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Ao primeiro dia do més de outubro de 2001 no Saldo Nobre no Setor de
Tecnologia 2° andar, Centro Politécnico da UFPR, foi instalada pelo Prof. Dr. Alvaro
Luiz Mathias, coordenador do Curso de Doutorado em Processos Biotecnologicos, a
banca Examinadora para a quinta Defeésa de Doutorado, area de concentragdo
Agroindustria. Estiveram presente no Ato, além de."Coordenador do curso Pdos—
Graduagio, professores, alunos e visitantes.
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Ramos (UFPR ), José Domingos Fontana (UFPR), Elba Bom (UFRJ). As 14:00
horas, a banca iniciou os trabalhos, convidando o candidato Arion Zandona Filho a
fazer a apresentacio da Tese intitulada: “ CARACTERIZACAO DE
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RECOMBINANTES DE Trichoderma reesir E EMPREGO DESTES
BIOCATALISADORES NO TRATAMENTO DE FIBRAS CELULOSICAS
COMERCIAIS .” Encerrada a apresentagdo, iniciou-se a fase de argii¢do pelos
membros participantes.

Tendo em vista a tese e a argiiicdo, a banca atribuiu os seguintes conceitos:
Prof:. Dr’. Maristela de Oliveira Azevedo Prof Dr’. Nadia Krieger;

A , Prof. Dr. Luiz Pereira R A , Prof. Dr. José Domingos Fontana
A _ ; Prof’. Dr*. Elba Bom

A medla obtida resultou na A— do candidato, (de acordo com a
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Curitiba, 01 de outubro de 2001.
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FIGURA 53 - EFEITO DAS PCTrR SOBRE AS PROPRIEDADES MECANICAS DE 152
CORPOS DE PROVA PRODUZIDOS A PARTIR DE POLPAS
KRAFT BRANQUEADAS DE EUCALIPTO.
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RESUMO

Preparagdes enzimaticas obtidas a partir de cepas recombinantes do fungo
Trichoderma reesei (Rohm Enzyme Finland Oy, Finldndia) foram inicialmente
caracterizadas com relagdo as suas atividades especificas e teor protéico, sendo
posteriormente comparadas a um sistema celulasico completo representado pela
preparagdo industrial Celluclast 1.5L°® (Novo Nordisk). Foram oito as preparagdes
enzimaticas obtidas a partir das cepas recombinantes, a saber, quatro enzimas de
supressdo isolada (A, CBH I-; B, CBH II-; C, EG I-; D, EG II-), duas de supressdo
dupla (E, CBH I/lI-; F, EG I/II-) e duas de supressdo tripla (G, EG II-/CBH I/II-; H,
CBH [I-/EG I/TI-).

A atividade protéica das enzimas recombinantes mostrou-se substancialmente
diferente da atividade observada em Celluclast 1.5L°. Esta observagio foi decorrente
do ensaio de atividade contra varios substratos incluindo papel de filtro, celobiose, p-
nitrofenil-glucosideo, p-nitrofenil-lactosideo, xilana de aveia, xilana de vidoeiro,
carboximetilcelulose, hidroxietilcelulose (HEC) e azocaseina. A inclusdo desse ultimo
substrato foi necessaria para que se pudesse demonstrar a presenca de atividade
proteasica residual em todas as preparagdes enzimaticas.

A analise cromatografica por FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)
foi usada para separar os componentes das preparagdes celulasicas de acordo com o pl
e raio hidrodinamico, seguindo-se de analises de atividade especifica em cada fragdo
coleta .

A coeluigdo de CBH II com outras enzimas presentes no sistema celulasico
(por exemplo, EG I) foi caracterizada por ensaios imunoquimicos utilizando
anticorpos monoclonais, enquanto que a ocorréncia de EG II foi testada baseando-se
na capacidade da fragdo enzimatica em hidrolisar a ligagdo heterosidica do
metilumbeliferil-B-D-celotriosideo. Por outro lado, a presenga do dominio catalitico de
CBH I em fragdes especificas do FPLC foi determinada por cromatografia de interagdo

hidrofébica, sendo que o ensaio contra metilumbeliferil-B-D-celotriosideo, na presenga



¢ auséncia de celobiose, serviu de estratégia para confirmar a auséncia de EG I nos
volumes de eluigdo de CBH I e de seu respectivo dominio catalitico livre.

Os principais constituintes proteicos do sistema celulasico de T. reesei foram
separados em cinco fragdes: EG II e Il na fragdo F1, EG Il ¢ CBH II na fragdo F2,
CBH II e EG I na fragdo F3, EG I na fragdo F4 ¢ CBH I na fragio F5. Entretanto, para
todas as enzimas de A a H, a fragdo do FPLC (fragdo F5) que continha a CBH I, esta
fracdo para muitas das enzimas demonstrou ser quase que exclusivamente constituida
de dominio catalitico livre.

Em condigdes especificas de hidrolise (4 mg de proteina por grama de polpa
seca por 2 horas a 45°C, 145 rpm) foram ensaiadas fibras celuldsicas de pinus e
eucalipto provindas de processo Kraft, nenhuma das preparagdes enzimaticas em
estudo apresentou um efeito significativo sobre o grau de polimerizagio da celulose. A
unica excecdo a esta regra foi o comportamento da enzima E sobre polpa de eucalipto,
provavelmente devido a sua alta atividade especifica sobre substratos de carater
amorfo mais pronunciado (alta atividade endoglucanasica).

A enzima G forneceu os melhores resultados sobre as propriedades de polpas
Kraft branqueadas de eucalipto para a confecgdo do papel. Ganhos foram observados
em quase todas as propriedades mecanicas as quais os corpos de prova foram
submetidos. No entanto, um pequeno efeito foi detectado sobre a resisténcia ao rasgo
dos corpos de prova. A enzima G também apresentou um efeito bastante favoravel
sobre as propriedades da polpa Kraft branqueada derivada de pinus. Um aumento de
36% na resisténcia a tragdo foi observado nos corpos de prova ensaiados sem que
qualquer efeito fosse detectado nas resisténcias ao alongamento e arrebentamento
(estouro). Porém, a resisténcia ao rasgo foi comprometida em cerca de 22% em relagdo
ao controle.

Computados os efeitos sobre todas as propriedades dos corpos de prova, a
enzima H foi a que proporcionou o melhor resultado sobre polpas de pinus porque ndo

apresentou qualquer efeito negativo sobre a resisténcia ao rasgo.



ABSTRACT

Enzyme preparations from eight deletion strains of Trichoderma reesei were
mitially characterized in regard to their specific activities and protein profile and
subsequently compared to the complete cellulase system of the industrial enzyme
preparation Celluclast 1.5L (Novo Nordisk). The enzyme preparations derived from
recombinant strains of 7. reesei were kindly provided by Rohm Enzyme Finland Oy
and were formerly classified as mono, di and tri-deletion preparations, namely 4 single
(A, CBHI-; B, CBHII-; C, EG I-; D, EG II-), 2 double- (E, CBH Ill-; F, EG I/II-) and
2 tri-deletion enzymes (G, EG II-/CBH I/ll-; H, CBH II-/EG I/II-).

The activity profile of the recombinant enzymes was shown to be
substantially different from that of Celluclast 1.5L. This was observed against a range
of model substrates including filter paper, cellobiose, p-nitrophenyl-glucoside, p-
nitrophenyl-lactoside, oat spelt xylan, larchwood xylan, carboxymethylcellulose,
hydroxyethylcellulose (HEC) and azocasein. Inclusion of the latter substrate was
required because all of the enzyme preparations were shown to variable amounts of
residual protease activity.

Fast protein liquid chromatography was used to characterize each cellulase
preparations in regard to their protein profile and specific activity against HEC. The
band-spreading and/or co-elution of CBH II with other enzyme components of the
cellulase system (e.g., EG I) was characterized by immunochemical assays using
monoclonal antibodies, whereas the occurrence of EG II was assessed based on the
capability of the enzyme fractions to cleave the heterosidic bond of
methylumbellyferyl-B-D-cellotrioside. On the other hand, the occurrence of CBH I
core protein within the CBH I fraction of the FPLC profile was determined by
hydrophobic interaction chromatography. This CBH I fraction, containing either the
truncated or untruncated enzyme, was also assayed against methylumbellyferyl-B-D-
lactoside, in the presence and absence of cellobiose, to ensure that this protein band

was not contaminated with any EG I activity.



The main protein constituents of the 7. reesei cellulase system were pooled
into five fractions containing EG II and III (fraction 1), EGII and CBH II (fraction 2),
CBH II and EG I (fraction 3), EG I (fraction 4) and CBH I (fraction 5). However, the
CBH 1 fraction of the FPLC profile (fraction 5) was demonstrated to be almost
exclusively composed of the CBH I core protein in all of the recombinant enzyme
preparations.

Under the conditions used for fiber modification (4 mg of protein per gram of
dry pulp for 2 h at 45°C, 145 rpm), none of the enzyme preparations had a significant
effect of pulp cellulose degree of polymerization. The only exception to this rule was
enzyme E on eucalyptus pulp, probably due to its high specific activity against
amorphous cellulose (high endoglucanase activity).

Enzyme G provided the best treatment for fiber modification of eucalypt
Kraft pulps, with improvement of all mechanical properties tested in this study except
tearing. The enzyme G also had a favorable effect on pine Kraft pulp. A 36% increase
in tensile strength was observed with no detectable effect on both stretching and
bursting strength, but handsheet tearing was decreased by 22% in relation to the
control. However, enzyme H provided the best handsheet properties of pine Kraft
pulps.

These results provide further evidence to the widely accepted contribution
that genetic engineering may have to the development of efficient enzymes systems to
modify pulp fibers. In this regard, both double and three deletion enzymes derived
from recombinant 7. reesei strains have shown interesting properties for fiber

modification in pulp and paper manufacturing.



1 INTRODUCAO

“Vivemos o dia-a-dia sem entendermos quase nada do mundo. Pouca
atenc¢do damos ao mecanismo que gera a luz do Sol e possibilita a vida; a
gravidade que nos cola a Terra, que de outra forma, nos lancaria em rotacdo
pelo espaco; ou aos dtomos do que somos feitos e de cuja estabilidade
dependemos fundamentalmente.”

Stephen W. Hawking, 1988.

O século XX foi caracterizado por um grande desenvolvimento e difusdo do
conhecimento humano, sendo que o fator mais decisivo neste processo foi o uso dos
meios de comunicagdo. O desenvolvimento de novos modelos de transmissio da
informagdo a distincia também resultou em um menor tempo entre a descoberta
cientifica e o seu uso.

Dentre os mais diversos ramos de pesquisa cientifica encontramos aqueles
que se dedicaram ao estudo da matérnia, em suas formas e fungbes. Ao buscar o
dominio sobre a matéria, a ci€ncia deparou-se com novos universos € NOVos
paradigmas, que desencadearam novos sub-ramos do conhecimento cientifico. Neste
preambulo podem-se imaginar muitos mundos paralelos com suas dimensdes fisica e
quimica e, dentre esses, 0 mundo microscopico, onde um infinito namero de
substincias so sintetizadas ou modificadas por intermédio do metabolismo biolégico
de anmimais ou vegetais. Sabe-se que o ecossistema que envolve o planeta Terra ¢ uma
incessante fabrica destas moléculas, as quais possuem as mais variadas formas,
tamanhos e fungoes.

Foram alguns cientistas brilhantes como: Aristoteles; Lavoisier, Dalton, €



Leonardo da Vinci, que ao se colocarem fora de seu tempo cronoldgico, iniciaram a
observagdo desses pequenos fatos ou fenomenos e que fizeram destas simples
observagdes uma ciéncia complexa. Mais de cem anos se passaram deste entdo e
atualmente possuimos tecnologia para a manipulagdo e aplicagdio de muitas destas
biomoléculas. Dentre elas, encontram-se os polimeros naturais, que sdo largamente
utilizados pelo homem para a sua sobrevivéncia e conforto.

Gragas aos recentes avangos da tecnologia pode-se isolar, purificar,
modificar e otimizar processos envolvendo moléculas organicas e bioinorganicas.
Assim, s3o inameros os mondmeros ou polimeros de origem natural que estdo sendo
aplicados nas industrias de alimentos, té€xtil, farmacé€utica, papeleira, de resinas, tintas,
plasticos, couro, membranas organicas € outros artigos manufaturados (FINCH &
ROBERTS, 1985). Nesse cenario, uma das matérias-primas naturais de maior interesse
a sociedade humana tem sido a fitobiomassa, particularmente devido ao seu carater
renovavel. Esta biomassa vegetal é constituida majoritariamente por polissacarideos
(amido, celulose e hemicelulose) e um polimero fenodlico (lignina), formando um
“composito biodegradavel” que pode ser convertido em alimentos, ragdes,
combustiveis liquidos e insumos para a indastria quimica (BU’LOCK &
KRISTIANSEN, 1991).

Dentre as diversas aplicagoes de fibras celuldsicas destacam-se as industrias
téxteis e de papel e celulose (CAVACO-PAULO, 1997, POMMIER et al., 1989;
1990). De um ponto de vista té€xtil, o termo fibra tem sido aplicado em um sentido
vago, seja para indicar p€los unicelulares, como a fibra do algoddo, ou feixe de tecidos
multicelulares, como a fibra do sisal. A importincia das chamadas “fibras téxteis”
remonta a0 homem primitivo, € as suas necessidades basicas de se proteger. Todavia,
apesar de sua importancia econdmica e social, esse segmento ndo foi abordado no
presente estudo. Por outro lado, a industria de celulose e papel ¢ a mais importante
dentre todas aquelas dedicadas a quimica de fitobiomassa, sendo que os dois mercados

juntos foram responsaveis por 3,2% das exportagdes brasileiras no ano de 2000,



conforme resenha anual da Gazeta Mercantil (2001).

Os mercados de celulose e papel atualmente se encontram fortemente
globalizados e neles difundido o uso de fibras celuldsicas de pinus e eucalipto. Em um
passado ndo muito distante, tinhamos a Europa e a América do Norte como os
principais mercados produtores € consumidores de celulose € papel, mas, embora esta
lideranga esteja ainda sendo mantida, paises emergentes t€ém mostrado forte influéncia
no mercado mundial. Dentre esses podemos citar o Sudeste Asidtico (com sua
economia em crescimento acelerado) e a América do Sul, onde o Brasil se destaca
como maior fornecedor de fibra de eucalipto (madeira dura). Estas variagbes estdo
cada vez mais definindo o futuro dos mercados de celulose e papel, que crescem
incessantemente. Atualmente, estimativas publicadas pela Carteira de Exportagdo do
Banco do Brasil (http://www.bcb.gov.br) indicam uma movimentagdo anual de 100
bilhdes de dolares e que devera dobrar até o ano de 2005. Calcula-se que em vinte
anos, o consumo de papel e papeldo devera ser expandido para aproximadamente 200
milhdes de toneladas/ano.

Esta visdo de mercado transporta o Brasil para uma posi¢do invejavel no
contexto mundial. Portanto, transformagdes no perfil do setor industrial brasileiro de
celulose e papel sdo previstas para médio e longo prazo, onde a estratégia basica ¢ a de
associagdo de empresas, com um unico objetivo central: ganhos de escala e de
mercado. E por isso que a industria de celulose e papel foi considerada estratégica pelo
BNDES, tendo sido a segunda colocada no ranking de grandes financiamentos
concedidos por este banco em 1996. Com efeito, as exportagdes de celulose de
eucalipto cresceram no ano de 2000 em 25% e a de papeldo ondulado, em 95%,
segundo informe da GAZETA MERCANTIL (2001) em seu caderno especial de final
de ano. Para tanto, foi imprescindivel o desenvolvimento tecnologico da area para
fazer frente aos pregos praticados pelos demais paises competidores.

Por ser a celulose uma fonte abundante na natureza, sua utilizagdo

biotecnologica sugere muitas possibilidades baseadas em processos hidroliticos e/ou
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fermentativos. Porém, mesmo com toda tecnologia, ainda ndo conhecemos totalmente
os varios mecanismos que ocorrem durante a degradacdo da celulose e quais sdo de
fundamental importancia para a biotecnologia industrial.

A importancia socio-econdmica da biotecnologia pode ser ilustrada pelo
valor associado ao seu mercado mundial em 2000, estimado em torno de 6 bilhdes de
délares somente no comércio de enzimas aplicadas a indastria. Esses nuameros
representaram um crescimento de 20% em relagdo a 1999 (GAZETA MERCANTIL,
2001). O mercado brasileiro de enzimas, embora seja tipicamente importador e
pequeno frente a0 mercado mundial (cerca de US$ 160 milhdes), apresenta grande
potencialidade, sobretudo considerando-se a enorme disponibilidade de residuos
agroindustriais.

A eficiéncia com a qual a celulose € hidrolisada depende de multiplos fatores
que envolvem, dentre muitos, as caracteristicas do substrato e a natureza do sistema
enzimatico. Portanto, para se entender quais os mecanismos relacionados ao processo,
é necessario que se conhega a estrutura supramolecular das proteinas (enzimas) e do
substrato lignoceluldsico (fitobiomassa), assim como as modificagdes realizadas sobre
as propriedades mecanicas das fibras. Utilizam-se para esta finalidade técnicas
analiticas de carater fisico e/ou quimico, onde os dados gerados fornecem os subsidios
para uma melhor interpretagdo das interagdes que ocorrem entre estes biocatalisadores
¢ a biomassa lignoceluldsica.

O governo brasileiro, segundo nota divulgada pelo ministro de Ciéncia e
Tecnologia durante o Forum de Biotecnologia e Biodiversidade (Brasilia/1999), tem
como uma de suas principais politicas apoiar o desenvolvimento biotecnégico em
nosso pais. Para tal, inclui a biotecnologia como prioridade em seu Plano Plurianual de
Governo, denominado “Avanga Brasil - 2000-2003” (vide http://www.mct.gov.br).
Foram mais de 270 milhGes de reais adicionais as linhas de fomento, a serem aplicados
nos proximos quatro anos com objetivos especificos de conservar recursos genéticos €

desenvolver produtos e processos biotecnologicos relevantes para a produgdo
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mdustrial, agropecuaria e relativa a sadde humana. Sabe-se que o Brasil possui uma
mmensa biodiversidade e, portanto, cabe ao governo definir o futuro da biotecnologia,
pois dele dependem as agdes de controle e utilizagdo de tecnologias que assegurem
qualidade ao homem e ao meio ambiente. No entanto, o sucesso dessa iniciativa
depende do reconhecimento de que a biotecnologia € uma ci€éncia inerentemente
multidisciplinar ¢ que seu desenvolvimento induz aos estudos de bioprocessos nao
mais com um carater especificamente bioquimico ou de ciéncia pura, mas como uma
ciéncia onde os preceitos de engenharia estio intimamente ligados aos demais ramos
do conhecimento humano (BU’LOCK & KRISTIANSEN, 1991).

Finalmente, a sociedade como um todo tem uma importante parcela de
responsabilidade ao acompanhar, junto aos seus governos, a criagdo de novas formas
de uso de seus recursos naturais que sejam perfeitamente adaptados as suas
necessidades tecnologicas e culturais. Acreditamos no livre arbitrio dos povos quanto a
gestdo de seus recursos naturais e de tecnologias disponiveis para um desenvolvimento
solido e sustentavel. Nao podemos esquecer os riscos que novas tecnologias, quando
utilizadas sem os protocolos de estudos adequados, podem oferecer ao homem.
Portanto, o desenvolvimento de novas tecnologias somente podera ser aceito pela
sociedade quando estiver aliado a um compromisso de ndo agredir, sob qualquer
forma, o direito dos individuos, a sua liberdade de escolha e 0 seu compromisso com

as geragOes futuras.



2 OBJETIVOS

O presente trabalho estd voltado ao estudo de aspectos biotecnoldgicos e
bioquimicos da aplicagdo de Preparagdes Celulasicas de cepas de Trichoderma reesei
Recombinado (PCTrR), cujo desenvolvimento foi baseado em quatro etapas:

A) na primeira, o objetivo foi de caracterizar o modo de agdo catalitica das
preparagdes celulasicas derivadas de cepas recombinantes de T. reesei e comparar as
suas eficiéncias com o complexo enzimatico secretado por uma cepa industrial de alto
rendimento;

B) na segunda, énfase foi dada a separagdo e caracterizagdo do perfil
protéico constituinte das preparagdes, empregando métodos de cromatografia liquida
de baixa pressdo ¢ de determinagdo da atividade especifica presente em cada aliquota
1solada a partir das PCTrR;

C) na terceira, a intengdo foi de investigar o0 modo de agdo das PCTrR, em
alta carga protéica, sobre a composi¢do quimica e estrutural de polpas kraft
branqueadas de pinus, com énfase na caracterizagdo do efeito obtido sobre o grau de
polimerizagdo e a cristalinidade da celulose;

D) na quarta e ltima etapa, o objetivo foi de investigar o efeito das PCTrR,
em baixa carga protéica, sobre as propriedades mecanicas de polpas kraft branqueadas
de pinus e de eucalipto, visando avaliar a viabilidade destas como biocatalisadores no

processo de fabricagdo de papel e celulose.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FIBRAS CELULOSICAS

Os recursos celuldsicos disponiveis na natureza sio estimados em 324
bilhdes de metros citbicos (m’), sendo que a produgio mundial dessa biomassa gira em
torno de 4.10" toneladas por ano (FAN et al., 1987, DURAN et al., 1995). Sabe-se
que 50% desse valor é convertido a dioxido de carbono e esse processo de
biotransformagdo € realizado por microrganismos que degradam naturalmente o
material lignoceluldsico, cuja composi¢do quimica é majoritariamente composta por
por trés componentes orginicos de elevada massa molecular, a celulose, a
hemicelulose e a lignina (BROWN, 1985; FENGEL & WEGENER, 1989).

O termo fibra é empregado quando as células esclerenquimatosas estdo na
forma prosenquimatosa, ou seja, o seu comprimento € igual a muitas vezes a sua
largura. Dessa maneira, de um ponto de vista estritamente histologico, o termo fibra
tem sido usado para designar uma grande variedade de células, vegetais ou animais,
que se caracterizam por uma forma alongada e parede secundaria espessa (AFONSO et
al., 1991; BAUER et al,, 1973).

As fibras naturais de celulose t€ém sido muito utilizadas pelo homem por
possuirem razoavel resisténcia mecdnica e baixo custo de produgdo, quando
comparados com compdsitos sintéticos. Esta resisténcia deve-se a regides celuldsicas
cristalinas que estdo associadas em filamentos, os quais sdo envolvidos por uma matriz
amorfa que aglutina estas fibras (lignina), mantendo-as juntas e definindo os diversos
formatos e estruturas basicas da fitobiomassa. A compatibilizagdo da interface entre
estes dois elementos ¢ feita pela hemicelulose, através de ligagGes covalentes com o
agente aglutinante (lignina) e interagdes fisicas com a estrutura basica da celulose. Na

Figura 1, pode-se observar as disposi¢gdes destes constituintes na fibra (HIGUCHI,



1985).
A celulose compde a maior parte dos tecidos vegetais, perfazendo
aproximadamente a metade dos componentes constituintes das madeiras, tanto em

gimnospermas (coniferas ou madeiras moles) quanto em angiospermas (folhosas ou

madeiras duras) (FENGEL & WEGENER, 1989).

FIGURA 1 - REPRESENTAC)}O DE UMA RAMA DE FIBRAS DE CELULOSE DE MADEIRA E
A DISTRIBUICAO DE SEUS PRINCIPAIS CONSTITUINTES ESTRUTURAIS
(ADAPTADO DE FENGEL & WEGENER, 1989)

A sintese da celulose ndo € executada unica e exclusivamente por vegetais,
pois ¢ também encontrada em organismos Eucariontes e Procariontes, incluindo
bactérias, protistas, algas e alguns animais. Um exemplo de sintese efetuada por
procariontes € a bactéria gram-negativa Acetobacter xylinum, que produz biofilmes de
celulose cujas propriedades vém sendo motivo de uma variedade de aplicagdes na
indistria médica, farmacéutica e de alimentos (FONTANA et al.,1997; CHANZY,
1990). Ja os Eucariontes, como as algas, apresentam uma maior diversificagdo quando
comparada com os Procariontes. A Valonia ventricosa e a Boergesenia forbesi tém
membranas celulares de natureza celuldsica, enquanto que as carapagas Tunician
halocythya rooretzi, um tipo de inverterbrado marinho, possuem um teor consideravel
de celulose (ATALLA, 1993). Curiosamente, os mamiferos, incluindo o homem,
também podem ter a capacidade de sintetizar celulose. MARROM (1979), ja discutiam
esta possibilidade, porém mantendo uma distincia do enfoque dos botanicos,



afirmando que somente sob circunstincias patog€nicas, como € o caso do
escleroderma, ocorre a sintese da celulose nos seres humanos.

Na andlise evolutiva do reino vegetal, partindo das algas para as plantas
multicelulares mais complexas, a celulose executa o papel preliminar de um material
de reforgo. Tal papel ¢ complementado pela associagdo a hemicelulose e lignina, que
define uma maior resisténcia do todo, permitindo o desenvolvimento de plantas
multicelulares de grande porte (ASHFORD & NEUBERGER, 1980).

A quantidade da celulose encontrada em vegetais € outros organismos varia
significativamente, desde os 95 a 99% do algodao e os 80 a 85% da fibra de rami até a
faixa dos 20 a 25% de varios tipos de bactérias, protozoarios e algas-marinhas
(BAUER et al., 1973; NULTSH, 2000). Nas paredes das células de vegetais
superiores, o teor de celulose varia de 40 a 50%, sendo que fibras vegetais como o
algoddo podem apresentar teores de até¢ 90 a 100% (BUCHERT & HEIKINHEIMO,
1998; PONER, 1999). Por outro lado, as paredes primarias apresentam até 20% de
celulose em sua composi¢do, enquanto que nas paredes secundarias esse valor pode se
aproximar de 100%.

As caracteristicas macro-estruturais mais importantes das fibras estdo
associadas ao sentido e dire¢do que estas assumem no momento da sua formagéo, pois
destas disposigdes resultam resisténcias mecanicas distintas e propriedades quimicas
diversas (Figura 1). Por exemplo, fibras do tronco de arvores ndo possuem a mesma
resisténcia a tragdo longitudinal e a compressdo do que aquelas oriundas do talo de um
mesmo vegetal (KEEGSTRA et al.,1973).

A morfologia das fibras vegetais tem sido alvo de inimeros estudos desde o
século passado. Porém, ainda encontramos dificuldades na literatura especializada em
esclarecer completamente os mecanismos biossintéticos de formagdo das fibras e de
defini¢do de sua ordem estrutural (VICENT, 1999; BROWN, 1985; BROWN et
al.,1996). Por exemplo, ainda hoje existem davidas de como a célula controla e regula

a polimerizagdo das cadeias de glucose, o tamanho das microfibrilas formadas, sua
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orientagao e expansao durante os diferentes ciclos de crescimento da célula (DELMER
et al., 1985; MARROM, 1979).

Segundo VINCENT (1999), o melhor modelo até hoje apresentado para a
produg@o de celulose foi proposto por PRESTON em 1974 e apresenta as enzimas
sintetizadoras (“Rosettes”) arranjadas de maneira hexagonal em ramas de 100 ou mais,
encaminhando-se ao redor da membrana celular e deixando para tras uma série de
microfibrilas, cada qual com aproximadamente 40 cadeias de celulose, 5 pm de
diametro ¢ 20 um de comprimento (KARR, 1976; KIERMAYER & SLEYTR, 1979;
MUELLER, 1982).

Em geral, as células vegetais sdo constituidas de membrana celular, lamela
média, parede primaria e/ou secundaria e citoplasma (Figura 2), o qual contém
substancias soliveis e insoluveis responsaveis pela nutricio das plantas (CHAFE,
1970; NULTSCH, 2000). Observa-se nesta figura a organizagdo da parede celular de
fibras celulosicas, bem como as suas subdivisoes .

A espessura da parede celular varia entre 0,1um e varios micrometros, ndo

sendo estas tdo seletivas quanto as membranas celulares (FRY, 1986; VIAN & REIS,
1991).

FIGURA 2 — CORTE TRANSVERSAL DA PAREDE CELULAR DE CELULAS VEGETAIS (A),
ESTRUTURA MORFOLOGICA DE FIBRAS VEGETAIS ORIUNDAS DE
MADEIRA (B) (MODIFICADO DE FENGEL&WEGENER, 1989)

Ps@)

Pp - parede primaria
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Durante o desenvolvimento da parede secundaria, as camadas denominadas
de lamelas S1, S2 e S3 se orientam paralelamente umas as outras. No entanto, a
orientagdo das microfibrilas que compdem as lamelas pode mudar de camada para
camada, com alteragdes nos angulos do plano cristalino da celulose. Frequentemente,
em paredes celulares muito fortes como no algoddo, as microfibrilas estdo arranjadas
ao longo do eixo das células como um parafuso (ROLAND & VIAN, 1979). Por outro
lado, alguns autores relataram que, apds a divisdo celular, as células na regido de

crescimento se expandem em apenas uma unica diregdo (VICENT, 1999).

3.2 ESTRUTURA QUIMICA DAS FIBRAS CELULOSICAS

Como ja foi visto no capitulo anterior, as paredes das células de plantas
superiores contém celulose (polissacarideo de elevada massa molecular), hemicelulose
(que contém uma quantidade variada de polissacrarideos como as xiloglucanas,
arabinoglucanas, thamnogalactanas € glucomananas) e lignina, um polimero fenélico
composto por uma estrutura randomica (TALMADGE et al., 1973; NEVELL, 1985;
SARKO, 1986). A Figura 3 apresenta esquematicamente uma tipica distribui¢do destes
materiais na parede celular de Pinus sp. (modificado de GANDINI, 1992).

FIGURA 3 - MOLECULAS DE CELULOSE NA MADEIRA E SUA COMPOSICAO AO LONGO
DA ESTRUTURA CELULAR

==
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A reatividade quimica e/ou microbiologica de polissacarideos da
fitobiomassa ¢ orientada basicamente pela sua organizagdo supramolecular, que resulta
em um arranjo espacial que permitira ou ndo as interagdes moleculares. Em referéncia
a estrutura quimica propriamente dita, tem-se que: os grupos hidroxilas podem reagir
com agentes de adigdo, substituicdo e oxidagdo; os grupos acetais podem sofrer
hidrélise tanto em meio acido como em meio alcalino; e os grupos aldeidicos terminais
podem ser reduzidos para grupos alcodlicos, oxidados a carboxilas, ou, quando na
presenca de alcali, rearranjados para formar grupos terminais alcoolicos ou
carboxilicos.

A reatividade em processos de hidrolise enzimatica de materiais
lignoceluldsicos inclui também propriedades como o tamanho, a forma, a porosidade,
o grau de polimerizagdio da celulose e/ou hemeceluloses, a area superficial, a
associag@o com compostos ndo celuldsicos € a sua organizagao molecular ou indice de
cristalinidade (WONG et al.,1988 ; RAMOS, 2001).

A seguir sdo apresentadas algumas das principais caracteristicas quimicas da

celulose, das hemiceluloses e da lignina.

3.2.1 Celulose

A celulose é considerada o composto orginico de maior importincia na
natureza por constituir a base estrutural da parede celular as plantas. Como os vegetais
correspondem a maior parte dos organismos vivos existentes na crosta terrestre, a
celulose também € o polimero de maior ocorréncia natural (WOOD, 1991).

A celulose ¢ um homopolimero linear, composto basicamente por unidades
de glucose que se unem através de ligagdes glicosidicas do tipo B-(1,4), ou seja, entre
os carbonos C; e C; da B—D-glucopiranose. No entanto, a analise conformacional da
celulose indicou que a celobiose (4-O-B-D-glucopiranosil-f-D-glucopiranose), € ndo a

glucose, é a sua unidade estrutural basica (ATALLA et al., 1984). Devido a posigdo
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(equatorial) das hidroxilas constituintes do anel hemiacetalico, ha uma tendéncia
estrutural a linearidade destas cadeias, permitindo com que se forme uma rede intra- e
mtermolecular de ligagdes de hidrogénio envolvendo principalmente o oxigénio
hemiacetalico e as hidroxilas ligadas aos carbonos C-3 e C-6 do anel (FENGEL &
WEGENER, 1989).

Apesar da molécula de glucose possuir grupamentos hidroxilicos nas duas
extremidades, o grupamento ligado ao carbono 1 (C,) possui poder redutor, enquanto
que o outro terminal (C,) ¢ chamado de ndo redutor (FRANZ & BLASCHEK, 1990).

As moléculas adjacentes de celulose formam inicialmente as fibrilas
elementares, que correspondem a um agregado composto de aproximadamente 40
unidades macromoleculares altamente organizadas entre si. Por sua vez, fibrilas
elementares organizam-se entre si formando as microfibrilas, cujo didmetro médio
encontra-se em torno de 20 a 30 nm (BOKER & MILLES,1997; RAMOS, 1992b).
Finalmente, a fibra de celulose, tal qual comercializada para a confec¢do do papel, é
formada por uma rede de microfibrilas insoliveis em agua que apresentam regides
cristalinas e amorfas, estruturalmente amalgamadas pela interveniéncia de
hemiceluloses e protolignina (BROWN et al., 1996; KIERMAYER & SLEYR, 1979;
HERTH, 1983). Detalhes sobre estes polimeros amorfos, que constituem a parede
celular da fibra vegetal, encontram-se apresentados no item 3.2.2 € 3.2.3.

De um modo geral, a estrutura de celulose pode ser definida em termos de
trés niveis organizacionais (Figura 4) (ATALLA, 1993):

a) primeiro nivel: definido pelas ligagdes covalentes, correspondendo a um
homopolimero de anidroglucose interligado por ligagdes do tipo B-(1,4);

b) segundo nivel: descreve a conformagdo molecular, que € caracterizada
pelas distancias interatomicas e seus respectivos dngulos, bem como pelas ligagdes de
hidrogénio intramoleculares;

¢) terceiro nivel: define a associagdo das moléculas, formando uma estrutura

cristalina, que depende das ligagdes intermoleculares de hidrogénio.
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Portanto, apesar da celulose ser um polimero relativamente simples, as
microfibrilas, quando unidas, formam um complexo muito dificil de ser analisado,
composto por cadeias lineares interligadas ndo covalentemente que resultam em um
composito quimicamente estavel e extremamente insolavel (MARCHESSAULT &
SUNDARAIJAN, 1983).

FIGURA 4 - REPRESE;NTACAO DO MODELO ESTRUTURAL DAS LIGAC()_ES DE
HIDROGENIO E DA MOLECULA DE CELOBIOSE, SUAS DISTANCIAS
INTRAMOLECULARES E A NOMENCLATURA DOS ATOMOS DA
CELULOSE EM RELACAO AOS ANGULOS DIHIDRAIS

A massa molecular da celulose ¢ representada na forma de seu grau de
polimerizagdo (GP) cujo valor médio se encontra na faixa de 1.000 a 15.000 unidades
de anidroglucose (AnGlc) ou 162.000 a 243.000 unidades de massa atomica (Daltons).
A origem e a degradagdo da amostra, bem como o conteudo empregado para a
determinagdo do GP, t€ém influéncia marcante sobre o valor obtido. Por exemplo, nas
paredes primarias das células vegetais encontram-se f-(1,4)-D-glucanas com
aproximadamente 6.000 unidades de AnGlc, enquanto que na parede secundaria, este
numero aumenta para o intervalo de 13.000 a 16.000 unidades (FENGEL &
WEGENER, 1989; FINCH & ROBERTS, 1985).

Sabe-se por cristalografia de raios-X que a unidade repetitiva de celobiose
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possui um comprimento de 10,28 nm. Portanto, 0 comprimento total de uma cadeia de
celulose de 10.000 unidades de AnGlc sera de aproximadamente 5 um. Como a
unidade cristalina da celulose apresenta um comprimento de aproximadamente 8 a 25
nm (KUGA & BROWN, 1987), presume-se que esta macromolécula participe de
varios cristalitos formando uma espécie de rede neural, onde a por¢do amorfa
corresponderia as interligagdes destes blocos construtivos de alta organizagio
molecular. A complexidade da parede celular, no que tange a estrutura supra molecular
da celulose, pode entdo ser predita ao projetar estas medidas para as dimensGes de uma
fibra de celulose, cujo comprimento, no caso de fibras de papel, apresenta-se em torno
de 1 a 3 mm, ou seja, entre 200 a 600 vezes o comprimento da cadeia usada como
modelo nesta simulagio.

Na forma cristalina, a celulose realiza um namero grande de ligagdes de
hidrogénio devido a disposi¢do tridimensional das cadeias. KUGA & BROWN (1987)
demonstraram que a superficie de contato entre as unidades fibrilares ¢ virtualmente
indistinguivel entre os planos no cristal, mas estudos de microscopia o6tica revelaram
que os cristais de celulose polarizam a luz, e que o estudo na passagem desta luz pode
determinar a orientagdo das microfibrilas (MUELLER & BROWN, 1982; PERE et al.,
1998).

O estudo em difragdo de raios-X mostra que a celulose pode ser cristalizada
de quatro formas diferentes, designadas como: celulose L, II, II e IV (SARKO, 1986).
Nos udltimos dez anos, a literatura descreve a celulose I como sendo formada por
moléculas de celulose em disposi¢do anti-paralela (FENGEL & WEGENER, 1989).
Todavia, somente ap6s a publicagdo de SUGIYAMA (1993) € que foi definido que as
moléculas de celulose se organizam de fato paralelamente, ou seja, com uma

orientacdo paralela entre si € em relagdo ao eixo da microfibrila (ATTALA , 1993;
GANDINI, 1992).

A celulose II é produzida por tratamento alcalino da celulose I (Figura 5),

sendo que na indastria téxtil este processo € chamado de mercerizagdo. Esta
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conversdo, que ocorre com aparente com inversdo da polaridade das moléculas, ndo ¢

totalmente compreendida.

FIGURA 5 - PLANOS CRISTALINOS DE CELULOSE 1 E II, PERPENDICULARES AO EIXO
DA FIBRA (CAVACO-PAULO, 1995)
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Admite-se que microfibrilas adjacentes de celulose 1 apresentam
estatisticamente uma disposi¢do anti-paralela e que, na presenga de NaOH, ha um
cruzamento de moléculas entre as microfibrilas, motivado pelo aumento da distincia
interplanar no reticulo cristalino. Assim, com base nesse modelo, a transformagdo de
celulose I em celulose II ndo implicaria necessariamente na inversao da polaridade das
moléculas (SARKO, 1986).

Outras organizagoes moleculares podem ser obtidas a partir da celulose. Por
exemplo, o tratamento da celulose I com amoénia produz celulose III e IV, € o uso de
glicerol sobre a celulose II produz celulose III e IV. No entanto, em qualquer desses
casos, as cadeias de celulose assumem uma disposi¢do em camadas, diferindo apenas
na organizagdo das ligagcdes de hidrogénio que se estabelecem entre as diferentes
lamelas (CHANZY, 1990).

Com base em estudos espectroscopicos, ATTALA et. al. (1984) foram os
pioneiros em sugerir que os cristais de celulose I possuem duas fases ou formas
alomorficas. Posteriormente, a utilizagdo de microdifratometria de raios X,

espectroscopia Raman e ressonincia magnética nuclear (RMN) de °C confirmou que a



17

celulose I é constituida por dois tipos de malha cristalina: a celulose I, predominante
em bactérias (Acetobacter sp.) e algas (Laminaria sp., Valonia sp.) e a Ig,
predominante nas plantas superiores. A celulose I, corresponde a fase triclinica € a
celulose Iy, a fase monoclinica (Figura 6) (SUGIYAMA, 1991). Estas duas estruturas
aparentemente coexistem dentro de uma unica microfibrila, pois ndo € claro que
tenham ocorréncia em regides distintas. No entanto, existem indicagdes de que o
interior dos cristais contém preferencialmente a fase Ig e que na superficie das fibras,
prevalece a fase I, A abundéncia relativa dessas duas fases depende da origem da
celulose. Celuloses advindas de algas e bactérias geralmente contém 60 — 70% fase L, ,
enquanto que a celulose de vegetais com algoddo e rami contém apenas 70 a 40%
desta fase, predominando portanto a fase Ig Tal, o dimorfismo da celulose nativa pode
estar associado com a multiplicidade de celulases que ocorrem na natureza

(SUGIYAMA, 1993).

FIGURA 6 - REPRESENTACAO DE UMA MICROFIBRILA DE CELULOSE, COM DUAS
UNIDADES CRISTALINAS DISTINTAS DE CELULOSE: UMA MONOCLINICA E
OUTRA TRICLINICA (SUGIYAMA, 1993)

Microfibrila de cellose ,

A celulose regenerada (celulose II) contém 90% de fase Iz quando
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comparada com a celulose de tunicina, que ¢ considerada pura em fase Ig. Portanto, a
celulose em fase Iz ¢ termodinamicamente mais estavel e mais suscetivel a hidrolise
enzimatica (NIDETZKY et al, 1994). Dados espectroscopicos também tém
demonstrado que os dois alomorfos t€m pequenas diferengas no arranjo estrutural das
ligagdes de hidrogénio (FRANZ,1990), sendo que a fase Iy permite a ocorréncia de um
numero maior de interagdes intermoleculares (REINIKAINEN, 1994). Aparentemente,
restrigdes termodinamicas impedem a obtengdo artificial e/ou purificagao de celulose
em sua fase alomorfica I,.

A microfibrila de celulose forma cristais individuais, e estes variam de
tamanho conforme a origem da celulose (KUGA & BROWN, 1987; SUGIYAMA, ],
1994; BOKER & MILES, 1997).

Com base nas coordenadas atomicas da estrutura de cristais de celulose I,
HENRISSAT et al. (1985) propuseram um modelo da superficie atdmica de cristais
monoclinicos, constituido de arranjos 4 X 4 de cadeias de celulose. A analise desse
modelo mostra que cristais equivalentes de celulose apresentam um numero diferente
de residuos de glucose quando avaliadas nas duas faces dos cristais na microfibrila,

podendo variar com o tipo de celulose, conforme demonstrado na Figura 7.

FIGURA 7 - FACES CRISTALINAS DA CELULOSE I DE ACORDO COM GARDNER &
BLACKWELL (1974). NESTE MODELO, AS ESFERAS VERDES REPRESENTAM
OS OXIGENIOS DA LIGACAO GLICOSIDICA E AS ESFERAS VERMELHAS, 0S
GRUPAMENTOS HIDROXILICOS
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Segundo CHANZY (1990), diferentes valores podem ser encontrados para o
tamanho da se¢do transversal da microfibrila de celulose. Em citagdo de MUELLER &
BROWN (1982), estudos de sintese realizados por ROSS (1991), afirmaram que as
cadeias de glucose sdo arranjadas dentro das unidades fibrilares com uma largura de
1,5 a 3,0 nm. Na Tabela 1, sdo apresentados os tamanhos das se¢Ges transversais das

fibrilas de celulose encontrados na natureza.

TABELA 1 - TAMANHO DA SECAO TRANSVERSAL DE FIBRILAS DE DIFERENTES
ORGANISMOS SINTETIZADORES DE CELULOSE (CHANZY, 1990)

Secdo Transversal (nm)
Valonia 20
Tunicina 10
Rami 5
Madeiras 34

Estudos enzimaticos sobre a celulose freqiientemente incluem os termos
“celulose amorfa” e “celulose cristalina”. Entretanto, em nivel estrutural, € dificil
determinar com exatidio a natureza do termo amorfa. Geralmente, considera-se
celulose amorfa aquela que possui menor organizagdo estrutural com arranjo irregular
das cadeias de glucose. Métodos para determinar o indice de cristalinidade em
materiais celulosicos foram indicados por PILZ et al. (1990) e GAMA et al. (1994).

A estrutura supramolecular da celulose pode entdo ser caracterizada através
de métodos que permitam a determinagdo de sua cristalinidade e grau de
polimerizagdo. A cristalinidade pode ser avaliada por difragdo de raios-X (SARKO,
1986; RAMOS et al., 1993; RAMOS, 2001), empregando o método empirico de
SEGAL et al. (1959) (Figuras 8 € 9).

Neste método, (a) a regido cristalina ¢ estimada pela intensidade de difragdo
no plano (hkl) = (002), correspondente a um 4ngulo de Bragg (20) de 22,5°, (b) a
regido amorfa é caracterizada pela intensidade minima na regido de 20 = 18,5° e (c) o

indice de cristalinidade ¢ calculado através da seguinte expresséo (a) da figura 8.
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FIGURA 8 - CRISTAL DE CELULOSE I COM SEUS PLANOS CRISTALINOS (A) E FORMULA
DE CALCULO (B)
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Nesta figura estdo representados os planos ou faces mais importantes de um
cristal de celulose I. No estudo da hidroélise enzimatica de pastas kraft de eucalipto
RAMOS et al. (1993) verificaram, que a espessura dos cristais nos planos 040 e 002 se
mantém aproximadamente constantes durante a bioconversio, mesmo quando o
rendimento de hidrolise atinge 90% , indicando que em cada fase da hidrélise, a maior
parte das microfibrilas residuais se conservam intactas.

No entanto, a interpretacdo dos dados de difragdo de raios-X deve sempre ser
muito cuidadosa, principalmente quando este método € utilizado para avaliar o efeito
de um processo hidrolitico e/ou degradativo sobre a celulose. A medida que a
superficie das fibrilas (ou mesmo os cristalitos, em uma menor dimensio) de celulose
sdo atacadas por agentes quer quimicos quer bioldgicos, moléculas de menor grau de
polimerizagdo sdo geradas. Estas moléculas, durante o preparo da amostra para
difragdo de raios-X, sdo suscetiveis a recristalizagdo devido a remogdo de agua por
processos como a liofilizagdo, muitas vezes mascarando o real efeito causado pelo
processo degradativo em estudo (ATALLA, 1984; SIONSTROM, 1993).

Resumidamente, o grau de organizagdo da celulose ¢ de outras fibras é
geralmente expresso em termos do indice de cristalinidade e das dimensdes do cristal

de celulose. O indice de cristalinidade € a difragdo de raios-X assumem que a celulose
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¢ constituida por uma estrutura difasica e estabelece a definigdo mais ou menos
arbitraria entre elas nos respectivos difratogramas (Figura 9). Desse modo pouco
rigoroso, a fase cristalina é separada da fase amorfa, sendo que este procedimento é o

mais freqiientemente utilizado em estudos de degradagdo enzimatica da celulose

(WOOD, 1991).

FIGURA 9 - DIFRAC&O DE RAIOS-X DE POLPA KRAFT BRANQUEADA, COM A
IDENTIFICACAO DAS INTENSIDADES UTILIZADAS NA RELACAO EMPIRICA
DE SEGAL ET AL. (1959). VALORES EM PARENTESIS INDICAM DIFERENTES
PLANOS CRISTALOGRAFICOS E SEUS RESPECTIVOS (HKL)
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Recentemente, outros métodos analiticos, tais como a ressonancia magnética
nuclear de *C no estado solido e a espectrometria no infravermelho (FTIR) do
material compactado em pastilhas de KBr (EVANS et al., 1994), tém sido sugeridos
para a determinagdo da cristalinidade, embora os métodos espectroscopicos (FTIR e
NMR) ainda ndo atingiram o grau de aceitabilidade usualmente associado a difragdo
de raios-X. A analise por FTIR ¢ geralmente realizada a partir de pastilhas de KBr
(Figura 10). Os espectros no infravermelho préximo sdo geralmente gravados de 4000
a 400 cm™, com resolugdo de 4 cm™ antes da aplicagdo da transformada de Fourier.
Alternativamente, os espectros de FTIR podem ser gerados a partir de materiais
celuldsicos utilizando-se da técmica de reflectincia difusa (ou “DRIFT”), cuja

excecugdo dispensa a confecgdo de pastilhas de KBr €, por conseguinte, a moagem das



22

fibras celulésicas. Embora menos comuns, outras regides do espectro do
infravermelho, como o infravermelho distante e a espectroscopia Raman, tém também

sido aplicadas com sucesso na caracterizagdo de materiais celuldsicos.

FIGURA 10- ESPECTROMETRIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER DE POLPA KRAFT BRANQUEADA EM PASTILHA DE KBR A 1% (P/P)
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O grau de polimerizagdo da celulose pode ser determinado por varios
processos, dentre eles a determinagdo de sua viscosidade intrinseca apos solubilizagio
em um solvente reativo (cuoxam, cuproetilenodiamina ou cadoxen) e a determinagéo
de sua distribuicdo em massas moleculares por cromatografia de permeacgido em gel
apos per-carbamilagio (VALTASAARI AND SAARELA, 1975). O derivado per-
carbamilado, obtido por reagdo com isocianato de fenila em meio contendo piridina, é
totalmente solivel em tetrahidrofurano e portanto passivel de analise cromatografica
(RAMOS, 1992; RAMOS et al,, 1993b, 1999b). Uma vantagem fundamental da
analise cromatografica reside no fato de que ndo apenas um valor de referéncia ¢é
obtido, mas sim um perfil de distribui¢do que pode revelar detalhes importantes de um
processo tipicamente degradativo da celulose.

A Figura 11 apresenta o perfil cromatografico obtido a partir dos derivados
tricarbamilados da celulose presente no algoddo e em polpas celuldsicas branqueadas

do tipo kraft. Obviamente, a celulose do algodio apresenta massas moleculares
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superiores aos da polpa kraft pois esta ultima € decorrente de um processo
quimicamente degenerativo e hidrolitico (polpagdo kraft). A analise de outros
derivados da celulose, tais como o seu produto de nitragdo, permitem igualmente com
que se determine o seu grau de polimerizagdo. Porém, neste caso, o derivado obtido é

menos estavel que aquele obtido pela reagdo de carbanilagao (WOOD et al., 1986).

FIGURA 11- ANALI§E DE CELULOSE PER-CARBAMILADA POR CROMATOGRAFIA DE
PERMEACAO EM GEL, INDICANDO A DISTRIBUICAO EM MASSAS
MOLECULARES DO POLIMERO ORIUNDO DE FIBRAS DE ALGODAO
HIDROFILO E POLPA KRAFT BRANQUEADA DE PINUS SPP
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Quanto as caracteristicas fisico mecanicas na regido cristalina, a fibra tem
maior resisténcia a tragdo, ao alongamento e a solvatagdo. Por exemplo, a resisténcia a
tragdo na regido cristalina € quinze vezes superior ao valor apresentado na regido
amorfa, onde a fibra tem sua maior flexibilidade (FINCH & ROBERTS, 1985).

Existem varios tipos de celulose microcristalina disponiveis no mercado
sendo que as mais comumente empregadas como substrato para ensaios enzimaticos
sdo as denominadas de Avicel® (Merck) é microcristalina e a forma designada de
Sigmacell® (Sigma Co.) ¢ chamada de pulveriforme.

Na literatura também aparecem designagdes de celulose como holocelulose,

a —celulose, B—celulose e y—celulose. A celulose da madeira que foi tratada e
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deslignificada designa-se o termo “holocelulose”, enquanto que a o—Ocelulose
corresponde a fragdo insolavel em solu¢Ges concentradas de hidroxido de sodio. Por
outro lado, B—celulose ¢ a fragdo que precipita apos neutralizagio da solugdo alcalina
anterior, sendo que a y—celulose sera aquela que permanecera na solugdo alcalina

(POLGLASE, 1995; FRANZ & BLASCEK, 1990).

3.2.2 Hemicelulose

O segundo componente majoritario das fibras celulosicas sd3o as
hemiceluloses (POUTANEN et al, 1996). A classificagdo quimica das
“hemiceluloses” pode ser feita considerando-as uma familia de heteropolissacarideos
ndo-amilaceos e ndo-celuldsicos dos quais participam pelo menos dois tipos de
unidades de agucar. Dentre esses, os grupamentos mais importantes sdo as
glucuronoxilanas, as arabinoglucuronoxilanas, as glucomananas, as arabinogalactanas
e as galactoglucomananas (VIIKARI et al., 1999). Portanto, o termo “hemicelulose”
ndo designa um composto quimico definido, mas sim uma classe de componentes
polissacarideos presentes em vegetais fibrosos.

Em termos gerais, as hemiceluloses participam nas madeiras em 20 a 30 %
da composigio total, enquanto que nas gramineas estes valores podem variar de 20 a
40 % (FENGEL & WEGENER, 1989). Assim, as hemiceluloses isoladas de madeira
sdo misturas complexas de polissacarideos unidos por diferentes tipos de ligagdes,
formando estruturas ramificadas e de organizagdo estrutural relativamente restrita
(amorfa).

Como no caso da celulose e da lignina, o teor e a proporgdo dos diferentes
componentes encontrados nas hemiceluloses de madeira variam grandemente entre
diferentes espécies e, provavelmente, de arvore para arvore em uma mesma espécie €
de tecido para tecido em uma mesma arvore ( STEPHEN & DENCE, 1992).

Em 1970, KENNETH ja sugeria que a hemicelulose estaria ligada
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quimicamente a lignina, protejendo a celulose da agéo de enzimas e conferindo a fibra
maior resisténcia mecéanica ao alongamento e ao estresse (STEPHEN&DENCE, 1992).

As hemiceluloses apresentam na sua composi¢io monomeérica unidades
distintas de:

a) Pentoses: B-D-xilose e B-L-arabinose, nas suas formas furanosidicas ou

piranosidicas;

b) Hexoses: B-D-glucose, B-D-manose e -D-galactose;

c) Acido urénico: acido B-D-glucurénico;

d) Deoxi-agucares: (B-D-rhamnose e B-L-fucose).

Nas Figuras 12, 13, 14 e 15 encontram-se representadas as principais
unidades monossacaridicas que compdem a cadeia das hemiceluloses, bem como as
regides de acessibilidade quimica desses heteropolissacarideos.

FIGURA 12 - ESTRUTURA DE UMA GALACTOGLUCOMANANA, COM A LIGAGAO B-
(1—4) EM EVIDENCIA (BIERMANN, 1996)
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onzc HO™ HOH,C
B-(1—> 4)
HO
CH,OH
HO
D-Galactose

As hemiceluloses sdo reativas em seus grupos hidroxilicos (OH) através de
processos como a metilagdo e a nitragido, também podendo estabelecer ligagGes éter ou
éster (SUURNAKKI et. al, 1996). Por oxidagdo desses grupos, podem ser obtidos
grupos carbonilicos que sd3o facilmente degradados por alcali, mesmo a frio. Se a

oxidagdo for mais severa, formam-se grupos carboxilicos que sdo mais estaveis

(ATTALA, 1993; GANDINI, 1992).
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FIGURA 13 - ESTRUTURA DE UMA ARABINOGLUCURONOXILANA. A LIGACAO B-(1-4),
E AS LIGAGOES a-(1-2) E a~(1-3) DO ACIDO 4-O-METIL-GLUCURONICO E DA
L-ARABINOSE, RESPECTIVAMENTE EVIDENCIADAS (BIERMANN, 1996)
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As hemiceluloses sdo praticamente amorfas € por isso apresentam maior
acessibilidade e reatividade que as regides cristalinas da celulose. Portanto, as reagdes
de oxidagdo e degradagdo afetam mais rapidamente as hemiceluloses do que a celulose

(MARCHESSAULT & SUNDARAJAN, 1983).

FIGURA 14- ESTRUTURA DA O-ACETIL-4-O-METIL-GLUCURONOXILANA. A LIGACAO B-
(1—>4) DA CADEIA PRINCIPAL E A LIGACAO a-(1-2) DO ACIDO 4-O-METIL-
GLUCURONICO ENCONTRAM-SE EVIDENCIADAS (BIERMANN, 1996)
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POLGLASE (1995), relatou que existem indicios de que xilanas e
galactoglucomananas podem se tornar cristalinas apés perderem alguns de seus
constituintes moleculares. Isso pode ocorrer durante o processo “kraft” (vide subitem
3.3), quando as xilanas ou galactoglucomananas reprecipitam de volta a superficie das

fibras com um maior grau de associagdo molecular. Nestes casos, a desacetilagdo ¢
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provavelmente a principal razdo para que a estrutura assuma uma forma de maior
organizagdo molecular e/ou estrutural .

Além das xilanas, as madeiras duras contém cerca de 2 a 5% de
glucomananas, as quais sio compostas por unidades de D-glucopiranose e D-
manopiranose unidas por ligagdes B-(1—4). A relagdo glucose:manose varia entre 1:2

e 1:1, dependendo da espécie de madeira (BIERMANN et al., 1996).

FIGURA 15- ESTRUTURA DA GLUCOMANANA, COM A LIGAGCAO B-(1-4) EM DETALHE
(BIERMANN et al., 1996).
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3.2.3 Lignina

O ultimo componente de maior propor¢do nas fibras celuldsicas € a lignina,
um polimero fenodlico de estrutura bastante complexa, que é formado por alcoois
aromaticos em distribui¢do randomica. Constitui parte das paredes celulares e da
lamela média dos vegetais, estando intimamente ligada a hemicelulose por ligagdes
covalentes (FREUDENBERG & NEISH, 1968; TAKAY etal., 1983).

Devido a suas caracteristicas fisico-quimicas, a lignina protege a celulose da
agdo enzimatica e justifica as propriedades mecanicas da fibra decorrentes da intima
associagdo entre ela e os polissacarideos da fitobiomassa (FENGEL & WEGENER,
1989). Portanto, trata-se de um dos principais componentes dos tecidos vasculares de
gimnospermas ¢ angiospermas. A lignina tem também um importante papel no

transporte de agua, nutrientes e metabolitos, sendo responsavel pela resisténcia
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mecanica de vegetais, além de proteger os tecidos lignificados contra o ataque de
microrganismos. Vegetais primitivos como fungos, algas e liquenes ndo sdo
lignificados .

Em 1821, PAYEN (citado por FENGEL & WEGENER, 1989), tratou
diferentes amostras de madeiras com acido nitrico, verificando que todas as amostras
estudadas continham uma substincia com a mesma composi¢do do amido, que acabou
sendo chamada de “celulose”. Entretanto, como foi observado que o conteido massico
de carbono da madeira era bem maior que o da celulose, Payen denominou o material
restante de “material incrustante”. O termo lignina foi introduzido em 1857 para
nomear tal material. Em 1890, alguns pesquisadores verificaram a presenga de grupos
metoxila na madeira, que sabiam ndo existir na celulose (FREUDENBERG & NEISH,
1968). Em 1907, Klason foi o primeiro a desenvolver um método para o isolamento
da lignina, removendo os polissacarideos por reagdo com acido sulfarico 72% e
permitindo o isolamento de um produto negro, denominado lignina de Klason
(FENGEL & WEGENER, 1989).

A lignina € um polimero natural proveniente da condensagio desidrogenativa
de trés alcoois precursores: p-cumarilico, trans-coniferilico e trans-sinapilico
(MARROM, 1979; GANDINIL 1992), sendo que a polimerizagdo radicalar destes
alcoois geram unidades p-hidroxibenzilicas, guaiacilicas e siringilicas,
respectivamente (FREUDENBERG & NEISH, 1968). Sua ocomréncia em plantas
superiores ¢ muito variada, podendo residir entre 20 a 40% para diversos tipos de
madeiras (NULTSCH, 2000).

A estrutura quimica da lignina ¢ bastante complexa e ainda ndo é conhecida
completamente. As ligninas de madeiras duras apresentam, em sua composigdo, além
de grupos guaiacil, proporgdes mais altas de grupos siringil, enquanto que as madeiras
moles sdo mais ricas em grupos guaiacil (HIGUCHIL 1990).

Diferentes tipos de ligninas que variam de espécie para espécie € até mesmo

dentro de uma mesma espécie, dependendo das variagdes nas condigdes ambientais,
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tais como o clima e as condigdes do solo. A Figura 16 mostra uma representagio da
estrutura molecular da lignina de um tipo de madeira dura (faia ou Fagus sp.), de
acordo com os estudos de Nimz e colaboradores (HIGUCHI, 1990).

FIGURA 16- MODELO ESTRUTURAL DA LIGNINA DE FAIA (NIMZ, 1974), OS NUMEROS
DE 1 A 25 INDICAM A PRESENCA DOS ANEIS AROMATICOS

3.3 INDUSTRIA PAPELEIRA

O comércio mundial de celulose tem uma dimensdo ao redor de 30 milhdes
de toneladas, participando a fibra de eucalipto com 17%, sendo que o Brasil ¢
responsavel por 52% de tal volume. Portanto, além de se caracterizar como o principal
exportador de celulose de fibra curta de eucalipto, o Brasil € um importante fornecedor
de papéis ndo-revestidos de impressdo e escrita no mercado internacional .

O consumo mundial de papel apresentou, nos ultimos cinco anos, uma taxa
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de crescimento anual da ordem de 2,3%. No entanto, paises como Estados Unidos,
Canad4, Japdo e a Europa Ocidental alcangaram valores inferiores ao indice mundial
(1,7%), muito embora representem 71% do consumo total. Em valores reais, a
quantidade de papel consumida no Brasil no ano de 1999 atingiu cerca de 213 milhdes
de toneladas (GAZETA MERCANTIL, 2001).

Nas Tabelas 2 e 3 e na Figura 17 encontram-se os valores referentes aos
itens de exportagdo derivados da industria papeleira, segundo a classificagio da
Carteira de Exportagdo do Banco do Brasil - MDIC/Secex (BANCO CENTRAL DO
BRASIL, 2000).

TABELA 2 - EXPORTACOES DE PRODUTOS E DERIVADOS DA INDUSTRIA PAPELEIRA
(BANCO CENTRAL DO BRASIL, 2000)

Ano Papel e Papel para imprimir e Pasta quimica
manufaturados escrever (toneladas) (toneladas)
( toneladas)
2000 1.224.549 265.118 2.916.506
1999 1.329.657 420.187 3.013.247
1998 1.217.021 454.556 2.698.129
1997 1.329.435 565.679 2.381.515

A principal matéria-prima para a produgdo de papel ¢ a madeira, sendo que
no Brasil, a madeira mais empregada ¢ a de Eucalyptus sp. No entanto, para a
obtengdo do papel propriamente dito, uma série de processos (polpagdo) sdo
necessarios para separar das fibras do material lignoceluldsico, o que pode ser
realizado por processos quimicos, mecanicos ou por uma combinagédo desses.

Na polpagdo mecanica, devido a utilizagdo de moinhos de bola rotatorios €
jatos de agua, ocorre a perda da resisténcia da polpa, resultando em um papel de baixa
qualidade, além de elevados custos operacionais. Apesar das adaptagoes como discos

de refino a altas pressGes, estes processos continuam relativamente inviaveis

(SUURNAKKI et. al, 1997).
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TABELA 3 - POSICAO DOS PRODUTOS BRASILEIROS NO MERCADO MUNDIAL (BANCO
CENTRAL DO BRASIL, 2000)

Posi¢do no Mercado Mundial em 2000

Consumo de Papel 9
(4,473 milhdes Toneladas)
Produtor de Papel 11
(2,2% da produgdo Mundial)
Consumo de Fibras $
Produtor de Fibras 6
Produtor de Celulose e Pastas 3

FIGURA 17- EXPORTACOES BRASILEIRAS DE PRODUTOS DERIVADOS DA INDUSTRIA
PAPELEIRA
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Processos quimicos de polpagdo sdao aqueles que removem grande parte da
lignina através de reagdes que levam a despolimerizagdo desta macromolécula,
solubilizando-a no licor de cozimento e liberando as fibras de celulose. O processo
deve evitar a0 maximo o ataque aos polissacarideos para ndo ocorrer a
despolimerizagdo da celulose € da hemicelulose, o que acarretaria danos nas

propriedades fisico-mecanicas da polpa e no rendimento da polpa para a fabricagdo do

papel (KENNETH, 1970).
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Os processos quimicos mndustriais mais importantes sdo os processos kraft e
sulfito (FINCH & ROBERTS, 1985). No Brasil ¢ em muitas partes do mundo, o
processo kraft € o mais amplamente empregado. Ja nos Estados Unidos, 70% de toda a
produgdo de polpas de celulose sdo oriundas desse processo quimico € 0 mesmo
acontecendo na Europa, com exce¢do da Alemanha, onde o processo sulfito é o mais
empregado.

O processo de polpagéo kraft consiste no cozimento dos cavacos de madeira,
a uma temperatura de aproximadamente 170°C, em uma solugo alcalina de sulfeto de
sodio, denominada de licor branco. A presen¢a do sulfeto no licor de cozimento
oferece algumas vantagens como a rapidez na deslignificagdo ¢ menor exposigdo da
madeira a solugdo alcalina, 0 que permite a produgdo de polpas mais resistentes em
fungdo da menor degradagdo de celulose e hemiceluloses.

A grande aceitagio do processo kraft, segundo SJONSTROM (1993),
deve-se a inumeros fatores, muito embora existam fatores negativos, tais como os
discriminados na Tabela 4.

As espécies ativas envolvidas na deslignificagdo sdo os ions sulfeto (Sy) e
bissulfeto (HS"), que podem ser inclusive regenerados na caldeira de recuperagdo a
partir do sulfato de sodio, e os ions hidroxila. Os ions sulfeto e bissulfeto, altamente
nucleofilicos, reagem exclusivamente com a lignina através da quebra de ligagdes
a-aril e B-aril éter, formando fenolatos solaveis no licor de cozimento (SJONSTROM,
1993).

Reagdes indesejaveis de condensagio ocorrem tanto no processo de polpagio
sulfito como no kraft, principalmente nas posigdes C-5 das unidades fenolicas da
lignina. Além dessas, ocorrem reagdes de formagdo de subestruturas com grupos

croméforos que sdo parcialmente responsaveis pela coloragio escura que as polpas

apresentam (SJONSTROM, 1993).
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TABELA 4- COMPARACAO ENTRE PONTOS POSITIVOS E NEGATIVOS DO PROCESSO
KRAFT (SJONSTROM, 1993)

PONTOS POSITIVOS PONTOS NEGATIVOS
Baixa exigéncia quanto a qualidade da madeira, podendo ser | Odor desagradavel ocasionado
madeirqs moles, duras ou até uma combinacio destas. pelos gases derivados do
Além disso, esse processo possui grande tolerancia quanto enxofre;

a presenca de extrativos e cascas; Custos enormes para instalagio de
Curto tempo de cozimento; uma fabrica;

Geragdo de calor para as caldeiras com a queima da lignina; Coloragdo escura da polpa

Polpa de excelente qualidade e resisténcia ; resultante;
Obtengio de alvura elevada apos as etapas de branqueamento; Bm>§c>5£/car)1dunento de polpa (45 2
o

Recuperagdo parcial dos reagentes quimicos empregados;

O baixo rendimento dos processos sulfito, kraft e alcalinos esta relacionado
com a degradagdo dos carbohidratos (celulose e hemiceluloses) através das reagdes
com os ions hidroxilas. A solvatagdo dos carbohidratos pelas fortes solugdes alcalinas
leva ao rompimento das ligagdes de hidrogénio entre as varias cadeias, provocando um
processo de inchamento da madeira, onde as hemiceluloses sdo dissolvidas e/ou
desacetiladas por hidrdlise alcalina previamente a sua dissolugdo no licor. Ademais,
pode ocorrer também a despolimerizagdo terminal da celulose, onde o grupo aldeidico
terminal da glucose se rearranja, levando em seguida a uma eliminagdo B-alcoxi com
a formagdo de uma nova unidade na extremidade da molécula. Essas reagoes seguem
sucessivamente até a formagio de uma unidade terminal resistente a despolimerizagdo
(GANDINI, 1992).

Ao longo dos ultimos anos, desenvolvimentos significativos vém sendo
empreendidos ao processo kraft para reduzir o teor de lignina residual na polpa, sem
com isso gerar qualquer alteragdo de suas propriedades fisico-mecéanicas. Quatro
principios foram listados como fundamentais para que este objetivo pudesse ser
atingido: reduzir a concentragdo de alcali no inicio € aumentar esta concentragdo no
final do processo; manter alta a concentragdo de ions HS™ no inicio do processo de

deslignificagdo; manter baixas concentragdes de lignina e ions sodio mo licor; €
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controlar a temperatura em niveis baixos, particularmente no inicio € no final do
cozimento. Tais principios foram incorporados em um processo denominado de MCC
(“Modified Continuous Cooking”), ou cozimento continuo modificado. Variagdes do
cozimento MCC podem ainda ser implementadas com o intuito de otimizar o processo,
sendo que delas surgiram os processos EMCC (“Extended Modified Continuous
Cooking”) e ITC (“Isothermal Cooking”). A primeira modificagdo advém da adigdo de
parte da carga alcalina do processo diretamente no licor oriundo da lavagem “high
heat”, que ¢ entdo recirculado, enquanto que a segunda modificagdo diz respeito a
condugdo de todo o processo em uma temperatura pré-fixada, donde o termo

isotérmico (SANTOS et al., 1994).

3.4 TECNOLOGIA ENZIMATICA

A aplicagdo da catalise enzimatica em processos industriais pode ser dividida
em quatro campos distintos que séo listados a seguir:

1)- na obtengdo de agentes terapéuticos;

2)- como ferramenta para a manipulagido de materiais biologicos;

3)- como reagentes analiticos;

4)- como catalisadores industriais.

A bioconversdo de produtos naturais vem sendo empregada de maneira
crescente pela industria nos altimos 20 anos. Um indicador deste fato € o aumento da
produgdo mundial de enzimas, principal catalisador destes processos, girando em
torno de 70.000 t/ano e envolvendo cifras da ordem de US$ 520 milhdes (GAZETA
MERCANTIL, 1999).

Na Tabela 5 encontram-se algumas enzimas de interesse industrial € o seu
potencial de uso na manufatura de produtos requeridos pelo mercado consumidor

(BU’LOCK & KRISTIANSEN, 1991; GERHARD & WOLFGANG, 1991).



35

TABELA 5 - ENZIMAS CLASSICAS INDUSTRIAIS E SUAS FONTES DE USO (GERHARD &
WOLFGANG, 1991)

Enzima Fonte Usos principais

B-Amilase Aspergillus oryzae Hidrolise do amido para xaropes agucarados,
Bacillus amiloliquefaciens | fabricagdo de cerveja
Bacillus tricheniformis Téxteis

Celulase Aspergillus sp. Polpa e papel
Trichoderma reesei Processamento de frutas e verduras
Penicillium sp.

B-Glucanase Aspergillus niger Hidrolise de B-glucanas na fabricagdo da cerveja
Bacillus subtilis

Glucoamilase Rhizopus sp. Producdo de xarope de glucose a partir do amido
Aspergillus niger

Lactase Saccharomyces sp. Hidrolise da lactose do leite e do soro do leite
Kluyveromyces marxiamus

Lipase Aspergillus sp. Modificagdo do aroma do queijo e da manteiga
Mucor sp. Detergentes
Rhizopus sp.

Pectinase Aspergillus niger Extracdo e clarificagdo de sucos de frutas

Protease Bacillus licheniformis Industria do couro e detergentes

Bacillus amiloliquefaciens
Endothea parasitica
Moucor miehei

Fabricagdo de cervejas e pao
Manufatura do queijo

No segundo periodo ao final dos anos 80, constatou-se um expressivo

aumento nas importagdes de enzimas(em torno de 500%), o que coincidiu, em 1989,

com o langamento no mercado brasileiro de biodetergentes que as utilizam em suas

formulagdes. Constatado o éxito comercial dos biodetergentes, houve um aumento nas

escalas de produgdo de indistrias como a Novo Nordisk do Brasil (Curitiba, PR), a0

mesmo tempo em que foi observada uma sensivel queda na importagdo de enzimas,

resultando em um balango negativo da ordem de U$ 864.000,00 (oitocentos € sessenta

e quatro milhdes de dolares). A terceira fase veio com a globalizagio da economia € a

politica de comércio exterior menos reguladora, resultando em um aumento no volume

de importagdo e comprovando que a demanda do mercado interno por biocatalisadores

realmente encontrava-se reprimida (WISEMAN, 1986; GAZETA MERCANTIL,

2000).
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3.4.1 Tecnologia Enzimatica nos Processos da Industria Papeleira

No inicio da década de 80, surgiram na industria papeleira os primeiros
estudos utilizando enzimas para tratamento de celulose (VIIKARI, 2000;
(RAHKAMO et al., 1998 a,b ; PERE, et al., 1995). Este interesse estava fortemente
ligado & dificuldade na redugdo dos problemas causados no processo de
industrializa¢do do papel, principalmente na etapa de branqueamento, ¢ na necessidade
de reduzir a sua carga poluente. Estudos envolvendo enzimas t€ém demonstrado que é
possivel reduzir a carga toxica destes efluentes por via biologica (por exemplo:
organoclorados e dioxinas) (WISEMAN, 1986).

Conforme DURAN et al. (1995), enzimas podem ser empregadas em
diversos estagios da fabricagdo do papel, dentre eles:

(a) na redugdo de energia gasta no descascamento da madeira;

(b) no pré-tratamento do cavaco antes da polpagdo e das polpas antes do
branqueamento (YAMASHIKI et al. 1990);

(c) no biodeslignificagdo dos cavacos por fungos lignoliticos (biopolpagao);

(d) no biobranqueamento das polpas por xilanases, ligninases e lacases
(TENKANEN, 1997); e

(e) na biorremediagdo de efluentes industriais.

Varios autores reiteram o fato de que algumas dessas aplicagdes ja atingiram
a escala comercial, como ¢ o caso do uso de xilanases no processo de branqueamento,
de enzimas oxidativas para processos de delignificagdo e de celulases para redugdo do
requerimento de energético das etapas de refino (RAHKMO et al.,1998a). Uma
descri¢do das enzimas que encontram aplicagdo na indistria de papel e celulose ¢ dada
na Tabela 6, juntamente com o efeito esperado sobre os diferentes componentes da
polpa e/ou da madeira (KANTELINEN et al., 1997; VIIKARI, 2000).

Todos os processos de transformacgio enzimatica descritos nesta tabela se

baseiam nas atividades especificas de determinadas enzimas, assim como no
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aproveitamento de seu produto de agdo catalitica (BU'LOCK & KRISTIANSEN,

1991). Atualmente, sdo conhecidas e caracterizadas aproximadamente 2000 enzimas,

dentre as quais 50 podem ser obtidas biotecnologicamente em grande escala

(WISEMAN, 1986; BU’LOCK & KRISTIANSEN, 1991; VIIKARI, 2000).

TABELA 6 - ACAO DE ENZIMAS EM DIFERENTES COMPONENTES DA MADEIRA.

Componentes Enzima Modificagdo fisico- Beneficio técnico
quimica
Celulose Celobiohidrolase | Microfibrilagido Redugdo da energia de refino
Endoglucanase Despolimerizagdo Aumento da flexibilidade das fibras
Mistura Despolimerizagdo Redugdo do indice de retengio de
agua da polpa
Melhona da qualidade das fibras
Xilana Endoxilanase Despolimerizagdo Extracdo de lignina
Glucomanana | Endomananase Despolimerizagdo Extracdo de lignina
Acetil esterase Decréscimo da Aumento na velocidade da maquina
estabilidade coloidal de papel (remogdo de gomas)
Glucomananase Decréscimo na Efeito sobre o alongamento das fibras
solubilidade
Pectina Pectinase Despolimerizagdo Decréscimo da demanda cati6nica na
maquina de papel
Lignina Lacase Despolimerizagdo Decréscimo na cor
Extrativa Lipase Aumento da Efeito sobre o alongamento das fibras
hidrofilicidade Aumento na velocidade da maquina
de papel (remogdo de extrativos)

Enzimas derivadas de organismos normais e daqueles modificados

geneticamente também comegam a surgir no mercado mundial. Dentre as muitas

aplicagbes destacam-se aquelas que tem por finalidade aumentar a produgdo de

enzimas industriais e/ou aumentar a atividade especifica destas enzimas em processos

de bioconversio (GERHARD & WOLFGANG, 1991, CAVACO-PAULO et al,

1997).

3.4.2 Tecnologia Enzimatica em Outros Processos

Por ser a celulose uma fonte abundante na natureza, sua utilizagdo

biotecndlogica sugere muitas possibilidades atrativas baseadas em processos
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hidroliticos e/ou fermentativos (SADDLER, 1991; HENRIKSSON et al., 1995). Nos
anos 90, grandes incentivos foram ofertados para a produgio de alcool combustivel a
partir de celulose, o que levou inimeros pesquisadores a avangos significativos na
descoberta de processos de produgdo de enzimas, pré-tratamentos, avaliagio de
substratos e utilizagdo de sub-produtos que contribuissem para a viabilizagdo
econdmica do processo. Um marco nesses grandes avangos foi o desenvolvimento de
uma Escherichia coli recombinante que converte em etanol tanto pentoses quanto
hexoxes oriundas da hidrolise acida de materiais lignoceluldsicos pré-tratados
(ALTERTHUM et al., 1994). Tal descoberta possibilitou a realizagdo, em uma etapa
unica, da Sacarificagdo e Fermentagdo Simultaneas (SFS) da fitobiomassa pré-tratada,
fato de grande contribuigdo para a viabilizagdo economica da produgdo de etanol a
partir de materiais lignoceluldsicos residuais como o bagago de cana (FINCH &
ROBERTS, 1985).

A validade do método SFS tem sido documentada por muitos autores
(GERHARD & WOLFGANG, 1991; WOOD,1991). Tal método baseia-se na
suposi¢do de que os agucares liberados do substrato pela hidrélise enzimatica sdo
rapidamente fermentados por leveduras ou microrganismo a etanol. A agdo de
celulases em substratos pode, portanto, prosseguir sem nenhuma interferéncia de altas
concentragdes de agucares na mistura de reagdo. A maioria dos trabalhos publicados
neste sentido tem utilizado celulases fungicas para o processo hidrolitico (FAN et al.,
1987; NEVALAINEN et al., 1991; OKSANEN et al., 1997). Por outro lado, pré-
tratamentos apropriados podem reduzir a quantidade de enzimas necessarias a
sacarificagdo enzimatica (RAMOS et al., 1992a).

Um dos métodos de pré-tratamento mais promissores € a explosdo a vapor,
que atenua sensivelmente o carater altamente recalcitrante da lignocelulose nativa
(RAMOS, 1992, RAMOS et al., 1993). Durante o pré-tratamento, a estrutura da parede
celular lignocelulosica é modificada radicalmente pela penetragdo de vapor saturado a
altas temperaturas. Esta modificagdo estrutural da parede celular lignocelulésica
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resulta de uma hidrélise acida parcial da hemiceluloses, deixando um residuo
celuldsico de alta susceptibilidade a hidrolise enzimatica (RAMOS & SADDLER,
1994; TENKANEN et al.,1994).

As celulases também t€ém tido aplicagdo crescente na formulagdo dos pos de
lavagem domésticos, por aumentarem o seu poder de agdo detergente (LINKO, 1993;
CAVACO-PAULO, 1995) e também por limparem a superficie das fibras de algoddo
(biopolimento), removendo fibrilas soltas, borbotos e particulas de sujeira retidas na
superficie. Isto vai conferir a0 produto lavado um tato mais macio ¢ um melhor
aspecto, com cores mais vivas (MIETTINEN-OINONEN et al., 1999). O tratamento
com celulases também € usado no amaciamento de fibras ligno-celuldsicas, como o
linho, o canhamo e a juta, facilitando o seu processamento industrial (MIETTINEN-
OINONEN et al., 1996; PERE et al., 1996).

Entre outras aplicagdes, cita-se a utilizacdo de celulases como aditivo para o
crescimento dos fungos celuloliticos em residuos celuldsicos para a produgdo de ragdo
animal (BU’LOCK & KRISTIANSEN, 1991), na industria téxtil em substitui¢do do
processo “stone-washing” (CAVACO-PAULO et al., 1997), na clarificagdo de sucos,
na producio de detergentes (OIJUSLUOMA et al., 1996; MIETTINEN-OINONEN et
al., 1999) e na area farmacéutica, no auxilio a digestibilidade da celulose em doentes

gastroendémicos ou acometidos de colites.

3.5 HIDROLISE ENZIMATICA DE FITOBIOMASSA

Como fung@o principal, as enzimas hidroliticas fragmentam macromoléculas
que ndo podem ser assimiladas diretamente pelas células, como € o caso do amido, da
celulose e da pectina; portanto, a absorgdo através da membrana celular se da via seus
constituintes de menor massa molar, ou seja, mono e dissacarideos € acidos uronicos
(ERIK et al., 1988).

A geometria da estrutura cristalina da celulose € muito importante nos
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processos de tratamento enzimatico, sendo que as enzimas poderdo atacar
preferencialmente um dos dois tipos de estrutura. Estudos de modelagem sugerem que
sitios de menor organizagdo molecular, localizados na superficie do cristal sdo mais
susceptiveis ao ataque enzimatico (COUGHLAN, 1985, BUCHERT et al., 1996).

Componentes valiosos sdo liberados com a remog¢do enzimatica da parede
celular, tais como: aromas, polissacarideos, enzimas e outras proteinas, ou ainda, a
liberagdo de protoplastos vegetais para pesquisa genética e desenvolvimento de
vegetais superiores (WISEMAN, 1986).

A biodegradagdo da fitobiomassa tem sido muito estudada ha varias décadas
¢ ¢ um assunto parcialmente elucidado do ponto de vista bioquimico, sendo que na
natureza esta fungao € exercida principalmente fungos e bactérias (VICENTE, 1989).

A eficiéncia com a qual a fitobiomassa ¢ hidrolisada depende de multiplos
fatores que envolvem as caracteristicas do substrato e a natureza do sistema enzimatico
usado. E, portanto, importante considerar estes dados na avaliagio do processo de
bioconversdo celulolitica (WOOD, 1989; BUCHERT et al.,1994).

Muitos microrganismos como os fungos filamentosos, presentes em grande
quantidade na natureza, sdo capazes de fazer a bioconversio de materiais
lignoceluldsicos em unidades de facil assimilagdo para o seu metabolismo vital
(KANTELINEN et al., 1997; WOOD et al., 1978).

No caso da biodegradagdo de polioses, esta ocorre de forma semelhante a da
celulose, sendo que as enzimas envolvidas na biodegradacdo sdo hidrolases especificas
que clivam determinados tipos de ligagdo existentes nos polissacarideos. Assim, as f3-
(1,4)-glucanases hidrolisam as ligagdes glicosidicas existentes na molécula de
celulose, as xilanases rompem ligagdes glicosidicas entre unidades monoméricas de
xilose, as mananases atuam sobre ligagdes glicosidicas entre moléculas de manose e as
glucuronidases, sobre ligagoes de acidos uronicos com outros agucares.

Uma quantidade grande destas enzimas extracelulares, particularmente as

celuloliticas, sdo produzidas pelo fungo Trichoderma reesei. Muito tem se investigado
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quanto a capacidade destas enzimas em degradar a fitobiomassa, sendo esta apontada
como ideal pela complexidade de seu sistema e pelas variagbes na sua composi¢ao
centesimal. Outros fungos celuloliticos também tém sido estudados com este objetivo,
como é o caso do Phanerochaete chrysosporium, do Penicillium pinophilum e do
Fusarium solani (ERIKSSON et al., 1990).

Os sistemas celuloliticos dos fungos e de algumas bactérias (Cellulomonas
fimi € Thermonospora fusca) s3o constituidos por enzimas extracelulares que atuam no
meio (endoglucanases) ou na extremidade (exoglucanases) da cadeia da celulose. Por
seu lado, as bactérias anaerobias degradam a celulose usando enzimas ligadas a
membrana celular. Estas enzimas estdo organizadas em um complexo com diversos
componentes designado “celulossoma” (SRISODSUK, 1994), que inclui tipicamente
varias endoglucanases e exoglucanases, além de xilanases € outras proteinas de fungdo
ainda ndo totalmente esclarecida.

Os sistemas enzimaticos de fungos que apresentam os dois tipos principais
de glucanases, endo e exo, sd3o designados como completos porque degradam a
celulose cristalina eficientemente. Noutros casos, como os fungos do bolor marrom, as
exoglucanases estdo ausentes. Em seu lugar, estes fungos usam compostos oxidantes,
de baixa massa molecular, que degradam as zonas amorfas da celulose com eficiéncia
(KLEMAN-LEYER et al., 1994).

Outras enzimas podem eventualmente participar do processo de hidrolise da
celulose quando presentes, como as exoglucohidrolases e algumas enzimas oxidativas
como a celobiodesidrogenase (CDH) e a celobiono oxi-redutase, que atuam
simultaneamente sobre a lignina e celulose (COUGHLAN, 1985; GOYAL et al,,
1991). Nesses casos, as lactonas produzidas no estagio oxidativo da digestio da
celulose sdo convertidas em acido celobidnico pela lactonase.

Outro grupo importante ¢ o das hemicelulases, que sdo divididas em trés
grupos: as endo-hemicelulases, que hidrolisam o polimero ao acaso, liberando

fragmentos de menor massa molar; as exo-hemicelulases que hidrolisam os fragmentos
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gerados pelas endo-hemicelulases; e as xilosidases, que hidrolisam dimeros a agicares
mononéricos (HIGUCHI, 1985; ERIKSSON et al., 1990).

Dentre os fungos filamentosos de interesse industrial, destacam-se
principalmente o Trichoderma sp e Aspergillus sp como modelos de produgdo de
enzimas celuloliticas, amiloliticas e B-glucosidasicas. Estudos com outros fungos
também tém sido realizados para definir o potencial de produgdo de enzimas no
processo de biodegradagdo, dentre eles o fungo termofilico Humicola grisea
(KOIVULA, 1994). Estes estudos tém sido realizados com o intuito de se obter
maiores eficiéncias de fermentagio e altas taxas de produtividade.

A produgdo de enzimas do complexo celulolitico estd sujeita & indugédo e
repress3o. O melhor indutor destas hidrolases € a propria celulose, como o algoddo € a
celulose microcristalina. No entanto, como esses substratos sio essencialmente
insolaveis, a celobiose é na realidade o verdadeiro indutor. Por esta razio, a presencga
de baixos niveis de -glucosidade extracelular é recomendada para que a comunicagdo
via oligomero solivel (celobiose) seja facilitada e leve a niveis de indugdo mais altos
do complexo enzimatico. Outros bons indutores para o 7. reesei sdo a lactose ¢ a
soforose, enquanto que a glucose reprime ativamente a produgdo de enzimas do
complexo celulolitico, presumivelmente por repressao catabdlica (LINKO, 1993).

Avangos tém sido possiveis mediante o uso de técnicas de engenharia
genética e novas linhagens vém sendo desenvolvidas, produzindo enzimas de altas
atividades especificas com aplicagées ainda mais diversificadas do que as ja existentes
(ENARI & NIKU-PAAVOLA, 1987). Assim, as informagdes que estdo presentes em
nivel de genoma podem fornecer muitas respostas sobre sua regulagdo.O
seqiienciamento de genes nos fornece dados sobre a proteina, seus sitios de restrigdo, a
localizagdo de introns e exons, seus codons de iniciagdo e de terminagido, bem como de
regioes reguladoras para a transcrigdo dos genes (CAAT box, TATA box, GC box, e
outros). Nesses estudos, a expressdo génica heteréloga tem se demonstrado como uma

das altemativas mais viaveis para aplicagdes industriais (SALOHEIMO et al., 1997a)
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3.5.1 Trichoderma reesei

O género Trichoderma define varias espécies de fungos que se desenvolvem
no solo e esta incluido nos Deuteromycotina (Fungi Imperfecti). Este género também
pode ser relacionado com o género Hypocrea e com o género Podostroma, ja que a
fase assexuada destes fungos ndo se distingue morfologicamente das encontradas no
género Trichoderma (EVELEIGH et al.,, 1985). Nos Fungi Imperfecti, o género
Trichoderma esta incluido no grupo taxonomico dos Hyphomycetes (Moniliales). Os
fungos pertencentes aos Hyphomycetes caracterizam-se por formarem conidios em um
micélio indiferenciado ou sobre conidéforos especializados, que podem ser simples ou
compostos, solitarios ou agregados (NULTSCH, 2000).

O fungo 7. reesei é considerado um organismo ndo patogénico € as
condi¢des utilizadas para a produgdo de celulases nao apresentam o inconveniente da
produgao de toxinas ou antibidticos (NEVALAINEN et al., 1995 ; 1991).

O Trichoderma foi descoberto durante a I Guerra Mundial na Asia, pela sua
capacidade de destruir os tecidos de algodio das tendas do Exército Americano
(TEERI, 1997). Em 1950, o grupo de Edwin T. Reese nos Laboratérios do Exército
Americano identificou o fungo 7. viride como sendo o responsavel pela degradagio
dos tecidos das tendas. Nesta altura, o algodio ja tinha sido substituido pela poliamida
no fabrico das tendas, mas o novo interesse neste fungo residia agora na possibilidade
da conversdo da biomassa para aproveitamento energético (LINKO, 1993).

Foram efetuados numerosos estudos no sentido de obter mutantes da T.
viride, com o0 objetivo de aumentar a capacidade de produgédo de enzimas e maximizar
a capacidade hidrolitica destas frente a substratos celuldsicos. O T. reesei ¢ um destes

mutantes, sendo-lhe atribuido este nome desde 1977 (WISEMAN, 1986; TEERI et al.,
1999).

Segundo RIFAI (1969), citado por SALOHEIMO et al. (1993), o género

Trichoderma possui nove espécies. No entanto, estudos mais recentes consideram a



existéncia de mais de 27 espécies, sendo que 7. reesei € tido como smnoénimo ou
subespécie de T. longibrachiarium. O uso especifico do sufixo reesei ¢ dedicado a E.
Reesei, um dos primeiros e principais investigadores a estudarem o taxon
(SALOHEIMO et al., 1993). Segundo EVELEIGH et al. (1985), a espécie tem 6 ou 7
cromossomas com variagdes na quantidade de mega pares de base entre 31 e 39 Mpb.

Das celulases do I reesei, a estirpe QM 6A foi a que deu origem a todas as
outras por mutagénese fisico-quimica, mediante métodos como a irradiagdo com raios
ultravioleta, radiagdo y e bombardeamento com elétrons de alta energia. Atualmente, a
estirpe mais estudada é a QM 9414 e nenhuma das estirpes mutantes conseguidas
desde 1978 ultrapassou a sua atividade celulolitica (EVELEIGH et al., 1985; TEERI
et al., 1995a).

Conhecem-se espécies do género Trichoderma com capacidade para produzir
outras enzimas como as acetil-esterases, amilases, lacases, mananases, proteases,
quitinases, quitobiases, ribonucleases, transglucosidases, xilanases e a-galactosidase
(EVELEIGH et al., 1985). Outras espécies t€m a capacidade de acumular lipidos
(BROWN et al., 1996), de degradar o acido aspergilico e outros anéis heterociclicos e
de produzir compostos com atividade antibidtica e fungicida (NYYSSONEN &
KERANEN, 1985).

3.5.2 Mecanismos de Agao Catalitica em 7. reesei

O complexo celulasico secretado por fungos filamentosos € formado por trés
componentes enzimaticos majoritarios, as endoglucanases, as celobiohidrolases
também designadas exoglucanases e as B-glucosidases. As endoglucanases (EGs)
clivam internamente e preferencialmente as regiGes menos cristalinas das
microfibrilas, enquanto as exoglucanases (CBHs) clivam a celobiose das extremidades
livres da celulose e as B-glucosidases hidrolisam a glucose a celobiose e pequenos

oligomeros soliveis produzidos pelas endoglucanases e exoglucanases (KOIVULA,
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1994). Na Figura 18 encontra-se representada esquematicamente a agdo dos trés
grupos majoritarios de enzimas celuloliticas do 7. reesei.

O T. reesei produz uma celobiase (B-glucosidase), duas celobiohidrolases
(CBH I e CBH i) e pelo menos cinco endoglucanases (EG L, EG II, EG IIL, EG IV,
EG V), sendo que os genes destas enzimas ja foram devidamente identificados e
isolados (EVANS et al., 1994; BUCHERT et al., 1996; CLARKE, 1999).

FIGURA 18 - MODO DE ACAO DE CELULASES (ENDO E EXOGLUCANASES) E B-
GLUCOSIDADES (CELOBIASES) SOBRE SUBSTRATOS CELULOSICOS
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A composigdo relativa das quatro principais celulases na mistura original é
de aproximadamente 60% (CBH I), 14% (CBH II), 5% (EG I) e cerca de 1% (EG II)
(FAN et al., 1987). Quanto a sua classifica¢do e estrutura molecular, as celulases da 7.
reesei apresentam homologia em cerca de 60 a 70% na seqiiéncia de seus aminoacidos
(STAHLBERG et al., 1995).

As CBHs tém sido consideradas pelos pesquisadores como as principais
enzimas do complexo celulolitico por sua capacidade de hidrolisar celulose
microcristalina (NIDETZKY et al., 1994).

Duas celobiohidrolases (CBH I ¢ CBH II) jia foram identificadas e
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caracterizadas em 7. reesei, sendo que a CBH I parece ser a de maior importancia no
complexo celulolitico natural, pois constitui aproximadamente 60% da proteina
produzida pelo fungo. Acredita-se também que todas as celobiohidrolases (CBHs)
possuam agdo catalitica capaz de hidrolisar preparagdes celulosicas microcristalinas,
pois atuam nas regides terminais das moléculas de celulose e promovem a sua
despolimerizagdo gradativa, através da remogdo de unidades de celobiose terminais
(SALOHEIMO et al., 1993; KOIVULA, 1994).

Baseado em critérios estruturais e€ funcionais, a estrutura molecular das
CBHs e EGs pode ser dividida em trés diferentes dominios:

a) um dominio de ligagdo a celulose (DLC, ou CBD como em “cellulose-
binding domain™);

b) um peptideo de ligagdo (PL, ou “linker”);

¢) um dominio catalitico (DC ou “core protein™);

O dominio de ligagdo ao substrato (DLC) € altamente conservado em
celulases fingicas, geralmente apresentando 38 residuos de aminoacidos de
comprimento (Figura 19). Contendo duas ou trés pontes dissulfeto em uma estrutura
em cunha hidrofobica com uma face hidrofilica, 0 DLC esta envolvido diretamente na
adsor¢do da enzima ao substrato (TEERI et al., 1996). Alguns autores definem as
“celulases verdadeiras” como aquelas capazes de adsorver fortemente sobre o

substrato, através de seus DLCs (TEERI & KOIVULA, 1995a).

FIGURA 19 - DOMINIO DE LIGACAO DAS CELULASES AO SUBSTRATO, COM ENFASE A
DISPOSICAO PLANAR DOS TRES RESIDUOS DE TIROSINA IDENTIFICADOS
COMO Y492, Y493 E Y466

H465
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O mecanismo de adsorgdo dos DLC a celulose ndo ¢ inteiramente conhecido,
porém a presenga de aminoacidos aromaticos (triptofano e tirosina) sugere que estes
residuos tém um papel fundamental nesta ligacdo (REINIKAINEN, 1994), definindo a
superficie da celulose a que as enzimas adsorvem preferencialmente. Dois mecanismos
foram sugeridos para explicar o efeito favoravel que os DLC apresentam sobre a
atividade celulasica (TEERI et al., 1997b): um baseia-se no aumento da concentragdo
efetiva de enzima na superficie do substrato; o outro sugere que os DLC estdo
envolvidos na ruptura de ligagdes ndo covalentes que estruturam a celulose,
contribuindo para o aumento da area superficial & semelhanga do papel atribuido por
E. Reese a um hipotético fator C1.

Foi demonstrado que a remog¢do do “CBD”, genética ou enzimaticamente,
afeta a atividade enzimatica. A remo¢do do DLC da enzima CenA, existente na
bactéria Cellulomonas fimi, reduz a atividade da enzima sobre Avicel em cerca de 20-
50% e, em celulose bacteriana, em cerca de 80%. Simultaneamente, verifica-se o
aumento da atividade sobre Avicel amorfa e carboximetilcelulose (TEERI et al.,
1990). No caso das enzimas CBH I e I, a remogdo do CBD implica em uma redugéo
da atividade em Avicel de cerca de 85 e 50%, respectivamente, mas ndo altera a
atividade sobre compostos soliveis (TEERI et al., 1998).

Os peptideos de ligagdo de celulases fungicas ndo estdo obrigatoriamente
conservados na seqii€ncia primaria, mas sdo ricos em treonina, prolina e/ou serina. O
efeito estrutural destas seqii€ncias sugere uma inibi¢do da formagdo de uma a-hélice,
criando entdo uma conexio flexivel entre os dominios catalitico (DC) e o DLC.

A resolugio da estrutura tridimensional dos dominios cataliticos das
celulases por cristalografia de raios-X representou um importante marco para o
esclarecimento dos seus modos de agdo catalitica (SARKO, 1986; PILZ et al., 1990).
As exoglucanases possuem um sitio ativo em forma de tinel, mais fechado do que o
das endoglucanases, o que restringe a sua agdo hidrolitica as extremidades da cadeia de

celulose (Figura 20). Esta caracteristica intramolecular tem sido utilizada para
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distinguir as exo- das endoglucanases (CLAEYSSENS et al., 1990).

FIGURA 20 — ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DO DOMINIO CATALITICO ATRIBUIDO A
EXOGLUCANASES (A) E ENDOGLUCANASES (B)

Sitio ativo

A estrutura das endoglucanases do 7. reesei ainda ndo foram totalmente
resolvidas, mas a estrutura da Endoglucanase I do Humicola insolens apresenta um
sitio ativo em forma de fenda, distinto do das celobiohidrolases, 0 que aparentemente
restringe a sua agdo hidrolitica ao interior das cadeias de celulose. A Figura 20
procura representar as diferengas na estrutura do dominio catalitico que estdo
associadas ao tipo de atividade das celulases, seja do tipo endo ou exo (DIVNE et al.,
1994; CARRARD, et al. 1999 ; TENKANEN et al., 1999).

E geralmente assumido que o mecanismo de reagio catalisada pelas
glucohidrolases, incluindo xilanases e celulases, ¢ um mecanismo de reagdo do tipo
acido-base. Duas moléculas localizadas no centro do dominio catalitico estdo
envolvidas nesta reagdo. Uma atua como catalisador acido (acido glutdmico) e
promove a protonagdo do atomo de oxigénio da ligagdo glicosidica. Conforme o
mecanismo esta agdo resulta na retengdo estereoquimica do carbono anomérico (Figura
21A), ou mesmo na sua inversao (Figura 21B) (LINKO, 1993; RATTO et al., 1997). A
outra (acido aspartico) atua como nucleofilica, podendo interagir eletrostaticamente
com o cation intermediario, no caso das enzimas com retengdo de configuragdo

anomérica, ou promovendo a formagdo de um grupo hidroxilico a partir de uma
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molécula de agua, nos casos em que se da inversdo da configuragio (STAHLBERG et
al., 1995). Este mecanismo foi proposto com base na homologia dos centros ativos

destas enzimas com o da lisozima.

FIGURA 21 - MECANISMO DE ACAO DOS ACIDOS GLUTAMICO E ASPARTICO NO
DOMINIO CATALITICO DE EXOGLUCANASES E ENDOGLUCANASES
RATTO et al., 1997): (A) RETENCAO E (B) INVERSAO ESTEREOQUIMICA DO
CARBONO ANOMERICO

Acredita-se que devido a maior dimensdo do seu sitio ativo, a CBH I tende a
permanecer mais tempo ligada a celulose do que a CBH II, hidrolisando um maior
numero de liga¢des antes da sua dessor¢do (SRISODSUK, 1994). No entanto, as duas
enzimas s3o distintas quanto ao carater sequencial do seu modo de atuagdo, embora
esta afirmativa necessite de confirmagdo (WOHLFARHRT et al., 1997). O mecanismo
de ag¢do da CBH I e da EG II mantém a configuragido dos glicosideos, enquanto que a
agdo de CBH II inverte a sua configuragdo.

Os dominios cataliticos das celulases e xilanases podem ser classificados em
familias, de acordo com o grau de homologia da sequéncia de aminoacidos.
Atualmente, a classificagdo de glucanases, incluindo quitinases, amilases, B-(1,3)-
glucanases, além de xilanases e celulases, inclui 45 familias de enzimas. Algumas

destas familias cont€m enzimas com diferentes especificidades. Por exemplo, a familia
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C inclui endoglucanases e celobiohidrolases e a familia D contém B-(1,3)-glucanases e
B-(1,4)-glucanases (NIDETZKY et al., 1994).

A elucidagdo do modo de agdo catalitica das celulases tem norteado as
pesquisas envolvendo a construgdo de microrganismos capazes de produzir, em alto
titulo, enzimas celulasicas com propriedades variadas que se caracterizam por uma alta
atividade especifica. Desta forma, através da investigagdo das propriedades destas
enzimas de quarta geragdo, 0 mecanismo de a¢do sinergistica das celulases podera ser
definitivamente elucidado (TEERI et al., 1994; MANTYLA et al., 1998).

Os genes de EG I, EG I, CBH I e CBH 1I podem ser manipulados em 7.
reesei, resultando em cepas recombinantes onde, nas celulases produzidas, a atividade
de qualquer um dos referidos componentes ndo se encontra presente (SUOMINEN et
al., 1993; KARHUNEN et al., 1993; NEVALAINEN et al., 1991).

Na Tabela 7 estdo representadas as celulases e suas organizagOes estruturais.
Nesta classificagdo, o tipo de familia estd associada a estrutura de residuos de

aminoacidos € a sua relagdo com o seu ponto isoelétrico.

TABELA 7 — PROPRIEDADES E ESTRUTURA ORGANIZACIONAL DAS CELULASES DE T.
reesei (BUCHERT & HEIKINHEIMO, 1998)

Enzima Familia Residuosde  Massa Ponto Organizagdo
aminoicidos Molecular Isoelétrico Estrutural

(KDa) ()

EGI 7 437 50-55 4.6

EGII 5 397 48 33

EG III 12 218 25 7.4

EGIV 6l 326 37" -

EGV 45 225 (23)° 3 &

CBH1 7 497 59-68 3,542

CBH II 6 447 50-58 5,163

* Massa molecular calculada a partir da sequéncia de aminoacidos;
Dominio Catalitico
Regido de Ligagdo
Dominio de Ligagio a Celulose [l
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3.5.2.1 Exoglucanases

As Exo-1,4-B-D-glucanases atuam cataliticamente removendo glucose ou
celobiose a partir de uma das extremidades da cadeia de celulose, redutora ou nio
redutora, conforme o tipo da enzima em questdo (SADDLER, 1986). Estas enzimas
ndo atuam sobre celobiose, nem sobre celuloses soliveis, por haver um impedimento
estereoquimico causado pelos grupos substituintes, seja carboximetilico (em CMC) ou
hidroxietilico (em HEC). Alguns autores afirmam que estas enzimas podem causar um
aumento do poder redutor de solugdes de CMC, o que € atribuido a hidrolise de
ligagdes nas extremidades da molécula, envolvendo residuos ndo substituidos (TEERI
et al., 1995b; SUURNAKKI et al., 1997).

As exoglucanases atuam também sobre celulose amorfa, produzindo uma
gradual redugdo do grau de polimerizagio. Apresentam uma atividade sobre Avicel®e
outras celuloses com elevada cristalinidade que € superior a das endoglucanases. Por
esse fato, os ensaios de atividade sobre carboximetilcelulose (caracteristico de EGs) e
Avicel® (caracteristico de CBHs) sdo habitualmente utilizados na diferenciagdo desses
tipos de enzimas. Neste contexto, a atividade sobre Avicel deve ser entendida como a
solubilizagdo maxima conseguida pelas enzimas, ¢ ndo como a velocidade inicial de
hidrélise (STAHLBERG et al., 1995).

A CBH I ¢ a enzima produzida em maior quantidade pelo 7. reesei, podendo
constituir cerca de 60% do total de proteina liberada para o meio de cultura
(EVELEIGH et al., 1985). Em sua composi¢do foram identificados 497 aminoacidos,
com uma variagdo na massa molecular de 59 a 68 kDa, que apresenta razoavel
homologia com a EG I (7. reesei) e com endoglucanases de outros fungos como
Phanerochaete crysosporium, Humicola grisea e T. viride (HENRISSAT et al., 1985).
Seu ponto isoelétrico (pI) encontra-se na faixa entre 3,5 e 4,2, variagdo esta atribuida a
diferentes niveis de glicosilagdo e a ocorréncia de miltiplas isoformas (KLEMAN-

LEYER et al., 1996).
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A analise quimica da CBH I resultou em diferentes valores de massa
molecular, que podem ser explicados pela presenga e atuagdo de proteases nas
formulagdes. Portanto, nos ensaios em que a massa molecular relativa era inicialmente
de 65 kDa, esse valor diminuiu para aproximadamente 58 kDa num estagio de
purificagdo (NEVALAINEN & PENTILLA, 1995).

A separagdo das celobiohidrolases por cromatografia de afinidade foi muito
aceita por utilizar apenas diferentes concentragdes de celobiose para remover as CBHs
das colunas de afinidade, enquanto que na separagdo através de resinas de troca
anidnica (Bio-Gel A), a CBH I fica retida na coluna juntamente com outras enzimas
,sendo eluida da coluna com gradiente de fosfato ou cloreto de sodio. A purificagio da
CBH I pode entio ser obtida por cromatografia de afinidade em Avicel®, mediante um
gradiente de pH (BELDMAN et al, 1988).

O sitio catalitico da CBH I ¢ formado por um tinel que se prolonga 40 A
(ou 400 nm) no interior da proteina, acomodando uma tunica cadeia de celulose.
Compreende 7 subsitios (A-G), dos quais 4 contém residuos de triptofano, que se
admite serem 1mportantes no processo de ligagdo do dominio catalitico ao substrato.
Ao contrario da CBH II (vide abaixo), a CBH I ataca a celulose a partir da
extremidade redutora (TEERI et al., 1995b). E uma enzima tipicamente ativa em
celulose cristalina, ndo atuando sobre celulose modificada, carboximetilcelulose
(CMC), hidroxietilcelulose (HEC) ou B-glucana da cevada (STAHLBERG et al.,
1995).

A conformagdo diagramatica da enzima CBH 1 apresenta a forma
denominada de "girino", com um comprimento total de 18 nm. No terminal
carboxilico encontra-se no dominio de ligagdo a celulose (DLC), que é composto por
duas faces distintas: uma chamada de “face plana”, que contém trés unidades de
tirosinas, e outra chamada “face desigual”, localizada em oposi¢do a anterior (Figura
14). Acredita-se que o DLC, além da adsor¢do a celulose, pode ser também
responsavel pela desagregacdo da estrutura intermolecular do polimero (TEERIL
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1997b), pois estudos mostraram que a remog¢io do DLS elimina a capacidade da
enzima em atuar sobre a celulose microcristalina (REINIKAINEN, 1994). As trés

regides que compdem a CBH I encontram-se representadas na Figura 22 .

FIGURA 22 - ESTRUTURA DIAGRAMATICA DA CBH 1 ISOLADA DE T. reesei QM9414, COM
ENFASE NAS DIMENSOES DA ENZIMA COMPLETA, DO PEPTIDEO DE
LIGACAO (PL), DE SEU DOMINIO CATALITICO (DC) (HAYN, 1993; TEERL,
1999) E DE SUA INTERACAO COM OS BLOCOS CONSTRUTIVOS DA

CELULOSE MICROCRISTALINA
! 8nm |
DC PL 4NM o -
& 5 nm-=--5 nm-- o TF
+ DLC Celuose cridalina -
) ¢
4 1m | d 13 nm

+—1fmm— 2nm . _/_3nm

A CBH I representa cerca de 20% da proteina total liberada pelo 7. reesei.

Em sua estrutura sio encontrados 447 aminoacidos, gerando uma massa molecular
média entre 50-58 kDa. Seu ponto isoelétrico varia entre 5,1 e 6,3 (TEERI et al,,
1999). A enzima encontra-se em grande quantidade ligada a superficie dos conidios €
ultrapassa nessa estrutura biolégica a concentragio de qualquer outra celulase.
Segundo BELDMAN ¢t al. (1988), a CBH 1I catalisa a hidrolise da celulose em
celobiose e glucose, tendo a celobiose como o primeiro produto da reagao mas sendo
capaz de converté-la posteriormente a glucose. Estes resultados foram porém
contrariados por NIDETZKY et al. (1994), ao afirmarem que a celobiose ndo € um
bom substrato para a enzima. A atividade sobre Avicel® da CBH II é duas vezes
superior as endoglucanases I ou II, ndo apresenta atividade xilanasica e tem baixa
atividade sobre celotriose. Quando se estuda a cinética com substratos de GP de 3 a 6,

verifica-se que o Km decresce e a velocidade maxima aumenta a medida que o GP se
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aproxima de 6.

O primeiro dominio catalitico a ser resolvido foi o da CBH II (Figura 20A).
Sabe-se que o sitio ativo ¢ constituido por um tinel com 20 A (ou 200 nm) de
comprimento, contendo pelo menos 4 subsitios (A-D) de ligagdo a cadeia de celulose.
A catalise tem lugar entre os subsitios B € C por inversdo da configuragdo anomérica,
enquanto que a forma em tinel do sitio ativo aparentemente limita o ataque enzimatico
as extremidades nao redutoras.

As propriedades cataliticas da CBH 1I sdo semelhantes as da CBH I, mas foi
descrita também atividade sobre a B-glucana da cevada. De acordo com os resultados
de CHANZY (1990), a comparagao da CBH II e da CBH I indica que a CBH I ¢ uma
exoglucanase restrita. Suas dimensdes em comparagdo a estrutura cristalina da
celulose pode ser vista na Figura 22, enquanto que a Figura 23 ilustra a agdo
progressiva da CBH 1 sobre a superficie da celulose (DIVNE et al., 1994), com a
subsequente liberagdo de celobiose a partir da extremidade superior do tinel
localizado no dominio catalitico.

FIGURA 23 — ASSOCIACAO DA CBH I A SUPERFICIE DAS MICROFIBRILAS DE CELULOSE
(DIVNE et al, 1994), SUGERINDO ACAO PROGRESSIVA COM A

SUBSEQUENTE LIBERACAO DE CELOBIOSE A PARTIR DA EXTREMIDADE
DO TUNEL
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3.5.2.2 Endoglucanases

As endo-1,4-B-D-glucanases hidrolisam as cadeias de celulose de modo
aleatorio. Estas enzimas hidrolisam celulose amorfa e celuloses modificadas
quimicamente (soliveis) como carboximetilcelulose e hidroxietilcelulose. A celulose
microcristalina e o algoddo, ambos substratos com elevado grau de cristalinidade, sdo
menos hidrolisados devido ao maior grau de organizagdo molecular que apresentam.

Como ja foi mencionado, todas as EGs possuem um dominio catalitico, um
peptideo de ligagdo (“linker”) e um DLC, com excegdo dada a EG III, que s possui o
dominio catalitico (DC). Embora ndo tenha ainda determinada completamente a
estrutura das endoglucanases do 7. reesei, estudos mostram que a estrutura da EG I do
Humicola insolens apresenta um sitio ativo em forma de fenda (MACKENZIE et al.,
1998).

A EG I exibe uma elevada atividade sobre substratos soluveis e
relativamente baixa sobre celulose cristalina. E uma proteina constituida por 437
aminoacidos, dos quais 363 fazem parte do dominio catalitico que se situa junto ao
terminal aminico. Possui uma massa molecular de 50 kDa e um ponto isoelétrico de
4,6. Ndo hidrolisa a celobiose e ndo sofre inibigdo por este composto, o que pode ser
usado para distingui-la da CBH 1. A EG I pode também hidrolisar xilanas, ao contrario
das celobiohidrolases (KOTIRANTA et al., 1999). Estudos cinéticos demonstraram
que endoglucanases como a EG I, sempre que ativas na hidrolise de xilanas,
apresentam também uma maior afinidade para as ligagGes glicosidicas B(1-4) da
celulose (SIIKA-AHO et al., 1995).

A enzima EG I pertence a mesma familia da CBH I (CLARKE, 1999)
retendo, de igual modo, a configuragio O da celobiose apds o processo hidrolitico. E
uma glicoproteina e, dos carbohidratos que a compde, a manose ¢ o de presenga
majoritaria (73%). O gene que codifica para a EG I foi isolado a partir de dois

mutantes da espécie T. reesei, sendo que ambos revelaram uma sequéncia de bases
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1déntica .

A EG II, anteriormente designada EG III, é uma proteina com 397
aminoacidos, 48 kDa dos quais 15% sdo carbohidratos, correspondendo a 47 hexoses
(SALOHEIMO et al, 1994). Sdo também conhecidas referéncias a 6% de
carbohidratos e um ponto isoelétrico de 5,5 (GOYAL et al., 1991).

A EG I corresponde apenas de 0,5% (p/v) da proteina total secretada no
extrato enzimatico de 7. reesei. A 30 °C, a enzima ¢ estavel desde pH 3,0 a 8,0 mas,
quando a temperatura € de 55°C, a estabilidade so6 se verifica entre pH 4,0 € 6,3. Para a
celotriose, a atividade maxima observa-se entre o pH 4,0 ¢ 5,0; contudo, quando o
substrato ¢ CMC, a atividade maxima ¢ determinada precisamente a pH 4,8
(KLEYWEGT etal., 1997).

Outras endoglucanases de baixa massa molecular foram identificadas e
purificadas a partir do sistema celulolitico de 7. reesei. Estas enzimas apresentaram
atividade de desfibramento em celulose cristalina, além de uma elevada atividade
sobre CMC e substratos cromogénicos (BELDMAN et al., 1988). Outros estudos
demonstraram que o 7. reesei realmente apresenta dois gemes que codificam para
pequenas proteinas de atividade endoglucanasica e estes provavelmente correspondem
as EGs Il e V (SALOHEIMO et al., 1997b).

Em um primeiro trabalho, BELDMAN et al. (1988) apresentaram um grupo
de enzimas com caracteristicas distintas das outras endoglucanases como: baixa
atividade quando o substrato ¢ CMC e alta atividade com Avicel, designando-as de
EG III. Esta enzima foi a segunda EG caracterizada, sendo que treis subespécies ja
foram purificadas (KUBICEK,1992) Estas liberam como produtos da reagdo
celotriose, celobiose e glucose. Quando em conjunto com as exoglucanases (mas nio
com as endoglucanases) resulta incremento significativo na capacidade catalitica.
Baseado nessas caracteristicas, SALOHEIMO (1988) e colaboradores a classificaram
como sendo uma endoglucanase. Este pequeno grupo de enzimas possui uma massa

molecular entre 20 e 23,5 kDa ( EVELEIGH, et al. 1985).
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A EG IV (BELDMAN et al., 1988) ¢ uma enzima aparentemente pouco
especifica e pode igualmente catalisar a hidréolise de xilana, levando alguns autores a
designa-la inicialmente como uma xiloglucanase. Quando atua sobre a xilana, os
produtos da reagdo sdo principalmente a xilobiose, xilotriose € suas ligagcGes com
arabinose. N3o catalisa a hidrolise das ligacOes entre arabinoses, assim como nio
catalisa a hidrolise de pequenos xilo-oligossacarideos. Catalisa, no entanto, a hidrolise
de xilo-oligossacarideos de maior massa molecular (BELDMAN et al., 1988).

Finalmente, SALOHEIMO et al (1994) determinaram a estrutura primaria de
uma endoglucanase de 25 kDa com base em um gene de 7. reesei. Esta enzima,
designada de EG V, apresentou menor afinidade ao substrato quando comparada a EG
L. Ensaios de viscosidade indicaram atividade sobre CMC, a0 mesmo tempo em que

houve um aumento no poder redutor do meio de reagdo (BELDMAN at al., 1988).

3.5.2.3 B-Glucosidases

A B-glucosidase, também denominada celobiase, possui a principal fungdo
de desdobrar a celobiose gerada pelas CBHs e EGs em glucose. Ndo € estritamente
uma celulase, mas tem uma fung¢do importante na hidrolise da celulose porque a
celobiose tem uma forte agdo inibitoria sobre endoglucanases e exoglucanases.

A caracterizagdo e correspondente nomenclatura das [-glucosidases
existentes nos fungo da espécie 7. reesei ¢ um assunto que ainda nio se encontra
devidamente esclarecido, havendo diferentes resultados experimentais cuja
mterpretagdo diverge no numero e caracterizagdo de f-glucosidases que o fungo pode
sintetizar. Assim, foram descritos varios tipos de B-glucosidases para a espécie 7.
reesei, sendo duas destas enzimas segregadas para o exterior da célula. Uma delas tem
uma massa molecular relativa de 47 kDa e a outra, 76 kDa (SALOHEIMO et al,
1993). Uma B-glucosidase intracelular foi descrita como tendo uma massa molecular

relativa de 98 kDa (REINIKANEN, 1994). O pH 6timo desta enzima € 6,8 e o seu
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ponto isoelétrico, 4,4. A partir do sobrenadante de culturas do fungo, JACKSON &
TALBURT (1988) isolaram uma f-glucosidase com massa molecular relativa de 78,5
kDa e um ponto isoelétrico de 8,35. Esta enzima também encontra-se presente na
membrana celular.

BELDMAN e colaboradores (1988) descreveram uma outra B-glucosidase
em 7. reesei que tem atividade sobre substratos como p-nitrofenil-B-glucopiranosideo,
p-nitrofenil-B-xilopiranosideo, CMC, Avicel® e xilanas, mas ¢é incapaz de exercer
atividade sobre celobiose. A enzima tem massa molecular relativa de 71 kDa, ponto
1soelétrico de 8,7 e contém 0,12% de carbohidratos. A sua temperatura 6tima € de 65 a
70°C e o pH 6timo, de 4,6. A baixa atividade especifica desta enzima, assim como a
sua elevada massa molecular, levaram alguns autores a sugerir que o processo de
isolamento ndo permitiu com que fosse obtida no estado puro, mas sim como um
copjunto de sacaridases que podem somente ser separadas em condigoes
desnaturantes.

Tudo indica que pelo menos um tipo de B-glucosidade € constitutiva em T.
reesei e esta principalmente localizada em uma zona semelhante ao periplasma das
bactérias. Dados obtidos por UMILE & KUBICEK (1986) demonstraram que a maior
parte da enzima constitutiva esta realmente ligada 8 membrana celular.

A B-glucosidase, ao degradar a celobiose, tem uma func¢io fisiologica
importante, diminuindo a concentragdo de um potente inibidor das celulases. Outra
fungdo da B-glucosidase pode ndo estar relacionada com a degradagdo da celulose,
mas sim com a formagdo da parede celular durante a conidiogénese. Segundo
STUTZENBERGER (1990), citado por NEVALAINEN & PENTILLA (1995),
comparando-se a termoestabilidade das B-glucosidases de origem bacteriana e fingica,
pode-se concluir que no caso das bactérias as diferentes B-glucosidases t€m uma
temperatura 6tima abaixo daquela que € caracteristica do crescimento da espécie que a
produz, enquanto nos fungos, se verifica o oposto .

A B-glucosidase isolada da espécie 7. reesei evidencia imibigdo pelo
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substrato quando este ¢é celobiose ou salicina (alcool 2-O-B-D-benzil-
glucopiranosideo), mas 0 mesmo nio acontece com o nitrofenil-B-D-glucopiranosideo.
A enzima sofre inibigdo competitiva na presenca de glucose, maltose e frutose,
enquanto que o p-nitrofenol é um mibidor ndo competitivo. Outro inibidor conhecido é
a gluconolactona. Finalmente, o estudo da atuagdo da P-glucosidase revela um
mecanismo de retengdo da configuragdo anomérica do produto da reagdo, a B-D-

glucopiranose (MATA et al., 1992).

3.5.3 Determinagédo da Atividade Enzimatica em PreparagGes Celulasicas

A caracterizagdo das enzimas celuloliticas levanta dificuldades que
raramente sdo encontradas no estudo de hidrolases. A heterogeneidade dos substratos
celulosicos, bem como a multiplicidade e complexidade do modo de agdo sinergistico
dos sistemas celuloliticos, estdo na origem dessas dificuldades. Portanto, uma grande
variedade de substratos, desde celuloses nativas a preparagées modificadas, tem sido
empregada na caracterizagdo das enzimas responsaveis pela sacarificagdo da celulose.
Por outro lado, diferentes ensaios enzimaticos t€ém sido adotados por diferentes
mvestigadores, 0 que muitas vezes torna dificil a comparagdo entre os resultados
apresentados na literatura (REINIKAINEN, 1994).

Numa tentativa de comigir esta situagdo, a Comissdo de Biotecnologia da
“International Union of Pure Applied Chemistry” (IUPAC) fez publicar, em 1987,
uma série de procedimentos de referéncia (GHOSE, 1987) que foram imediatamente
adotados por muitos laboratorios. Os procedimentos recomendados sio normalmente
utilizados na detecgdo e rastreio de atividades celuloliticas e, em alguns casos, sdo
também utilizados em estudos de enzimologia. Os principais substratos utilizados para
estas finalidades incluem a carboximetilcelulose (CMC), hidroxietilcelulose (HEC) a
Avicel® (celulose microcristalina comercial) € o p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo (p-
NFG), 1teis para a detecgdo de atividades endoglucanasica (CMCase),
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celobiohidrolasica (Avicelase) e P-glucosidasica (PNFGase), respectivamente
(EVELEIGH, et al. 1991).

A atividade especifica sobre papel de filtro é recomendada para a medigdo da
atividade celulolitica total, sendo expressa em Unidades de Papel de Filtro (UPF), pois
este substrato contém ambas as formas de organizagio estrutural da celulose, “amorfa”
e cristalina. A atividade endoglucanasica, como ja foi dito, € medida usando CMC mas
substratos alternativos como a hidroxietilcelulose (HEC) vém sendo crescentemente
utilizados devido a sua maior solubilidade em agua e facilidade de manuseio.
Finalmente, a atividade de B-glucosidase deve ser medida através da agdo sobre p-
NFG mas a conversdo de celobiose em glucose ¢ muitas vezes mais representativa do
processo de sacarificagdo. Assim, define-se o termo atividade celobiasica, que
corresponde apenas a uma fragdo da atividade B-glucosidasica total do sistema
celulasico. Nos dois primeiros casos (atividades endo e exoglucanasicas), o método do
acido dinitrosalicilico (DNS) € usado na medigdo dos agucares redutores liberados por
hidrolise enzimatica, enquanto que no terceiro caso (atividade celobiasica), a glucose
formada é medida pelo método da glucose oxidase (GHOSE, 1987). Todavia, o
emprego de métodos cromatograficos, como as cromatografias de troca idnica e de
filtragio em gel (cromatografia de exclusdo), é em muitos casos util para a
compreensdao dos mecanismos de catalise enzimatica, assim como a utilizagdo de
outros substratos que exibem diferentes propriedades estruturais.

A utilizagdo de diferentes substratos para a caracterizagio de enzimas
celuloliticas t€m propiciado indiscutiveis progressos no esclarecimento das diferengas
de especificidade entre os diversos tipos de celulases, ndo impedindo no entanto que
persistam algumas davidas na questdo essencial da disting@o entre as atividades endo e
exo. Assim, métodos utilizados para a medigdo do grau de polimerizagdo da celulose
(viscosimetria capilar em solugdes de etilenodiamina caprica € cromatografia de
exclusdo a partir de derivados solaveis em solventes organicos) permitem uma melhor

avaliagio do processo de despolimerizagdo, particularmente aquele resultante de agGes
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endoglucanasicas ( GOYAL, et al. 1991; CLAEYSSENS & AERTS, 1992).

Um conhecimento mais profundo destas enzimas tem sido acompanhado da
proposta de novas metodologias, que permitem uma aferi¢gdo mais conveniente de suas
propriedades cataliticas. Entre outros, deve-se destacar o estudo da despolimerizagéo
de substratos soluveis e insoluveis por viscosimetria ou cromatografia de exclusdo
(KLEMAN-LEYER, 1992; 1994; RAMOS et al., 1993, 1999), a medi¢do por
colorimetria das extremidades redutoras geradas em substratos insoliveis (GAMA et
al., 1994), e o desenvolvimento de novos métodos colorimétricos que se utilizam de
glicosideos cujas agliconas correspondem a cromoforos de alta absortividade molar.

Na Tabela 8 estdo apresentados métodos de ensaios diversos para enzimas

celulaicas e glucosidasicas sobre diversos substratos segundo CLARKE (1999).

TABELA 8 - METODOS UTILIZADOS PARA MEDIR ATIVIDADES CELULOLITICAS E B-
GLUCOSIDASICAS EM PREPARAGOES ENZIMATICAS

ENZIMAS SUBSTRATOS METODO DE DETECCAQO
Carboximetilcelulose agucar redutor
Hidroxietilcelulose reducdo na viscosidade
celulose inchada com acido fosforico acgucar redutor

Endo |celulose tingida colorimetria
4-metilumbeliferil-B-D-celotriosideo (EG IN)! . A -
CLr tria de fl
4-metilumbeliferil-B-D~celobiosideo (EG I)| | Poo oo de fuorescencia
% celo-oligossacarideos solaveis agucar redutor, CLAE
= Avicel®
5 ,
c Sigmacell® agucar redutor, CLAE
celulose bacteriana agucar redutor
Exo |4-metilumbeliferil-B-D-celobiosideo’ espectrometria de fluorescéncia
p-nitrofenil-B-lactosideo’ espectrometria no ultravioleta
Zell’;)(;odgfossacandeos insoluveis agticar redutor, CLAE
Total | papel de filtro agucar redutor, CLAE
p-nitrofenil-B-glucosideo i .
ctrometria no ultravioleta
O-nitrofenil-B-glucosideo espectrometnia no vioe
4-metilumbeliferil-B-D-glucosideo espectrometria de fluorescéncia
B-Glucosidases | salicina I , edut
esculing glucose, agicar redutor
celobiose glucose, CLAE
celo-oligossacarideos insolaveis agucar redutor

' Ensaios realizados na presenga dos inibidores de PB-glucosidases (glucono-1,5-lactona) e
celobiohidrolases (celobiose);

% Ensaio realizado na presenca de glucono-1,5-lactona (B-glucosidases).
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A reagdo de carbanilagdo, seguida de analise por cromatografia de
permeacgdo em gel do derivado solubilizado em tetrahidrofurano, tem sido utilizada
como método para determinar a distribui¢do do grau de polimerizagdo da celulose. Os
primeiros estudos feitos por VALTASSARI & SAARELA (1975) comprovam as
vantagens de estabilidade do derivado tricarbanilado em relagdo ao trinitrato, que era
inicialmente empregado para esta fungao.

A calibragdo do método consiste na relagdo entre o volume de elui¢do e a
massa molecular (MM) de padrdes monodispersos de poliestireno, gerando massas
moleculares aparentes (ou seja, em relagdo ao poliestireno) que sdo por sua vez
convertidas em grau de polimerizagdo por calibragido universal. Esta calibragdo baseia-
se na consideracdo tedrica de que, sob as mesmas condigdes experimentais, polimeros
que apresentam o mesmo volume de eluigdo (ou de volume hidrodindmico
equivalente) também apresentam equivaléncia entre as suas viscosidades infrinsecas
(In]). Os calculos sdo baseados na relagdo [n] = K x MM* com base nas constantes de
Mark-Houwink (K e a) para o poliestireno e para os derivados tricarbanilados em
THF. Uma vez calibrado o sistema analitico, podem ser comparados polimeros de
natureza quimica distinta, possibilitando assim a determinagdo do grau de
polimerizagio da celulose apesar de ndo existirem padrdes comerciais monodispersos
de celulose per-carbanilada (WOOD et al.,1986; COLL, 1970).

Enfim, todos os métodos descritos permitem a obtengdo de informagdes
complementares para a caracterizagdo de complexos celulasicos, mas a analise dos
resultados deve ser feita tendo sempre em mente que os substratos sdo, principalmente
no caso das celuloses solaveis e dos oligossacarideos e seus derivados cromogénicos,
muito diferentes dos substratos naturais. Nesses casos, € importante considerar que o
modo de agdo das enzimas é também ser influenciado por fenomenos associados a
catalise heterogénea (adsorg¢@o), como alteragdes na area superficial, distribui¢do de
cargas e porosidade de substratos celulosicos de natureza fibrosa (HORIL F. 1987;
TEERI, 1990). Certamente, esses fatores, ligados diretamente as caracteristicas
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estruturais do substrato, tém marcada influéncia sobre a maneira pela qual as enzimas

estabelecem interagdes produtivas, ou seja, aquelas que efetivamente resultam em

atividade catalitica (MOONEY et al., 1999).

3.6 SINERGISMO

A degradagdo da celulose ¢ feita pela agdo de trés grupos de enzimas que
atuam sinergicamente, as CBHs, as EGs e as B-glucosidades. Os diferentes grupos de
enzimas atuam de forma cooperativa, causando a hidrolise completa da celulose até
glucose (HIGUCHI 1985; ERIKSSON et al.,, 1990; EVANS et al., 1994). As trés
classes de enzimas celuloliticas, através de suas propriedades complementares,
apresentam um alto grau de sinergismo durante a hidrolise da celulose.

Este sinergismo decorre da observagdo de que a atividade efetiva do
“complexo” resulta em taxas de degradagdo superiores aquelas correspondentes a
somatoria das atividades individuais de cada enzima sobre 0 mesmo substrato. Assim,
a atividade hidrolitica da mistura é superior a soma das atividades individuais das
enzimas. Este efeito de sinergia, como ja foi dito, ¢ normalmente observado em
substratos celuldsicos de alta organizagdo estrutural, mas ndo em celuloses soliveis e
de baixo grau de polimerizagdo (HENRISSAT et al.,1985).

Os modelos preliminares explicativos do fendmeno de sinergia, apresentados
por REESE desde 1950, descreviam a sinergia como o resultado das atividades das
endoglucanases, designadas Cx, com um fator ndo catalitico e independente, C1, que
seria responsavel pela quebra de ligagdes de hidrogénio na regido cristalina da
celulose, desse modo facilitando a agdo das endoglucanases. Todavia, nunca foi
encontrada qualquer evidéncia experimental do fator C1 e os modelos posteriores
abandonaram esse conceito. O estudo dos sistemas enzimaticos de Phanaerochate
crhysosporium (ERIKSSON et al.,1990) e de T. koningii (WOOD, 1978) conduziram a

descoberta e caracterizagdo das celobiohidrolases, bem como da sinergia desta enzima



com endoglucanases e p-glucosidases. Considera-se que as CBH’s atuam
sequencialmente, sendo que a sua atividade dependente da hidrolise aleatoria elicitada
pelas endoglucanases, preferencialmente em zonas amorfas. Desse modo, as
endoglucanases aumentam a atividade das exoglucanases por aumentarem a
disponibilidade de grupos terminais redutores e nio redutores.

Nem todas as endoglucanases e exoglucanases apresentam o mesmo grau de
sinergia e a proporgdo dos dois tipos de enzima e sua otimizagdo na reagdo depende da
origem das enzimas utilizadas. Alguns autores (BAKER et al.,1995) sugeriram que as
enzimas que atuam sinergicamente poderiam formar um complexo e que nem todas as
enzimas estabeleceriam entre si essas interagdes.

A sinergia acontece, em muitos casos, entre enzimas com diferente origem
microbiana (MACKENZIE et al.,1998) sem qualquer padrio estrutural evidente e
comum entre elas, aos niveis de especificidade da hidrolise, organizagdo estrutural ou
funcional. Este fato sugere que haja alguma interagdes entre moléculas. Por outro lado,
a verificagdo de que a adigdo sequencial de endoglucanases e exoglucanases ao meio
de reagdo, com inativagido da primeira enzima antes da adi¢do da segunda, mostra que
a sinergia ndo depende da formagdo desse tipo de complexos (NIDETZKY et al,
1994).

Foi também sugerido que a associagdo das enzimas com substratos poderia
ser a chave para o fendmeno de sinergia, implicando em interagGes entre proteinas que
favoreceriam um equilibrio dindmico entre a solugdo e a superficie da celulose. Os
DLCs das diferentes enzimas poderiam entdo estar na origem da preferéncia das
enzimas por determinadas zonas da superficie da celulose, sendo responsaveis pelos
diferentes graus de sinergia apresentados por diferentes combinages de
endoglucanases e exoglucanases. Um outro aspecto da atividade das enzimas que pode
ter relevancia para a sinergia € o carater sequencial da hidrdlise. As enzimas que
hidrolisam apenas uma ligagdo quimica ao adsorver, seriam mais favoraveis a sinergia

com outras enzimas de agdo catalitica complementar (CLARKE,1999).
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Alguns autores detectaram também sinergia entre celobiohidrolases. Este
tipo de sinergia poderia ser explicado, segundo WOOD (1991), admitindo-se que as
celobiohidrolases sdo especificas a um nivel estereoquimico, cada uma delas preferiria
uma das duas possiveis configuragdes dos residuos celobiosidicos expostos na
superficie da celulose. Outra explicagio, também ndo fundamentada
experimentalmente, € a de que as duas celobiohidrolases poderiam hidrolisar
preferencialmente as celuloses Ia. ou IB. Todavia, em relagdo a qualquer dos tipos de
sinergia, subsiste a davida quanto ao grau de pureza das enzimas utilizadas.

A obten¢do de enzimas puras ¢ muito dificil. A contaminag@o, por exemplo,
de uma exoglucanase por uma endoglucanase, ainda que em teores muito baixos, pode
alterar significativamente a atividade exibida pela proteina (REINIKAINEN et al,,
1995). Por outro lado, ¢ também questionavel se as CBH I sdo exoglucanases estritas
ou se poderdo apresentar alguma atividade hidrolitica no interior da cadeia de celulose.
Utilizando uma metodologia de medi¢do do poder redutor de fibras insoluveis para
medi¢do da atividade endoglucanasica (GAMA et al., 1994), STAHLBERG (1995)
observou atividade CMCasica em uma amostra de CBH I purificada, sugerindo que as
exoglucanases, apesar de preferirem atacar a molécula de celulose a partir de uma
extremidade, poderdo também atuar no meio da cadeia. Nesse caso, a sinergia do tipo
endo-exo verifica-se também em misturas de exoglucanases.

Um aspecto essencial relacionado a sinergia tem a ver com os substratos
utilizados. De fato, a eficiéncia do ataque enzimatico depende das propriedades
estruturais dos substratos, como a cristalinidade (e tipo de malha cristalina), o teor em
outros compostos, a area superficial, a porosidade, o grau de polimerizagéo, a forma e
o tamanho das particulas. A influéncia destas propriedades no modo de agdo das
enzimas € capital, podendo estar relacionada com o grau de sinergia verificado, com o
carater sequencial da hidrolise e com os parametros cinéticos de cada enzima.

A elevada afinidade dos DLCs pelas fibras de celulose levou alguns autores a
especular sobre as vantagens de um tratamento das fibras com DLCs purificados. DIN
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(1991) detectaram um efeito de fragmentagdo de fibras de celulose, nio acompanhado
de atividade hidrolitica, que possui aplicagdo na modificagdo de fibras de pastas de
papeloe de algoddo para a industria té€xtil. Este tipo de atividade dos DLCs resulta na
melhoria da textura de tecidos de algodao e no aumento da area superficial e forga de

ligagdo das fibras em pastas de papel.

3.7 SEPARACAO DE CELULASES POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
BAIXA PRESSAO (“FAST PROTEIN LIQUID CHROMATOGRAPHY” )

A compreensido do mecanismo de agdo catalitico de celulases tem aumentado
muito nas ultimas décadas pela utilizagdo de componentes enzimaticos purificados
obtidos através de processos cromatograficos seletivos e diferenciados (SALOHEIMO
et al, 1993; VIIKARI et al., 1999). No entanto, a baixa seletividade obtida nos
processos de purificagdo de cada componente enzimatico presente no sistema dificulta
em muito qualquer conclusdo sobre a real missdo que essas enzimas individualmente
possuem no processo de sacarificagdo da celulose. Por exemplo, é muito dificil
garantir que a ocorréncia de pequenas quantidades de CBH II em preparagles
endoglucanasicas ndo venham a interferir no comportamento dessas iltimas enzimas
sobre substratos celulasicos. Esses problemas tem sido gradualmente resolvidos
através de estudos que empregam a engenharia genética, onde procura-se clonar cada
uma dessas enzimas em vetores capazes de produzi-las em alto rendimento e
facilitando sua subsequente purificagio.

Enzimas dessa natureza vém gradativamente sendo produzidas para melhor
elucidagdo de suas fung¢des cataliticas. Uma outra alternativa que tem sido explorada
por outros grupos € o uso de sistemas celulasicos destituidos de um ou mais
componentes importantes para o seu modo de agdo catalitica. Essa estratégia permite
com que se verifique, ndo a agdo de um componente isoladamente, mas o que significa

té-lo ausente do sistema celulasico como um todo. O método de FPLC foi empregado
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para separagdo e purificagdo de celobiohidrolases completas e seu DC, afim de se
obter rapidamente e em grande quantidade o DC destas celulases.

O uso da FPLC foi registrado por MEDVE (1997) que realizou estudos com
a finalidade de purificar as formas isomorficas de celulases de culturas de 7. reesei.
Nestes experimentos, conseguiu separar CBH I, CBH II ¢ EG II comprovando que a
metodologia poderia ser uma excelente ferramenta para isolamento de celulases.
Seguiram-se na mesma linha de agdo os trabalhos feitos por SALOHEIMO et al.
(1997a) e KOTIRANTA et al. (1999), que obtiveram celulases purificadas utilizando
colunas Resource Q® ¢ Mono Q® (Pharmacia Biotech). Diferengas significativas
apresentadas por este procedimentos analiticos estdio associadas aos diferentes
gradientes de elui¢do utilizados para isolar as hidrolases.

A detecgdo das proteinas em FPLC foi realizada a 280 nm utilizando o
conceito espectrofotométrico de absor¢do molar neste comprimento de onda. Para o
caso especifico das moléculas que constituem as proteinas, esta associagdo se da nos
centros cromoforicos dos seus peptideos constituintes. As absortividades molares para
as celulases sdo indicados por STAHLBERG (1995) como 78.800 L/mol.cm para
CBH I para uma concentragdo molar de 64 kg/mol; 92.000 L/mol para CBH II com 53
kg/mol e 78.000 L/mol para EG II com 48 kg/mol.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Preparagdes Enzimaticas

No presente, estudo foram utilizadas duas (02) preparagdes comerciais € 01to
(08) preparagdes celulasicas de cepas de TIrichoderma reesei Recombinantes
(PCTrR).

As formulagdes industriais (Celluclast 1,5L° e Novozym 188%) foram
gentilmente cedidas pela Novo Nordisk (Denmark). A Novozym 188° ¢é declarada
pelo fabricante como uma preparagdo puramente [3-(1,4)-glucosidasica produzida pelo
fungo Aspergillus niger, enquanto que a Celluclast 1,5L° é uma preparagio celulasica
(mistura exo e endo) produzida pelo Trichoderma reesei.

As oito preparagdes celulasicas provenientes de fungos modificados
geneticamente foram gentilmente cedidas pela Primalco Biotechnology Litd.
(Finlandia), empresa que posteriormente foi incorporada pela Réhm Enzyme Finland
Oy. As técnicas utilizadas para a obtengdo das PCTrR utilizaram: (a) fermentagio
convencional das cepas de 7. reesei em escala de bancada; (b) eliminagdo de um ou
mais genes do genoma de 7. reesei, especificamente aqueles que codificam para
componentes enzimaticos tidos como majoritarios para o complexo celulasico ( CBH
I, CBH II, EG I e EG II), através da técnica de “high-frequency one-step gene
replacement” (nocaute de genes ) (NEVALAINEN, 1993; SUOMINEN et al., 1993;
KARHUNEN et al., 1993); e (¢) produgdo das PCTrR.

Na Tabela 9 encontram-se apresentados os codigos empregados neste estudo
e suas sinonimias. A terminologia supressdo isolada, supressdo dupla e supressdo tripla

foi utilizada para definir a quantidade de genes eliminada do genoma padrio, limitagdo
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esta definida em relagdo a agdo celulasica da cepa original de 7. reesei. Portanto, a
enzima A apresenta agdo exocelulasica recessiva para Celobiohidrolase I (CBH I),

mantendo as demais atividades especificas.

TABELA 9 - PREPARACOES CELULASICAS DE TRICHODERMA REESEI GENETICAMENTE
MODIFICADO (ROHM ENZYME FINLAND OY) E DAS FORMULACOES
ENZIMATICAS COMERCIAIS (NOVO NORDISK).

Cédigo PCTrR

A Supressio isolada de CBH I

B Supressio isolada de CBH Il

C Supressio isolada de EG 1

D Supressio isolada de EG II

E Supressio dupla de CBHI1e CBH I

F Supressdo duplade EGI1e EGII

G Supressao tripla de EGII, CBHI1e¢ CBHII

H Supresséo tripla de CBHII, EGl e EG I
Novozym 188° | Preparagio B-(1,4)-glucosidasica (N188)
Celluclast 1.5L® | Mistura de enzimas celulasicas (CL)

4.1.2 Substratos

Os substratos utilizados nos ensaios com PCTrR, bem como os das
formulagdes enzimaticas comerciais, foram divididos em dois grupos de interesse: o
primeiro, relativo as metodologias padronizadas pela “International Union of Pure and
Applied Chemistry” (GHOSE, 1987) para mensurar as atividades especificas destas
hidrolases, e o segundo, relativo aos ensaios de hidrdlise controlada realizados para
avaliar o modo de agdo catalitica das enzimas sob uma mesma carga protéica.

Todos os substratos listados na Tabela 10 foram obtidos de empresas
especializadas. Estes foram preservados em dessecador a temperatura ambiente,
enquanto que as polpas Kraft foram mantidas em geladeira com um teor de umidade
em torno de 40%.

As polpas kraft branqueadas de Pinus taeda e de Eucalyptus grandis foram
gentilmente cedidas pela Klabin Fabricante de Celulose e Papel S/A (Telémaco Borba,
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PR), sendo que a obtengdo da polpa seguiu o processo kraft convencional e uma
sequéncia de estagios de branqueamento totalmente livres de cloro.

Na Tabela 10 encontram-se listados os substratos utilizados nos ensaios de
hidrélise, quer seja sob condigdes padrdo, quer seja por outras condigdes de avaliagdo

de suas susceptibilidades a hidrolise.

TABELA 10 - SUBSTRATOS UTILIZADOS NOS ENSAIOS DE HIDROLISE E SEUS
RESPECTIVOS FABRICANTES

Substratos Nome Comercial — (Fabricante)
Sigmacell® (Sigma Co. cat# $5504)
Papel de filtro Whatman no. 1
CELULOSE Avicel® (Sigma Co . cat# 11365)

Polpa kraft branqueada de Pinus taeda e de Eucalyptus grandis (Klabin
Fabricante de Papel e Celulose SA, Telémaco Borba, PR)

XILANAS Xilana de tegumento de aveia (“oat spelt xylan”) ¢ de madeira de vidoeiro
(birchwood) (Sigma Co. cat# X1075 ¢ X1082, respectivamente)

CELOBIOSE Celobiose (Merck cat# 2352)

CELULOSE Carboximetilcelulose (CMC) ( Sigma Co. cat# C4146)

MODIFICADA | Hidroxietilcelulose (HEC) (Aldrich Co. cat# 434965)

SUBSTRATOS 4-metilumbeliferil-B-D-celotriosideo (Sigma Co. cat# M628)

CROMOGENICOS 4-metilumbeliferil-B-D-lactopiranosideo (Applichem Co. cat# A1274)

p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo (Merck cat# N7006)

p-nitrofenil-B-D-lactopiranosideo (Merck cat# N1752)
-nitrofenil-B-D-celotriosideo (Merck cat# N5759)

PROTEINA Azocaseina (Sigma Co. cat# A2765)

4.2 ENSAIOS

4.2.1 Massa-Seca e Teor de Umidade

A determinagdo da massa seca seguiu a metodologia TAPPI (1996), em seu
protocolo T 550. Uma massa de 10,0000 g (+ 0,5 mg) de amostra dos substratos foi
adicionada a pesa-filtros previamente tarados, e colocadas em uma estufa aquecida a
100°C (+/- 5°C ) por uma hora. Apés esse periodo, foram esfriados em dessecador e

pesados com a mesma precisdo. Repetiu-se esta operagdo até massa constante. A
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massa seca foi o resultado obtido ao final do ensaio, quando a massa medida
permanece constante ao longo do tempo. A massa seca (MS) da amostra foi obtido

através da equagao:

Massas final da amostra apos secagem (g) . 100
MS (%) =

Massa inicial da amostra imida (g)

4.2.2 Teor de cinzas

Para a determinagdo do teor de cinzas, foi utilizada a norma M11/77 da
ABCP (Associagdo Brasileira de Celulose e Papel), sem modificagGes.

Cadinhos de porcelana com tampas resistentes foram colocados em uma
mufla e aquecidos a 575°C (+/- 25°C) por uma hora. Apos esse periodo, foram
esfriados em dessecador e pesados com precisdo de 0,1 mg. Entdo, amostras
“absolutamente secas” (cerca de 5 g) foram colocadas nos cadinhos e estes foram
tampados, levados a mufla e aquecidos a mesma temperatura de 575°C por 1 hora,
permitindo-se assim a incineragdo inicial. Mantendo a mufla a temperatura de 575°C,
foram retiradas as tampas e as amostras foram calcinadas por 3 horas. Verificando-se a
auséncia total de particulas de carvdo nas cinzas, os cadinhos juntamente com as
tampas foram retirados da mufla, esfriados em dessecador até a temperatura ambiente
e pesados com precisdo de 0,1 mg. O teor de cinzas (TC) foi calculado segundo a

equagao:

Massa das cinzas (g) . 100
TC (%) =

Massa inicial da amostra seca (g)

4.2.3 Lignina de Klason

O método utilizado neste ensaio foi desenvolvido por GOMIDE &
DEMUNER (1986). Foram pesados aproximadamente 300 mg de substrato livre de
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extrativos, com precisdo de 0,1 mg. Esta massa foi transferida quantitativamente para
um tubo de ensaio de cerca de 60 mm de comprimento por 15 mm de didmetro. O
material foi entdo hidrolisado em banho-maria com 3,0 mL de 4cido sulfiirico 72%,
durante 1 h a 30°C. Apoés este tempo, a mistura foi diluida a 84 ml com agua e
transferida quantitativamente para um frasco de 100 mL, que foi fechado
hermeticamente e autoclavado durante 1 h a 118°C. A mistura obtida foi filtrada ainda
quente em cadinho de vidro sinterizado, previamente tarado, com papel de fibra de
vidro. Em seguida, o cadinho foi seco em estufa a 105°C, por 12 horas, e pesado para
quantifica¢do do residuo insolavel, denominado de lignina de Klason (LK). O teor de

LK foi calculado segundo a equagao:

Massa final de material insolivel apds secagem (g) .100

LK (%) =
(%) Massa inicial da amostra seca (g)

A lignina parcialmente solubilizada em acido foi também quantificada por
espectrometria no ultravioleta, utilizando o método “TAPPI Useful 250”.

4.2.4 Analise de Agucares Solaveis

As analises de agucares foram dividas em duas categorias e as amostras
foram analisadas sempre em triplicata: a primeira, referente aos agucares redutores
totais (ART), utillizaram as metodologias espectrofotométricas do acido
dinitrossalicilico (DNS) (GHOSE, 1987) e de Somogyi-Nelson (SOMOGY]I, 1952;
CHAPLIN & KENNEDY, 1994) e, a segunda, através de métodos de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A opgdo pelo método analitico empregado nos ensaios dependeu dos niveis
de aglcares gerados durante as hidrolises enzimaticas (PCTrR e controles analiticos),

assim como do mecanismo de agdo das enzimas, dos interferentes gerados durante as



73

hidrolises, dos limites de detecgdo analitica e¢ da necessidade da resolugdo

individualizada dos monossacarideos liberados no processo.

4.2.4.1 Determinagdo de Agucares Redutores Totais (ART)

Dois métodos foram utilizados com esta finalidade: o método do DNS
padronizado por GHOSE (1987) e o método de Somogyi-Nelson, segundo o método
modificado da referéncia original (SOMOGY]I, 1952) por CHAPLIN & KENNEDY
(1994). A faixa de trabalho sugerida para o DNS foi de 0,2-2,0 mg de glucose por
mililitro de solugdo, enquanto que o método de Somogyi-Nelson serviu para faixas de
sensibilidade iguais a 10-100 pg de glucose por mililitro de solugéo.

No ensaio do DNS, foram transferidas para tubos de ensaio aliquotas de 1,0
ml da amostra e de 5 (cinco) solugles padrdes de glucose com concentragdes entre 0 €
2,0 mg/ml. A estes adicionaram-se 3,0 ml da solug¢do de acido 3,5-dimitrosalicilico
(Merck cat# 800141). A solugdo foi agitada e colocada em um banho-maria em
ebuli¢do por 5 minutos. Adicionou-se entdo um volume de 5,0 mL de agua fria, para,
depois de bem homogeneizados, os meios de reagdo serem lidos em espectrofotometro
Varian modelo Cary 100, em comprimento de onda fixado em 550 nm. A
concentragdo de agucares redutores totais foi determinada comparando-se a
absorbédncia das amostras contra a concentragdo do complexo colorido gerado entre o
DNS e a glucose. Os resultados foram expressos em mg de agucares redutores totais
por mL de solugdo amostra. A concentragdo de ART liberados durante a hidrélise foi
obtida multiplicando-se o valor encontrado pela diluigdo efetuada sobre as amostras
(CHAPLIN & KENNEDY, 1994).

No ensaio de Somogyi-Nelson, aliquotas de 1,0 ml das amostras sofreram a
adi¢do de 1,0 ml de uma solug@o aquosa recentemente preparada de tartarato duplo de
sodio e potassio, carbonato de sodio, sulfato de sodio e sulfato de cobre (reagente C).

A solugio foi agitada e colocada em um banho-maria por 15 minutos. Adicionou-se
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entdo 5,0 ml de agua fria e 1,0 ml de uma solugdo de molibdato de amodnio, arsenito
acido de sodio e acido sulftrico (reagente D). Depois de bem homogeneizados, os
meios de reagdo foram lidos em espectrofotometro Varian modelo Cary 100 em
comprimento de onda fixo em 520 nm. A concentragdo de agucares redutores totais foi
determinada 1interpolando-se a absorbancia das amostras contra uma curva de
calibragdo constituida com padrdes de glucose. A concentragdo de aglicares redutores
totais foi obtida multiplicando-se o valor encontrado pela diluigdo da amostra e os
resultados foram expressos em mg de ART por mL de solugdo (SOMOGY]I, 1952;
CHAPLIN & KENNEDY, 1994).

4.2.4.2 Determinacdo de Agiucares Através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia(CLAE)

A cromatografia de afinidade ou troca i6nica € uma técnica de separagdo
quimica versatil para a determinacdo de espécies quimicas diversas. O uso desta
técnica se deve a sua sensibilidade e secletividade na separagdo, detecgdo €
quantificagdo de um ou mais carbohidratos em solugdo, fornecendo resultados rapidos
e exatos e permitindo analises relativamente complexas em uma nica injecio.

A composi¢do qualitativa e quantitativa de carbohidratos foi feita no
hidrolisado solivel das reagdes de hidrdlise acida ou enzimatica. O método
cromatografico empregado fundamentou-se no fenomeno da troca i6nica utilizando
uma coluna separadora, um sistema supressor quimico (vide item 4.2.4.2.) e uma
unidade de detecgdo, quer de refratometria diferencial, quer mediante o uso de uma

célula de condutividade.

4.2.4.2.1 Andlise dos Hidrolisados Acidos e Enzimaticos por CLAE

Para a analise dos monossacarideos e dissacarideos liberados por hidrélise
acida, empregou-se a cromatografia de troca idnica no modo isocratico. Foi utilizada

uma coluna cromatografica Aminex HPX-87H (BIO-RAD) a 65°C, precedida por uma
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pré-coluna cation-H (BIO-RAD) para remogdo de cations interferentes (BUCHERT, et
al. 1993). O sistema cromatografico utilizado foi o da Shimadzu Scientific Instruments
Inc., com modulo de bomba modelo LC10AD, amostrador automatico modelo
SIL10A, desgaseificador de fase mével modelo DGU14A, forno de aquecimento de
coluna modelo CTO10A, detetor de indice de refragdo modelo RID10A e sistema de
aquisi¢do de dados especifico do fabricante (CLASS 10). A fase movel utilizada foi o
acido sulfarico 0,8 mM, a uma vazdo de 0,6 mL/min. Os mono e dissacarideos eluidos
da coluna foram identificados e quantificados por refratometria diferencial através da
comparagdo com padrdes primarios de agucares (Figura 24).

FIGURA 24 - CROMATOGRAMA DOS PADROES DE CARBOHIDRATOS E ACIDOS
ORGANICOS PRESENTES NOS HIDROLISADOS DAS AMOSTRAS DE POLPA
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4.2.4.2.2 Andlise Simultdnea de Mono e Oligossacarideos por CLAE

A anilise quantitativa de carbohidratos oligoméricos utilizando CLAE sob
condigGes alcalinas foi feita segundo CHAPLIN & KENNEDY (1994).

A cromatografia de anions consistiu em um trocador anionico de base forte,
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de baixa capacidade, enquanto que a coluna separadora foi um trocador catiénico do
tipo forte, de alta capacidade, na forma H+. O eluente, nesse caso, foi uma solugio
alcalina e os anions separados foram detectados na forma de seus acidos fortes em um
meio de baixa condutividade. O sistema utilizado foi o da Dionex Corporation modelo
DX500, equipado com pré-coluna CarboPac PA-100 e coluna CarboPac PA-1 (4,6 X
250 mm). A analise foi realizada em gradiente quaternario, tendo como eluente
principal o0 NaOH 100 mM sob um gradiente complementar de acetato de sodio e
agua, para um tempo final de 82 minutos (Tabela 11). A vazio média foi de 1,0
mL/min e o detetor utilizado foi 0 amperométrico com eletrodo de ouro (PAD). Uma

analise tipica esta representada na Figura 25, que inclui oligomeros como G2, G3, G4,

G5 e G6.

TABELA 11 - GRADIENTE QUATERNARIO UTILIZADO PARA A ANALISE DE
OLIGOSSACARIDEOS PELO SISTEMA DIONEX

Tempo (min) %A %B %C %D
0,0 97,5 2,5 0 0
23,00 97,5 25 0 0
40,00 0 100 0 0
60,00 0 50 50 0
60,10 0 0 100 0
64,00 0 0 100 0

64,10 0 0 0 100

67,00 0 0 0 100
67,10 97.5 25 0 0
82,00 97,5 '5.5 0 0

A= Agua Ultrapura;

B=100 mM NaOH;

C=300 mM Acetato de S6dio/100 mM NaOH;

D= 300 mM NaOH , Reagente pos coluna = 300 mM NaOH (0,3 ml/min)
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FIGURA 25 - CROMATOGRAMA PADRAO DE OLIGOSSACARIDEQOS OBTIDO ATRAVES
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4.2.5 Determinagdo da Concentragdo de Proteinas

A concentragdo de proteina nas amostras foi estimada pelos métodos de
LOWRY et al. (1951) e BRADFORD (1976), utilizando albumina de soro bovino
(BSA - SIGMA Co. cat# B4287) como padrio primario. O ensaio denominado
“branco” foi preparado utilizando-se 0 mesmo procedimento analitico onde o volume
de amostra foi substituido por agua destilada. Os resultados obtidos foram expressos
em mg de proteina por mL de solugdo. Os métodos consistem basicamente na reagdo
de redugdo do reagente de Folin-Cioclateau quando da presenga de aminoacidos que
contenham tirosina.

Para o ensaio de LOWRY foram transferidos 0,5 mL da enzima diluida a
uma concentracdo de aproximadamente 2,5 mg/mlL para um tubo de 1,5 mL.
Adicionados 1,0 mL do reagente A ¢ 5 mL do reagente C, a mistura foi
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homogeneizada e, apos 10 minutos, foi adicionado 0,5 mL do reagente Folin IN.
Finalmente, a leitura em espectrofotometro de absor¢do no ultravioleta (Varian,
modelo Cary 100) foi efetuada a 750 nm apds 30 minutos de estabilizagdo da cor
desenvolvida pela reagdo. Os padrdes utilizados para fazer a curva de calibragéo foram
preparados pesando-se 0,025 g de albumina de soro bovino dissolvidos em 50 mL de
tampdo acetado pH 4,8 (concentragdo de 0,5 mg/mL). Cinco outras solugdes em niveis
decrescentes foram preparadas afim de compor a curva de calibragdo.

Para 0 método de BRADFORD, foi utilizada como padrdo uma solugdo de
albumina de soro bovino a uma concentragdo de 5 mg/mL. As concentragdes utilizadas
no ensaio foram obtidas diluindo esta solugdo em tampdo acetato pH 4,8. Amostras
(100 pL) de solugdo-padrdo e dos ensaios de hidrélise enzimatica foram transferidos
para tubos de ensaio, onde adicionou-se 1 mL de reagente de BRADFORD. A leitura
foi feita em espectrofotometro de absorg@o no ultravioleta (Varian, modelo Cary 100)
entre 5 a 60 minutos do momento da adi¢do do reagente, em um comprimento de onde

ajustado em 595 nm.

4.2.6 Determinagdo da Atividades Sobre Substratos Modelo

Os ensaios de atividade nas enzimas celuloliticas incluiram determinagdes de
atividades especificas, além de outros ensaios de hidrélise usando substratos ndo
convencionais. A atividade especifica das enzimas foi definida como a quantidade de
ligagGes B-(1,4)-glicosidicas hidrolisadas por unidade massica de proteina (enzima) na
unidade de tempo.

Varios métodos padronizados foram utilizados para determinar as atividades
hidrolitica das PCTrR. Na Tabela 12 estdo representados os métodos utilizados e

internacionalmente aceitos para a determinagdo de atividades em preparagdes

celulasicas (GHOSE, 1987).
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TABELA 12 - ATIVIDADES DETERMINADAS NAS PREPARACOES EM ESTUDO

Atividade Substrato Meétodo para a Determinagdo
Atividade celulasica total Papel filtro Whatman n. 1 CLAE
Endoglucanasica Carboximetilcelulose (CMC); agucar redutor total

carboxietilcelulose (HEC)
Exoglucanasica Avicel®, Sigmacell® acucar redutor total
Xilanasica xilana de casca de aveia e de CLAE, agucar redutor total
madeira dura
Preferencial 4-metilumbeliferil-B-D- espectrofotometria de
(Exo ou Endo conforme celotriosideo; 4-metilumbeliferil- fluorescéncia
inibidores presentes) B-D-lactosideo
p-nitrofenil-lactosideo; espectrofotometria de absorcio
p-nitrofenil-celobiosideo no ultravioleta
Celobiasica celobiose CLAE
B-Glucosidasica p-nitrofenil-glucosideo espectrofotometria de absorgdo
no ultravioleta

Todos os ensaios foram conduzidos em tampdo acetato S0 mM a pH 4.8.
Uma unidade internacional (UI) de atividade enzimatica correspondeu a liberagdo de 1
umol de equivalentes de glucose por unidade de volume e minuto de reagdo.
Alternativamente, 1 UI/mL pode ser transformada em 1 nkat'ml mediante

multiplicagdo do primeiro por um fator igual a 16,67.

4.2.6.1 Atividade contra Papel Filtro (UPF)

Em um tubo de ensaio foi colocada uma tira de papel de filtro Whatman n°1
(1,0 x 6,0 cm) pesando aproximadamente 70 mg sobre 1,0 mL de tampdo acetato 50
mM, pH 4,8 (NIDETZKY et al., 1994). Foram adicionados a cada tubo de ensaio 1,0
mL de uma solug@o das enzimas devidamente diluidas em tampéo acetato, afim de se

obter uma concentragio equivalente a 1 mg de glucose no meio de reagdo ao final da
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hidrélise. As enzimas adicionadas ao meio de reagdo foram pré-condicionadas a 50°C.
Transcorridos 60 minutos de incubagdo, os tubos de ensaio foram transferidos para um
banho-maria fervente e 1a permaneceram por 5 minutos. Apos remogdo do excesso de
substrato por centrifugagdo, os agucares soliveis foram medidos por CLAE utilizando
a metodologia descrita no item 4.2.4.2.1 . Adicionalmente, foram efetuados ensaios de
agucar redutor total pelo método do DNS, conforme descrito no item 4.2.4.1.

O calculo para a determinagido da atividade contra papel filtro foi obtido

através da seguinte equagao:

EqGlc (mg/ml) . Eg . V1 (ml)
Tempo (min) . 1umol glucose (0,18mg) . Vg (ml)

UPF/ml =

onde Eg; representa a diluigdo efetuada sobre a enzima para atingir os niveis
desejados de atividade hidrolitica, V1 € o volume total de reagdo, Vg é o volume de
enzima adicionado ao meio reacional € EqGlc corresponde aos equivalentes de glucose

liberados no meio de reagdo, conforme a equagio abaixo:

EqGlc (mg/ml) = [Glc] (mg/mL) + (Fcy . [celobiose])

onde Fcy € o fator de corregdo massica que converte um mol de celobiose em dois

moles de glucose (Fom = 1,0526).

4.2.6.2 Atividade Endoglucandsica sobre CMC

A um tubo de ensaio foi adicionado 0,5 ml da solugdo de 2% (p/v) do
substrato CMC. Foram adicionados a cada tubo de ensaio 0,5 mL de uma solugdo das
enzimas devidamente diluidas em tamp@o acetato € o meio reacional foi mantido

durante 30 minutos a 50°C em banho maria. Os agucares redutores totais assim
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liberados foram analisados pelo método do DNS, conforme descrito no item 4.2.4.1..
Para efeito de calculo, somente as dilui¢des que aconteceram a libegdo de 1 mg/mL de
equivalentes de glucose foram considerados.

O calculo para a determinagio da atividade contra CMC foi obtido através da
seguinte equagao:

ART (mg/ml) . Eg. V7 (ml)
Tempo (min) . 1umol glucose (0,18mg) . Vg (ml)

CMCU/ml =

onde ART corresponde aos agucares redutores totais determinados contra uma curva
de calibragdo de glucose pelo método do DNS, Eg; representa a dilui¢do efetuada sobre
a enzima para atingir os niveis desejados de atividade hidrolitica, Vt € o volume total

de reagdo e Vg € o volume de enzima adicionado ao meio reacional.

4.2.6.3 Atividade Endoglucandsica sobre HEC

A um tubo de ensaio foi adicionado 1,8 ml da solugdo de 1% (p/v) do
substrato HEC em tampdo acetato. Em seguida, a cada tubo de ensaio foram
adicionados 0,2 ml de uma solugdo de enzima devidamente diluida em tamp3o acetato
e o meio reacional foi mantido durante 10 minutos a 50°C em banho-maria. Os
agucares redutores totais assim liberados foram analisados pelo método de DNS,
conforme descrito no item 4.2.4.1 . Para efeito de calculo, somente as diluigGes que
resultaram na libegdo de 1 mg/mL de equivalentes de glucose foram consideradas e o

céalculo para a determinagdo da atividade foi obtido através da seguinte equag@o:

ART (mg/ml) . Egy. V1 (ml)
Tempo (min) . 1pumol glucose (0,18mg) . Vg (ml)

UHEC/ml =
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onde ART corresponde aos agucares redutores totais determinados contra uma curva
de calibragdo de glucose pelo método do DNS, Eg; representa a diluigdo efetuada sobre
a enzima para atingir os niveis desejados de atividade hidrolitica, V1 é o volume total

de reagdo e Vg € o volume de enzima adicionado ao meio reacional.

4.2.6.4 Atividade Celobidsica

A um tubo de ensaio foi adicionado 1,0 ml da solugdo de 15 mM do
substrato celobiose em tampdo acetato 50 mM. Foram adicionados a cada tubo de
ensaio 1,0 mL de uma solugdo de enzimas devidamente diluida em tampio acetato. O
meio reacional foi mantido durante 30 minutos a 50°C em banho-maria, donde foram
transferidos por 5 minutos para um banho-maria fervente. Apés centrifugagdo, os
agiicares presentes no meio reacional foram medidos por CLAE utilizando a
metodologia descrita no item 4.2.4.2.1 . Para efeito de calculo, somente as diluigdes
que liberaram cerca de 1 mg/mL de equivalentes de glucose foram considerados.

O calculo para a determinagdo da atividade celobiasica foi obtido através da

seguinte equagao:

[Glc] (mg/ml) . Egy. Vr (ml)
Tempo (min) . 2umol glucose (0,36mg) . Vg (ml)

UCB/ml =

onde [Glc] corresponde a concentragdo de glucose liberada no meio de
reagdo, Egy representa a diluigdo efetuada sobre a enzima para atingir os niveis
desejados de atividade hidrolitica, V1 € o volume total de reagdo € Vg € o volume de

enzima adicionado ao meio reacional.
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4.2.6.5 Atividade Xilandsica

Foi preparada uma suspensdo de 0,5 mg/mL de xilanas (Sigma) em tampao
acetato S0mM a pH 4,8. A cada tubo de ensaio foram adicionados 0,5 ml de uma
solugdo des enzima devidamente diluida em tampdo acetato e o meio de reagdo foi
mantido durante 30 minutos a 50°C em banho-maria, donde foram transferidos por 5
minutos para um banho-maria fervente. Apds centrifugagdo, os agucares presentes no
meio reacional foram analisados pelo método de DNS, conforme descrito no item
4.2.4.1.. Para efeito de calculo, somente as dilui¢des em que foi observada a libegio de
1 mg/ml de equivalentes de xilose foram consideradas e o calculo para a

determinagdo da atividade foi obtido através da seguinte equagio:

ART (mg/ml) . Eg;. Vr (ml)
Tempo (min) . 1umol xilose (0,15 mg) . Vg (ml)

UX/ml =

onde ART corresponde aos aguicares redutores totais determinados contra uma curva
de calibragio de xilose pelo método do DNS, E4; representa a diluigdo efetuada sobre a
enzima para atingir os niveis desejados de atividade hidrolitica, V é o volume total de

reagdo e Vg € o volume de enzima adicionado ao meio reacional.

4.2.6.6 Atividade contra derivados do p-Nitrofenol

Adicionou-se em tubos de ensaio 0,25 mL de solugdo 4,0 mM de derivados
do p-nitrofenol e a esta solugdo 0,5 ml de tampdo acetato SOmM e 0,25 ml de uma
diluigdo apropriada das enzimas foram acrescidos. O meio de reagdo foi incubado a
42°C durante 10 minutos. Em seguida, acrecentou-se 1,0 mL de carbonato de sodio 1
M para interromper a reagdo € a concentragdo de p-nitrofenol liberado no meio
reacional foi determinada no comprimento de onda de 405 nm por espectroscopia no

ultravioleta/visivel. A curva de calibragdo foi construida com solugdes padrao de p-
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nitrofenol, sendo que, no calculo da concentragio, usou-se uma absortividade molar de

13700 L/mol.cm (CLAEYSSENS & AERTS,1992).

4.2.6.7 Atividade contra Derivados 4-metil-Umbeliferilicos

A atividade sobre glucosideos 4-metilumbeliferilicos, como o celotriosideo
(MUmbGs3) e o lactosideo (MUmbL), foi determinada utilizando-se uma solugdo 1,0
mM em tampdo acetato 50 mM, pH 5,0, contendo 0,2 mM de glucono-1,5-lactona
como inibidor de atividade -glucosidasica. A 0,25 mL destas solugdes adicionaram-se
0,25 mL de uma diluigdo apropriada da enzima e a mistura foi incubada a 50°C por 10
minutos. Ao término da reagéo, foi adicionado 1,0 ml de Na,CO;3 1M para interromper
a reagdo e as umbeliferonas liberadas foram dosadas espectrofotometricamente a 347
nm (NIKU-PAAVOLA et al., 1986). MUmbG:; foi utilizado como substrato especifico
para EG II (KOIVULA, 1994), enquanto qu¢ MUmbL serviu para caracterizar a
presenca de CBH I ¢ EG 1. Porém, nesse altimo caso, a diferenciagdo entre agdo exo
(CBH]) e endo (EG I) foi decorrente da condugdo do ensaio na presenga e auséncia de

1 mM de celobiose, que atua como inibidor competitivo da CBH L.

4.2.6.8 Atividade Proteolitica

Na analise de atividade proteolitica (LEIGHTON et al., 1973), foi utilizada
a azocaseina a 1% (m/v) preparada em tampéao acetato 50 mM pH 7,2. A um tubo de
ensaio adicionaram-se 0,25 ml da solugido de azocaseina e 0,15 ml de uma dilui¢do
apropriada da enzima. A mistura foi incubada a 37°C por 60 minutos e, apos este
tempo, foram adicionados 1,2 ml de acido tricloroacético (TCA 10%, v/v). Apds
centrifugacio a 10.000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi recebido em outro tubo
de ensaio que continha 1,4 ml de NaOH IN. A atividade proteolitica foi determinada
por espectrometria no ultravioleta/visivel a 440 nm, usando como base unidades de

atividade conhecida de azocaseina.
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4.2.7 Determinagdo da Distribui¢do da Massa Molecular da Celulose

A distribui¢do em massas moleculares de amostras de celulose, antes e apos
os procedimentos de hidrolise enzimatica, foram determinadas utilizando
Cromatografia de Permeagido em Gel (CPG). As amostras foram carbamiladas e seus
derivados comparados com as curvas de calibragdo, que usaram poliestireno como
padrédo primario a uma concentragdo média de 1,0 mg/ml.

O objetivo da reagdo de carbamilagdo (Figura 26) foi o de derivatizar a
celulose para sua posterior solubilizagdo em tetrahidrofurano (THF). A polpa de
celulose (50 mg), seca em dessecador sob vacuo contra P,Os, foi suspensa em piridina
(4 mL) e entdo reagida com isocianato de fenila (0,5 mL) em tubos reacionais
fechados, por um periodo de 48 horas, em um bloco de aquecimento a 80°C com
agitagdo ocasional. Apos este periodo, a mistura resultante foi precipitada em
metanol/agua (80:20). O precipitado foi lavado exaustivamente com a solugdo
metanol/agua, seco em dessecador sob vacuo contra P,Os e acondicionado em tubos
fechados, reservados para posterior analise por cromatografia de permeagdo em gel
(CPG) (COLL & GILDING, 1970; DANHELKA & KOSSLER, 1976; WOOD et al.,
1986).

FIGURA 26- REACAO DE CARBAMILACAOQ; CELULOSE REAGINDO COM ISOCIANATO DE

FENILA EM PIRIDINA
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Celulose Isocianato de Fenila Celulose Tricarbamilada

As amostras de celulose percarbamiladas foram analisadas em equipamento
da marca Shimadzu, modelo LC10AD, com uma coluna de guarda e quatro colunas
Tosoh TSK Gel (7.8 x 300 mm) com limites de exclusdo equivalentes a 4 x 10’ (TSK
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6000 HXL), 4 x 10° (TSK 4000 HXL ), 6 x 10* (TSK 3000 HXL ) e 1 x 10* (TSK
1000 HXL) unidades de massa atomica, dispostas em séric em um forno de
aquecimento mantido a 45C. A fase mével utilizada foi o THF a uma vazdo de 1
ml/min. e o volume de injegao foi correspondente a 20 pL.

Um minimo de trés amostras foram injetadas para cada replicata e o eluato
do sistema foi monitorado por um detetor de absorgdo no ultravioleta Shimadzu SPD-
10A em comprimento de onda fixado em 254 nm.. Um cromatograma tipico pode ser

visto na Figura 27.

FIGURA 27 - CROMATOGRAMA DE PER~MEACAO EM GEL DE UMA SOLUGCAO PADRAO
CONTENDO QUATRO PADROES MONODISPERSOS DE POLIESTIRENO
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Os resultados foram tratados por software especifico de CPG para aquisigado
e tratamento de dados, sendo que a curva de calibragdo foi efetuada sobre a analise de
padroes monodispersos de poliestireno de massa molecular entre 2500 ¢ 8420000
u.m.a., respectivamente (Tabela 13,Figura 27). A partir dos respectivos volumes de
retengdo apresentados pelos padrdes, foi possivel tragar uma curva padrao (Figura 30),
cujo fator de dispersdo, em ajuste polinomial, foi de apenas 0,0306.

Os parametros universais utilizados para a calibragdo (coeficientes de Mark-
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Houwink) foram aqueles propostos por VALTASAARI & SAARELA (1975), onde
K= 1,18.10% ¢ a, = 0,74 para poliestireno em THF ¢ K= 2,01.10'5 e a.= 0,92 para os
derivados carbanilados de celulose em THF.

TABELA 13- PADROES DE POLIESTIRENO UTILIZADOS NA CURVA DE CALIB~RACAO
SOBRE A QUAL FOI DETERMINADO O DO GRAU DE POLIMERIZACAO DAS

POLPAS CELULOSICAS
Massa Molecular ~ Volume de retengdo | Massa Molecular  Volume de retengdo

(uma) (mL) (uma) (mL)
8420000 21314 184000 25,979
5480000 21,416 110000 26,576
3840000 21,739 98900 26,84
1800000 22,583 43000 28,305
1300000 23,346 17300 30,105
900000 23,597 10300 31,331
791000 23,865 5000 32,49
600000 24257 2500 34,357
400000 24,692 537 36.130
220000 25,48 92 40,175

A expressio matematica utilizada nos calculos esta apresentada pela
equacao:

log M = - 0,00028708 x* + 0,01579371 x> — 0,4885546 x + 8,59838088

FIGURA 28- CURVA DE CALIBRACAO BIMODAL UTILIZADA NA ANALISE DE GRAU DE

POLIMERIZACAO DAS POLPAS, CUJA DISPERSAO EM TORNO DA MEDIA FOI
DE 0,0306
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O calculo da massa molecular foi procedido pelo método de calibragdo

universal, orientado pela seguinte equagdo : (RAMOS, 2001).

InM. = (1+ap)1nMp+ln(Kp/Kc)
1+ a-

Assim, baseados na curva de calibragdo dos padrdes de poliestireno, foi
possivel calcular o comprimento médio da cadeia (MM,) (ou média aritmética das
massas moleculares, MMy) e a média ponderada das massas moleculares, (MM)y) da
celulose per-carbamilada, sendo que o grau de polimerizagdo (GP) foi calculado pela
relagdo GP = MM/519 onde o denominador corresponde 3 massa molecular de uma
unidade de anidroglucose per-carbamilada. Por fim, a razio MMy/MMy, foi utilizada
como medida da polidispersidade da polpa, que representa o desvio padrio da
distribui¢do em torno de seu ponto central (YAU et al., 1979).

4.2.7.1 Anadlise Espectrofotométrica de IVTF das Polpas e Polimeros Gerados por Carbamilagio

Para analise qualitativa por IVTF (Espectrofotometria na regido do
Infravermelho com Transformada de Fourier (RAMOS et al., 1993), foram preparadas
pastilhas em KBr com concentragdo em torno de 1 a 2% das polpas € dos polimeros
gerados por carbamilagdo. As analises de IVIF foram realizadas em equipamento
BOMEM MBI100, interfaceado com um PC 486 sob ambiente DOS. Os espectros
foram gravados de 4000 a 400 cm™, com resolugéio de 4cm™. Para cada espectro foram

coletados 32 interferogramas antes da aplicagdo da transformada de Fourier.

4.3 DIFRATOMETRIA DE RAIOS-X

O preparo da amostra foi realizado a partir de uma suspensdo de fibras em
agua, a qual foi filtrada de modo a se formar um disco de fibras superpostas de

superficie a mais regular ¢ homogénea possivel. A amostra assim preparada foi seca
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em dessecador sob vacuo e P,Os como agente secante € posteriormente transferida
para uma placa de vidro com auxilio de cola de silicio (graxa de vacuo). Uma leve
prensagem, mediante superposi¢do com outra placa de vidro, garantiu uma maior
homogeneidade superficial para aquisi¢ao dos difratogramas.

Os difratogramas de raios-X das polpas foram obtidos em um equipamento
Rigaku, no laboratério de Difratometria de Raios-X do Departamento de Fisica da
UFPR, utilizando um gerador de voltagem de 40 kV e uma corrente de 20 mA. A fonte
de radiagdo utilizada foi a linha alfa do cobalto (CoKa = 0,179 nm com filtro de Ni).

O indice de cristalinidade da celulose foi determinado de acordo com o

método empirico de Segal et al. (1959), conforme a Equagéo

Crl (%) = [(1002 — Iam) / 1002 ] x 100

onde C1l € o indice de cristalinidade, Iy, € a intensidade maxima do pico no
plano (002) (plano de maior orientagdo molecular ou cristalinidade) e I, ¢ a
intensidade de difragdo no angulo de Bragg 20 = 18°, correspondente & contribuigdo

devida a regido amorfa.

4.4 ANALISE DAS PREPARACOES ENZIMATICAS POR FPLC

Para a separagdo e identificagdo dos componentes presentes nas PCTrR e
posterior anadlise de suas propriedades cataliticas, foi utilizado um método
cromatografico especifico denominado de “Fast Protein Liquid Chromatography”
(FPLC™, Pharmacia Fine Chemicals). Essas corridas cromatograficas utilizaram um
equipamento provido dos seguintes modulos operacionais: duas bombas P-500, detetor
de absorgdo no ultravioleta ajustado em 280 nm, controlador modelo LCC-500 Plus e
registador modelo REC 102. A coluna cromatografica utilizada foi a Resource Q® (4

cm x 2 cm), eluida conforme o gradiente de eluigdo descrito na Tabela 10. Como fase
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movel do sistema, foram utilizados tampao fosfato pH 7,0 (A) e tampao fosfato pH 7,0
com adicdo de cloreto de sodio 1 M (B).

Para que o sistema cromatografico tivesse a eficiéncia esperada, foi
necessario fazer uma dessalinizagdo prévia das amostras, utilizando uma pré-coluna
Econo-Pac 10 DG (BioRad™ ). A condutividade das amostras preparadas para injegdo
foram também ajustadas para evitar interferéncias no processo de migrag@o
cromatografica. Aliquotas de 2,0 mL de uma solugdo previamente dessalinizada
contendo aproximadamente 5 mg/mL de proteina foram injetada no sistema
cromatrografico (TOMAZ & QUEIROZ, 1999).

A calibragdo e os calculos de controle analitico do método foram feitos
utilizando a enzima comercial Celluclast 1,5L.% . Com base nos resultados inicialmente
obtidos para esta enzima, foi estabelecido o gradiente de eluigdo utilizado

experimentalmente e apresentado na Tabela 14.

TABELA 14 - PROGRAMACAO UTILIZADA COMO GRADIENTE DE ELUICAO NAS
ANALISES CROMATOGRAFICAS POR FPLC

Volume de elui¢do(ml) %A %B Vazdo
ml / min
Inicial 100 0,0
12 100 0,0
37 83,0 17,0
49 83,0 17,0 2,0
73 60,0 40,0
74 0,0 100,0
86,0 0,0 100,0
Método de regeneragdo da coluna
Inicial 100,0 0,0 2,0
100,0 100,0 0,0

*(A)-tampao fosfato pH 7,0 ; (B)-tampdo fosfato pH 7,0 com adigdo de cloretode sédio 1 M

O eluato da coluna cromatografica foi recolhido em aliquotas de 2,0 ml
através de um coletor de fragdes da marca Gilson Microcol, modelo TDC 80. As

aliquotas assim obtidas foram analisadas isoladamente e, apds a confirmagdo de suas
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propriedades, foram agrupadas em cinco grandes fragGes em que os principais
componentes do sistema celulasico de 7. reesei foram separados.

Cada fragdo derivada da analise por FPLC teve a sua concentragio em
proteinas determinada pelo método de Lowry (vide item 4.2.5), assim como foi
também determinada a atividade endoglucanasica presente em cada uma delas,

utilizando HEC como substrato conforme descrito no item 4.2.6.3 .

4.4.1 Analise Condutivimétrica

Conforme descrito acima, todas as amostras a serem cromatografadas por
FPLC foram dosadas, antes da analise, em um condutivimetro da EDT Instruments,
modelo BA330. Os procedimentos de calibragdo e leitura das amostras seguiram as
recomendagdes do fabricante, conforme descrito no manual do equipamento. A

unidade de medida foi definida como KuS.

4.4 .2 Analise Monoclonal

As fragdes provenientes do FPLC foram separadas em grupos e analisadas
através do uso de anticorpo monoclonal para identificar a presenca de CBH II
(NIEVES et al., 1991). A técnica consistiu na adi¢do de 2,0 pul das fragGes enzimaticas
diluidas a uma membrana de nitrato de celulose seca. Em seguida, adicionou-se
solugdo tampao TBS pH 8,0 (10 mM Tris/HCL, 150 mM NaCl) e solugdo do anticorpo
monoclonal a CBH II (Mab 8) em uma concentragdo de 1,1 mg/ml. A membrana foi
entdo incubada sob agitagdo e a temperatura ambiente por no minimo 1 hora e em
seguida lavada e seca ao ambiente. A presenca de manchas e sua intensidade relativa
nos locais onde foram aplicadas as enzimas indica a presenga de CBH II. A
sensibilidade deste método foi calculada em 2,5 ng/ pl. Os anticorpos monoclonais

foram cedidos pela VTT Biotechnology (Finlandia).
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443 Determinagio da Presenga de Dominio Catalitico Livre na Fragdo

Correspondente a CBH 1

A cromatografia de afinidade molecular foi usada para avaliar a extensdo em
que a enzima CBH I encontrava-se hidrolisada em seus dominios catalitico (DC) e de
ligagdo ao substrato (DLC). Para tal, foi utilizada a coluna denominada de “Phenyl
Sepharose High Performance” (Pharmacia Fine Chemicals). O volume de amostra
injetada no FPLC foi de 2,0 mL, usando o mesmo sistema descrito anteriormente
porém sob condi¢des distintas de elui¢do gradiente, conforme descrito na Tabela 15.
Neste procedimento, o coletor de fragGes foi programado para coletar aliquotas de 0,5
mL, que foram utilizadas para separar o DC livre da enzima que ndo sofreu proteélise.

A solugdo B composta de solugdo de acetato de sddio 5 mM adicionado de
sulfato de amoénio 500mM . Ambas foram controladas através da sua leitura
condutivimétrica, que foi de 23,1 KuS para a solugdo B, enquanto a solugdo A

composta somente do tampao foi de 144 uS.

TABELA 15 - PROGRAMA UTILIZADO COMO GRADIENTE DE ELUICAO PARA
CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE ANIONICA (FPLC)

Volume de eluig¢do (ml) %A %B Vazdo (ml/min)
Inicial 100 0
5 100 0 0,5
5,1 0 100
11,0 0 100
Método de regeneracgio da coluna
Inicial 100 0 0,5
7,0 100 0

4.5 HIDROLISE DE CELULOSE MICROCRISTALINA

Para a determinagdo da atividade das enzimas sobre celulose microcristalina
(atividade avicelasica), incubou-se em banho-maria a 50°C por 2 horas uma mistura

contendo 1 mL de uma suspensdo a 1% (m/v) de Sigmacell® em tampio acetato 50
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mM, pH 4,8 com 1 mL de uma diluigio da enzima contendo 200mg de proteina/g de
substrato. Em seguida, ferveu-se o meio de reagdo por 10 minutos para inativar a
enzima. O meio reacional foi entdo centrifugado e dele recolheu-se 0,5 mL para
analise de agucares soliveis pelo método do DNS, conforme descrito no item 4.2.4.1 .

O restante foi submetido a analise por CLAE conforme o item 4.2.4.2.1.

4.6 AVALIACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO ENZIMATICO SOBRE AS
PROPRIEDADES DE POLPAS CELULOSICAS COMERCIAIS

4.6.1 Hidrolise Enzimatica

Foram realizados ensaios de tratamento enzimatico sobre polpas kraft
branqueadas oriundas do processamento de Eucalyptus sp. (madeira dura ou folhosa) e
Pinus sp. (madeira mole ou conifera).

As hidrolises das polpas foram realizadas utilizando tempos e cargas
protéicas diversas para que estas diferengas permitissem avaliar a a¢gdo das PCTrR e
das preparagdes comerciais sobre os substratos.

Das condigGes de hidrolise foram mantidas constantes: (a) a consisténcia das
polpas em 5% (m/v); (b) a temperatura (45°C); e (c) a agitagdo do meio de reagdo em
150 rpm. Ja as cargas protéicas e os tempos de hidrolise foram os seguintes: para
ensaios de sacarificag@o, usou-se uma carga de 40 mg de proteina/g de substrato e um
tempo de hidrdlise de 4 horas, enquanto que para a modificagdo das propriedades
polpas kraft, foi usada uma carga de 4 mg de proteina/g de substrato e um tempo de 2
horas de hidrélise.

As hidrélises foram controladas analisando-se o titulo de proteinas (método
de Lowry) das solugdes de trabalho, antes e depois das reagdes. Por outro lado, o
ensaio de sacarificagdo contou com a adi¢gdo de uma carga exdgena de B—glucosidases

para evitar o acamulo de celobiose no meio.
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O meio reacional aquoso dos tratamentos enzimaticos foi testado para
agtcares redutores totais (método DNS) e carboidratos mono- e oligbmeros (método
CLAE), enquanto que as fibras parcialmente hidrolisadas foram lavadas
exaustivamente com agua e reservadas para as analises do grau de polimerizagdo e
para a preparagdo de corpos de prova que serviram para a avaliagdo das propriedades

mecanicas da polpa. Estes procedimentos estio descritos na proxima segao.

4.6.2 Ensaios das Propriedades Mecanicas dos Corpos de Prova

Todos os testes efetuados neste item utilizaram os corpos de prova
preparados conforme a norma TAPPI T 205, bem como as recomendagdes de

calibragdo e aceitabilidade dos resultados previstas na norma TAPPI T 400.

4.6.2.1 Gramatura e Espessura

Um namero representativo de folhas (sete no minimo), formadas segundo a
norma TAPPI T 205, foram cortadas e suas dimensdes medidas, sendo que cada folha
ndo possuiu tamanho menor que 500 cm’. Um escalimetro digital foi utilizado para
medir a espessura do papel e a variagdo aceita foi inferior a 0,2%, para uma escala de
0,5 mm. A folha circular de papel foi pesada em uma balanga de precisdo analitica e a
sua gramatura foi determinada em relagéo a 4rea do corpo de prova (g/mm®), com base

na norma TAPPI 410 om-98.

4.6.2.2 Resisténcia ao Rasgo

O indice de resisténcia ao rasgo foi determinado no aparelho Elmendorf
(Regmed S&A) seguindo os procedimento da norma TAPPI T 414 om-98. Os valores
médios obtidos no equipamento para uma folha ou corpo de prova foram expressos

como indice de rasgo (IR), cuja calculo utilizou a seguinte equagio:
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9,807 .Lr. 16
G.N

IR (mN.m%/g) =

onde G € a gramatura da folha ou corpo de prova, N ¢ o niimero de amostras € Lc € a

leitura corrigida do aparelho (Lc =-0,122 + 0,9759 . forga).

4.6.2.3 Resisténcia a Tracdo e ao Alongamento

Estes ensaios foram realizados com os corpos de prova em equipamento de
testes universal “Instron”, equipado com um sistema microprocessado e
computadorizado de coleta de dados. A norma utilizada foi a TAPPI T 4949 om-96. A
distancia entre garras no corpo de prova foi de 100 mm, a velocidade do teste de 25
mm/min e a capacidade de carga de 100 ou 1000 N. A energia de deformagdo dos
corpos de prova foi calculada utilizando a seguinte equagio:

10000 . A
L.La.G

IR (J/m®) =

onde A ¢ a area sobre a curva de forga vs. deformagéo, L € o comprimento da
amostra (cm) e La € largura da amostra (cm) e G € a gramatura da folha ou corpo de

prova.

4.6.2.4 Resisténcia ao Arrebentamento (Estouro)

As folhas de papel foram submetidas a uma pressio através de uma
membrana de borracha com 30,5 mm de didmetro em equipamento Mullentester, de
acordo com a norma TAPPI T 403 om-97. Durante 0 ensaio, a membrana sofreu um

aumento na pressdo de maneira constante e foi inchando at¢ o momento em que a



96

folha ndo resistiu e se rompeu. O indice de arrebentamento (IA) foi determinado pela

equagao:

98,022 .L.f
G

IA (kPa.m’/g) =

onde L ¢ a leitura do arrebentamento (Kgf/cm?), f é o fator de corregdo de

leitura e G ¢ a gramatura da folha ou corpo de prova.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Trabalhos com enzimas (hidrolases) provenientes de cepas recombinantes
tém crescido muito nas wltimas décadas, mas a compreensio de seus mecanismos de
expressdo € de seus modos de agdo catalitica ainda ndo foi totalmente esclarecidas.
(SUOMINEN et al., 1993; KARHUNEN et al., 1993). Portanto, os resultados
relatados neste estudo tiveram o objetivo de elucidar o modo de agido de enzimas desta
natureza. Preparagdes enzimaticas derivadas de cepas recombinantes de Trichoderma
reesei,foram portanto investigadas com o objetivo de ter elucidados os seus modos de
acdo catalitica sobre substratos celulosicos de natureza variada, dados considerados
criticos a avaliagdo de suas potencialidades para o emprego nas industrias de papel e
celulose. E importante ressaltar que os experimentos de manipulagio genética e de
fermentagdo para a produgdo das enzimas foram realizados pela Primalco Ltd Biotec
(atualmente, Rohm Enzyme Finland Oy, Espoo, Finldndia), que gentilmente nos

forneceu o material para o desenvolvimento do projeto.

5.1 CARACTERIZACAO DAS ENZIMAS DERIVADAS DE CEPAS
RECOMBINANTES DE Trichoderma reesei

As segOes que se seguem apresentam os resultados obtidos com as
preparagbes celulasicas a que denominamos de PCTrR, ou seja, Preparagdes

Celulasicas de cepas de T. reesei Recombiantes.

5.1.1 Avaliagdo do Teor Protéico nas Preparagdes Enzimaticas

As analises da concentragdo de proteinas nas preparagdes celulasicas
comerciais, ¢ naquelas provenientes de 7. reesei modificado geneticamente (PCTrR),
foram realizadas segundo dois métodos distintos denominados de “Lowry” e

“Bradford” (vide item 4.2.5.). No entanto, apesar de aceitos internacionalmente, estes
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métodos foram inicialmente validados segundo as normas do “Environmental
Protection Agency” (protocolo no. 821-B-93-001) para que ndo existissem duavidas
quanto a interferéncia de estabilizantes e/ou aditivos utilizados durante a produgédo dos
complexos enzimaticos.

Uma amostra comercial das celulases de 7. reesei (Sigma) foi utilizada como
padrio externo as metodologias de “Lowry” e “Bradford” e os resultados obtidos nas
curvas de calibragdo apresentaram desvio padrdo relativo menor que 0,3%, quando
comparados a albumina de soro bovino padrao (BSA). Portanto, com base nestes
resultados, optou-se pelo BSA para confecgdo das curvas de calibragdo nos ensaios de
teor protéico. No entanto, deve-se salientar que os resultados obtidos nestas
metodologias sdo comparativos € ndo absolutos porque a composi¢do quimica
estrutural dos aminoacidos do BSA, particularmente no que tange a presenga de

hidroxilas fendlicas, ndo ¢ igual aquelas presentes nas PCTrR.

TABELA 16 — TEOR PROTEICO SEGUNDO 0S METODOS' DE LOWRY E DE BRADFORD
DAS PCTrR E DAS FORMULACOES ENZIMATICAS COMERCIAIS

LOWRY BRADFORD
Codigo Concentracio, DPR Concentragdo,| DPR
mg/ml mg/ml
A 21,00 1,35 20,60 7,51
B 27,00 1,42 27,40 5,34
C 127,00 0,96 126,30 6,61
D 41,00 0,57 45,10 3,57
E 67,00 1,45 67,60 4,58
F 47,00 1,02 49,00 6,42
G 37,00 0,98 36,60 5,81
H 41,00 0,65 42,30 2,50
Novozym 188 © (B-glucosidase) 39,60 0,23 38,90 5,73
Celluclast 1.5L° 168,50 0,34 167,30 2,94
DPR, desvio padrio relativo

Uma vez estabelecido o padrdo analitico primario (BSA) efetuou-se a

validagdo das duas metodologias.
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Na Tabela 16 encontram-se expressas as médias obtidas entre cinco analises
que realizadas em momentos distintos e que apresentaram variagdes compativeis com
os limites estabelecidos na validagdo da metodologia. As variancias aceitas para estes
ensaios tiveram como base um desvio padrao relativo de +1,5%, sendo que quaisquer
valores superiores a este limite ndo foram considerados validos. Por esse motivo, o
teor de proteinas neste estudo foi preferencialmente determinado pelo método de
“Lowry”.

A concentragdo de proteinas nas PCTrR variou de 21,00 a 127,00 mg/ml,
enquanto que as formulagdes comerciais Celluclast 1.5L° e Nov;)zym 188°
apresentaram teor protéico de 168,50 e 39,60 mg/ml, respectivamente. Afim de
facilitar a visualizagdo, estes valores encontram-se representados na Figura 29.

Celluclast 1.5L°® apresentou o maior titulo de proteinas em relagio as
demais preparagdes celulasicas. O principal motivo desta superioridade no teor
protéico reside no fato de que, no caso da cepa industrial, o processo de fermentagdo
em larga escala € seguido por etapas sucessivas de concentragdo e estabilizagdo a que
as PCTrR ndo foram submetidas, com exce¢do da enzima C , segundo informagoes
prestadas pelo fabricante. Assim, as PCTrR, por terem sido produzidas em processos
fermentativos dissemelhantes, apresentam variagdes em seus respectivos niveis
protéicos que ndo podem ser meramente interpretadas como decorréncia direta da
manipulagio genética. Conforme DURAND (1995), as modificagdes nas condigdes de
fermentagdo de linhagens mutagénicas alteram o rendimento na produgédo de proteinas,
sendo exemplo tipico a secregdo de quantidades superiores a 40 g/L sob condigGes

otimizadas de cultivo.
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FIGURA 29 - GRAFICO COMPARATIVO DO TEOR DE PROTEINAS CONTIDO NAS PCTrR E
NAS PREPARACOES INDUSTRIAIS UTILIZADAS COMO REFERENCIA
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Vale ressaltar que a principal finalidade destes ensaios foi a de estabelecer
uma metodologia padrio, desde o inicio dos trabalhos, que representasse a
concentragdo real das enzimas nas formulagGes originais e nas diluigGes requeridas
para os tratamentos enzimaticos. A fidedignidade destes valores ¢ obviamente
limitante e fundamental para a avaliagdo das atividades especificas presentes nas

preparagoes.

5.1.2 Estudo Comparativo Sobre Atividades Enzimaticas

Conforme descrito na literatura (FAN et al., 1987), o modo de agdo de endo
e exoglucanases depende da natureza e estrutura supramolecular do substrato, do
sinergismo apresentado entre as enzimas e das condigdes experimentais utilizadas no
processo de hidrolise. Portanto, através da investigagdo do modo de agdo das PCTrR
sobre substratos de propriedades quimicas distintas, buscou-se esclarecer a
importancia relativa e o real modo de agido destas enzimas.

Os estudos iniciaram com a avaliagdo da agdo hidrolitica das PCTrR sobre

substratos modelo, com a finalidade de elucidar o0 modo de ag@do catalitica para entdo
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compara-la com as informagdes existentes na literatura especializada. Dentre os
substratos utilizados nesse estudo encontram-se a carboximetilcelulose (CMC), a
hidroxietilcelulose (HEC), o papel de filtro Whatman no. 1 (UPF), a xilana de
endoderma de aveia (XEA), dois tipos de celulose microcristalina comercial
(Sigmacell® e Avicel®) e a xilana da madeira de vidoeiro (XMV), além de celobiose,
azocaseina e derivados p-nitrofenilicos (PNF) e 4-metilumbeliferilicos (MUmb). A
avaliagdo dos rendimentos de hidrolise sobre esses substratos foi também comparada
com a preparagdo celulasica comercial denominada Celluclast 1.5L°®, utilizada neste
caso como referéncia. Portanto, a analise do modo de agdo endoglucanasica foi
avaliada sobre os substratos celuldsicos hidrossoliveis (CMC e HEC), a agdo
exoglucanasica sobre celulose microcristalina (Sigmacell® e Avicel®), a agdo
hemicelulasica sobre xilanas (XEA e XMV) e a agdo celobiasica sobre celobiose e p-
nitrofenil derivados. A analise da agdo proteolitica nas PCTrR foi realizada porque
estas formulagdes foram geradas em processos fermentativos ndo necessariamente
otimizados para limitar a produgdo de proteases no meio. Varios autores relataram que
baixos niveis de atividade proteolitica podem acarretar a separagdo dos dominios
catalitico (DC) e de ligagdo ao substrato (DLC) presentes nas celulases. Destituida de
sua capacidade de adsorver sobre o substrato, enzimas como a celobiohidrolase I
(CBH ]) sofrem uma alteragio consideravel de suas propriedades cataliticas, reduzindo
os indices de sacarificagdo que lhes sdo comumente atribuidos (BUCHERT et al.,
1996). Como descrito na se¢do 5.2 , estes resultados foram fundamentais para
justificar alguns dos dados obtidos, em relagdo ao perfil de agdo catalitica das PCTrR.

As Tabelas 17, 18 e Figura 30 trazem os resultados de atividade enzimatica,
expressos em Unidades Internacionais e obtidos através das metodologias descritas no
capitulo 3.2.7.. Nos casos em que substratos de maior acessibilidade foram utilizados
no ensaio, uma unidade internacional (UI) representa a liberagdo de 1,0 pmol de
anidroglucose a cada minuto de reagdo, sendo que no caso especifico das xilanas, este

valor foi expresso em relagdo a massa molar de anidroxilose (GHOSE, 1987).
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TABELA 17- ATIVIDADES ESPECIFICAS PARA PF, CMC, HEC, XEA E XMV DAS PCTrR E

DAS FORMULACOES INDUSTRIAIS (GHOSE, 1987)

' PF CMC HEC XEA XMV

CODIGO Ul/mg Ul/mg | nkat/mg Ul/mg Ul/mg
A 0,47 28,61 14,94 11,31 3,20
B 0,45 11,72 12,49 3,82 1,22
£ 0,57 5,91 16,59 1,92 0,06
D 0,56 8,17 10,86 5,20 1,67
E 0,19 32,40 33,61 19,15 2,11
F 0,58 0,67 6,12 1,06 5,29
G 0,015 13,51 13,88 31,50 4,88
H 0,19 12,40 3.22 17,31 5,91

B-G ild ild ild ild ild

CL 0,86 19,25 30,09 2,42 157

* ild - ndo detectado

As PCTrR, designadas como A, B, C, D, E, F, G ¢ H, apresentaram

diferengas fundamentais em suas atividades celulasicas, quando comparadas com a

preparagido comercial Celluclast 1.5L°. Por outro lado, como era de se esperar, a

preparagdo comercial Novozym 188° (atividade celobiasica) ndo apresentou nenhuma

atividade sobre PF, CMC, HEC, XEA e XMV.

FIGURA 30 - ATIVIDADE SOBRE CMC (A)
PREPARACOES CELULASICAS

nkal / mg

E ATIVIDADE SOBRE HEC (B) DAS
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SUOMINEN et al. (1993), em publicagdo sobre enzimas geradas a partir da
manipulagdo genética de CBH I e Il e de EG I e Il em 7. reesei, indicaram que a
auséncia ou supressdo de EG II causou uma redugio de 60% na atividade sobre HEC
quando comparada com as enzimas da cepa original, ndo ocorrendo 0 mesmo para a
atividade sobre PF. Outro dado interessante foi que a supressdo dupla de CBH 1 e II
ndo causou decréscimo algum na atividade contra HEC, ao passo que inibiu totalmente
a atividade sobre PF.

A determinagdo da atividade endoglucanasica presente nas PCTrR foi
ensaiada contra dois tipos de substratos, a hidroxietilcelulose (HEC) e a
carboximetilcelulose (CMC), ambas oriundas de modificagdo quimica da celulose que,
dependendo de seu grau de substitui¢do, confere solubilidade em meio aquoso ao
derivado.

De um modo geral, diferengas foram observadas quanto ao modo de agado das
enzimas sobre esses substratos. Quando utilizado o substrato mais solavel (HEC), os
indices de atividade especifica, ou seja aquelas condigdes analiticas padronizadas por
GHOSE (1987), foram numericamente superiores aos do CMC, sugerindo que as
celulases apresentam uma maior acessibilidade e/ou seletividade estereoquimica sobre
esse substrato (FRANZ & BLASCHEK, 1990). No entanto, um estudo comparativo
entre os dados obtidos revela que as tendéncias observadas foram relativamente
equivalentes em ambos os casos, ou seja, pouca atividade contra ambos foi observada
naquelas preparagcdes enzimaticas destituidas de atividade endoglucanasica, quando
estas foram ensaiadas nas mesmas condi¢des analiticas (EVALAINEN, 1993).

As preparagbes enzimaticas A (CBH I-) e B (CBH II-), em que todas as
endoglucanases de I. reesei encontravam-se presentes, demonstraram uma atividade
especifica sobre CMC duas vezes maior do que aquela observada sobre HEC (Figura
30). Porém, em ambos os casos, a enzima A apresentou pelo menos o dobro da
atividade detectada na enzima B. Por outro lado, a supressdo dupla de ambas as

celobiohidrolases acarretou uma perda irreversivel da atividade contra HEC, fato
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observado tanto na enzima F quanto na enzima H.

Em quase todos os casos, as atividades das PCTrR sobre HEC ¢ CMC foram
inferiores aquelas detectadas em Celluclast 1.5L°. Os maiores valores absolutos de
atividade endoglucanasica foram registrados para a enzima E frente aos substratos
HEC e CMC . Na literatura especializada encontram-se observagdes preliminares de
que uma dupla supressdo de CBHs em 7. reesei acarreta um aumento consideravel na
expressdo génica de endoglucanases (KARHUNEN et al., 1993), porém os ensaios
comprobatorios sdo realizados em condig¢Ges analiticas distintas. Tal reagdo pode estar
associada a uma tentativa do microrganismo em compensar a auséncia das CBHs, o
que ainda n3o foi comprovadoINEVALAINEN & PENTILLA, 1995). Sendo assim, a
supressdao do gene que codifica para a CBH I aparentemente parece ser mais critica
(pois representa 60% em preparagdes comerciais celulasicas). Nestes estudos a enzima
A também apresentou atividade endoglucanasica superior aquela detectada nas outras
enzimas, incluindo Celluclast 1.5L®.

Comparadas as performances das preparagoes A, E e G, a ausecia de CBH I
causou uma aumento relativo das atividades sobre CMC e HEC. Por outro lado, a
supressdo de EG I (enzimas C e F) acarretou uma redugéo significativa nos valores de
hidrélise para CMC, sendo que o efeito causado pela sua remogéo (enzimas C, F ¢ H)
foi superior ao observado quando a EG II estava ausente (enzimas D, F ¢ H). Com
relagdo a enzima G, os valores obtidos sobre CMC foram mais significativos do que
aqueles obtidos sobre HEC, sendo que para este altimo, a comparagdo com Celluclast
1.5L® indicou uma redugdo na faixa de 35%. Aparentemente, a agdo endoglucanasica
da enzima G foi preferencial ao substrato mais solavel, sugerindo que a endoglucanase
EG I apresenta uma maior acessibilidade e/ou seletividade estereoquimica sobre este
substrato (FRANZ & BLASCHEK, 1990). Esta afirmativa pode ter maior sustentagdo
quando se observa a enzima D, cuja monossupressdo em EG II reduz em 50% a sua
atividade sobre HEC, em comparagdo a CMC.

A andlise dos resultados de atividade sobre PF, em comparagdo com a
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Celluclast 1.5L°, demonstrou que as preparagdes destituidas das enzimas CBH I e
CBH II (A e B) sofreram um decréscimo de atividade em torno 53%, enquanto que
para a enzima E, a redu¢do nos niveis de atividade atingiu em cerca de 99% (Figura
31). Por outro lado, a equivaléncia observada em relagdo a supressao isolada de CBH I
(A) e CBH II (B) foi surpreendente pois atribui-se a CBH I uma importancia maior do
que aquela associada 8 CBH II na hidrélise de substratos como o PF (NEVALAINEN
& PENTILLA,1995). Esta observagdo foi a primeira a sugerir que as celobiohidrolases
destas preparagdes poderiam estar presentes na forma de seus dominios cataliticos
livres (DC), uma decorréncia direta dos niveis de atividade proteolitica detectados pelo
método da azocaseina (vide tabela 18 ).

Ambas supressoes isoladas de EGs (enzimas C e D), assim como a completa
auséncia de ambas (enzima F), resultou em valores semelhantes para atividade
PFasica. A modo analogo ao paragrafo anterior, conclui-se que presenca de atividade
celobiohidrolasica nas preparagdes, ainda que na auséncia das EGs I e II, garantem o
sinergismo necessario para a hidrolise do papel de filtro. Estes dados, somados ao fato
de que a enzima E (supressdo dupla em CBH I e II) apresentou a menor atividade
contra PF, corroboram as indicagdes da literatura de que as celobiohidrolases
representam as principais enzimas para a sacarificagdo deste tipo de material

celulésico (REINIKAINEN et al., 1995).

FIGURA 31 - ATIVIDADE DAS PREPARACOES ENZIMATICAS SOBRE PAPEL FILTRO
(GHOSE, 1987)

Ul /mg
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O estudo da atividade especifica das PCTrR sobre xilanas comerciais pode
ser visto na Figura 32. Em geral, foi detectada uma diferenca consideravel na
habilidade das enzimas em hidrolisar xilanas de diferentes origens, como XEA e
XMV, provavelmente devido a diferengas quimicas e/ou estruturais existentes entre
essas hemiceluloses. A xilana de vidoeiro (XMV) rende quase que exclusivamente
xilose como produto de sua hidrolise acida, enquanto que a xilana de endosperma de
aveia (XEA) contém quantidades apreciaveis de outros monossacarideos como glucose
e arabinose. No entanto, a XEA apresenta maior solubilidade em agua e/ou solugdes
acidas diluidas, o que pode justificar uma maior acessibilidade apesar de sua grande
heterogeneneidade (ROBBERS et al., 1997).

A atividade xilanasica do complexo enzimatico respondeu de maneira muito
significativa a manipulagdo genética, principalmente quando da remogdo do gene que
codifica para CBH 1. De acordo com a Tabela 17, a atividade da enzima A sobre XEA
foi de 11,31 Ul/mg, enquanto que a B apresentou uma atividade de apenas 3,82 Ul/mg.
Por outro lado, a enzima E apresentou uma atividade sobre XEA de 19,15 Ul/mg, o
que representa um aumento de atividade xilanasica da ordem de cinco a seis vezes em

comparagdo com Celluclast 1.5L°.

FIGURA 32 - GRAFICO COMPARATIVO ENTRE AS ATIVIDADES XILANASICAS DAS
PCTrR E DE CELLUCLAST 1.5L°. XEA, REPRESENTADO POR CINZA CLARO
E XMV, POR CINZA ESCURO
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Considerando-se que endoglucanases como a EG I de T. reesei apresentam
uma alta atividade B-(1-4)-xilanasica, estes dados confirmam o fato de que a supressio
gendmica de ambas as celobiohidrolases acarretou um aumento na expressdo de
endoglucanases, conforme demonstrado nos estudos de SUOMINEN et al. (1993).

Em continuagdo as observagdes descritas acima, ambas as PCTrR
deficientes em EG I (enzimas C e F) apresentaram os menores indices de atividades
sobre XEA, sendo que as enzimas B (CBH II-) e D (EG II-) recairam sob um nivel de
atividade intermediario. Por outro lado, a maior atividade sobre XEA foi detectada na
enzima G, que corresponde a uma supressdo tripla em EG II, CBH I ¢ CBH IL
Portanto, este dado reitera o fato de que a EG I apresenta alta atividade xilanolitica.
Por outro lado, a XMV ndo demonstrou ser um substrato adequado para EG 1.

Apesar de mais ativas sobre XEA, as preparagdes A € B (supressoes isoladas
de CBH I e CBH II) apresentaram um decréscimo equivalente de atividade em fungéo
da mudanga do substrato xilanasico. No entanto, este dado ndo foi confirmado pela
atividade xilanasica da enzima H (supressdo tripla em EG I, EG II ¢ CBH II), que
apresentou alto poder hidrolitico sobre xilanas nas condigdes experimentais utilizadas
nestes ensaios.

E interessante observar que a enzima F (EG I e II-) foi a tnica a apresentar
atividade contra XMV maior do que aquela apresentada sobre XEA, pois esta enzima
contém atividade majoritariamente celobiohidrolasica e a eventual ocorréncia de
maiores indices de EG III nesta preparagdo ndo teriam causado maiores influéncias
porque essa enzima ndo atua sobre substratos desta natureza (Matti Siika-Aho,
comunicagdo pessoal).

Existe uma tendéncia a se acreditar que a enzima EG I possui uma afinidade
maior ao substrato de aveia do que ao de vidoeiro, porém estudos mais especificos
para confirmar precisariam ser realizados.

A determinagdo da atividade B-glucosidasica foi medida baseando-se no

principio da proporcionalidade estequiométrica da reagdo enzimatica contra PNFG (p-
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nitrofenilglucosideo), com a subsequente liberagdo de PNF (p-nitrofenol) no meio de
reagdo. Todas as enzimas apresentaram atividade sobre PNFG consideravelmente
superior aquela observada para a Celluclast 1.5L° (Tabela 18), fato este provavelmente
relacionado a um efeito complementar da manipulagdo genética sobre o complexo
celulasico secretado por 7. reesei. No entanto, a comparagdo direta com Celluclast
1.5L® deve ser feita com cautela porque os estudos genéticos néio tiveram origem na
cepa industrial correspondente. Infelizmente, a falta de uma amostra do complexo
secretado pela cepa de origem nio nos permitiu ensaiar um estudo comparativo mais

realistico.

TABELA 18 - ATIVIDADES ENZIMATICAS SOBRE SUBSTRATOS CROMOFORICOS
DEMONSTRADAS PELAS PCTrR E FORMULACOES INDUSTRIAIS

’ PNFG PNFL PNFLc AZC
CODIGO Ul/mg Ul/ mg Ul/mg UT / mg

A 1,25 1,22 0, 94 0, 38
B 1,33 0,78 0,61 0, 39
C 0,41 0, 37 0, 14 0, 08
D 0,79 0,75 0,74 0,22
E 0,79 1,24 0, 95 0, 18
F 0,70 0, 84 0,37 0,21
G 0, 83 0,92 0,77 0, 37
H 0, 85 0,78 0, 38 0, 20

B-G id Iid id 0, 02
CP ild 1,39 0, 79 ild

ild — ndo detectado
PNFL - ensaio sem a presenc¢a de D-glucono-1,5-B-lactona
PNFLc - ensaio na presenga de D-glucono-1,5-B-lactona e celobiose

A atividade exoglucanasica (CBH) de cada PCTrR foi também medida
comparando a atividade sobre PNFL na auséncia e na presenga de inibidores
endoglucanasicos (celobiose) e B-glucosidasicos (D-glucono-1,5-B-lactona). Somente
as preparagdes CL, F e H apresentaram diferencas significativas entre essas medidas,
da ordem de 0,4 Ul/mg. De fato, estas sdo as enzimas que apresentam a maior

concentragdo de celobiohidrolases, cabendo valores apenas parciais de atividade
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aquelas enzimas em que a atividade celobiohidrolasica ndo foi muito pronunciada

(Figura 33).

FIGURA 33 - ANALISE COMPARATIVA ENTRE AS ATIVIDADES SOBRE PNFL. A
ATIVIDADE NA AUSENCIA DE CELOBIOSE ENCONTRA-SE
REPRESENTADA EM BRANCO, ENQUANTO QUE A DETERMINADA NA
SUA PRESENCA FOI REGISTRADA EM CINZA ESCURO

Ul / mg
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Dois substratos microcristalinos também foram utilizados para determinar a
atividade exoglucanasica das PCTrR: Avicel® e Sigmacelll®.

Diferentemente dos ensaios realizados com substratos de alta acessibilidade
as enzimas, a determinagdo da atividade sobre celulose microcristalina ndo permitiu
com que os resultados fossem expressos em unidades internacionais porque os niveis
de sacarificagdo obtidos foram muito inferiores ao requerido para os calculos. A
unidade internacional foi entdo prejudicado pela incapacidade de algumas enzimas em
liberar quantidades apreciaveis de glucose e celobiose a partir de estruturas de maior
organizagao estrutural. Nestes casos, o ensaio foi realizado a uma carga protéica
constante e igual a 200 mg/g de substrato e a atividade hidrolitica foi descrita como o
rendimento de hidrélise, expresso em equivalentes de glucose e obtido apos 2 horas de
incubagdo a 45°C e 150 rpm.

Os resultados indicaram que cada enzima apresentou um indice de
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sacarificagdo caracteristico, sugerindo diferencas em seus modos de agdo sobre
substratos de alta organizagdo molecular.

De um modo geral, a supressdo isolada de apenas um dos genes que
codificam para as principais celulases de 7. reesei acarretou um decréscimo
consideravel na atividade do complexo sobre Avicel® e Sigmacell® (vide Celluclast
1.5L°®), mas a extensdo da hidrélise em todos os casos ndo diferiu substancialmente
quer entre os substratos, quer entre as enzimas ensaiadas. Das quatro monossupressdes
(enzimas A, B, C e D), a enzima D foi a que demonstrou a melhor performance, muito
embora as diferencas possam ser interpretadas como inseridas no erro do
procedimento experimental (Figura 34).

A enzima F foi a que apresentou maior atividade sobre celulose microcristalina,
uma decorréncia direta de seu alto teor em celobiohidrolases. Por outro lado, as
preparacgdes enzimaticas G e H, das quais foram suprimidos pelo menos trés genes que
codificam para as principais enzimas do complexo, apresentaram baixa eficiéncia
hidrolitica contra ambas, Avicel® e Sigmacell®. Da mesma forma, a enzima E foi

responsavel por indices de sacarificagdo analogos as enzimas G e H.

FIGURA 34 - GRAFICO COMPARATIVO ENTRE AS ATIVIDADES DAS PCTrR E DE
CELLUCLAST 15L° SOBRE DOIS TIPOS DE CELULOSE
MICROCRISTALINA. AS BARRAS ESCURAS INDICAM A HIDROLISE DE
AVICEL®, ENQUANTO QUE AS BARRAS TRANSPARENTES, DE
SIGMACELL®

Hidrélise (%, m/m)
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O comportamento de ambas as preparagoes destituidas de CBH I ¢ CBH 11
foi certamente congruente com a constatagdo de que substratos microcristalinos
requerem este tipo de atividade para que sejam sacarificados a uma extensdo
mensuravel. No entanto, a baixa atividade catalitica da enzima H foi relativamente
surpreendente porque esta preparagdo contém CBH I em alto titulo. Portanto, duas
possibilidades poderiam justificar este comportamento anémalo: ou a supressdo tripla
comprometeu radicalmente o sinergismo necessario para a sacarificagdo de celulose
microcristalina, ou a CBH I ndo se encontra presente na preparagdo em sua forma
integra, ou seja, com a capacidade de adsorver ao substrato € com isso exercer sua
acdo hidrolitica caracteristica, via terminais redutores da cadeia. Na verdade, essa
ultima hipétese estaria de acordo com a atividade proteolitica detectada em todas as
preparagdes enzimaticas, conforme descrito abaixo.

Complementando este estudo, foram realizadas as medidas da atividade
proteolitica sobre o substrato azocaseina (AZC), sendo que os valores experimentais
foram também representados em UT/mg (Tabela 18, Figura 35). Todas as preparagdes
enzimaticas apresentaram uma atividade proteolitica residual, que variou de 0,38
UT/mg na enzima B a 0,02 UI/mg em Celluclast 1.5L°. Como o peptideo de
interligagdo entre os dominio catalitico (DC) e o dominio de ligagdo ao substrato
(DLC) ¢ suscetivel a protedlise (TEERI et al., 1999), tais resultados sugerem que
praticamente todas as PCTrR devem apresentar um teor variavel de DC livre. Sendo
este 0 caso, deve-se também reconhecer que quantidades proporcionais de DLC livre
deverdo estar presentes nestas preparagdes. Estudos de KUBICEK-PRANZ (1991)
indicaram que uma protedlise parcial ¢ um fenémeno comum nas celulases de
Trichoderma, ndo significando que este efeito altere a atividade celulasica do
complexo.

Em sua revisdo bibliografica Kubicek (1992) apresenta evidéncias muito
fortes de que a atividade proteolitica de celulases ocorre naturalmente. As proteases

que estdo envolvidas na degradagéo de celulases s3o induzidas por um pH extracelular
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inferior a 4 e uma baixa carga protéica (~ 0,1 mg / ml ). Diferentes celulases sdo
atacadas de maneiras diferentes, por exemplo, enquanto o ataque a CBH I inicia pela
remogdo exclusivamente do dominio-AB , a CBH II ¢ atacada simultaneamente nos
seus dois terminais , dificultando a a¢do destas enzimas sobre celulose cristalina..

A protedlise pode causar efeitos adversos na qualidade das preparagoes
celulasicas em escala piloto ou comercial.

Conforme declarado anteriormente, as condigdes de fermentagdo das PCTrR
para produgdo de enzimas ndo foram otimizadas afim de minimizar a secregdo de
atividade proteolitica no meio. Desta forma, foi identificada em carater prioritario a
necessidade de estudos mais avangados para investigar a ocorréncia de DC livres nas
PCTrR, pois tal constatagdo poderia ter uma influéncia consideravel sobre a
interpretagdo de suas atividades especificas e eventuais aplicagdes no biopolimento
e/ou modificagdo superficial de fibras celuldsicas comerciais. Tal estratégia teve como
base a analise das PCTrR por cromatografia de bioafinidade, conforme descrito na

proxima se¢do deste trabalho.

FIGURA 35 - GRAFICO DEMONSTRATIVO DAS ATIVIDADES PROTEOLITICAS
PRESENTES NAS PCTrR E NA PREPARACAO INDUSTRIAL UTILIZADA
COMO REFERENCIA

Celluclast 1,5L EH0,02

1 1
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Concentragdo, mg/ml
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5.2 CARACTERIZACAO DAS PREPARACOES CELULASICAS POR
CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA (FPLC)

Nesta se¢do encontram-se apresentados os dados referentes a padronizagdo e
validagdo da metodologia de FPLC. Esta analise cromatografica foi utilizada como
mstrumento para fracionar os componentes protéicos constitutivos das PCTrR, sendo
que a preparagdo comercial Celluclast 1.5L® foi utilizada com a finalidade de calibrar
o sistema. Este procedimento, realizado a posteriori para analisar as fragdes protéicas
constituintes das PCTrR, foi acompanhado por varios ensaios de atividade especifica,

conforme descrito abaixo.

5.2.1 Padronizagdo do Sistema Cromatografico Utilizando Celluclast 1.5L°

A padronizagdo da metodologia de FPLC foi inicialmente validada com
Celluclast 1.5L°, quando a estratégia de fracionamento das aliquotas foi padronizada
para o sistema cromatografico. A cada aliquota fracionada foram dosadas a carga
protéica, a atividade sobre HEC e a atividade monoclonal para CBH II. O sistema
cromatografico foi entdo otimizado afim de se obter a menor superposi¢do possivel
entre os diversos grupos de celulases, sendo que a validagdo da metodologia foi
realizada através da repeticdo dos ensaios € da determinagdo de seus indices de
reprodutibilidade (vide item 4.2.6). Atividades especificas complementares foram
também realizadas em paralelo para melhor caracterizar o perfil de eluigdo do sistema
cromatografico. Finalmente, uma vez padronizada e validada a metodologia, as
PCTrR foram cromatogradas.

Em um detalhamento maior do procedimento padréo estabelecido a partir da
CL, as amostras foram inicialmente dessalinizadas em uma coluna ECONOPAC 10
G® e diluidas para uma concentragio protéica final de 3-5 mg/ml de solugdo tampio.
Cabe ressaltar que esta coluna é composta por um gel de poliacrilamida que

proporciona elevados rendimentos no processo de dessalinizagdo sem que haja
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interferéncia na atividade biologica das enzimas, pois esta exclui somente moléculas
com massa molecular menor que 6 kD e acredita-se que as proteinas constituintes das
PCTrR possuem massa molecular minima de 23 kD. No entanto, estudos recentes
indicaram que a EG V (pI =2,8-3) poderia ser parcialmente retida por esta coluna,
mesmo possuindo uma MM na faixa de 23 kDa (Matti Siika-aho, comunicagio
pessoal).

Como resultado desta validagdo para CL, tivemos a elaboragdo de uma
seqiiéncia de eluigdo com a coleta de aliquotas de 2,0 ml a cada minuto, gerando um
total de 44 aliquotas (V= 88mL) por ensaio que por sua vez continham separadamente
os componentes protéicos. A distribui¢do das fragdes com relagdo aos grupos de
enzimas estabelecidos nesse estudo estdo representados na Figura 36.

FIGURA 36 - CROMATOGRAMA DA PREPARACAO COMERCIAL CELLUCLAST 1,5L° POR

FPLC, COM A IDENTIFICACAO DAS FRACOES FORMADAS A PARTIR DAS
ALIQUOTAS ELUIDAS DA COLUNA
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Inicialmente, foram dosadas em cada aliquota eluida o teor de proteinas pelo
método de Lowry (vide item 4.2.5), a atividade sobre HEC (vide 4.2.6.3) ¢ a
reatividade contra anticorpos monoclonais desenvolvidos para CBH II (vide item
4.42). Alternativamente, a atividade das aliquotas que constituiram as fragdes
endoglucanasicas foi determinada contra o substrato cromogénico 4-metilumbeliferil-
celotriosideo (MUmbGs3), visando a detecgdo seletiva de EG II na presenca de
quaisquer outros componentes do sistema celulasico de 7. reesei.

Na Figura 37 encontram-se relacionadas a atividade sobre HEC e o teor de
proteinas determinado em cada aliquota de 2 ml que constitui o perfil de eluicdo da
enzima. O desvio padrdo relativo a estas analises sugere que os valores entre 0,1 e 0,2

Ul/ml ndo devem ser considerados absolutos pois estio fora do limite de

confiabilidade do método.

FIGURA 37 - ANALISE DAS FRACOES DE FPLC PARA A CELLUCLAST -
COMPARACAO ENTRE O TEOR DE PROTEINAS (BARRAS) E A
ATIVIDADE SOBRE HEC (LINHA)
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Foi observado que a concentragdo de proteinas varia ao longo da eluigdo,
enquanto que a atividade especifica sobre HEC (endoglucanases) limitou-se as
primeiras fragdes coletadas. Portanto, a fragdo F1 foi a que apresentou maior atividade
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sobre HEC, enquanto que as fragdes F2, F3 e F4 apresentaram atividade
endoglucanasica em niveis bem inferiores. Finalmente, nenhuma atividade sobre HEC
foi detectada na fragdo F5, sugerindo que esta corresponda a exoglucanase de menor pl
em 7. reesei,a CBH 1.

Outra importante observagdo feita sobre o perfil de eluicdo da CL foi a de
que as aliquotas que representam a enzima CBH I (fragdo F5) corresponderam a mais
de 57% do teor protéico total da amostra, o que esta perfeitamente de acordo com o
trabalho publicado por TENKANEN et al. (1999). No entanto, ¢ importante observar
que este resultado diz respeito exclusivamente ao teor protéico, ndo havendo qualquer
elemento para garantir que a banda de eluigdo da CBH I ndo pudesse estar
parcialmente contaminada com outro componente protéico existente no complexo
celulasico de T. reesei.

Na Tabela 19 estdo listados os teores protéicos das cinco fragdes compostas a
partir das aliquotas de 3 a 34, juntamente com suas respectivas atividades
endoglucanasicas. As fragoes F1 e F3 foram aquelas que apresentaram os maiores
quociente entre a atividades HEC e o teor proteico, caracterizando volumes de eluigdo

majoritariamente endoglucanasicos.

TABELA 19 - PROTEINAS E ATIVIDADE HEC PARA CELLUCLAST 1.5L°® NAS FRAGCOES

COLETADAS APOS O FPLC
Aliquotas Fragdo Proteinas (mg/ml) | Atividade sobre HEC (Ul/mg)
3-9 1 2,304 12,09
10-11 2 0,476 5,96
12-16 3 1,868 11,34
17-27 4 2,88 3,14
28-34 5 7,14 2,71

A presenga de EG II nas fragdoes F1, F2 e F3 foi determinada mediante
ensaio contra o substrato cromogénico 4-metilumbeliferil-celotriosideo (MUmbGs).

Segundo CLAEYSSENS et al. (1990), o MUmbG; pode ser considerado especifico
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para EG II porque esta enzima ¢ a unica capaz de clivar sua ligagdo heterosidica,
liberando a aglicona para analise espectrofotométrica. No entanto, -glucosidases
como as presentes no complexo enzimatico de 7. reesei também sdo capazes de
exercer esta agdo catalitica, razdo pela qual o ensaio foi conduzido na presenga de
glucono-1,5-lactona, um forte inibidor de atividade B-glucosidasica. O ensaio, com
CL, revelou uma atividade média de 1,35 nkat/ml na fragdo F1, 0,71 nkat/ml na fragdo
F2 e valores inferiores a 0,09 nkat/ml nas demais aliquotas. Sendo assim, a EG II esta
restrita as duas primeiras fragdes do FPLC, sendo que a maior parte desta enzima
encontra-se na fragdo F1.

Embora ndo tenha sido realizado nenhum ensaio especifico, a enzima EG III
deve ter apresentado uma baixa afinidade pela coluna Resource Q® e, por conseguinte,
um baixo volume de retengdo. Tal comportamento cromatografico € justificavel pela
propra caracteristica estrutural da enzima, que possui uma pequena massa molecular
(25 kDa), um alto ponto isoelétrico (pI de 7,4) e pouca afinidade pela fase estacionaria
por ser destituida do DLC (Tabela 7). Por outro lado, estando ambas EG II e EG III
restritas as fragdes F1 e F2 do perfil de eluigdo, a atividade endoglucanasica das
fragdes F3 e F4 foi atribuida as varias formas isomoérficas da enzima EG 1. Esta
hipétese € também justificavel mediante uma analise das propriedades da enzima que,
com massa molecular de 55 kDa e pI de 4,6 (Tabela 7), teria a tendéncia de eluir na
regido intermediaria do gradiente de eluigdo. Outra observagdo importante € o fato de
40% do total da atividade endoglucanasica da enzima controle CL estar concentrada
nestas fragoes.

Para confirmagdo dos dados referentes a separagdo cromatografica dos
componentes protéicos, foram também realizados ensaios de atividade monoclonal
para a detecgdo de CBH II em todas as fragdes coletadas do FPLC. Estes ensaios
indicaram a presenga de CBH II nas aliquotas 8, 10, 12, 14, 16, 20 e 24, sendo que as
aliquotas com maior intensidade foram as de 10 a 14. Na Figura 38 encontram-se 0s

resultados da atividade monoclonal para cada aliquota de CL.
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Como pode ser visto nas atribui¢gdes enzimaticas de cada fragdo isolada, a
CBH 1I pode ser encontrada em pelo menos duas fragdes das seis isoladas e isto
caracteriza a falta de resolugdo que o sistema apresenta para esta enzima em
especifico. Tal comportamento cromatografico esta associado: (a) a presenca de varias
formas isomorficas (ou isoenzimas) da CBH II dentre as celulases secretadas por 7.
reesei ¢ (b) a proximidade que a CBH II e a EG I apresentam em seus pontos
isoelétricos, massa molecular e/ou raio hidrodindmico (vide Tabela 7). De fato, ndo ha
qualquer registro na literatura de protocolo unico de analise capaz de segregar a CBH
IT do restante do complexo enzimatico de maneira inequivoca, 0 mesmo se aplicando
para as enzimas EG II e EG III, encontradas principalmente na fragao F1 do protocolo
de analise (aliquotas de 3 a 9).

FIGURA 38 - REPRESENTACAO DA QUANTIDADE DE CBH II EXISTENTE EM CADA
ALIQUOTA ELUIDA POR FPLC A PARTIR DE CELLUCLAST 1.5L° CADA
QUADRADO REPRESENTA UM INCREMENTO RELATIVO DE ANTICORPO
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A anilise das fragdes mostra que no volume final de eluigdo da corrida
cromatografica, as aliquotas de 28 a 34 (fragdo F5) ndo apresentaram qualquer indicio
de atividade endoglucanasica (HEC) ou presenga de CBH II, embora uma quantidade
consideravel de proteinas tenha sido detectada. Tal observag@o, juntamente com a

avaliagdo dos pl das enzimas, levou-nos a definir esta regido como os volumes de
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retengdo que caracterizam a eluigdo da CBH I e, eventualmente, de seu respectivo
dominio catalitico. Os ensaios de atividade especifica para confirmar esta regido como
de agdo especifica de CBH I serdo discutidos na proxima se¢do, juntamente com as
PCTrR.

Segundo os resultados obtidos nesta etapa de validagdo do método, foi
definido que: (a) a fragdo F1 € a regido de maior probabilidade de se encontrar EG Il e
EG III; (b) a fragdo F2 representa a regido de maior probabilidade de se encontrar EG
II e CBH II; (c) a fragdo F3 concentra as enzimas EG I e CBH II; (d) a fragdo F4 ¢
majoritariamente composta pela enzima EG I; e (e) a fragdo F5 encerra o principal
componente do sistema celulasico, ou seja, a CBH L

A etapa final da padronizagdo do sistema cromatografico foi a dosagem na
F5 do teor de dominio catalitico livite de CBH I (vide item 4.4.3). Estas analises
pretendiam confirmar se a CBH I estava completa ou se, por agdo proteolitica do meio,
havia sido parcialmente convertida em DC livre. Esta validagdo foi feita utilizando as
aliquotas de 31 a 34 e, como na fase anterior, as primeiras medidas a serem efetuadas

foram as determinagdes de teor protéico (vide item 4.2.5).

5.2.2 FPLC das PCTrR e Atividades Especificas Presentes nas Fragdes Coletadas

Nesta se¢do encontra-se avaliada a cromatografia de troca i6nica (FPLC) das
PCTrR e as atividades especificas de cada fragdo obtida, depois do procedimento de
validagio para a Celluclast 1.5L°. O procedimento de validagdo da metodologia foi
descrito em 5.3.1 e suas condigdes cromatograficas, no item 4.4. Os trabalhos foram
desenvolvidos em quatro etapas que envolveram: a obtengdo inicial dos
cromatogramas das PCTrR, usando a metodologia validada; a separagdo das fragGes
onde a probabilidade era maior de se encontrar os distintos grupamentos celulésicos; a
confirmagio do perfil catalitico mediante a determinagdo das atividades especificas de

cada fragdo; e a analise da fragdo F5 para confirmagdo da presenga de DC livre da
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CBH I nas preparagoes.

O processo inicial de preparagdo das amostras (dessalinizagdo) foi
acompanhado de medigdes condutivimétricas, feitas com as diluigdes das PCTrR
antes destas serem cromatografadas. A média entre as leituras obtidas para cada

dilui¢do encontra-se expressa na Tabela 20.

TABELA 20 - VALORES DE CONDUTIVIDADE ELETRICA NAS DILUICOES DAS ENZIMAS

PARA O FPLC
Enzima Medida condutivimétrica (KuS) Enzima | Medida condutivimétrica (KuS)
A 19,8 E 21,5
B 19.6 F 213
C 21.8 G 227
D 226 H 25

O resultado das leituras nas dilui¢des das amostras ficou entre 19,6 e 22,2
KuS, com um desvio padrdo relativo de 5,37% em torno da média. Tais amostras
foram consideradas apropriadas para a analise cromatografica, pois os limites de
aceitacdo do método foram de 17 e 24 KuS para uma fase mével com condutividade
elétrica inicial de 22,0 KpuS.

As Figuras 39 e 40 apresentam os cromatogramas obtidos por FPLC para as
PCTrR. Iniciando pela visualizagdo do perfil protéico, é possivel observar que
existem diferencas significativas na composi¢do das respectivas preparagdes. Estas
variag0es representam o efeito da manipulagdo genética sobre o complexo celulasico
de T. reesei, muito embora nio tenha sido possivel utilizar o controle mais adequado
para estes ensaios.

Dentre tantas observagdes experimentais que se podem fazer sobre os perfis
obtidos, percebe-se que a enzima A apresenta claramente a auséncia de CBH I (Figura
40), enquanto que o distribui¢do protéica nas outras fragdes eluidas apresentou uma

correlagdo aceitavel com a expectativa gerada pela estratégia de manipulagdo genética

(Figuras 39 e 40).
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Obviamente, dados exclusivamente relacionados com proteinas precisam ser

analisados com cuidado, pois os cromatogramas obtidos certamente revelam a

presenca de outras proteinas e/ou enzimas que ndo foram investigadas nesse estudo.
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FIGURA 40 - CROMATOGRAMA DAS PCTRR QUE SOFRERAM SUPRESSAO DE

CELOBIOHIDROLASES
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Para que as atividades em todas as fra¢cdes pudessem ser expressas em temos
de atividade especifica (Ul/mg ou nkat/mg), foram dosadas as suas respectivas
concentragdes em proteinas segundo o método de Lowry. A comparagdo entre as
varias fragdes protéicas existentes nas PCTrR pode ser vista na Figura 41, onde os
dados de proteinas encontram-se normalizados, enquanto que as respectivas atividades
especificas sobre HEC encontram-se discriminadas na Tabela 21 e na Figura 42.

E interessante observar que a remogdo de CBH I, sendo a principal enzima

presente no complexo enzimatico produzido pelo fungo, naturalmente acarreta um
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aumento percentual na contribui¢gdo associada aos outros componentes enzimaticos
como, por exemplo, as endoglucanases EG I, Il e IIl. Enquanto que a fragdo F1 da
enzima A respondeu por 56,5% de seu teor protéico, esta mesma fragdo foi
responsavel por apenas 19,9% do teor protéico da enzima B, justificando a expectativa
de que a remogdo de CBH I acarreta uma alteragdo significativa na composig¢ao
protéica das preparagdes (Figura 41). No entanto, mesmo estando bem caracterizada a
auséncia de CBH I na enzima A (SUOMINEN et al., 1993), ainda houve detec¢do de
alguma proteina residual na fracdo F5, evidenciando a ocorréncia de outras proteinas
de comportamento cromatografico equivalente 8 CBH I nesta fragdo. Uma especulagdo
sobre a natureza destas proteinas pode ser enderegada a EG V, uma endoglucanase
minoritaria que apresenta pl inferior a CBH I (Tabela 7), mesmo porque a atividade
sobre HEC ndo foi monitorada nos volumes isolados a partir da aliquota 34.
Obviamente, outros fragmentos protéicos podem ter igualmente contribuido para a
composi¢do destas fragdes, como dominios de ligagdo ao substrato e peptideos de

natureza desconhecida.

FIGURA 41 - RELACAO PERCENTUAL DO TEOR DE PROTEINAS EM CADA FRACAO
DERIVADA DAS PCTRR E CELLUCLAST 1.5L* (CL) POR FPLC
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TABELA 21 -ATIVIDADE SOBRE HEC NAS FRACOES COLETADAS APOS O FPLC.
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Fragdo Atividade sobre HEC (nkat/ml)
A B C D E F G H
1 30,3 29,6 2,0 2,6 39,3 5.3 4,6 0
2 75 93 0 0 12,8 0 0 0
3 20,8 16,2 0 16,3 41,7 0 19,2 0
4 8,5 9,1 0 9,1 16,6 0 17,3 0
5 0 0 0 0 10 0 0 0

Comparando-se as enzimas A e B nas Tabela 21 e Figura 42, percebe-se que
a monossupressao de apenas uma celobiohidrolase, seja CBH I ou CBH II, ndo
interfere consideravelmente sobre a distribui¢do de atividade endoglucanasica nas
fragdes isoladas por FPLC. Tal observagdo seria também aplicavel a enzima E, ndo
fosse a pequena atividade endoglucanasica detectada na fragdo correspondente a CBH
I (fragdo F5). Interessantemente, este comportamento andmalo da fragdo F5 ndo foi
exclusivo da enzima E, pois o controle CL (Celluclast 1.5L®) também apresentou
atividade residual sobre HEC nesta fragdo. Portanto, como a atuagdo da CBH I sobre
substratos solaveis € dificilmente detectavel, pois se restringe as unidades de
anidroglucose existentes a partir do terminal ndo redutor at¢ a primeira unidade
hidroxietilica substituida, a detecg¢do de atividade sobre HEC na fragdo F5 deve estar

relacionada a presenga de alguma contaminagdo ainda ndo identificada nestas fragdes.

FIGURA 42 - ATIVIDADE SOBRE HEC DETERMINADA NAS FRACOES DERIVADAS DAS
PCTRR E CELLUCLAST 1.5L® (CL) POR FPLC (DADOS NORMALIZADOS)
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Considerando-se as atribuiges feitas sobre a eluigdo de Celluclast 1.5L°, foi
observado que a da enzima F (supressdo dupla em EG I e EG II) apresentou atividade
contra HEC apenas na fragdo F1 sugerindo que a EG III encontra-se majoritariamente
restrita a esta fragdo. Por outro lado, a monossupressdo de EG I na enzima C também
aumentou o teor protéico € a atividade contra HEC na fragdo F1. Finalmente, a
auséncia de EG II na enzima D aumentou consideravelmente as medidas de atividade
nas fragoes F3 e F4, donde conclui-se que estas fragdes contém a maior parte da EG I
presente no sistema celulasico de 7. reesei.

A despeito das diferencas marcantes em suas constitui¢Ses protéicas, as duas
enzimas em que EG I foi suprimida por manipulagdo genética apresentaram o mesmo
perfil catalitico contra HEC. Tratando-se de uma supressdo simples (enzima C) e de
uma supressdo dupla (enzima F), esta observagdo tem trés decorréncias imediatas:

(a) que a enzima EG III, constante na fragdo F1 do FPLC, ¢ de grande
importancia nas preparagdes onde EG I foi eliminada, apesar de ser uma enzima
destituida do dominio de ligagdo a celulose;

(b) ambas, EG II e III, estio definitivamente concentradas na fragdo FI do
Processo; €

(c) os niveis de EG III ou de outro componente endoglucanasico do sistema
aumentaram na enzima onde ambas, EG I e II, foram eliminadas.

Como discutido anteriormente, as observagoes feitas acima podem também
ser deduzidas a partir do perfil de eluicdo da enzima H por FPLC pois, sendo uma
supressdo tripla em EG I, EG I e CBH II, todo o teor protéico registrado nas fragdes
de F2 a F4 representam constituintes protéicos de natureza ndo celulasica, podendo
inclusive envolver a presenga de outras hidrolases como xilanases e mananases.
Obviamente, a fragdo F1 ndo foi citada nesta analise porque contém a enzima EG III,
enquanto que a fragdo F5, de natureza n3do endoglucanasica, contém quase que

exclusivamente a CBH L.
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A enzima H apresentou 28% de outras proteinas em sua constitui¢do que nao
a CBH I, apesar de representar uma preparagao que sofreu uma triplice remogéao de EG
[, EG Il e CBH II (Figura 41). Interessantemente, esta enzima ndo apresentou qualquer
atividade contra HEC nas fragdes eluidas, mesmo naquelas tradicionalmente
associadas a atividade endoglucanasica (Figura 42). Portanto, o perfil de elui¢dao da
enzima H da o testemunho definitivo de que outras proteinas, enzimas ou nio, poderao
estar interferindo com o método.

A expressdo da atividade endoglucanasica em relagdo ao teor protéico (ou
nkat/mg), para cada uma das fragdes eluidas consecutivamente da coluna de FPLC,
demonstrou que a fragdo F2 apresentou, particularmente para as enzimas B ¢ E, a
maior atividade especifica sobre HEC (Figura 43). Desta forma, conclui-se que apenas
a enzima EG II presente na fragdo F2 apresentou-se em maior indice de pureza, e que
todas as outras fragdes continham outras proteinas e/ou enzimas que ndo apresentavam
atividade sobre HEC. O unico resultado contraditorio a esta observagao foi
proporcionado pela enzima C, que contém EG II mas que ndo apresentou qualquer

atividade especifica como propriedade da fragao F2.

FIGURA 43 - ATIVIDADE ESPECIFICA RECUPERADA POR FRACAO ELUIDA DO FPLC
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Os resultados confirmam, em todos os casos, as expectativas de que os

experimentos de manipulagdo genética com 7. reesei foram bem sucedidos.

5.2.3 Avaliagdo da Presenga do Dominio Catalitico Livre no Intervalo de Elui¢ido de
CBHI

A ocorréncia de DC livre na fragdo F5 do perfil de eluigdo cromatografico
foi determinada por analise cromatografica complementar em Phenyl Sepharose®, cujo
principio de separagdo baseia-se na interagdo hidrofobica das proteinas com a fase
polimérica de que a coluna € constituida (fase estacionaria). Nesse caso, a detecgdo de
CBH I e seu DC foi realizada através de medidas de teor protéico e de atividade
exoglucanasica nas aliquotas coletadas a partir da estratégia de eluicdo, conforme
descrito no item 4.2.6.7 .

O comportamento equivalente entre a CBH I e seu dominio catalitico (DC)
na coluna Resource Q® (FPLC) foi possivel devido a equivaléncia existente entre os
seus pontos isoelétricos € a proximidade que caracteriza as suas massas moleculares.
No entanto, estes componentes protéicos apresentam volume de retengdo diferenciado
em Phenyl Sepharose® porque o dominio de ligagio ao substrato (DLC) aumenta a
afinidade da CBH I pela matriz. Portanto, a banda com menor volume de eluigdo
corresponde ao DC da CBH I, enquanto que a segunda banda corresponde a presenga
de sua forma integral (Figura 44).

A analise do CBH I p¢ foi realizado somente na F% do perfil cromatografico
obtido por FPLC.

Os resultados obtidos em Phenyl Sepharose® por interagio hidrofobica (vide
item 4.4.3), indicaram a existéncia de niveis varidveis de CBH I pc em todas as

preparagdes enzimaticas, que continham CBH L
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FIGURA 44 - PERFIL DE ELUICAO DA FRAgf\O F5 (CBH I) DA ENZIMA CELLUCLAST
1.5L® EM PHENYL SEPHAROSE
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Uma decorréncia direta desta observagdo foi exatamente a constatagdo de
que, na maioria das enzimas estudadas exceto na CL, a fragdo que continha o CBH I
encontrava-se com altas cargas de DC livre, ou seja, da enzima desprovida de seu
dominio de ligagdo ao substrato (DLC), o que certamente deve influenciar a
interpretagdo dos dados de atividade enzimatica obtidos a partir das preparagGes
enzimaticas originais.

Os resultados para esta fragdo F5 permaneceram na mesma faixa de trabalho
validada para os ensaios com a coluna Resource Q®. Estas fragdes de CBH I
analisadas em uma nova corrida cromatografica, porém, utilizam o conceito de
mteragdo hidrofébica separando o dominio catalitico da enzima inteira. Muitas das
duvidas que surgiram no comportamento das PCTrR, como por exemplo a atividade
quase que proporcional entre as enzimas A ¢ B frente a papel filtro, puderam ser
explicadas pelo teor de dominio catalitico presente no preparado enzimatico.

A determinagdo da atividade exoglucanasica teve como principio a hidrélise
do 4-metilumbeliferil-lactosideo (MUmbL) na presenga € na auséncia do principal
inibidor das celobiohidrolases (celobiose). Desde que realizado sempre na presenca de

excesso de gluconolactona, que inibe a agdo das B-glucosidases sobre o substrato, este
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ensalo assegura a detecgdo da atividade residual de outros componentes enzimaticos
ndo celobiohidrolasicos na fragdo F5 (e.g, EG I), pois na presenca de altas
concentragdes de celobiose, ambas CBH I e seu DC sdo incapazes de exercer qualquer
atividade catalitica. Portanto, a diferenga entre as atividades sobre MUmbL, na
presenca € na auséncia de celobiose, fornece a leitura da atividade exoglucanasica
presente na fragdo.

Todas as enzimas derivadas de cepas recombinantes de 7. reesei (PCTrR)
apresentaram altos teores de proteinas no volume de retengdo tipicamente atribuido ao
DC livre em Phenyl Sepharose®, sendo que em dois casos a estrutura integral da CBH
I ndo foi sequer detectada pelo método de Lowry. Porém, a mesma avaliagdo analitica,
quando realizada em fungdo da atividade especifica das fragdes isoladas sobre
MUmbL, demonstrou que a extensdo da protedlise de CBH I foi ainda maior do que o
indice previsto pelo método de Lowry. Por exemplo, a fragdo F5 da enzima B
apresentou 100% de CP com base nos calculos de atividade especifica, ao passo que
apenas 78,6% deste componente foram detectados mediante ensaios de teor protéico,
conforme demonstrado na Tabela 22. No entanto, a curva de calibragdo estabelecida
para o método enzimatico revelou um limite de detecgdo (ou sensibilidade) minimo de
0,6 nkat/mL., o que representa algo em torno de 10% a atividade exoglucanasica total
estabelecida como referéncia no método. Assim, apesar de a fragdo F5 da enzima B
apresentar 100% de DC com base na atividade diferencial sobre MUmbL, € possivel
que os niveis de atividade na banda de eluicio de CBH I ndo tenham sido
suficientemente altos para permitir detecgdo dentro dos limites de sensibilidade do
método.

Um outro exemplo relativo a questdo do limite de sensibilidade do método
enzimatico diz respeito ao controle CL, ou Celluclast 1.5L°. Com base no teor
protéico, esta enzima comercial apresenta praticamente 22% de seu componente
celobiohidrolasico CBH I como DC livre. No entanto, verificada a atividade
enzimatica sobre MUmbL das fragdes eluidas da coluna de Phenyl Sepharose®,
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conclui-se que ndo ha qualquer evidéncia de protedlise nesta preparagdo, apesar de que
os limites de deteccdo do método devam ser respeitados. Assim, apesar de ter
apresentado uma atividade proteolitica residual, e de corresponder a uma preparagio
com pelo menos dez anos de sua data de fabricagdo, a amostra de Celluclast 1.5L°
usada neste estudo ndo apresenta qualquer alteragdo de seu principal componente
enzimatico, 0 que reitera a sua apropriagdo para ensaios de sacarificagdo total de

substratos celulosicos pré-tratados (RAMOS et al., 1997).

TABELA 22 - DETERMINACAO DO TEOR DE DOMINIO CATALITICO (DC) LIVRE NA
FRACAO F5 (CBH I) DAS PCTrR

Meétodo de Atividade sobre MUmbL
Enzima Lowry
% de CBHIDC com celobiose sem celobiose % de DC
livre (nkat/mL)> (nkat/mL) livre em F5°
em F5' F5.1 F5.2 F5.1 F5.2

CL 78,61 ild* 0,07 ild 0,48 100
B 99.99 ild ild 0,31 ild 100
C 84,12 ild ild 0,36 ild 85,96
D 9422 0,03 ild 0,45 0,12 100
F 92,59 0,08 ild 0,54 ild 100
H 99.99 0,01 ild 0,38 ild ild

' O teor de DC livre (%) corresponde a razio percentual entre os teores protéicos presentes nas
bandas de eluigdo da CBH I e de seu DC;

? F5.1 corresponde a banda de eluigdo do DC da CBH 1, enquanto que F5.2 representa a enzima

5 gﬁ; de DC livre (%) corresponde a razdo percentual das atividades diferenciais sobre

MUmbL.

ild = abaixo do limite de detec¢do do método

Considerando-se que a CBH I encontrava-se majoritariamente como DC nas

PCTrR, qual teria sido o efeito causado pela agéo proteolitica sobre o0 modo de agédo
catalitica da enzima. Sabe-se que a adsor¢do, através do DLC, é uma propriedade
essencial das celulases e que a sua remogdo por protedlise compromete a efetividade
com que a enzima exerce a sua atividade sobre celulose microcristalina. No entanto, a
protedlise nio altera a estereoquimica do dominio catalitico (DC) e, portanto, ndo
modifica 0 seu mecanismo de agdo. Assim, o fato das enzimas B, C, D, F ¢ H

apresentarem a CBH I na forma de DC livre deve ter reduzido a eficiéncia com que

exerceram as suas agdes hidroliticas e isto se justifica por terem sofrido redugdo e/ou
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eliminagdo da capacidade de adsorgdo ao substrato de seu principal componente
enzimatico. Esta talvez tenha sido a razdo para a equivaléncia observada entre a

acessibilidade sobre papel de filtro e celulose microcristalina das monossupressdes A e
B (Figura 45).

FIGURA 45 - DOMINIO CATALITICO (DC) LIVRE RECUPERADO APOS ANALISE
CROMATOGRAFICA DA FRACAO F5, COM BASE EM PROTEINA TOTAL
(BARRAS ACINZENTADAS) E NA ATIVIDADE DIFERENCIAL DA FRACAO
CONTRA MUmbL (BARRAS TANSPARENTES) NA PRESENCA E NA
AUSENCIA DE CELOBIOSE
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53 AVALIACAO DO PERFIL DE HIDROLISE DAS PREPARACOES
CELULASICAS EM ESTUDO

Os primeiros ensaios de hidrolise utilizando as PCTrR sobre fibras
celuldsicas foram realizados utilizando titulo protéico de 40 mg de proteina por grama
de substrato celuldsico deslignificado. A definigdo da carga enzimatica nestas
hidrolises foi muitas vezes superior aos valores preconizados para processos
industriais, que ndo excedem 1 mg de proteina por grama de substrato (PERE et al.,
1999), porque esta condi¢do de ensaio visava observar com maior precisao a agao
sinergistica entre as endoglucanases e exocelobiohidrolases sobre a fibra kraft
deslignificada. Nestes ensaios, foi também adicionado as preparagbes celulasicas um
excesso de B-glucosidases (Novozym 188®) para que se pudesse obter a cinética da
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reagdo sem a interferéncia inibitoria da celobiose (RAMOS et al., 1992b).

A opgdo de se trabalhar com polpas kraft deslignificadas de pinus como
substrato para os ensaios de sacarificagdo esteve relacionada com a grande
acessibilidade desse material celuldsico, seu teor em lignina virtualmente negligivel e
sua relativa homogeneidade, devida a uma constituigdo quase que exclusivamente
formada por fibras longas. As preparagdes comerciais Celluclast 1.5L® e Novozym
188" foram utilizadas como referéncia aos ensaios realizados com as PCTrR, mas as
enzimas G ¢ H, que representam supressoes triplas no genoma de 7. reesei, ndo foram
utilizadas porque n3o se encontravam disponiveis naquele momento.

A composi¢do de carbohidratos da polpa kraft de pinus foi investigada
através da analise dos produtos de hidrélise &cida derivados do procedimento de
determinagdo da lignina de Klason (vide item 4.2.3). Os resultados deste ensaio
comprovaram que as polpas nido continham qualquer lignina residual, e que os seus
constituintes polissacaridicos eram basicamente compostos por 91% (m/m) de
glucanas e por 8% de mananas (originalmente presentes como glucomananas).

Devido a alta atividade hemiceluldsica presentes nas PCTrR (vide 4.1),
algumas preparagoes foram capazes de remover quase toda a hemicelulose da polpa,
pois, em alguns casos, a quantidade total de pentoses presentes nos hidrolisados de
Klason correspondeu ao seu rendimento teérico integral. Entretanto, ndo foi possivel
identificar com clareza qual das PCTrR foi mais eficiente nesse processo, muito
embora espere-se que preparagdes ricas em atividade endoglucanasica
(particularmente, EG I) apresentem uma maior eficiéncia na hidrolise de
hemiceluloses, em comparagdo com aquelas predominantemente exoglucanasicas ou
celobiohidrolasicas (RAHKAMO et al., 1998b).

As condigGes de hidrolise enzimatica foram de 4 (quatro) horas de incubagéo
a uma temperatura de 45°C, agitagdo de 150 rpm, carga protéica de 40 mg/g de polpa
kraft e consisténcia de 2% (p/v) em tampio acetato pH 4,8. A quantidade de Novozym

188° (4 mg de proteina/g de polpa) adicionada aos meios de reagdo aparentemente
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evitou os efeitos inibitorios associados ao acimulo de celobiose, porque em nenhum
momento este agucar foi detectado em uma concentragdo superior a 0,8 mg/ml (Tabela
23). A unica enzima a apresentar altos niveis de celobiose no meio de reagdo foi a
Celluclast 1.5L° ¢ isso deve ter sido devido a sua elevada atividade exoglucanasica,
representada neste caso pelo alto teor de CBH I que possui em sua constitui¢do
protéica.

Na Tabela 23 estdo apresentados os resultados obtidos a partir da analise
cromatografica dos hidrolisados derivados de ensaios com 4 horas de duragdo. Por
conveniéncia, os calculos de rendimento de hidrolise foram efetuados utilizando o

método de Somogyi-Nelson (vide item 4.2.4.1).

TABELA 23 — RENDIMENTOS DE HIDROLISE OBTIDOS A PARTIR DA SACARIFICACAO
ENZIMATICA DA POLPA KRAFT BRANQUEADA DE PINUS

Agitcares Rendimentos de hidrolise (mg/ml)

A B C D E F CL | Ni388
(Glc), 0,15 0,62 | 0,31 0,76 ild 0,58 | 2,05 0,16
Glc 0,91 2,18 162 | 232 | 032 1,99 | 292 0,35
Xyl 0,05 0,07 | 0,07 | 007 | 0,03 0,07 | 0,06 | 0,04
Man 0,05 0,06 | 003 | 0,05 0,05 0,04 | 0,05 0,01
Teor de hidrolise

Glucose (%) | 5,24 [ 13,19 | 920 | 1440 | 1,80 | 12,13 | 23,01 | 1,53

*Acucares redutores totais foram calculados pelo método de Somogyi-Nelson e
confirmados por CLAE, sempre expressando o total de hidrolise obtido em relagdo a massa seca da

polpa. (Glc), - celobiose; Glc - glucose; Xyl - xilose; Man - manose.

De um modo geral, a liberagdo de aglicares redutores totais (ART) pelas
PCTrR foi sempre inferior ao observado para Celluclast 1.5L°®. A remogdo do gene
que codifica para CBH I (enzima A) produziu um total de 1,17 mg/ml de agtcares
redutores, sendo portanto 77,2% menos eficiente do que a Celluclast 1.5L% para a
sacarificagio do substrato. Por outro lado, a remogao de CBH II ndo foi tio critica para
o processo hidrolitico quanto a observada para CBH L, pois sua auséncia decresceu a

capacidade do preparado enzimatico em liberar agucares redutores totais (ART) em
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aproximadamente 42,7% (dado equivalente a um total de 2,96 mg/ml em ART).
Quando ambas CBH I e II foram removidas do sistema celulasico do fungo 7. reesei, a
produgdo correspondente de ART decresceu para apenas 1,53% (m/m) em relagdo ao
peso seco do substrato, ou 93,4% menos efici€ncia hidrolitica do que a Celluclast
1.5L°. Isso correspondeu aproximadamente ao mesmo indice de hidrélise obtido
quando a Novozym 188 © foi utilizada como controle.

Comparando a enzima A (destituida de CBH I), a enzima B (destituida de
CBH II) foi capaz de produzir duas vezes mais glucose a partir da polpa kraft a uma
razdo glucose:celobiose proxima aquela observada para a enzima destituida de EG II
(enzima D).

A mais alta relagdo glucose:celobiose, de 6,07:1, foi observada como
resultado da hidroélise da polpa com a enzima A, enquanto que a mais baixa das razdes
detectadas foi observada para a Celluclast 1.5L (1,42:1). Portanto, sempre que a
capacidade da enzima em produzir celobiose decresceu, particularmente devido a
auséncia de exoglucanases (CBHs), o rendimento de hidrolise decresceu e a relagdo
glucose:celobiose aumentou. Consequentemente, a supressdo de ambos os genes que
codificam para CBH1e CBH II do genoma do T. reesei (enzima E) resultou em uma
preparagdo enzimatica que ndo pode hidrolisar mais do que 2% (m/m) do substrato em
um total de 4 horas de hidrélise. Nenhuma celobiose foi detectada no hidrolisado dessa
enzima e isso ndo foi devido apenas ao fato de ser deficiente em CBHs, mas também
por apresentar alta atividade contra celobiose, ou seja, altos indices de atividade 8-
glucosidé{sica.

A enzima C, que ndo apresentava EG I em sua composi¢do, também levou a
um alto indice de glucose:celobiose no meio, sendo de 5,22:1 a razdo detectada por
cromatografia liquida.

As maiores efici€ncias hidroliticas foram derivadas das PCTrR em que
ambas CBH I e EG I encontravam-se presentes. Assim, as enzimas destituidas de CBH
IT e EG II resultaram nos maiores indices de liberagdo de ART (13,2 e 14,4%,
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respectivamente), enquanto que as enzimas destituidas de EG I puderam hidrolisar
apenas 9,2% da massa seca do substrato em 4 horas de hidrolise. Portanto, a enzima
EG I aparentemente apresentou um sinergismo com CBH I superior ao apresentado
pela enzima EG II. Interessantemente, a enzima destituida de ambas EG I e EG II
também foi capaz de hidrolisar mais de 12% do substrato. Ao invés de invalidar as
interpretagOes anteriores, esse resultado leva a possibilidade de que o sinergismo entre
CBH I e CBH II parcialmente compensa a auséncia de atividade endoglucanasica no
meio de reagio.

Em um segundo experimento, foram determinadas as diferengas no modo de
agdo das enzimas com relagdo ao efeito que essas apresentam sobre o grau de
polimerizagdo (GP) da polpa de celulose. Para tanto, foi utilizado o método de
carbamilagdo (vide item 4.2.7.1) das polpas parcialmente hidrolisadas seguido de
analise por cromatografia de permeagdo em gel. Esse método, inicialmente proposto
por KOSSLER et al. (1981) e posteriormente padronizado por RAMOS et al. (1993),
apresenta a vantagem de revelar a distribuigdo em massas moleculares da celulose ao
longo da condugdo do ensaio enzimatico. Este dado, somado a investigagdo do efeito
da hidrélise sobre o indice de cristalinidade da polpa, permite a avaliagido direta do
efeito das enzimas sobre a estrutura supramolecular da celulose (MILLER et al.,1991).

Como as condigdes experimentais incluiram a adigdo de um excesso de
celobiase ao meio reacional, oligossacarideos de menor massa molecular foram
aparentemente convertidos a celobiose e glucose imediatamente apés terem sido
produzido pela agdo sinergistica das endo e exoglucanases, particularmente pelo fato
dessas ndo se encontrarem reprimidas no meio de reagdo. Essa foi uma das razdes que
justificaram a inexisténcia de polissacarideos de baixa massa molecular nos perfis de
eluigdo cromatografica realizados por permeagdo em gel, assim como as analises
efetuadas no hidrolisado enzimatico por cromatografia liquida.

A efetiva carbamilagdo das polpas celuldsicas parcialmente hidrolisadas foi

comprovada através de analises espectrofotométricas com transformada de Fourier na
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regido do infravermelho (IVITF), onde o aumento da intensidade de absor¢do em
regides atribuidas aos grupamentos moleculares dos carbamatos caracterizaram a sua
eficiéncia e seletividade. Exemplos das bandas utilizadas para avaliar a eficiéncia do
processo de derivatizagdo encontram-se representados na Tabela 24.

A intensidade de absorgdo na regido de 3.350 cm™ foi grandemente atenuada
apds o processo de carbamilagdo e isto foi atribuido ao fato de que a substitui¢do dos
grupos hidroxilicos presentes na cadeia de celulose reduziram consideravelmente a
capacidade da macromolécula em formar ligages de hidrogémio quer intra ou

intermoleculares.

TABELA 24 - GRUPAMENTOS QUIMICOS ALTERADOS NA CARBAMILAGCAO E SUAS
DEFORMACOES ~ ESPACIAS ~ CAUSADAS POR ENERGIA
ESPECTROFOTOMETRICA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Grupamento Quimico Numero Acio provocada
de onda ( cm™)
Aminas secundarias 3.325 deformagdes axiais da ligagdo N-
H
Carbonilas presentes nas uretanas 1.700 deformagoes axiais de C=0
substituidas
Uretana substituida ligada a anel aromatico 1.650 deformagdes axiais da ligagdo
N-¢
Uretanas substituidas ou carbamatos 1.330 deformagdes axiais da ligagdo
C-N
Aromaticidade 1.420 vibragbes esqueletais em anéis
1.505 aromaticos
1.600
Amidas 1.050 vibragdes simétricas de C-0-C
1.230 vibragdes assimétricas de C—0-C
Anéis aromaticos substituidos 690 vibragGes de C-H em anéis
760 aromaticos monossubstituidos

A regifio da impressdo digital do polimero (800-2000 cm™), que congrega a
maioria dos sinais descritos na Tabela 24, sofreu um aumento consideravel em suas
intensidades de absorgdo, caracterizando particularmente a natureza aromatica do
substituinte ligado as hidroxilas primarias e secundarias da celulose. Portanto, a
analise por espectrometria no infravermelho permitiu uma clara observagio da

eficiéncia obtida no processo de carbamilagdo, confirmado através do desaparecimento
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da banda de absorgdo caracteristicamente atribuida a hidroxilas primarias e
secundarias. Na Figura 46 estdo apresentados os espectros da polpa kraft branqueada

antes e ap0s ter sofrido o processo de per-carbamilagdo.

FIGURA 46 — ESPECTROS NO INFRAVERMELHO DA POLPA KRAFT BRANQUEADA DE

PINUS (A) E DO DERIVADO CARBAMILADO OBTIDO A PARTIR DESTA
MESMA POLPA
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A analise por cromatografia de permeagdo em gel demonstrou que o GP da
celulose foi afetado de diferentes formas pela agdo da PCTrR (Tabela 25), havendo
indicios do acimulo de oligdmeros de massa molecular inferior a 100 unidades de
anidroglucose no meio de reagdo, independentemente das propriedades das enzimas
ensaiadas (Figuras 47, 48 e 49).

A preparagdo Celluclast 1.5L° foi a mais ativa no processo hidrolitico, mas
apresentou baixa capacidade de reduzir o GP médio da celulose presente no substrato
em estudo (Tabela 25 e Figura 47). O GP médio decresceu em apenas 7% em resultado
do processo hidrolitico, apesar de que 23% da massa seca do residuo tenha sido
hidrolisada a agiicares solaveis, enquanto que a polidispersidade foi pouco afetada pelo

tratamento da polpa com Celluclast 1.5L°®. Por outro lado, o tratamento da polpa com
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Novozym 188° ndo demostrou efeito algum sobre a distribuigio de massas
moleculares da celulose.

A polidispersidade decresceu em todos os tratamentos enzimaticos realizados
com as PCTrR. Moléculas de alta massa molecular foram gradualmente consumidas
pela agdo sinergistica das enzimas e a distribui¢do da populagdo original de moléculas
gradativamente se deslocou em dire¢do a menores massas molares, descrevendo um

leve aumento da polidispersidade (Tabela 25).

TABELA 25 - EFEITO DO TRATAMENTO ENZIMATICO SOBRE O GRAU DE
POLIMERIZACAO E CRISTALINIDADE DA POLPA KRAFT

BRANQUEADA DE PINUS
Preparagio GP,*to GP,t o GP./GP, |Cristalinidade(%)

controle 1597 + 31 243 +4 6,57 822
Novozym 188° 1605 + 46 25749 6,24 82,3
Celluclast 1.5L° 1492 + 56 224+ 18 6,65 84.0
A 1108 + 23 202+6 5,48 84,3
B 1306 + 21 228+ 6 5,71 84,5
C 1260 + 22 221+6 5,68 84,5
D 1302 + 23 224 +3 5,81 84,5
E 1108 + 87 194 + 11 5,69 84,0
F 1320 + 20 22145 5,96 84,0

GP,, — média ponderada do grau de polimerizagdo; GP, — média aritmética do grau de polimerizagao;
GP,/GP, — polidispersidade da amostra; ¢ - desvio padrio entre as amostras analisadas.

A auséncia de uma das celobiohidrolases, quer seja CBH I (enzima A) ou
CBH II (enzima B), causou efeito deletério menor sobre a hidrélise do que aquele
verificado quando ambas as enzimas se encontravam ausentes (enzima E) (Tabela 23,
Figura 48). Por outro lado, apesar de suas diferentes capacidades de liberar agucares
redutores do substrato, ambas as enzimas destituidas de CBH I (A) ou CBH I ¢ II (E)
resultaram em mudangas similares na distribuicdo em GP da celulose (Figura 48).
Ambas decresceram o GP médio da populagédo original em aproximadamente 31%. Em
contraste, a enzima destituida de CBH II (B) ndo foi capaz de gerar a mesma alteragdo
do perfil de distribuigdo de massas moleculares € a média do GP do substrato ndo pode

ser reduzida em mais de 18%. Portanto, a presenga de CBH I, assim como nas enzimas
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B (CBH II-), C (EG I-), D (EG II-) e F (EG I/Il-), aumentou a eficiéncia do sistema
celuldsico a produgdo ou liberagdo de agucares redutores, enquanto que sua auséncia
causou um consideravel acimulo de moléculas de celulose de tamanho intermediario.
Polpas parcialmente hidrolisadas derivadas da agdo catalitica da enzima B
apresentaram um GP médio proximo aos observados para as enzimas deficientes de
atividade endoglucanasicas (C, D e F) (Figuras 46 e 47). Esses resultados sugerem que
a CBH II apresenta alguma atividade endoglucanasica sobre a polpa kraft
deslignificada, razdo pela qual o perfil de GP dos hidrolisados derivados de cada uma
dessas enzimas apresentou-se muito equivalente e/ou similar. No entanto, em enzimas
como a F, outros componentes minoritarios de natureza endoglucanasica, como as
endoglucanases EG III, IV e V, podem ter também contribuido para a atividade global
do sistema celulasico, sendo portanto interferéncias cuja avaliagdo direta ndo foi

possivel nesse ensaio.

FIGURA 47 - EFEITO DAS ~PREPARA(;(")ES COMERCIAIS SOBRE O GRAU DE
POLIMERIZACAO DA POLPA KRAFT. O CONTROLE CORRESPONDE A
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Comparado com as enzimas destituidas de atividade celobiohidrolasica, o

efeito da remogdo de ambos os genes que codificam para as endoglucanases EG I e Il
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ndo afetou grandemente a capacidade das enzimas em reduzir o GP da celulose (Figura
49). No entanto, a enzima C destituida de EG I, acarretou uma alteragdo um pouco
maior na distribuigio em graus de polimerizagdio do substrato e produziu uma

quantidade menor de agucares redutores, quando comparada com a enzima deficiente

em EG II (enzima D).

FIGURA 48 - EFEITO DAS PREPARACOES DEFICIENTES EM ATIVIDADE
CELOBIOHIDROLASICA SOBRE O GRAU DE POLIMERIZACAO DA POLPA
KRAFT. O CONTROLE CORRESPONDE A POLPA NAO HIDROLISADA
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FIGURA 49 - EFEITO DAS PREPARACOES DEFICIENTES EM ATIVIDADE
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O efeito de cada preparagdo enzimatica sobre 0 GP da celulose foi também
avaliado em relagdo a faixas distintas de massas moleculares, distribuidas ao longo do
histograma que descreve o perfil de anélise cromatografica por permeagdo em gel
(Figuras 50). Para as faixas de GP definidas na Figura 47, ndo foram observadas
diferengas consideraveis entre o perfil derivado dos tratamentos enzimaticos com as
preparagdes C, D, F ¢ B.

Apesar da enzima Celluclast 1.5L° ser capaz de hidrolisar mais de 23% do
substrato, o tratamento enzimatico aparentou pouco efeito sobre a contribuigdo de
moléculas de alta massa molecular na distribui¢do, ou seja, aquelas que apresentam GP
médio superior a 5.000 unidades de AnGlc (Figura 50). Como resultado do processo
hidrolitico, houve um aumento de aproximadamente 12% na quantidade relativa de
oligobmeros dentro na faixa de 500 a 100 unidades de AnGlc e isso esteve
aparentemente associado com um desaparecimento equivalente de moléculas de maior

massa molecular, na faixa compreendida entre 2.500 a 1.000 unidades de AnGlc.

FIGURA 50 — DISTRIBUICAO DO GRAU DE POLIMERIZACAO (GP) DA CELULOSE EM
POLPA KRAFT DE PINUS APOS O TRATAMENTO ENZIMATICO COM AS
PCTRR E PREPARACOES COMERCIAIS. OS VALORES DE GP ESTAO
REPRESENTADOS PELA MEDIA PONDERADA EM RELACAO AS MASSAS
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Por outro lado, a enzima rica em atividade endoglucanasica (E) reduziu a
contribuigdo relativa de moléculas de celulose com o GP superior a 2.500 em mais de
40%, sem resultar em um indice de hidrolise superior a 2%. Simultaneamente,
oligdmeros na faixa de 50 a 100 unidades de AnGlc acumularam a mais de 43% da
populagdo total de moléculas de celulose. Um comportamento similar foi observado
quando a hidrélise foi realizada com as enzimas destituidas de CBH I. Portanto, a falta
de CBH I resultou em acumulos maiores de moléculas dentro de uma faixa de GP
compreendida entre 1000-500 e 500-100 unidades de AnGlc, sendo que esta ultima
tornou-se a fragdo preponderante em ambas as hidrolises realizadas com as enzimas
CBHI- (A) e CBH I/lI- (E).

A analise por cromatografia de permeagdo em gel dos residuos parcialmente
hidrolisados apresentou muito pouca evidéncia do acamulo de moléculas de celulose
com GP inferior 100 unidades de AnGlc, sendo que a unica excegdo a essa regra foi a
enzima E, em que o aumento de 1,5% foi demostrado nesta populagdo de moléculas
(Figuras 47 a 49). Pequenos oligomeros com GP inferior a 10 unidades n3o foram
detectados em nenhum dos casos, assim como oligomeros soluveis com GP inferiores
a seis também ndo puderam ser detectadas por CLAE. Os produtos preponderantes
nesses casos foram, portanto, glucose e celobiose.

A despolimeragdo da celulose € facilmente observada nos estagios iniciais de
hidrélise de varios tipos de substratos celuldsicos, 0 que tem sido primariamente
atribuido ao ataque randomico de endoglucanases as regides mais acessiveis do
substrato. Esta agdo catalitica € na verdade a base para o sinergismo que ocorre entre
os componentes presentes em preparagdes celulasicas de diferentes origens
(sinergismo endo/exo). Por outro lado, as exoglucanases apresentam uma maior
eficiéncia na hidrolise contra substratos de alta disponibilidade de terminais redutores
e ndo redutores. Portanto, exoglucanases geram um decréscimo apenas gradativo no
GP do substrato e isso esta associado a remogdo de unidades terminais de celobiose

(RAMOS et al., 1993). Alguns autores t€ém correlacionado essas mudangas com o
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comprimento € a largura dos cristalitos de celulose, pois os planos de difragdo,
particularmente aqueles que descrevem o seu comprimento, parecem ser afetados mais
significativamente pelo tratamento enzimatico.

Os tratamentos enzimaticos realizados nesse estudo também foram avaliados
segundo seu efeito sobre o indice de cristalinidade (Crl) da celulose, conforme

determinado por difragdo de raios-X de acordo como o método descrito por Segal et al.

(1959) (Figura 51).

FIGURA 51 - EFEITO DO TRATAMENTO ENZIMATICO SOBRE A CRISTALINIDADE DA
CELULOSE, DETERMINADO POR DIFRATOMETRIA DE RAIO-X
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O CrlI do material ndo tratado apresentou-se em torno de 82,3%, enquanto
que as polpas parcialmente hidrolisados apresentaram indices um pouco superiores, da
ordem de 84 a 85%. Assim, conclui-se que ndo houve qualquer diferenca significativa

entre os indice de cristalinidade de polpas parcialmente hidrolisadas, quaisquer que
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tenham sido as enzimas utilizadas para a hidrélise. Da mesma forma, nenhum dos
tratamentos enzimaticos ocasionou mudangas significativas no estado de organizagao
estrutural da polpa original, sendo que os padrées de difragio de raios-X foram
coletivamente atribuidos a celulose do tipo I,  provavelmente envolvendo a
coexisténcia de ambas as sub-fases dessa forma cristalina (sub-fases I e I B).

PERE et al. (1995) investigaram os efeitos do tratamento enzimatico de
fibras celulésicas com componentes purificados do sistema celuldsico de T reesei,
sendo que as enzimas utilizadas corresponderam as CBH I, CBH II, EG I ¢ EG IL
Vérias observagdes importantes foram feitas a partir de seus resultados experimentais:
(a) comparado com as endoglucanases EG I e II, ambas as celobiohidrolases ndo foram
eficientes em hidrolisar os carbohidratos presentes na polpa; (b) a endoglucanase EG I
foi mais efetiva na hidrolise da polpa do que a endoglucanase EG II, apesar da
atividade especifica da EG II ter sido superior aquela detectada na EG I; (c) ambas as
endoglucanases causaram decréscimo na viscosidade da polpa e foram capazes de
solubilizar praticamente todo o seu componente hemiceluldsico; (d) a celobiohidrolase
CBH II causou um decréscimo viscosidade da polpa mais significativo do que aquele
observado com a celobiohidrolase CBH I; (¢) a enzima EG II causou um decréscimo
significativo nas propriedades mecanicas das fibras, mesmo quando utilizada em
baixas relagdes enzima:substrato (baixas cargas protéicas); € (f) nem todos os
componentes enzimaticos presentes em 7. reesei apresentam agdo deletéria sobre as
propriedades mecanicas de polpas kraft.

De um modo geral as conclusdes obtidas neste trabalho mostram-se
equivalentes aquelas obtidas por PERE(1995), levando a uma interessante conclusio
de que, apesar da diferenga dos sistemas utilizados em cada uma dessas investigagoes,
as interpretagdes mecanisticas apresentaram-se suficientemente congruentes. Destes
resultados preliminares prevalece a observagdo de que a determinagdo do modo de
agdo catalitica de enzimas recombinantes pode ser uma etapa importante para

comprovagdo da aplicabilidade desses biocatalisadores em processos industriais. Por
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essa razdo, ensaios foram programados para investigar o efeito de tratamentos
enzimaticos analogos aos descritos até o momento sobre as propriedades de fibras
kraft para a confecgdo do papel. Tais ensaios tiveram como objetivo a comprovagdo da
validade de pelo menos alguns dos modelos envolvidos nesse estudo para aplicagdes
diretamente associadas a melhoria das propriedades processuais de fibras kraft

derivadas de pinus e eucalipto.

5.4 EFEITO DAS PREPARACOES CELULASICAS SOBRE AS PROPRIEDADES
MECANICAS DE FIBRAS KRAFT BRANQUEADAS

A determinagdo do modo de ag@o catalitica de enzimas modificadas pode ser
uma etapa importante para comprovagdo da aplicabilidade desses biocatalisadores em
processos industriais. Por essa razdo, ensaios foram elaborados para avaliar as
modificagdes causadas por tratamentos com as PCTrR sobre fibras kraft derivadas de
Eucalyptus grandis e Pinus taeda, constituidos em corpos de prova, fornecidos pela
Klabin do Parana (Telémaco Borba, PR).

As condi¢des de hidrélise foram: tempo de 2 horas, temperatura de 45°C,
agitagdo de 150 rpm, consisténcia de 5% (m/v) e carga protéica de 4 mg/g de polpa
kraft deslignificada. A inten¢do foi a de se obter o0 minimo de sacarificagdo e um
ganho real sobre as propriedades mecéanicas da folha produzida a partir da polpa
ensaiada.

A analise dos agucares liberados em fungdo do tratamento enzimatico das
polpas, € o subsequente calculo da perda de massa dele decorrente, foi realizada
conforme descrito no item 4.2.5.2.2. Na Tabela 26 encontram-se expressos o0s
resultados destes processos hidroliticos, sendo que para as andlises realizadas no
sistema DIONEX, os agicares arabinose, galactose, celotriose, celotetraose,
celopentaose e celohexaose foram detectados em indices inferiores ao limite de

quantificagdo do método (0,004 mg/ml).
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Rendimentos de hidrélise
Enzima polpa de eucalipto polpa de pinus

(Glc), Glc Xyl Total* (Glc), Glc Xyl Total*

(mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (%) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (%)

A 0,004 0,115 0,125 2,17 0,018 0,15 0,105 2,44

B 0,01 0,11 0,09 1,88 0,037 0,175 0,091 2,73

C 0,015 0,051 0,047 1,01 0,054 0,082 0,054 1,72

D 0,031 0,105 0,079 1,93 0,07 0,145 0,078 2,65

E nd 0,042 0,082 1,11 0,004 0,038 0,044 0,77

F nd 0,041 0,15 1,7 0,056 0,17 0,095 0,29

G nd 0,04 0,15 1,69 nd 0,074 0,155 2,04

H nd 0,075 0,115 1,72 0,018 0,12 0,12 2,31
CL 0,2 0,62 0,21 9,32 0,84 0,73 0,15 15,85

* Rendimento de hidrolise, expresso em relagdo ao peso seco da polpa, foi baseado na
determinacdo de agucares redutores totais pelo método Somogyi-Nelson; (Glc), - celobiose; Glc -
glucose; Xyl - xilose; Man — manose; nd — inferior ao limite de detecgdo.

Os indices de sacarificagdo promovidos pelas PCTrR ficaram na ordem de
2% (intervalo entre 1,01 e 2,17 %) em relag@o a massa seca do substrato, atendendo a
expectativa de que a carga protéica e o pequeno tempo de reagdo ndo provocariam uma
perda de massa expressiva dentre as polpas kraft branqueadas.

Apesar desta observagdo, diferengas sutis puderam ser observadas dentre os
rendimentos hidroliticos obtidos sobre polpas de pinus e de eucalipto (Tabela 26). A
média de hidrolise das PCTrR sobre a polpa de eucalipto foi de 1,65% com um desvio
padrio de 0,40 unidades, enquanto que para a polpa de pinus, estes valores foram de
1,8740,9% com desvio padrio de 0,90 unidades. Em geral, todas as enzimas
apresentaram menor acessibilidade a polpa de eucalipto do que a polpa de pinus,
incluindo o controle Celluclast 1.5L® (CL) que, conforme se poderia antecipar, sempre
apresentou o maior poder de sacarificagdo sobre ambos os substratos.

Os indices de hidrolise apresentados na Tabela 26 demonstraram-se
congruentes com a natureza das enzimas ensaiadas e com os resultados previamente

obtidos sobre substratos modelo. Por exemplo, enzimas destituidas de atividade
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celobiohidrolasica e, portanto, ricas em atividade endoglucanasica (enzima E),
apresentaram acessibilidade restrita sobre as polpas celuldsicas. No entanto, as
pequenas diferencas entre os indices de sacarificagdo, decorrentes do baixo tempo de
hidrolise utilizado no ensaio, acabaram por comprometer a realizagio de um estudo
comparativo mais conclusivo acerca da acessibilidade das enzimas.

Na Tabela 27 encontram-se registrados os dados referentes ao efeito dos
tratamentos enzimaticos sobre o grau de polimerizagdo (GP) da celulose, sendo que o

GP 1micial das polpas de eucalipto e de pinus foi de 1677 ¢ 1341 unidades de AnGlc,

respectivamente.

TABELA 27 — AVALIACAO DO GRAU DE POLIMERIZACAO DAS POLPAS KRAFT APOS
TRATAMENTO ENZIMATICO COM AS PCTrR E CELLUCLAST 1.5L® (CL)

) Eucalipto Pinus
Tipo
DP,, DP, P DP,, DP, P
Controle 1341 171 7.85 1677 306 5.47
A 1114 162 6.87 1472 232 6.34
B 1254 172 7.27 1484 202 7.34
C 1251 162 71.74 1474 198 7.43
D 1296 187 6.94 1546 236 6.56
E 1272 194 6.56 783 98 8.00
F 1247 180 6.93 1528 261 5.86
G 1212 185 6.54 1431 214 6.69
H 1307 203 6.42 1582 256 6.18
CL 1262 183 6.89 1608 241 6.68

Efeitos interessantes foram observados em relagio a mudangas no GP da
celulose, mesmo nos casos em que baixos indices de hidrélise foram detectados. Em
contraste, muitas das enzimas foram capazes de hidrolisar consideravelmente o
substrato sem que essa ocorréncia estivesse necessariamente associada a um
decréscimo equivalente do GP da celulose (Tabela 27). Este foi, por exemplo, o caso
da Celluclast 1.5L®, que hidrolisou 15,85% da polpa de pinus e 9,32% da polpa de
cucalipto sem causar nenhum efeito expressivo sobre o GP médio e/ou

polidispersidade da celulose presente nos substratos. RAMOS et al. (1993)
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demonstraram efeito semelhante da Celluclast 1.5L° sobre polpas kraft deslignificadas
de pinus, cuja interpretagdo foi devida a remogdo rapida e eficiente de camadas
superficiais da estrutura supramolecular da celulose, evitando assim o actmulo de
oligdmeros de baixa massa molecular ¢ mantendo o GP médio do substrato
relativamente constante. Preparagdes enzimaticas completas, que apresentam alto grau
de sinergismo entre as suas enzimas constituintes, geralmente apresentam este perfil de
acdo sobre substratos celulosicos fibrosos, sendo que a remogdo eficiente de
oligomeros exige a a¢do celobiohidrolasica de enzimas como a CBHIe a CBH II.
Apesar de ter hidrolisado apenas 1,1% do substrato, a enzima E (supressio
dupla de CBH I e II) resultou em um efeito expressivo sobre o GP da celulose. Tal
comportamento foi imediatamente atribuido a alta atividade endoglucanasica desta
enzima que, juntamente com sua deficiéncia em celobiohidrolases, motivou o acimulo
de oligdmeros de baixa massa molecular no meio de reagdo. Curiosamente, o efeito da
enzima E sobre o GP da polpa de pinus foi menos significativo e isto é uma forte
indicagdo que o GP da celulose ndo é o principal fator que define a acessibilidade da
enzima ao substrato. Sabe-se que outros fatores estruturais relacionados ao substrato
podem ter igual ou maior influéncia sobre a acessibilidade, como por exemplo o seu
volume de poros, grau de cristalinidade e area superficial disponivel para interagdes
produtivas com as enzimas (SADDLER, 1986; WOOD, 1991; RAMOS et al., 1993).
Caracterizados os indices de sacarificagdo e graus de polimerizagdo das
polpas parcialmente hidrolisadas, folhas de papel ou corpos de prova, formados em
condigdes padronizadas que definiram uma gramatura de 100 cm’ /g e uma espessura
de 0,22 mm, foram testados para com suas principais propriedades mecanicas, quais
sejam, suas resisténcias ao rasgo, ao arrebentamento (ou estouro), & tragdo e a
elongagdo. Destes dados, foram entdo calculados os indices que se encontram
representados na Tabela 28, cujos controles foram sempre correspondentes as polpas
ndo hidrolisadas, submetidas a condigdes experimentais absolutamente equivalentes.

Cabe ressaltar que os corpos de prova foram preparados sem que as polpas
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tivessem passado por qualquer etapa preliminar de refino, opgdo esta tomada para
evitar que os reais efeitos causados pelas enzimas pudessem ser eventualmente
mascarados. Esta observagdo também justifica a baixa qualidade dos corpos de prova
obtidos, mesmo para o caso das polpas originais, pois o desenvolvimento de
propriedades adequadas a confec¢do de um papel de boa qualidade depende de uma

etapa de refino para aumentar o grau de entrelagamento entre as fibras.

TABELA 28 - PROPRIEDADES MECANICAS DE CORPOS DE PROVA PREPARADOS A
PARTIR DE POLPAS CELULOSICAS SUBMETIDAS OU NAO AO
TRATAMENTO ENZIMATICO COM AS PCTrR E CELLUCLAST 1.5L°

Pinus Eucalipto

Tipo S IT 1A IR S IT IA IR
Controle | 1,05 9,5 0,52 6,9 0,86 11,6 0,17 1,78
A 0,86 144 0,31 1,7 0,86 9,0 0,15 0,91
B 1,00 12,3 0,56 53 0,85 5,6 0,19 1,37
C 1,14 12,5 0,48 6,7 0,86 11,8 0,22 0,98
D 1,01 13,4 0,52 4,38 0,85 9,2 0,21 1,48
E 1,19 17,0 0,60 4,0 0,38 11,2 0,23 1,61
F 1,26 16,6 0,49 2,8 0,85 8,5 0,13 1,09
G 1,04 12,9 0,53 5,4 0,97 13,2 0,32 1,67
H 1,08 11,3 0,48 73 0,85 10,0 0,17 1,24
CL 0,98 14,4 0,43 29 0,86 6,3 0,09 0,92
N188 1,34 13,6 0,62 7,0 0,85 9,8 0,11 1,05

S, indice de resisténcia ao alongamento, expresso em percentagem (%); IT, indice de resisténcia a
tragdo, expresso em (KN/m)/(m%g); IA, indice de resisténcia ao arrebentamento, expresso em
(kPa)/(m%/g); IR, indice de resisténcia ao rasgo, expresso em (mN)/(m?/g)

A agdo das PCTrR sobre polpas kraft branqueadas indicaram que as
propriedades de resisténcia a tragdo e ao rasgo foram as que mais se alteraram em
decorréncia do tratamento enzimatico. Uma hipotese aventada para o efeito da redugdo
do indice de rasgo ¢ a gradativa redugéo da espessura da parede celular, muito embora
o tempo utilizado para hidrdlise ndo tenha sido aparentemente suficiente para exercer
tal alteragdo morfologica na fibra. Por outro lado, estes indices também sdo
influenciados por outros fatores, como o colapso das fibras, de forma que ¢ muito
dificil atribuir uma correlagdo direta entre as modificagdes observadas e o real efeito

que as motivou. Por outro lado, o efeito das PCTrR sobre a resisténcia a tragdo esta
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relacionado a agdo superficial exercida pelas enzimas sobre as fibras celulosicas, cujo
resultado imediato ¢ a fibrilagdo e o subsequente aumento do grau de interligagdo das
fibras que constituem o papel.

O tratamento das polpas com Celluclast 1.5L° gerou um comprometimento
significativo de suas propriedades para a confecgdo dos corpos de prova. No caso das
polpas de eucalipto, todas as propriedades mecanicas dos corpos de prova foram
comprometidas em comparagdo com o controle, enquanto que, para o caso da polpa de
pinus, apenas a resisténcia a tragdo apresentou algum efeito favoravel. Estes resultados
certamente estdo associados aos maiores indices de sacarificagdo promovidos pela
Celluclast 1.5L°. Porém, nenhuma correlagdo pode ser estabelecida entre estes efeitos
e aqueles observados sobre o GP da polpa em decorréncia do tratamento enzimatico.

Algumas das PCTrR foram capazes de aprimorar as propriedades mecéanicas
dos corpos de prova, induzindo a consideragdo de que algumas delas poderdo
apresentar potencial para aplicagdo no tratamento de fibras kraft em processos
industriais. Curiosamente, a enzima que resultou nas melhores propriedades dos
corpos de prova de fibras de eucalipto ndo foi a mesma que apresentou o melhor efeito
sobre fibras de pinus.

Nas Figuras 52 e 53 encontram-se representadas as variagdes causadas pelas
PCT1R sobre as propriedades das polpas kraft para a fabricagdo do papel. Para facilitar
a visualizagdo dos dados, as polpas ndo tratadas foram utilizadas como referéncia e os
deslocamentos do eixo das abcissas representam quanto a propriedade em questao foi
alterada. Com base na Figura 40, observa-se que a enzima E gerou bons resultados
sobre as propriedades da polpa de pinus, muito embora a extensdo dessas mudangas
ndo tenha sido t3o pronunciada quanto aquelas decorrentes da agdo da enzima G sobre
a polpa de eucalipto (Figura 43). No entanto, todas as PCTrR, exceto a H,
apresentaram um efeito negativo sobre a resisténcia ao rasgo dos corpos de prova, ao
mesmo tempo em que todas, sem excegdo, apresentaram um efeito positivo sobre a

resisténcia a tragdo. Considerando-se o rasgo como uma das principais propriedades do
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papel, a enzima H pode ser eleita como a de melhores resultados sobre a polpa de
pinus. Por outro lado, os tratamentos enzimaticos apresentaram uma influéncias
variaveis sobre a resisténcia ao arrebentamento (ou estouro) dos corpos de prova,

assim comosobre as suas respectivas resisténcias ao alongamento.

FIGURA 52 - EFEITO DAS PCTrR SOBRE AS PROPRIEDADES MECANICAS DE CORPOS DE

PROVA PRODUZIDOS A PARTIR DE POLPAS KRAFT BRANQUEADAS DE
PINUS
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No caso dos corpos de prova derivados de polpa de eucalipto, os melhores
resultados foram os derivados do tratamento com a enzima G, que representou ganhos
em quase todas as propriedades medidas exceto a resisténcia ao rasgo (Figura 43).
Curiosamente, esta foi a inica enzima capaz de aumentar a resisténcia a tragdo em
relagdo ao controle.

O amplo favorecimento gerado pela enzima G sobre a resisténcia ao
arrebentamento dos corpos de prova ndo foi passivel de uma justificagdo imediata.

Assim, o efeito parece ter sido gerado por uma certa sinergia entre varios fatores que
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influenciam, direta ou indiretamente, esta propriedade. Da mesma forma, nio nos foi
possivel justificar o efeito deletério que as preparagdes A e F apresentaram sobre a

resisténcia ao arrebentamento.

FIGURA 53 — EFEITO DAS PCTrR SOBRE AS PROPRIEDADES MECANICAS DE CORPOS DE
PROVA PRODUZIDOS A PARTIR DE POLPAS KRAFT BRANQUEADAS DE
EUCALIPTO
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As enzimas E e F geraram efeitos equivalentes sobre a resisténcia a tragdo
dos corpos de prova, significando que a ag@o superficial das enzimas proporciona um
maior grau de interligagdo entre elas. Porém, a enzima F causou um efeito maior sobre
o rasgo do que a enzima E, evidenciando a agdo progressiva das endoglucanases sobre
as cadeias de celulose que estdo dispostas na superficie da fibra. Dado o devido tempo,
espera-se que o resultado deste modo de agdo catalitica acarrete uma diminuigdo na
espessura da parede celular, diminuindo ainda mais a resisténcia ao rasgo em efeito ja

descrito por outros autores como “peeling” (BETRABET & PARALIKAR, 1977,
1978; RAMOS et al., 1993).
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O tratamento de polpas celuldsicas com preparagdes purificadas de EG I ja
foi estudado por outros autores € os resultados obtidos foram considerados
promissores (PERE et al., 1999). Nesta Otica, o comportamento apresentado pela
enzima G corrobora a hipotese de que esta enzima, juntamente com a EG III, possa
apresentar a capacidade de modificar favoravelmente as propriedades das fibras e, por
conseguinte, as propriedades do papel delas derivado. No entanto, dentre as duas
endoglucanases, qual que efetivamente estava sendo responsavel pelos efeitos
decorrentes do tratamento de fibra de eucalipto com a enzima G? Para responder este
questionamento, duas preparagdes purificadas de EG I (VTT Biotechnology) e EG III
(IndiAge, Genencor) foram selecionadas e submetidas ao mesmo procedimento
experimental anteriormente descrito para as PCTrR. Paralelamente, fruto da presencga
de consideravel atividade proteolitica nestas preparagdes, uma amostra do dominio
catalitico derivado da EG I também foi inserido no planejamento experimental, pois
parte da EG I provavelmente se encontra, na enzima G ¢ em todas as PCTrR que as

contém, na forma de seu DC livre. Estes resultados encontram-se descritos na Tabela

29.

TABELA 29 - PROPRIEDADES MECANICAS DE CORPOS DE PROVA PREPARADOS A
PARTIR DE POLPAS DE EUCALIPTO, SUBMETIDAS OU NAO AO
TRATAMENTO ENZIMATICO COM ENDOGLUCANASES PURIFICADAS

DE T. reesei
. Total*
Enzima S IT 1A IR %)
controle 0,9 14,1 0,39 2,33 -—
EGI 1,05 21,2 0,59 3,74 0,48
EG III 1,03 19,5 0,53 2,54 0,85
EG Ipc 0,95 16,9 0,42 2,46 1,17

S, indice de resisténcia ao alongamento, expresso em percentagem (%); IT, indice de
resisténcia a tragdo, expresso em (KN/m)/(m?g); IA, indice de resisténcia ao
arrebentamento, expresso em (kPa)/(m%/g); IR, indice de resisténcia ao rasgo, expresso
em (mN)/(m*/g); * Rendimento de hidrolise calculado com base nas analises por CLAE.

As trés preparagdes enzimaticas purificadas, descritas na Tabela 29,

resultaram em indices de sacarificagdo bastante reduzidos em relagdo ao controle.
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Porém, a enzima EG III (IndiAge), que € destituida do dominio de ligagdo ao substrato
(DLC), apresentou rendimentos de hidrolise superiores a EG I, enquanto que o EG Ipc
forneceu rendimentos ainda maiores as duas anteriores. Ao invés de interpretar os
dados registrados a luz do modo de agdo catalitica destas enzimas, € provavel que as
variagdes observadas estejam ligeiramente fora dos limites de confiabilidade do
método, ndo constituindo portanto diferengas estatisticamente significativas.
Comparada ao controle, a enzima EG I representou ganhos em todas as
propriedades medidas a partir dos corpos de prova, inclusive a resisténcia ao rasgo
(Tabela 29). Por outro lado, tanto a enzima EG III (IndiAge) quanto o dominio
catalitico livre da EG I (EG Ipc) também resultaram em efeitos favoraveis sobre as
propriedades mecanicas dos corpos de prova, em comparagio com o controle.
Portanto, o comportamento favoravel da enzima G nio foi um resultado exclusivo da
enzima EG I, mas sim da agdo sinergistica entre esta endoglucanase e outros
componentes endoglucanasicos eventualmente presentes na preparagdo (EG III e EG
Inc). Porém, os ensaios descritos na Tabela 29 confirmaram que, dentre estas enzimas,

a EG I ¢ a que proporciona os melhores ganhos nas propriedades mecanicas dos corpos

de prova de polpa de eucalipto.
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As preparagOes enzimaticas derivadas de cepas recombinantes de T. reesei
apresentaram propriedades que as qualificam como biocatalisadores diferenciados para
processos de bioconversdo.

O nocaute dos genes das PCTrR resultou em diferencas nos valores médios
obtidos nas atividades especificas segundo GHOSE (1987). Em comparagdo com o
controle (CL) a enzima A reduziu sua atividade em torno de 50% para os substratos
HEC, UPF e XMV, sendo que o resultado mais significativo foi contra XEA. A
enzima B manteve as mesmas tendéncias que a anterior diferindo nos substratos CMC
¢ derivados de xilanas. As enzimas C e D também resultaram em valores decrescentes
para endo e exo-glucanasicos, o destaque foi observado para o substrato xilanasico
proveniente de aveia para a enzima D. As duplas e triplas supressées (Enz E, F, G e
H) resultaram em valores antagonicos quando comparados entre si € o contole. Por
exemplo, a ag@o sobre PF foi praticamente inexistente na Enz G enquanto para a Enz
H este valor foi muitas vezes superior. Para PF o maior resultado foi observado para
a Enz F. Os substratos modificados quimicamente resultaram valores numericamente
superiores em CMC e HEC para a Enz E, para XEA foi a Enz G e para XMV foi a
Enz H. Um importante destaque deve ser feito ao fato dos ensaios para CMC e HEC
serem realizados em condi¢des padrGes de ensaio que neste caso em especifico ndo sdo
iguais, o que significa que os valores resultantes para as PCTrR ndo podem ser
tomados como absolutos. Finalmente para os substratos cromoféricos os maiores
valors numéricos foram aqueles obtidos nos ensaios com as Enz. B ¢ E.

A supressdo do gene que codifica para a enzima CBH I que corresponde a
cerca de 60% da proteina secretada pelas cepas industriais de 7. reesei acarretou um
aumento proporcional nas atividades xilanasicas e endoglucanasicas do complexo
enzimatico. Efeitos semelhantes foram também observados quando da supressdo de

CBH 11, somente que a um nivel inferior quantificado paraa CBHI.
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O método cromatografico de baixa pressdo, desenvolvido para caracterizagdo
das PCTrR demonstrou ser eficiente na separagio dos seus principais constituintes
protéicos. Estes ensaios por FPLC, isolaram na fragdo 5 a CBH I, enquanto que a EG
II foi purificada na fragdo 2. As demais enzimas tiveram suas concentragdes variando
a0 longo da eluigdo, conforme seu ponto isoelétrico e estrutura isomoérfica. Por outro
lado, todas as preparagdes celulasicas derivadas de cepas recombinantes
demonstraram, por cromatografia de interagdo hidrofobica, conter a maior parte de seu
principal componente celobiohidrolasico (CBH I) na forma de seu respectivo dominio
catalitico (DC) livre. A ocorréncia do CBH Ipc livre provavelmente decorreu da
atividade proteolitica residual presente nas preparacdes.

Nos ensaios de hidrolise com polpas kraft foram observados -efeitos
interessantes em relagdo a mudangas no grau de polimerizagio da celulose, mesmo nos
casos em que baixos indices de hidrélise foram detectados. Estes efeitos caracterizam
de modo particular as preparagdes enriquecidas em atividade endoglucanasica. Em
contraste, muitas das preparagdes foram capazes de gerar muitos terminais redutores
a0 meio sem que essa ocorréncia estivesse necessariamente associada a um decréscimo
equivalente do grau de polimerizagdo da celulose. Neste caso, a presenga de altos
indices de sinergismo se mostraram necessarios para facultar maior eficiéncia no
processo de remogédo progressiva das cadeias de celulose presentes na superficie das
fibras. Todas as preparagdes celulasicas derivadas de cepas recombinantes
apresentaram indices de sacarificagdo iguais ou inferiores a 2% (m/m), nas condig¢Ges
do ensaio. A auséncia de CBH I reduziu drasticamente as propriedades hidroliticas do
sistema celulasico de 7. reesei, pois tanto nas supressoes duplas como nas supressoes
isoladas, resultou nos menores indices de liberagdo de glucose a partir de uma
variedade de substratos celulosicos utilizados como modelo. Estas também
demostraram maior capacidade de acumular moléculas de grau de polimerizagédo
intermediario, significando que esta enzima tem uma fungdo importante na remogio

desses oligdbmeros do meio de reagio.
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Polpas kraft branqueadas de pinus e eucalipto foram selecionadas para
estudos afim de analisar a viabilidade das PCTrR no biopolimento de fibras
celulosicas comerciais. Estas apresentaram diferentes acessibilidades aos substratos
testados, sugerindo que opgdes biotecnologicas neste ambito deverdo ser tomadas com
cuidado para que o efeito desejado seja efetivamente observado no processo.

Os testes fisico-mercancos efetuados com polpas kraft branqueadas
demonstraram que € possivel alterar as propriedades das polpas para a confec¢do do
papel sem maiores efeitos sobre o grau de polimerizagdo e o indice de cristalinidade da
celulose. Algumas das preparagdes celulasicas derivadas de cepas recombinantes
foram capazes de aprimorar as propriedades mecénicas dos corpos de prova, induzindo
a consideragdo de que estas poderdo apresentar potencial para aplicagdo no tratamento
de fibras kraft branqueadas em processos industriais. A Enz G apresentou um maior
ganho nas propriedades de alongamento, tracdo e rasgo para as fibras de eucalipto,
enquanto que para as fibras de pinus este efeito aconteceu somente para a tragdo.
Curiosamente, a enzima que resultou nas melhores propriedades dos corpos de prova
de fibras de eucalipto ndo foi a mesma que apresentou o melhor efeito sobre fibras de
pinus.

O comportamento favoravel da supressdo tripla, designada como enzima G
(destituida de EG II, CBH I e CBH II), ndo foi um resultado exclusivo da enzima EG I
que a preparagdo contém, mas sim da agdo sinergistica entre esta endoglucanase €
outros componentes endoglucanasicos presentes na preparagdo (EG Il ¢ EG Ipc).
Porém, dentre estas enzimas, a EG I é a que proporciona os melhores ganhos em

propriedades mecanicas nos corpos de prova derivados de polpa de eucalipto.
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