partir da atividade enzimética sem a presenca de NaCl na reacao

considerada 100%.

4.3.4. Determinacédo da concentracdo de proteinas

A concentracao de proteinas em (mg/mL) foi determinada utilizando o método
de Bradford (BRADFORD, 1970) usando albumina de soro bovino como padrao.
Foram utilizados 10 pl das amostras diluidas (1:10) e adicionados 790 pl de agua e
200 ul de reagente de Bradford e incubadas por 5 minutos em camara escura, as

amostras foram analisadas em 595 nm em espectrofotdmetro.
4.3.5. Determinacdo das constantes cinéticas

As constantes cinéticas foram determinadas em tampéo acetato de sddio 100
0,1 M, pH 50, variando a concentracdo do substrato (CMC) em 0,05 — 7% sob
condicOes de ensaio mencionada na seccdo 4.1.5 em temperatura e pH 6timos. A
constante de Michaelis Menten (Km, mg/mL) e a velocidade maxima de reacao

(VMax, mol/min/mL), foram calculados utilizando o programa GraphPad Prism 8.0.
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Todos os testes para caracterizagdo da endoglucanase do P. sanguineus
foram realizados em triplicatas e analisados utilizando 0 mesmo equipamento de
espectrofotometro (UV VARIAN CARY 50 BIO).

4.4, APLICACAO BIOTECNOLOGICA

4.4.1. Sacarificacdo de residuos agroindustriais

A endoglucanase isolada foi utilizada para sacarificar alguns residuos
agroindustriais como: bagaco de cana, casca de arroz e farelo de trigos cedidos por
industrias de Alagoas. As reacfes foram realizadas nas condi¢cdes de temperatura e
pH 6timo da enzima, com a adi¢cao de 900 ul de tampéo acetato de sddio (0,1 M pH
5,0) em 1g do residuo agroindustrial e 100 pl da enzima isolada (0,449 U/mL).

As reacdes ocorreram em banho maria a 50°C por 6, 12 e 24 horas de
incubacao, apos cada periodo de incubacéao foi realizada a centrifugacdo da reacao
por 5 minutos a 10.000 rpm a temperatura ambiente (HITACHI Bx Il series), 300 pl
foi retirado para adicéo de 200 pl de DNS e posterior fervura a 100°C por 5 minutos,
a reacao final foi encerrada com 500 pl de agua destilada e analisada em
espectrofotdmetro a 540 nm. O controle negativo foi realizado sem a utilizacdo da

endoglucanase isolada.

Os resultados foram determinados a partir da quantidade de acucar redutor
gerado com a hidrélise da endoglucanase sobre os residuos agroindustriais

testados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. OBTENCAO DO FUNGO P. sanguineus

O fungo foi obtido na micoteca situada no laboratério de Biotecnologia e
Enzimologia do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de
Alagoas. Apés o cultivo em meio PDA (Potate Dextrose Agar) por 7 dias o fungo
apresentou quantidade significativa de esporos alaranjados (Figura 12), mostrando-

se pronto para as etapas de fermentacdo nos residuos agroindustriais.

Figura 9. Placa de petri com o fungo P. sanguineus em PDA

Cultivo do fungo P. sanguineus em PDA (Patote Dextrose Agar) por 7 dias em estufa
microbiolégica a 28°C.
Fonte: autora, 2021

7z

O P. sanguineus € um fungo conhecido como podriddo branca, pois esta
associada a degradacdo da material organico em decomposicdo e apresenta
grandes quantidades de enzimas digestivas de carboidratos. Ele se desenvolve nas
paredes de vegetais em decomposi¢cdo, é um basideomiceto e apresenta um corpo

de frutificag@o alaranjado na natureza.

O fungo apresentou crescimento rapido no meio PDA e grande quantidade de

esporos, apresenta esporos alaranjados e base branca.
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5.2. FERMENTACAO E EXTRATO BRUTO (EXTRATO ENZIMATICO)

5.2.1. Screening dos residuos agroindustriais x perfil fermentativo

O fungo P. sanguineus apresentou crescimento e perfil de producdo da
enzima endoglucanase bem distintos nos cinco residuos agroindustriais analisados,

como mostra os perfis fermentativos na figura 10.

Figura 10. Perfil da atividade enzimatica (U/mL) da endoglucanase produzida pelo

fungo P. sanguineus nos diferentes residuos agroindustriais.
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Figura 13: A - Perfil da atividade enzimatica (U/mL) em bagaco de cana de acucar, B
— perfil da atividade enzimatica (U/mL) em pé de madeira, C — perfil da atividade
enzimatica (U/mL) em papel de filtro como indutor, D — perfil da atividade enzimatica
(U/mL) em fibra de coco; E — perfil da atividade enzimética (U/mL) em farelo de trigo.

Fonte: autora, 2021

O primeiro residuo agroindustrial analisado foi o bagaco de cana de acucar,
gue apresentou baixo crescimento do fungo e baixa producdo enzimética, este
residuo apresenta uma composicdo considerada complexa devido ao grande
percentual de lignina entre 17-32% (ALOKIKA et al., 2021).
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A lignina presente no bagaco de cana atua como uma importante barreira na
conversao efetiva de celulose e hemicelulose em aculcares fermentaveis por alguns
fungos filamentosos (AZAR et al, 2019).

Na figura 10 A é possivel observar a baixa atividade enzimatica da
endoglucanase no bagaco de cana, a produgdo enzimética manteve-se proxima a
linha de base, porém € possivel observar que ha presenca de pequenas
guantidades de acucares redutores nos dois primeiros dias do cultivo do fungo. Isso

€ devido a presenca de acucares redutores residual na fibra do bagaco de cana.

Ostbly et al., 2020 e Land et a., 2015 descrevem que para um melhor
resultado na producdo de endoglucanase por fungos filamentos é necessério
submeter os residuos como o bagaco de cana de acgUcar a pré-tratamentos quimicos
ou fisicos para melhorar o acesso do mesmo ao residuo com a remogao significativa

da lignina e garantir uma melhor hidrolise fungica da celulose e hemicelulose.

A figura 11 A corrobora com a baixa producdo da endoglucanase, pois o
crescimento do fungo foi baixo. Alguns fungos apresentam dificuldades de
desenvolvimentos em residuos muito complexos devido a grande quantidade de
lignina e os pré-tratamentos quimicos ou fisicos séo utilizados para remocdo da

lignina e facilitacdo do acesso do fungo ao residuo (Yoon et al., 2019).

Para aumentar a producdo de bioethanol utilizando fermentacdo do fungo
Phanerochaete chrysosporium em bagaco de cana, o residuo foi pré-tratado com
0,62 M de NaOH por 30 minutos a 128°C (Yoon et al., 2019).

Contudo, os pré-tratamentos dos residuos agroindustriais podem aumentar 0s
custos dos processos e aumentar o desgaste dos maquindrios utilizados nas
industriais de bioetanol, sejam por pré-tratamentos basicos ou acidos (Houfani et al.,
2020). Os pre-tratamentos também podem ser toxicos para alguns microrganismos,
devido a producgéo de compostos fendlicos na hidrolise de pré-tratamentos (Saloméao
et al., 2019).

Outro importante residuo agroindustrial € o pé de madeira, também conhecido

como po de serra, neste a producédo enzimatica da endoglucanase também foi baixa,
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0,3 U/mL entre 48 a 72 horas (figura 10 B), acompanhando o crescimento fingico no

p6 de madeira que também foi considerado baixo (figura 10 B).

Apesar da baixa producéo da endoglucanase pelo fungo, o perfil de producéao
foi considerado um dado importante devido ao comportamento da producao
enzimatica pelo fungo, na figura 10 B é possivel observar uma curva de producéo da
endoglucanase, registrando um aumento na producdo da enzima nas primeiras 48
horas do cultivo, seguido de uma estabilizacdo entre 48 e 72 horas e posterior queda

na producdo da enzima até 144 horas.

E possivel destacar que o fungo utilizou a fonte de carbono presente no po de
madeira para o crescimento e producdo da endoglucanase, porém ndo conseguiu
atingir quantidades significativas da enzima, bem como um crescimento abundante.
E possivel que a estrutura rigida do residuo, sua constituicdo tenha dificultado o
desenvolvimento do fungo no residuo e consequentemente a baixa producdo

enzimatica.

Este residuo considerado muito complexo para o0 crescimento de
microrganismos sem nenhum tratamento prévio o que pode ter favorecido o baixo
crescimento fingico e o baixo rendimento na producéo da endoglucanase. Ele € um
residuo proveniente de troncos de arvores e apresentam grandes quantidades de
lignina, cerca de 30% desse residuo € composto por lignina (PEDRAZZI et al.,
2019), assim como no bagaco de cana de acgucar o pé de madeira é necessario a
remocdo da lignina para garantir o bom crescimento fungico no residuo e

consequentemente a producdo de enzimas.

De acordo com Bi et al, 2021, algumas plantas também produzem
metabolicos capazes de inibir o crescimento de fungos in vivo, e apesar do
processamento do tronco da arvore apos o corte, alguns desses metabdlicos podem
continuar inibindo e dificultar o desenvolvimento dos fungos in vitro, dessa forma é
necessaria a utilizacdo de substancias antifungicas no processamento da madeira

para melhorar o rendimento na producéo de enzimas biotecnoldgicas.

Analisando o perfil fermentativo do fungo no p6 de madeira (figura 10 B),

sugere-se que um pré-tratamento no residuo melhore o acesso do fungo ao mesmo
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e aumente a producdo da enzima, contribuindo para o melhor reaproveitamento do
residuo e agregando valor ao mesmo, e consequentemente diminuindo o potencial

de contaminag¢do ambiental do mesmo.

Figura 11. Perfil de crescimento do fungo em diferentes residuos agroindustriais em

diferentes tempos de incubacéo.

Figura 11: A — Crescimento do fungo P. sanguineus em bagaco de cana de agucar;
B — crescimento do fungo em p6 de madeira; C — crescimento do fungo em papel de
filtro como indutor; D — crescimento do fungo em fibra de coco; E — crescimento do
fungo em farelo de trigo.

Fonte: autora, 2021
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A utilizagdo da fermentacdo submersa para o crescimento do fungo com o
papel de filtro como indutor foi considera boa, pois houve um significativo
crescimento do fungo como mostra a figura 11 C, porém a producdo da enzima

endoglucanase foi considerada baixa como mostra a figura 10 C.

O perfil fermentativo do fungo com papel de filtro mostra que nas primeiras 24
horas a atividade enziméatica caiu pela metade de 0,008 a 0,004 U/mL, sugerindo
gue o fungo produziu uma quantidade de endoglucanase, porém depois de 24 horas
essa producdo caiu e depois de 48 horas houve um aumento na producdo da

enzima, porém essa producao nao foi significativa.

A fermentacdo submersa utilizada para o crescimento do fungo com papel de
filtro foi associada a caldo de batata € possivel que o fungo tenha consumido o
amigo presente na batata para garantir seu rapido crescimento. Analisando o perfil
fermentativo do fungo neste residuo por uma maior quantidade de tempo,
poderiamos observar o aumento na producdo da endoglucanase depois do consumo
total do amido disponivel no meio, porém fermentacfes longas torna o processo

demorado e mais oneroso.

A fibra de coco é um importante residuo encontrado de forma abundante em
todo litoral brasileiro e também foi utilizado para fermentacdo do fungo P.
sanguineus, porém a analise da producdo da enzima endoglucanase dificultada
devido & alta concentracdo de AR presente no residuo, como mostra a linha de base
da figura 10 D, pois a quantificacdo da endoglucanase é realizada com quantificagdo
de AR proveniente da hidrolise do substrato CMC.

Mesmo realizando a lavagem e secagem do residuo ndo houve diferenca
significativa da quantidade de AR do residuo. A fibra do coco apresenta grande
interesse devido ao seu grande potencial na producdo de enzimas, porém assim
como alguns outros residuos descritos anteriormente € necessario o pré-tratamento
para garantir a remocao da lignina e aumentar o acesso do fungo ao residuo e
consequentemente a produgao das enzimas (Ang et al., 2013).

O crescimento fungico na fibra de coco foi considerado lento comparado com
o crescimento em outros residuos (figura 11 D), este residuo assim como o bagaco
de cana e a p6 de madeira também apresenta grande quantidade de lignina na sua

estrutura dificultando o acesso do fungo a celulose presente no residuo, a fibra do
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coco verde apresenta entre 35-45% de lignina, 23-43% de celulose e 3-18% de
hemicelulose (PRADO et al., 2014).

O farelo de trigo foi o residuo agroindustrial que apresentou maior e melhor
producdo da endoglucanase pelo fungo P. sanguineus, a maior producdo foi com
196 horas de fermentacdo, porém comparando com os tempos de incubacéo

anteriores nao houve diferenca significativa de producéo como mostra a figura 10 E.

Observando o perfil fermentativo do fungo no farelo de trigo € possivel
observar que a producdo da enzima apresentou uma curva de producdo, um
aumento crescente da producdo enzimatica com 24 horas até atingir o maximo da

producdo com 168 horas e depois um decréscimo com 240 horas.

A maior producdo da endoglucanase ocorreu com 168 horas de fermentacéo,
porém com 72 horas o fungo ja apresentava uma producdo enzimética significativa
em menor tempo de fermentagdo. O farelo de trigo € um residuo menos complexo
que os descritos anteriores e isso favoreceu o desenvolvimento do fungo e a

producao da enzima.

Analisando o crescimento fungico no farelo de trigo na figura 11 E é possivel
observar o grande crescimento do mesmo com 72 horas de cultivo, o crescimento
fungico abundante no residuo evidéncia a facilidade que o fungo teve de crescer no
residuo isso pode esta relacionado a alta porosidade do residuo e a baixa
guantidade de lignina cerca de 10% (TANASKOVIC et al., 2021)

Outros fatores também podem ter favorecido para 0 sucesso no crescimento
do P. sanguineus no farelo de trigo como o tamanho das particulas adequado e
favorece consisténcia para ancoragem e crescimento dos fungos, a textura do
residuo que permanece solta mesmo na presenca de umidade e apresenta grandes
guantidades de nutrientes essenciais, como celulose, hemicelulose, sais minerais e
proteinas o que fornece excelente suporte para o desenvolvimento fingico e

producao de enzimas (DAS et al., 2013).

Alguns estudos avaliam a producdo de enzimas fangicas com uma

associacdo de alguns tipos de residuos como, por exemplo, farelo de trigo e casca
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de arroz, farelo de trigo e bagaco de cana aumentando o suporte nutricional do
fungo (CAMASSOLA and DILLON, 2007).

GOMATHI et al., 2012 analisando a producdo de CMCase pelo fungo
Aspergillus flavus em diferentes residuos industriais através da fermentacdo em
estado solido observou a maior producdo enzimatica foi em farelo de trigo

produzindo 0,540 U/mL no quarto dia de fermentacéao.

Outras enzimas também sdo produzidas utilizando o farelo de trigo como
substrato fangico, EL-KHONEZY et al., 2021 observou que a producdo de uma
protease alcalina foi de 3428,9 U/mg no farelo de trigo, esta foi a maior producéo

entre os residuos agroindustriais testados.

O farelo de trigo mostrou-se um excelente residuo para utilizacdo em
fermentacdes em estado sélido, mas também s&o utilizados para testes de
sacarificagcdo como primeira etapa na triagem de endoglucanases com potenciais

para producgao de etanol de segunda geracao.

5.2.2. Extrato Bruto

Analisando os perfis fermentativos e a producdo enzimética da
endoglucanase do P. sanguineus em diferentes residuos agroindustriais testados e
observando a excelente producdo em farelo de trigo, este residuo foi selecionado

para o isolamento, caracterizacéo e aplicacdo biotecnolégica da enzima.

O extrato bruto obtido ap6s a fermentacdo com farelo de trigo apresenta

coloragcdo marron, homogenia e foi armazenado em geladeira a 2 a 8°C.
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5.3. PURIFICACAO ENZIMATICA

5.3.1. Precipitacdo com sulfato de amoénio e precipitagdo com etanol

O fracionamento de proteinas € a primeira etapa no processo de isolamento
dessas macromoléculas, a principal forma de precipitar as proteinas numa solucéo
ou extrato bruto € usando o sulfato de amoénio, este interage com as proteinas e

interfere na sua solubilidade em agua.

Apos a precipitagdo com sulfato de amoénio foi possivel observar que néo
ocorreu a concentracdo da endoglucanase do P. sanguineus em uma unica fracéo,

mas a atividade enzimatica ficou distribuida nas cinco fracdes obtidas, figura 12.

Figura 12. Perfil de precipitacdo com sulfato de aménio.

Fracionamento Salino
0.6+

el

0.4 Eii

R
.

=
i

Atividade enzimatica (U/mL)

Fonte: autora, 2022

Os dados da precipitacdo com sulfato de amonio ou salina mostram uma
perda significativa da atividade enzimatica nas fracdes em relacdo ao extrato bruto,

a fracdo 40-60% foi a fracdo que apresentou maior taxa de atividade da
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endoglucanase, porém com perda de 50% em relagdo extrato bruto e apresentou
uma recuperacao de apenas 7,34%. Analisando o gréfico acima é possivel observar
gue nao houve resolucdo na precipitagdo com sulfato de amonio e a recuperacao foi

muito baixa.

A precipitacdo com sulfato de amoénio pode ser inviavel para algumas
proteinas e /ou enzimas gerando perda da estrutura tridimensional da mesma e

perda de atividade.

Diante do insucesso da precipitacdo com sulfato de aménio o extrato bruto foi
submetido a um novo fracionamento utilizando etanol absoluto, nesse processo foi
possivel observar uma concentracdo da atividade enzimética em uma Unica fracao
80-100% de etanol absoluto (figura 16), mostrando uma resolugdo muito boa da
precipitacdo com etanol e um aumento significativo da atividade enzimatica na

fracdo 80-100% em relacdo ao extrato bruto.

O aumento da atividade em relagcdo ao extrato bruto pode indicar a remogao
de importantes contaminantes e até inibidores presentes no extrato bruto,
aumentando atividade enzimatica. Além de uma boa resolucéo, a precipitagdo com
etanol também permitiu uma excelente recuperacdo enzimética de 126% com
atividade de 0,996 U/mL na fragdo 80-100%.
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Figura 13: Perfil de fracionamento do extrato bruto com etanol absoluto.
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O fracionamento de proteinas utilizando etanol tem sido bastante utilizando
como alternativa quando o fracionamento com sulfato de amonio ndo alcanca bons
resultados de resolucdo e recuperacao da enzima. O fracionamento com etanol além
de separar as proteinas em frac6es também mostra que as proteinas apresentam
estabilidade em grandes quantidades de alcool (XUE et a., 2018), caracteristica
muito importante para varios processos industriais como a producdo de etanol de

segunda geracao.

A viabilidade das proteinas e/ou enzimas e a taxa de recuperacdo das
mesmas sdo aumentadas quando a precipitacdo com solventes organicos ocorre em
baixas temperaturas e sobre constante agitacdo (BOHORQUEZ, 2014). O que pode
ter contribuido para o bom resultado dessa forma de precipitacgdo com a

endoglucanase do P. sanguineus.

As endoglucanases apresentam maior interacdo com agua o que define uma

maior solubilidade em agua, dessa forma é necessario uma maior for¢a seja por sal
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no fracionamento com sulfato de amdnio ou por etanol no fracionamento com etanol

para diminuir as interacdes endoglucanase-agua e fazer com que elas precipitem.

Outras endoglucanases também ficam concentradas nas fracbes com
maiores quantidades de sal ou de solventes organicos, como por exemplo, a
endoglucanase isolada Chaetomium thermophilum, apds a precipitagdo com sulfato

de amonio a enzima ficou concentrada na fragéo 80% (HAN et al., 2020).

A precipitacdo com etanol é utilizada para fracionar outros tipos de proteinas
e/ou enzimas como, por exemplo, a gelatina que ao ser precipitada com etanol
melhoraram suas propriedades devido ao aumento das interacdes intramoleculares

e intermoleculares (PENG et al., 2021).

Outra importante vantagem na utilizacdo de etanol para pré-purificar as

endoglucanases € verificar sua estabilidade em alcool, visto que uma das suas

principais utilizacéo biotecnoldgica é a producédo de etanol de segunda geracao.

A precipitacdo com etanol também é amplamente utilizada para purificacao de
polissacarideos, pois favorece a obtengdo de polissacarideos com diferentes

composic¢des quimicas e pesos moleculares (JIA et al., 2021).

Outros solventes organicos também sao utilizados para fracionar
endoglucanases, a exemplo da endoglucanase isolada do Fomitopsis meliae que foi
fracionada com acetona e obteve a taxa de recuperacédo de 74,33% (PATEL and
SHAH, 2021).

5.3.2. Cromatografia liquida

Apoés a primeira etapa de purificacdo (fracionamento com etanol) a fracdo 80
— 100% apresentou maior atividade enzimatica e maior recuperacao (126%), esta foi
encaminhada para cromatografia de troca idnica (DEAE Sepharose). Na etapa
cromatografica foram coletadas aproximadamente 60 fracdes, na fracdo 8 a enzima
foi eluida como mostra a figura 17, a fragdo 8 também corresponde ao maior pico na
analise do perfil de proteinas a 280 nm e como o Unico pico com atividade

enzimatica (U/mL) anélise a 540 nm, com taxa de recuperagéo de 92%.
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Figura 14. Perfil cromatogréafico do isolamento da endoglucanase produzida pelo

fungo P. sanguineus em cromatografia de troca ionica (DEAE Sepharose).
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Figura 16. Analise do perfil de eluicdo de proteinas em espectrofotbmetro a 280 nm
(linha preta), andlise do perfil da atividade enzimatica a 540 nm (linha vermelha).

Como mostra o cromatograma na figura 17, a endoglucanase foi eluida antes

do gradiente de concentragdo de sal ter iniciado, ou seja, ndo houve uma interagao

forte entre a resina e a endoglucanase do P. sanguineus, com isso podemos sugerir

gue a enzima pode apresentar menor quantidade de aminoacidos carregados

negativamente.

O perfil cromatografico também mostra que a maioria das proteinas presentes

na fracdo 80-100% do fracionamento com etanol foi adsorvido a resina DEAE

sepharose, pois foram apenas eluidas com o aumento da concentracdo do NaCl
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demonstrando a diferenca de cargas das proteinas e/ou enzimas presentes da
fracdo 80-100%.

Apesar da ndo adsorcdo da enzima a cromatografia de troca ionica (DEAE
Sepharose) apresentou excelente capacidade de isolamento da endoglucanase do
P. sanguineus, tendo em vista que ap6s a cromatografia a enzima foi eluida
completamente isolada. Garantir o isolamento de enzimas com apenas um passo
cromatografico permite aumentar a taxa de recuperacdo da mesma e diminuir

significativamente os custos do processo.

O isolamento de endoglucanases pode acontecer de varias maneiras
utilizando diferentes tipos de colunas cromatograficas, filtragdo em gel, troca idnica,
cromatografia de afinidade. A escolha do tipo de método cromatografico vai ocorrer
de acordo com o perfil da amostra, alguns processos necessitam de 2 ou mais

processos cromatograficos para o total isolamento da enzima.

Contudo com o aumento no numero dos passos cromatograficos pode
ocorrer uma baixa recuperacdo da enzima, pois parte dela pode ser perdida durante
0 processo gerando baixo rendimento e aumento nos custos do processo de
isolamento, tendo em vista que cada passo cromatografico apresenta um custo

elevado para execugao.

O isolamento das endoglucanases de fungos apresenta grande variedade de
formas e métodos. Algumas sao isoladas através da cromatografia de filtracdo em
gel, como por exemplo, a endoglucanase isolada do fungo Bothrytis ricini (SILVA et
al., 2018). A endoglucanase do Aspergillus terreus isolada com aproximadamente 28
kDa em coluna de filtracdo em gel (Sephacryl S-200) com recuperacédo de 13,71%
(NARRA et al., 2014).

As cromatografias de troca ibnica sao bastante utilizadas no isolamento das
endoglucanases e de outras enzimas, por exemplo, DYK et al., 2010 isolou uma
endoglucanase, xylanase, pectinase e mananases do Bacillus licheniformis SVD1
utilizando uma troca ionica (DEAE-Sepharose). A endoglucanase do Aspergillus
ochraceus também foi isolada com uma cromatografia de troca ibnica com da taxa
de recuperacao de 53% (ASHA et al., 2016).
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Devido a formacdo de um gradiente de forgca i6nica para a eluicdo das
proteinas e/ou enzimas a cromatografia de troca i6nica possibilita o isolamento de
diferentes proteinas e/ou enzimas da mesma amostra e também o isolamento de

isoformas enzimaticas.

Alguns métodos de isolamento de enzimas necessitam de 2 métodos
cromatograficos, como por exemplo a carboxmethilcellulase isolada do Bacillus
pumilus EWBCM1foi isolada com uma cromatografia de troca i6nica (DEAE
Cellulose) seguida uma filtragao em gel (Sephadex G-100) (SHANKAR et al., 2021).

A B-glicosidase do fungo Termitomyces clypeatus foi isolada utilizando dois
métodos cromatogréficos a primeira uma coluna de filtracdo em gel (Sephacry S-
200) seguida de uma DEAE Sephadex A 50, a taxa de recuperagao no final do

processo de purificacéo foi de 6,5%.

A cromatografia por afinidade é considerada um método cromatogréfico
bastante especifico e com alta eficiéncia e rendimento, porém apresenta um maior
custo de execucdo quando comparado com as cromatografias de filtracdo em gel e

troca iOnica.

A endoglucanase isolada do Tricoderma reesi foi obtida através de
cromatografia por afinidade usando Ni?* carregado na coluna, tamp&o de ligacdo

com imidazol 10 mM e tampé&o de eluicdo com imidazol 250 mM (TAO et al., 2020).

7

A purificacdo de proteinas com apenas um passo cromatografico é muito
importante para alcancar uma melhor taxa de recuperacéo, visto que a utilizacdo de
varios métodos de purificacdo pode levar uma diminuicdo na taxa de recuperacdo,

principalmente quando essas proteinas e/ou enzimas vao para processos industriais.

Na tabela 2 é possivel observar o resumo dos dados de todas as etapas do
isolamento da endoglucanase do P. sanguineus. Iniciando com a atividade
enzimatica total (U/mL), seguido da concentracao de proteinas em mg/mL, atividade
enzimatica especifica e taxa de recuperacdo da enzima ap0s cada etapa do

isolamento.
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Tabela 2: Resumo de dados de todas as etapas do isolamento da endoglucanase

isolada do P. sanguineus.

Etapas de Ativ. Total Total de proteinas Ativ. Recuperacgao (%)
purificacéo (U/mL) (mg/mL) Especifica
Extrato Bruto 1,647 0,550 mg/mL 2,880 100%
Fracdo 80-100% 1,966 0,085 mg/mL 23,86 126%
DEAE-Sepharose 2,034 0,068 mg/mL 30,67 92%

Todos os dados obtidos através de testes realizados em triplicatas e com desvio
padrao.

Na tabela 2 de resumo de dados €é possivel verificar que a concentracdo de
proteinas em todas as etapas do processo foi baixa, principalmente na ultima etapa
do processo a cromatografia, porém é possivel observar o aumento 15 vezes maior
da atividade especifica ao final do processo. Houve a remocao dos contaminantes
proteicos da amostra e a remoc¢do de possiveis inibidores da enzima o que

favoreceu o aumento da atividade especifica ao final do processo.

5.3.3. Eletroforese SDS-PAGE

O perfil proteico do extrato bruto (canaleta 2) mostra a grande quantidade de
proteinas no extrato com a coloragdo escura de varias bandas e na canaleta 3, a
fracdo 80-100% do fracionamento com etanol apresenta uma concentracdo de
proteinas menor, confirmando a eficacia do fracionamento com etanol na remocéao
de contaminantes proteicos da amostra. Na canaleta 4 é possivel visualizar apenas
uma banda proteica com aproximadamente 76 kDa confirmando o total isolamento

da enzima apds a cromatografia de troca ibnica (DEAE Sepharose).

As endoglucanases de fungos podem variar a massa molecular entre 30 a 80
KDa e podem ser facilmente visualizadas em eletroforese de proteinas, a
endoglucanase isolada do P. sanguineus apresenta massa molecular em torno de

76 KDa como mostra a Figura 17.
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Figura 15: Andlise do perfil de proteinas em gel de poliacrilamida corado com nitrato
de prata.
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Perfil de proteinas em gel de poliacrilamida. Canaleta 1: Marcado de massa
molecular, canaleta 2: extrato bruto, canaleta 3: fragdo 80-100% do fracionamento
etandlico, canaleta 4: enzima isolada.

Fonte: autora, 2021

A verificagdo exata da massa molecular de proteinas s6 possivel com a
utilizacdo de espectrébmetro de massa, contudo os géis de eletroforese conseguem
obter uma boa aproximacdo da massa molecular e sdo utilizados em diversas
andlises de purificacao de proteinas e/ou enzimas.

As endoglucanases isoladas do Phanerochaete chrysosporuim e Fomitopsis
meliae apresentam massa molecular de 42 KDa e 48 KDa respectivamente, ambas
as massas moleculares também foram estimadas com gel de eletroforese (HUY et
al., 2016; PATEL and SHAH, 2021).

Massarente et al., 2020 observou uma endoglucanase isolada do
Myceliophthora thermophila com massa molecular de aproximadamente 55 KDa. A
endoglucanase isolada do Bacillus subtilis apresenta massa molecular de 66,4 KDa
(LIU et al., 2021). SILVA et a., 2018 isolou uma endoglucanase halotolerante com

massa molecular de aproximadamente 39 KDa do fungo Bothrytis ricini.
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A eletroforese de poliacrilamida foi bastante eficiente no monitoramento das
etapas de purificacdo da enzima possibilitando a escolha das etapas seguintes no
isolamento da enzima e estimando a massa molecular da enzima isolada.

Devido a baixa concentracdo de proteinas da amostra na etapa do processo,
como mostra a tabela 2, coluna 3, foi necessario a utilizacdo do nitrato de prata para
corar o gel de poliacrilamida, pois este corante consegue corar quantidades minimas

de proteinas.
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5.4. CARACTERIZACAO ENZIMATICA

A caracterizacdo bioquimica das enzimas € um processo muito importante
para determinar as caracteristicas bioquimicas proprias da enzima isolada e estimar
guais processos industriais ela pode ser utilizada. Entre os testes bioquimicos mais
utilizacdo estédo: temperatura 6tima, estabilidade térmica, pH 6timo, estabilidade em
pH, halotolerancia, verificacdo dos parametros cinéticos da enzima e analise da
concentracdo de proteinas pelo método de Bradford.

5.4.1. Temperatura 6tima

A endoglucanase isolada do P. sanguineus apresentou temperatura 6tima de
50°C, como mostra a Figura 19, temperatura que a enzima apresentou 100% da sua
atividade quando comparado com as atividades residuais nas outras temperaturas
testadas. Também é possivel observar que aos 40°C e 60°C a enzima apresentava
50% da atividade e s6 a partir em 70°C a enzima perdeu totalmente sua atividade

catalitica.

A perda total da atividade enzimatica a partir dos 70°C pode representar um
efeito sobre a estrutura tridimensional da enzima, altera¢gées conformacionais devido
a quebra de ligagbes de hidrogénio e outras interagbes que estabilizam a mesma.
Essas alteracbes nas estruturas podem ser tempordrias ou permanentes, as
temporarias sdo encontradas em enzimas que apresentam capacidade renaturante
de suas estruturas quanto submetidas a ambientes menos estressantes, porém as
alteragOes permanentes sao as que geram desnaturacdo total e permanente das
enzimas, ou seja, mesmo com o retorno ao ambiente em condi¢des 6timas elas ndo

sao capazes de retornar a atividade catalitica.
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Figura 16: Determinagdo da temperatura 6tima da endoglucanase isolada do fungo
P. sanguineus.

Temperatura 6tima

= 100
w
3
= 75-
d
| .
['1]

50-
B
o
§ 25+

n 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100

Temperatura C°

A andlise da temperatura 6tima da endoglucanase do P. sanguineus em pH 6timo da
enzima (pH 5,0).

As endoglucanases sdo enzimas que apresentam temperatura Otima
considerada alta em torno de 50 a 70°C como mostra varios estudos publicados nos
altimos anos, com excec¢do das endoglucanases isoladas de microrganismos

extremofilos que podem apresentar temperatura otima de até 80°C.

A temperatura Otima das enzimas depende do organismo de origem, da
estrutura primaria dessas enzimas, das interacdes quimicas existentes, entre outros
fatores, por exemplo, microrganismos extremofilos possuem enzimas consideradas
extremofilas, suportam temperaturas e outras condicdes extremas como, pHs
extremos, grandes quantidades de sal, entre outras caracteristicas (ISHIHARA et a.,
1998).

As endoglucanases isoladas dos fungos extremoéfilos Sporotrichum sp.,
Thermoascus aurantiacus, Talaromyces emersonii, apresentam 100% da atividade
entre 70 a 80°C (ISHIHARA et al.,, 1998; MURRAY et a., 2001) e podem ser
consideradas endoglucanases extremofilas. As enzimas extremofilas podem
apresentar caracteristicas bioquimicas excelentes para varios processos industriais,

pois suportam Varios tipos de processos em condicdes extremas, porém o
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isolamento dessas enzimas pode ser mais exigentes devido as exigéncias no cultivo

dos microrganismos extremofilos.

As maiorias das endoglucanases isoladas de microrganismos sdo de
microrganismos mesofilos, ou seja, apresentam temperatura étima entre 50 a 70°C.
Como por exemplo, as endoglucanases isoladas do Bothrytis ricini e do Bacillus
subtilis que apresentaram temperatura 6Otima de 50°C e ambos o0s juntos sédo
considerados microrganismos mesofilos (SILVA et al.,, 2018; LIU et al., 2021).
PATEL and SHAH, 2021 isolou uma endoglucanase do Fomitopsis meliae com

temperatura 6tima de 70°C.

5.4.2. Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica é outra caracteristica bioquimica importante em
enzimas de interesse biotecnoldgico, pois as maiorias dos processos industriais
acontecem com grandes variacfes de temperatura e as enzimas que apresentam
boa estabilidade térmica conseguem exercer suas atividades em temperaturas

variadas ou ndo perdem suas atividades com a variagao das temperaturas.

A estabilidade térmica encontrada na endoglucanase do P. sanguineus
demonstrou estabilidade com 50% da atividade entre 20 a 55°C, como mostra a

Figura 17.

Figura 17: Determinacao da estabilidade térmica da endoglucanase isolada do fungo

P. sanguineus.
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E possivel que temperaturas acima de 60°C modifiquem a estrutura
tridimensional da proteina ou remova ligagbes covalentes da macromolécula
gerando a perda da atividade enziméatica. Analisando o perfil de temperatura 6tima
na figura 16, observa-se que a enzima submetida a temperatura maior que 60°C a
enzima perde sua atividade catalitica, poréem submetendo novamente a enzima a
temperatura 6tima 50°C, ocorre um pequeno retorno da atividade catalitica (figura
17), pois algumas proteinas e enzimas podem voltar total ou parcialmente a sua

conformacéo ativa depois de uma desnaturacéo.

Contudo na temperatura de 80°C é possivel observar que ndo ha atividade
enzimatica, nem retorno da atividade enzimatica apos diminuicdo da temperatura,

figura 17.

Analisando a atividade enzimatica nas temperaturas de 20° e 30°C é possivel
observar que houve um aumento da atividade atingindo aproximadamente 55%
guando a enzima retorna a temperatura 6tima 50°C figura 17, porém analisando
atividade apenas em 20° e 30°C figura 16, a atividade € de aproximadamente 30%,
ou seja, h4 um acréscimo de pelo menos 20% de atividade enzimatica quando a
enzima apesar de for exposta a temperatura de 20° e 30°C retorna a 50°C, isso
pode ocorrer devido ao rearranjo das estruturas tridimensionais nas condicdes da

enzima.
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A termoestabilidade enzimética é proveniente dos arranjos e das forcas que
estabilizam os residuos de aminoacidos que compdem da enzima ou o sitio ativo da
mesma. Endoglucanases de organismos que vivem tem temperatura de 20 a 30°C
tem suas enzimas com estruturas mais flexiveis e menor nimero de interagdes intra
ou intermoleculares e empacotamento hidrofébico menor, as algcas dessas enzimas
sdo mais longos e com menos residuos de prolina, maior niumero de glicina,

favorecendo uma menor estabilidade térmica (JUTURU and WU, 2014).

As endoglucanases termofilicas ou termoestaveis apresentam nudcleo de
proteina hidrofébico rigido e compacto, estrutura com alto conteddo de prolina, loop
reduzido, superficie polar elevada, favorecendo maior estabilidade estrutural das
enzimas e/ou proteinas (JUTURU and WU, 2014).

A ocorréncia de residuos hidrofobicos de prolina, isoleucina e valina e maior
proporcdo de residuos de aminoacidos polares aumenta a hidrofobicidade e a
rigidez das proteinas favorecendo o aumento da estabilidade térmica, bem como a
presenca de chaperoninas que ajudam no redobramento das proteinas (DADWAL et
al., 2021).

E possivel realizar a substituicdo de residuos de aminoécidos flexiveis por
residuos de aminoacidos mais rigidos como a prolina para diminuir a flexibilizacado
da estrutura tridimensional e consequentemente aumentar a estabilidade térmica da
enzima, porém esse tipo de técnica aumenta o custo do processo de obtencédo da
enzima. (DOTSENKO et al., 2019).

Além do isolamento de enzimas com maior atividade especifica e maior
estabilidade térmica, muitos pesquisadores tem tentado remodelar enzimas para
melhorar sua estabilidade térmica utilizando engenharia de proteinas ou usando
diferentes métodos de otimizacdo de condi¢do para conseguir grandes quantidades
de enzimas (DEHNAVI et a., 2016; AKBARZADEH et al., 2018).

A endoglucanase recombinante isolada do Myceliopthora thermophila
(organismo extremofilo) manteve-se viavel com até 70% da atividade em 100°C foi
utilizada a levedura Pichia pastoris para expressar essa endoglucanase em maior
guantidade (PHADTARE et al., 2017).
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A producdo de etanol a partir da biomassa lignocelulésica € uma das
principais aplicacdes das celulases e estas enzimas precisam apresentar boa
estabilidade térmica, pois o processo de producdo do etanol € realizado em altas
temperaturas variando entre 50° a 60°C (DADWAL et al., 2021).

A busca por enzimas de interesse biotecnolégico com boa estabilidade
térmica € uma crescente em todo mundo visto que o comércio internacional de
enzimas e a busca por fontes sustentaveis e limpas em processos industriais vém
crescendo, bem como a utilizagdo de enzimas termoestaveis permite aumentar a
solubilidade do substrato, aumentar a viscosidade das enzimas para reacao rapida e
melhorar a recuperacdo de substratos volateis em temperaturas elevadas (Areeshi,
2022).

5.4.3. pH Otimo

O pH é outra caracteristica muito importante para as enzimas realizarem suas
atividades cataliticas, assim como a temperatura, o pH é essencial para garantir o
melhor resultado da funcéo catalitica da enzima. A endoglucanase isolada do P.
sanguineus apresentou pH étimo em tampao acetato de sédio pH 5,0, pH 6timo mais
encontrado entre as endoglucanases de fungos. A Figura 18 mostra o perfil de
atividade da enzima isolada nos diferentes pHs analisados.

O pico da atividade enzimatica (100%) ocorreu em pH 5,0, porém na figura 18
€ possivel verificar que entre o pH 3,0 e 0 5,0 a atividade foi préxima aos 100% em
pH 6,0 a enzima mantem 50% da sua atividade. Evidenciando o pH acido como o
melhor para a atividade da endoglucanase do P. sanguineus.
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Figura 18. Determinacéo de pH 6timo da endoglucanase isolada do P. sanguineus.
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Todas as reacOes para determinar o pH 6timo foram realizadas na temperatura
otima da enzima 50°C.

O pH 6timo das endoglucanases podem variar de acordo com o organismo de
origem da mesma, porém varios estudos demonstram que o pH 5,0 esta entre 0s
mais encontradas nesse tipo de enzima e a faixa acida do pH favorece a atividade

dessas endoglucanases.

Alguns exemplos podem ser observados na literatura: o fungo Penicillum
verruculosum apresenta endoglucanase com pH de 4,5 a endoglucanase do
Fusarium verticillioides apresenta maxima atividade entre pH 4,5 e 5,5 (DOTSENKO
et al.,, 2019; ALMEIDA et al., 2013). SILVA et al;. 2018 isolou uma endoglucanase

halofilica do fungo fitopatogénico Bothrytis ricini com pH étimo igual a 5,0.

KUMAR et al., 2019 analisando uma endoglucanase recombinante
proveniente de uma biblioteca gendémica e expressa em Escherichia coli verificou
gue o pH 6timo da enzima € o pH 6,0, contudo o pH 5,0 a enzima apresenta 80% da
Sua atividade.

No grafico acima, (figura 18) € evidente que o pH 2,0 muito acido exerce um

efeito contrario ao pH 5,0, a atividade enzimatica € de aproximadamente 20%, bem
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como acima do pH 7,0 a enzima perde consideravelmente a atividade. Mostrando
gue o pH alcalino ndo € o melhor para atividade enzimatica da endoglucanase do P.

sanguineus.

Assim como a temperatura pode alterar a estrutura tridimensional da enzima e
consequentemente alterar sua atividade, o pH também influéncia na estrutura das
enzimas, estes podem alterar a carga os residuos de aminoacidos, modificando

suas interagdes e sua conformacao, gerando perda de atividade parcial ou total.

Assim como estabilidade térmica é essencial para varios processos
industriais, o pH enzimatico é muito importante para processos industriais, segundo
DADWAL, mostra como a variagcao do pH influéncia na producdo de etanol, pois 0
rendimento foi de 138,7% entre o pH 5,0 a 8,0 quando utilizado a palha do arroz

para sacarificacao e fora dessa faixa de pH o rendimento caiu consideravelmente.

Outro exemplo é encontrado na industria do papel que apresenta processos
com temperaturas altas e pH entre 6,5 a 7,0, para que as endoglucanases consigam
exercer suas atividades cataliticas e garantir uma maior eficacia catalitica e

consequentemente maior rendimento (KUMAR et al., 2016).

5.4.4. Estabilidade em pH

A estabilidade em pH é a capacidade da enzima em manter sua atividade
catalitica numa determinada faixa de pH, quando maior a faixa de pH que as
enzimas suportam melhor para os processos biotecnolégicos, pois muitos deles
ocorrem com grande variacdo de pH. A endoglucanase isolada do P. sanguineus
apresenta boa estabilidade a variacdo de pH a enzima manteve mais de 50% da

atividade na faixa de pH 5,0 a 8,0.

A enzima apresentou capacidade de retornar ou aumentar a atividade
enzimatica depois de exposta a pHs diferentes do seu pH 6timo (figura 19), essa
capacidade foi mais proeminente entre os pHs mais neutros ou levemente alcalinos,

como os pHs 6,0, 7,0 e 8,0.
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Figura 19: Determinacdo da estabilidade em pH da endoglucanase isolada do P.

sanguineus.
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Todas as reacOes para determinar a estabilidade em pH ocorreu na temperatura
Otima da enzima.

Endoglucanases que apresentam estabilidade em pH 8,0 jA podem ser
chamadas de endoglucanases neutras e ligeiramente alcalinas e elas sdo muito
utilizadas nas industrias de detergentes e téxtil (Dhar et al., 2015). A endoglucanase
do presente estudo demonstrou manter 75% da atividade em pH 8,0 como mostra a

figura 19, o que favorece sua utilizagao nas industrias de detergentes e téxtis.

E possivel observar que faixas extremas de pH exercem um efeito negativo
na atividade enzimatica gerando a perda quase que total da atividade enzimatica, é
provavel que nessas faixas extremas ocorra a desnaturacdo da enzima. Os dados
encontrados demonstram que processos industriais que ocorram em pH extremos

pode gerar a perda da enzima.

Por exemplo, na indlstria de detergentes € necessério a exposicdo das
enzimas a pHs mais alcalinos e a importantes surfactantes que também podem
exercer efeito desnaturante para proteinas em geral, entdo devem utilizadas
enzimas que suportem pH mais alcalino e mantenham suas atividades na presenga

de surfactantes.
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DHAR et al., 2015 isolou uma endoglucanase do Paenibacillus sp e destacou
sua estabilidade alcalina como uma forte candidata a endoglucanases para
detergentes com enzimas ativas esta endoglucanase apresentou estabilidade com

mais de 60% da atividade entre o pH 6,0 e 9,0.

Analisando uma endoglucanase isolada de um consorcio bacteriano verificou-
se a estabilidade em pH entre o pH 4,0 ao 6,0 com mais de 60% da atividade
enzimatica evidenciando que as endoglucanases isoladas de outros microrganismos

também sdo mais estaveis em pHs acidos a neutros.

Dessa forma é muito importante destacar que os parametros de temperatura
e pH sdo muito importante na atividade enziméatica, pois alteram significativamente a
estrutura da enzima ou seu sitio catalitico e a descricdo das caracteristicas séo
essenciais para encontrar endoglucanases com potenciais biotecnologicos e ampliar

0 conhecimento a cerca dessas carboidrases e outras enzimas (Patel et al., 2019).

5.4.5. Halotolerancia

A halotolerancia € a capacidade de manter-se viavel em grandes
concentracbes de sal, é uma caracteristica comumente encontrada entre
microrganismos extremdfilos e macromoléculas, esta caracteristica € muito
importante para varios processos industriais. Nos microrganismos mesofilos é

possivel ser encontrada em algumas macromoléculas a capacidade halotolerante.

A endoglucanase isolada do P. sanguineus apresentou uma caracteristica
halotolerante, pois se manteve com atividade enzimética maior que 100% em até 5
M de NaCl e também apresentou um comportamento halofilico, pois sua atividade
enzimatica foi maior na presenca de sal quando comparado com a atividade na

auséncia de NaCl (figura 20).

Algumas macromoléculas podem ser chamadas de halofilicas, pois tem sua
atividade aumentada na presenca de grandes concentracdes de sais, entre 4 a5 M
(Madern et al., 2000), outras podem ser chamadas de poliextremofilica quando séo

estavel em pH alcalino, alta temperatura, atividade em meio micro aquoso e
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atividade na presenca de sal e maior resisténcia a desnaturagdo, entre elas podem
ser encontradas as celulases, DNases, lipases, pectinases, proteases e xilanases
(Garcia et al., 2012).

Figura 20. Perfil de halotolerancia da endoglucanase isolada do P. sanguineus.
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Todas as reacgOes para determinar a halotolerancia foram realizadas em temperatura
e pH o6timo da enzima.

As enzimas halofilicas requerem a presenca de altas concentracdes para
exercer suas atividades e em baixas concentragdes de sais ou na auséncia de sais a

estabilidade estrutural e atividade enziméatica é perdida total ou parcialmente.

As solugcbes contendo grandes quantidades de sal exercem um efeito
desnaturante nas proteinas, pois a alta concentracdo de sal aumenta a tenséo
superficial da dgua e induz a competicdo entre as proteinas e os ions de sal e isso
leva a desnaturacdo das proteinas. Algumas caracteristicas das proteinas e/ou
enzimas podem ser alteradas na presenca do sal, como por exemplo: solubilidade,
ligacao, estabilidade, cristalizacéo e precipitacdo (Mokashe et al., 2018).

Algumas endoglucanases apresentam capacidade halotolerante ja descritas
na literatura, como mostra a tabela 3 abaixo. A concentracdo maxima suportada por

essas enzimas varia de acordo com as caracteristicas intrinsecas da enzima.
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Tabela 3. Analise da capacidade halotolerante das endoglucanases de fungos.

Fungos Concentracéao Referéncias
maxima de NaCl (M)

Bothrytis ricni 2 M SILVA et al., 2018
Paenibacillus xylanivorans 35 M GHIO et al., 2020
Dictyoglomus thermophilum 4 M SHI et al., 2013

Stachybotys microspora 5M HMAD et al., 2017

Haloarcula sp 5M SAFAK et al., 2020

Cel 5R biblioteca genbmica 15M KUMAR et al., 2019

Nas enzimas halofilicas podem conter maior nimero de aminoacidos &cidos
na superficie como serina e treonina em contraste com proteinas nao halofilicas,
baixa quantidade de lisina, alta proporcéo de residuos hidrofobicos (glicina, alanina e
valina) (Garcia et al., 2012).

Enzimas halofilicas sdo de grande importancia nos processos industriais, pois
Muitos processos ocorrem na presenca de grandes concentracdes de sais, como por
exemplo, as industrias téxteis, de detergentes, alimentos, racdo animal, cervejas e
industriais agricolas (SAFAK et al., 2020).

Algumas enzimas podem apresentaram caracteristica poliextremofilica
guando sd@o estaveis a varios ambientes extremos ao mesmo tempo, como: pH
alcalino, alta temperatura, atividade em meio micro aquoso e atividade na presenca
de grandes quantidades de sal e maior resisténcia a desnaturacdo, essas
caracteristicas podem ser encontradas em enzimas do tipo celulases, DNases,

lipases, pectinases, proteases e xilanases (Garcia et al., 2012).

5.4.6. Constantes cinéticas

As constantes cinéticas sdo parametros que avaliam o comportamento das
enzimas em relacéo ao substrato, velocidade da reacéo, eficacia catalitica, a cinética
enzimatica € depende da temperatura e pH da enzima, pois alteracdes na
temperatura e pH podem alterar o comportamento da enzima. Entre as constantes

analisadas o0 Km é um dos principais parametros analisados, este determina a
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concentracéo de substrato que a enzima precisa para atingir a metade da velocidade

maxima.

A endoglucanase isolada do P. sanguineus apresentou Km igual a 3,18 £ 100
mg/mL e representa a afinidade que a enzima tem pelo substrato. Outro importante
parametro determinado foi o Kcat, onde é obtido o numero de moléculas de
substrato convertidas em produtos por uma molécula de enzima por unidade de

tempo, o Kcat foi igual a 4,53 S™.

Figura 21. Analise da curva de Michaelis-Menten da endoglucanase isolada do P.

sanguineus.
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Todas as reagdes ocorreram em triplicata e nas condi¢gfes 6timas da enzima.

Na curva de Michaelis-Menten acima (figura 21) é possivel observar é
necessario mais substrato para que a enzima atinja o platd da velocidade maxima,

ou seja, ela demora mais tempo para chegar a saturacéo do seu sitio ativo.

Uma analise comparativa entre Km de outras endoglucanases isoladas de
fungos é possivel verificar a diversidade existente. LIU et I., 2011, identificou o Km
da endoglucanase isolada do fungo Aspergillus fumigatus igual a 37,88 mg/mL

utilizando o CMC como substrato.
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O Km e o Kcat da endoglucanase isolada do Fomitopsis meliae foram iguais a
12,0 mg/mL e 129,41/s respectivamente, a enzima também apresentou de 556,58
pumol/min/mg (PATEL and SHAH, 2021). A endoglucanase isolada do Bothritis ricini
apresentou km de 0,1299 + 0,0096 mg/mL e Vmax de 0,097 + 0,00121 mol/min/mL
(SILVA et al., 2018).

Os estudos cinéticos sdo muito importantes para determinar as caracteristicas
e 0 comportamento das enzimas, esses dados permitem aplicar o uso das enzimas

de forma a garantir uma maior eficicia catalitica e obter maiores resultados.

Diante da grande variedade de endoglucanases isoladas, ha também uma
grande diversidade de caracteristicas bioquimicas encontradas é necessaria analisar
gqual endoglucanase pode ser mais bem aplicado a cada processo industrial visando

uma maior eficiéncia no processo, menor custo e menor tempo.
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5.5. APLICACAO BIOTECNOLOGICA

5.5.1. Sacarificacdo de residuos agroindustriais

Como ja é bastante conhecido as enzimas sdo amplamente utilizadas em
processos industriais elas correspondem a uma parcela consideravel do comércio
internacional, a utilizagdo das enzimas em processos industriais visa melhorar o
desempenho dos processos, dar maior eficdcia e ampliar a utilizagcdo de fontes

consideradas limpas para o meio ambiente.

A sacarificacdo dos residuos agroindustriais € primeira etapa de analise da
endoglucanase quanto a capacidade de degradar os residuos agroindustriais e
liberar agucares redutores que podem ser fermentaveis para posterior produgédo de

etanol de segunda geracao.

A endoglucanase isolada do fungo P. sanguineus sacarificou os trés residuos
agroindustriais e conseguiu produzir 155 mg/mL de acucares redutores em bagaco
de cana, 192 mg/mL em farelo de trigo e 273 mg/mL em casca de arroz todos em 24

horas de incubag¢do, como mostra a Figura 24.

Figura 22. Perfil de sacarificacdo de residuos agroindustriais (bagaco de cana, casca
de arroz e farelo de trigo) com a endoglucanase isolada do P. sanguineus.
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Todas as reac¢des ocorreram em condi¢des 6timas da enzima.
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A endoglucanase do P. sanguineus apresentou maior de producdo de
acucares redutores na sacarificacdo da casca do arroz em 24 horas de hidrolise do
residuo, gerando 273 mg/mL de acucares redutores. H4 uma grande variedade de
resultados quando comparado a sacarificagdo utilizando endoglucanases fangicas
visto que cada endoglucanase pode atuar de formas diferentes em diferentes

residuos agroindustriais.

A casca do arroz € um importante residuo agroindustrial, pois é o alimento
béasico de toda populagdo mundial especialmente na Asia e na Africa. Mas apenas
cerca de 20% da casca do arroz é reaproveitada para producao de biocombustiveis,

papel, fertilizantes e racdo animal (ABRAHAM et al., 2016).

Apods a colheita a maior parte € utilizada como fertilizante no préprio solo ou
utilizada como cobertura morta para safra seguinte, porém a lentiddao para a
incorporacédo da palha do arroz no solo pode gerar doengas na plantacéo do arroz
ou parte € queimada, porém esse destino gera impacto negativo ao meio ambiente
(BERNARD and GOODMAN, 2020).

A boa sacarificacdo da endoglucanase do P. sanguineus pode esta
relacionada com as caracteristicas da enzima e com a composicdo da casca do
arroz, esta apresenta 28% de celulose, 22% de hemicelulose e 19% de lignina, a
maior porcdo da casca do arroz € composta de celulose o que favorece a atuacéo
da enzima sobre o residuo (BERNARD and GOODMAN, 2020).

Devido a presenca de lignina na composicdo da casca do arroz alguns
autores sugerem o pré-tratamento do residuo antes da sacarificacdo enzimatica,
porém apesar desse processo melhorar 0 acesso da enzima ao residuo pode
favorecer a diminuicdo na eficacia da enzima, pois o processo de pré-tratamento
pode gerar compostos desfavoraveis a enzima e aumentar o custo do processo
(ABRAHAM et al., 2016).

ApoOs a sacarificacdo da casca do arroz a endoglucanase do P. sanguineus
conseguiu sacarificar de forma significativa o farelo de trigo com produgéo de 192
mg/mL de acUcares em 24 horas, a composicado do farelo de trigo apresenta cerca
de 12% de celulose e baixissimas taxas de lignina o que favorece sua sacarificacao
(TANASKOVIC et al., 2021).
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O terceiro residuo utilizado na sacarificacao foi o bagaco de cana, importante
residuo agroindustrial e bastante na producdo de etanol de segunda geracdo na
tentativa de diminuir a perda das usinas de cana de agucar e aumentar a producao
de etanol. Contudo o bagaco de cana contém significativa quantidade de lignina o
gue interferir na acdo direta das enzimas, sendo necessério o pré-tratamento do
residuo (BERTONHA et al., 2018).

Alguns estudos utilizando endoglucanases de outros fungos para sacarificar
residuos agroindustriais também conseguiram sacarificar o bagaco de cana sem
nenhum pré-tratamento prévio, a exemplo da endoglucanase isolada do Bothritis
ricini que apresentou producédo de 137 mg/mL de acUcares redutores em 24 horas
(SILVA et al., 2018).

A endoglucanase recombinante isolada a partir do Myceliopthora thermophila
produziu 376, 402, 320, 286 e 265 mg de acucares redutores por gramas de espigas
de milho, farelo de trigo, talos de girassol, palha de arroz e farelo de arroz
respectivamente (PHADTARE et al., 2017).

Os dados obtidos a partir da sacarificacdo dos agroresiduos sdo possiveis
identificar as taxas de acucares produtores pela enzima isolada nos diferentes
residuos e como eles podem ser mais bem aproveitados para as aplicacbes
biotecnoldgicas. A sacarificacdo pode ter seus resultados alterados quando também

séo alteradas as condicOes das reacdes das enzimas.
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6. CONCLUSOES

O fungo P. sanguineus conseguiu se desenvolver e produzir uma importante
endoglucanase a partir da fermentacdo em estado sélido no farelo de trigo com 72
horas de fermentacdo quando comparado com os outros 4 residuos agroindustriais

(bagaco de cana de acucar, pé de madeira, papel de filtro e fibra de coco).

A endoglucanase foi isolada através do fracionamento com etanol e da
cromatografia de troca iénica (DEAE Sepharose), com taxa de recuperacao de 92%
apos o processo de purificagdo. O SDS-PAGE mostrou-se eficaz no
acompanhamento das etapas de purificagdo da enzima e estimou a massa

molecular da mesma em aproximadamente 76 kDa.

A enzima apresentou importantes caracteristicas bioquimicas como:
temperatura 6tima de 50°C e estabilidade térmica entre 30° a 60°C com 50% da
atividade enzimatica, o pH 6timo € o pH 5,0, boa estabilidade a variagdo de pH,
z\mantendo-se viavel entre o pH 5,0 a 8,0, caracteristicas muito importantes para

sua aplicacdo em processos industriais.

A endoglucanase do P. sanguineus foi considerada uma enzima halofilica,
pois apresentar maior atividade em ambiente com quantidades significativas de
NaCl. Ela apresentou capacidade halotolerante, pois manteve mais de 100% da
atividade enzimatica em até 5M de NaCl. As constantes cinéticas foram: Km igual
3,18 + 100 mg/mL e o Kcat igual a 4,53 S™, constantes cinéticas compativeis com

outras endoglucanases fangicas.

A endoglucanase do P. sanguineus apresentou capacidade de sacarificacédo
de residuos agroindustriais, produzindo maior quando de agucares redutores 273
mg/mL em casca de arroz em 24 horas, seguido do farelo de trigo 192 mg/mL e

bagaco de cana com 155 mg/mL.

Dessa forma a endoglucanase isolada do P. sanguineus mostrou-se uma
importante opcéao para utilizacdo de endoglucanase em processos industriais, pois a
mesma apresenta caracteristicas bioquimicas compativeis aos processos industriais,

com boa estabilidade a condi¢bes variaveis dos processos, como por exemplo:
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producdo de etanol de segunda geracdo, adicdo em coquetéis de detergentes

comerciais, melhoramento da racdo animal, etc.
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