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RESUMO: O numero de pesquisas cientificas que visam encontrar recursos para a diminuicdo do
consumo de petroleo vem aumentando nas Ultimas décadas e, dentre elas, as que buscam matérias-
primas para a produgdo de biocombustiveis em alternativa ao uso de combustiveis fosseis sdo
protagonistas. Neste trabalho foi analisado a utilizacdo de madeira de eucalipto como fonte de celulose
para a producdo de bioetanol através da acdo de microrganismos degradadores de substratos
lignocelulésicos. Para tal, foi feita a coleta de cavacos de madeira em decomposicdo na cidade de
Salesopolis — SP, isolamento e crescimento das cepas, e fermentagdo em meio solido contendo
maravalhas de eucaliptos tratadas com perdxido de hidrogénio e hidroxido de sédio. A fim de
comparar a eficacia do tratamento, a fermentacdo também foi feita em substrato ndo tratado, para
servir de controle. Apos as fermentaces, as solugdes enziméticas foram analisadas quanto & atividade
através dos métodos de andlise de aglcares redutores utilizando como substrato papel filtro e
carboximetilcelulose (para verificar as agdes da exoglicanase e endoglicanase, respectivamente). A
solucdo que apresentou maior atividade em ambos os casos foi analisada através de eletroforese em
gel e os resultados se mostraram condizentes com o0s valores encontrados na literatura para as
glicanases estudadas.
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ANALYSIS OF ENZYMATIC ACTIVITY OF LIGNOCELLUSOSIC FUNGI GROWN IN
EUCALYPTUS (Eucalyptus)

ABSTRACT: The number of scientific researches aimed at finding resources to reduce petroleum
consumption has been increasing in the last decades and, among them, those that seek raw materials
for biofuels production instead of fossil fuels are protagonists. In this work we will study the use of
eucalyptus wood as a cellulose source for bioethanol production through the action of lignocellulosic
substrate degrading microorganisms. To this end, decaying wood chips were collected in the city of
Salesopolis - SP, isolation and growth of strains, and fermentation in solid medium containing
eucalyptus shavings treated with hydrogen peroxide and sodium hydroxide. In order to compare the
effectiveness of the treatment, fermentation was also performed on untreated substrate as a control.
After fermentations, the enzymatic solutions were analyzed for activity by reducing sugar analysis
methods using filter paper and carboxymethylcellulose as substrate (to verify the actions of
exoglycanase and endoglycanase, respectively). The solution with the highest activity in both cases
was analyzed by gel electrophoresis and the results were consistent with the values found in the
literature for the studied glycanases.
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INTRODUCAO

A busca por solucdes alternativas para o consumo de petréleo vem sendo discutida com maior
afinco nas ultimas décadas. Diversos paises tém se empenhado em pesquisas cientificas para
minimizar esse problema mundial e, dentre essas pesquisas, algumas das que mais se destacam s&o as



que estudam novas matérias-primas para a producdo de biocombustiveis, de modo a minimizar a
utilizacdo de combustiveis fosseis. Com o Brasil ndo é diferente. O pais é referéncia mundial na
producdo de biocombustiveis liquidos, como o biodiesel e, principalmente, o bioetanol. A produgédo
nacional de bioetanol é majoritariamente proveniente da cana de aglcar que € utilizada, também, como
matéria-prima para o bioetanol de 22 geracdo, produzido a partir do seu bagaco que possui uma grande
concentracdo de celulose (LEITE; LEAL, 2007; FERNANDO DE LIMA LUZ JR et al.,, 2009;
RODRIGUES; MENDES; PACHECO, 2013)

Atualmente um dos principais substratos lignocelulésicos conhecidos é a madeira de Eucalipto
(Eucalyptus) que, no Brasil, foi introduzida na década de 50 como matéria-prima na industria de papel
e celulose, principalmente por suas caracteristicas de rapido crescimento e adaptacdo as condigdes
edafoclimaticas do pais (MOTTA; DA SILVA; DINIZ, 2010). Considerando que a regido de Suzano
conta com uma das maiores companhias no ramo de Papel e Celulose e gque esse processo utiliza como
matéria-prima a madeira de eucalipto, que assim como o bagaco de cana, € rico em celulose, pensou-
se na utilizacdo da celulose contida nessa planta como matéria-prima alternativa na producdo de
bioetanol de 22 geragéo a partir da acdo de microrganismos.

MATERIAL E METODOS

Semeadura dos fungos utilizados nos ensaios de atividade enzimatica

Os fungos foram isolados de cavacos de eucalipto em decomposicdo recolhidos na cidade de
Salesopolis — SP. As amostras da madeira em decomposicdo foram semeadas em placas de Petri
contendo meio de cultura batata dextrose e deixadas em repouso por trés dias em temperatura
ambiente. Apos esse periodo foi possivel observar a proliferacdo de microrganismos.

Isolamento das cepas

Apos o crescimento dos microrganismos realizou-se o isolamento das cepas transferindo, com o
auxilio de uma alca bacterioldgica, cada uma das espécies de fungos observadas para novas placas de
Petri contendo 0 mesmo meio de cultura. Apés o isolamento, as cepas foram mantidas com repiques a
cada 7 dias.

Crescimento das cepas em meio liquido

Foram selecionados seis fungos para seguirem para fermentagdo, onde seria promovido 0
aumento no nimero de microrganismos. As cepas selecionadas foram devidamente transferidas cada
uma para um erlenmeyer contendo 250 mL de caldo triptonado e incubadas a 25 °C, sob agitacdo por
72 horas.

Preparo dos substratos da fermentacgéo

O eucalipto utilizado foi tratado quimicamente adicionando-se 100 g de maravalhas (eucalipto
em raspas) a um recipiente contendo 20 mL de perdxido de hidrogénio, 15 g de hidréxido de sddio e
quantidade suficiente de agua destilada para uma 1 L de solucdo (resultando em uma solugdo com
concentragdes de H.O, igual a 2% V/V e de NaOH igual a 1,5% m/V). O controle foi feito utilizando a
mesma quantidade de maravalhas adicionadas a 1 L de agua destilada. Tanto o controle quanto a
amostra tratada foram autoclavados & 121 °C.

Apds a autoclavagem a amostra tratada foi lavada repetidamente com agua para neutralizar o0s
efeitos do tratamento. Tanto a amostra tratada quanto o controle foram secos em estufa a 60 °C por
aproximadamente 24 horas e autoclavados novamente antes do uso para garantir a esterilidade do
substrato.

Essas maravalhas foram utilizadas como substrato na fermentacdo sélida para producdo de
celulases.

Fermentacao dos fungos para producéo de celulases

Apbs o periodo de fermentacdo os contetdos dos erlenmeyeres foram transferidos a tubos
Falcon de 50 mL e centrifugados durante 15 minutos a 7000 RPM. Apés a centrifugacdo houve a
separacdao do contetdo em duas fases: o sobrenadante (parte liquida), que foi descartado, e o
sedimentado (parte sélida), contendo as células de interesse que foram transferidas para dois béqueres,
um contendo 10 g de maravalhas de eucalipto tratadas e outro a mesma quantidade de substrato ndo
tratado. Em seguida foram adicionados 10 mL de meio mineral em cada um dos béqueres e incubados
durante 10 para fermentacéo.
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FIGURA 1. Fermentacdo sélida em substrato FIGURA 2. Fermentacdo sélida em substrato
controle. tratado.

Os produtos dessas fermentacfes (caldos enzimaticos fungicos) foram recolhidos, filtrados em
microfiltros de 0,22 um, armazenados em tubos eppendorf de 2 mL e congelados.

Determinacédo da atividade de enzimas celuloliticas

Com os caldos enzimaticos fungicos foi possivel realizar a anélise da atividade enzimatica de
duas enzimas: a exo-1,4-B-D-glicanase (exoglicanase) e a endo-1,4-p-D-glicanase (endoglicanase).

= Atividade da Exo-1,4-B-D-glicanase

Esse ensaio foi realizado utilizando o método do &cido dinitrosalicilico (DNS) em papel filtro.
Para tal, uma folha de papel filtro cortada em tiras de 1 x 6 cm foi utilizada como substrato. As tiras
foram enroladas e inseridas em tubos de ensaio onde foram acrescentados 500 uL das amostras
filtradas (caldos enzimaticos fungicos) e 1000 uL de tampdo citrato 0,05 M e pH 4,8.

Para a determinacgdo da curva padréo foi feita uma solugdo estoque de glicose 10 mg/mL e a
partir da solucéo estoque foram preparados os padrdes de glicose. Para o branco utilizou-se 1000 pL
de tampdo citrato e para as diluicbes foram utilizados 5, 10, 20, 40 e 80 uL de solucéo estoque de
glicose diluidas em 995, 990, 980, 960 e 920 uL de tampéo citrato, originando diluigdes de
concentragdes 0,05, 0,1, 0,2, 0,4 e 0,8 mg/mL, respectivamente.

Tanto as amostras quanto os padrées de glicose foram incubados em banho maria a 50 °C por 60
minutos. Apds o periodo de incubacdo, e para parar a reagdo, foi adicionada a cada um dos tubos
quantidades de solucdo do reagente DNS de modo a manter a propor¢édo 1:1 (nas amostras foram
adicionados 1500 pL de DNS e nos padrdes foram adicionados 1000 uL de DNS). Apo6s a adicdo do
DNS as amostras e os padres foram fervidos em banho maria por 5 minutos para a producéo da
coloracdo. Na sequéncia os tubos foram arrefecidos em temperatura ambiente e a leitura foi feita em
espectrofotdmetro UV-Vis a 540 nm.

A partir da curva padrdo de glicose foi possivel determinar a quantidade de agucar liberado (mg
de glicose / 0,5 mL de amostra) para cada amostra. Com isso foi possivel determinar a FPU (atividade
em papel filtro) para cada amostra de acordo com as equagdes abaixo:
em que,

Ulrpu — Unidade Internacional;
va — valor absoluto de glicose, mg;
M — massa molar da glicose, mg/umol;
Ve X t (1) t — tempo, min;
Ve — volume da solucéo enzimatica, mL.

va
M

Ulgpy =

= Atividade da Endo-1,4-B-D-glicanase

Esse ensaio foi realizado utilizando o método da carboximetilcelulose (CMC). Para tal, uma
solucgdo estoque a 2% (p/V) foi preparada dissolvendo 50 mg de CMC em 25 mL de tampao citrato.
Essa solucdo foi utilizada como substrato.

Em tubos de ensaio foram adicionados 500 uL das amostras e diluidas em 1000 uL de tampéo
citrato. Uma curva padrdo foi preparada seguindo a mesma metodologia descrita no topico anterior.
Tanto os tubos contendo os padrdes de glicose quanto os que continham as amostras foram aquecidos
em banho maria a 50 °C por 5 minutos. Apos essa incubacdo, somente nos tubos contendo os caldos
enzimaticos fungicos, foram adicionados 500 pL do substrato 2% de CMC e, entdo, colocados
novamente em banho maria a 50 °C por 30 minutos.

Apos o periodo de incubacéo foi adicionado aos tubos DNS suficiente para manter a propor¢do
de 1:1 (1000 pL de DNS nos padrdes de glicose e 2000 uL de DNS nas amostras). Os tubos foram
fervidos em banho maria por 5 minutos para a producdo de coloracdo e entdo resfriados em



temperatura ambiente. Ap6s o resfriamento foi realizada a leitura em espectrofotdmetro UV-Vis a 540
nm.

A partir da curva padrdo de glicose foi possivel determinar a quantidade de acUcar liberado (mg
de glicose / 0,5 mL de amostra) para cada amostra. Com isso foi possivel determinar a atividade em
CMC para cada amostra de acordo com a equagdo 2.

em que,
Ulcme — Unidade Internacional;
va va — valor absoluto de glicose, mg;

Uleme = m o p — produto liberado por hidr_c')lise, 0,18

mg/min quando o produto é glicose;
t — tempo, min;
Ve — volume da solugdo enzimatica, mL.

Eletroforese em gel SDS-PAGE

Preparou-se um gel de acrilamida, 12,5% para a corrida e um gel de empilhamento 3% para a
aplicacdo. O gel foi submetido a pré-corrida por 30 minutos a 170 V. Amostras contendo as aliquotas
retiradas do caldo enzimético fangico FSN1 foram adicionadas a igual volume de tampéo de amostra
(glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5%, SDS 2,3%, Tris-HCI pH 6,8 0,0625 M), fervidas a 95 °C por trés
minutos e aplicadas no gel. Aplicou-se as amostras no gel de poliacrilamida ja preparado na cuba e
submerso em tampdo adequado. Em seguida iniciou-se a corrida eletroforética, sob tensdo de 170 V, e
uma corrente de 30 mA por aproximadamente 1:30h. Retirou-se o gel da cuba e corou-se as proteinas
com uma solucéo de nitrato de prata em meio levemente &cido, impregnando o gel e, na sequéncia, a
prata é reduzida em solugdo alcalina mediante a adi¢do de formaldeido.

As massas moleculares das enzimas foram determinadas por comparacdo de seus fatores de
migracdo com de proteinas de massas moleculares conhecidas padrdo (Unstained Protein Marker
Broad Range, com tamanhos de 2 a 212 kDa).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os seis fungos selecionados foram identificados por algarismos arabicos de 1 a 6, contudo,
somente os fungos 1, 3 e 4 seguiram para a fermentacdo em meio solido. Nessa fermentacéo, o fungo
numero 4 ndo se mostrou eficiente e, por esse motivo, nas etapas seguintes somente foram utilizados
os fungos numeros 1 e 3. Esses dois microrganismos seguiram para a fermentaram bem em meio
solido utilizando como substrato as maravalhas tratadas e ndo tratadas. Para identificagdo dos produtos
dessas fermentaces foram utilizados codigos alfanuméricos organizados da seguinte forma: “FS”
(para indicar que foram os produtos das fermentacdes sélidas, ja que outras fermentacGes foram
realizadas, mas ndo utilizadas) + “N” ou “C” (sendo N a letra selecionada para se referir a fermentacao
no substrato tratado e C para se referir a fermentagdo no substrato controle) + “1” ou “3” (para se
referir & identificacdo do fungo mencionada anteriormente). Dessa forma, as atividades enzimaticas
foram medidas para as quatro combinagdes (FSN1, FSC1, FSN3 e FSC3).

A partir da equacao da reta de cada uma das curvas padrdes foi possivel calcular a quantidade
de glicose produzida na degradacdo da celulose pelas enzimas contidas nos caldos enzimaticos
fangicos e, aplicando essas concentragdes nas equacOes descritas anteriormente, foi possivel calcular a
atividade enzimatica. Esses resultados estdo apresentados na tabela 1.

Como nas duas analises a amostra FSN1 foi a que apresentou melhores resultados de atividade
enzimatica, optou-se por aplicar a ela a técnica de Eletroforese em Gel SDS-PAGE. O resultado da
corrida eletroforética para essa amostra esta apresentado na figura 3.

TABELA 1. Concentracéo de glicose produzida pela atividade enzimética da exoglicanase e da endoglicanase.

Exo-1,4-B-D-glicanase Endo-1,4-B-D-glicanase
Amostra Absorbancia Concentracdo  Atividade FPU  Absorbancia Concentragdo Atividade CMC
(A) (mg/mL)  (umol.mL™.min?) (A) (mg/mL)  (umol.mL*.min%)
FSN1 0,5080 0,1477 0,3039 0,3030 0,0880 0,0204
FSC1 0,4670 0,1371 0,2675 0,1510 0,0419 0,0097
FSN3 0,3340 0,1030 0,2119 0,0720 0,0179 0,0041

FSC3 0,2630 0,0847 0,1743 0,0360 0,0070 0,0016




Conforme pode ser observado na figura
ao lado, na regido referente a cepa isolada
FSN1, duas marcacbes se destacaram
indicando que pelo menos duas proteinas se
mostraram bastante expressadas, sendo que
uma delas se situa entre 34 e 38 kDa e a outra
entre 46 e 52 kDa. Ao consultar a literatura
acerca das massas molares das enzimas que
tiveram sua atividade analisada, , encontram-se
valores que variam entre 22 e 45 kDa para a
endoglicanase e entre 50 e 65 kDa para a
exoglicanase (RAGAUSKAS, 2014, p. 131),

- L indicando que, possivelmente, as duas
FIGURA 3. Gel SDS-PAGE - verificagdo da proteinas as expressadas com  maiores

expresséo dt,e enzimas apos 10 dias de destaques podem se tratar, justamente, das

proteina Broad Range (2-212 kDa), New England

Biolabs. N1 - Identifica¢do da cepa de fungo isolada). moleculares se encontram entre 0s valores

mencionados na literatura.

CONCLUSOES

O tratamento quimico realizado nas maravalhas de eucalipto ocasionou quebras nas fibras do
substrato, possibilitando uma maior exposicdo da celulose o que gerou melhores resultados quando
comparados com o controle. Dos seis fungos selecionados inicialmente, trés deles ndo apresentaram
fermentacdo eficiente em meio liquido e um deles ndo foi capaz de degradar o substrato sélido, mesmo
fornecendo condicbes adequadas. Dessa forma, somente dois dos fungos isolados se mostraram
eficientes o suficiente para o objetivo deste trabalho, mas as préximas etapas serdo realizadas fazendo
uso de apenas um deles, 0 FSN1, que foi o que apresentou melhores atividades em ambas as analises.

Para as proximas etapas pretende-se ainda fazer a caracterizagcdo do fungo que forneceu
melhores resultados e, se possivel, sequenciar as duas proteinas identificadas na eletroforese, de modo
a verificar se realmente se trata das enzimas estudadas.
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