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RESUMO

O complexo celulolitico é constituido por um conjunto de enzimas que atuam de
forma sinérgica sobre a molécula de celulose, tendo como principal produto final
monossacarideos de glicose. A enzima endoglucanase, também conhecida como CMCase,
cliva internamente a celulose, reduzindo o grau de polimerizacdo dessa molécula e expondo
extremidades redutoras e ndo redutoras. O maior interesse industrial dessas enzimas é a
producdo de etanol a partir da degradacdo de biomassa vegetal, denominado etanol de
segunda geracdo. No entanto, ha outras aplica¢des industriais destas enzimas, tais como na
industria de sucos, vinificacdo e alimentacdo animal. O objetivo deste trabalho foi caracterizar
a endoglucanase produzida pelo fungo filamentoso mesdéfilo Pycnoporus sanguineus. O pH
otimo de atividade da enzima foi 5,0. A enzima manteve mais de 80% da sua atividade
catalitica na faixa de pH 3,0-8,0. A temperatura 6tima da endoglucanase foi 70°C e a enzima
manteve mais de 80% da sua atividade, ap6s 1 hora de incubacdo a temperatura de 60°C.
Elevada estabilidade estrutural ndo € frequentemente encontrada para endoglucanases
produzidas por fungos mesofilos. Dessa forma, é possivel inferir que a enzima analisada no
presente trabalho apresenta caracteristicas desejaveis para aplicacdo industrial, considerando
sua capacidade de se manter estavel em ampla faixa de pH e em elevadas temperaturas.

Palavras chave: Enzimas industriais. Celulases. Enzimas fungicas.



ABSTRACT

The cellulolitic complex is made up by enzymes that act synergistically on the
cellulose molecule, having as its end product glucose monosaccharides. The endoglucanase
enzyme, also known as CMCase, internally cleaves cellulose reducing the grade of
polymerization of this molecule and exposing reducing and non-reducing ends. The major
industrial interest of these enzymes is the production of ethanol from the degradation of plant
biomass, called second generation ethanol. However, there are other industrial applications in
these enzymes, such as in the juice, winemaking and animal feed industry. The aim of this
work was to characterize the endoglucanase produced by the mesophyll filamentous fungus
Pycnoporus sanguineus. Optimum pH of enzyme activity was 5.0. The enzyme maintained
more than 80% of its original activity and structural stability in the pH range 3.0-8.0. The
optimal endoglucanase temperature was 70°C, and after 1 hour of incubation, more than 80%
of its activity and structural stability after incubation for 1 hour at 60°C. High structural
stability is not often found for endoglucanases produced by mesophilic fungi. Thus, it is
possible to infer that the enzyme analyzed in the present work presents desirable
characteristics for industrial application, considering its ability to remain stable over a wide
pH range and at high temperatures.

Keywords: Industrial enzymes. Cellulases. Fungal enzymes.
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1. INTRODUCAO

As celulases formam uma classe de enzimas que atuam em sinergia na degradagédo de
celulose, até sua total degradacdo em moléculas de glicose. O principal interesse econémico é
a conversdo da celulose em etanol por hidrdlise enzimética de material vegetal seguida de
fermentacdo alcoolica, que se apresenta como uma alternativa energética viavel para a
substituicdo gradativa do uso de petréleo (RIBEIRO et al., 2019).

A viabilidade comercial de uma enzima esta relacionada com alta especificidade, alta
eficiéncia de conversdo a baixos custos de producdo, baixa inibigdo pelos proprios produtos
da hidrolise, extracdo simples, hidrdlise do substrato em condi¢Bes replicaveis, alta
estabilidade estrutural, e produto final facilmente isolado. Além disso, devem ser isoladas de
microrganismos que também apresentem caracteristicas desejaveis, como a facilidade e baixo

custo de isolamento, cultivo e manipulagdo (SANTA-ROSA et al., 2018).

Inimeros microrganismos produzem enzimas celuloliticas, principalmente entre os
fungos e bactérias, sendo os fungos filamentosos os produtores mais eficientes. A espécie
fangica Trichoderma reesei € a primeira espécie fungica descrita que produz celulase, sendo
utilizada como principal modelo comparativo para as demais, que passaram a ser estudadas
posteriormente (DELABONA et al., 2012).

Além do T. reesei, outras espécies do género Thricoderma sdo comumente estudadas
para a producdo de celulases, como os géneros Aspergillus e Penicillium, sendo que varios
dentre eles apresentaram producdo similar ou superior a espécie modelo, especialmente entre
os Penicillium. Algumas espécies de bactérias sdo produtoras de enzimas celuloliticas, porém
a possibilidade de produzir enzimas em condicBGes aerdbicas, extracelulares e em maiores
quantidades fazem com que as celulases fingicas sejam mais convenientes para a indistria.
(SANTA-ROSA et al., 2018)

A Dbioprospeccdo de especies fangicas produtoras de celulases é de extrema
importancia para a inddstria, na busca de microrganismos que possam atender cada vez mais a
demanda global de produgdo de biocombustivel, no que se refere a maior producao e custo-
beneficio. Neste contexto, um microrganismo ainda pouco estudado quanto a sua producéo de
enzimas celuliticas é o fungo endofitico Pycnoporus sanguineus, espécie encontrada em
madeira, conhecido como orelha-de-pau ou urupé. Este fungo filamentoso apresenta cor

caracteristica, e possui propriedades medicinais, sendo utilizado, por exemplo, no tratamento
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de Ulceras, dor-de-dente, febres e hemorragias. Visto que é encontrado em troncos de arvores,
apresenta em seu metabolismo, producdo de celulases e hemicelulases com grande potencial
de utilizacdo em escala industrial (SMANIA et al., 1995).

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GERAIS

e Caracterizacdo da enzima endoglucanase produzida pelo cultivo em estado sélido do

fungo filamentoso Pycnoporus sanguineus.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar pH 6timo de atividade da enzima endoglucanase;
e Determinar temperatura 6tima de atividade da enzima endoglucanase;
e Determinar pH de estabilidade da enzima endoglucanase;

e Determinar temperatura de estabilidade da enzima endoglucanase.
3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. CELULASES E SUAS APLICACOES INDUSTRIAIS

As celulases, de modo geral, sdo enzimas que catalisam a hidrolise de materiais
celulésicos, resultando na liberacdo de agucares, sendo o de maior interesse, glicose. Estas
enzimas podem ser classificadas em trés grandes grupos, de acordo com o local em que atuam
no substrato, sendo eles: endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases (CASTRO et al.,
2010).

A celulose é clivada por enzimas celuloliticas que se classificam da seguinte forma: as
endoglucanases (endo 1,4 B-D- glucanase EC 3.2.1.14), que promovem cortes no polimero de
celulose, expondo as extremidades redutoras e ndo redutoras. As exoglucanases (exo 1,4 -D-
glicanase EC 3.2.1.91), também chamadas de celobiohidrolases, agem nas extremidades
redutoras e ndo redutoras deste polissacarideo liberando oligossacarideos, dentre esses,
unidades de celobiose. As p-glicosidases (1,4 B-D-glicosidase EC 3.2.1.21) clivam a
celobiose, liberando duas unidades de glicose. ApOs a acdo sinergistica deste sistema
celulolitico se tem a completa hidrolise da celulose (PENTTILA et al,. 2013).



As celulases possuem outras utilizagcBes industriais, seja na industria de
bebidas, em que estas enzimas facilitam a extracdo de sucos e maceragdo para producéo de
néctares de frutas digerindo a rede de celulose que ajuda a reter o liquido nas células vegetais,
ou no processo de vinificacdo, em que as B-glicosidases melhoram a extracdo de pigmentos e
substancias aromatizantes presentes na casca da uva e degradam compostos de sabor
desagradavel, liberando substancias flavorizantes, melhorando o aroma e o sabor do vinho
(ZANCHETTA et al., 2019).

Ainda segundo Zanchetta, A. (2019), “As celulases também exercem papel importante
na nutricdo animal. Ao serem incorporadas a racdo, essas enzimas, juntamente com as
celulases produzidas pelos microrganismos presentes no rimen do animal, aumentam a
digestibilidade das fibras da parede celular vegetal, melhorando a conversdao do alimento
ingerido (pastagem) em carne e leite. Na fabricacdo de detergentes, proporcionam maior

limpeza e menor degradacgéo dos tecidos”.

Neste contexto, a producdo de etanol de segunda geracao torna-se atrativa para o setor
sucroenergético, uma vez que a biomassa lignocelulésica é um dos recursos mais abundantes
em todo o planeta (FERREIRA, 2018; RIBEIRO, 2019). O etanol de segunda geracdo é o
alcool etilico obtido a partir de biomassas lignocelulésicas, as quais sdo compostas por
celulose, hemicelulose e lignina, formando estruturas fibrosas altamente estaveis
(FERREIRA, 2018). A hidrolise do material lignocelulésico é uma etapa fundamental no
processo de producdo de etanol, em que a celulose e a hemicelulose sdo hidrolisadas e
convertidas a monossacarideos fermentesciveis que serdo convertidos em alcool pela acdo de
leveduras (TEIXEIRA et al., 2019).

Apesar destas potencialidades, o emprego destas enzimas em processos industriais
ainda é limitado devido a fatores como o elevado custo de producdo e a baixa estabilidade
estrutural. Deste modo, é necessario que haja a prospeccdo de linhagens com potencial para a
producdo destas enzimas em meio de baixo custo, como os residuos agroindustriais, € com

elevada estabilidade estrutural.
3.2. CULTIVO EM ESTADO SOLIDO (CES)

A producdo industrial de enzimas depende do controle dos parametros de crescimento
e capacidade produtiva, como a sele¢cdo do substrato, temperatura, pH, umidade inicial e
tempo de cultivo (SANTOS, 2014).



O CES consiste no crescimento de microrganismos em substratos sélidos, na auséncia
ou proximo da auséncia de agua livre entre as particulas do substrato. O uso de CES apresenta
uma série de caracteristicas favoraveis quando comparado aos cultivos submersos, como por
exemplo: possibilita a utilizacdo de residuos agroindustriais como fonte de carbono,
nitrogénio e demais nutrientes, simulando o habitat natural do microrganismo, fazendo com
que o microrganismo produza enzimas adequadas a producdo industrial, ja que fornece um

ambiente favoravel a producdo de metabolitos de interesse (PALMA, 2003).

Além das citadas, o CES possui ainda outras vantagens biotecnolégicas quando
comparado aos cultivos convencionais, como: apresenta maior producdo dos extratos
maior concentracdo final de produtos, menor repressdo catabolica, e menor risco de
contaminacgdo devido a baixa atividade de 4gua usada no CES. (SINGHANIA et al., 2009).

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado neste trabalho foi o fungo filamentoso mesdfilo
Pycnoporus sanguineus, isolado de troncos de arvore localizados em é&rea de cerrado na
regido de Dourados, Mato Grosso do Sul (22°10°49.2S-54°56’57.4”W), e identificado pela
micoteca URM da UFPE (Universidade Federal de Pernambuco). A linhagem foi armazenada
na Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), no Laboratério de Enzimologia e
Processos Fermentativos (LEPFER). O meio de cultura utilizado foi o Sabouraud dextrose
agar, e 0 crescimento ocorreu a uma temperatura de 28°C durante 96 horas, seguido de

armazenamento a 4°C.
4.2. INOCULO

O fungo P. sanguineus foi cultivado em trés frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo
40 mL do meio agar Sabouraud Dextrose inclinado, durante 48 horas a 28°C. A suspensédo do
microrganismo foi obtida por raspagem suave da superficie do meio de cultura empregando
25 mL de solugéo nutriente (0,1% de sulfato de amdnio, 0,1% e sulfato de magnésio hepta-
hidratado e 0,1% de nitrato de amdnio m/v). O fungo foi inoculado no farelo de trigo pela
transferéncia de 5 mL desta suspenséo, totalizando ~5 mg de massa micelial seca por grama
de substrato seco (GARCIA et al., 2015).



4.3. CULTIVO EM ESTADO SOLIDO

Todo o material utilizado foi autoclavado por 20 minutos a 121°C. O fungo foi
cultivado em trés frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 5 g de farelo de trigo, com
umidade ajustada para 70% com solucdo nutriente (item 4.2.). A solucdo enzimatica foi

extraida apos 120 horas de cultivo a 25°C.
4.4. EXTRACAO DA ENZIMA

A extracdo da enzima dos residuos fermentados foi realizada pela adicdo de 50 mL de
agua destilada, mantidos em agitacdo de 100 rpm durante 1 hora. A amostra foi filtrada em
tecido de nylon centrifugada a 1500 g durante 5 minutos. O sobrenadante foi considerado
extrato enzimatico, que foi utilizado nas etapas seguintes (GARCIA et al., 2015).

4.5. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE ENDOGLUCANASE

A atividade de endoglucanase foi quantificada utilizando, como substrato, a
Carboximetilcelulose 3% (m/v) (C5678 Sigma) em solucdo tampdo acetato de sédio a 0,1M
em pH 4.5. A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada com 900 pL de solucao
tampdo com substrato e 100 pL de extrato enzimatico, reagindo por 10 minutos a 50°C. A
reacdo foi paralisada por meio de adicdo de 1 mL de DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico) e
colocado em banho de ebuli¢do a 100°C durante 10 minutos e posteriormente foi adicionado 8
mL de agua destilada. O acUcar redutor liberado foi quantificado por espectrofotbmetro a 540
nm (MILLER, 1959). A atividade da endoglucanase foi expressa como quantidade de enzima

que produz 1 pmol de produto por minuto de reacdo. (ALVES-PRADO et al, 2010).

4.6. CARACTERIZACAO DA ENZIMA
4.6.1. EFEITOS DO PH SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA

O pH 6timo da endoglucanase foi determinado através da medida da atividade da
enzima a 50°C em diferentes valores de pH, variando entre 3,0 e 8,0, utilizando tampéo
Mcllvane a 0,1M. A estabilidade da enzima ao pH foi determinada apds incubagéo por 24
horas a 25°C em diferentes valores de pH, variando entre 3,0 e 10,5. Os tampdes utilizados
foram Mcllvane a 0,1M (pH 3,0 a 8,0) e Glicina-NaOH 0,1M (8,5 a 10,5). A atividade

residual foi medida nas condicGes 6timas da enzima (LEITE et al, 2008).



4.6.2. EFEITOS DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA

A temperatura 6tima da endoglucanase foi determinada pela dosagem da atividade
enzimatica em diferentes temperaturas, variando de 30 a 85°C, no pH 6timo da enzima. A
termoestabilidade foi determinada incubando a enzima durante 1 hora, sob diferentes
temperaturas, variando também entre 30 a 85°C. a atividade residual foi medida nas condicdes
Otimas da enzima (LEITE et al, 2008).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. pH OTIMO

A endoglucanase produzida pelo fungo filamentoso P. sanguineus apresenta maior

atividade catalitica em pH 5,0 (Figura 1).

Figura 1 — pH étimo da endoglucanase produzida por P. sanguineus
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Trabalhos anteriores apresentam valores de pH 6timo para endoglucanases fungicas
similares ou préximos ao obtido no presente trabalho. Qaisar et al. (2014) e Santa-Rosa et al.
(2018) relataram endoglucanases produzidas pelos fungos Aspergillus versicolor e
Penicillium sp LMIO1 com atividade 6tima em pH 4,0 e 4,2 respectivamente. Garcia et al.
(2018), em seus experimentos com o fungo Lichteimia ramosa, encontrou endoglucanase com

atividade enzimatica 6tima em pH 5,0, similar ao do presente trabalho



5.2. pH DE ESTABILIDADE

A enzima produzida pelo fungo P. sanguineus apresentou estabilidade estrutural,
mantendo mais de 80% de sua atividade original apds 24 horas de incubacdo em uma faixa de
pH entre 3,0-8,0(Figura 2). A faixa de estabilidade desta enzima foi superior as encontradas
nos trabalhos de Qaisar et al. (2014) e Santa-Rosa et al. (2018), que obtiveram faixas de

estabilidade de 3,5-4,5 e 3,6-5,0, respectivamente.

Figura 2 — Estabilidade ao pH da endoglucanase produzida por P. sanguineus

100 +

80 -

60 -

40 -

20 -

Atividade enzimatica residual (%)

5.3. TEMPERATURA OTIMA

A endoglucanase produzida por P. sanguineus apresentou méaxima atividade na
temperatura de 70°C e reduziu consideravelmente seu potencial catalitico a partir da
temperatura de 80°C (Figura 3). A temperatura 6tima foi superior a grande parte dos trabalhos
realizados com fungos mesdfilos, por exemplo, a endoglucanase produzida pela espécie
Aspergillus versicolor teve sua atividade maxima na temperatura de 30°C (QAISAR et al.,
2014). No entanto, outros experimentos realizados por Santa-Rosa et al. (2018) e Garcia et al.
(2018) relatam enzimas com temperatura Otima (60°C) proxima a produzida pelo P.
sanguineus.



Figura 3 — Temperatura 6tima para endoglucanase produzida por P. sanguineus
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5.4. TERMOESTABILIDADE

A endoglucanase produzida pelo fungo mesofilo P. sanguineus apresentou mais de

80% da atividade enzimatica original ap6s 1 hora de incubacéo a temperatura de 60°C (Figura
4).

Figura 4 — Termoestabilidade de endoglucanase produzida por P. sanguineus
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Esta temperatura de estabilidade foi maior do que a aferida no trabalho de Qaisar et al.
(2014), cerca de 40°C, e ligeiramente proxima das encontradas por Santa-Rosa et al. (2018) e

Garcia et al. (2018), sendo estas 60°C e 55°C, respectivamente. Enzimas celuloliticas com



temperaturas de estabilidade altas sdo desejaveis em processos industriais, e incomuns em

celulases produzidas por fungos meséfilos (GARCIA et al., 2015).
6. CONCLUSAO

A endoglucanase produzida pelo fungo P. sanguineus apresenta estabilidade e
propriedades estruturais extremamente interessantes para aplicagdo em processos industriais,
uma vez que se mantém estavel em pH acido e em altas temperaturas, o que contribuiria para
uma reducéo nos riscos de contaminagdo microbiana sem perder sua estabilidade estrutural e

funcionalidade.
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