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RESUMO

O crescente interesse pelo aproveitamento da matéria-prima renovavel vem demandando novas
tecnologias eficientes na produ¢do de etanol de segunda geragdo a fim de reduzir os altos custos
associados com as enzimas envolvidas na sacarificacdo. Este estudo teve como objetivo principal
concentrar, através de precipitacdo com etanol, glicosil hidrolases responsdveis pelas atividades
de endoglucanase, B-glicosidase, FPase e xilanase produzidas por Trichoderma harzianum
P49P11. As varidveis de precipitacdo testadas foram temperatura, concentragdo de etanol e pH do
fermentado. O etanol demonstrou potencial para recuperar ao redor de 98% da atividade de
xilanase correspondente a 17,6 U/mL através de precipitacdes com 90% de etanol (v/v) em todas
as temperaturas testadas (5,0, 15 e 25°C) e pH 5,0. Sob estas mesmas condicdes de precipitacao,
90% de etanol (v/v) e pH 5,0, porém a 5°C, foi obtida a maxima recuperacdo da atividade de
celulase (FPase) sendo 77% correspondente a 0,08 U/mg. Esta ultima formulagdo causou
precipitacdo instantanea. Desta forma, a precipitacdo com etanol pode ser considerada uma

técnica eficiente para concentrar xilanase e, em certa medida, para o complexo de celulase.

Palavras-chaves: glicosil hidrolases, Trichoderma harzianum, precipitacdo de proteinas por

etanol
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ABSTRACT

Growing interest in the use of renewable raw materials for the production of second generation
ethanol has led to the need of new efficient technologies to reduce the high costs associated with
saccharification enzymes. This study aimed to concentrate by ethanol precipitation glycosil
hydrolases responsible for FPase, B-glicosidase, endoglucanase and xylanase activities produced
by Trichoderma harzianum P49P11. The precipitation variables tested were temperature, ethanol
concentration and pH of the fermentation broth. The results showed that the precipitation by
ethanol recovered more than 98% of the total xylanase activity using ethanol at concentration of
90% (v/v) at all temperatures tested (5.0, 15 e 25°C) and pH 5.0. The maximum recovery of
cellulose activity as FPase was 77% by precipitation carried out at this same ethanol
concentration and pH (90% v/v and pH 5.0) but at 5.0°C. This last set of conditions caused
almost instantaneous precipitation. Therefore, ethanol precipitation can be considered an efficient

technique for xylanase concentration and, to a certain extent, for the cellulase complex.

Keywords: glycosil hydrolases, Trichoderma harzianum, protein precipitation by ethanol
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1. INTRODUCAO

A biomassa lignoceluldsica € uma matéria-prima renovavel com grande potencial como
fonte de energia limpa. A fim de competir com fontes de energia fosseis € desejavel uma
adequada utilizacdo deste tipo de recursos. No entanto, um desafio chave nesta otimizacao
€ o desenvolvimento de tecnologias mais eficientes de conversdo dos componentes desta
biomassa em diferentes tipos de combustiveis (PTASINSKI ez al., 2007).

A biomassa lignocelul6sica, principal componente estrutural das plantas e a maior fonte
de matéria-prima renovavel, consiste principalmente em uma rede robusta de microfibrilas
entrecruzadas de trés tipos diferentes de biopolimeros: celulose (35-50%), hemicelulose
(25-30%) e lignina (25-30%), variando esta propor¢cdo entre diferentes espécies
(RAGAISKAS et al., 20006).

Os polissacarideos da biomassa lignocelulésica podem ser hidrolisados mediante
tratamento quimico, utilizando-se 4cido diluido ou concentrado, ou mediante tratamento
enzimatico, utilizando-se celulases (gerando principalmente glicose) e hemicelulases
(gerando principalmente xilose). A rota enzimdtica ocorre sob condi¢cdes brandas que
permitem maior controle da reacdo e consequente minimizacdo da degradacdo dos
biopolimeros, uma vez que ndo se solubiliza a lignina e conserva-se a estrutura original dos
carboidratos, em contraste com a rota quimica que leva a produgdo de substancias téxicas
como o furfural e o hidroximetilfurfural (BADGER, 2002).

A hidrélise enzimatica de material lignocelulésico € o resultado de uma acgdo
cooperativa de diversas glicosil hidrolases. Destacam-se as endo-f-1,4-glucanases (EG,
E.C. 3.2.1.4), celobiohidrolases ou exoglucanases (CBH, E.C. 3.2.1.91) e B-glicosidases
(BGL, E.C.3.2.1.21) que atuam sobre a fracdo celuldsica e um conjunto de hemicelulases,
tais como xilanases, P-xilosidases, glucuronidases, acetilesterases, galactomananases e

glicomananases, que atuam sobre a fragao hemicelulésica (CANILHA et al., 2012). Muitos



esfor¢os no sentido de se aumentar a eficiéncia da hidrélise enzimatica t€m sido voltados
para a obtencdo de preparados enziméticos de propor¢des adequadas das diferentes enzimas
envolvidas e de alta concentra¢do para que se tenha, assim, um efeito sinérgico maximo do
complexo enzimdtico, além de minima diluicdo da mistura de hidrdlise e facilidade no
armazenamento e transporte destes biocatalizadores (QUEIROZ et al., 2007).

Os fungos filamentosos sd@o os organismos mais eficientes para a produgdo de celulases
extracelulares, sendo que alguns foram extensivamente estudados e utilizados para
aplicacdes industriais, como na industria de alimentos, processamento do café e secagem de
graos (Kasai et al, 2006), agroindustria, racdo animal, produ¢do de papel, industria téxtil,
tratamento de dejetos, detergentes e industrias quimicas (WONGANU et al, 2008). Dessa
forma o estudo das diversas celulases ndo se restringe ao atual e crescente mercado dos
biocombustiveis, sendo também enzimas atrativas a outros setores industriais.

No tocante a producdo de etanol de segunda geracdo (etanol 2G), estudos na literatura
tém antecipado que a producdo do coquetel enzimdtico on-site, ou seja, em uma planta
anexa a planta de etanol 2G, pode ser a melhor opcdo para a viabilizacdo desta tecnologia,
uma vez que a biomassa lignoceluldsica pode ser usada como principal fonte de carbono
(BARTA et al., 2010; PIOVESAN et al., 2013). Consequentemente, a recuperacao primaria
visando concentrar o coquetel enzimético, torna-se uma etapa necessaria para a obtencao de
um coquetel com concentragdo protéica aceitdvel para a aplicacdo na reacao de hidrélise,
principalmente considerando os esfor¢cos no desenvolvimento de reagdes com alta carga de

sOlidos com vistas a tornar o reator de hidrélise mais produtivo.

1.1. Colocacao do problema

Embora o uso de material lignocelulésico na producido de bioetanol ofereca vdrias
vantagens como fonte de energia limpa e matéria-prima renovdvel, sua viabilizacdo ainda
exige a aplicacdo de tecnologias para reduzir os altos custos dos coquetéis enzimaticos. Em
termos de disponibilidade no Brasil, uma nova linhagem do fungo Trichoderma harzianum,
isolada da Amazonia, apresentou potencial similar ao fungo Trichoderma reesei para
hidrolisar fitobiomassa (DELABONA et al., 2012). O fungo T. reesei tem sido um dos
fungos mais estudados e empregados para hidrolisar biomassa, enquanto o 7. harzianum foi

inicialmente considerado apenas para o biocontrole de fitopatégenos e s6 hd alguns anos



tem sido estudado como agente de hidrélise para produ¢do de etanol 2G (THRANE et al,
1997).

Estudos demonstram que linhagens do fungo 7. harzianum apresentam, quando
crescidas em meio contendo farelo de trigo como fonte de carbono, atividades enziméticas
que hidrolisam diferentes tipos de carboidratos (MEDEIROS et al, 2002; SILVEIRA et al,
1997; RUEGGER et al, 2004). Este fungo, assim como o bem estudado 7. reesei, expressa
uma diversidade de celulases e tém demonstrado a grande eficiéncia na desconstrugdo e
conversdao de materiais lignoceluldsicos (LIBERATO et al., 2012; MAEDA et al., 2011;
COLUSSI 2011; CASTRO et al., 2010).

Em outros estudos foi demostrado que elevadas propor¢des das atividades de [3-
glicosidase e xilanase de 7. harzianum 10C 3844 evitaram o actimulo de inibidores
melhorando os rendimentos da hidrélise enzimatica, j4 que o aumento do grau de
sinergismo depende principalmente das concentracOes enzimaticas (NOBUYUKI et al.,
2011).

Considerando o contento brasileiro, as pesquisas com o fungo 7. harzianum P49P11 sdo
importantes na industria de etanol-2G ndo sé pela acessibilidade e produtividade
enzimatica, mas também por ser um fungo selvagem isolado no Brasil, o que facilitaria o
uso e producdo do coquetel enzimdtico na biorrefineria e possibilitaria a execucdo de
modificagdes genéticas para o melhoramento da producdo de hidrolases. O T. reesei,
principal linhagem em wuso na producdo industrial de celulases atualmente, ja foi
extensivamente otimizado, contudo seus processos de producdo e melhoramento genético
encontram-se protegidos através de patentes.

Nao obstante as enzimas sejam catalisadores altamente especificos, ainda sao
necessarios processos de recuperacdo eficientes que as concentrem a fim de facilitar a
estocagem, além de favorecer a aplicacdo de etapas posteriores do desenvolvimento e
otimiza¢do da produgdo de bioetanol. Os coquetéis enzimdticos concentrados favorecem,
portanto as etapas posteriores dos bioprocessos tanto para aplicagdes em reagdo com alta
carga de s6lidos como para continuacdo dos tratamentos de purificacdo.

Dentro deste contexto, a precipitacio de proteinas apresenta-se como uma técnica

simples de recuperagdo de enzimas, podendo ser assim reduzidos significativamente os



custos da producdo enzimdtica industrial sem afetar negativamente a funcdo catalitica das
enzimas.

Sabe-se que as moléculas de proteina em um estado precipitado exibem alta
estabilidade por causa da restricdo de sua mobilidade, sendo o estado ideal para estocagem
e transporte (SCHMID, 2011). A precipitacdo é considerada uma operagao unitdria simples
largamente utilizada para concentrar biomoléculas em solu¢des aquosas, principalmente
proteina, e através da recuperacdo do precipitado permite o armazenamento e transporte de
proteinas de modo compacto, estruturalmente estdvel e pronto para a aplicagdo a que se
destina (QUEIROZ et al., 2001). Especificamente, a precipitacdo com etanol oferece a
vantagem de ser de baixos custos de capital e operacional. Ela apresenta a possiblidade de
se poder reciclar este agente precipitante por destilacdo simples apds a separacdo da fase
liquida da fase precipitado, reduzindo, assim, o impacto ambiental dos afluentes. Além
disto, considerando o cendrio de producdo de celulases on-site, a recuperacdo primadria
utilizando etanol como agente de precipitacdo apresenta-se como uma técnica fortemente

recomendavel por ser o etanol um produto na biorrefineria de cana de agucar.

1.2. Objetivo
O objetivo deste estudo foi avaliar os pardmetros de precipitacdo para se obter
concentrados enzimaticos com alta atividade xilandsica e celuldsica através de precipitacao

com etanol a partir do fermentado de Trichoderma harzianum P49P11.

1.3. Etapas executadas
O presente estudo constou das seguintes etapas (Figura 1):
1. Implementacdo da metodologia analitica dividida em:
1a. Determinac¢do do desvio padrao dos métodos analiticos utilizados para quantificar as

atividades enzimaticas.

1b. Avaliagdo da magnitude da interferéncia do etanol nos ensaios de medida de

atividades enzimaticas.



2. Producdo do fermentado com atividade celuldsica e xilandsica a partir da fermentacao
submersa de 7. harzianum P49P11 com bagaco de cana pré-tratado sob alta pressdo e

deslignificado como substrato e remocao das células por centrifugagdo.

3. Estudos preliminares:
3a. Estudo preliminar do tempo adequado de incubacdo apds adicdo de etanol em

precipitacdes realizadas com 60% de etanol a 5°C.

3b. Determinag¢do da janela de precipitacio para os estudos seguintes, através de
quantificagdo da proteina precipitada, para a concentra¢do de etanol entre 60% e 80%
(v/v) a 5°C. Entenda-se janela de precipitacdo como a faixa de concentracdao de etanol

que leva a uma maior quantidade de proteina a precipitar.

4. A partir dos resultados obtidos nas etapas anteriores foi realizado um estudo detalhado de
precipitacdo com etanol das enzimas celulases e xilanases produzidas por 7. harzianum
durante a hidrélise enzimadtica, o qual dividiu-se em:
4a. Avaliacdo dos principais pardmetros que influenciam a precipitagdo de proteinas:
concentracdo de etanol entre 60% e 90% (v/v), valores de pH do fermentado 5,0, 6,5 e
8,0 e temperatura a 5°C, 15°C e 25°C. Estes experimentos foram avaliados por medidas
de concentragdo proteica e atividades enzimaticas de xilanase, [-glicosidase,
endoglucanase e FPase dos produtos obtidos apds separagdo (precipitado e

sobrenadante).

4b. Estudo cinético final para diferentes concentracdes de etanol. Neste estudo foram
determinadas as atividades de xilanase e FPase da fase precipitado para diferentes

tempos de precipitacdo usando como solucdo de alimentagdo o fermentado com pH 5,0

aS5°C.

4c. Separagcdo e comparacdo das proteinas do fermentado com as proteinas que foram
precipitadas e as proteinas que permaneceram na fase sobrenadante através de
eletroforese SDS-PAGE. As condi¢des de precipitacdo utilizadas nesta etapa foram

aquelas que permitiram uma maior recuperacio de atividade de xilanase e de celulase

(90% de etanol (v/v), 5°C e pH 5,0 do fermentado).



1. Etapas 2. Producao 3. Implementacio da

preliminares do fermentado metodologia
1a. Avaliac¢do do tempo 3a. Avaliagdo do desvio
adequado de precipitagdo padrao
A\ 4 A 4
1b. Determinagdo da janela 3b. Efeito do etanol nos
de precipitacdo protocolos enzimaticos
v

4. Estudo de precipitacio com etanol

l

4a. Efeito do pH, concentragdo de
etanol e temperatura

A 4
4b. Estudo cinético final a
diferentes concentragdes de etanol

A 4

4c. Eletroforese SDS-PAGE de
precipitado e fermentado.

Figura 1. Fluxograma das etapas experimentais deste estudo.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo € apresentada uma revisdo da literatura sobre as caracteristicas
estruturais e funcionais das enzimas glicosil hidrolases, dando énfase para as celulases e as
xilanases. Posteriormente, sdo apresentados os fundamentos tedricos sobre os fendmenos
envolvidos na precipitacdo de proteinas. Paralelamente, é apresentada uma revisao dos
trabalhos publicados que tratam de precipitacdo de enzimas hidrolases, assim como os
fatores que afetaram a eficiéncia do aproveitamento de enzimas através do uso de

precipitacao por sais e precipitacdo por solventes.

2.1. Enzimas envolvidas na despolimerizacao de material lignocelulésico

As enzimas que catalisam a fragmentacdo de compostos através de reacdo com
moléculas de dgua sdo chamadas hidroliticas ou hidrolases. Essas enzimas sdo produzidas
por uma grande diversidade de espécies, tanto em meio liquido como em meio sélido, e
atuam sobre diferentes substratos. Muitos microorganismos capazes de biossintetizar
enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas sdo conhecidos, mas apenas alguns deles possuem
uso na producdo em larga escala. Isto é devido ao fato que para hidrolisar celulose e
hemicelulose € necessdria a sintese de um complexo de enzimas que atuam sinergicamente
e de preferéncia sejam secretadas a fim de facilitar o processo de separacdo dessas enzimas
do meio celular (SUKUMARAM et al., 2005).

Os fungos filamentosos sintetizam uma grande variedade de enzimas hidroliticas e,
portanto, vdrias espécies fungicas sdo atualmente utilizadas para a produg¢do de enzimas
industrialmente importantes, tais como proteases, celulases, amilases, lipases, entre outras.

Sabe-se que o complexo de celulases secretado por fungos filamentosos estd formado
por trés componentes majoritdrios cujas agdes sdo cooperativas (Figura 2.1), (BHAT e

BHAT, 1997; SHEWALE, 1982; WOODWARD e WISEMAN, 1983):



Endoglucanase (EG, B-1,4-D-glucano glicanohidrolase ou EC 3.2.1.4): realiza a
hidrélise de ligagdes [-1,4-glicosidicas intramoleculares liberando celo-

oligossacarideos e gerando um decréscimo significativo do grau de polimerizacao;

b) Exoglucanase (CBH, B-1,4-D-glicano celobiohidrolase ou EC 3.2.1.91): hidrolisa as
ligacdes [-1.4-glicosidicas terminais liberando celo-oligossacarideos pequenos
como os dissacarideos (celobioses) e mondmeros de glicose soldveis;

c) PB-Glicosidase (BGL, B-D-glicohidrolase ou celobiase ou EC 3.2.1.21): hidrolisa a
celobiose liberando os monossacarideos (D-glicoses) e controlando a inibi¢do por
celobiose das endoglucanases e das exoglucanases.
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Figura 2.1. Esquema do modo de acdo das enzimas celuloliticas (KARMAKAR e
RAY, 2011).

O

complexo de hemicelulases varia segundo os polimeros heterogéneos presentes na

biomassa utilizada e envolve principalmente as seguintes enzimas (Figura 2.2) (GIRIO et

al., 2010; SHALLOM e SHOHAM, 2003; SUBRAMANIYAN e PREMA, 2002):



a) Xilanases: devido a sua heterogeneidade e complexidade, a hidrélise completa de
xilana requer uma grande variedade de enzimas atuando cooperativamente. As
endo-1,4-B-D-xilanases (EC 3.2.1.8) hidrolisam a ligacdo glicosidica da cadeia
principal dos polissacarideos de B-D-xilose, liberando xilopiranosil-oligdmeros e as
1,4-B-D-xilosidases (EC 3.2.1.37) hidrolisam a ligacdo glicosidica de xilo-
oligdmeros com terminais ndo redutores liberando residuos de B-D-xilopiranosil.
Seu principal substrato € o dissacarideo xilobiose. A remoc¢do dos grupos
secundérios presentes no xilano € catalisada por a-L-arabinofuranosidases, o-D-
glucuronidases, o-galactosidases, acetilxilano esterases, dcido ferulico esterases e
acido p-coumdrico esterases. Verificou-se que o sistema xilanolitico é bastante
difundido entre os fungos, actinomicetos e bactérias, entre eles os Aspergilo,

Trichoderma e Clostridia;
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Figura 2.2. Componentes estruturais bdsicos das hemiceluloses e os locais de
ataque das hemicelulases responsaveis pela sua despolimerizacio (SHALLOM e

SHOHAM, 2003).



b)

d)

Mananases: estas sdo enzimas que hidrolisam a ligacdo B-1,4 da cadeia principal
dos polissacarideos de B-D-manose (mananos). As principais enzimas sio a endo-3-
mananase (EC 3.2.1.78) que hidrolisa a ligacdo glicosidica das cadeias
intramoleculares liberando [B-1,4-D-mano-oligdmeros e a exo-f-manosidase (EC
3.2.1.25) que hidrolisa a liga¢do glicosidica de pequenos mano-oligdmeros com
terminais ndo redutores liberando residuos de [p-D-manopiranose. Enzimas
adicionais como a [-glicosidases (EC 3.2.1.21) e a-galactosidases (EC 3.2.1.22)
sdo requeridas para remover agucares das cadeias ramificadas que constituem os

galactoglicomananos e os arabinogalactanos;

a-L-Arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55): cataizam a hidrolise das ligacdes a-2, 3 e
5 de o-L-arabinofuranosil terminal n3o redutor como substituinte simples de
arabinoxilanos ou como substituinte dobre de xilana nas posi¢cdes 2 e 3 de
arabinanos e arabinogalactanos. Estas enzimas de ampla especificidade de substrato

atuam tanto em mondmeros como em oligdmeros e polimeros;

a-D-Glucuronidases (EC 3.2.1.139): sdo as enzimas que hidrolisam as ligagdes o-
1,2 entre os residuos do 4cido 4-O-metil-D-glucur6énico e as unidades de B-D-

xilopiranosil existentes nos glucuroxilanos;

Esterases hemiceluloliticas: tratam-se de um complexo de enzimas que hidrolisam a
ligacdo éster das hemiceluloses, o qual contém a acetilxilano esterase (EC 3.1.1.72),
que remove o grupo acetil nas posi¢des 2 e/ou 3 nos residuos B-D-xilopiranosil de
acetilxilanas e as esterases do acido feltrico e do 4cido p-coumdrico, que hidrolisam
a ligacdo éster presente nas xilanas liberando os respectivos 4cidos fendlicos que
substituem as unidades de arabinofuranosides. A clivagem dos grupos acetilo,
feruloil e p-coumaroil da xilana contribuem para a remogao de lignina por clivagem

das ligacdes éster entre lignina e hemicelulose.
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2.1.1. Caracteristicas estruturais das glicosil hidrolases

Um dos micro-organismos capazes de hidrolisar fitobiomassa mais estudados e
caracterizados € o género Trichoderma spp. (T. viride, T. reesei e T. harzianum), isto
devido a sua alta produtividade para digerir celulose cristalina (ZHOU et al., 2008). A
espécie mais popularmente conhecida é 7. reesei , a qual estd entre os produtores mais
estudados em detalhe e amplamente empregado na produ¢do comercial de hemicelulases e
celulases. Produtos comerciais de varios isolados de 7. reesei estdao disponiveis ha muito
tempo destinados a aplicacoes na industria alimenticia, na inddstria cervejeira, no
processamento de vegetais e frutas, além de serem numerosamente avaliadas e aplicadas na
producdo de bioetanol. Na industria, os isolados de 7. harzianum e T. reesei t€m sido
destaques nas formulacdes de hidrolases devido as quantidades elevadas de enzimas
secretadas, de até 100 g por litro (VIKSO-NIELSEN, 2008).

Uma caracteristica do sistema de celulases € a sua heterogeneidade, j4 que os
microorganismos produzem geralmente varias enzimas em cada uma das subclasses ou
isoformas (Tabela 1). O fungo T. reesei produz pelo menos duas celobiohidrolases (CBHI e
CBH 1II) e cinco endoglucanases (EGI, EGII, EGIII, EGIV e EGV), as quais juntas podem
fazer parte até de 90% do coquetel enzimatico. Ja as sete B-glicosidases secretadas por este
fungo, geralmente apresentam menos do 1% (HERPOE, et al., 2008; LYND et al., 2002).

Além disto, a grande variedade de endoglucanases e celobiohidrolases estdo compostas
por dois dominios cataliticos: o grande dominio do nucleo catalitico e o pequeno médulo de
ligacio a celulose, CCD e CBM, respectivamente, por suas siglas em inglés. Os
mecanismos de reconhecimento, ligacdo, deslocamento e inserc@o final no sitio ativo do
CCD ainda ndo estdo bem esclarecidos, mas sabe-se que o CBM desempenha um papel
importante na inducdo da biocatdlise através da afinidade pelo substrato. Porém, existem
algumas poucas excecdes de celulases que hidrolisam a celulose sem CBM. Entre elas estdo
a endoglucanase 3 ou Cell2A de T. reesei (TTEG3) e T. harzianum (ThEG3) caracterizadas
por adsorcdo fraca na superficie do substrato, no entanto, com destacada atividade
hidrolitica nas regides amorfas da celulose ou de oligossacarideos soldveis, o qual levou a
suspeitas sobre a presenca de um moddulo de ligacdo a substratos deste tipo (PRATES, et

al., 2013).
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Tabela 1. Propriedades de glicosil hidrolases de 7. reesei (Vinzant et al., 2001).

Enzimas de = Massa molecular Niimero de pI calculado
T. reesei (kDa) amino-acidos (experimental)

EGI 48,209 459 5,50 (4,7)
EGII 44,228 418 5,60 (5,5)
EG III 23,481 218 6,20 (7,4)
EG 1V 35,512 344 5,50
EGV 24,412 242 5,10
CBHI1 54,075 513 5,60
CBH II 49,655 471 5,90
XYNI 24,583 229 5,60
XYNII 24,173 222 9,10
BGLI 78,436 744 6,50

A hidrdlise de celulose apresenta um alto grau de sinergismo, no qual a acdo de uma
mistura de duas ou mais celulases individuais € maior do que a soma das a¢des de cada uma
das enzimas. Parece provédvel que o sinergismo ocorre apenas quando duas celulases atuam
em diferentes regides das microfibrilas de celulose e que progresivamente cada enzima cria
novos locais de ataque para outras enzimas presentes na mistura (HENRISSAT et al.,
1985).

As celulases fungicas apresentam dois tipos de sinergismo. O chamado endo-exo
sinergismo ¢é geralmente um mecanismo sequencial de ac¢do enzimdtica no qual as
endoglucanases iniciam a hidrélise nas extremidades das cadeias amorfas da celulose
fornecendo uma nova cadeia susceptivel a acdo das exo-glucanases e libertando celobiose
como produto principal (WOOD e MCCRAE, 1979; HENRISSAT et al., 1985).

Adicionalmente o exo-exo sinergismo ¢ raramente encontrado entre duas
endoglucanases diferentes, mas € nitidamente observado entre celobiohidrolases
determinadas. Este € um processo complexo que ainda ndo estd completamente

compreendido (ROUVINEN et al., 1990)

2.2. Recuperacao de proteinas por precipitacao

A formagdo de uma fase s6lida de proteina € uma etapa comum no inicio das etapas de
recuperagao e purificagdo de bioprodutos (RPB) ou downstream processing (DSP) a fim de
reduzir o volume inicial facilitando assim as etapas posteriores. Geralmente ndo € possivel

conseguir alta purificacdo através da precipitacdo visto que a proteina alvo precipita junto
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com outras proteinas, mas esta operacdo € considerada um importante passo no
fracionamento e purificacio primdria de proteinas (PESSOA et al., 2011).

A precipitag@o € conhecida por ser o método mais tradicional para concentrar proteinas
de meios aquosos, principalmente por ser uma técnica que requer equipamentos simples,
além de ser de escalonamento e baixo consumo de energia (PESSOA e KILIKIAN, 2005).
O propésito principal da precipitacdo de uma proteina € concentrar a biomolécula. Devido a
grande quantidade de material de partida requerido para a produ¢do de uma quantidade de
proteina de interesse, ¢ adequado diminuir o volume no qual a proteina esta dissolvida. As
proteinas frequentemente sdo mais estaveis como precipitados e deste modo a concentragao
de proteinas oferece também vantagens para armazenar e reduzir o tamanho dos
equipamentos durante a sequencia de passos do fracionamento proteico (SCOPES, 2004).

A solubilidade de uma determinada proteina depende da composi¢do do solvente, do
pH, da temperatura e a forca idnica. Consequentemente, a manipulacdo destes parametros
proporciona uma forma de concentracdo de proteinas por precipitacdo ou inclusive para
purificacdo de proteinas por precipitacdo fracionada (CUTLER, 2004).

A desnaturacdo ocorre geralmente por exposi¢do ao calor, a valores de pH extremos ou
a solventes organicos. Se a proteina de interesse pode ser precipitada quantitativamente sem
desnaturacdo, e em seguida pode ser redissolvida em outro pH e estd ainda em estado
nativo, tem-se entdo um bom meio de recuperacdo. No entanto, o ajuste de pH pode induzir
a precipitacdo isoelétrica da proteina, isto acontece quando a carga liquida da proteina é
igual a zero (pl), j& que as proteinas do mesmo pl se associam e precipitam sem
necessariamente serem desnaturadas. (SCOPES, 2004).

Todos os métodos de precipitagdo, com exce¢do dos que dependem de interacdo idnica,
sdo mais eficazes no ponto isoelétrico da proteina. Aproximadamente 80% das proteinas
sdo carregadas negativamente a um pH neutro e, geralmente tém valores de pl entre 4 e 6;
os outros 20% tém valores de pl bdasicos e, deste modo, a carga liquida da proteina é
positiva a pH neutro e ndo sdo susceptiveis de ser precipitadas no seu ponto isoelétrico
devido a mudancas conformacionais a valores altos de pH (SCOPES, 2004). Os valores de
pl para as celulases de Trichoderma reesei estao entre 5,1 € 9,0 (VINZANT et al., 2001).

A operacdo unitdria usada para recuperar os precipitados de proteina formados por

precipitacdo € geralmente a filtracdo ou a centrifugagao, e a separagcdo dos tracos finais do
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agente precipitante é feita geralmente por didlise ou diafiltracdo se a precipitacdo for por
salificacdo (MORAES et al., 2008). Nos casos mais promissores de precipitacdo por adicao
de solventes organicos ou por sais voldteis, € possivel reciclar o agente precipitante por
destilacdo simples ou por elevagdo da temperatura, respectivamente, reduzindo assim os
impactos ambientais através da reducao de efluentes (WATANABE et al., 2006).

Existem muitos métodos de recuperacdo de proteinas, sendo mais destacada a
precipitacao de proteinas por adi¢do de sais e por adi¢do de solventes organicos em virtude

de seu custo efetivo.

2.2.1. Precipitacao por salificaciao (ou “salting-out™)

A adicdo de altas concentracdes de sal a uma solugdo proteica geralmente causa
precipitacdo. Isto acontece por deslocamento das moléculas de dgua das porcdes
hidrofébicas na superficie das proteinas pelos fons do sal (solvatacdo). Deste modo, a
solubilidade da proteina gradativamente se reduz a medida que suas porcdes hidrofébicas
interagem facilmente entre si e formam agregados entre diferentes moléculas proteicas até
precipitar (salting-out). Consequentemente, as proteinas maiores ou com maiores regioes
hidrofébicas irdo geralmente se agregar e precipitar a concentracdes salinas baixas
(CUTLER, 2004; MORAES et al., 2008).

Acredita-se, entdao, que a precipitacdo € devida, além da remog¢do de moléculas de dgua
consolidadas nas superficies hidrofébicas da proteina, a interagdo hidrofébica, a qual €
conhecida por ser mais forte em presenca de altas quantidades de sal. Conforme ¢é
aumentada a temperatura a solubilidade proteica diminui, tal como é esperado para um
efeito hidrofébico. A solubilidade proteica também depende da presenca de outras
proteinas, ja que uma proteina precipita a menores quantidades de sal em um extrato bruto,
do que em solucgdo relativamente pura (SCOPES, 2004).

A adicdo de sal devera ter uma boa agitacdo e deve ser feita devagar, isto para evitar
altas concentragdes locais do sal associados com valores extremos de pH e consequente
precipitacdo de proteinas antecipadamente. (SCOPES, 2004). O sulfato de amonio é muito
utilizado na precipitacdo de proteinas, e as principais razdes para tal fim incluem sua

acentuada solubilidade em dgua (ao redor de 4 mol/L), seu baixo calor de dilui¢cdo e por ser
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a densidade de suas solucdes saturadas (1,235 g/mL) menor do que da densidade das
proteinas, o que permite a coleta do precipitado seja por centrifugacao (CUTLER, 2004).

A Tabela 2.1 contém exemplos da diversidade da aplicacdo de salificacdo na
precipitacao de proteinas. Os parametros que possuem maior influéncia na precipitagdo sao
o tempo de contato entre agente precipitante e proteina e a concentracdo do agente
precipitante. Estudos realizados usando o agente precipitante sulfato de amonio no percurso
de 12 horas, como etapa inicial de purificacdo de endoglucanases, reportaram fatores de
recuperagdes que variaram entre 60 a 80%. As enzimas celuloliticas de Trichoderma
harzianum RIFAI foram precipitadas por fracionamento durante 6 horas a 4°C agregando
sulfato de amodnio sélido até atingir a faixa de concentragdo de saturacdo: 40-80%. Esse
processo obteve as seguintes recuperagoes: 92,6% de atividade FPase, 92,7% de atividade
CMC-celulase e 91,1% de atividade B-glicosidase e um valor de 1,9 como fator de

purificacdo (SIDHU et al., 1985).

Tabela 2.1. Resumo de estudos realizados sobre precipitacao de glicosil hidrolases por
salificagdo.

Procedéncia Recuperacao Condicoes Sal Referéncia
T. harzianum 93% FPase 4°C-6h 80% (NH4),SO04(aq) Sidhu et al.,
RIFAI 93% CMCase 1985
T. harzianum 70% xilanase 4°C -30 390 g/ (NH4),S04(s) Tan et al.,

E8 min 1987

T. reesei 78% FPase com HPMC 35°C—-11h 80% (NH4),S04(aq) Avelino et
al., 1999
Gymnoascella 85% endoglucanase 4°C—-12h 35% e 64% Jabbar et al.,
citrina (NH,),SO4 (s) 2008
S. cyaneus 59% xilanase 4°C—-12h 60% (NH,4),SO,(aq) Ninawe et
al., 2009
A. crossean 62% endoglucanase 4°C-12h 55% (NH4),SO4(aq) Lietal.,
2009
T. reesei 31% sem HPMC 4°C—-1h 9,0 mol/Kg Silva et al.,
61% com HPMC H,NCOONH, 2010
A. niger 56% endoglucanase 10°C-3h 80% (NH4),S04(aq) Farinas et al.,

2011

Paralelamente, Tan et al. (1987) recuperaram 70% da atividade inicial xilandsica de

Trichoderma harzianum E8 durante 30 minutos a 4°C adicionando 390 g de sulfato de

15



amonio per litro de fermentado clarificado. O objetivo do procedimento descrito era

produzir xilanase livre de celulase a partir do fermentado clarificado.

Avelino et al. (1999) investigaram a recuperagdo da atividade celuldsica do fermentado
de Trichoderma reesei por adi¢do de sulfato de amonio e hidroxipropil(metilcelulose) como
co-precipitante. A andlise dos resultados por planejamento experimental evidenciou a
velocidade de adi¢ao do sal como a varidvel com maior influéncia na recuperacao de
proteinas por salificacdo. A recuperacao da atividade foi maior para uma alta taxa de adi¢ao
do sal. Isto possivelmente seja devido a que grandes particulas de precipitado foram
formadas e, deste modo, a separacdo da fase liquida por centrifugacado foi mais eficiente.

No caso das xilanases da bactéria Streptomyces cyaneus, foi recuperado 59% da
atividade inicial destas enzimas apds adi¢do de 60% de sulfato de amodnio em solugdo
saturada durante 12 horas de precipitacdo a 4°C (NINAWE et al., 2008). Em outro estudo
foram usadas duas etapas de precipitacdo, cada uma com 12 horas de duracdo. A primeira
etapa de precipitagdo foi com 35% de saturacdo de sulfato de amonio sélido a 4°C e a
segunda etapa, também a 4°C, foi com adicdo de 65% de saturacdo de sulfato de amonio
solido ao sobrenadante apds centrifugacdo. O resultado obtido foi 85% de recuperacdo da
atividade endoglucanase de Gymnoascella citrina JABBAR et. al., 2008).

Posteriormente, Li et al. (2009) obtiveram uma recuperacao de 62% adicionando 55%
de solucdo saturada de sulfato de amonio e deixando em precipitacdo durante 12 horas a
4°C a fim de purificar uma endoglucanase ndo conhecida do molusco Ampullaria crossean.

Farinas et al. (2011) obtiveram um fator de recuperacdo de 56% diminuindo o tempo de
contato para s6 3 horas a 10°C com endoglucanases de Aspergillus niger precipitadas por
uma soluc¢do saturada de 80% de sulfato de amonio.

A precipitacdo de proteinas exige a aplicagdo de operagcdes unitdrias posteriores para
remover o agente precipitante, assim como o tratamento de dguas residuais e remocao de
téxicos ou vapores explosivos devido as grandes quantidades de reagentes que sdo
utilizados neste processo de concentragdo (TAN et al., 1987). Nao entanto, uma alternativa
muito interessante desta técnica de recuperacio de proteinas € a utilizac@o de sais volateis,
a qual oferece a grande vantagem de poder retirar as quantidades do sal da solucdo

mediante conversdao numa forma gasosa volétil por elevacdo de temperatura (e.g. secagem
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por atomizagdo) ou por diminuicdo da pressdo (e.g. secagem a vicuo), sendo facilmente

recuperadas e realimentadas no sistema (SCHMID, 2011).

Como exemplos de sais voldteis t€ém-se o bicarbonato de amoénio (NH4HCO;3) e o
carbamato de amo6nio (NH4sNH,COO), em cujas solugdes coexistem em equilibrio espécies
i0nicas (como o fon amonio) e moleculares (como a amodnia).

O uso de eletrdlitos voléteis para induzir a precipitacdo de proteinas por salting-out,
apresentou-se como uma técnica promissora segundo o trabalho de Watanabe et al. (2006),
que recuperaram 80% da atividade total de tripsina suina mediante precipitacio com
carbamato de amonio. No entanto, o alto valor de pH das solu¢des de carbamato de amonio
causou certa desnaturacao na atividade da tripsina. Estudos posteriores revelaram que o uso
da precipitacdo com sais voldteis € efetivo para concentrar a-amilase e lipase, enquanto
evidenciou um efeito de desnaturagdo para a celulase e a peroxidase. Portanto, cada enzima

deve ser estudada individualmente (SILVA et al., 2010).

2.2.2. Precipitacao por solventes organicos

A precipitacdo de proteinas por adicdo de solventes organicos € um processo que
envolve principalmente a redugcdo da constante dielétrica do meio, o qual promove a
agregacdo de proteinas por interacdo de cargas. A desvantagem do uso deste método € a
possivel desnaturacdo das proteinas. Ainda assim, isto pode ser minimizado através da
reducdo da temperatura para valores geralmente em torno de 0°C, ji que, a baixa
temperatura a flexibilidade das biomoléculas € menor, diminuindo assim a capacidade de
penetracio do solvente e de qualquer desnaturagdo irreversivel das enzimas (PESSOA e
KILIKIAN, 2005).

As interacdes proteina-solvente foram estudadas inicialmente por Timasheff (1970)
durante a desnaturacdo de lisozima por 2-cloroetanol e envolveram principalmente
interacOes hidrofébicas entre moléculas de solvente e residuos ndo polares que
normalmente estdo situados no interior da proteina enovelada. As ditas interacdes
dependem principalmente da composicdo da solu¢do, uma vez que para perturbar as
interacdes hidrofébicas intramoleculares da proteina enovelada € necessario que a atividade

do solvente seja suficientemente alta.
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Conforme € elevada a temperatura o efeito desestabilizador dos solventes organicos é
intensificado uma vez que sdo fortalecidas as interagdes hidrofébicas intermoléculas, ndo
obstante, a altas concentragdes de solvente orginico o processo de agregacdao da proteina
geralmente € induzido e as mudangas na estrutura nativa da proteina agregada dependerdao
principalmente da temperatura e termoestabilidade da proteina, propriedade que esta
determinada em grande medida pelas forcas hidrofébicas da proteina em questao (LI et al.,
2005; RENARD et al., 1999).

As mudancas da conformacdo proteica por efeito de solventes organicos continuaram
sendo estudadas em diversas condi¢cdes de agregacao com fins terapéuticos (especialmente
B-lactoglobulina e glicodelina). Principalmente foram observadas mudancas na estrutura
secundaria, como formacdo de B-folhas intermoleculares e perda de a-hélice e B-folhas
intramoleculares devido as interacdes hidrofébicas com 50% (v/v) de etanol a temperatura
ambiente (ROBERT et al., 2002; RENARD et al.,, 1999). A exposi¢cdo do nucleo
hidrofébico das proteinas em solug@o alcodlica aumenta com o aumento do comprimento
da cadeia alifatica de alcodis e deste modo a tendéncia ao desdobramento das proteinas foi
maior (HERSKOVITS et al., 1970). O valor do pH da solucdo teve também alta influéncia
no processo de agregacao das biomoléculas devido a que um aumento na carga liquida da
proteina tende a diminuir a velocidade do processo pela repulsdao entre moléculas
carregadas e, especificamente em meio alcalino, as moléculas de solvente, além de interagir
com os grupos hidrofébicos da proteina, vao interagir por ligacdes de hidrogénio com
grupos peptideos —NH formando a estrutura de B-folhas intermolecular (SASHI et al.,
2012).

Os solventes adequados para precipitagdo de proteinas sdo aqueles misciveis em dgua
em todas as propor¢des e ndo toxicos; os solventes mais usados que cumprem esses
requerimentos sdo a acetona e o etanol (CUTLER, 2004), sendo este ultimo o solvente mais
popular e amplamente produzido no Brasil e no mundo.

A precipitacdo por solventes orginicos depende muito da temperatura. Embora o
mecanismo convencional da precipitacdo de proteinas por solventes organicos € associado
com uma mudanc¢a da constante dielétrica do meio, essa premissa ndo pode ser sempre
considerada devido a um estudo que apresentou o pesquisador Van Oss (1989). Através do

uso de etanol como agente precipitante no fracionamento de proteinas do plasma

18



comprovou-se que, para sistemas em temperaturas negativas a 0°C, a presenca do etanol
ndo diminuiu significativamente a constante dieléctrica da dgua, de fato 20% de etanol a
temperatura de -5 °C tem a mesma constante dieléctrica da dgua a 20 °C. O estudo concluiu
que, para temperaturas inferiores, a interacdo do etanol com a dgua € mais significativa do
que a interacdo com as proteinas, de modo que a precipitacdo € induzida pelo efeito de
desidratacao ocasionado nas superficies de moléculas isoelétricas de proteina. Isto também
evidenciu que a precipitacdo com etanol nestas condi¢cdes deverd ser realizada a baixa
concentracdo de sal, devido a que os sais tendem a ligar-se a superficies de proteinas,
diminuindo assim a probabilidade de atracdo electrostaticas entre proteinas.

Sobrenadantes de cultura de diversos fungos tém sido precipitados com etanol,
principalmente devido a suas adequadas propriedades fisico-quimicas, como a sua baixa
toxicidade e baixo custo. A Tabela 2.2 resume alguns estudos de precipitagdo de glicosil
hidrolases por etanol.

Tan et al. (1987) conseguiram recuperar 63% de atividade xilandsica a 4°C usando 80%
(v/v) de etanol como agente precipitante do fermentado filtrado de 7. harzianum E8. A
precipitagdo com etanol de P-xilosidase e xilanase produzidas pelo fungo Penicillium
janthinellum foi estudada por Cortez e Pessda Jr. (1999). Os melhores valores de
recuperagdo reportados foram 74% de PB-xilosisase e 80% de xilanase obtidas com 60%
(v/v) e 80% de etanol (v/v), respectivamente, apds 15 minutos de precipitacdo a 4°C.
RecuperacOes por precipitagdo foram realizadas por Saha (2004) na purificagdo de
endoglucanase produzida por uma nova linhagem do fungo Mucor circinelloides. A etapa
inicial de purificacdo foi precipitacdo com etanol (75% v/v) durante 12 horas, seguida por
duas etapas cromatograficas. Uma recuperacao de 29% e um fator de purificacdo 11 foram
obtidas na etapa de precipitacao.

Farinas et al. (2004) avaliaram os parametros operacionais na precipitacao de celulase e
xilanase através do uso de planejamento experimental. Temperaturas elevadas e longos
tempos de precipitacdo diminuem a atividade recuperada neste caso, enquanto temperaturas
elevadas e curtos tempos de precipitacdo incrementam a recuperacdo da atividade proteica.
Maiximas eficiéncias foram obtidas para 80% (v/v) de etanol a 10°C durante 3 horas, mas
os resultados das atividades recuperadas foram baixos: 40% para endoglucanase e 23% para

xilanase produzida por Aspergillus niger (FARINAS et al., 2011).
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Também para outros tipos de enzimas, principalmente na recuperacdo de enzimas
extracelulares, a precipitacio com solventes organicos demonstrou ser um método eficaz
para alcancar certo grau de purificacdo. Cui et al. (2007) concentraram 85% da atividade de
transglutaminase proveniente de Estreptomicetos higroscopicus com 70% v/v de etanol a
4°C durante uma noite e obtiveram 2 como fator de purificagdo. Analogamente, Golunski et
al. (2011), obtiveram um fator de purifacdo de 2,3 e 120,3% da atividade recuperada de
inulinase produzida por Kluyveromicetos marxianus NRRL Y-7571 mediante a
precipitacdo com 55% v/v de etanol a 5°C. O valor da atividade (superior a 100%) sugere

que a precipitacdo eliminou inibidores da enzima.

Tabela 2.2. Resumo de estudos realizados sobre precipitacdo de glicosil hidrolases por
adicao de etanol.

Procedéncia Recuperacao Condicoes Concentracao Referéncia
T. harzianum E8 63% xilanase 4°C-15 80% (v/v) Tan et al., 1987
min
P. janthinellium 74% B-glicosidase 4°C -30 60% (v/v) e Cortez e
80% xilanase min 80% (v/v) Pessoa Jr, 1999
Mucor 29% endoglucanase 4°C—-12h 75% (vIv) Saha, 2004
circinelloides FP: 11
A. niger 40% endoglucanase 10°C -3 h 80% (v/v) Farinas et al.,
23% xilanase 2004
T. reesei 99% FPase 20°C—-30 30% (v/v)e 1,96 Yao et al.,
(comercial) min MPa de CO, 2004

*FP: fator de purificacdo.

Acetona, dimetoxietano e n-propanol foram testados para precipitacdo a 4°C de
enzimas da preparacio comercial (Pectinex "~ Ultra SP-L), a qual contem pectinase,
xilanase e celulase. Entre os trés solventes testados, os melhores resultados foram usando n-
propanol para as atividades finais das trés enzimas quase inalteradas (DALAL et al., 2007).

A enzima celulase ja foi também precipitada com solu¢des de etanol e dgua
pressurizadas com CO;, (YAO et al., 2004). Os autores reportaram que o efeito da pressao
do CO; ndo foi significativo. Em relacdo a temperatura € a concentracdo de etanol, a
atividade da celulase diminuiu para concentracdes de etanol maiores do que 30% e

temperaturas maiores do que 35°C.
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2. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais
3.1.1. Producao do fermentado de Trichoderma harzianum P49P11

A producio do coquetel enzimdtico fingico foi realizada utilizando-se a cepa de T.
harzianum P49P11 seguindo protocolo do laboratério de hidrolases fingicas do CTBE
(Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol, Campinas — SP) proposto por
Delabona e colaboradores (2012). Para alcancar uma biomassa satisfatéria na inducao de
proteinas fez-se uma pré-cultura e um cultivo posterior em biorreator mantendo constante a
temperatura e o pH (29°C e pH 5,0).

O pré-inoculo foi obtido por raspagem de quatro placas de Petri contendo o fungo
crescido. O material da raspagem de cada placa foi distribuido em meio contendo 20 mL de
Tween 80 0,1% e a seguir foram transferidas a frascos Erlenmeyer de 2 L contendo 1 L de
meio de cultivo (10 g de celuflok, 5 g de glicose, 1,0 mL de Tween 80, 1,0 g de peptona e
50 mL de solugdo de sais). O volume final da solu¢do continha as seguintes massas de sais
adaptadas de Mandels e Webber (1969): 1 g. de KH,POy, 0,7 g de (NH4)»SO4, 0,3 g de
uréia, 0,3 g de MgSO4.7H,O, 0,3 g de CaCl,, 5,0 mg de FeSO,.7H20, 14 mg de
ZnS04.7H,0, 16 mg de MnSO4.H,0 e 2 mg de CoCl, e 40 mL de inéculo. Agitacio foi
mantida usando agitadores orbitais (Inova 44, New Brunswick Scientific, EUA) por 72
horas a 150 rpm.

A seguir, a pré-cultura foi transferida assepticamente para um bioreator Bioflo
(Eppendorf, Alemanha) de 20 L (volume total) contendo 10 L de volume de meio (1 L de
volume de pré-inéculo, sendo o meio de propagacdo constituido de meio peptona vegetal
1,5 g/L, Tween 80 1,5 mL/L, solucdo de sais 150 mL/L, e com 10 g/L. de bagaco de cana

explodido e deslignificado e sacarose na propor¢do 3:1, como fonte de carbono). O ar
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injetado entre 0,3 e 3,0 L/min foi controlado pelo sistema de cascata e estava saturado com
30% oxigénio dissolvido. A agitacdo variou entre 100 e 150 rpm. No volume final do
cultivo, os sais estavam nas seguintes concentragdes: 6 g/ de KH,PO,4, 4,2 g/L de
(NH4)2S04, 0,9 g/L. de uréia, 0,9/L g de MgS04.7H,0, 0,9 g/l de CaCl,, 15 mg/L de
FeS0,4.7H,0, 4,2 mg/L. de ZnS0O4.7H,0, 4,8 mg/L. de MnSO4.H,0 e 6 mg/L. de CoCl,.). O
bagaco de cana pré-tratado foi preparado pela técnica de explosdo de vapor seguida de
deslignificacdo com NaOH, usando uma propor¢ao sélido-liquido de 1:10 (w/v) (ROCHA
et al., 2012).

Durante o cultivo foram retiradas amostras de 1,0 mL do fermentado para a
determinacdo de concentracdo de proteina total e da atividade enzimdtica. Ao final do
cultivo, 72 h, o fermentado bruto foi centrifugado a 6600 g (Centrifuge Sorvall RC 6+,
Thermo Scientific, EUA) por 20 min, para a separacdo da biomassa celular e o bagaco
residual. A fase liquida foi filtrada com papel Whatman n°l, a fim de se garantir a
clarificacdo do sobrenadante da cultura, aliquotada em volumes de 2 L em frascos de
plasticos e estocada em freezer a -20°C para posterior utilizacdo nos experimentos de
precipitacao.

Para os ensaios de precipitacdo, eram retirados volumes de 15 mL, os quais eram
centrifugados previamente (4800 g por 10 min em centrifuga 5408R da Epperdorf,
Alemanha). Aliquotas de 0,5 mL do fermentado foram retidas para a caracterizagdo por

meio de medidas do teor de proteinas e das atividades enzimaticas.

3.1.2. Reagentes quimicos diversos

Para a preparacdo das solu¢des tampao e de substratos foram utilizados: dcido citrico
anidro, citrato de sddio dihidratado, carbonato de sédio e D-glicose anidra da Labsynth
(Brasil); carboximetilcelulose de sédio, p-nitrofenol cristalino (p-NP), p-4-nitrofenil-f-D-
glicopiranoside (p-NPG), D-(+)-xilose da Sigma Aldrich (EUA) e xilana de madeira de
bétula 95588 da Fluka-Sigma (EUA). Para a preparacdo do reagente 4acido 3,5-
dinitrosalicilido (DNYS) foi utilizado: acido dinitro-3,5-salicilico, fenol, hidréxido de sédio,
meta-bissulfito de sodio e tartarato de sddio e potassio tetrahidratado da Sigma Aldrich
(EUA). Os reagentes utilizados na eletroforese SDS-PAGE foram os seguintes: Bis-N,N-

metileno-Bis-acrilamida, bis-acrilamida, TRIS-HCI, temed, TRIS-glicina, dodecil sulfato
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de sédio (SDS), metanol, glicina, metanol, dcido acético, azul comassie R250, glicerol,
isopropanol, nitrato de prata, formaldehido 38% (v/v), tiossulfato de sédio, acetato de
sodio, carbonato de soédio (todos da Sigma Aldrich, EUA), e o marcador molecular

PageRuler Protein Ladder de 170 a 10 kDa da Thermo Scientific (EUA).

3.1.3. Equipamentos

Durante os ensaios, o pH das solucdes foi medido através de pHmetro modelo 827 da
Metrohm (Suécia). Para a determinacdo da concentracdo de proteina e atividades
enzimaticas, as medidas de absorbancia foram realizadas em espectrofotometro Evolution
60S da Thermo Scientific (EUA). A remocao de etanol foi realizada através de centrifuga
de vacuo Centrivap da Labconco (EUA). Durante os ensaios de precipitagdo a temperatura
foi mantida constante por banhos TE-2000 com precisdo de 0,1°C da Tecnal (Brasil). Para
a manuten¢do da temperatura nos ensaios enzimaticos realizados em placa de 96 pocos foi

utilizado um termociclador tipo Nexus da Eppendorf (Alemanha).

3.2. Métodos analiticos
3.2.1. Determinaciao da concentrac¢io de proteina

A concentracdo de proteina total em solucdo foi determinada através do método
proposto por Bradford (1976), com albumina de soro bovino (Sigma, EUA) como proteina
padrao. O método consiste na adi¢do de 500 pL da amostra diluida com dgua e 500 pL de
reagente (Pierce Coomasie Plus Protein Assay Reagent, EUA). Apds homogeneizacio
manual e 10 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a absorbancia da solucdo €
medida em um espectrofotdmetro no comprimento de onda de 595 nm. O branco de reagcao
¢ feito com dgua filtrada, destilada e deionizada.

Para a quantificacdo de proteina total utilizando placa de 96 pogos foi necessario diluir
o reagente Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad, EUA) em uma propor¢do 1:4 em
dgua. Os volumes de reacao utilizados para essa escala sdo: 10 pL. de amostra para 200 uL
do reagente diluido.

A absorcdo de luz pelo etanol presente nos sobrenadantes apresenta incompatibilidade
com o reagente de Bradford utilizado e interfere nos resultados obtidos para concentracdes

de etanol maiores do que 10% (v/v), no entanto, as diluicdes que foram apresentadas dentro
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dos valores estabelecidos na curva padrdo corresponderam a concentracdes de etanol

adequadas, permitindo assim descartar qualquer interferéncia.

3.2.2. Ensaio de atividade de B-glicosidase

A determinacdo da atividade de B-glicosidase foi realizada adicionando 80 pL do
substrato cromogénico p-NPG 1 mmol/L a 20 puL. de amostra para os po¢os de uma placa de
96 pocos inserida em gelo a fim de prevenir reacdo durante a preparacdo. A quantificacio
do p-nitrofenol (p-NP) liberado apés hidrélise nas condicdes de reagdao (pH 4,8 durante 10
minutos a 50°C utilizando termociclador) foi realizada adicionando 100 pLL de carbonato de
s6dio 1 mol/L e medindo a absorbancia a 400 nm para uma aliquota de 100 pL. em placa
para leitura de 96 pocos. Mediante a curva padrdo de p-NP foram calculadas as atividades
respectivas para os ensaios realizados em triplicata. Uma unidade de atividade de f-
glicosidase foi definida como a quantidade de enzima que liberou 1 pmol de p-NP por

minuto (BERGHEM et al., 1974, WOOD et al., 1988 e CHAUVE et al., 2010).

3.2.3. Ensaio de atividade de endoglucanase e xilanase

Para quantificar a concentra¢do de actcar redutor total liberado nos protocolos destas
atividades enzimaticas foi utilizado o teste colorimétrico com &acido 3,5-dinitrosalicilico
(MILLER, 1959) e curva padrao correspondente a cada protocolo, glicose para
endoglucanase e xilose para xilanase.

A atividade xilandsica foi determinada usando solucdo 0,5% de xilana como substrato e
a atividade endoglucandsica foi determinada usando solucdo 0,5% de carboximetilcelulose
(CMC) como substrato. Os volumes usados nas reagdes com 4cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) foram os seguintes: 50 puLL de substrato, 40 pLL de tampao citrato de sédio 50 mmol/L
pH 4,8 e 10 puL. de amostra. Apds as solucdes serem incubadas em placa de 96 pocos no
termociclador a 50°C por 10 minutos, a reagdo foi parada adicionando 100 pL de reagente
DNS, inclusive no branco, e estas solu¢des foram incubadas a seguir a 99°C por 5 minutos.
Cada teste foi realizado em triplicata. Para a quantificacdo espectrofotométrica dos acticares
redutores soldveis foram transferidos 100 pL da solugdo em placa de 96 pogos para uma

placa de leitura de 96 pocos e em seguida foi medida a absorbancia a 540 nm.

24



O cdlculo da unidade de atividade enzimdtica (UA) estd baseado na quantidade de
enzima capaz de catalisar a liberacdo de 1 umol de produto (actcar redutor) por minuto a

50°C (MANDELS et al., 1976), seguindo a equagdo 1:

(Clacticar] X V[reacio] X FD)
(T[reagio] X V[enzimal)

Atividade =

(1)

onde:
Atividade: atividade enzimdtica em unidades internacionais (umol.min'l.mL'l);
Clagtcar]: concentracdo de actcar (mmol.L™);
V[reacdo]: volume total da rea¢do (mL);
FD: fator de diluicao;
T[reacdo]: tempo de rea¢do (min);

V]enzima]: volume total da enzima (mL).

A mistura usada para zerar o espectrofotometro era preparada substituindo o volume de
amostra (10pL) pela solugdo tampado. Além das misturas de referéncia para zerar o
espectrofotdmetro e das misturas reacionais de teste, durante as reacdes de hidrdlise foi
necessdrio fazer misturas controle, os quais consistiram em (i) enzima sem substrato e (ii)
substrato sem enzima e devem ser incubados todos juntos. Os valores de absorbancia das
misturas controle eram subtraidos dos valores das absorbancias correspondentes para cada
mistura teste de hidrolise.

A atividade especifica para cada enzima estudada foi definida pela relacdo entre
unidades de atividade da enzima (UA) e massa de proteina em miligramas, sendo as

unidades UA.mg'1 de proteinas.

3.2.4. Ensaio de atividade de celulase

O protocolo usado para a medida de atividade celulésica foi uma adaptacdo de
diferentes métodos (ADNEY et al., 1996, GHOSE, 1987, MILLER, 1959 ¢ WOOD et al.,
1988) com uma reducdo de escala de trabalho de 10 vezes. O sinergismo do complexo
glicosil hidrolitico foi realizado incubando-se 50 pLL de amostra com trés discos (total de

aproximadamente 5 mg) de papel filtro Whatman n°l obtidos por furador de papel de
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escritorio e 100 pLL de tampao citrato de sédio 50 mmol/LL pH 4,8 em tubos de ensaio. A
reacdo enzima-substrato foi iniciada a 50°C. Apds 60 minutos, a reagdo foi terminada por
adi¢do de 300 pL do reagente DNS e posterior incubag@o em banho de dgua a 95°C por 5
minutos. A reagdo colorimétrica foi interrompida introduzindo os tubos em gelo fundente e
imediatamente foram agregados 2,0 mL de dgua. As absorbincias das solu¢des foram
medidas a 540 nm. Os testes foram feitos em triplicata e para cada amostra foram testadas
duas dilui¢des diferentes.

Foram utilizadas no minimo duas dilui¢des da enzima de forma que esta liberasse mais
de 2 mg de glicose em uma das dilui¢des e um pouco menos de 2 mg de glicose na dilui¢dao
restante. Foi necessario realizar ensaios até obter os valores citados.

O seguinte procedimento foi usado para o calculo das unidades de atividade pelo papel
de filtro:

a. Traduzir as absorbancias obtidas das duas dilui¢cOes utilizadas em concentragdes de

glicose usando a curva de calibragdo e associd-las com a concentragdo de enzima:

inversa do fator de diluigdo.

b. Estimar a concentragdo de enzima que teria liberado exatamente 2 mg de glicose
tracando um grafico semilog de concentracdo de enzima vs. concentracdo de glicose

liberada.

c. Calcular unidade da FPAse (FPU) baseada na unidade internacional (UI):

0,2
~ (0,18016 X 0,05 X 60 X C[enzima])

0,37

1 = e——
Clenzimal

FPA

pumol.min~ FPU.mL™' (2)

z

Clenzima] € a concentracdo da enzima original do teste de hidrdlise calculada por

interpolag¢do utilizando a equagdo da reta obtida no item a.

3.2.5. Analise de proteina por eletroforese SDS-PAGE

A eletroforese SDS-PAGE foi realizada em equipamento Mini-Protein III da BioRad
(EUA) sob condi¢Oes desnaturantes utilizando gel de poliacrilamida a 12%. O composto
usado para efetuar a dissociacio de todas as proteinas presentes na amostra foi o detergente

i6nico dodecil sulfato de s6dio (SDS). Inicialmente 20 pl. de amostra foram aquecidos em
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torno de 95°C durante 5 minutos, na presenga de 10 uL tampao de desnaturacao contendo
SDS em excesso. Assim, nestas condi¢cdes o SDS ligou-se aos polipeptidios segundo uma
razdo de massas, 1,4 g de SDS por grama de polipeptidio (LAEMMLI, 1970). A seguir, a
eletroforese neste estudo dividiu-se em 3 etapas:

a. Preparacdo do gel separador e do gel empilhador;

b. Corrida eletroforética a 120 V para aliquotas de 18 uL de amostra previamente

preparadas e 5 uL. de marcador molecular;

¢. Colorag@o com azul de Coomassie R250 a 0,2% (m/v) ou nitrato de prata de acordo

ao protocolo proposto por Morrissey (1981) e descoloragdo do gel.

3.3. Métodos experimentais
3.3.1 Ensaios cinéticos para determinar o tempo de equilibrio da precipitacdo com
etanol

Volumes constantes (0,8 mL) do fermentado clarificado foram distribuidos em tubos
tipo Eppendorf de 2 mL e mantidos a 5°C em um banho de dgua. A seguir, foi adicionado
gota a gota etanol absoluto frio (5°C) aos tubos até atingir 60% de etanol. Apds
homogeneizacdo por inversdo, as solugdes permaneceram no banho em estado estitico e
foram retiradas em diferentes tempos. As suspensdes resultantes foram centrifugadas a
9000 g e 5°C por 10 minutos. Os precipitados foram separados e dissolvidos em tampao
citrato de sédio 0,05 mol/LL pH 4,8. A concentracdao de proteina total foi determinada no
sobrenadante e na solucdo resultante aplicando o método de Bradford (1976) adaptado a

menor escala. Todas as precipitagdes foram realizadas em duplicata.

3.3.2. Determinacao da faixa de concentracao de etanol efetiva para precipitacao de
proteinas

O procedimento experimental foi similar ao item 3.3.1, porém, o tempo de precipitagcdo
foi fixado para 6 horas e as concentracdes de etanol variaram entre 33,3% a 80% (v/v). A
varia¢do da concentracdo de etanol foi realizada aumentando o volume de etanol para uma

aliquota de 800 pL do fermentado centrifugado. O efeito da concentracdo de etanol nas
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precipitacdes foi medido através da quantificagao de proteinas totais aplicando o método de

Bradford.

3.3.3. Efeito do etanol nos ensaios enzimaticos

Para conhecer a influéncia do etanol em cada um dos protocolos mencionados foram
feitas diferentes diluicdes de etanol em tampao citrato de sédio 0,05 mol/L pH 4,8. A
seguir, um volume fixo do coquetel enzimdtico comercial de 7. reesei (Acellerase 1500,
Danisco US Inc, Genencor Division, EUA) foi diluido nas solucdes diluentes com
diferentes concentragdes de etanol entre 1% a 50%. Apds o preparo destas diluicdes
enzimdticas com variacdo da concentracdo de etanol, foram realizados os protocolos ja
mencionados para determinar as atividades enzimdticas correspondentes, além das
atividades de um controle sem etanol. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

3.3.4. Precipitacao das enzimas de interesse em funciao da temperatura, do pH inicial
do fermentado e da concentraciao de etanol

A avaliacdo do etanol como agente precipitante de glicosil hidrolases foi realizada
mediante ensaios de precipitacdo similares aos mencionados no item 3.3.1, porém fixando o
tempo de precipitacio para 6 horas e testando diferentes parametros primordiais na
precipitacdo com solventes organicos: concentracdo do agente precipitante, temperatura e
pH do fermentado.

Foram utilizados os métodos analiticos j4 mencionados para avaliar o efeito do processo
de precipitacdo nas recuperacdes das atividades das enzimas de interesse através da
determina¢do dos balancos de massa (método de Bradford) e os balangos de atividade
(atividades de xilanase, endoglucanase, -glicosidase e FPAse). Para os testes enzimaticos
foi necessdria a remog¢do do etanol dos sobrenadantes. A remocdo do etanol foi realizada

por evaporacao através de uma centrifuga de vacuo a 35°C durante uma hora.

3.3.5. Cinéticas de precipitaciao a 5°C em fun¢ao da concentracio de etanol
A fim de conhecer o efeito do tempo de precipitacdo na manutencdo das atividades

enzimaticas, foram realizadas cinéticas a 5°C para concentragdes de etanol de 60%, 75%,
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80%, 85% e 90% (v/v). O procedimento experimental realizado foi 0 mesmo do item 3.3.1
para um volume final de 1,0 mL. Neste procedimento foi quantificada a massa proteica, a
atividade xilandsica e a atividade FPAse apenas da fase precipitado. A fase sobrenadante

foi descartada. Todos os experimentos foram realizados em triplicata
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados dos experimentos deste trabalho sdo apresentados seguindo a seguinte
sequéncia: inicialmente, no item 4.1 sdo apresentados os resultados da cinética de
precipitacdo das proteinas extracelulares produzidas pelo fungo 7. harzianum P49P11
durante hidrélise de bagaco de cana. Estes ensaios evidenciaram o tempo necessario para
que o sistema entrasse em equilibrio e as quantidades de proteina precipitada por adicdo de
60% de etanol a 5°C. Em seguida, no item 4.2, sdo apresentados os resultados dos ensaios
de precipitagdo a 5°C em funcdo da concentracdo de etanol, a fim de deduzir a faixa de
concentracdes de etanol na qual houve uma maior quantidade de proteina na fase sélida.

A seguir, em vista da alta concentracdo de etanol na fase sobrenadante e por ser uma
substancia conhecida por interferir com os ensaios de proteina em solucdo, sdo
apresentados no item 4.3 os resultados do efeito de etanol para cada teste enzimético que
deve ser aplicado para determinar os balangos de atividade. No item 4.4 sdo apresentados
os resultados de particdo das atividades de celulases e xilanases de 7. harzianum P49P11
apos precipitagdo em funcao da temperatura (5°C, 15°C e 25°C), da concentracdo de etanol
(60%, 75% e 90% v/v) e do pH inicial do fermentado (5.0, 6,5 e 8,0) em termo de balanco
de atividades. O item 4.5 € um estudo cinético detalhado da fase precipitado que foi
realizado para comparar as recuperacOes das atividades enzimdticas de diferentes
concentracdes de etanol. A seguir, o item 4.6 apresenta os resultados da ultima etapa deste
estudo relacionada com a separacdo e comparagdo das proteinas caracteristicas do
fermentado de 7. harzianum e da fase precipitado resultante das condi¢des mais

promissérias deste trabalho.
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4.1. Estudo cinético da precipitacao proteica por adicao de etanol

A fim de determinar o tempo de equilibrio das precipitacdes com etanol, foram
quantificadas proteina total presente nas duas fases geradas apds precipitacdo para quatro
tempos de envelhecimento (0, 3, 6 e 16 horas) a 5°C e adicionando 60% de etanol (Figura
4.1).

Ap6s adi¢do do etanol foi observada intensa turvagdo da mistura evidenciando que a
inducdo da precipitacdo foi instantinea. Mediante a quantificagdo de proteina recuperada
observou-se que 60% de etanol causou a precipitacio de no maximo 56% da carga de
proteina utilizada. A recuperag@o na fase sobrenadante completou o balango de massa para

todos os tempos estudados.
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Figura 4.1. Cinética de precipitacdo do fermentado de T. harzianum P49P11 a 5 °C
com 60% de etanol. 0: Sobrenadante; ¢ precipitado; A: recuperagdo total. Massa

inicial de proteina: 510 pg em 800 pL de fermentado.

A recuperacdo de proteina no precipitado aumentou com o aumento da quantidade de
etanol adicionada ao fermentado, enquanto a quantidade de proteina na fase sobrenadante
diminuiu. A quantifica¢do da precipitacdo foi satisfatoria em termos dos balancos de massa
para todos os ensaios. Houve um aumento significativo da recuperacdo de proteina no

precipitado para concentragdes de etanol entre 50 a 66% (v/v) de etanol.
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O tempo € um fator importante no aumento da quantidade de proteina recuperada na
fase solida, indicando que a eficiéncia mixima de precipitacdo é conseguida quando o
sistema atinge o equilibrio. A quantidade de proteina recuperada por precipitacdo nesse
estudo (53,3% e 56,0% para 6 e 16 horas, respectivamente), mostraram que 6 h é um tempo
adequado para alcancgar o equilibrio na formagao de uma fase sélida proteica por efeito da
adicao de 60% de etanol ao fermentado de Trichoderma harzianum P49P11 a 5°C, uma vez
que estes dois valores estdo bem préximos e o erro experimental é de 1,8%.

A partir deste estudo cinético, o tempo de 6 horas foi estabelecido como o tempo de

envelhecimento dos experimentos de precipitacdo seguintes.

4.2. Determinacdo da faixa de concentracdo de etanol efetiva para precipitar as
proteinas

Ensaios preliminares de precipitacdo variando a quantidade de etanol adicionado foram
realizados com o intuito de definir uma faixa de concentracdo de alta eficiéncia de
formacdo da fase sélida proteica, a ser estudada em detalhe subsequentemente. A faixa de
concentracdes de etanol estudada preliminarmente situou-se entre 33,3% v/v e 80,0% v/v

(Figura 4.2).
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Figura 4.2. Precipitacdo de proteinas do fermentado de 7. harzianum P49P11 com
etanol a 5°C e tempo de envelhecimento de 6 h. A: Recuperacdo total; O:

precipitado; O: sobrenadante. Massa de proteina inicial: 778 pg.
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A precipitacio aumentou com o aumento da quantidade de etanol, enquanto a
quantidade de proteina na fase sobrenadante diminuiu. A quantificacdo da precipitacio foi
satisfatoria em termos dos balancos de massa para todos os ensaios. Comparando as
quantidades de proteina precipitada em funcdo das diferentes concentracdes de etanol
estudadas, o aumento da precipitagdo alcangou taxas maiores na mudanga da concentracao
de etanol de 50% para 60% e posteriormente na mudanca de concentracdo de 60% para
66,6%. Os aumentos na quantidade de proteina precipitada foram de 23,5% e 28,1%,

respectivamente.

4.3. Efeito de etanol nos ensaios enzimaticos

O aumento da concentracdo de etanol durante as precipitacdes de proteinas pode
apresentar principalmente dois efeitos: aumento da quantidade e tipo de proteinas
precipitadas, possivel desnaturacao e interferéncia na medida da atividade enzimaética.

Assim, antes de analisar o efeito do etanol na precipitacio das proteinas de interesse, foi
necessario conhecer seu efeito nos procedimentos de laboratdrio escolhidos para determinar
as atividades enzimadticas, isto com o objetivo de reduzir o erro das medidas e deste modo
controlar a quantidade de etanol tolerada para cada protocolo experimental utilizado.

Deste modo, as concentragdes de etanol em solu¢do foram variadas para se investigar a
quantidade limite de etanol na qual a medida da atividade enzimadtica é independente para

cada método analitico utilizado.

4.3.1. Efeito da presenca de etanol na atividade de B-glicosidase

Analisando os dados da Tabela 4.3.1 pode-se dizer que para concentracdes de etanol
iguais ou maiores que 13% (v/v) a presenca do etanol diminuiu a atividade enzimatica em
mais da 10% da atividade relativa e deste modo o protocolo para determinar a atividade de
B-glicosidase deve ser aplicado apds remocdo do etanol ou com amostras diluidas

adequadamente.
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Tabela 4.3.1. Efeito do etanol na atividade de B-glicosidase sobre p-NPG.
% Etanol (v/v) 0 1,0 20 48 91 13 17 33 50

Atividade* (U/mL) 28 27 27 26 28 25 24 23 23

Atividade relativa **(%) 100 96,4 96,4 92,9 100 89,3 85,7 82,1 82,1

*Desvio padrao de 2,0 U/mL para N=6. **Atividade relativa ao ensaio sem etanol.

4.3.2. Efeito da presenca de etanol na atividade de endoglucanase

Concluiu-se através dos resultados expostos na Tabela 4.3.2 que o método analitico
utilizado para medir atividade de endoglucanase também € afetado notavelmente para
concentracdes de etanol iguais ou maiores do que 13% (v/v). O desvio padrdo para o
método analitico de endoglucanase foi o maior comparado com os outros protocolos

reproduzidos, sendo causado provavelmente pela alta viscosidade do substrato CMC.

Tabela 4.3.2. Efeito do etanol na atividade de endoglucanase sobre CMC.
% Etanol (v/v) 0 10 20 48 91 13 17

Atividade* (U/mL) 244 245 243 239 229 225 221

Atividade relativa®* (%) 100 100 99,6 97,5 93,9 92,2 90,6

*Desvio padrdo de 21 U/mL para N=6. **Atividade relativa ao ensaio sem etanol.

4.3.3. Efeito da presenca de etanol na atividade de xilanase

Observando os resultados mostrados na Tabela 4.3.3, o método analitico utilizado para
determinar a atividade xilandsica apresentou valores menores para concentragdes crescentes
de etanol. Isto evidenciou mais uma vez que o etanol interfere nos ensaios enzimaticos.
Pode-se considerar que o etanol ndo interfere no ensaio enzimatico da xilanase para

concentracdes iguais ou menores que 9,1% (v/v).

Tabela 4.3.3. Efeito do etanol na atividade de xilanase sobre xilana de bétula.
% Etanol (v/v) 0 1,0 20 48 91 13 17 33 50

Atividade* (U/mL) 371 356 358 362 365 351 348 315 308

Atividade relativa®** (%) 100 96,0 96,5 97,6 98,4 94,6 93,8 84,0 83,0

*Desvio padrdo de 15 U/mL para N=6. **Atividade relativa ao ensaio sem etanol.
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4.3.4. Efeito da presenca de etanol na atividade FPAse

Os resultados da influéncia de etanol na atividade de FPAse, mostrados na Tabela 4.3.4,
indicaram uma queda da atividade a partir de 13% de etanol (v/v). Devido ao uso comum
do reagente DNS na maioria dos protocolos e por se tratar de um sinergismo entre enzimas,
era prevista a semelhanca entre os resultados dos itens anteriores da influéncia do etanol
para as atividades celuldsicas individuais e a atividade celuldsica total (FPAse).

Mediante os resultados obtidos, foi tomada a decisdo de remover o etanol da fase
sobrenadante apds precipitagcdo como etapa prévia a fim de avaliar a particdo de glicosil
hidrolases por precipitacdo por etanol, j4 que o etanol perturba a atividade das enzimas
geralmente a través de interacdes hidrofébicas (TIMASHEFF, 1970) e, uma simples
dilui¢do das fases sobrenadantes resultaria em atividades muito baixas, ndo detectdveis

pelos métodos aqui utilizados. A remocgdo do etanol foi realizada entdo sob véacuo a 35°C.

Tabela 4.3.4. Efeito do etanol na atividade de celulase sobre papel de filtro

% Etanol 0 1,0 2,0 4,8 9,1 13 17
(v/v)
Atividade* 56,9 57,8 57,6 57,4 56,9 52,9 35,4
(U/mL)
Atividade 100 101 101 101 100 93,0 62,2

relativa **(%)

*Desvio padrdo de 6,0 U/mL para N=6. **Atividade relativa ao ensaio sem etanol.

Especificamente, os tineis ou fendas do dominio catalitico das celulases contém
residuos hidrofébicos e polares que interagem com as cadeias dos carboidratos. Estudos
revelaram que uma vez sdo alterados os residuos hidrofébicos nos tuneis do dominio
catalitico de celulases a digestdo de celulose ndo era possivel (CHUNDAWAR et al.,
2011).

Neste caso, a presenca de etanol pode ter ocasionado deslocalizagdo de cargas
eletronicas de residuos peptidicos das celulases, uma vez que estudos cristalograficos (raios
X) e mutagénicos revelaram que o deslocamento das moléculas de dgua ocasionada por
adicao de dlcool as proteinas estabelece ligagdes entre o dlcool e residuos hidrofébicos das
proteinas ou simplesmente perturbam a estrutura idnica de peptideos, que
consequentemente pode interferir a fungdo catalitica das enzimas, principalmente por perda

de flexibilidade molecular (DWYER e BRADLEY, 2000).

35



4.4. Estudo de precipitacio de proteinas e da particao das atividades enzimaticas do
fermentado de Trichoderma harzianum P49P11 por adicao de etanol

Estudos de precipitagdo com etanol foram realizados utilizando-se o método OFAT
(“one-factor-at-a-time”’) para as variaveis pH, temperatura e concentragdo de etanol. Os
valores de pH testados foram 5,0 (pH da fermentagao), 6,5 e 8,0, cobrindo uma faixa que
vai de pH levemente 4cido a levemente basico. A temperatura variou de 5°C (temperatura
relativamente baixa para minimizar a desnaturacdo proteica) a 25°C (temperatura proxima a
ambiente, industrialmente interessante por minimizar gastos com aquecimento €
resfriamento).

Foram avaliadas as recuperacdes das atividades de xilanase, endoglucanase, [3-
glicosidase e FPAse particionadas para a fase precipitado e para a fase sobrenadante e
determinaram-se os balangos de massa proteica correspondentes.

As concentracdes de etanol foram escolhidas apds andlise do estudo 4.2, o qual revelou
que a quantidade de proteina recuperada mediante as precipitacdes com etanol a 5°C pode
ser aumentada até 3,4 vezes através do aumento da concentracdo de etanol de 50% a 71,4%.
Neste estudo preliminar observou-se que para quantidades maiores que 70% de etanol ndo
houve um aumento significativo da quantidade de proteina precipitada. No entanto, achou-
se apropriado testar precipitagdes com maiores concentragdes de etanol a fim de determinar
se alguma enzima hidrolitica permanece na fase sobrenadante, pois pode ser que existam
enzimas em concentracdes muito baixas para afetar a recuperagdo de massa, mas com
atividade relativamente significativa. Deste modo, as concentragdes de etanol estudadas
foram 60%, 75% e 90% (v/v).

Os resultados deste estudo em termos de recuperacdo de atividade da fase precipitado
sdo apresentados como figuras e em termos de balango de atividade sdo apresentados como
tabelas, exceto para a recuperacdo de FPAse para a qual s6 sdo apresentados os resultados

na fase precipitado porque a atividade FPAse na fase sobrenadante foi desprezivel.

4.4.1. Estudo de precipitacdo de proteina
A Tabela 4.4.1 apresenta os resultados de todas as precipitacOes realizadas. A Figura
4.4.1 evidenciou uma menor quantidade de proteina precipitada nos fermentados com pH

8,0 a 15°C e 25°C, principalmente com 75% e 90% de etanol. Deste modo, o aumento de
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pH do fermentado ndo favoreceu a precipitacio em termos da quantidade de proteina

precipitada.
100 —'
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60% Concentragao
“ de etanol
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Figura 4.4.1. Perfil de precipitacdo com etanol das proteinas do fermentado em

funcdo da concentracdo de etanol, o pH do fermentado e a temperaturas das

precipitacoes.

Baseados nos balancos de massa proteica reportados na Tabela 4.4.1, vé-se que foi
possivel recuperar completamente a proteina soldvel inicial, exceto nas precipitacdes com
60% de etanol e nas precipitacdes realizadas a 25°C. Este fato indica uma maior
solubilidade das proteinas a temperaturas mais altas, ndo sendo o comportamento de

solubilidade retr6grada, comum em proteinas, dominante neste caso (Christopher et al.,
1998).

4.4.2. Estudo de precipitaciao de xilanase
A Figura 4.4.2 mostra as atividades de xilanase para cada fase precipitado em funcdo
das condi¢Oes utilizadas durante a precipitacdo. Este perfil de recuperagdo da xilanase

caracterizou-se por alta recuperacdo de atividade nos precipitados formados com 90% de

etanol em todas as temperaturas e valores de pH testados.
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Tabela 4.4.1. Balancos de massa proteica das precipita¢cdes com etanol em fun¢do do pH
do fermentado, a temperatura durante as 6 horas de precipitacdo e a concentragdes de

etanol. A concentragdo proteica média do fermentado clarificado foi 1,08 mg/mL.

Temperatura % Massa proteica Massa proteica da Recuperacio

pH do (&0 Etanol da fase fase sobrenadante total
fermentado (v/v) precipitado (%) (%) (%)
60 36,4 57,6 94,0

5 75 81,7 15,1 96,8

90 94,2 10,6 105

60 31,2 733 104

5,0 15 75 76,1 10,6 86,7
90 85,5 13,7 99,2

60 36,3 48,7 85,0

25 75 63,7 20,6 84,3

90 85,2 13,5 98,7

60 30,0 60,0 90,0

5 75 80,1 19,1 99,2

90 95,7 6,50 102

60 34,9 53,8 88,7

6,5 15 75 84,0 16,5 100
90 90,1 10,8 101

60 34,4 514 85,8

25 75 59,3 34,8 94,1

90 71,4 21,5 92,9

60 36,4 443 80,7

5 75 75,2 23,9 99,1

90 93,9 6,70 101

60 33,7 50,7 84,4

8,0 15 75 58,7 46,6 105
90 83,7 12,8 96,5

60 254 48,7 74,1

25 75 51,2 434 94,6

90 73,0 27,3 100
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Mesmo assim, nos dados dos balancos de atividade reportados na Tabela 4.4.2
observou-se escassa atividade na fase solivel para todos os ensaios de precipitagdo,
podendo ter ocorrido desnaturagdo durante o processo de remog¢do do etanol a 35°C, uma
vez que na fase precipitado parece ndo ter acontecido desnaturacdo ja que conforme foi

aumentada a concentracdo de etanol aumentou a atividade de xilanase desta fase.
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Figura 4.4.2. Perfil de recuperacdo da atividade de xilanase por precipitacio com

etanol.

Por estudos realizados por Tan et al., 1985 e Wong et al., (1986) sabe-se que o pl das
principais xilanases de T. harzianum sao 9,4, 9,5 e 8,5 para xilanases de 20, 29 e 22 kDa,
respectivamente. Estudos estimaram que as xilanases de 7. harzianum representam
aproximadamente 25% do total de proteina extracelular e tém uma relacio trés vezes mais
alta de atividade comparada com a FPAse na preparagdo em bruto (SERPA et al., 2012;
TAN et al., 1985).

Paralelamente, Tan et al., (1985) e Wong et al., (1986) verificaram que a xilanase
menor € responsavel pela maior parte da atividade xilandsica, medida pelo método do acido
3,5-dinitrosalicilido (DNS). No fermentado deste estudo, os valores de pl das xilanases sdo
muito proximos sendo em torno de 9,0, podendo explicar a pouca variabilidade no perfil de

recuperacao deste complexo em funcdo do pH de precipitagdo.
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Tabela 4.4.2. Balancos de atividade de xilanase das precipitagdes com etanol em fun¢do do

pH do fermentado, a temperatura durante as 6 horas de precipitacdo e a concentragcdes de

etanol. A atividade inicial do fermentado clarificado foi 41,7 U/mL.

Temperatura Concentracio Atividadeda Atividade da Recuperacio
pH do (&) de etanol fase fase total de
fermentado vlv) precipitado  sobrenadante atividade

(%) (%) (%)

60 2,30 3,50 5,80

5 75 45,0 3,90 48,9

90 93,6 6,40 100

60 2,50 5,40 7,90

5,0 15 75 433 1,10 44,4
90 96,8 1,40 98,2

60 1,40 3,60 5,00

25 75 3,80 3,10 6,90

90 93,6 1,20 94,8

60 1,90 8,00 9,90

5 75 48,7 10,7 59,4

90 97,4 2,60 100

60 4,90 7,30 12,2

6,5 15 75 60,0 2,40 62,4
90 97,8 3,20 101

60 1,70 3,20 4,90

25 75 5,70 0,90 6,60

90 102 2,30 104

60 1,90 4,20 6,10

5 75 54,7 2,80 57,5

90 98,6 1,40 100

60 1,80 5,50 7,30

8,0 15 75 41,0 3,70 44,7
90 105 6,0 111

60 1,70 2,60 4,30

25 75 5,26 0,60 5,86

90 102 10,0 112
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4.4.3. Estudo de precipitacao de endoglucanase

O perfil de recuperacdo da atividade de endoglucanase por precipitacio com etanol
(Figura 4.4.3) mostrou-se afetado principalmente pelo pH do fermentado, exceto para os
precipitados formados com 90% de etanol, uma vez que houve recuperagdo praticamente
completa independente do pH e a temperatura. As recuperacdes com 60% estiveram na
faixa de 7,2% a pH 8,0 e 33,5% a pH 5,0. As recuperagdes obtidas com 75% situaram-se
entre 17% a pH 8,0 e 75,8% a pH 5,0, enquanto a menor recuperacdo com 90% foi de

86,9% também a pH 8.0.
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Figura 4.4.3. Perfil de recuperacdo da atividade de endoglucanase por precipita¢do

com etanol.

Além disso, de acordo aos balangos de atividade mostrados na Tabela 4.4.3, os balancos
de atividade da endoglucanase foram satisfatorios apds precipitagdes com 60% e 75% de

etanol a pH 5,0. Enquanto, para temperaturas maiores houve diminui¢des de atividade a

medida que foi aumentado o valor de pH.
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Tabela 4.4.3. Balancos de atividade de endoglucanase das precipitacdes com etanol em

funcdo do pH do fermentado, a temperatura durante 6 horas de precipitacdo e a

concentracdes de etanol. A atividade inicial do fermentado clarificado foi 34 U/mL.

Temperatura Concentracio Atividadeda  Atividade da Recuperacio
pH do O de etanol fase fase total de
fermentado vlv) precipitado  sobrenadante atividade
(%) (%) (%)
60 33,5 65,7 99,2
5 75 72,4 28,6 101
90 106 11,0 116
60 31,0 59,9 90,9
5,0 15 75 75,8 30,0 106
90 108 11,0 118
60 17,2 49,9 67,1
25 75 44 4 23,0 67,4
90 108 12,0 120
60 19,9 59,9 79,8
5 75 58,8 15,3 74,1
90 99,6 10,4 110
60 32,2 61,5 93,7
6,5 15 75 52,9 17,0 69,9
90 124 12,0 136
60 6,90 34,5 41,4
25 75 25,5 19,5 45,0
90 122 11,0 133
60 10,9 27,7 38,6
5 75 37,7 17,6 55,3
90 99,0 10,0 109
60 17,0 36,4 53,4
8,0 15 75 25,7 284 54,1
90 104 0,10 104
60 7,20 30,1 37,3
25 75 17,0 13,8 30,8
90 86,9 16,0 103
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4.4.4. Estudo de precipitaciao de p-glicosidase

A Figura 4.4.4 mostra as atividades de B-glicosidase que caracterizaram os precipitados
em funcdo das condi¢des de precipitagdo. Observou-se neste caso que as atividades
recuperadas com 60% de etanol estiveram influenciadas exclusivamente pela temperatura,
sendo recuperada em torno de 15% de atividade a 5°C, 30% a 15°C e 20% a 25°C.

Observou-se recuperacdes de atividade praticamente completas com 90% (v/v) de
etanol, independente da temperatura de precipita¢do, exceto para pH 8,0 que levou a
menores valores de recuperacido. Para 60 e 70% (v/v) de etanol ndo se observou nenhuma

tendéncia bem definida, exceto recuperacdes mais baixas a 25°C.
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Figura 4.4.4. Perfil de recuperacao da atividade de B-glicosidase por precipitacdo com

etanol.

Em termos de balango de atividade, na Tabela 4.4.4 pode-se observar que apenas as
fases sobrenadantes resultantes da adi¢cdo de 60% de etanol apresentaram alta atividade,

permitindo assim maior recuperagdo da atividade total do que as concentragdes maiores de

etanol.
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Tabela 4.4.4. Balancos de atividade de [-glicosidase das precipitacdes com etanol em

funcdo do pH do fermentado, a temperatura durante as 6 horas de precipitacdo e a

concentracoes de etanol. A atividade inicial do fermentado clarificado foi 0,45 U/mL.

Temperatura Concentracio Atividadeda Atividade da Recuperacio
pH do (&) de etanol fase fase total de
fermentado vlv) precipitado  sobrenadante atividade

(%) (%) (%)

60 17,8 60,9 78,7

5 75 65,2 1,00 66,2

90 110 2,10 112

60 30,0 63,7 93,7

5,0 15 75 62,4 1,30 63,7
90 101 0,10 101

60 24,5 59,6 84,1

25 75 25,0 4,60 29,6

90 105 1,00 106

60 15,6 59,1 74,7

5 75 65,8 17,0 82,8

90 115 9,00 124

60 34,6 64,7 99,3

6,5 15 75 79,4 0,90 80,3
90 108 0,10 108

60 24,5 59,1 83,6

25 75 28,2 4,40 32,6

90 103 1,00 104

60 15,7 58,0 73,7

5 75 27,9 5,60 33,5

90 110 9,00 119

60 31,7 55,1 86,8

8,0 15 75 28,4 2,30 30,7
90 69,7 7,90 77,6

60 14,7 54,0 68,7

25 75 21,0 3,80 24,8

90 73,0 3,30 76,3
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4.4.5. Estudo de precipitacao de FPAse

Além da parti¢do por precipitacio com etanol de enzimas celuloliticas especificas, foi
tragcado também o perfil de recuperagdo da atividade do complexo celulolitico ou FPAse, o
qual envolve atividades de diversas enzimas, sendo as principais as [-glicosidases,
endoglucanases e exoglucanases. A Figura 4.4.5 evidencia a alta influéncia do pH na
recuperagdo das celulases durante as precipitagdes. Com 60% de etanol a recuperacio das
atividades cooperativas do complexo celulolitico foram despreziveis para todos os valores
de pH e temperatura testados, enquanto com 75% de etanol a recuperacdo da atividade na
fase precipitado foi em torno de 60% para pH 5,0 e apresentou diminuicdes conforme o

aumento de pH do fermentado.
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Figura 4.4.5. Perfil de recuperacdo da atividade FPAse por precipitagdo com etanol. A

atividade inicial do fermentado clarificado foi 2,74 FPU/mL.

Com 90% de etanol as atividades recuperadas de FPAse aumentaram ao redor de 20% a
5°C e 25°C em comparagdo com as atividades recuperadas com 75% de etanol. A
determinac¢do das atividades na fase solivel ndo foi detectada utilizando o método do tubo
de ensaio com papel de filtro como substrato.

Analisando os perfis de recuperagdo das celulases (Figuras 4.4.3 e 4.4.4), o aumento do
valor de pH no fermentado diminuiu a atividade FPAse recuperada por precipitagcdo. Isto

N

ocorreu possivelmente devido a repulsio entre moléculas de proteina carregadas
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positivamente, atenuando assim a velocidade do processo de precipitacdo por solventes
organicos. Neste estudo ja relatou-se este efeito negativo do aumento de pH, especialmente
da endoglucanase, Os valores reportados de pl das endoglucanases produzidas pelo género
Trichoderma estao entre 5,10 e 6,20. Deste modo, para aumento de valores de pH 6,50 e
8,0 as moléculas de endoglucanase aumentam gradativamente sua carga positiva (SASHI et
al., 2012; THRANE et al., 1997).

Paralelamente, analisando o aumento da temperatura durante o processo de agregacdo
proteica, neste estudo observou-se que as atividades recuperadas para todas as enzimas de
interesse foram menores nas precipitacdes a 25°C, resultados que se mostraram de acordo
com o efeito esperado em precipitacdo de proteina com etanol: desnaturacdo por solventes
orgadnicos aumenta com o aumento da temperatura. No entanto, as precipitacdes realizadas
a 25°C com 90% de etanol (v/v) ndo apresentaram recuperagdes menores de 90% quando
comparadas com precipitacdes realizadas a temperaturas menores, exceto para a atividade
de FPAse na qual houve diminui¢do nas recuperacdes a a 15°C e a 25°C. Uma explicagcdo
para este fato pode ser uma cinética de nucleacdo muito rdpida, pois a concentracdo de
etanol sendo muito elevada se traduz, consequentemente, em uma supersaturacdo das
proteinas também alta, que sabidamente resulta em alta taxa de nucleacdo. Esta cinética
muito rapida remove quase que instantaneamente a enzima da fase liquida evitando, assim,
a interac@o enzima-etanol que tem potencial de causar desnaturacdo proteica (SCHUBERT
e FINN, 1981; YOSHIKAWA et al., 2012).

No entanto, a atividade recuperada de FPAse foi muito afetada a 15°C e 25°C. Sabe-se
que os complexos enzimdticos tendem a se desativar facilmente pela presenca de solventes
organicos devido a mudancas conformacionais ndo especificas da estrutura nativa
(EIJSINK et al., 2004) e também houve um aumento da solubilidade proteica conforme o
aumento de temperatura (ver Tabela 4.4.1 de balangos de massa).

Sabe-se por estudos anteriores que o fortalecimento das intera¢des proteina-etanol pode
levar a desnaturacdo irreversivel e, a fim de conhecer em detalhe o efeito cinético na
manutencdo das atividades enziméticas da fase precipitado € apresentado o seguinte estudo

cinético através da aplicacdo das condi¢des que apresentaram maiores recuperacoes.
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4.5. Estudo cinético da precipitacio proteica do fermentado de 7. harzianum a 5°C em
funcao da concentracao de etanol

Mediante o estudo anterior foi possivel conhecer as condi¢des que propiciaram alta
manutencdo das atividades das enzimas de interesse. No entanto, apesar de que as
condi¢cdes mais favordveis permitiram a recuperagao completa de atividade de xilanase,
apenas 80% de atividade FPAse inicial foi recuperada, mesmo tendo-se precipitado
aproximadamente 96% da proteina do fermentado. Deste modo foram realizados novos
estudos cinéticos a fim de avaliar se o complexo celulolitico é desativado em fun¢do do
tempo. Para tal fixou-se duas varidveis que propiciaram altas recuperacdes nas
precipitacdes anteriores—temperatura de 5°C e pH 5,0- e variou-se a concentracdo de etanol
de 60% a 90% (v/v).

A variacdo da massa proteica caracteristica para cada precipitado em funcio do tempo e
a concentracdo de etanol pode ser observada na Figura 4.5.1. O comportamento das
diferentes concentracdes de etanol é similar: precipitacdo praticamente instantanea para

todas as concentracdes de etanol.
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Figura 4.5.1. Cinética de precipitacdo proteica a 5°C e pH 5,0 do fermentado em
funcdo da concentragdo de etanol. Barras de erro sdo desvio padrao de experimentos em

triplicata.
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Além disso, tanto 85% como 90% (v/v) de etanol precipitaram mais de 90% da proteina
presente no fermentado, enquanto 75% e 80% (v/v) de etanol precipitaram
aproximadamente 85% da proteina inicial da alimentacdo e 60% (v/v) de etanol apenas
precipitaram ao redor de 25% da proteina inicial. Nao obstante, deve-se saber se uma
separacdo de enzimas estd ocorrendo ou se a desativacdo da atividade do complexo

celulolitico pode ser  evitada ajustando 0 tempo de  incubacio.
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Figura 4.5.2. Cinética de precipitacdo de xilanase a 5°C e pH 5,0 do fermentado em
func¢do da concentragdo de etanol. Barras de erro sao desvio padrao de experimentos

em triplicata.

Os resultados mostrados na Figura 4.5.2 indicam que 90% de etanol apresenta
recuperacdo completa da atividade de xilanase quando a separacdo do precipitado da fase
liquida € feita imediatamente apds a adi¢do do etanol, enquanto 85% de etanol recupera
pouco mais de 80% desta atividade inicial. Menores quantidades de etanol recuperaram
menos de 50% da atividade inicial, como ja foi mostrado no estudo anterior de precipitagao.
O comportamento cinético continuou ndo mostrando variacdo em termos de atividade,
exceto para 90% e 80% de etanol.

No que se refere a atividade FPAse, pode-se observar na Figura 4.5.3 que a sua
recuperacdo no precipitado aumenta conforme aumentou-se a concentracao de etanol. Em

termos cinéticos, a recuperagdo de atividade permaneceu praticamente constante para cada
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concentracdo de etanol, exceto para 80% de etanol (v/v) na qual a atividade foi decaindo
ap6s 90 minutos de precipitacdo. Em termos da atividade do complexo celuldsico (FPAse)
as concentragdes de etanol 80%, 85% e 90% (v/v) asseguraram uma recuperacdo da
atividade inicial em torno de 70% no tempo zero, e sendo 85% (v/v) a concentracdo de
etanol que permitiu a recuperagdo maxima de atividade celuldsica (75% aproximadamente).

Em termos de atividade especifica, o coquetel enzimético inicialmente tinha 16,8 U/mg
e 0,233 U/mg de atividade de xilandsica e FPAsica, respectivamente. Apds precipitacio
com 90% de etanol a 5°C e pH 5,0 estas atividades especificas das fases precipitadas foram

de 17,6 U/mg e 0,080 U/mg, respectivamente.
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Figura 4.5.3. Cinética de precipitacido de FPAse a 5°C e pH 5,0 do fermentado em

func¢do da concentragdo de etanol.

Uma vez que a cinética indicou precipitacdo instantdnea, compararam-se, para um
tempo zero de envelhecimento, as recuperacdes de proteinas com as recuperagdes das duas
atividades mais eficientemente precipitadas, a xilandsica e a celuldsica (Figura 4.5.4).
Conforme aumentou-se a concentracdo de etanol tanto a recuperag@o de proteina como das
atividades hidroliticas aumentaram. Com 90% de etanol a recuperacdo da atividade
xilandsica foi de 100%, porém a recuperacdo da atividade FPAse foi menos de 80% da
inicial. Paralelamente, observou-se que o alto enriquecimento proteico ndo permitiu

fracionamento das enzimas presentes no fermentado.
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Figura 4.5.4. Efeito da concentracdo de etanol nas recuperagdes de proteina,
atividade de xilanase e atividade FPAse nas precipitacdes a 5°C e pH 5,0 com
separacdo da fase precipitado imediatamente apds adi¢do de etanol. Barras de erro

sdo desvio padrdo de experimentos em triplicata.

Apesar da precipitagdo por etanol ter acontecido em detrimento da atividade catalitica
do complexo de celulases, as recuperacdes de atividade de xilanases e celulases
conseguidas com 90% de etanol sdo altas quando comparados com recuperacdes de

trabalhos anteriores apresentados na Tabela 2.2.

4.6. Analise de proteina por eletroforese SDS-PAGE

O precipitado com maior recuperacdo de proteina e atividades xilanésica e FPAse, foi
obtido com 90% (v/v) de etanol a 5°C e pH 5,0. O perfil proteico em amostras de
fermentado e de precipitado formado sob estas condi¢des foram analisadas qualitativamente
como etapa final deste estudo através de SDS-PAGE.

Antes de dissolver as amostras em tampao de corrida eletroforética, foram realizadas
diluigdes para que as duas amostras de fermentado e concentrado tivessem a mesma
quantidade de proteina. Analisando a imagem do gel de poliacrilamida a 12% (Figura 4.6)
da fracdo do fermentado e o precipitado obtido por adi¢do de 90% de etanol, verificou-se

que, as proteinas separadas do fermentado e do precipitado coincidiram em sua maioria,
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sendo que, em média, o nimero de bandas proteicas apresentou-se maior entre a faixa de
massa molecular 90 kDa e 35 kDa, além de revelar dois sinais expressivas com massa
molecular em torno de 20 kDa e 12 kDa. Esta similaridade era esperada uma vez que nao
houve purificacdo com a precipitagao.

A proteina presente na fase sobrenadante foi considerada nula devido a que ndo foi
detectada mediante eletroforese SDS-PAGE com colorac@o por nitrato de prata, método

geralmente utilizado para corar concentra¢des de proteina baixas (entre 0,1 e 1,0 mg/mL).

a) b)
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130 130
100 100

70 70

55 55
35
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15
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1 2 3 1 2 3

Figura 4.6. Eletroforese SDS-PAGE do fermentado de 7. harzianum P49P11 e
precipitado formado a 5°C, pH 5,0 e 90% (v/v) de etanol. a) Gel com coloracdo com
azul de Coomassie e concentragdo proteica 0,2 mg/mL. b) Gel com coloragdo com

nitrato de prata e concentracio proteica 0,1 mg/mL. (1) Marcador de massa molecular

(kDa); (2) fermentado; (3) precipitado.

Através de estudos precedentes € possivel identificar algumas das bandas proteicas
observadas, pois se sabe que as -glicosidases sdo as enzimas do complexo celuldsico com

maior massa molecular situada entre 85 e 75 kDa, sendo provavel entdo que as primeiras
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duas bandas protéicas de maior massa molecular correspondam a enzimas deste tipo. A
banda proteica mais densa em torno de 60 kDa estd entre a massa molecular das
endoglucanases situada entre 78 kDa e 48 kDa (LIMA, 2010). Massas moleculares menores
a 30 kDa tém sido observadas durante as purificagdes de xilanases e neste estudo pode-se
visualizar bandas proteicas em torno de 20 kDa e 12 kDa que se ajustam a este tipo de
enzimas (TAN et al., 1985), além de considerar a existéncia das exoglucanases e outras

proteinas extracelulares e de polipeptidios de baixa massa molecular.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES
PARA TRABALHOS FUTUROS

5.1. Conclusdoes

Com base nos resultados obtidos durante o desenvolvimento deste estudo, pode-se
concluir principalmente que a adicdo de 90% de etanol ao fermentado de 7. harzianum a
5°C leva a precipitacdo instantdnea e completa das proteinas, garantindo a recuperagdo
completa da atividade xilandsica inicial, enquanto apenas 80% da atividade celuldsica do
fermentado foi recuperada sob estas condi¢des de precipitagdo. Assim, conclui-se que o
etanol se mostrou um agente concentrador de bom potencial para a industria de etanol 2G,
principalmente se associarmos sua caracteristica de produto da prépria biorrefinaria, de ser
um produto facilmente reciclavel por destilacdo e possibilitar uma 6tima recuperacdo de
xilanase com recuperacdo substancial de celulases.

A fixacdo de uma faixa de concentracdes de etanol, na qual foi obtida uma alta
eficiéncia da precipitagdo entre 60% e 90% (v/v), foi determinada para o desenvolvimento
da metodologia experimental das precipitagdes.

Aumentos nos valores de pH e temperatura afetaram principalmente a manutengao das
atividades do complexo de celulases. A atividade xilandsica ndo apresentou diminui¢des
nos precipitados obtidos com 90% de etanol nas faixas de temperatura e pH testadas, e
nenhum dos precipitados formados com 60% de etanol mostrou atividade xilandsica maior
do que 5% e os precipitados formados com 75% de etanol somente apresentaram
recuperagdes menores de 40% quando foram incubados a 25°C.

A medida que foi aumentado o valor de pH do fermentado houve uma queda da
atividade do complexo de celulases principalmente devido a diminui¢des da atividade da

enzima endoglucanase.
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O aumento de temperatura durante as precipitacdes afetou negativamente tanto a
atividade de endoglucanase quanto a atividade de B-glicosidase.

A atividade da B-glicosidase na fase sobrenadante foi considerdvel (61%) somente para
precipitacdes realizadas com 60% de etanol a 5°C, enquanto a atividade da englucanase na
fase sobrenadante permitiu completar os balangos de atividade com todas as concentragdes

de etanol testadas a 5°C e 15°C em pH 5,0.

5.2. Sugestoes para trabalhos futuros

Testar precipitacOes com éteres de celulose (exemplo, hidroxipropilmetilcelulose) ou
algum outro co-precipitante derivado da celulose e insolivel em altas concentragdes de
etanol. Um co-precipitante derivado da celulose pode interagir com o dominio de ligacdo a
celulose destas enzimas devido a similaridade estrutural, reduzindo, assim, os cAmbios na
conformagdo das enzimas apos precipitacdo e reduzindo também a concentracdo de etanol
para uma alta recuperacao.

Avaliar a estabilidade térmica dos precipitados proteicos obtidos neste estudo.

Testar a hidrdlise de bagaco de cana usando os precipitados enzimaticos deste estudo e
comparar com a hidrélise realizada a partir do coquetel enzimatico de 7. harzianum P49P11

ndo processado.
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APENDICE A

A.1. Cinética de precipitacao do fermentado de 7. harzianum P49P11 a 5 °C para 60% v/v
de etanol.

Tempo (horas) 0 3 6 16
Massa da proteina (pg) 157,6 215,3 271,8 285,6
no precipitado (30,9%) (42,2%) (53,3%) (56,0%)
Massa da proteina (pg) 330,5 282,5 201,0 205,3
no sobrenadante (64,8%) (55,4%) (39,4%) (40,3%)
Recuperacio total de 95,7 97,6 92,7 96,2

proteina (%)*

* A massa inicial de proteina foi 510 pg.

A.2. Quantificacdo da proteina total obtida apds precipitagdes do fermentado de 7.
harzianum P49P11 com diferentes concentragdes de etanol a 5°C durante 6 h.

% Etanol 333 50,0 60,0 66,6 71,4 75,0 80,0
(vlv)
Massa de proteina 155 166 349 568 568 595 618

(pg) no precipitado* (19.9%)  (21,4%) (449%)  (73,0%) (73,0%) (76,6%)  (79,5%)

Massa de proteina 620 579 432 207 173 179 138
(ng) no (79,7%) (74,3%) (55,6%) (26,6%) (22,3%) 23,0%)  (17,7%)
sobrenadante*
Recuperacio total 99,6 95,7 100 99,6 95,3 99,6 96,2
(%)

*Massa inicial de proteina: 778 pg.
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APENDICE B

B.1. Balancgos de massa proteica apds precipitacdo com etanol a 5°C em fun¢ao do pH do
fermentado e a concentragdo de etanol.

Massa proteica Proteina na fase Proteina na fase Recuperacio total
pH do % Etanol (mg) precipitado* sobrenadante* (mg) (mg)
fermentado (v/v) (mg)
60 14,6 36,4% +4.9 57,6% +3,7 93,8%
(5,31 (8,41) (13,7)
50 75 9,12 81,7% + 1,1 15,1% + 2,7 96,8%
(7,45) (1,38) (8,83)
90 3,65 94,2% +2.4 10,6% + 4,2 105%
(3,44) (0,39) (3,83)
60 12,2 30,0% +2,7 60,0% + 7.4 90,0%
(3,66) (7,32) (11,0)
6,5 75 9,12 80,1% +3,2 19,1% +3,3 99,2%
(7,30) (1,74) 9,04)
90 3,65 95,7% + 3,6 6,50% + 0,5 102%
(3,49) (0,24) (3,73)
60 12,2 36,4% + 2,3 443% + 5.4 80,7%
(4,44) (5,40) 9,84)
8,0 75 7,61 752% + 1,9 239% +5,9 99,1%
(5,72) (1,82) (7,54)
920 3,04 93,9% + 1,9 6,70% + 2,2 101%
(2,85) (0,20) (3,05)

*Desvio padrao médio = 1,8%.

B.2. Balangos de massa proteica apds precipitacdo com etanol a 15°C em funcdo do pH do
fermentado e a concentragdo de etanol.

Massa proteica Proteina na fase Proteina na fase Recuperacio total
pH do % Etanol (mg) precipitado* sobrenadante* (mg) (mg)
fermentado (vlv) (mg)

60 11,9 31,2% +4,7 73,2% + 1,4 104%

(3,70 8,71 (124

50 75 7,41 76,1% + 5.4 10,6% + 3,3 86,7%
(5,64) (0,79) (6,43)

90 2,97 85,5% + 1,9 13,7% + 6,1 99,2%

(2,54) (0,41) (2,95)

60 11,9 34,9% +17,9 53.8% +17,3 88,8%

(4,15) (6,40) (10,6)

6,5 75 741 84,0% + 16 16,5% £ 7,1 100%
(6,22) (1,22) (7,44)

90 3,65 90,1% + 14 10,8% + 1,8 101%

(3,29) (0,39) (3,68)

60 11,6 33,7% + 10 50,7% + 1,9 84,3%

(3,90) (5,88) (9,78)

8,0 75 6,42 58,7% + 13 46,6% + 4,6 105%
(3,77) (2,99) (6,76)

90 5,14 83,7% + 1,1 12,8/% +3,2 96,5%

(4,30) (0,66) (4,96)

*Desvio padrao médio = 4,6%.
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B.3. Balangos de massa proteica apds precipitacdo com etanol a 25°C em func¢do do pH do
fermentado e a concentragdo de etanol.

Massa proteica Proteina na fase Proteina na fase
pH do % Etanol (mg) precipitado* sobrenadante (mg)*  Recuperacio total
fermentado (v/v) (mg) (mg)
60 16,4 36,3% +4.,5 48,7% £ 1,7 85,0%
(5,95) (7,99 (13,9)
50 75 10,2 63,7% + 1,8 20,6% + 6,9 84,3%
(6,50) (2,10) (8,60)
920 4,09 85,2% +2,2 13,5% + 5,1 98,6%
(3,48) (0,55) (4,03)
60 14,6 34,4% + 1,0 51,4% +9.4 85,8%
(5,02) (7,50) (12,5)
6,5 75 9,11 59,3% + 4,6 34,8% +4,0 94,1%
(5,40) 3,17) (8,57)
90 3,65 71,4% +2.4 21,5% +9.,7 93,0%
(2,61) (0,78) (3,39)
60 16,4 25,4% + 1,3 48,7% £5,2 74,0%
(4,16) (7,98) (12,1)
8,0 75 7,61 51,2% +4.8 43,4% £ 6,8 94,6%
(3,90) (3,30) (7,20
90 3,04 73,0% + 10 27,3% +£2,6 100%
(2,22) (0,83) (3,05)

*Desvio padrao médio =2,9%.

B.4. Recuperacdo da atividade de xilanase por precipitacdo com etanol a 5°C.

pH do %o Atividade Atividade Atividade Atividade
fermentado Etanol do especifica recuperada do
(Controle de v/v) precipitado recuperada (%) sobrenadante
atividade)* U) (U/mg) (%)
60 0,046 0,009 2,28 3,47
5,0 75 0,501 0,067 45,0 3,90
17,6) 90 0,434 0,126 93,6 6,40
60 0,093 0,025 1,92 7,95
6,5 75 0,668 0,092 48,7 10,7
(16,0) 90 0,463 0,125 97,4 2,60
60 0,041 0,009 1,89 4,15
8,0 75 0,492 0,086 54,7 2,80
(16,8) 90 0,440 0,154 98,6 1,40

* Atividade de xilanase no controle € dada em U/mg.
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B.S. Recuperagdo da atividade de xilanase ap0s precipitacdo com etanol a 15°C.

pH do % Atividade Atividade Atividade Atividade
fermentado Etanol do especifica recuperada do
(U/mg)* v/v) precipitado  recuperada (%) sobrenadante

(U) (U/mg) (%)
60 0,046 0,012 2,51 5,41
5,0 75 0,501 0,089 43,3 1,10
(17,6) 90 0,449 0,177 96,8 1,40
60 0,093 0,022 493 7,27
6,5 75 0,710 0,114 60,0 2,40
(16,0) 90 0,463 0,141 97,8 3,20
60 0,041 0,010 1,79 5,48
8,0 75 0,492 0,130 41,0 3,70
(16,2) 90 0,440 0,102 105 6,00

*Atividade de xilanase no controle.

B.6. Recuperagdo da atividade de xilanase apds precipitacdo com etanol a 25°C.

pH do Atividade Atividade Atividade Atividade
fermentado % do especifica recuperada do
(U/mg)* Etanol precipitado  recuperada (%) sobrenadante

(v/v) (U) (U/mg) (%)
60 0,030 0,005 1,40 3,60
5,0 75 0,051 0,008 3,78 3,08
(5,7) 90 0,500 0,144 93,6 1,20
60 0,033 0,066 1,68 3,03
6,5 75 0,007 0,013 5,68 0,89
(16,5) 90 0,495 0,190 100 2,30
60 0,033 0,008 1,68 2,55
8,0 75 0,065 0,017 5,26 0,63
17,1) 90 0,560 0,252 102 10,0

*Atividade de xilanase no controle.
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B.7. Recuperagdo de enzimas celuloliticas apds precipitagao com etanol a 5°C em pH do
fermentado igual a 5,0.

%o Atividade Atividade Atividade Atividade
Hidrolase Etanol do especifica  recuperada do
(U/ml-U/mg)* v/v) precipitado  recuperada (%) sobrenadante
(U) (U/mg) (%)
60 0,066 0,012 17,8 61,0
p-Glicosidase 75 0,151 0,020 65,2 1,80
(0,464-0,031) 90 0,102 0,030 110 2,00
60 0,114 0,021 33,5 65,7
Endoglucanase 75 0,154 0,021 72,4 28,6
(0,426-0,023) 90 0,090 0,026 106 11,0
60 0,597 0,112 12,0 -
Celulase** 75 2,399 0,322 77,2 -
(2,21-0,341) 90 0,989 0,288 79,6 -

*Atividade de cada celulase no controle.
**Atividade da celulase € dada em FPU/mL e FPU/mg.

B.8. Recuperagdo de enzimas celuloliticas apds precipitagdo com etanol a 5°C em pH do
fermentado igual a 6,5.

%0 Atividade Atividade Atividade Atividade
Hidrolase Etanol do especifica recuperada total
(U/mL-U/mg)* v/v) precipitado recuperada (%) (%)
(U) (U/mg)
60 0,011 0,003 15,6 59,1
B-Glicosidase 75 0,153 0,021 65,8 17,0
(0,464-0,031) 90 0,108 0,031 115 1,00
60 0,070 0,020 19.9 59.8
Endoglucanase 75 0,134 0,018 58,8 15,3
(0,426-0,023) 90 0,090 0,026 99,6 10,4
60 0,485 0,133 8,95 -
Celulase** 75 1,968 0,270 58,0 -
(2,78-0,372) 90 0,821 0,235 60,5 -

*Atividade de cada celulase no controle.
**Atividade da celulase € dada em FPU/mL e FPU/mg.
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B.9. Recuperagdo de enzimas celuloliticas apds precipitagao com etanol a 5°C em pH do
fermentado igual a 8,0.

% Atividade Atividade Atividade Atividade
Hidrolase Etanol do especifica  recuperada do
(U/mL-U/mg)* v/v) precipitado recuperada (%) sobrenadante
(U) (U/mg) (%)
60 0,058 0,013 15,7 58,0
p-Glicosidase 75 0,064 0,011 27,9 5,60
(0,464-0,036) 90 0,133 0,047 96,0 0,00
60 0,040 0,009 10,9 27,7
Endoglucanase 75 0,092 0,016 37,7 17,6
(0,426-0,028) 90 0,084 0,029 99,0 10,0
60 0,292 0,066 5,87 -
Celulase** 75 0,535 0,093 20,4 -
(2,21-0,408) 90 0,398 0,140 47,0 -

*Atividade de cada hidrolase no controle.
**Atividade da celulase € dada em FPU/mL e FPU/mg.

B.10. Recuperacao de enzimas celuloliticas apds precipitacdo com etanol a 15°C em pH do
fermentado igual a 5,0.

%0 Atividade Atividade Atividade Atividade
Hidrolase Etanol do especifica recuperada total
(U/mL-U/mg)* v/v) precipitado recuperada (%) (%)
(U) (U/mg)
60 0,088 0,024 30,0 80,0
B-Glicosidase 75 0,066 0,012 62,4 1,30
(0,297-0,020) 90 0,056 0,022 101 0,10
60 0,102 0,028 31,0 63,7
Endoglucanase 75 0,264 0,047 75,8 30,0
(0,426-0,029) 90 0,116 0,046 118 11,0
60 0,104 0,028 3,15 -
Celulase** 75 1,585 0,281 76,9 -
(2,12-0,278) 90 0,899 0,354 54,7 -

*Atividade de cada celulase no controle.
**Atividade de celulase € dada em FPU/mL e FPU/mg.
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B.11. Recuperagao de enzimas celuloliticas apds precipitacdo com etanol a 15°C em pH do
fermentado igual a 6,5.

%0 Atividade Atividade Atividade Atividade
Hidrolase Etanol do especifica recuperada total
(U/mL-U/mg)* (v/v) precipitado recuperada (%) (%)
(U) (U/mg)
60 0,083 0,020 34,6 64,7
B-Glicosidase 75 0,176 0,028 79,4 0,90
(0,443-0,030) 90 0,056 0,017 108 0,08
60 0,109 0,026 32,2 61,5
Endoglucanase 75 0,338 0,054 52,9 17,0
(0,426-0,029) 90 0,122 0,037 124 12,0
60 0,057 0,014 1,72 -
Celulase** 75 1,240 0,200 60,2 -
(2,01-0,330) 90 0,280 0,085 34,0 -

* Atividade de cada celulase no controle.
**Atividade de celulase € dada em FPU/mL e FPU/mg.

B.12. Recuperacgao de enzimas celuloliticas apds precipitacdo com etanol a 15°C em pH do
fermentado igual 8,0.

Y% Atividade Atividade Atividade Atividade
Hidrolase Etanol do especifica recuperada total
(U/mL-U/mg)* v/v) precipitado recuperada (%) (%)
(U) (U/mg)
60 0,076 0,019 31,7 55,1
B-Glicosidase 75 0,088 0,023 54,5 2,30
(0,443-0,034) 90 0,045 0,010 69,7 7,90
60 0,058 0,015 17,0 36,4
Endoglucanase 75 0,057 0,015 25,7 28,4
(0,426-0,033) 90 0,089 0,021 104 0,00
60 0,038 0,010 1,17 -
Celulase** 75 0,315 0,084 15,3 -
(2,12-0,321) 90 0,256 0,073 31,0 -

*Atividade de cada celulase no controle.
**Atividade de celulase € dada em FPU/mL e FPU/mg.
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B.13. Recuperagao de enzimas celulolitcas apds precipitacdo com etanol a 25°C em pH do
fermentado igual a 5,0.
% Etanol  Atividade Atividade Atividade Atividade

Hidrolase (v/v) do especifica  recuperada total
(U/mL-U/mg)* precipitado recuperada (%) (%)
L) (U/mg)
60 0,060 0,010 24,5 12,3
B-Glicosidase 75 0,068 0,010 25,0 4,60
(0,464-0,023) 90 0,098 0,028 105 1,00
60 0,043 0,007 17,2 49,9
Endoglucanase 75 0,095 0,015 44.4 23,0
(0,426-0,020) 90 0,103 0,030 108 12,0
60 0,148 0,025 2,98 -
Celulase** 75 0,545 0,084 17,5 -
(2,12-0,201) 90 0,540 0,155 45,0 -

*Atividade de cada hidrolase no controle.
**Atividade de celulase € dada em FPU/mL e FPU/mg.

B.14. Recuperacgao de enzimas celuloliticas apds precipitacdo com etanol a 25°C em pH do
fermentado igual a 6,5.

%o Atividade Atividade Atividade Atividade
Hidrolase Etanol do especifica  recuperada total
v/v) precipitado recuperada (%) (%)
) (U/mg)
60 0,041 0,008 11,7 59,1
B-Glicosidase 75 0,058 0,011 53,3 4,40
(0,439-0,024) 90 0,095 0,031 103 1,00
60 0,017 0,003 6,86 34,5
Endoglucanase 75 0,054 0,010 25,5 19,5
(0,455-0,025) 90 0,111 0,036 122 1,00
60 0,044 0,009 0,81 -
Celulase** 75 0,406 0,078 12,0 -
(2,01-0,330) 90 0,643 0,209 47,4 -

*Atividade de cada hidrolase no controle.
**Atividade de celulase € dada em FPU/mL e FPU/mg.
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B.15. Recuperagao de enzimas celuloliticas apds precipitacdo com etanol a 25°C em pH do
fermentado igual a 8,0.

Hidrolase % Atividade Atividade Atividade Atividade
(U/mL-U/mg)* Etanol do especifica recuperada total
v/v) precipitado  recuperada (%) (%)
(L8)) (U/mg)
60 0,033 0,008 14,7 54,0
B-Glicosidase 75 0,046 0,012 21,0 3,80
(0,278-0,018) 90 0,080 0,036 73,0 3,30
60 0,018 0,004 7,23 30,1
Endoglucanase 75 0,036 0,009 17,0 13,8
(0,426-0,028) 90 0,074 0,033 86,9 16,1
60 0,074 0,018 1,49 -
Celulase®* 75 0,139 0,036 4,48 -
(2,21-0,299) 90 0,266 0,120 21,4 -

*Atividade de cada hidrolase no controle.
**Atividade de celulase € dada em FPU/mL e FPU/mg.
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