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PRODUCTION, PROPERTIES AND APPLICATION OF CELLULASES IN THE HYDROLYSIS OF AGROINDUSTRIAL
RESIDUES. Cellulases have been intensively studied in the past few years, due to the interests in biofuels production from
lignocellulosic materials, since they permit maintaining mild conditions during the conversion process. These enzymes can be
produced by a broad variety of naturally occurring microorganisms, such as from genera Aspergillus, Trichoderma, Penicillium and

Humicola. Targeting the increasing of expression levels, molecular biology tools have been used for heterologous genes insertion in

host cells, e. g., Pichia pastoris and Escherichia coli. Enzymes from fungal cellulolytic complex usually act best at pH between 4

and 5 under temperatures from 40 to 60 °C and can be used for either sequential (SHF) or simultaneous (SSF) hydrolysis together
alcoholic fermentation. In this review, the main raw materials for production of cellulases are identified, as well as the state of art of

z ies, ucti i ications.
enzymes’ properties, production and main applications
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INTRODUCAO

Celulases sdo enzimas que constituem um complexo capaz de
atuar sobre materiais celulésicos, promovendo sua hidrélise. Estas
enzimas sdo biocatalisadores altamente especificos que atuam em
sinergia para a liberagdo de agucares, dos quais glicose € o que
desperta maior interesse industrial, devido a possibilidade de sua
conversdo em etanol.'?

Estas enzimas comegaram a ser estudadas durante a Segunda
Guerra Mundial. A deterioragdo de fardas, barracas, bolsas e demais
objetos dos acampamentos, fabricados de algoddo, chamou a aten-
¢do de soldados das forcas armadas norte-americanas, instalados
nas ilhas Solomon, no Pacifico Sul. Algumas organizacdes, como a
Quartermaster Corps, juntamente com as forgas armadas, montaram
laboratérios em busca de explicagdes e solucdes imediatas para esse
problema, que inclufam a deteccao de organismos agentes das dete-
rioragdes, seus mecanismos de acio e métodos de controle. O grupo
de trabalho, constituido por oito pesquisadores e liderado pelo Dr.
Elwyn T. Reese, passou a conduzir seus experimentos no laboratdrio
das forgas armadas, em Natick, Massachusets, Estados Unidos. Como
resultado das pesquisas, uma linhagem, codificada como QM6a, de
um fungo filamentoso, identificado posteriormente como Trichoderma
viride, foi isolada e a esta foi atribuida a caracteristica de excretar
enzimas capazes de degradar celulose. Até 1953, Dr. Reese e seu
grupo de trabalho ja haviam determinado que enzimas naturais,
nomeadas celulases, constituem complexos de diversas moléculas
com distintas habilidades na degradacio do substrato. Em 1956, Dr.
Reese aliou seus conhecimentos aos da Dra. Mary Mandels, que, em
conjunto, passaram a trabalhar no laboratério em Natick. A partir de
entdo, o foco das pesquisas deixou de ser a prevencdo da hidrdlise
da celulose e passou a ser o melhoramento da producio das enzimas
responsdveis por esse fendmeno, pelo micro-organismo isolado
anteriormente. Mandels e Reese publicaram diversos estudos sobre
a influéncia dos principais fatores que afetam a produgdo dessas
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enzimas e formulacdes de meio de cultivo ideais para o crescimento
de T. viride. Mais tarde, selecionaram mutantes de Trichoderma
com elevada produtividade volumétrica de expressao de celulases,
alcangando jé inicialmente 3 UL L' h!.37

Desde entdo, cada década foi marcada por significativos avangos
em estudos sobre as enzimas do complexo celulolitico. O inicio do
século XXI foi marcado por grandes investimentos na produg@o de
celulases, especialmente focada para sua aplicagdo na obtencdo de
etanol combustivel. Em 2000, o USDOE (United States Department
of Energy) iniciou parcerias para acelerar o desenvolvimento tecnold-
gico e tornar vidvel economicamente a produgdo de etanol a partir de
residuos do milho (sabugo, palha e bractea). O Departamento assinou
um acordo com o Laboratdrio Nacional de Energias Renovéveis (Na-
tional Renewable Energy Laboratory - NREL) e as duas empresas
lideres mundiais em produ¢do de enzimas, Novozymes e Genencor,
com a liberacdo de um montante de USD 17,1 milhdes. A meta inicial
de reduzir em 10 vezes o custo efetivo das celulases na produgdo de
etanol foi superada e ja em 2004 as empresas haviam anunciado uma
reducdo de 12 vezes no custo das enzimas.®!° Similarmente, a empresa
canadense Iogen Corporation, lider mundial na produgio de etanol de
celulose, recebeu financiamento para o desenvolvimento de tecnologia
de producio de etanol a partir de biomassas, desta vez, palhas de
trigo, cevada e aveia e talo de milho. Em 2000, o governo do Canada
financiou a constru¢do da entdo unica planta demonstrativa de pro-
ducdo de bioetanol do mundo. Em 2002, o grupo Royal Dutch/Shell
investiu CAD 46 milhdes na Iogen, passando a ter direito a 22% das
conquistas globais da empresa. Em 2004, foi inaugurada uma planta
comercial que custou CAD 300 milhdes, visando a produgio do novo
biocombustivel, o EcoEthanol™. Em 2008, o grupo Shell realizou
novos investimentos, passando a possuir 50% das a¢des da Iogen.'!

Enfim, os avancos das pesquisas sobre celulases ocorreram em
diversas dreas do conhecimento. Ao longo dos anos, e até os dias de
hoje, contribuigdes cientificas vém sendo geradas continuamente, no
que tange ao isolamento de micro-organismos produtores de celulases,
ao aumento da expressdo de celulases por mutagdes génicas, a purifi-
cagdo e caracterizagdo de componentes deste complexo enzimadtico, ao
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entendimento sobre os mecanismos de ataque a celulose, a clonagem e
expressdo de genes, a determinagdo de estruturas tridimensionais das
celulases e 2 demonstragio do potencial industrial dessas enzimas.'?

Posto isso, o objetivo desse artigo de revisdo € abordar os prin-
cipais aspectos tecnolégicos da produg¢ao e aplicacdo de enzimas do
complexo celulolitico. Inicialmente sdo discutidas as composi¢oes
e disponibilidade de biomassas, seguido das propriedades e estado
da arte de producio das enzimas. Por fim, sdo apresentadas as apli-
cacdes industriais das celulases, com foco na hidrdlise de materiais
lignocelulésicos.

MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS: DISPONIBILIDADE
E COMPOSICAO

As matérias-primas lignoceluldsicas sdo as fontes renovaveis
mais abundantemente encontradas na natureza, sendo compreendidas,
majoritariamente, pelos materiais agroindustriais, pelos residuos
urbanos e pelas madeiras de angiospermas e gimnospermas.'* Dentre
essas, os materiais agroindustriais se destacam pelo carater de residuo,
conferido por sua obtengdo ap6s o processamento de matérias-primas
que apresentam maior valor agregado, e pela vocacio natural que o
Brasil possui para sua geragdo. Sendo assim, a Figura 1 apresenta
séries histdricas de gera¢do de materiais lignoceluldsicos no Brasil,
com as massas representadas em base imida. O bagago de cana-de-
actcar, dentre as biomassas consideradas, € a predominante, com uma
geracdo em 2007 de 147 milhdes de toneladas. Igualmente, € notéria
a quantidade gerada das demais biomassas lignocelulésicas: juntos,
no ano de 2007, os materiais apresentados na Figura 1 somaram uma
massa gerada no Brasil de 606 milhdes de toneladas, das quais cerca
de 105 milhdes de toneladas correspondem a fragdo celulésica.!*!
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Figura 1. Série historica de geragdo de residuos lignoceluldsicos no Brasil™*!?

As biomassas lignoceluldsicas sdo constituidas por trés princi-
pais fracdes poliméricas: lignina, hemicelulose e celulose, que sdo
unidas entre si por ligagdes covalentes, formando uma rede com-
plexa resistente a ataques microbianos.'® Essas fragdes majoritdrias
sdo responsaveis por 97-99% de toda massa seca dos materiais.
Internamente, as fibrilas da fracdo celuldsica, um polissacarideo
composto por glicose (Figura 2), encontram-se dispostas como
espirais, de forma a conferir forca e flexibilidade ao material. Esta
fragdo encontra-se envolvida pela lignina, polimero aromatico he-
terogéneo formado por ligagdes éter biologicamente estaveis,'” cuja
funcdo € aumentar a resisténcia da estrutura a ataques quimicos e
enzimdticos. A terceira e ultima fra¢do principal, a hemicelulose,
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atua como um elo quimico entre a celulose e a lignina, apresentando
natureza heteropolissacaridica ramificada, formada, principalmente,
por blocos de constru¢do de pentoses (xilose, raminose e arabino-
se), hexoses (glicose, manose e galactose), 4cidos urdnicos (dcidos
4-O-metilglucurdnico e galacturdnico) e radicais acetila.'>!® Estas
caracteristicas resultam em materiais flexiveis, porém altamente
resistentes a espécies quimicas.'?
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Figura 2. Estrutura da fragdo celuldsica de materiais lignoceluldsicos

Assim como a forma e o tamanho da parede celular dos materiais
lignoceluldsicos variam de espécie para espécie, sua composigao qui-
mica apresenta-se distinta entre representantes lignoceluldsicos. De
forma geral, a celulose encontra-se em maiores proporgdes, seguida da
hemicelulose e, por fim, da lignina. Mesmo presente em quantidades
menores em relagdo a fragdo celuldsica, a lignina confere limitagio
suficiente para retardar, ou mesmo impedir completamente, a atuagao
microbiana sobre o material. A Tabela 1S, material suplementar, lista
a composicdo de alguns materiais lignoceluldsicos, expressa em suas
trés principais fragdes.

Dessa forma, faz-se imprescindivel o uso de pré-tratamentos no
material, com o intuito de aumentar sua susceptibilidade ao agente
de interesse, pela remog¢ao da lignina e reducio da cristalinidade da
estrutura celuldsica.' Os pré-tratamentos podem ser classificados em
quimicos, fisicos ou bioldgicos, e jd foram anteriormente descritos
nessa mesma publicagdo.'®

AS ENZIMAS DO COMPLEXO CELULOLITICO
Classificacdo e modo de atuacio

As enzimas do complexo celulolitico s@o hidrolases que clivam
ligagdes O-glicosidicas, sendo classificadas pela Enzyme Comission
(EC) com a codificacdo 3.2.1.x, onde o valor de x varia com a ce-
lulase avaliada.”

A classificagdo das celulases, de acordo com seu local de
atuacdo no substrato celuldsico, as divide em trés grandes gru-
pos: endoglucanases (EnG), que clivam ligacdes internas da fibra
celuldsica; exoglucanases (ExG), que atuam na regido externa da
celulose; e B-glicosidases (BG), que hidrolisam oligossacarideos
soldveis em glicose.!

Endoglucanase, que esta classificada com o EC 3.2.1.4, possui
como nome sistematico, segundo a [IUBMB - International Union
of Biochemistry and Molecular Biology, 1,4-B-D-glucana-4-glucano-
hidrolase. E a enzima do complexo celulolitico responsavel por iniciar
a hidrdlise. Tal enzima hidrolisa randomicamente as regides internas
da estrutura amorfa da fibra celulésica, liberando oligossacarideos de
diversos graus de polimerizacido (GP) e, consequentemente, novos
terminais, sendo um redutor (quando a glicose possui uma hidroxila
heterosidica livre) e um nio redutor (quando a hidroxila heterosidi-
ca da molécula da extremidade participa de ligacdo com a glicose
adjacente).! A EnG € a enzima celulolitica responsdvel pela rapida
solubilizac¢do do polimero celuldsico (redugido do GP), devido a sua
fragmentacdo em oligossacarideos.?!

O grupo das exoglucanases (ExG) € constituido por celobio-
hidrolase (CBH) e glucano-hidrolase (GH).
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A GH (EC 3.2.1.74), cujo nome sistematico € 1,4-B-D-glucana-
glucano-hidrolase, € pouco reportada, mas possui estratégia de
hidrdlise da fibra celulésica de elevada importincia, pois € capaz de
liberar glicose diretamente do polimero.'

A CBH (EC 3.2.1.91) possui o nome sistemético 1,4-B-D-
glucana-celobio-hidrolase. Embora a IUBMB defina a CBH como
catalisadora da hidrélise apenas dos terminais nao-redutores da fibra
celul6sica e oligossacarideos com GP>3 em celobiose, hd relatos do
ataque de terminais redutores por essa enzima.'?> A CBH participa
da hidrdlise primdria da fibra e € responsdvel pela amorfogénese,
que € um fendmeno ainda ndo elucidado completamente, porém
sabe-se que envolve uma ruptura fisica do substrato, acarretando na
desestratificagdo das fibras, pelo aumento das regides intersticiais. A
amorfogénese promove aumentos na taxa de hidrélise da celulose,
por tornar amorfas as regides cristalinas do polimero, deixando-o
mais exposto as celulases.?

A CBH ainda pode ser dividida em dois tipos: enzima do tipo [
(CBHI), que hidrolisa terminais redutores (R), enquanto que a do tipo
I (CBH II) hidrolisa terminais ndo redutores (NR). Essas enzimas ge-
ralmente sofrem inibigdo pelo seu produto de hidrélise (celobiose).*

O terceiro e ultimo grande grupo de enzimas do complexo ce-
lulolitico engloba a B-glicosidase, ou B-glicosideo gluco-hidrolase
(EC 3.2.1.21), que € seu nome sistematico. A BG tem a propriedade
de hidrolisar celobiose e oligossacarideos soliveis (GP<7) em glico-
se.!” Assim como a CBH, também € reportada com a caracteristica
de sofrer inibi¢@o por seu produto de hidrdlise.*

Quando atuam conjuntamente, as enzimas do complexo celuloliti-
co apresentam um rendimento melhor do que a soma dos rendimentos
individuais, ou seja, quando atuam isoladamente umas das outras.
Tal efeito € conhecido como sinergia. Sdo conhecidas pelo menos
trés formas de sinergia entre as celulases:!'? sinergia EnG-ExG - a
endoglucanase, atuando nas regides amorfas da fibra, disponibiliza
terminais redutores e nio redutores para atua¢do de CBH I e CBH
II, respectivamente; sinergia ExG-ExG - as CBH I e CBH II atuam
simultaneamente na hidrélise dos terminais redutores e nio redutores
liberados por agdo da endoglucanase; sinergias ExG-BG e EnG-BG
- como seus produtos de hidrdlise, a celobio-hidrolase e a endoglu-
canase liberam celobiose e oligossacarideos, respectivamente, que
sdo substratos para a B-glicosidase.

A Figura 3 ilustra a agdo sinérgica entre exoglucanases, endoglu-
canase e B-glicosidase na hidrélise da fibra celuldsica.
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Figura 3. Modo de agdo das enzimas do complexo celulolitico
Propriedades

Com o intuito de se utilizar as celulases em processos industriais
sob suas condi¢des de melhor atuagdo, ¢ imprescindivel que suas
propriedades sejam determinadas, especialmente no que tange a
fatores cinéticos e fisico-quimicos. Com base nisso, a Tabela 28S,
material suplementar, apresenta valores de algumas propriedades
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importantes na caracterizagao de enzimas. De forma geral, as celu-
lases produzidas por fungos filamentosos apresentam valores 6timos
de pH na faixa dcida (3,6-5,0), enquanto que bactérias chegam a
produzir celulases altamente ativas em valores de pH alcalinos.
Como exemplo, Zhang e colaboradores também trabalharam com
uma linhagem de Bacillus sp., cultivando-a, para a producdo de
celulases, em pH 10,5. Em relacéo as celulases de actinomicetos
(especialmente do género Streptomyces), os resultados divulgados
indicam que elas possuem melhor atua¢do em temperaturas por
volta de 50 °C e valores de pH entre neutros e moderadamente
dcidos.””* J4 as temperaturas Gtimas para atuagdo encontram-se
em sua maioria acima de 40 °C.

Em relagdo a propriedades cinéticas, os valores das constantes
K, eV, em geral variam em ordem de grandeza, possivelmente
devido a heterogeneidade das metodologias de quantificacdo, a
forma de apresentacdo de seus valores, ao substrato utilizado
e, principalmente, a origem do extrato enzimético utilizado.?*-°
Em que pesem essas diferencas metodoldgicas, consideragdes
podem ser feitas em relagdo a importancia desses parametros.
Por exemplo, Anand e Vithayathil compararam o desempenho de
uma [-glicosidase de Humicola lanuginosa sobre dois substratos
comumente utilizados para a quantificacio de seu poder catalitico:
celobiose e p-nitrofenil glicopiranosideo (pNPG). Pelos valores
das constantes de afinidade aos substratos, puderam entdo tecer
comentdrios relacionados a maior afinidade da enzima sobre o
glicidio (K;=0,44 mM) do que sobre o substrato sintético (K,=0,5
mM).?!' Yun e colaboradores avaliaram cineticamente o desempe-
nho de uma [3-glicosidase de T. harzianum C-4 sobre dez substratos
sintéticos derivados de p-nitrofenol. A enzima apresentou maior
afinidade sobre p-nitrofenil-B-gentiobiosideo (K,=0,12 mM).
No entanto, a taxa maxima de hidrélise (11,0 umol min' mg™)
foi bastante inferior a observada sobre pNPG (187 pmol min!
mg'), substrato para o qual a enzima mostrou ter menor afinidade
(K,=0,20 mM).**

Por fim, outra propriedade das enzimas celuloliticas comumente
reportada na literatura € sua capacidade de ser influenciada por outras
moléculas, especialmente metais, seja sofrendo efeitos inibitérios
ou indutores. Dentre os fons avaliados, os que inibem mais fre-
quentemente as celulases sdo Hg*?, Cu*?, Ag* e Zn*, que chegam a
provocar até a perda total da atividade catalitica, estando presentes
em concentragdes tao baixas quanto 2 mM.?-2%33:34

Producao

Estratégias para producgdo de celulases

As duas principais estratégias para a producio de celulases por
micro-organismos sdo a fermenta¢do no estado sélido (FES) e a
fermentagdo submersa (FS).

Indubitavelmente, um dos pardmetros mais exaltados na dife-
renciacdo desses dois tipos de processos € o teor de dgua presente
no meio reacional. Na FES hd auséncia ou quase auséncia de dgua
livre.®>3¢ A dgua presente nesses sistemas encontra-se complexada
com a matriz sélida de substrato ou como uma fina camada absorvi-
da pela superficie das particulas. Em geral, nesses processos o teor
de umidade varia entre 30-85% e a atividade de dgua tipica vai de
0,40-0,90, mimetizando condi¢des encontradas na natureza e permi-
tindo até que sejam conduzidos sem prévia esterilizagdo, visto que a
contaminag@o é pouco provavel.?3

A dgua possui diversas fungdes em um bioprocesso, tais como,
a difusdo de nutrientes no meio reacional e a absor¢do destes pelos
agentes microbianos, bem como a remog¢do de metabdlitos; e a
manutencao da fungdo e estabilidade de estruturas biolégicas, como
proteinas, nucleotideos e carboidratos, da estabilidade da estrutura
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Tabela 1. Comparagio das caracteristicas da fermentagdo no estado sélido (FES) e da fermentacdo submersa (FS)37384041

FES

FS

Menor gama de produtos obtidos e de micro-organismos
aptos a crescer nessas condicdes

Menor possibilidade de contaminacio, pela auséncia de
4gua livre no sistema

Menor disponibilidade de informacdes na literatura, no que tange a
fendmenos de transporte e cinéticas de crescimento
e de producdo enzimética

O extrato obtido € em geral de trés a quatro vezes menos diluido que

na FS, de forma que a produtividade e a
concentracao final de produto sdo maiores na FES

Maior dificuldade no controle do processo e na adi¢do
de solucdes desejadas

Menor volume de residuos liquidos gerado

Maior demanda energética associada a esterilizacdo do meio e a
remog¢do de produto do meio fermentado

Em que pese a menor concentracdo de produtos obtida pela FS, a

purificacao dessas moléculas € facilitada pela auséncia ou baixa con-

centragdo de particulas de substrato

O alto teor de dgua e a natureza diluida do meio facilitam o controle
da temperatura de cultivo, reduzindo a degradagio do produto, em

especial enzimas com baixa termoestabilidade

Quando operando com elevadas concentragdes de substrato, podem

ocorrer problemas reoldgicos no sistema

Processos difusionais e de mistura sao facilitados devido ao carater

homogéneo do sistema

Tecnologias de monitoramento de varidveis on line mais amplamente

disponiveis

lamelar e da conservac@o da permeabilidade da membrana plasmaética.
Em relag@o ao cultivo de fungos filamentosos, a limitagdo de dgua
pode causar a desnaturagdo de enzimas-chave do metabolismo das
células, ocasionando um desequilibrio nas vias, afetar os processos
de germinac@o, esporulacéo e formagao de metabdlitos, assim como
reduzir a taxa de crescimento microbiano e aumentar o periodo de
aclimatag@o celular.””-*

Dessa forma, a Tabela 1 lista as principais caracteristicas da FES
e FS. Embora a FS apresente algumas desvantagens em relagdo a
FES, processos envolvendo limitagdes no teor de dgua livre no sis-
tema sdo evitados quando se objetiva a geracio de muitos produtos,
especialmente em escalas maiores, onde sdo requeridos biorreatores.
Na tltima década, diversos autores propuseram geometrias e formas
de condugido e controle,””* bem como modelos para descrever os
fendmenos envolvidos nesses processos, que, em geral, auxiliam no
seu desempenho, mas ndo contornam completamente as limitagdes
que a FES apresenta.*’

A Tabela 3S, material suplementar, informa diversos parametros
e rendimentos da producdo de celulases por micro-organismos. O
estudo da produg@o de enzimas celuloliticas encontra-se bastante
desenvolvido atualmente, concernente a forma de condugdo dos
processos.

De forma geral, na maior parte dos trabalhos reportados na
literatura, os materiais utilizados para a producgdo de celulases sdo
de origem lignoceluldsica ou celuldsica pura. Entretanto, o efeito in-
dutor de espécies de menores massas moleculares tem sido rastreado
ha muito tempo. Mandels e colaboradores compararam o efeito de
diversos oligo e polissacarideos na indug@o de celulases de 7. viride,
expressas por suas atividades em CMC, obtendo como os de maior
potencial: lactose, nigerose, lichenana, glucana de cevada, e princi-
palmente soforose, que apresentou um poder indutor cerca de 2500
vezes maior que o observado anteriormente utilizando-se celobiose.*®
Este forte poder indutor da soforose tem sido reafirmado por alguns
autores sendo, por isso, alvo de muitos estudos, como o de Nogawa
e colaboradores, que verificaram em 7. reesei PC-3-7 um forte poder
indutor sobre a atividade de endoglucanase, quando essa linhagem
foi incubada com concentragdes de substrato até cerca de 250 mg L,
tendo ocorrido a partir desse valor uma estagna¢@o da indug@o. J4 para
a linhagem QM 9414 dessa mesma espécie, concentragdes acima de
250 mg L' mostraram-se prejudiciais a célula, denotada pela reducéo
da atividade enzimatica. Esses autores também estudaram a utilizacio
de L-sorbose na inducéo da producdo de endoglucanase, obtendo

niveis de expressdo ainda maiores que os observados para a soforose
na linhagem PC-3-7, porém atividades inferiores na linhagem QM
9414.% Por fim, os resultados de outro trabalho que utilizou a mesma
linhagem, T. reesei PC-3-7, corroboraram a supremacia da soforose em
induzir a producdo de endoglucanases, dessa vez quando comparada
ao dissacarideo lactose. No entanto, quando se adicionou celobiose
juntamente a lactose na indu¢do de enzimas celuloliticas, os autores
observaram um efeito indutor claramente sinérgico que proporcionou
produgdo enzimadtica cerca de cinco vezes maior que a observada
quando soforose foi utilizada.*

Castro comparou a produ¢do de EnG e BG por Trichoderma
reesei e Humicola grisea, quando cultivadas em substratos insoliveis
(celulignina de bagago de cana-de-agucar e avicel) e soldveis (CMC e
celobiose). Foram observadas cinéticas mais lentas de produ¢do das
enzimas quando fontes insoldveis foram utilizadas, especialmente a
de origem lignocelul6sica, devido a um periodo inicial de aclimatagio
das células a essa matéria-prima. J4 quando CMC e celobiose foram
consideradas, os tempos correspondentes a produgdo enzimadtica
maxima foram antecipados em cerca de 50 h. Ainda, nesse estudo
pdde-se concluir que na sintese das enzimas do complexo celulolitico
pelos fungos T. reesei Rut C30 e Humicola grisea var. thermoidea,
ndo hd correlagdo direta com a fonte de carbono utilizada para a
indugdo, visto que mesmo quando as linhagens foram cultivadas na
presenca apenas de celobiose como substrato, EnG e ExG também
foram excretadas pelas células, e que essa sintese ndo se enquadrava
em cardter constitutivo.*

Estudos com micro-organismos geneticamente modificados
(MGMs)

Com o intuito de incrementar os niveis de produgdo de enzimas,
diferentes técnicas podem ser utilizadas, dentre as quais as mais
comuns concernentes as celulases sdo a mutacao cldssica (aleatoria)
e a expressdo génica.

A mutacio cldssica vem sendo aplicada hd décadas sobre linha-
gens de Trichoderma reesei (teleomorfo Hypocrea jecorina), gerando
diversas linhagens, geralmente agrupadas em séries, dentre as quais
a mais reportada € a linhagem Rut C30. Esta linhagem teve seu
potencial celulolitico incrementado devido a mutacdo do gene crel
(acarretando menor efeito de repressdo catabdlica da glicose pelas
células, durante a expressdo das enzimas) e ao aumento da quanti-
dade de reticulo endoplasmatico (promovendo aumento nas taxas
de O-glicosilag@o das proteinas).'”' A genealogia com as principais
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linhagens mutantes de 7. reesei € ilustrada pela Figura 4. Dentre as
técnicas mais utilizadas para obtencdo das linhagens, pode-se citar
radiacdo ultravioleta (linhagens Rut M7, Rut P37), acelerador linear
(linhagens QM 9123, QM 9414) e uso de nitrosoguanidina (linhagens
Rut NG14 e Rut C30).7>> 0 uso de metanossulfonato de etila também
foi reportado como agente mutagénico em células de 7. citrinoviride,
proporcionando trés vezes mais atividade de endoglucanase e quatro
vezes mais a produgéo de B-glicosidase.™

Trichoderma reesei Qm6a (linhagem selvagem)

l
v |

QM 9123 Rut M-7 (EUA)
Séries K, PC & X (Japao)
Série MHC l
(Checoslovaquia) Rut C30<€— RutNG14 —» Rut P37
QM 9414 -
—> Série MG (Portugal)
mcG 774~ L l
(EUA) / MCG 80 Série Rut EPI

Série CL (Franca)
Série L
Série VTT-D (Finlandia)
Figura 4. Genealogia dos mutantes de Trichoderma reesei Qmb6a. Adaptada
da ref. 53

Prabavathy e colaboradores estudaram o método de fusdo de
protoplastos da linhagem 7. reesei PTr2, visando o aumento dos niveis
de producao de EnG. Foram obtidas 15 linhagens fusantes, dentre as
quais a linhagem 2 apresentou os maiores niveis de expressdo, 2,5
vezes superior a da linhagem-mae.>

No que tange a expressdo gé€nica, as formas mais conhecidas
de manipulacdo do contetido genético das células sdo a expressio
homdloga e a expressdo heter6loga, que sdo distinguidas conforme
a procedéncia do material genético inserido na célula hospedeira.
A Tabela 2 apresenta alguns exemplos de aplicacio desses tipos de
expressao para a producdo de enzimas do complexo celulolitico.

Dentre os organismos hospedeiros mais comumente utilizados
para a expressao heter6loga de proteinas, estdo a bactéria Escherichia
coli e as leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris. O
sistema de S. cerevisiae, embora tenha se mostrado eficiente em alguns
casos, apresenta forte tendéncia a hiperglicosilar (50 a 150 residuos de
manose) as proteinas produzidas, acarretando, no caso das celulases,
em uma redu¢do da capacidade destas em adsorver-se em substratos
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s6lidos.! Em relagdo ao sistema de expressdo de E. coli, uma das
principais desvantagens ¢ a deficiéncia de etapas pés-traducionais,
que decorre em erronea organizacdo estrutural da cadeia polipep-
tidica, além do fato de esta ficar localizada em corpos de inclusdo,
os quais dificultam a extracdo do produto.®’¢® Por fim, o sistema de
expressdo de P. pastoris, embora tenha apresentado hiperglicosilacdo
em alguns casos, mostra-se como um dos mais adequados dentre
os conhecidos atualmente, por proporcionar elevada producdo da
proteina de interesse, em meio de cultivo relativamente barato, além
de conter a enzima o-1,3-manosiltransferase no complexo de Golgi,
que previne o crescimento excessivo da por¢do glicidica acoplada a
cadeia polipeptidica do produto.®*7

Além da estratégia de expressdo de celulases de um micro-
organismo naturalmente ocorrente em células hospedeiras, € possivel
também que se integrem outros genes no organismo recombinante,
visando a expressdo integrada das enzimas e do produto final de
interesse. Wood e Ingram construiram estdvel e eficientemente
uma linhagem de Klebsiella oxytoca contendo genes de produgdo
de etanol de Zymomonas mobilis e genes de producio de celulases
de Clostridium thermocellum.” Posteriormente, 0os mesmos autores
reportaram um estudo mais aprofundado sobre o organismo recombi-
nante produzido, envolvendo a andlise de seu fluxo metabdlico, para
o aumento da produtividade em etanol.”” Mais recentemente, Zhou e
colaboradores utilizaram a mesma bactéria, K. oxytoca, ja contendo
os genes de producdo de etanol de Z. mobilis incorporados em seu
cromossomo, como hospedeiro dos genes de sintese de endoglucanase
de Erwinia chrysantemi, de forma a atuarem sinergicamente com
B-glicosidase naturalmente ocorrente na bactéria hospedeira, per-
mitindo que o micro-organismo recombinante gerado metabolizasse
fontes celuldsicas integralmente, gerando como produto etanol, em
apenas uma etapa.”

PRINCIPAIS APLICACOES DAS CELULASES

A producdo de celulases em escala industrial comeg¢ou em me-
ados da década de 80, visando sua aplicacdo como um aditivo para
racdo animal, de forma a aumentar a digestibilidade de ragdes por
ruminantes e monogdstricos. Em seguida, essas enzimas comecaram
a ser utilizadas como um insumo para a inddstria de alimentos, cujo

Tabela 2. Exemplos de produgio de celulases utilizando-se técnicas de modifica¢ao genética

Enzima Organismo doador Organismo hospedeiro Ref.
Expressdao homoéloga

Celobio-hidrolase I1 T. reesei TU-6 56
Endoglucanase T. reesei Cel61A 57
Expressao heteréloga

B-glicosidase Physarum polycephalum E. coli 58
B-glicosidase Cellulomonas biazotea S. cerevisiae 59
B-glicosidase Orpinomyces PC-2 Saccharomyces cerecisiae 60
]gflgdl?f;lslicdjise Bacillus subtilis CD4 Escherichia coli 61
Endoglucanase Clostridium thermocellum S. cerevisiae 62
Endoglucanase Melanocarpus albomyces T. reesei 63
Endoglucanase Orpinomyces joyonii E. coli 64
Celobio-hidrolase Phanerochaete chrysosporium E. coli 65
Endoglucanase T. pseudokoningii S38 T. reesei QM9414 66

Celobio-hidrolase T. reesei

Pichia pastoris 67
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objetivo era de melhorar propriedades sensoriais de massas. Nesse
setor, as celulases também comecgaram a atuar no processamento de
bebidas, promovendo a clarificagdo de sucos de frutas e vinhos e a
manuten¢do de uma reologia estdvel do produto final. Posteriormente,
as enzimas celuloliticas comegaram a ser utilizadas em larga escala
nas seguintes industrias: téxtil, nos entdo implementados processos
de biopolimento (desfibrilagdo de tecidos como algodao, linho, 13 e
viscose) e bioestonagem (amaciamento e desbotamento do brim);
de polpa e papel, para a modificagdo controlada de propriedades
mecanicas da polpa e liberacdo de tintas da superficie das fibras
a ser recicladas; e em lavanderia, de forma a aumentar o brilho,
a remogdo de sujeiras e a maciez dos tecidos, além de amenizar o
desgaste das pegas, notado pela formagdo de fiapos e pelotas apds
sucessivas lavagens.”*%0

Ja na década de 90, as celulases, juntamente com as hemicelula-
ses, representavam mais de 20% do mercado mundial de enzimas.”’
No que tange ao cendrio nacional, em 2008, apenas considerando-se
importagdes e exportagdes brasileiras, as celulases movimentaram
um montante de USD 1,35 milhdo.?!

Hidroélise de materiais lignocelulésicos

Uma das mais emergentes aplica¢des das enzimas do complexo
celulolitico atualmente € a hidrélise de biomassas. As matérias-primas
de origem lignoceluldsica, como apresentado na Tabela 1S - material
suplementar, contém de 20 a 60% de celulose, que pode ser totalmente
convertida em glicose, por agdo enzimdtica. Em etapas seguintes,
esse monossacarideo pode ser utilizado como bloco de construcio
para a obten¢do de uma imensa gama de produtos, que abrange desde
biocombustiveis até polimeros, sendo o etanol uma das moléculas
de maior interesse. Tais tecnologias se enquadram no conceito de
biorrefinarias celuldsicas, as quais visam o aproveitamento integral e
integrado dos residuos agroindustriais gerados em uma determinada
cadeia produtiva, de modo a agregar valor 2 mesma.®

A sacarificacdo da celulose pode ser conduzida de duas formas
principais: por tratamento quimico (utilizando-se acido diluido ou
concentrado) ou por rota enzimética, utilizando-se as celulases.®

A utilizac¢do de celulases na hidrélise da celulose ocorre em
condi¢des mais brandas de pressdo, temperatura e pH do que os
processos quimicos, e exibe elevada especificidade, eliminando a
chance de ocorréncia de substancias toxicas (furfurais e derivados
de lignina) as células microbianas que serdo utilizadas para fermen-
tacdo do meio hidrolisado. Na rota enzimadtica, embora o custo de
produgdo dos biocatalisadores ainda seja alto, séo detectados pontos
de economia no processo, tanto do ponto de vista energético, como
metaltirgico, visto que os equipamentos podem ser confeccionados
com materiais menos nobres.%

A hidrdlise enzimatica da celulose e conversdo dos agucares
liberados em moléculas de interesse, tal como o etanol, podem ser
conduzidas de forma sequencial (processo HSF, hidrélise separada
da fermentac@o) ou simultdnea (SSF, sacarificacdo simultanea a
fermentagdo).*

O processo SSF contribui com menor custo de investimento a
planta, visto que nele sdo agrupadas duas etapas em um mesmo vaso
reacional. Nessa forma de condugdo, as enzimas sao menos passiveis
de inibicdo pelos produtos de hidrélise, pois a glicose liberada &
concomitantemente fermentada. A manutenc¢io de uma baixa concen-
tracdo de glicose no meio também favorece o equilibrio das demais
reacdes de hidrélise, no sentido de formacao de mais produto, além
de reduzir riscos de contaminagéo no sistema.®

Ja o processo HSF apresenta como uma das principais vantagens
frente ao SSF, a possibilidade de ambas as etapas, de hidrélise e de
fermentacdo, serem conduzidas em suas condi¢des 6timas. Conforme
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discutido, as celulases comumente apresentam melhor atividade ca-
talitica em temperaturas acima de 50 °C, bem acima da temperatura
ideal para a etapa fermentativa. Nesse caso, como nao hd matéria-
prima em suspensdo durante a fermentagdo, as células podem ser
recicladas ao sistema. No entanto, essa estratégia apresenta como
desvantagens: o acimulo de actcares intermedidrios da hidrélise,
causando inibi¢do as enzimas; e redugio na conversao final de glicose,
devido a adsorgéo de parte do acicar no sélido residual da hidrélise.®

Considerando-se globalmente a conversdo de biomassas ligno-
celuldsicas em etanol, a se¢do de conversdo da planta pode ainda ser
constituida por uma etapa para fermentacdo de pentoses, majorita-
riamente xilose, provenientes da fragdo hemiceluldsica das matérias-
primas. A realizaco da fermentacio de pentoses e hexoses (glicose)
em apenas um vaso reacional dd-se o nome de cofermentagdo (CF).
A conducdo da cofermentacdo concomitantemente a hidrélise das
fragdes celuldsica e/ou hemicelulésica compreende o processo SSCF
(sacarificagdo simultanea a cofermenta¢@o). Por fim, na forma mais
integrada de condugdo das etapas de conversio, nomeada Bioprocesso
Consolidado (BPC), a producio enzimatica, hidrélise da celulose e
hemicelulose e a fermentag@o da glicose e xilose, acontecem em um
mesmo equipamento.'® As formas de condug¢ao integrada dos pro-
cessos de hidrdlise e fermentagdo, visando-se a obtengdo de etanol,
encontram-se ilustradas na Figura 5.

< Secgao de pré-tratamento >

l biomassa

hidrolisado
hemicelulésico

Se ¢ao de converséo

Produgéo de
celulases

Hidrélise da
celulose

B |

etanol

Gqéo de separagédo e purificag@

Figura 5. Formas de integragdo das etapas de conversdo de biomassas

lignoceluldsicas em etanol. Adaptada da ref. 85. As linhas tracejadas re-
presentam possibilidades de integragdo das etapas de conversdo e as linhas
continuas representam as fronteiras das se¢oes de uma planta do processo;
SSF: Sacarificagdo simultdnea a fermentagdo; CF: Cofermentagdo; SSCF:
Sacarificagdo simultanea a cofermentagdo; BPC: Bioprocesso consolidado

Sob esse aspecto, a Tabela 4S, material suplementar, informa
valores de pardmetros importantes do processo de hidrélise da celu-
lose. Dentre os trabalhos reportados, a grande maioria que avalia a
hidrélise da celulose para fermenta¢do do monossacarideo tem por
propésito obter como produto final o etanol, a exce¢do de dois, que
enfocam seus trabalhos na conversio de glicose em &cido 14tico.36%
Ha grande variacdo nos valores das cargas de enzimas utilizadas,
bem como das concentragdes maximas de produto obtidas durante
as hidrdlises, o que se justifica, principalmente, por trés motivos: as
distintas metodologias de quantifica¢do de celulases utilizadas pelos
autores, que ora se baseiam nas defini¢cdes de atividade fornecidas
pelos fornecedores das enzimas, outras vezes se referem a definicao
classica reportada por Ghose,* ou ainda langam mao de suas pro-
prias metodologias; pelas diferentes técnicas analiticas utilizadas
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na determinag@o da concentragdo dos acucares liberados; e pela
concentracio de substrato no sistema, fator diretamente relacionado
a taxa de dilui¢@o dos hidrolisados e a carga enzimadtica.

E notéria a imprescindibilidade de pré-tratamento aos materiais
utilizados para os processos de hidrélise. Segundo Van Wyk, a ad-
sor¢do das celulases em substratos celulésicos insoldveis € facilitada
quando estes sdo submetidos previamente a tratamentos, sejam eles
quimicos ou termopressurizados, que promovem, pela remog¢ado de
fragdes indesejdveis nesse processo (lignina e hemicelulose), um
aumento na drea superficial exposta a a¢do enzimdtica e a reducdo da
cristalinidade deste glicopolissacarideo.® Um recurso para o aumento
da eficiéncia de hidrélise que vem sendo reportado € a adi¢do de sur-
factantes ao meio reacional, cujo intuito € promover maior adsor¢ao
das celulases ao polimero celuldsico. Alkasrawi e colaboradores
verificaram que a suplementacdo do meio hidroliticocom 2,5 g L' de
tween-20 proporcionou um aumento de 10% na conversao de celulose
em glicose. Embora a exata a¢@o do surfactante no sistema ainda nao
esteja completamente elucidada, os autores levantaram a hipdtese de
que esta molécula se liga a lignina, prevenindo a indesejavel adsor¢ao
das celulases a essa fracdo e acarretando, consequentemente, maior
disponibilidade das enzimas para se ligarem a celulose.”

A hidrélise enzimdtica da celulose, via de regra, tem seu rendi-
mento aumentado com incrementos na carga enzimadtica, até uma
concentracao limite, a partir da qual ndo é compensatdrio continuar
adicionando enzimas ao processo, pois os sitios da matriz do subs-
trato ja se encontram saturados pelos biocatalisadores. Wilkins e
colaboradores avaliaram o efeito da concentragdo de celulases sobre
a hidrdlise do bagaco de frutas citricas, pela utilizagdo dos produtos
comerciais Celuclast 1.5L e Novozym 188, da empresa Novozymes,
em um processo do tipo SSF, e verificaram que em concentragdes
a partir de 13 UI g e 0,02 FPU g’!, respectivamente, o rendimento
final no produto de interesse, etanol, ndo era mais incrementado.’!
Em muitos casos, ainda, € necessdria a suplementagao dos preparados
adicionados no meio reacional, utilizando-se B-glicosidase, com o
intuito de promover a reducio na inibi¢do de endo- e exoglucanase
por seus produtos de hidrélise (especialmente celobiose) e aumentar
a conversdo final do substrato em glicose.”>**

TENDENCIAS FUTURAS PARA A PRODUCAO E
APLICACAO DE CELULASES

A producio de celulases e sua aplicag@o na hidrdlise de materiais
lignoceluldsicos sdo tecnologias em fase de desenvolvimento, para
as quais determinadas ferramentas e estratégias podem ser aplicadas
visando seu aumento de produtividade e economicidade. Dentre as
possibilidades, sdo apontadas a seguir duas, com elevado potencial
de sucesso.

O conceito de engenharia de produto pode ser aplicado em pro-
cessos de produgdo de celulases, visando a obtencgdo de preparados
enzimdticos com proporcdes ideais entre as diversas enzimas do
complexo celulolitico, em particular EnG e BG. O formulado ideal
pode ser obtido pelo cocultivo de linhagens superprodutoras dos prin-
cipais tipos de celulases;* pela producé@o em separado das celulases e
posterior mistura dos extratos, em propor¢oes pré-otimizadas;?> 9496100
ou ainda pela incorporagdo controlada de genes de celulases em or-
ganismos hospedeiros, de forma que a célula modificada ja excrete
as enzimas em proporg¢oes ideais.*’

No ambito da producdo de etanol a partir de materiais lignocelu-
16sicos, as celulases sdo insumos que impactam significativamente o
processo, podendo representar até 18% do custo operacional de uma
planta.!?12Dessa forma, torna-se necessdrio o estudo de operagoes
unitdrias que permitam o aproveitamento e reciclo desses biocatali-
sadores ao reator de hidrélise, tais como processos de separacio por
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membranas. Mores e colaboradores estudaram o uso de médulos
de microfiltragdo e ultrafiltragdo, respectivamente, para a separacio
da biomassa residual da hidrélise e a recuperacio de celulases de
Trichoderma reesei. Os autores apresentaram um estudo preliminar
de impactos econdmicos no uso de membranas para o reciclo de
celulases, em processo para produgdo de etanol, e verificaram que
com um fluxo de 50 L m?h’!, a redugio no custo de producido do
produto final é de 0,048 USD L'.'® Entende-se, portanto, que o
reciclo de celulases € uma estratégia que deve ser investigada mais
profundamente, por ser uma provédvel alternativa para a viabilidade
econdmica de processos de segunda geragao para produgao de etanol.

MATERIAL SUPLEMENTAR

No material suplementar disponivel em http://quimicanova.sbq.
org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre, encontram-se
tabelas referentes a composi¢do de materiais lignoceluldsicos, as
principais propriedades de enzimas do complexo celulolitico, levan-
tamento bibliografico da producio de celulases e sua aplicagdo na
hidrdlise de biomassas (Tabelas 1S a 4S).
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Tabela 1S. Composicdo de alguns materiais lignoceluldsicos

Composicio (%)
Material Ref.
Celulose Hemicelulose Lignina
Bagacgo de cana (Saccharum officinarum) 36 28 20 1
Palha de cana 36 21 16 2
Palha de milho (Zea mays) 36 28 29 1
Sabugo de milho 36 28 NR 1
Palha de trigo (Triticum aestivum) 39 36 10 3
Palha de cevada (Hordeum vulgare) 44 27 7 3
Farelo de cevada 23 33 21 4
Palha de arroz (Oryza sativa) 33 26 7 3
Casca de arroz 36 20 19 5
Palha de aveia (Avena sativa) 41 16 11 3
Palha de algodao (Gossypium hirsutum) 42 12 15 6
Casca de amendoim (Arachis hypogaea) 38 36 16 6
Douglas fir (Pseudotsuga menziesii) 50 18 28 5
Pinheiro (Pinus sp.) 44 26 29 1
Salgueiro (Salix alba) 37 23 21 1
Capim elefante (Pennisetum purpureum) 32 20 9 2
Residuos sdlidos municipais 33 9 17 2
Papel 43 13 6 1
Papeldo 47 25 12 1
Jornal 62 16 21 2

NR: Valores ndo reportados

*e-mail: alinebio @petrobras.com.br
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Tabela 2S. Propriedades cinéticas e fisico-quimicas das celulases
Fonte e tipo da enzima To °C); pH0 KM; Vm&,lx MM (kDa); pl; % carboidrato Referéncia
Caldibacillus cellulovorans Endoglucanase 80; 7,0 3424473 85,1; 4,12; NR 7
Bacillus sp. D04
acillus s? . NR; NR 5,294 2145 35; NR; NR 8
Celulase bifuncional®
Ceriporiopsis subvermispora 9
Endoglucanase 60; 3,5 NR; NR NR; NR; NR 9
B-glicosidase 60; 4,5
Trichod irid
richoderma viride 60: 4.8 NR; NR NR; NR; NR 10
Endoglucanase
Myceliophtohora thermophila Endoglucanase 65;4,8 NR; NR 100; NR; NR 11
;alzlz.romfvdces emersonii Endoglucanase I 75-80: 5.5-5.8 NR: NR 35: NR: 27.7 g
-glicosidase
Ceglobiohidrolase IA 70; 4,1 NR; NR 135; NR; 50 1
78; 3,6 2,149,2° 66; 4,5; 38,2
Humicola insolens
Endoglucanase 50; 5,0 NR; NR 57;NR; 39,0 15
Exoglucanase 50; 5,0 NR; NR 72; NR; 26,0 16
B-glicosidase 50; 5,0 NR; NR 250;4,2;2.5 17
Humic 7 i
un?zwl.a grisea var thermoidea 60: 4.0-4.5 NR: NR 156: NR: NR 18
B-glicosidase
Humicola lanuginosa
L. 60; 4,5 0,44 4, NR 110; NR; 9,0 19
B-glicosidase
Sporotrichum thermophile 20
Exoglucanase 63;4,0-5,0 NR; NR 64;4,5; 8,0 21
B--glicosidase 65;5,4 0,83 4 NR 240; NR; NR
Trich: harzi
rzc. ode.rma arzianum 45:5.0 020 187° 75.8.7:NR 22
B-glicosidase
Rumi; s albus
HMIOCOCCUS Aious 37,6.8 NR: NR 100; 5,3; NR 23
B-glicosidase
Bacteroides succi L
aciemz’ es succinogenes 45-50:5.9-6.2 0404 11.6° 40 4.9 NR 24
B-glicosidase
Penicillium funiculosum
endoglucanase 58;4,8 1120567 140-190; NR;NR 25
B-glicosidase 57;4,9 1,750,127 NR;NR;NR 25
Trichod harzi
er’)ijco 01 i’;’;:se“rz’“"”m 47-52;4.9-5.1 19-22%0,07-0,127 55-95:NR:NR 26
u
.g . 53-54;5,0 1,5-1,540,11-0,13 7 NR;NR;NR 26
B-glicosidase
A ill
SPergivies oryuae 50:5,0 0,55 % NR 43;42:NR 27
B-glicosidase
A illus ni
e;gzr“’l”cﬁgé”” 54:5,1 461,047 75-105; NR; NR .
u
€ 54;5,0 3,2840,117 NR;NR;NR

B-glicosidase

T : Temperatura 6tima de atuagio; pH : pH 6timo de atuagdo; MM: Massa molecular; pI: Ponto isoelétrico; NR: Valores néo reportados. ' A enzima apresentou comportamento

caracteristico tanto de endo- como de exoglucanase; Unidades dos valores apresentados: 2 g L''; 3 umol min"' mg™; * mM; ° pmol min™'; ® pmol min"' mL"'; 7 pmol min™' UT!
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Tabela 3S. Producio de celulases por micro-organismos
F < ltivo: Mixi . .
Micro-organismo Fonte celulésica orma de operacio do cultivo; 4ximas atividades Ref.
temperatura (°C); pH (tempo de processo)
T. reesei Rut C30 Salgueiro pré-tratado a vapor FS; 30; 5,5-6,0 1390 FPU.L''; ' 1450 UI BG.L'! (4 d) 28
4250 UIPELY;
T. reesei Rut C30 Carvalho pré-tratado a vapor FS; 30; 5,0 45000 UL EnG.L'; 29
140 UIBG.L! (9d)
Avicel 163 UIPEL"! (68 h)
T. reesei QM 9414 Bagaco FS; 30; 4.8 85IU PEL! (68 h) 30
Bagaco tratado com dlcali 90 UIPEL (44 h)
T. reesei Rut C30 Solka Floc FS; 28; 4,8 4250 UTPEL! (7 d) 31
180 ULEG.g! (168 h);
Fusarium oxysporum F3 Sabugo de milho FES:; 30; 6,0 0,08 UL BG.g! (168 h); 32
4 UICBH.g" (120 h)
5,5FPU.g"; 79 UIBG.g';
Thermoascus aurantiacus IMI 216529 Palha de trigo FES; 49; 4,0 1709 UL EngG haul CBgH.g* 33
Cultura mista 7. reesei Rut C30 e Asper- 1540 FPU.L™! (10 d);
Est FS;27,5,5 34
gillus Phoenicis QM 329 siereo 640 UT BG.L" (9 d)
Penicillium pinophilum IBT 4186 FS;30;5,0 280 FPU.L' (221 h)
P, persicinum IBT 13226 Solka Floc FS;25:5,0 800 FPU.L™! (236 h) 35
P. brasilianum IBT 20888 FS;30:5,0 750 FPU.L' (229 h)
T. reesei ZU-02 Sabugo de milho e farelo de trigo FES; 30; 4,5 130 FPU.g' (6 d) 36
152FPU.g" (4 d); 37
P decumbens | Palha e farelo de trigo FES:30:NR * 06UIE Cfgf u 21)
110 FPU.L' (7 d);
A. terreus Bagaco de cana FS;35:4,0 1200 UL EG.LF‘ (7)d) 38
3200 ULEG.L';
CMC
1100 UIPEL;
250 UI BG.L' (72 h)
: F . .
Cellulomonas biazotea N S;30;7,3 4200 ULEG.L": 39
ahadetngo 1250 UIPEL;
550 UI BG.L' (80 h)
Bacillus sp. JCM 9156 CMC FS;37;10,5 46 UTEnG.L"! (30 h) 40
Cultura mista de B. pumilus selvagem e CMC FS:37:6.0 2250 UL EnG.L"! (24 h) 4l
mutante CRI 6 Celobiose R 1660 UL BG.L"! (24 h)
1200 FPU.L™! (6 d);
T. reesei Rut lka Fl FS;28;5, 42
reesei Rut C30 Solka Floc S:28:5,8 1350 UL BG.L" (7 d)
280 UIPEL;
T i QM 9414
reesel QM9 9529 ULEnG L";
640 UI BG.L"
Fibra de milho pré-tratada FS;28:4.8 350 UI PEL": 43
T i Rut C30 0
reeser = 9350 UI EnG.L";
730 UIBG.L' (8 d)
T. reesei 1L.27 Solka Floc FS;28:4.8 13600 FPU.L! (7 d) 44
Cultura mista T. reesei QM 9414 ¢ A. 600 UIPEL (7 d);
B d FES;30:5,5 45
terreus SUK-1 agaco de cand 40 UIBG.L" (6.d)
Cultura mista 7. reesei LM-UC4 ¢ A. 14 UIPEg'; 80 UL EnG.g";
B d FES;30;NR 46
phoenicis QM 329 agago de cana 17 UL BG.g' (120 h)
T. reesei Rut C30 Solka Floc FS;30;5,0 1300 FPU.L™! (50 h) 47
X . 5000 UI PEL;
T. reesei ZU-02 Sabugo de milho FS;30:4,8 240 UIBG.L" (4 d) 48
A. niger ATCC 6275 Torta de palmeira FES;35;6,1 26,8 ULg" (12 d) 49
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Tabela 4S. Condigoes de aplicagdo de celulases na hidrdlise de materiais lignoceluldsicos
Fonte das Configuragdo do processo; Carga de enzimas Fonte celulésica Teor de produto (g L") Ref.
celulases temperatura (°C); pH (tempo de processo, h)
Multifect B®? SSF; 50; 5,4 SFPUg! . Alfafa 50 ' (96) 50
Novozym 1884, H; 37, 5,0 25FPU ! Bagaco de cana 62(24) 51
SP431®2

SSF; 42; NR IsFPUg', Eucalipto <1'(160) 52
Celuclast 1.5L.%4 Palha de trigo 31(160)

Bagaco de sorgo 2 1(160)
Celuclast 1.5L®* SSF; 40; 4,4-5,3 IsFPUg!, Solka Floc 200 51(24) 53
Novozym 1884 Isurg!
Preparados de SHF; 45; 4,5 20U g Sabugo de milho 251(72) 54
Acremonium®>, 351(72)
Meicellase®?
. . 3 6
Celuclast 1.5LO SHF; 45; 5,0 3g171UI EG Palha de trigo 46 °(39) 55
®,4 biomassa

Novozym 188 SUIBG g
Cellulase Y-NC®7 SHF; 37; 5,0 3,3mgL?! Farelo de arroz 20! (48) 56
C-1184%% de A. H; 60; 5,0 100 ug g, e Casca de arroz 1,29(5) 57
niger
Celuclast®* H; 50; 4,8 40FPUg' Softwood 70 ' (30) 58
Novozym 188%#
Celuclast®* H; 45;4.8 80FPU ' . Madeira Douglas fir 1,51(72) 59
Novozym 188%#
Rapidase H; 50; 5,0 26 UIEGg' Sabugo de milho 110! (48) 60
Pomalig®'©
Preparados de H; 50; 4.8 28UEGg! Bagaco de cana 20°(72) 61
T. viride e A. niger
Preparado da H; 50;5,3 322FPUg! Palha de trigo 17°(7) 62
Novozymes
Celuclast 1.5L.9¢ H; 40; 4,8 ISFPUg! Bagaco de cana 171 (72) 63
Novozym 188®# 20UIBG g, .
Celuclast 1.5L®4 SSCF; 30; 5,0 ISFPUg' Residuos de milho 19' (8) 64
Novozym 188%# 25 UIBG g, s
Celuclast 1.5L SSF; 42; NR ISFPU g o Sigmacell "' 15,3' (2-4) 65
FG®*
Preparados de T. H; 50; 4,8 416000 g' CMC 0,36 ' (3) 66

viride e A. niger

! Concentragdo de produto expressa como glicose; 2 concentragdo de produto expressa como glicose e celobiose; * preparados comercializados pela empresa
Genencor; * preparados comercializados pela empresa Novozymes; ° preparados comercializados pela empresa Meiji Pharmaceutical; ® concentragio de produto

expressa como agticares totais; ' preparados comercializados pela empresa Yakult Pharmaceutical; ® preparados comercializados pela empresa Sigma; ? concen-

trac@o de produto expressa como agticares redutores totais; ' preparado comercializado pela empresa Gist Brocades; ' celulose microcristalina comercializada

pela empresa Sigma Aldrich. NR: Informag@o ndo reportada; BG: B-glicosidase; H: processo em que s6 a hidrélise foi avaliada, sem a etapa de fermentagio;
SSF: sacarificagdo simultanea a fermentagdo; HSF: hidrélise separada da fermentagdo; SSCF: sacarificagdo simultanea a cofermentagao.
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