SITIENTIBUS

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA-BA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
BIOTECNOLOGIA

MONA LIZA SANTANA

PRODUCAO, CARACTERIZACAO, APLICACAO E DETERMINACAO
ESTRUTURAL DE CELULASE DE Moniliophthora perniciosa

Feira de Santana, 2010.



MONA LIZA SANTANA

PRODUCAO, CARACTERIZACAO, APLICACAO E DETERMINACAO
ESTRUTURAL DE CELULASE DE Moniliophthora perniciosa

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-graduacdo em
Biotecnologia, da Universidade Estadual de Feira de
Santana, como requisito parcial para obtengdo do titulo de

Mestre em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr Alex Gutterres Taranto

Co-orientador: Prof. Dra Sandra Aparecida de Assis

Feira de Santana, 2010.



A DEUS e a toda minha familia em especial a minha dindinha
Bezinha dedico...



AGRADECIMENTOS

A Deus, por sempre me guiar nos melhores caminhos € me guiar nos momentos
de dificuldades.

Aos meus pais Maria Diva e Pedro Lopes, por serem meus exemplos de carater e
por todo esforco que fizeram para que pudesse seguir em frente nas minhas escolhas.

A minha irma Shirley que tanto amo, pelo carinho e incentivo e a minha amiga
Renata de todas as horas.

A minha adorada dindinha Bezinha, pelo seu cuidado, preocupacdes e carinho

Aos meus amigos e irmaos da casa 8 (Robson, Tiago, L, Crispa e Uill), por ter
me acolhido e contribuido muitas vezes descontragoes.

As minhas amigas excepcionais (Aline e Camila), pelo apoio, incentivo, risos e
muitas fotos.

Aos amigos do LAEN (Aline, fngara, Diego, Gildomar, Priscila, Amanda e
Tony), pelas sugestdes e troca de experiéncias.

Aos meus amigos Rafaela e André pela paciéncia, sugestdes, piadas, pela
companhia em horas de trabalho, enfim, por tudo.

A Bruno Andrade e Catinha, pela paciéncia em todos os momentos boa vontade
e pelas brincadeiras.

A minha amiga Alessandra de Petrolina, Rio de Janeiro, Manaus, Curitiba de
qualquer lugar, pela companhia, incentivo, alegria e muitas historias.

A Othon, pelo apoio, amizade e compreensio nos momentos ausentes.

Aos funciondrios da BIOTEC, em especial a Helton, pela educagdo, competéncia
e boa vontade.

Aos funciondrios da Area, pela disponibilidade de sempre.

Ao meu amigo Edvan, que desde o inicio contribuiu com seus conhecimentos e
momentos de descontragdes.

Aos meus amigos do Yoga em especial Nay, pela sua tranquilidade, amizade.

A universidade Estadual de Feira de Santana e ao departamento de Farmdcia,

pela oportunidade concedida para realiza¢do do curso.



As alunas de Engenharia de Alimentos (Erica e Nilmara), pela ajuda nas andlises
de microbiologia.

A empresa NECTARE pelo fornecimento das amostras de suco e pela
disponibilidade.

Aos professores Dr. Antonio Azeredo e ao Dr.Carlos Priminho Pirovani pela
disposi¢do em participarem da banca, contribuindo assim com as corre¢cdes do meu
trabalho.

A Luciano do departamento de Alimentos, pela disponibilidade e sugestdes.

Em especial, ao meu orientador Alex Taranto pela oportunidade e confianca no
meu trabalho, e a minha co-orientadora Sandra Aparecida, pela confiancga, paciéncia,

disponibilidade de sempre e alegria.



Sem sonhos, as perdas se tornam insuportéveis, os fracassos se
transformam em golpes fatais. Mas, se existir sonhos.... 0s erros
produzirdo crescimento e os desafios produzirdo oportunidades.

Augusto Cury



RESUMO

As celulases sdo enzimas degradadoras da parede celular vegetal e podem ser
produzidas por diversos microrganismos, sendo os fungos filamentosos os principais
produtores. Essas enzimas estdo diretamente envolvidas na degradacdo da parede
celular vegetal, o que permite a invasao de microrganismos patogénicos na planta, além
de sua vasta aplicagdo em diversos segmentos industriais como a industria alimenticia e
de biocombustiveis. Neste contexto, o presente trabalho objetivou produzir, caracterizar,
aplicar e determinar a estrutura tridimensional de celulase de Moniliophthora
perniciosa, o fungo causador da vassoura-de-bruxa. Os resultados mostraram que as
melhores condicdes para a sua producdo, em meio submerso, foi utilizando 7g.L" de
extrato de levedura em 19 dias de incubacdo. O pH e temperatura 6timos de atividade
maxima de celulase foram 7,2 e 47°C, respectivamente. Quanto a termoestabilidade, a
enzima se manteve estavel a 60°C apds 30 minutos de incubagdo. Os estudos dos efeitos
de sais na atividade enzimdtica demonstraram que o cloreto de potdssio e brometo de
potdssio sdao bons ativadores da enzima. Os estudos cinéticos mostraram um Ky, € Vyax
de 0,03732 mg/mL com relacio ao substrato CMC e 27,47 pmoles/mg/min,
respectivamente. A sequéncia de celulase de M. perniciosa foi obtida a partir de banco
de dados do Projeto Genoma/Proteoma do M. perniciosa com 2193 pares de bases e 731
aminodcidos, utilizando-a para a construcdo do modelo tridimensional por modelagem
comparativa. Apés simulagdes de dinamica molecular o modelo apresentou um inicio
de simulacdo estdvel entre 2,00 e 2,36 nonossegundos. O complexo celulolitico obtido
de M. peniciosa, foi eficiente na hidrélise do bagaco-de-cana de agucar e na reducdo da
viscosidade do suco de caju.

Palavras-chaves: celulase, Moniliophthora perniciosa, aplicacdo, estrutura 3D,
modelagem molecular



ABSTRACT

Cellulases are enzymes that degrade plant cell wall. These enzymes are produced by
various microorganisms, which filaments fungi are the main producers. Pathogenic
microorganisms produced enzymes available to act the degradation of plant cell wall,
allowing their invasion in the plant. In addition with a possible involvement in the
pathogenic mechanism of Moniliophthora perniciosa, cellulases are enzymes that have
wide application in the food and biofuels. In this context, this study aimed to produce,
characterize, apply and determine the tree-dimensional of glycosidic enzymes. The
results showed that the best conditions for its production, in liquid fermentation, were
using 7 g L' yeast extract in 19 days of incubation. The pH optimum and temperature
for maximum cellulase activity were 7.2 and 47°C, respectively. Studies of the effects
of salts on enzyme activity showed that the potassium chloride and potassium bromide
causes increase in enzyme activity and the presence of 100 mM. Kinetic studies showed
a Km and Vmax of 0.03732 mg / mL substrate CMC and 27.47 pmoles / mg / min,
respectively. The sequence of the cellulase of M. perniciosa was obtained from the
database of Genome / Proteome M. Pernicious with 2193 base pairs and 731 amino
acids, and using it to build the three-dimensional model for comparative modeling.
After molecular dynamics simulations of the model presented an early stable simulation
between 2.00 and 2.36 nanoseconds. The complex cellulolytic obtained from M. pot,
was efficient in the hydrolysis of bagasse-cane sugar and reducing the viscosity of
cashew apple juice.

Keyword: enzymes glycosidic, Moniliophthora perniciosa, application, structure 3D
comparative modeling
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1 INTRODUCAO

O Brasil e principalmente o estado da Bahia, destaca-se como uma das principais
regides no mundo produtoras de cacau (SOUZA; DIAS, 2001). A cacauicultura teve um papel
importante no desenvolvimento regional trazendo empregos e colocando o pais em destaque
no cendrio econdémico internacional.

A planta Theobroma cacao L € cultivada nas Américas Sul e Central, Caribe, Africa e
Asia, e suas améndoas representam a principal matéria prima para inddstria de chocolate, na
utilizacdo da manteiga de cacau, polpas, geléias, dentre outros produtos (CARVALHO,
2007). Na regido sul baiana, a cacauicultura vem sofrendo perdas significativas na produgao,
devido a presenca de doencas que se estabelecem em suas plantagdes, ocasionando prejuizo
econdmicos de grande escala.

Dentre as principais doencas, destaca-se a vassoura-de-bruxa, causada pelo
fitopatégeno Moniliophthora perniciosa. Este fungo é um basidiomiceto hemibiotréfico que
apresenta uma fase parasitica e outra sapréfita, provocando alteragdes morfoldgicas,
histoldgicas e fisioldgicas tecido-especificas e temporais no cacaueiro (FRIAS et al, 1991). O
fungo infecta langamentos florais novos, os frutos em desenvolvimento e as almofadas florais,
podendo provocar a morte da planta quando afetada por consecutivos ciclos do patdégeno
integrando a fatores abidticos (SILVA, 2002).

Medidas integradas como o controle cultural, biolégico e quimico e também o uso de
cultivares resistentes tem sido utilizados no controle dessa doenca. Entretanto, estudos
moleculares vém atuando na busca de mecanismos que sdo desecandeados na interagdo
planta-patégno, sendo foco de muitos projetos de pesquisas (CARVALHO, 2007).

Trabalhos realizados nos Laboratérios de Biologia Molecular, Enzimologia e
Modelagem Molecular da Universidade Estadual de Feira de Santana UEFS, em colaboracdo
com outros laboratérios (UESC, UFBA e CEPLAC), vém buscando solu¢des para o controle
da doencga através de estudos moleculares que possibilite ao desenvolvimento de novas formas
de combate a doenca (ANDRADE et al, 2009).

A caracterizacdo bioquimica e funcional de produtos génicos (PIROVANI et al., 2005)
sdo de fundamental importancia na busca de um controle efetivo da doenga, além da
prospec¢ao e o desenvolvimento de inibidores especificos (SOUSA, 2007). O conhecimento
das enzimas fungicas que estdo envolvidas na degradacdo dos polissacarideos presentes na

parede vegetal da planta podem ser alvos interferentes no desenvolvimento do patégeno, uma
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vez que para degradacdo desses polissacarideos os fungos patogénicos necessitam produzir
complexos enzimaticos que degradem a parede celular vegetal, facilitando sua invasdo na
planta. Entre as enzimas envolvidas, as celulases sdo as principais enzimas degradadoras da
parede celular vegetal.

Este complexo enzimdtico tem como alvo diferentes sequéncias, estruturas e
mecanismo hidrolitico com inversdo ou retencdo da configuracdo do carbono anomérico
(GLOSTER et al, 2007). As celulases sao enzimas que pertencem a familias das hidrolases
glicosidicas, sendo estas agrupadas atualmente em 87 familias (HENRISSAT et al, 1993).

A conversao microbiana de celulose em produtos soldveis exige a acdo de diversos
tipos de enzimas glicosidicas hidroliticas, tais como endoglucanases celobiohidrolases e [3-
glicosidase (GILKES et al, 1991). Estas enzimas atuam na hidrélise da biomassa para
producdo de etanol, sendo utilizadas também em diversos processos industriais. Entre estes,
destacam-se a industria téxtil, papel e celulose, alimenticia e alimentacdo animal (BHAT,
1997).

No entanto, a partir do conhecimento sobre as caracteristicas bioquimicas e estruturais
das celulases poderd indicar o envolvimento dessas enzimas na interagdo entre M. perniciosa
e o T. cacao, e assim, determinar de forma eficiente uma metodologia para o controle da
doenca, além de avaliar o potencial do fungo na producao desse complexos a nivel industrial.

Esta dissertacdo teve como objetivos: (i) produzir e caracterizar celulase de M.
perniciosa; (ii) avaliar o complexo celulolitico na hidrélise de bagaco-de-cana e clarificagao

de suco de caju; (iii) determinar a estrutura tridimensional de celulase de M. perniciosa.
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Os fungos patogénicos de plantas podem produzir uma variedade de enzimas capazes
de degradar os componentes da parede celular. A parede celular dos vegetais superiores varia
quanto a sua composicdo e organiza¢do, mas sido constituidas primeiramente de celulose e
hemicelulose. Para invadir os tecidos vegetais, os fungos filamentosos precisam produzir e
excretar vdrias enzimas hidroliticas, que serdo responsiveis pela degradacdo da parede
celular.

Entre estas enzimas, podemos citar as celulases. O estudo de enzimas capazes de
degradar a parede celular de plantas pode levar a descoberta de novos controles de pragas,
sendo deste modo, de grande interesse cientifico. Neste capitulo revisamos os principais

constituintes e enzimas degradadoras da parede vegetal.

1.2 Constituintes da parede vegetal

A celulose e hemicelulose sdo os principais polissacarideos constituintes da parede
vegetal. A celulose € um homopolissacarideo composto por unidades de glicose ligadas entre
si através de ligacdes B-1,4, formando microfibras. Estas microfibras se entrelacam, formando
finos filamentos, denominados macrofibrilas.

Moléculas de celulose possuem duas regides, cristalina e amorfa. A regido cristalina
apresenta um maior nimero de interacdes moleculares intra e internamente, como pontes de
hidrogénio e forcas de Van der Waals, o que torna a celulose insolivel e mais resistente a
acdo enzimdtica, a tracdo e a agentes quimicos (PERCIVAL et al, 2006; LYNDY et al, 2002).
A regido amorfa, é mais facilmente hidrolisdvel, possui menos interacdes de hidrogénio,
sendo facilmente hidratada e mais acessivel as enzimas (LYNDY et al, 2002). No entanto,
complexos enzimdticos produzidos por varios microrganismos t€m demonstrado capazes de
catalisar a hidrélise de celulose, tanto cristalina quanto amorfa, em agucares soliveis de
baixas massas moleculares como a celobiose e glicose (BHAT, 1997).

As hemiceluloses sdo polimeros constituidos de védrios monossacarideos,
principalmente de D-xilose e por outras subunidades, com D-manose, D-glicose, L-arabinose,
D-galactose, dcido glicordnico e acido galacturonico. A hemicelulose estad fortemente ligada a
celulose por grupos de ligacdes de hidrogénio e também através de ligacdes covalentes.

A Figura 1 evidencia a estrutura de celulose envolvida com hemicelulose através de

microfibras.
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Celulose

Lignina Hemicelulose

Figura 1: Estrutura de célula vegetal representando as fibras de celulose e hemicelulose

Para uma completa degradacdo de celulose é necessdria a acdo de varias enzimas
denominadas de celulases. Estas enzimas sdo produzidas por um espectro de bactérias, fungos
aerobios e anaerdbios, mesofilos e termdfilos, protozodrios, tendo os fungos filamentosos

como a mais importante fonte comercial (POLIZELI et al., 2005).

1.2.1 Celulases

Os materiais naturais de celulose podem fornecer energia sob a forma de glicose,
através da sua hidrélise por enzimas celuloliticas de origem microbiana. A classificacdo das
celulases, de acordo com seu local de atuacdo no substrato celuldsico, as divide em trés
grandes grupos: endoglicanase, exoglicanase e B-glicosidase, que em conjunto, constituem um
complexo de enzimas celulases. Consequentemente os substratos insoliveis celuldsicos sao
convertidos em actcares soltiveis pela agdo sinérgica dessas enzimas (BAGGA et al., 1990).

A classificagdo das celulases, de acordo com seu local de atuagdo no substrato
celuldsico, as divide em trés grandes grupos: endoglucanases (EnG), que clivam ligacdes
internas da fibra celul6sica; exoglucanases (ExG), que atuam na regido externa da celulose; e
b-glicosidases (BG), que hidrolisam oligossacarideos soliveis em glicose (CASTRO &
PEREIRA, 2010). A Figura 2 representa o mecanismo de degradacdo da celulose pelo

sinergismo das enzimas.
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Celulases
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Figura 2: Mecanismo de a¢do do complexo enzimatico

A endoglicanase (EC 3.2.1.4) é a enzima responsavel por iniciar a hidrélise. Ataca
internamente a celulose de forma aleatéria na parte amorfa da fibra celulésica, liberando
oligossacarideos de vérios tamanhos e, consequentemente, novos terminais, sendo um redutor
(quando a glicose possui uma hidroxila heterosidica livre) e um ndo redutor (quando a
hidroxila heterosidica da molécula da extremidade participa de ligacio com a glicose
adjacente) (CASTRO & PEREIRA, 2010).

As endoglucanase também sdo conhecidas como celulases e carboximetil celulase. Seu
substrato natural € a celulose e xiloglicana, apresentando especificidade varidvel em
carboximetil celulose (CMC), avicel (celulose cristalina), B-glicana e xilana. Elas atuam
somente na por¢do amorfa da celulose, sendo que sua atividade € diminuida conforme o
encurtamento da cadeia de celulose (PERCIVAL ZHANG et al, 2006; LYNDY et al, 2002;
BHAT & BHAT, 1997).
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As exoglucanases, também conhecidas como glucanohidrolase e celobiohidrolases,
atuam em por¢Oes redutoras e ndo redutoras sendo capazes de atuar sobre a celulose
microcristalina, encurtando cadeias do polissacarideo. Duas classifica¢des sdo utilizadas para
definir este tipo de atividade enzimética: 1,4-B-D-glucana-hidrolases e celobiohidrolase.

As 1,4-B-D-glucana-hidrolases (GH), também conhecidas como exo-B-glucosidase
(EC. 3.2.1.74), s3o responsdveis pela hidrolise da fibra celuldsica, liberando glicose
diretamente do polimero. Celobiohidrolase (CBH) (EC 3.2.1.91), denominadas também como
exo-glucanase ou celobiohidrolases, pode ser dividida em dois tipos: enzima do tipo I (CBH
I), que hidrolisa terminais redutores (R), enquanto que a do tipo II (CBH II) hidrolisa
terminais ndo redutores (NR). Essas enzimas geralmente sofrem inibi¢do pelo seu produto de
hidrélise (celobiose) (CASTRO & PEREIRA, 2010). Possuem acao limitada sobre substratos
de carboximetil celulose e hidroxetilcelulose (HEC) (LYNDY et al., 2002; BHAT & BHAT,
1997).

As B-glucosidases (EC 3.2.1.21) hidrolisam celobiose e removem glicose de terminais
ndo redutores de pequenas celodextrinas (BHAT & BHAT, 1997). As B-glicosidases tem um
papel importante na hidrélise de materiais lignoceluloliticos. A celobiose, principal substrato
para a B-glicosidase € um potente inibidor de exocelulases e sua auséncia diminui o processo
de sacarificacao das biomassas (ALMEIDA, 2009; LYNDY et al., 2002).

Muitas celulases sdo compostas por dois dominios distintos: o dominio de liga¢do ao
substrato (DLS) e dominio catalitico (DC), que abriga o sitio ativo (SA). O sitio ativo possui
como fungdo a hidrélise das ligacdes glicosidicas da celulose e cada classe de celulase possui
uma forma diferente de hidrdlise de ligacdes localizadas em regides diferentes do substrato,
com ligacOes terminais localizadas nas extremidades das cadeias e ligagdes internas. O
dominio de ligacdo ao substrato estd associado a adsor¢do, que permite o aumento da
concentracdo das celulases na superficie da celulose através de interacdes nao-covalentes,
envolvendo ligagdes de hidrogénio, forcas -eletroestdticas e interagdes hidrofébicas

(MARTINS, 2005).

1.2.2 Aplicacgoes de celulases

As celulases possuem uma ampla faixa de aplicagdes, tendo seu uso intenso nos
primeiros anos da década de 80, primeiro na industria de alimentacdo animal, seguindo da
aplicacdo na industria de alimentos. Subsequentemente, estas enzimas foram aplicadas na

industria téxtil e lavanderia (BHAT, 2000).
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Na industria de alimentos, essas enzimas sdo aplicadas em conjunto com as
hemicelulases e pectinas, na extracdao de sucos de frutas e 6leos de sementes, na filtracdo e
clarificacdo de sucos, aumento da eficiéncia da extracdo da cor de sucos e na liquefacdo do
tecido vegetal (BHAT & BHAT 1997). As B-glucosidases possuem capacidade de liberar
compostos aromdticos durante a fabricacdo do vinho, como terpenos, compostos fendlicos de
capacidade antioxidante, nutracéutica e flavorizante (DAROIT et al, 2007).

A busca de novas fontes de energia devido ao aumento gradual dos precos de 6leo e do
gds natural e alta instabilidade do mercado de energia tem destacado a importancia do
desenvolvimento de tecnologias para o uso de fontes renovdveis. Na industria de racdo
animais ruminantes as celulases em conjunto com pectinases € hemicelulases, sdo aplicadas
na degradacdo das plantas forrageiras, melhorando a digestibilidade da ra¢do. Na industria
textil as celulases degradam as fibras superficiais tornando os tecidos mais lisos e macios.
Também sdo utilizadas como aditivos biolégicos na preparagdo de silagem, fermentacdo de
alfafa e como aditivo biolégico (MUHLBACH et al, 2000).

A biomassa é a unica fonte de carbono suficiente para substituir o uso dos
combustiveis fésseis. Sendo assim, os materiais lignoceluloliticos sdo os mais atrativos,
devido ao baixo custo. Diversos investimentos tém sido realizados para possibilitar a
degradacdo desse material complexo em agucares simples e fermentdveis para producdo de
etanol. A degradacdo da celulose pelas celulases é um processo muito bem estudado e a
atuacdo destas enzimas € afetada pela porosidade e cristalinidade da celulose além do
conteddo de lignina e hemicelulose da biomassa (BALAT, 2008). Estudos fisico-quimicos e
mecanicos tem sido realizados para possibilitar o aumento da superficie de contato da
biomassa extraindo lignina e hemicelulose para atuacio de celulases (ALMEIDA, 2009).

Avangos das pesquisas sobre celulases ocorrem em diversas dreas do conhecimento.
Ao longo dos anos, e até os dias atuais, contribui¢des cientificas vem sendo geradas
continuamente, no que tange ao isolamento de microrganismos produtores de celulases,
aumento da expressdo de celulases por expressdo génicas, a purificacdo e caracterizacdo de
componentes deste complexo enzimatico, ao entendimento sobre o mecanismo de ataque a
celulose, a clonagem e expressdao de genes, a determinacdo tridimensional das celulases e a

demonstra¢do do potencial industrial dessas enzimas (CASTRO & PEREIRA, 2010).
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CAPITULO 2

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE CELULASE DE Moniliophthora perniciosa
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2.1 INTRODUCAO

O fungo Moniliophthora perniciosa, € o agente causador da praga vassoura-de-bruxa
em cacaueiros, responsavel por grandes perdas em plantagdes de cacau na América do Sul e
Caribe (KILARU et al, 2005).

Os fungos patogénicos de plantas podem produzir uma variedade de enzimas capazes
de degradar os componentes da parede celular. A parede celular dos vegetais superiores varia
quanto a sua composicdo e organiza¢do, mas sdo constituidas primeiramente de celulose e
hemicelulose. Para invadir os tecidos vegetais, os fungos filamentosos precisam produzir e
excretar vdrias enzimas hidrolases, que serdo responsdveis pela degradacao da parede celular,
entre estas enzimas, podemos citar as celulases.

As celulases catalisam a hidrdlise interna de ligacdes B-1,4 da celulose de forma
aleatéria. O seu substrato natural € celulose e xiloglicana, apresentando especificidade
varidvel sobre carboximetil celulose (CMC), xilana e B-glucana. As celulases tém sido
amplamente estudadas e utilizadas em diversos fins industriais, devido ao seu potencial
tecnoldgico na industria téxtil, papel e celulose, inddstria farmacéutica, alimenticia e quimica
(NEMETH et al, 2002).

A obtengdo de celulases de fonte microbiana é uma excelente alternativa para
producdo de complexos celuloliticos, uma vez que estas fontes apresentam um alto poder de
multiplicacdo, sd@o adaptdveis a varios meios nutricionais, e sintetizam uma variedade de
substancias quimicas, dentre elas as enzimas, e podem apresentar baixo custo de cultivo
(AZEVEDO, 2004; ANDREAUS, 2002).

Técnicas de fermentacdo como o cultivo em estado sélido sdo bastante usadas para
producdo de enzimas, por apresentar baixo custo operacional e evitar o consumo excessivo de
dgua durante a produ¢do (FERNANDEZ et al. 1996). Entretanto, o cultivo submerso
apresenta maior vantagem sobre o cultivo em estado solido, devido a sua capacidade em gerar
uma variedade de metabdlitos (PAPAGIANNI, 2004; GIBBS et al, 2000), principalmente
pela maior homogeneidade, disponibilidade e interacdo dos nutrientes, implicando
diretamente com a produgdo, transporte de enzimas e metabdlitos entre o meio e o
microrganismo. Assim, para o cultivo de fungos filamentosos em meio submerso, é

necessario o estudo de varidveis como, pH, temperatura, fonte de carbono, nitrogénio e
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oxigénio dissolvido. Poucos fungos e bactérias produzem celulase suficiente para completa
degradacao de celulose.

Deste modo, para a compreensdo do potencial do microrganismo na producdo de
enzimas do complexo celulolitico e 0 mecanismo de acdao de cada enzima na hidrélise de
celulose, a producdo e caracterizacao utilizando extrato bruto € um pré-requisito necessario.
Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo produzir e caracterizar celulase de M.

Perniciosa.

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Reagentes

Carboximetilcelulose, glicose, albumina bovina, dextrose, Agar (BDA - HiMedia) foram
obtidas da Sigma (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA), solucao tampao de fosfato de sddio
0,2 M, Tris 0,2 M, 4cido dinitrosalicilico (DNS), cloreto de célcio, brometo de potéssio, cloreto de

potdssio, sulfato de amdnio.

2.2.2 Microrganismo

As amostras de M. perniciosa (CCMB 0257) foram gentilmente cedidas pela Colecao
de Culturas de Microrganismos da Bahia (CCMB).

2.2.3 Condicoes de cultivo de Moniliophthora perniciosa

O fungo foi cultivado em meio s6lido por 10 dias em caldo batata e dextrose. O
complexo celulolitico foi produzido utilizando meio liquido contendo a seguinte composi¢ao:
(g L'l): farelo de trigo, 40,0; extrato de levedura variando de 3 a 9; K;HPO, 3H,0, 1,0;
MgSO,4 7H,0, 0,2; KCI, 0,2. Um disco de 1 cm de didmetro do micélio foi transferido para
frasco de erlenmeyer de 100 mL. A incubacdo foi realizada a 28°C variando de 7 a 21 dias a
120 rpm. O meio liquido foi filtrado e centrifugado a 8.000 g por 15 min a 4°C, e o

sobrenadante foi utilizado como um extrato bruto enzimatico (HUA et al., 2007).
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2.2.4 Producio de celulase utilizando o modelo experimental Doehlert

Os parametros mais importantes que afetam a produc¢do de enzimas sdo tempo de
fermentagdo e concentracdo de substrato. Neste estudo, utilizou-se para avaliar os efeitos do
tempo de fermentagdo e concentracdo do indutor sobre a produgdo da enzima celulase, o
delineamento experimental de superficie de resposta com duas varidveis (concentragdo de
substrato e tempo de fermentacdo) e ponto central, levando a um total de 9 experimentos
(Tabela 1). Todas as andlises foram realizadas em triplicata. A concentra¢do do substrato foi
estudada em cinco niveis (de 3 a 7g. L") e o tempo de fermentacio estudado em trés niveis (7
a 21 dias). Os erros experimentais foram avaliados a partir de replicacao do ponto central. Os
dados experimentais foram plotados e ajustados em modelos e a significincia estatistica de
cada um dos termos foram avaliados através andlise de varidncia (ANOVA) utilizando Design

Statistica, versao 6.0.

Tabela 01. Matriz de Doehlert utilizada para a otimiza¢do da produgdo de celulase de M. perniciosa

Experimento  Concentracio do Indutor (g/L) Tempo (dias)
1 3(-1) 14.(0)
2 4,5 (-0.5) 7 (-0.866)
3(C) 6 (0) 14.(0)
4 (C) 6 (0) 14 (0)
5(C) 6 (0) 14.(0)
6 7,5 (0.5) 7 (-0.866)
7 9 (1) 14 (0)
8 4,5 (-0.5) 21 (0.866)
9 7,5 (0.5) 21 (0.866)

(C): ponto central; valores codificados sdo apresentados em parénteses
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2.2.5 Obtencao do complexo celulolitico

Apds o periodo de incubagdo, os meios foram centrifugados (Centrifuga 5804R -
eppendorf) a 10000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi utilizado como fonte

enzimatica.

2.2.6 Ensaios enzimaticos

Os ensaios sobre a atividade de celulase foram verificados segundo LIMA et al (2005).
Cada triplicata continha aliquotas de 250 pL de solugdo enzimdtica, 250 pL
carboximetilcelulose 0,5%, pH 5,8, em 50°C por 30 min. A quantidade de acticar redutor
produzido foi determinada utilizando &4cido dinitrosalicilico (DNS) proposto por Miller
(1959).

As amostras foram lidas em espectrofotdometro UV/VIS (Varian, Cary 50) com o
comprimento de onda de 540 nm e a quantidade de acgucar redutor reduzida foi determinada
utilizando uma curva de calibragdo com glicose pura (Sigma). Uma unidade de atividade de
celulase foi definida como a quantidade de enzima necessdria para catalisar a formacao de um
umol de glicose por minuto. Todas as andlises foram realizadas em triplicatas, sendo

considerados apenas os resultados das triplicatas que diferem entre si menos que 5%.

2.2.7 Determinacao da atividade especifica (AE) e contetido protéico total

A proteina total foi determinada pelo método de Bradford (1976): 50 uL de solucdo
contendo a enzima e incubada em 2,5 mL de reagente de Bradford por 5 min em temperatura
ambiente. As absorbancias das amostras foram lida em 595 nm em espectrofotdometro UV/VIS
(Varian, Cary 50).

A atividade especifica da celulase foi entdo calculada pela razao:
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AE = UA (ulase / Mg proteina

Sendo: AE = umol de glicose liberado por min/mg de proteina

2.2.8 Caracterizacao de celulase

2.2.8.1 Otimizacao do efeito de pH 6timo e temperatura 6tima de celulase de M.
perniciosa através da metodologia de superficie de resposta

As interagdes dos efeitos de pH e temperatura 6tima sobre a atividade do complexo
celulolitico foram obtidas através da realizacdo de 9 experimentos de atividade (Tabela 2). A
avaliacdo do efeito de pH foi realizada utilizando solucio tampao de fosfato de sédio 0,5 M
para pH (5,0; 6,0; 7,0 e 8,0) e solucdo tampao Tris (hidroximetil) 0,5 M para pH 9,0 e a
temperatura 6tima (40, 60 e 80°C). Os ensaios de atividade foram realizados conforme o item
2.2.6. Para cada ensaio foram utilizadas trés repeti¢oes.

Os dados experimentais foram plotados e ajustados em modelos e a significincia
estatistica de cada um dos termos avaliadas através de andlise de variancia (ANOVA)

realizado pelo software Statistica 6.0.

Tabela 02. Otimizacdo do efeito de pH e temperatura na atividade de celulase de M. perniciosa

N° pH Temperatura (°C)
1 6,0 80
2 8,0 80
3 5,0 60
4 7,0 60
4 7,0 60
4 7,0 60
5 9,0 60
6 6,0 40
7 8,0 40
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2.2.8.2 Parametros cinéticos

O efeito da concentragdo do substrato CMC sobre a atividade de celulase foi avaliado
em condi¢des 6timas de ensaios. O substrato foi diluido em solucao tampao fosfato de sédio
0,5 M, pH 7,0, nas concentracdes de 0,05 mg/mL a 0,2 mg/mL. Os valores da velocidade
inicial da reacdo foram obtidos graficamente pelo método duplo reciproco Lineweaver-Burk
(LINEWEAVER-BURK, 1934). Os ensaios de atividade de foram realizados conforme o item
2.2.6.

2.2.8.3 Estudo da termoestabilidade de celulase

A estabilidade térmica foi avaliada incubando-se amostras da enzima em diferentes
temperaturas (60, 70, 80 e 90°C) e tempos (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos). Apos este
periodo de incubagdo, os tubos de ensaio contendo as enzimas foram resfriados em banho de
gelo e foram realizados os ensaios enzimdticos. Os ensaios de atividade foram realizados

conforme o item 2.2.6.

2.2.8.4 Efeito de sais na atividade de celulase

O efeito da presenca de sais (brometo de potdssio, cloreto de amonio, cloreto de célcio
e cloreto de potdssio) foi avaliado em diferentes concentracdes (0,0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,

80, 90 e 100 mM). Os ensaios de atividade foram realizados conforme o item 2.2.6.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

2.3.1 Producio de celulase

Diversos fatores podem ser estudados para producdo de celulases, tais como, nutrientes,
fonte de carbono e condicdo de incubac@o. As condicdes 6timas de producdo de celulase de

M. perniciosa foram avaliadas utilizado o estudo de duas varidveis através da matriz de
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Doehlert. A equacdo abaixo ilustra a relag@o entre as duas varidveis e a resposta, onde R € a

resposta de atividade da enzima, IC € a concentracdo e T € o tempo:

UA =2, 1819 + 0,0829(T) - 0,010196(T)* + 0,9329(E.L) - 0,12162(E.L)* + 0,0425(T)(E.L)

UA: atividade; T: tempo de fermentacao; E.L: extrato de levedura

Os resultados obtidos a partir de superficie de resposta correspondem aos graficos de
curva de niveis para equacdo descrita acima mostrado na Figura 1. De acordo com o gréifico
de superficie de resposta mostrado na Figura 1 e 2, o extrato de levedura apresenta maior
influencia na atividade de celulase em relacdo ao tempo de fermentacdo. No entanto, pode ser
observado que ambos os parametros estudados possuem influéncia na atividade de celulase.

A andlise de variancia foi aplicada para avaliar os dados experimentais do modelo
quadratico. Baseado no teste F, a equacdo € estatisticamente significativa, obtendo-se um F
calculado 33,16 e F tabelado 9,01.

A partir da plotagem dos graficos dos ensaios de concentragao de substrato e tempo de
fermentacdo, observou-se que concentragdes de extrato de levedura acima de 7 g.L'1 e abaixo
de 5 gL' mostraram uma reducdo na atividade celulolitica. Concentracdes de extrato de
levedura, entre 6 e 7 g.L'1 e tempo de fermentacdo de 14 e 20 dias, apresentaram os valores
mais elevados para producdo do complexo celulolitico, tendo como valor méaximo de
atividade de celulase na concentragdo de 7,15 g.L' em extrato de levedura no tempo de 19

dias de fermentacao obtendo-se 6, 33 UA.
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Figura 1. Superficie de resposta a partir da concentracio de substrato em fun¢do do tempo de incubag@o. O circulo
central em vermelho indica a influencia do tempo de fermentag@o e concentracao do indutor (substrato).

Entre os produtores de celulases estio o género Aspergillus, Cladosporium,

Funsarium, Geotrichum, Myrothecium, Paecilomyces, Penicillium, Clostridium e

Trichoderma (LYND et al, 2002; KAREN et al, 1996). Fungos termofilos também estao
sendo pesquisados, devido a sua capacidade de secretar enzimas que degradam a celulose em
temperaturas mais elevadas e possuirem melhor estabilidade térmica, além de sintetizarem

celulases resistentes a pHs de alcalinidade e acidez elevada (BHAT & BHAT, 1997).
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Figura 2: Curvas de nivel de concentracdo de indutor em fungdo do tempo de incubagdo. O circulo central em
vermelho indica o tempo 6timo de fermentag¢do em funcéo da concentracio de substrato.

Estudos de crescimento de fungos filamentosos para producdo de enzimas do
complexo celulolitico em cultivo liquido, utilizando farelo de trigo como fonte de carbono,
identificou 78 linhagens produtoras de enzimas celuloliticas (RUGGER et al, 2004). Destes
microrganismos estudados, o Trichoderma harzianum apresentou melhor atividade (1,64
UA). Além de estudos demonstrarem o potencial das linhagens de Trichoderma, na produgao
de celulases outras espécies do género de Aspergillus e Penicicillium tém sido citadas como
bons produtores de celulases.

A producgdo de enzimas do complexo celulolitico ndo estd somente ligada a linhagem
do microrganismo, mas principalmente as técnicas e substrato utilizados no processo, dessa
forma, isso se torna dificil comparar com estudos realizados por outros autores (RUGGER, et

al, 2004). Diversos fatores podem influenciar na produ¢do do complexo celulolitico. Técnicas
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de cultivo em meio liquido apresentam maiores vantagens na producdo de enzimas

extracelular, devido principalmente a interacdo dos nutrientes com o microrganismo.

2.3.2 Caracterizacao de celulase de M. perniciosa

2.3.2.1 Efeito de pH 6timo e temperatura 6tima de celulase de M. perniciosa através da
metodologia de superficie de resposta

A partir da construcao dos grificos dos ensaios de otimizacdo de temperatura e pH
Otimos das amostras contendo as enzimas pelo software Statistica 6.0, pode-se analisar os
efeitos de temperatura e pH na atividade celulolitica. Os dados indicaram que valores de pH
abaixo de 7,0 e acima de 8,0 apresentam reducdo de atividade celulolitica. Quanto a
temperatura 6tima de atividade, os resultados obtidos indicaram que temperaturas abaixo de
40 e acima de 55°C acarretam na diminuicdo de atividade de celulase. Valores entre pH 7,0 e
8,0 e temperaturas entre 40 e 55°C apresentaram os melhores resultados de atividade. Os

valores 6timos de pH e temperatura foram 7,22 e 47°C (Figura 3 e 4).
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Figura 3. Temperatura e pH 6timo de celulase de M. perniciosa. O circulo central em vermelho intenso indica o
ponto central de pH 6timo e temperatura 6tima.

H4 diversos relatos na literatura sobre a caracterizacdo de celulases de origem
fungicas, sendo as endoglucanases as mais estudadas. Efeitos de pH e temperatura 6tima de
atividade sdo fundamentais para se entender o comportamento enzimatico e possivelmente
determinar suas condi¢des Otimas de trabalho. Vaiarios organismos produtores de
endoglucanases apresentam pH 7,0 como 6timo de atividade e temperatura de 50°C (KAUR
et al, 2007; LIMA et al, 2005; SAHA et al, 2004; ROMANIEC et al, 1992; BAGGA, et al.,
1990).

Resultados similares aos de M. perniciosa também foram encontrados em Aspergillus

Niger, A. nidulans e em Clostridium cellulolyticum com temperatura 6tima de 51°C e pH 7,2
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(ALI et al, 2008; FIEROBE et al, 1991). Outros géneros de Clostridium apresentam valores
otimos de pH e temperatura 5,2 e 62°C respectivamente (NG, et al, 1981).

Temperatura (°C)

4.5 4.0 ] g.0 6,5 7.0 7.5 g.0 8.9 9.0 9.5
pH

Figura 4. Temperatura e pH 6timo de celulase de M. perniciosa. O circulo central em vermelho intenso indica a
faixa de temperatura (47,39 °C) e pH 6timo (7,2) da enzima.

Fungos como Penicilium, Aspergillus nidulans e Trichoderma viride apresentam
atividade 6tima de endoglucanase em pH variando de 4,5 — 6,0 (KAUR et al, 2007; KIM et al,
1994; BAGGA et al., 1990).

Estudos com P. enchinulatun e Thermoascus aurantiacus demonstraram atividade
maxima para endoglucanase a temperatura de 60°C (SILVA, 2008; CAMASSOLA, et al,
2004). Para o multi-complexo enzimatico celulolitico a temperatura 6tima de 60°C ja € muito

citada na literatura (KARBOUNE et al, 2008).
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Efeito da temperatura para producdo de endoglucanase em Aspergillus niger e A.
nidulans foram estudados a temperaturas de 25, 30, 35, 40 e 45°C, obtendo temperatura 6tima

de 35 e 30°C para Aspergillus niger e A. nidulans respectivamente (ALI et al, 2008).

Celulases de Bacillus foram otimamente ativas em pH de 5-6,5. A enzima apresentou
temperatura 6tima de 65 e 70 ° C para a endoglucanase de CH43 e HR68, respectivamente

(Mawdza et al, 2000).

2.3.2.2 Parametros Cinéticos

Ap6s a obtencdo dos dados experimentais foram determinadas as constantes cinéticas.
Utilizou-se o método grifico de Lineweaver-Burk que correlaciona linearmente 1/v versus
1/[S], para a determinagdo dos parametros. Na curva de Lineweaver-Burk o ponto no qual a
reta toca o eixo das ordenadas corresponde a 1/Vy,y, j4 0 ponto no qual a reta toca o eixo das

abscissas equivale e 1/Ky. Os valores de Km ¢ Vmax obtidos de celulase de M. perniciosa foi de

0, 03732 mg/mL e 27,47umoles/min/mg respectivamente (Figura 5).
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Figura 5: Curva de Lineweaver-Burk referente a celulase produzida por M. Perniciosa.
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Estudos cinéticos realizados em celulase de M. perniciosa demonstraram que a enzima
possui maior afinidade ao substrato CMC quando comparado ao K, de outros organismos
citados na literatura. Estudos cinéticos realizados por BAGGA (1990) com duas
endoglucanases de Aspergillus nidulans apresentaram K, 5,0 e 4,0 mg/mL e V.« 12,0 € 10
umol/min/mg. Em endoglucanase produzida por Salinivibrio sp a afinidade ao substrato de

CMC foi K, de 3,03 mg/mL e V¢ de 142,86 umol/min/mg (WANG et al, 2009).

2.3.2.3 Estudos da termoestabilidade de celulase

Os efeitos da estabilidade térmica sobre a atividade residual de celulase mostraram
retencao de atividade 99%, 95, 05 % 94, 80 % de atividade celulolitica a 60, 70 e 80°C apds
30 minutos de incubacgdo respectivamente (Figura 6). O complexo celulolitico apés 30
minutos de incubacdo a 90°C manteve 88,66% sua atividade residual (Figura 6). A presenca
de enzimas celuldsicas estdveis a temperatura de 50 e 60°C estd presente em outros
microrganismos (KIM et al, 2009; CAMASSOLA et al, 2004; JAGER et al, 2001). Enzimas
que apresentam estabilidade em temperatura acima de 40 °C sdo ditas como termoestaveis,
sendo comum encontrar microrganismos mesofilos que cres¢am em temperatura de 28 e 32°C
e produza enzimas que atuam a temperatura de 60 °C, como por exemplo, glucoamilase de

Neosartorya fischeri e Aspergillus fumigatus (GOMES et al, 2007).
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a s 10 15 20 25 30 is

Tempo (mind

Figura 6. Efeito da termoestabilidade de celulase produzida por M. perniciosa. 60 (m), 70 (@), 80 (A), 90 °C
(Y).
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Estudos com A. phoenicis apresentaram perda total de atividade para endoglucanases
ap6s 15 minutos de incubacdo a 80°C (SILVA, 2008). No actinomicato Streptomyces
drozdowiciczii, o extrato bruto contendo endoglucanase demonstrou estabilidade térmica ao
longo de uma hora e meia a temperatura de 50°C, no mesmo periodo, 100% de atividade foi
reduzida a 60°C (LIMA et al, 2005). Estudos com fungo termofilo Thermoascus aurantiacus
em endoglucanase e celobiase mostraram que ambas as enzimas permaneceram estdveis a
temperatura de 80°C por 42 el8 minutos respectivamente (Kalogeris et al, 2008). Enzimas
termoestdveis sdo altamente especificas e, portanto, t€m um potencial considerdvel para
muitas aplicacdes industriais.

As enzimas podem ser produzidas a partir de fermentagdo otimizada de
microrganismos mesofilos ou clonagem de rapido crescimento a partir da tecnologia do DNA
recombinante (Haki et al, 2003). A hidrélise enzimética da celulase possui aplicacdes
potenciais econdmicas e ecoldgicas. Portanto, a descoberta de novas celulases extremofilas é

essencial para atender as necessidades da industria (Dutta et al, 2008).

2.3.2.4 Influéncia de sais na atividade de celulase

A influéncia de brometo de potassio, cloreto de célcio, cloreto de amonio e cloreto de
potdassio foram estudados sobre a atividade de celulase em diferentes concentracgoes.

A enzima reteve 96% e 94% de atividade residual, quando incubada na presenca de
brometo de potdssio e cloreto de potdssio, na concentracdo de 100 mM (Figura 7). Na
presenca de 100 mM de cloreto de célcio e cloreto de amonio, verificou-se a retencao de 74%
e 71% de atividade residual, respectivamente.

Em Clostridium thermocellium estudos na presenga de CaCl na concentracdo de 5 mM
mostraram um aumento de 50% da atividade em endoglucanase (ROMANIEC et al 1992).
Resultados obtidos por SILVA (2008) com A. poenicis na presenca de cloreto de potdssio e

cloreto de calcio revelaram perda total de atividade de endoglucanase.
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Figura 7: Efeito da influéncia de sais na atividade de celulase produzida por M. perniciosa. Cloreto de potdssio
(m), Cloreto de célcio (e), Cloreto de amonio (A ), Brometo de potdssio (V).

REFERENCIAS

ALIL F. H; SAAD EL-DEI, H.S. Production and Partial Purification of Complex by
Aspergillus Niger and A. nidulans on Water Hyacinth Blend. Journal of Applied Sciences
Research, p. 875-891, 2008.

ANDREAUS, J. Uso de celulases na industria téxtil. /n: Seminario Brasileiro de tecnologia
enzimatica - ENZITEC, anais: UnB, p. 50, 2002.

AZEVEDQ, J. L. Genética dos fungos. In: AZEVEDQO, J. L.; ESPOSITO, E. Fungos: uma
introducgdo a biologia, bioquimica e biotecnologia. Caxias do Sul: Educs, p. 173-212, 2004.

BAGGA, P. S; SANDHU, D. K; SHARMA, S. Purification and characterization of
cellulolytic enzymes produced by Aspergillus nidulans. Journal of Applied Bacteriology, v.
68, p. 61-68, 1990.

BHAT, M. K; BHAT, S. Cellulose degrading enzymes and potential industrial applications,
Advances Biotechnology, New York, v.15, p586-620, 1997.

BRADFORD, M. M. Rapid and sensitive method for quantization of microgram of protein
utilizing principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, v. 72, p.248-254, 1976.

CAMASSOLA, M; BITTENCOURT, L. R; SHENEM, N. T; ANDREAUS; J DILLON, A. J.
P. Characterization of the cellulose complex of Penicillium echinulatum. Biocatalysis and
Biotransformation, v. 22, p. 361-396, 2004.



38

DUTTA, T; SAHOO, R; SENGUPTA, R; RAY, S. S; BHATTACHARIE, A and GHOSH, S.
Novel cellulases from an extremophilic filamentous fungi Penicillium citrinum: production

and characterization. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, v. 35, p. 275-
282, 2008.

FIEROBE, H.-P, GAUDIN C; BELAICH, A; LOUTFI, M; FAURE, E; BAGNARA C,
BATY D; BELAICH J, P. Characterization of Endoglucanase A from Clostridium
cellulolyticum, Journal of Bacteriology, p. 7956-7962, 1991.

FERNANDEZ, M; PEREZ-CORREA, J. R; SOLAR, I, AGOSIN, E. Automation of a solid
substrate cultivation pilot reactor. Bioprocess Engineering, v.16, p. 1-4, 1996.

GIBBS, P. A; SEIVOUR, R. J; SCHIMID, F. Growth of Filamentous Fungi in Submerged
Culture: Problems and Possible Solutions. Critical Reviews in Biotechnology, v.20, 1, p. 17-
48, 2000.

HAKI, G D and RAKSHIT, S K. Developments in industrially important thermostable
enzymes: a review. Bioresource Technolog, v. 89, p. 17 -34, 2003.

HANS LINEWEAVER, DEAN BURK. The Determination of Enzyme Dissociation
Constants. J. Am. Chem. Soc, v. 56, p. 658-666, 1934.

HUA-LI E JING-CHEN E ANNA-LI E DUO-CHUAN LI, Purification and partial
characterization of B -1,3-glucanase from Chaetomium thermophilum, World J Microbiol
Biotechnol, v. 23, p.1297-130, 2007.

JAGER, S; BRUMBAUER, A; FEHER, E RECZER, K;KISS, L. Production and
characterization of B-glucosidases from different Aspergillus strains. World Journal of
Microbiology and Biotechnology, v.17, p. 455-461, 2001.

KALOGERIS, E P; CHRISTAKOPOULOS, P; KATAPODIS, A; ALEXIOU, S; VLACHOU, D. K
and MACRIS, B.J. Production and characterization of cellulolyticenzymes from the thermophilic
fungus Thermoascus aurantiacus under solid state cultivation of agricultural wastes.

Bioresource Technology, v. 99, n. 16, p. 7623-7629, 2008.

KARBOUNE, S; GERAET PA; KERMASHA, S. Characterization of selected cellulolytic
activities of multi-enzymatic complex system from Penicillium. Journal of Agriculture and
Food chemistry, v. 56, p. 903-909, 2008.

KAUR, J; CHADHA, B. S; KUMAR, B. A; SAINI, H. S. Purification and characterization of
two endoglucanases from Melanocarpus sp. MTCC 3922. Bioresource Technology, v.98, p.
74-81, 2007.

KILARU, A; HASENSTEIN, K. H. Development and Pathogenicity of the Fungus
Crinipellis perniciosaon. Interaction with Cacao Leaves. Biochemistry and Cell
Biology, v. 95, n. 1, p. 101-107, 2005.



39

KIM, D.W; KIM, T.S. Purification of cellulose from Trichoderma viride and properties of Its
Component Enzymes, Bull Koren Chem, v.15, n.9, 1994.

KIM, BO-KYUNG; LEE, BO-HWA; JIN, II-HYUCK; CHUNG, CHUNG-HAN; LEE, JIN-
WOOQO. Purification and characterization of carboxymethylcellulase isolated from a marine
bacterium, Bacillus subtilis subsp. subtilis A-53. Enzyme and Microbial Technology, v. 44,
411-416, 2009.

LIMA, A. L.G; NASCIMENTO, R. P; BOM, P. S; COELHO, R. R. R. Streptomyces
drozdowiczii cellulase production using agro-industrial by-products and its potential use in the
detergent and textile industries. Enzyme and Microbial Technology, v.37, p. 272-277, 2005.

MARTINS, R. E. Estudo da imobilizag¢ao de celulase em géis de quitosana. Dissertacao
submetida ao programa de engenharia quimica da universidade Federal de Sao Carlos, Sao
Paulo, 2007.

MAWADZA, C; HATTI-KAUL, R; ZVAUYA, R. Purification and characterization of
cellulases produced by two Bacillus strains. Journal of biotechnology Y, v. 83, n. 3, p. 177-
187, 2000.

MILLER, G, L. Use of de dinitrosalicylic acid reagent of determination of reducing sugar.
Analytical Chemistry, v. 31 n. 3, p. 426-428, 1959.

NEMETH, A; KAMOND, S; SZILAGYI. A; MAGYAR, C; KOVARI, Z; ZAVODSZYA. P.
Increasing the thermal stability of cellulase C using rules learned from thermophilic proteins:
a pilot study, Biophysical Chemistry, v. 132, 229-241, 2002.

NG, T. K; ZEIKUS, J.G, Purification and characterization of an endoglucanase (1,4-D-
glucanglucanohydrolase) from Clostridium thermocellum, Journal Biochem, p.199. 341-350,
1981.

PAPAGIANNI, M. Fungal morphology and metabolic production in submerged mycelial
processes. Advances Biotechnology, v. 22, p. 189 — 259, 2004.

ROMANIEC, M. P. M ; FAUTH.U, KOBAYASHILT ; HUSKISSON.S.N ; BARKER. J,
DEMAIN. L. A. Purification and characterization of a new endoglucanase from Clostridium
thermocellum. Biochem, 1992.

RUGGER, J. S; TORNISIELO, S. M., Atividade da celulase de fungos isolados do solo da
Estacdo Ecoldgica de Juréia-Itatins, Revista Brasil. Bot., V.27, n.2, p.205-211, 2004.

SAHA. B, C. Production, purification and properties of endoglucanase from a newly isolated
strain of Mucor circinelloides. Process Biochemistry, v. 39, p. 187-1876, 2004.

SILVA, L. A. D. Producdo e caracterizacdo de enzimas celuldsicas por Aspergillus phoencis.
Dissertacdo apresentada ao departamento de Pés-graduacao de Microbiologia agricola e do
meio ambiente da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2008.

UETANABARO, A. P. T; GOES-NETO, A. Importance of culture collections of
microorganisms (CCMs) for the conservation of microbial biotechnological resources of the



40

Brazilian semi-arid region. In: Towards greater knowledge of the Brazilian semi-arid
biodiversity. 1st ed. Brasilia, DF. Ministério da Ciéncia e Tecnologia, p. 41-43, 2006.

WANG. C; HSIEH. Y, N. G.C. C; CHAN. H. LIN. T. H; TZENG. W; SHYU.Y. Purification
and characterization of novel halostable cellulose from Salinivibrio sp. Strin NTU-05.
Enzyme and Microbial Technology, p.44, 2009.



41

CAPITULO 3

DETERMINACAO ESTRUTURAL DE UMA CELULASE DE Moniliophthora
perniciosa
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3.1 INTRODUCAO

As celulases sdo enzimas responsdveis pela hidrdlise de celulose. A celulose é um
polissacarideo composto de unidades de B-D-glicopiranosil, ligados por pontes glicosidicas [3-
1,4 formando um polimero linear (WULFF, 2002). A conversdo microbiana de celulose em
produtos soliveis exige a acdo de diversos tipos de enzimas glicosidicas hidroliticas, tais
como endoglucanases (EC 3.2.1.4), celobiohidrolases (EC 3.2.1.91 e B-glicosidas (EC
3.2.121) (GILKES et al, 1991).

Microrganismos capazes de degradar materiais lignoceluloliticos normalmente
produzem complexo extracelular de celulases. Este conjunto de enzimas reflete em diferentes
sequéncias, estruturas e mecanismo hidrolitico com inversdo ou retencao da configuracao do
carbono anomérico (HENRISSAT et al, 1991). Enzimas com sequencias similares apresentam
diferentes especificidades (exo ou endohidrélise), o que sugere que esta atividade seja
conseqiiéncia de detalhes na sua estrutura tridimensional (GILKES et al, 1991).

De acordo com classificagdo inicial as familias A, B, H e K contém enzimas
bacterianas e fungicas, a familia E contém bactérias e enzimas de plantas, familia C possui
somente os fungos e familia D e G contém somente bactérias (BHAT, 1997).

Membros de cada familia possuem a mesma proteina dobrada e exibe a mesma
seletividade, o que sugere que eles compartilhem um mecanismo geral de hidrélise. Estudos
demonstram que o controle da sintese de secrecdo de celulases € regulada por celobiose, que €
gerada a partir da degradagdo da celulose.

Este trabalho objetiva elucidar a estrutura 3D de uma celulase de Moniliophtera
perniciosa por modelagem comparativa. O entendimento quimico através da estrutura
tridimensional de celulases M. perniciosa possibilitard estudos futuros sobre o mecanismo de

acdo do fungo e a interagdo com possiveis inibidores da enzima.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Identificaciao da sequéncia e alinhamento dos moldes

A sequéncia de celulase de M. perniciosa foi obtida no banco de dados do projeto

genoma de M. perniciosa http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura/). Em seguida, a seqiiéncia

foi submetida ao PSI-BLAST (Altschul et al., 1997) contra as proteinas depositadas no banco
de dados do Protein Data Bank (PDB) (BERMAN, et al., 2000) para selecionar proteinas que
apresentem grau de homologia igual ou superior a 30% (GOLDSMITH-FISCHMAN,
HONIG, 2003). O molde e a sequéncia alvo foram alinhados pelas ferramentas disponiveis no
Swiss PDB Viewer (versao 3.7) (GUEX; PEITSCH, 1997) e submetido ao servidor de

modelagem por homologia Swiss Institute of Bioinformatics (SIB).

3.2.2 Construcao e refinamento do modelo

O modelo 3D da proteina-problema foi construido segundo protocolo de Deep PDB
Viewer (3.7). O refinamento foi realizado no Amber 9.0 pelo campo de forca ff03 (CASE, D.
A. et al, 2006) realizando cédlculo de otimizacdo geometrica por métodos de Steepest Descent
e Gradiente Conjugado com 800 ciclos, seguindo de simulacdes de dindmica de aquecimento.
Os parametros utilizados para dindmica de aquecimento foram: ntb=0, igb=1, temp0=300,
nstlim=50000, dt=0.002, cut=14, rgbmax=12. Posteriormente, foi realizado dinamica de
equilibrio objetivando verificar estabilidade, utilizando os seguintes parametros: ntb=0, igb=1,

temp0=300, nstlim=8000000, dt=0.001, cut=14.

3.2.3 Validacao

A avaliagdo da qualidade geométrica das coordenadas da estrutura da proteina foi
realizada utilizando o programa Procheck (Versao 3.0) (LASKOWSKI et al, 1994). Neste
programa € possivel gerar o grafico de Ramachandran, que avalia os angulos de tor¢ao (Phi) e

(Psi) dos residuos da estrutura.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A sequéncia de celulase foi obtida no banco de dados do projeto genoma do M.

perniciosa (http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura/).

Ao submeter 4 sequéncia problema ao BLAST, foram identificadas 110 sequéncias
com grau de homologia superior a 30%, tendo-se maior identidade (63%) com
celobiohidrolase II (CBH II) da Familia C do fungo Aspergilus biosporus (Figura 1). A
estrutura de codigo 2CN3 foi selecionada como molde para construcio do modelo
tridimensional de celulase de M. perniciosa por apresentar maior grau de similaridade (43 %).
O molde utilizado (2CN3) € uma beta 1,4 hidrolase xyloglucanase Xgh74A a partir de
Clostridium. Thermocellumde de nimero E. C 3.2.1.151 com 842 residuos de aminodcidos
que consiste de um mddulo catalitico N-terminal (1- 776 residuos) e C-terminal (777- 842
residuos) (MAETINEZ-FLEITES et al, 2006).

O dominio catalitico da familia de celobiohidrolase é descrito como uma grande
proteina o/, com atividade na por¢do C-terminal a partir de fitas-. Possui uma estrutura de
tinel fechado que permite a interacdo do dominio catalitico com pontes soltas da superficie de
celulose cristalina (HUI, et al, 2002). Possui dois 4cidos aspdrticos essenciais para catalise
localizados no centro da proteina (BHAT, 1997). CBH II hidrolisa terminais ndo redutores,
sendo inibida pelo seu produto de hidrdlise (celobiose) (CASTRO & PEREIRA, 2010).

Os dominios cataliticos de todas as celulases sdao razoavelmente grandes, representado
cerca de 70% da proteina total. Andlises baseadas na similaridade do sitio catalitico
consideram variacOes entre diferentes celulases (BHAT, 1997).

Residuos Asp401, Asn402, Tyr139, GIn575, Phe276, Tyr551 foram descritos como
sitio cataliticos conservados em C. thermocellum da familia celD (JUNG et al, 1993),
residuos de Gly82, Ser83, Asp221, Aspl75 e Tryl69 em CBH II de T. ressie pertencente a
familia C (HUI et al, 2002; KOIVULA et al, 1996). Uma andlise realizada pelo
EditSeqg/Lasrgene (BURLAND, 2000) revelou que a sequéncia de celulase de M. perniciosa
apresenta 2.193 pares de bases, 731 residuos de aminoédcidos, com uma massa molecular de
77,36 kDa e ponto isoelétrico 6,4. Estudos realizados por BAGGA et al (1990), revelaram trés
celobiohidrolases com massa molecular de 72,00, 29,00 e 138,0 kDa.
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Ar_erb CACO28964.1 CEL6 protein [Agaricus bisporus]
Length=806&

Score = 8920 bits (2377), E=xpect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 4&66/732 (83%), Positives = 574/732 (78%), Gaps = Z8/732 (3%)

Query 1 MWAVLLEVLGFLTAPLVOAVD S QAYRWRNVE IGGEECFVPNIIFNPTERGVAYHRTDIGSE| &0
W L LG + QB SQEY+WHNVREIGGEGGEVE| I+FNEF+H+HRGHAYARTDIGE
Sbjct 7 FWITL--TLETFSLVYGQRR-SOSYRWONVEIGGHEGFVEFIVFNESEEGLAYARTDIGE| €3

Query 6l AYRLNADDSWI PLLDWAIDVY SNYWGVDALATDEVEPNRLYMAVGLYTHHWDPNEGR-LI 1189
AY+LNADDHWIPLLD+A D NYWGVDALATDEVHPNRLY+4 GLYTN WDE+ G LI
Skjct 64 AYRLNADDTWT PLLDFADDSRWNYWGVDALATDEVQPNRLYLATGLYTHSWDPSHGHILI 123

fuery 120 SDNYGGESFTOVQLPFEVGGNMPGRGMGERLATIDFNNNNILFFGRRSGHGLWESSDRGRTW 179
5 +¥G +F LPFEHGGNMPGRGMGERL +DFN N+IL+FGRARSGNGLWEStt GH++W
Sbjct 124 S3DYGRTFDAAPLPFRLGGNMPGRGMGERLVVDENLNSILYFGARSGHGLWRSTNSGRSW 183

fuery 180 SEVPSLTNTGTIFAPDPSDSQGYHSDQIGVAFVIFDRSSGSSGSATPRIFVGVASEGIANI 230
SEV 5 T+TG+F PDPSDS G +S5D+IGHA+VI DE+SGSSGSATPRIFVGVATEG +1I
Skjct 184 SEVISFIDTGSEVPDESDSTGLNSDEIGIAWVIIDEASGSSGSATPRIFVGVANEGSNSI 243

Guery 240 FVSENAGSSWSALPDQQTRFLEPHEGVISPSERSLYISYSDGRGPYDGTMGAFHEYNIGTR 299
++5 N GS55WSA+ ( T FLPHRGV+S5PSE++LYI+YSDG GPYDGT GA +RY+I T
Sbjct 244 YISTHNGGSSWSAVAGQPTSFLPHRGVLSPSERALYITYSDGGGPYDGTSGAVYRYSIDTG 303

Query 300 TWIDITEVSGSDLYFGFGGVAIDAQRPGTVMVARLNSWREPDGNIFRSINGGQSWIPIWEW 330
WIDITEVSGSDLHEGEFGGHA+D Q+ GIVMVARLNSW FDG IFRS NGG SWIE+W W
Sbkjct 304 AWTDITEVSGSDLFFGEFGGLALDTQRNGTVMVARLNSWWEDGRIFRSTHNGGRASWIPLWDW 363

fuery 360 DPYSTYSTLERNYRYDISLAPWLGPSSTTINTEGLOTGWMMEGLSINPFDSNHWLYGTGN| 419
+ ¥ TL E ¥ Y+ +LAPWHGP+ + LG GWMME LSI+PFDSHHWL{YGTG
Skjct 364 -—--AVYPTLNEYYSYNARLAPWIGPNIVDVIPGNLQIGWMMESLSIDPFDSNHWLYGTGE| 420

fuery 420 |TVFGGRDLLMNWDNGETITLRESLADGIEETAVLGIISPPTGPSLLSAVGDNCGFRHTDLDE 479
T+t+G RDLL WD+ +T+ESLADGHEET+V +ISPP+GEP LHSL+GED GF|H L +
Sbjct 421 |TIFGSRDLLEWDSAHNVTIRSLADGVEETSVQALISPPSGPPLVSAIGDVGGEVHQSLTR 480

Query 480 APRARFTNPEWNTHNADIDYAGHNNPTNIVRIGRDSSGRTEQVALSQDSGSSWNPHHGRPDG 539
AP+L+FTNP+WHT+ADID+AGNNE+N+VEIG 5 EQVA+5S D G +WN H GRFD
Sbjct 481 APSAQFTNPEWSTSADIDFAGHNNPSHNVVRIGTGDSTSGREQVAISSDYGVIWNQHEFGRAPDN 340

Query 540 VQGGEVALSASGNIVLWSTASGQGVLVSEDSATFTSVSSLPVNAIIASDRERDNNVEYGAS 5009
VQGGRVAt+5A +I+LW T +G5 GV+V5++ ATF N+FYGRS
Skjct 541 VQGGEVAISADADIILWRT-NGNGVMVSBEMNOATF---——-—————-————————-— NIFYGAS 380

Query 600 GSSFYISTNGGSSFSETSGSLGSSNTEVEIAVNTGLTGDIWVSTHNAGIFHSTDSGETFTA 639
G +FY+5T+ G +F5 GSLG5+ + +I V+ ++GDIW 5T+ G+FHSTDSG TF+4
Sbjct 581 GRIFYVSTDMNGRIFS-AHGSLGSATSVEDITVHPSVSGDIWASTDRGLFHSTDSGATFSA 630

guery 660 LSGVSQAWSIALGAPRSSGGYPALYAARNISG-LGYFRSDDQGETWVREINDRAQHGFGAIS TI1E
+5G++QRW +RALGAP+S+GEYPA++RRRAN G + YFRSDD+HGE WVEINDR HGEFGR 5
Sbkjct 640 ISGITQRWGVALGAPRSTGGYPAVFRLAANYGEEVAYFRSDDRGVHNWVEINDRAHGFGRRS 699

Query 719 GNPITADPREYG 730
N + ADFER Y&
Skjct 700 ANCMARDPRVIG 711

Figura 1. Alinhamento das sequéncias de CBH II da familia 6 contra sequéncia de M. perniciosa através do
programa BLASTp. Destaque, em preto para os residuos descritos como sitio catalitico.

O modelo obtido foi visualizado através do programa VMD 1.8.6 (HUMPHREY et al,
1996) apresentando 731 residuos de aminoécidos, 5.419 dtomos e 5.574 ligacdes. Utilizando o

valor de cutoff padrio de 3.2 A foram encontradas 11 pontes salinas (Asp361 — Lys370,
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Asp699 — Lys703, Asp341 — Arg339, Aspl75 — Lys178, Asp68 — Arg723, AspS7 — Arg99,
Aspl75 — Argl65, AspS509 — Lys590, Asp700 — Lys676, Asp205 — Argl49, Asp361 —
Lys359).

fitas-p

. a- helices

Figura 2: Modelo inicial celu01 de celulase de M. perniciosa. Em amarelo fitas-f e rosa a- helices

No modelo obtido foram encontrados dois residuos asparticos (AspS0 e Asp462)
(Figura 3). Estes residuos s@o conservados em todos os membros da familia das hidrolases
glicoliticas (MARTINEZ-FLEITES et al, 2006). A catdlise dcida é realizada pelos residuos de
aspartato ou glutamato ou ambos. Nesta catélise, ocorre uma reacdo de remog¢do simples ou
dupla, resultando na inversdo ou retencdo do carbono anomérico glicosidico hidrolisado
(WULFF et al, 2002; GILKES et al, 1991). Estes residuos foram também encontrados em
endoglucanases de Ampullaria crossean: Asp43 e Aspl153 pertencentes a familia 45 (GUO et
al, 2008), Asp480 de xilogucanase de Clostridium Thermocellum (MARTINEZ-FLEITES et
al, 2006), Asp56 e Asp59 em endoglucanase de C. cellulolyticum (PARSIEGLA. et al, 2002),
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e Asp35 e Asp465 em Geotrichum sp. (YAIO et al, 2007). Em CBH Il de T. ressei: Asp221 e
Aspl75 (HUI et al, 2002).

Ap6s o refinamento, o modelo de celulase denominado de celu01, apresentou quando
validado pela andlise do grafico de Ramachandran 553 residuos de aminodcidos em regides

favoraveis representando 93,5% e 38 de residuos em regides pouco favordveis equivalente a
6,5 % (Figura 3).

e
L

D_

4]

Psi (degrees)

N
n
|

-180 -135 -90  -45 0 45 o0 135 180
Phi (degrees)

Posicao dos residuos (%)
Favoraveis Nao Favoraveis
93,5 6,5%

Figura 3. Validacdo representada pelo grafico de Ramachandran dos fragmentos modelo 3D celu Olde celulase
de M. perniciosa, utilizando o molde denominado de 2¢cn3 apds refinamento.
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O objetivo da dindmica de aquecimento € prepara o sistema para a dindmica de
equilibrio através do aumento gradual da temperatura.

Ap6s simulagdo de dinamica de aquecimento com duracdo de 100 piscossegundos
(ps), o modelo celu0l apresentou uma considerdvel variacdo das coordenadas atdmicas
(RMSD) apés 10 ps de simulagcdo, com aumento gradual ao decorrer do tempo (Figura 4).
Essa variacdo ja é esperada, uma vez que o aumento da temperatura permite 0 movimento

atomico do sistema, favorecendo assim pequenas altera¢des na geometria da molécula.

05
0,5
0,4
=
o3
0,2
01
0
- = R 7 7 3 3 R R 5 8

Tempo (ps)

Figura 4. Desvio RMS do modelo de celu01 de M. perniciosa apds dindmica de aquecimento

Ao final das simulacdes de dinamica de equilibrio, com duragdes de 8,00
nanossegundos (ns), percebeu-se um inicio de simulagdo estavel, aproximadamente entre 2,00
e 2,36 nanossegundos, com um RMSD de 1,5 entre as coordenadas atdomicas da estrutura
inicial. Observou-se também uma pequena estabilidade com o aumento ao decorrer do tempo.
O periodo compreendido entre aproximadamente 3,58 a 4,19 nanossegundos foi marcado por
uma variagdo menos expressiva do (RMSD) que € uma tendéncia de estabilizacdo geométrica
do modelo. Ao final de simulagdes de 8,00 ns, o modelo final apresentou energia final de -
49600.7724 kcal/mol.

A partir desse ponto o sistema apresenta uma acentuada variacdo, a qual permanece

crescente ao decorrer do tempo (Figura 5). Algumas estruturas podem sofrer uma
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instabilidade energética no inicio da simulacdo entre 1 a 5 nanossegundos, porém o
aperfeicoamento da estrutura podera ser significativo quando observado em maior tempo de
simulacdo de dindmica molecular (FAN et al, 2003).

O modelo final apresenta-se com 3 a-hélices, 44 fitas-B antiparalelas e 48 loops
(Figura 6). Os residuos descritos como essenciais para atividade catalitica sdo: Asp60,
Ans148, Argld2, Gly417, Gly418, Trp469 e Asp470 (Figura 6) correspondem a Ala70,
Ans154, Argl58, Trp395, Gly430, Trp410 e Asp480 do molde.

3.5
3 -
2.5

2 -

RMS

1,5
1 4
0.5

o T T T T
1625 1980 2355 2720 3086 3451 3816 4181 4547 4912 5277 5642 G008 6373 6738 7103 7468 7834

Tempo (ns)

Figura 5: Desvio RMS do modelo de celu01 de M. perniciosa ap6s dindmica de equilibrio
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Asnl48

Figura 6. Modelo final de celuOlde M. perniciosa. Em destaque estéo os residuos descritos como cataliticos (Asp60,

Ans148, Argl42, Gly417, Gly418, Trp469 e Asp470), identificados em celulase de M. perniciosa. Em destaque
amarelo a-hélices e em verde fitas-p.
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APLICACAO DE ENZIMAS DO CELULOLITICAS PRODUZIDAS POR
Moniliophthora perniciosa.
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4.1 INTRODUCAO

As celulases sdo enzimas com diversas aplicacdes tecnoldgicas, e sdo obtidas em sua
grande maioria a partir de fungos filamentosos. Dentre as suas aplicagdes industriais
encontram-se a industria farmacéutica, téxtil, papel e celulose, combustivel, medicina,
quimica fina, agroindustria e alimentacdo animal (MARTINS, 2007).

A producgdo de energias alternativas a partir de materiais lignocelulésicos, ¢ um bom
exemplo de sua aplicacdo, o que vém atraindo varios pesquisadores a utilizarem residuos
agroindustriais, como palha de arroz, bagaco de cana-de-acicar, farelo de trigo bagaco de
mandioca entre outros, como substratos para producdo de etanol (RAMOS, 2003).

A producdo de etanol por fermentacdo de celulose necessita primeiramente a
separacdo da liginina e hemicelulose presentes e posterior hidrélise para geracdo de glicose.
Diferentes tecnologias para a hidrdlise dos polimeros e ou separacdo dos componentes do
bagaco de cana, estdo sendo estudadas, as quais podem ser utilizadas individualmente ou
combinadas, como: (i) o cozimento sob pressdo que hidrata a celulose nas regides mais
resistentes a acdo enzimdtica e a dcidos, mas degrada a hemicelulose a furfural; (ii) hidrélise
acida em condigOes severas € eficiente, mas gera produtos inibidores para os microrganismos
fermentadores dos agicares (GURGEL et al.,, 1998). A lignina € solivel em solvente
orgadnico, mas esse tratamento possui custo elevado. O tratamento alcalino pode degradar
hemicelulose a furfural, mas pode formar produtos inibidores da fermentagdo como o furfural
(MARTINS, 2008).

Sendo assim, apds a separacdo dos constituintes a hidrélise enzimatica € uma
alternativa recomenddvel para fermentacdo de materiais lignoceluloliticos. A hidrdlise
controlada com 4&cido diluido pode romper ligagdes lignina-hemicelulose, extraindo
hemicelulose e disponibilizando celulose para acdo enzimdtica. Assim, o cozimento rapido
sob pressao de bagaco utilizando 4cido diluido por curto tempo, seguido de descompressao
rapida pode ser uma boa alternativa para preparar o material para a¢do das enzimas (RAMOS,
2003).

Quanto ao uso de enzimas do complexo celulolitico na industria de suco clarificado, a
reacdo ocorre mediante a degradacdo de macromoléculas soldveis, reduzindo a viscosidade. O
suco clarificado pode ser utilizado em formulacdo de refrescos e bebidas prontas para
consumo, repositores eletroliticos, refrigerantes carbonatados ou como insumo na industria de

sorvetes, geléias, etc (WOLKOFF et al., 2003). O suco de caju é consumido e apreciado em
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todo mundo, ndo sé pelo sabor, mas, também, por apresentar uma mistura de minerais, dcidos
organicos, polifendis, acucares e uma fonte de vitamina C.

Segundo a legislacdo brasileira que estabelece o regulamento técnico para fixacdo dos
padrées de identidade e qualidade para suco tropical de caju, o suco de caju clarificado é
definido como bebida ndo fermentada e nao diluida, obtida da parte comestivel do pedinculo
do caju (Anacardium occident, L) através de processos tecnoldgicos adequados. O suco de
caju clarificado deve obedecer as caracteristicas de cor variando de branco a amarelo, sabor
proprio, levemente 4cido e adstringente e aroma préprio (BRASIL, 2000).

Muitos trabalhos tém enfocado o uso de complexos enzimdticos de pectinases e
celulases para extragdo e clarificacdo e de sucos de frutas. No entanto, sdo raros os registros
de aplicacdo dessa tecnologia para suco de caju com extrato bruto contendo enzimas do
complexo celulolitico. Neste trabalho objetivamos aplicar o extrato bruto contendo enzimas
do complexo celulolitico na conversdo de celulose de bagaco-de-cana, apés pré-tratamento

com explosdo a vapor e dcido diluido e na clarificagdo de suco de caju.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Reagentes

Carboximetilcelulose, glicose, albumina bovina, Batata, dextrose, Agar (BDA - HiMedia)
foram obtidas da Sigma (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA), solu¢ao tampao de osfato
de sédio 0,2 M, Tris 0,2 M, 4cido dinitrosalicilico (DNS). O suco de caju foi gentilmente
fornecido pela empresa Necctare localizada na Rod BR-324 Km 96 - S/N, Feira de Santana —
Ba.

4.2.2 Microrganismo

As amostras de M. perniciosa (CCMB 0257) foram gentilmente cedidas pela Colecao
de Culturas de Microrganismos da Bahia (CCMB).
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4.2.3 Condicoes de cultivo de Moniliophthora perniciosa

O fungo foi cultivado em meio sélido por 10 dias em caldo batata e dextrose. O
complexo celulolitico foi produzido utilizando meio liquido contendo a seguinte composi¢ao:
(g L'l): farelo de trigo, 40,0; extrato de levedura variando de 3 a 9; K,HPO, 3H,0, 1,0;
MgSO,4 7H,0, 0,2; KCI, 0,2. Um disco de 1 cm de didmetro do micélio foi transferido para
frasco de erlenmeyer de 100 mL contendo o substrato de extrato de levedura. A incubagao foi
realizada a 28°C variando de 7 a 21 dias a 120 rpm. O meio liquido foi filtrado e centrifugado
a 8.000 g por 15 min a 4°C, e o sobrenadante foi utilizado como um extrato bruto enzimatico

(HUA et al., 2007

4.2.4 Tratamento térmico do bagaco de cana-de-acicar

O tratamento foi realizado utilizando 100 g do bagago-de-cana lavado e moido, que foi
autoclavado (121°C por 30 minutos) com 2L de hidréxido de sédio a 4%. Em seguida, o
material foi filtrado e neutralizado com &cido fosfoérico a 10% e seco em estufa a 65°C até a
massa constante. Ao bagago, foi adicionada a mesma quantidade de dgua destilada e
autoclavou-se a 121°C por 30 minutos. A suspensao foi filtrada e o material s6lido seco a 65

°C até massa constante (MENEZES e AGUIA, 2002).

4.2.5 Ensaios de hidroélise do bagaco de cana utilizando extrato bruto de M. perniciosa

A eficiéncia de hidrdlise do bagaco de cana-de-actcar foi conduzida em frascos com
tampa e incubados em solu¢do tampao de fosfato de sédio 50 mM, pH 7,0 a 50°C em duas
concentracdes de extrato bruto (0,5 mg/mL e 0,75 mg/mL). A conversdao de celulose foi
determinada através do método de DNS (MILLER, 1959) para quantificacdo dos agicares

redutores ao longo do tempo de 0 a 168 horas.
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4.2.6 Filtracao do extrato bruto e obtencao das amostras

O extrato bruto contendo as enzimas foi filtrado em membrana de 0,22um, para
reducdo da carga microbiana. As amostras de suco de caju foram fornecidas pela empresa

NECTARE previamente pasteurizadas a 90° C/45 min com teor °Brix 13 e acidez 0,89.

4.2.7 Delineamento experimental para clarificacao do suco de caju

Para avaliar a melhor concentragdo enzimatica e tempo de clarificagdo do suco de caju
foi realizado o delineamento experimental, avaliando duas varidveis: (i) concentracdo de
extrato bruto (ii) tempo de clarificacio e ponto central, levando a um total de 9 experimentos
(Tabela 1). Sendo assim, a concentracao do extrato bruto foi estudado em trés concentragdes
(100, 250 e 400 ppm) e o tempo de clarificacdo estudados em cinco niveis (10, 20, 30, 40 e 50
minutos). A hidrélise ocorreu em becker de 600 ml, nos quais o suco foi aquecido a 40°C. A

reacdo foi paralisada, resfriando o suco durante 10 minutos.

Tabela 01. Delineamento fatorial para avaliar o tempo e a concentragdo de celulase para clarificar o suco de caju

Tempo (minutos) Concentracao de extrato bruto
(ppm)
20 400
40 400
10 250
30 (ponto central) 250
50 250
20 100
40 100

4.2.8 Caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas

O teor de sdlidos soliveis (°Brix) foi determinado utilizando refratdmetro (modelo
Bellingham & Stanley Limited) e acidez tituldvel total com NaOH 0,1 M, os resultados foram
expressos em porcentagem de dcido citrico, usando fenolftaleina como indicador de acordo

com o delineamento experimental (Tabela 3). O perfil microbiolégico do suco de caju foi
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realizado conforme Silva (1997) compreendendo em Bacillus cereus, coliformes fecais e
totais, Salmonella sp., bolores, leveduras e escherichia coli. A eficiéncia da clarificacdo do

suco foi avaliada em viscosimetro (Brookfild) expressa em mPas.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.3.1 Conversao de celulose

Dos métodos de pré-tratamentos utilizados para despolimerizar, solubilizar ou remover
a lignina presente nos materiais lignoceluloliticos, o processo de explosdo a vapor seguido de
deslignificacdo alcalina tem sido um dos mais promissores para o fracionamento dos trés
constituintes principais da fitomassa paralelamente a um aumento significativo da
susceptibilidade da celulose a sacarificacdo enzimética (RAMOS, 2003).

Nos resultados obtidos, observou-se que apds 3 dias de reacdo conduzida com 0,75
mg/mL de extrato bruto, ocorreu um aumento de cerca de 25 % de conversao do bagaco de
cana, dobrando este valor a partir de 4 dias de reacdo, permanecendo constante ao longo do
tempo estudado. No entanto, no mesmo periodo a reagdo conduzida com 0,5 mg/mL
apresentou apenas aproximadamente 13 % de conversdo, ocorrendo um aumento de cerca de
22 % ap6s 4 dias permanecendo estdvel ao longo do tempo (Figura 1).

Em se tratando do uso de um complexo enzimdtico, ndo se pode afirmar que a
producdo de acucares redutores presente no meio se deve somente a acdo do complexo
celulolitico, podendo ocorrer a acdo de outros complexos enzimdticos, como as
xiloglucanases que atuam na hidrdlise da celulose. A estabilidade de velocidade de reagdo em
ambas as concentragdes pode estar relacionada a sua estabilidade operacional, uma vez que
ap6s um longo periodo a estabilidade térmica enzimética vai sendo diminuida.

Um dos principais problemas na hidrélise enzimdtica reside na necessidade de alta
estabilidade térmica das enzimas para trabalhar com altas temperaturas e assim atingir altas
velocidades de reacdo e solubilizagao dos reagentes.

Em relagc@o a concentracdo e tempo de conversao do bagaco de cana, pode-se afirmar
que a concentragcdo do extrato enzimético possui grande influéncia na conversao do bagaco de

cana-de-actcar.
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Figura 1. Conversdo do bagaco de cana a partir do extrato bruto a 0.5 mg/mL (m) e 0.75 mg/L (e)

4.3.2 Clarificacao de suco integral de caju

A apartir dos dados obtidos em grafico dos ensaios de concentra¢io de extrato e tempo
de clarificacdo, pode-se observar que o tempo Otimo encontrado de clarificacdo e

concentracdo de extrato, foram de 25,9 minutos e 228, 22 ppm respectivamente. Figura 2 e 3.
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Figura 2: efeito da clarificacdo do suco de caju. O ponto central em vermelho indica a influencia da
concentragdo de extrato enzimatico em relagcdo tempo de clarificagao.
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Figura 3. Efeito da clarificacdo do suco de caju em fungdo do tempo de clarificagcdo e concentracio de extrato
utilizado.

O uso de enzimas de origem fungica na clarificagdo de suco é uma tecnologia de
grande vantagem industrial, devido principalmente a alta eficiéncia na liquefacdo dos
materiais insoliveis presentes no suco, redu¢do do tempo de clarificacdo e baixo custo de
obtencdo. Os resultados obtidos podem nao se referir apenas a acdo do complexo celulolitico,
uma vez que o fungo M. perniciosa pode produzir outros complexos enzimdticos que atuem
na liquefacao dos polissacarideos presentes no suco.

A turbidez dos sucos é devida a presenca de materiais insoliveis como fragmentos
celulares provenientes diretamente do tecido polposo € ou componentes ndo perfeitamente
dissolvidos. Esses materiais insoliveis, responsdveis por muitas das caracteristicas de sabor,
aromas e cor do suco, variam de tamanho indo da ordem micra ate grandes fragmentos de

polpa. A utilizacao de enzimas pode aumentar o rendimento e auxiliar na clarificagdo do suco

de uma ampla gama de frutas (SANTIN et al., 2003).
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As celulases s@o aplicadas na industria de sucos, tanto na clarificacdo como na
extracdo em combinacdo com pectinases € hemicelulases. O efeito sinergistico da combinacao
dessas enzimas é um processo crucial no tratamento enzimético da polpa para uma quase
completa liquefacao das frutas e dos vegetais, reduzindo os custos e melhorando o rendimento
do produto final (OLIVEIRA et al, 2006).

No suco de limao a clarificacido ocorre na presenca de celulases e pectinases. No suco
de maca, o uso do complexo contendo celulases e pectinases € fundamental para hidrolisar a
pectina que ocorre em grande quantidade (SANTINI et al, 2003). O uso de celulases no suco
de laranja em diferentes concentragdes influenciaram em 80% da viscosidade com 200 ppm
da enzima durante 15 minutos (CLOTTEU et al, 2002).

A concentracdo de sdlidos soluveis foi reduzida a 10°Brix apds os tratamentos
enzimaticos. No entanto, este valor permaneceu durante todo processo, nido ocorrendo
alteracoes em funcdo do tempo de reacdo e concentragdo do extrato bruto. Quanto mais
solutos (acucar) estdo dissolvidos na solugdo, maior o aumento da viscosidade
(CONSTENLA et al, 1989).

Quanto a acidez total do suco, em nenhum dos tratamentos enzimaticos utilizados
apresentaram alteragdes. As andlises microbioldgicas ndo revelaram presenca de

microrganismos no suco.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em relacdo a producdo de celulases de M. perniciosa em meio liquido, os resultados
obtidos, através do delineamento experimental, mostram que o extrato de levedura apresentou
um bom substrato para producdo de enzimas do complexo celulolitico produzidos por M.
perniciosa.

A enzima apresentou pH 7,2 e temperatura de 47°C como 6timo de atividade, o que
pode ser comparado a similaridade dos resultados com a literatura. A enzima demonstrou ser
eficiente para aplicac@o industrial devido a sua estabilidade térmica.

A enzima manteve sua atividade quando estudada na presenca de diferentes sais. A
presenca de cloreto de potdssio e brometo de potédssio apresentou-se eficientes sobre a
atividade de celulase, podendo ser utilizados como ativadores da enzima em processos
industriais.

Os estudos cinéticos mostraram que a enzima apresentou grande afinidade pelo
substrato CMC, quando comparado a outros organismos.

O complexo celulolitico foi eficiente na hidrdlise do bagaco-de-cana de agtcar e na
reducdo da viscosidade do suco de caju, tendo perspectivas de usos em processos de interesse
industrial.

A sequéncia obtida no banco de dados do projeto genoma de M. perniciosa possui
2.193 pares de bases e 731 residuos de aminodcidos. Esta sequéncia apresenta regides
conservadas com identidade com sequéncias da celulase de outros fungos depositados no
Genbank, apresentando maior grau de identidade com CBH II da familia 6 (63%).

]Na busca de um molde utilizando a ferramenta BLASTp, contra o banco de dados
PDB, encontrou-se apenas duas estruturas. Para a construcdo do modelo escolheu-se como
homologo o molde 2CN3 por apresentar maior grau de identidade (43%).

Utilizando a proteina molde foi possivel determinar residuos citados na literatura
como cataliticos presentes no modelo de celulase e estudos posteriores de interacdes entre
ligante-receptor por docking poderao levar a obtencao de estruturas capazes de inibir o fungo
e deste modo obter a um controle efetivo da praga da vassoura-de-bruxa.

Em resumo, M. perniciosa demonstrou ser uma excelente fonte de producdo de
enzimas do complexo celulolitico e um promissor em diferentes processos industriais, sendo

interessante a realizacdo de estudos posteriores com as demais enzimas.



