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RESUMO

As B-glicosidases sdo enzimas que catalisam a hidrélise da celobiose, dimero de glicose
resultante da acdo de enzimas celuloliticas sobre a molécula de celulose, liberando
glicose livre que pode ser utilizada em processos fermentativos para producao de etanol,
essas enzimas sao capazes de romper ligacGes glicosidicas de terpenos encontrados na
uva, aumentando a volatilidade destes compostos, e na desglicosilacdo de isoflavonas
presentes na soja, favorecendo a absorcdo destes compostos pelo intestino humano. O
objetivo do presente estudo foi otimizar pardmetros para o cultivo de Lichtheimia
corymbifera (mesofilo) e Byssochlamys spectabilis (termofilico) para a producao de -
glicosidases e comparar as propriedades cataliticas e termodindmicas das enzimas
parcialmente purificadas. A quantidade maxima de B-glicosidase produzida por L.
corymbifera foi de 39 U / g de substrato seco (ou 3,9 U/ mL) e a de B. spectabilis foi de
77U /g (ou7,7U/mL). O pH e atemperatura 6timos foram 4,5e 55°Ce 4,0e 50° C
para a enzima L. corymbifera e B. spectabilis, respectivamente. A B-glicosidase
produzida por L. corymbifera manteve-se estavel em pH entre 4,0 e 7,5, enquanto a
enzima de B. spectabilis manteve-se estdvel em pH entre 4,0 e 6,0. Em relacdo a
termoestabilidade, a B-glicosidases produzida por B. spectabilis permaneceu estavel por
1 ha 50° C, e a de L. corymbifera foi ativa por 1 ha 45° C. A determinacdo dos
parametros termodindmicos confirmou a maior termoestabilidade da enzima produzida
pelo fungo termofilico B. spectabilis, que apresentou maiores valores de AH, energia de
ativacdo para desnaturacdo (Ea) e meia-vida t (1/2). As enzimas eram estaveis na
presenca de etanol e eram inibidas competitivamente pela glicose. Estas caracteristicas
contribuem para a sua utilizacdo na sacarificacdo e fermentacdo simultdneas da
biomassa vegetal.

Palavras-chave: Fungos filamentosos. Enzimas industriais. Cultivo em estado solido.
Termoestabilidade enzimatica. Purificacdo Parcial. Pardmetros termodinamicos.

ABSTRACT

B-glycosidases are enzymes that catalyze the hydrolysis of cellobiose, the glucose dimer
resulting from the action of cellulolytic enzymes on the cellulose molecule, releasing
free glucose that can be used in fermentative processes to produce ethanol, these
enzymes are capable of breaking bonds glycosides of terpenes found in the grape,
increasing the volatility of these compounds, and in the deglycosylation of isoflavones
present in soybean, favoring the absorption of these compounds by the human intestine.
The objective of the present study was to optimize parameters for the cultivation of
Lichtheimia corymbifera (mesophile) and Byssochlamys spectabilis (thermophilic) for
the production of B-glycosidases and to compare the catalytic and thermodynamic
properties of the partially purified enzymes. The maximum amount of B-glycosidase
produced by L. corymbifera was 39 U / g of dry substrate (or 3.9 U / mL) and that of B.
spectabilis was 77 U / g (or 7.7 U / mL ). The optimum pH and temperature were 4.5
and 55 ° C and 4.0 and 50 ° C for the enzyme L. corymbifera and B. spectabilis,
respectively. The B-glycosidase produced by L. corymbifera remained stable at pH
between 4.0 and 7.5, while the B. spectabilis enzyme remained stable at pH between 4.0
and 6.0. In relation to thermostability, B-glycosidases produced by B. spectabilis
remained stable for 1 h at 50 ° C, and that of L. corymbifera was active for 1 h at 45 ° C.
The determination of the thermodynamic parameters confirmed the higher



thermostability of the enzyme produced by the thermophilic fungus B. spectabilis,
which presented higher values of AH, activation energy for denaturation (Ea) and half-
life t (1/2). The enzymes were stable in the presence of ethanol and were competitively
inhibited by glucose. These characteristics contribute to its use in simultaneous
saccharification and fermentation of plant biomass.

Keywords: Filamentous fungi. Industrial enzymes. Cultivation in solid state. Enzymatic
thermostability. Partial purification. Thermodynamic parameters.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

As B-glicosidases sdo enzimas que catalisam a hidrélise da celobiose, dimero de
glicose resultante da acdo de enzimas celuloliticas sobre a molécula de celulose,
liberando glicose livre que pode ser utilizada em processos fermentativos para a
producdo de etanol. No entanto, a maioria das B-glicosidases microbianas apresenta
baixa especificidade para celobiose, podendo atuar em diferentes substratos glicosideos.
Tal caracteristica possibilita aplicacdo destas enzimas em diferentes setores industriais,
principalmente nas industrias de biocombustiveis, alimentos e bebidas.

As B-glicosidases sdo capazes de romper as ligacdes glicosidicas de terpenos
encontrados na uva, aumentando a volatilidade destes compostos, o que favorece a
qualidade aromatica de sucos e vinhos e também podem ser utilizadas para desglicosilar
isoflavonas presentes na soja, favorecendo a absorcéo destes compostos pelo intestino
humano, dessa forma, contribuem para a obtencdo de alimentos funcionais derivados de
soja.

Porém, a utilizagdo das B-glicosidases em escala industrial depende da superacéo
de alguns entraves existentes, tais como: elevado custo de produgéo, inibigdo pelo
produto de reagéo, baixa estabilidade estrutural das enzimas, dentre outros. O presente
trabalho teve como objetivo selecionar microrganismos mesofilos e termofilos da
Regido de Dourados — MS, com potencial para produgdo de B-glicosidase; avaliar os
parametros do processo de cultivo para producdo da enzima e comparar as propriedades
cataliticas e termodinamicas das B-glicosidases das linhagens selecionadas.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
O objetivo deste trabalho foi promover a sele¢do, produgéo, purificagdo parcial

e caracterizacdo de B-glicosidases obtidas de duas linhagens fungicas isoladas da regido
de Dourados, MS.



2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
O objetivo especifico deste trabalho foi selecionar fungos mesofilicos e

termofilicos encontrados na regido de Dourados — MS, com potencial de producéo de p-
glicosidase, avaliar as condi¢Ges do cultivo dos mesmos em estado solido (CES);
purificar parcialmente, efetuar a caracterizacdo fisico-quimica e, avaliar a potencial

aplicacdo industrial das enzimas isoladas.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Celulose e parede celular vegetal
A celulose constitui mais de 60% da biomassa produzida mundialmente, o que

equivale a aproximadamente dois bilhGes de toneladas de lignocelulose. Essa biomassa
¢ constituida por trés fragdes principais (Figura 1), sendo lignina, hemicelulose e
celulose, que sdo unidas entre si por ligacGes covalentes, formando uma rede complexa
(FERREIRA, 2010).

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos complexos compostos por D-
glicose, D-galactose, D-manose, D-xilose, L-arabinose, cido D-glucurénico e acido 4-
O-metil-glucurdnico. A lignina, depois da celulose, & a macromolécula mais abundante
dentre as biomassas lignocelul6sicas. E um heteropolimero amorfo que consiste em trés
diferentes unidades de fenilpropanos: alcool p-cumarilico, alcool coferilico e alcool
sinapilico. A estrutura da lignina ndo é homogénea, possui regides amorfas e estruturas
globulares. A composicéo e a organizagdo dos constituintes da lignina variam de uma
espécie para outra, dependendo da matriz de celulose-hemicelulose (CARVALHO et
al., 2009; SOUZA et al., 2012).

XY

'
E —F Celulose

———|ignina

Hemicelulose

Figura 1 — Composicéo estrutural da parede celular vegetal (PEREIRA, JR., 2005).



A resisténcia da celulose a hidrolise sera definida pelo grau de polimerizagdo e
pelo indice de cristalinidade entre cada fibra dessa macromolécula, estabilizada por

inimeras pontes de hidrogénio, intra e extramolecular - Figura 2 (HARGREAVES,

2008).
oH oH oH -
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Figura 2 - Representacdo estrutural da celulose, formada por celobiose (Fonte:
HARGREAVES, 2008).

A hidrolise da celulose pode ser realizada com tratamento fisico-quimico ou
enzimatico. A hidrdlise fisico-quimica consiste na combinacdo de acidos e/ou bases
(diluidos ou ndo), pressdao e temperatura, sendo que o valor de cada um desses
componentes varia de acordo com o substrato. Atualmente, métodos fisico-quimicos
(pré-tratamentos) sdo associados previamente a hidrdlise enzimatica para aumentar a
eficiéncia catalitica do complexo celulolitico (PITARELO, 2007; HARGREAVES,
2008).

O desempenho da enzima na hidrélise da biomassa é afetado por vérios fatores,
incluindo temperatura, pH e carga de s6lidos. Em primeiro lugar, a condicdo da
biomassa é definida pelo método de pré-tratamento aplicado. Muitos métodos de pré-
tratamento dependem de temperaturas elevadas e condicdes acidas para tornar se fazer a
biomassa susceptivel acessiveis a hidrélise enzimatica. As etapas de pré-tratamento sdo
essenciais para eficiéncia das enzimas, no entanto, os biocatalizadores podem ser
inativados por variacGes de pH e temperatura, sendo necessario ajustar esses parametros
para adicdo das enzimas, 0 que muitas vezes encarece 0 processo, inviabilizando a
conversdo de biomassa em acgucares fermentesciveis (MCINTOSH, 1996; SORENSEN
etal., 2013).

3.2. Enzimas celuloliticas e principais aplica¢des industriais das celulases
As B-glicosidases podem ser encontradas em bactérias, fungos, plantas e

animais. A celobiose se divide em duas moléculas de glicose, protegendo as enzimas

acima mencionadas a partir do efeito de produto de inibicdo da celobiose. A sua




aplicacdo na conversdo de biomassa em celulose com contetdo para agUcares
fermentaveis para a producdo de etanol combustivel é uma area intensivamente
estudada (CHEN et al., 2007; KRISCH et al., 2012).

Para ocorrer a hidrolise enzimatica da celulose em fungos filamentosos, a
catélise € mediada por um complexo enzimatico, esse processo € composto por trés
grupos enzimaticos: endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidase, sendo realizado de
forma sinérgica (LYND et al., 2002) - (Figura 3).

OH CH,OH OH  CH,OH 3
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OH A OH
o A ' o)
CH,OH ; H o L CH,OH
L —- OH . CH,OH Endog?uconase
CH,OH ExogluconaseOH CH,O%
OH
4
OH ' CH,OH OH
B-Glucosidase Glucose

Figura 3 — Representacdo estrutural de exoglucanase, endoglucanase e f-
glicosidase (Fonte: http://www.eplantscience.com).

As endoglucanases hidrolisam as ligagcdes B-1,4-glicosidicas no interior das
cadeias de celulose de forma aleatdria, reduzindo drasticamente o grau de polimerizagédo
da molécula. Nas extremidades tanto redutora como ndo redutora da cadeia, as
exoglucanases podem se ancorar e em sequéncia liberar celobioses ou glicoses solGveis.
Entdo as B-glicosidases hidrolisam as celobioses e assim eliminam a inibicdo por
substrato das demais enzimas. Estas reacdes ocorrem simultaneamente (ZHANG;
LYND, 2004).

As B-glicosidases sdo mais comumente classificadas com base na especificidade
para o substrato ou qualquer identidade de sequéncia de nucleotideos. Com base na
especificidade do substrato, B-glicosidases tém sido tradicionalmente divididas em
celobiases verdadeiras (alta especificidade em relacdo a celobiose), aril-p-glicosidases
(alta especificidade para substratos aril-glicosideos, tais como p-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo (PNPG)), ou uma baixa especificidade com -glicosidases
(SHEWALE, 1982; EYZAGUIRRE et al., 2005). A maioria das B-glicosidases é
colocada na ultima categoria (SORENSEN et al., 2013).



A B-glicosidase apresenta importante papel na hidrolise enzimética da celulose,
sendo responsavel pela conversdo da celobiose em mondmeros de glicose. A celobiose €
o principal produto formado pela acdo das enzimas despolimerizantes sobre a cadeia de
celulose. O acimulo desse dissacarideo no meio reacional inibe a atividade das enzimas
celuloliticas, desta forma, a P-glicosidase possibilita a continuidade do processo
catalitico porque degrada o principal inibidor_das celulases, liberando monossacarideos
fermentesciveis para producéo de etanol (LEITE et al., 2007; SOUZA et al., 2010).

Os fungos filamentosos sdo os mais utilizados industrialmente na producdo de
celulases, principalmente dos Géneros Aspergilus, Trichoderma, Humicola,
Penicillium, Fusarium e Phanerochaete (SINGHANIA et al., 2010).

As celulases ocupam o terceiro lugar no ranking mundial das enzimas
produzidas industrialmente. Isso se deve as suas amplas aplicagdes: no processamento
de algodao, na reciclagem de papel, na extracdo de sucos, como detergentes enzimaticos
e como aditivos para alimentagdo animal (FERREIRA, 2010).

As celulases séo utilizadas como aditivos em racdes, sendo benéfico para
animais de estdbmago simples, tais como porcos e galinhas, através do aumento da
digestibilidade dos alimentos (KRISCH et al., 2012).

Recentemente, a fermentacdo em estado sélido do bagacgo de cranberry e abacaxi
com cepas fangicas de Lentinus edodes e Rhizopus oligosporus foi realizada para
aumentar a quantidade de compostos fenolicos livres extraiveis, potencializando sua
atividade antioxidante. O aumento de polifendis livres pode ser justificado pela
produgdo de B-glicosidase pelas linhagens flngicas utilizadas. Essa enzima € capaz de
hidrolisar glicosideos fenolicos e liberar agliconas livres extraiveis, tendo
potencialmente atividade antioxidante elevada, por conseguinte, que as tornam muito
Uteis para aplicaces em industrias de alimentos e bebidas (VATTEM; SHETTY, 2003;
CORREIA et al., 2004; KRISCH et al., 2012).

As leguminosas, especialmente a soja que é rica em isoflavonas, sdo chamadas
de fitoestrogénios devido a fatores estruturais e similaridade ao horménio estrogénio
(CHUN et al., 2008). Elas podem aliviar os sintomas da menopausa e ajudar a prevenir
varias doengas cronicas e alguns tipos de cancro. No entanto, em alimentos a base de
soja, as isoflavonas encontram-se na forma glicosilada. Sendo assim, a produgéo de

agliconas ou a desglicosilagdo por hidrélise através das B-glicosidases é altamente



desejada, pois sdo absorvidas pelo intestino de forma mais facil (PANDJAITAN et al.,
2000; HU et al., 2009; KRISCH et al., 2012).

Os glicosideos conjugados de isoflavonas sdo convertidos em agliconas sob
condicGes &cidas ou alcalinas ou ainda pela agdo da B-glicosidase. As formas agliconas
apresentam maior potencial para absor¢do no intestino do que as formas glicosiladas
(SILVA, 2011).

Diferentes trabalhos descritos na literatura afirmam que uma dieta rica em
isoflavonas pode contribuir no controle e prevencdo de muitas doengas cronicas, tais
como: cancer (mama, prostata e célon), osteoporose, doencas cardiovasculares e outras,
além de aliviar os sintomas da menopausa (CHUN, 2008; SILVA, 2011).

A B-glicosidase tem varias aplicacdes em tecnologia de alimentos, podendo
degradar os pigmentos como antocianinas em agucares e antocianidinas. Assim, essa
enzima é apropriada para descoloracdo de bebidas diferentes e pode ser utilizada no
processamento de sucos de laranja, vinhos brancos e rose, sendo 0 excesso de cor
removido através do tratamento enzimatico (OUTTRUP; BOYCE, 1990; KRISCH et
al., 2012).

A presenga de B-glicosidases no processo de vinificagdo favorece a liberacdo dos
compostos aromatizantes, pois as cadeias glicosidicas sdo rompidas, aumentando a
volatilidade dos compostos. Tais compostos sdo coletivamente chamados de terpenos,
dentre eles estao: nerol, a-terpineol, geraniol, linalool, citronellol e outros. Quando
glicosilados, os mesmos, apresentam baixa volatilidade e pouco contribuem para o
aroma do vinho. (VILLENA et al., 2007; BAFFI et al., 2011).

3.3. Cultivo em Estado Soélido (CES)
O termo fermentacdo em estado solido, ou fermentacdo semi-sélida, ou

bioprocesso em estado solido ou cultivo em estado solido aplica-se ao processo de
crescimento de microrganismos sobre substratos sélidos sem a presenca de agua livre. A
agua presente nesses sistemas encontra-se ligada a fase sélida, formando uma fina
camada na superficie das particulas (RAIMBAULT, 1998).

Desde os primordios da civilizagdo o homem vem explorando de forma natural a
utilizacdo de enzimas através do CES para producdo de alimentos e bebidas. A
producdo de bebidas alcodlicas pela fermentacdo de grdos de cereais ja era conhecida
pelos sumérios e babilénios antes do ano 6.000 a.C. Por volta do ano 2.000 a.C. os
egipcios passaram a emprega-la também na fabricagdo de pdo. Estas aplicacOes se



davam de forma meramente praticas, sem nenhum conhecimento das reacdes
enzimaticas envolvidas. Estes processos so foram esclarecidos quando se fez necessario
conhecer 0s mecanismos e rea¢es quimicas. Esta evolucdo dos conhecimentos técnicos
e cientificos propiciou a utilizacdo de enzimas em diversos ramos de atuagdo da
atividade humana (WANDERLEY; NEVES, 2011).

Os fungos filamentosos sdo os mais adaptaveis a esse tipo de processo, pois sdo
capazes de crescerem com pouca agua e muitos solidos presentes, além de sua forma de
crescimento, por meio de hifas, favorecer a colonizagdo do meio (DURAND, 2003).

O cultivo em estado solido oferece vantagens sobre o cultivo liquido,
especialmente para culturas flngicas. Neste tipo de processo, a aeragdo tende a requerer
pressdes menores que as necessarias para os cultivos liquidos, e a agitacdo vigorosa é
dispensavel, o que pode evitar em grande parte a ruptura celular. Os metabolitos obtidos
sdo geralmente mais concentrados e os procedimentos de purificacdo sdo mais baratos
(SANTOS et al., 2011).

O Brasil é um dos maiores produtores agricolas do mundo, e a agroinddstria
brasileira teve forte expansdo e crescimento nos ultimos anos, ocasionando a geragao de
grande quantidade de residuos agroindustriais, que em sua maioria estdo
subaproveitados, acarretando muitas vezes em problemas ambientais (SOCCOL;
VANDENBERGHE, 2003).

Residuos agroindustriais representam uma fonte alternativa para o cultivo em
estado sélido de microrganismo visando a redugdo de custos e desperdicio de recursos.
Neste contexto, é crescente o interesse econémico para o desenvolvimento de processos
para o tratamento e utilizacdo eficaz de residuos celulésicos como fontes de carbono de
baixo custo (SETHI et al., 2013).

Entre os residuos comumente utilizados para este fim estd o bagaco de cana-de-
acucar, sabugo de milho, palhas de milho, arroz e farelo de trigo, cascas de café, peles,
cascas e sementes de frutas (SILVA et al., 2013).

Entretanto, o CES apresenta algumas desvantagens, como: elevada
heterogeneidade, dificuldade na dissipacdo de energia e no controle dos parametros de
funcionamento e na operagdo continua. A geracdo de calor devido as atividades
metabolicas dos microrganismos, o que é desejavel em compostagem, é muitas vezes
fatal para processos biotecnoldgicos porque uma grande parte das enzimas produzidas

durante a fermentacdo pode ser desnaturada pelo calor no final do processo. A umidade



é outro parametro que interfere ativamente no CES. O alto teor de umidade resulta em
baixa porosidade no substrato e impede a penetracdo de oxigénio, enquanto o baixo teor
de umidade pode levar a ma acessibilidade de nutrientes, resultando em crescimento
microbiano dificultado (HARGREAVES, 2008; SINGHANIA et al., 2009).

Sé&o grandes os desafios que precisam ser abordados para a implementagdo bem
sucedida do CES em escala industrial. Com isso, diversas pesquisas tém sido
direcionadas e vem sendo realizadas com o objetivo de buscar alternativas para
producdo de enzimas, com o uso de diferentes residuos como substrato. A selegdo de
microrganismos e condi¢Oes para se alcangar os melhores rendimentos no processo,
pode tornar essa técnica viavel para utilizagdo industrial, uma vez que, a maioria dos

processos fermentativos industriais ainda ocorre em cultivo submerso.
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CAPITULO 2

Producio, purificacdo parcial e caracterizaciao enzimatica da p-glicosidase de duas

linhagens fungicas do cerrado Sul-Mato-Grossense

1. RESUMO

MORAIS, T. P. 2015. Producéo, purificacdo parcial e caracterizacdo enzimatica da
B-glicosidase de duas linhagens fuangicas do cerrado Sul-Mato-Grossense.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, Universidade
Federal da Grande Dourados, FCBA/UFGD, Dourados, 2015.

As B-glicosidases sdo enzimas que catalisam a hidrélise da celobiose, dimero de glicose
resultante da acdo de enzimas celuloliticas sobre a molécula de celulose, liberando
glicose livre que pode ser utilizada em processos fermentativos para producdo de etanol,
essas enzimas sao capazes de romper ligacOes glicosidicas de terpenos encontrados na
uva, aumentando a volatilidade destes compostos, e na desglicosilacdo de isoflavonas
presentes na soja, favorecendo a absorcdo destes compostos pelo intestino humano. Este
estudo teve por objetivo avaliar os parametros do processo de cultivo para producdo de
B-glicosidases e comparar as propriedades cataliticas e termodinamicas das enzimas
produzidas pelas linhagens selecionadas. A producdo de B-glicosidase foi testada em
diferentes residuos agroindustriais e apresentou maior atividade em farelo de trigo,
sendo de 39 U/g para o isolado 12 e 77 U/g para o isolado 45. Os valores de pH e
temperatura 6tima para as B-glicosidases parcialmente purificadas foram de 4,5 e 55°C
e 4,0 e 50°C, para os isolados 12 e 45 respectivamente. A B-glicosidase produzida pelo
isolado 12 apresentou estabilidade ao pH em uma faixa de 4,0 a 7,5, enquanto a enzima
produzida pelo isolado 45 apresentou uma faixa de 4,0 a 6,0. Com relagéo a temperatura
de estabilidade o isolado 45 mostrou-se mais termoestavel, com uma faixa de 30 a 50°C,
comparado ao fungo mesofilo que apresentou uma faixa de 30 a 45°C. Os parametros
termodinamicos confirmam maior estabilidade estrutural da enzima produzida pelo
fungo termofilo, apresentando maiores valores de AH, AG e tempo de meia vida (/2).

As enzimas foram estaveis ao etanol e foram inibidas competitivamente por glicose.

Palavras-chave: Fungos filamentosos. Enzimas industriais. Cultivo em estado sélido.
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2. ABSTRACT

MORAIS, T. P. 2015. Production, partial purification and characterization of the
enzyme p-glucosidase of two fungal strains from Brazilian Savanah. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, Universidade Federal da
Grande Dourados, FCBA/UFGD, Dourados, 2015.

The B-glycosidases are enzymes that catalyze the hydrolysis of cellobiose, glucose
dimer resulting from the action of cellulolytic enzymes on the cellulose molecule,
releasing free glucose that can be used in fermentation processes for ethanol production,
these enzymes are capable of breaking bonds terpene glycoside found in grapes,
increasing the volatility of these compounds, and deglycosylation of isoflavones present
in soy, favoring the absorption of these compounds for the human intestine. This study
aimed to evaluate the parameters of the cultivation process to produce B-glucosidase
and compare the catalytic and thermodynamic properties of the enzymes produced by
selected strains. Production of B-glucosidase was tested in different industrial residues
and presented higher activity in wheat bran, and 39 U/g for the isolated 12 and 77 U/g
for the isolated 45. The optimal pH and temperature for the partially purified B-
glucosidases were 4.5 and 4.0, and 55°C and 50°C for isolated 12 and 45 respectively.
The B-glucosidase produced by the isolated 12 showed stability at a pH level of 4.0 to
7.5, while the enzyme produced by isolate 45 showed a level of 4.0 to 6.0. With regard
to temperature stability isolated 45 was more thermostable, with a range of 30 to 50°C,
compared to mesophilic fungus that presented a range of 30 to 45°C. The
thermodynamic parameters confirm greater structural stability of the enzyme produced
by the thermophilic fungi, with higher values of AH, AG and half-life (t/2). The
enzymes were stable for ethanol and were competitively inhibited by glucose.

Keywords: Filamentous fungi. Industrial enzymes. Cultivation solid state.
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3. INTRODUCAO

As B-glicosidases sdo enzimas que catalisam a hidrolise da celobiose, dimero de
glicose resultante da acdo de enzimas celuloliticas sobre a molécula de celulose,
liberando glicose livre, que pode ser utilizada em processos fermentativos para
producdo de etanol. Esta aplicagdo biotecnologica das B-glicosidases é a mais difundida
na literatura cientifica. No entanto, a maioria das B-glicosidases microbianas apresentam
baixa especificidade a celobiose e podem atuar em diferentes substratos glicosideos. Tal
caracteristica possibilita aplicacdo destas enzimas em diferentes processos industriais,
principalmente nas industrias de alimentos e bebidas (LEITE et al., 2008; KRISH et al.,
2012).

As B-glicosidases com baixa especificidade podem romper as ligacGes
glicosidicas de terpenos encontrados na uva, aumentando a volatilidade destes
compostos, o que favorece a qualidade aromatica de sucos e vinhos. As B-glicosidases
também podem ser utilizadas para desglicosilar isoflavonas presentes na soja,
favorecendo a absorcdo destes compostos pelo intestino humano, contribuindo para
obtencdo de alimentos funcionais derivados de soja. Porém, a utilizagdo das B-
glicosidases em escala industrial depende da superacdo de alguns entraves existentes,
tais como: elevado custo de producdo, inibicdo pelo produto de reacdo, baixa
estabilidade estrutural das enzimas, dentre outros (BAFFI et al., 2011; SILVA et al.,
2011).

O numero de espécies de fungos na terra é estimado em 1,5 milhdes, dos quais
sdo conhecidos cerca de 5%, o que estimula esfor¢cos mais dirigidos para desvendar o
potencial de novas espécies ainda desconhecidas, presentes na natureza. Espécies novas
podem viabilizar a prospec¢do das novas enzimas microbianas por métodos tradicionais
de isolamento e cultivo de microrganismos, ou ainda, por metagenoma, onde o material
genético é extraido do ambiente e inserido em microrganismos hospedeiros. Dessa
forma, o nimero de genomas de organismos que estdo sendo sequenciados aumenta
constantemente, e junto com ela, as sequéncias de novos genes (SORENSEN et al.,
2013).

Tendo em vista essa busca por novas linhagens com potencial biotecnolégico, o
presente trabalho teve como objetivo selecionar microrganismos mesofilos e termofilos
da Regido de Dourados — MS, com potencial para a producdo de B-glicosidase, bem

como avaliar os parametros de cultivo para producdo de enzimas e efetuar a
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caracterizagdo fisico-quimica das p-glicosidases obtidas a partir das linhagens

selecionadas.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Microrganismos
Foram selecionados dois fungos filamentosos dentre as linhagens fungicas

mantidas no Laboratério de Enzimologia e Processos Fermentativos,
LEPFER/FCBA/UFGD, com consideravel potencial para produgdo de B-glicosidases,
inicialmente denominados isolado 12 (mesofilo) e isolado 45 (termofilo). Ambos foram
encaminhados para Colecdo Brasileira de Culturas do Meio Ambiente e Inddstria

CBMAI/Unicamp - Campinas-SP, para identificagdo taxondmica.

4.2. Producéo de B-glicosidase por cultivo em estado solido
A producdo das enzimas foi efetuada em frascos Erlenmeyer de 250 mL,

contendo 5 g de substrato umedecido com solucdo nutriente constituida de sulfato de
amodnia 0,1%, sulfato de magnésio hepta-hidratado 0,1% e nitrato de aménia 0,1%
(m/v). O material foi autoclavado a 121°C durante 20 minutos. O processo fermentativo
ocorreu a 30°C para o isolado 12 e 45°C para o isolado 45. Alguns parametros de
cultivo foram avaliados como: diferentes tipos de substratos (casca de arroz, bagago de
cana, farelo de soja, farelo de trigo, sabugo de milho e palha de milho), umidade inicial
do meio (50% a 80%) e tempo de cultivo (24h a 192h), visando determinar as condicgdes

Otimas de cultivo para producéo de B-glicosidases pelas linhagens selecionadas.

4.2.1. Indculo
Os microrganismos foram cultivados em frascos Erlenmeyer de 250 mL

contendo 40 mL de meio &gar Sabouraud Dextrose inclinado. O isolado 12 foi mantido
por 48 horas a 30°C e o isolado 45 foi mantido por 72 horas a 45°C. A suspensdo dos
microrganismos foi obtida pela raspagem suave da superficie do meio de cultura
empregando 25 mL de solugdo nutriente devidamente esterilizada. A inoculacdo dos
fungos no substrato ocorreu pela transferéncia de 5 mL dos inoculos para os frascos

Erlenmeyer contendo os meios de producéo previamente preparados.

4.2.2. Extracao da enzima
Ap0ls o crescimento dos microrganismos foram acrescentados 50 mL de &gua

destilada nos frascos Erlenmeyer contendo os meios fermentados e os micélios foram
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quebrados com auxilio de um bastdo de vidro. Posteriormente 0os mesmos foram
colocados sob agitacdo orbital em Shaker durante 1 hora, a 25°C, a 100 rpm. Por fim, o0s
extratos enzimaticos foram filtrados em tecido sintético (nylon) e centrifugados 1500 x
g/5 min. O sobrenadante foi considerado extrato enzimético, sendo utilizado nos ensaios

subsequentes.

4.3. Determinacdo da atividade de B-glicosidase nos extratos enzimaticos
A atividade de B-glicosidase foi determinada com 50 pL do extrato enzimatico,

250 pL de tampdo acetato de sodio 0,1M (pH 4,5) e 250 pL de p-nitrofenil B-D-
glicopiranosideo 4mM (pNPBG, Sigma), reagindo por 10 minutos a 50°C, e a reacao
enzimatica paralisada com 2 mL de carbonato de s6dio 2M. O p-nitrofenol liberado foi
quantificado por espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima necesséria para liberar 1 pmol de p-nitrofenol

por minuto de reacao.

4.4. Purificacdo parcial das p-glicosidases produzidas

4.4.1. Precipitacdo proteica
Sob leve agitacdo do extrato enzimatico bruto, previamente refrigerado a 5°C,

foi adicionado etanol a -18°C, até atingir a concentracdo de 80% de saturacdo. A
solugéo foi mantida por 12 horas em banho de gelo e posteriormente o precipitado foi
separado do sobrenadante por centrifugacdo 1500 x g/5 min. O precipitado foi

resuspendido em tampao acetato de sédio 20 mM, pH 5,0.

4.4.2. Cromatografia de troca i6bnica Q-Sepharose

As enzimas concentradas foram fracionadas por cromatografia de troca idnica
em resina anidnica Q-Sepharose fast flow GE Healthcare® em coluna aberta, contendo 2
mL de resina. As amostras foram eluidas em tampdo acetato de sodio 20 mM, pH 5,0,
com fluxo de 0,3 mL/min, seguida de um gradiente salino de 0 a 1000 mM de NacCl.
Amostras de 3 mL foram coletadas, perfazendo um volume total de 140 mL. As fracOes
que apresentaram atividade de [-glicosidase foram reunidas para realizacdo da

caracterizacgéo fisico-quimica das enzimas.
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4.5. Caracterizacdo fisico-quimica das p-glicosidases parcialmente purificadas

4.5.1. Efeito do pH e temperatura sobra a atividade enzimatica
O pH o6timo foi determinado mensurando a atividade das enzimas a 50°C em

diferentes valores de pH (3,0 - 8,0), sendo utilizado o tampao Mcllvaine. A temperatura
Otima foi determinada pela dosagem da atividade enzimatica em diferentes temperaturas
(30 a 80°C), nos respectivos pHs 6timos de cada enzima. A estabilidade das enzimas ao
pH foi avaliada incubando-as por 24 horas a 25°C em diferentes valores de pH. O
tampéo utilizado foi Mcllvaine (3,0 - 8,0). A termoestabilidade foi estudada incubando
as enzimas por 1 hora em diferentes temperaturas (30 a 80°C). As atividades residuais
foram determinadas nas condicBes 6timas de pH e temperatura de cada enzima (LEITE
et al., 2008).

4.5.2. Determinacéo dos parametros termodinamicos das B-glicosidases

As cinéticas de termoinativacdo foram medidas como descrito por Leite et al.,
2007. O percurso de tempo de termoinativacao das p-glicosidases foi medido incubando
as respectivas enzimas, em pH 5,0 as temperaturas indicadas, acondicionadas em tubos
de ensaio. Periodicamente, amostras foram retiradas, esfriadas a 25°C e armazenadas
nesta temperatura antes de serem analisadas as atividades residuais. Para a enzima do
isolado 12, as temperaturas de preincubacéo e os tempos para remogédo foram: a 45°C, a
cada 30 min até 120 min; a 50°C, a cada 10 min até 60 min e a 55°C, a cada 10 min até
40 min. Para a enzima do isolado 45, as condi¢des foram: a 50 °C, a cada 60 min até
300 min; a 55°C, a cada 10 min até 60 min e a 60°C, a cada 3 min até 30 min. O tempo
de meia vida (t 1/2 ) das enzimas foi definido como o tempo no qual, apds incubacédo a
50°C, a atividade residual da enzima atingiu 50% da atividade original. O t( 1/2 )
também foi determinado de acordo com a equacdo (1) abaixo. O coeficiente de
velocidade de termoinativacdo (kg), foi determinado por regressdo linear do plote do
logaritmo natural da atividade residual (Ln ar) versus o tempo de preincubagdo na
temperaturas indicada, no qual as enzimas foram irreversivelmente inativadas,
obedecendo cinética de velocidade de primeira ordem. O ky foi o valor absoluto da

inclinacdo da linha de regresséo.
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Os parametros termodindmicos de desnaturacdo das p-glicosidases foram

calculados conforme as seguintes equacdes:

t (1/2) = 0,693 / kg (1)
AG=-RTIn(kgh/ksgT) (2)
AH = Ea - RT (3)

Ea =-R (slope) (4)

Onde AG é energia livre (k mol™), R ¢ a constante dos gases (8.314 Jmol™ K™),
T é a correspondente temperatura absoluta (K), kg é a constante de termoinativacdo
(min™®), h é a constante de Plank (11.04 x 10°® Jmol™ J), kg é a constante de Boltzmann
(1.38 x 102 J K™, AH é a entalpia (KJ mol™), Ea é a energia de ativagdo para
desnaturacao (kJ mol'l). A energia de ativacdo para desnaturacao (Ea) foi determinada

por regressao linear do plote do logaritmo natural de kg (Ln kg) versus o reciproco das
temperaturas absolutas (1/T, K) nas quais as enzimas foram irreversivelmente inativadas

com cinética de velocidade de primeira ordem, de acordo com equacéo 4.

4.6. Efeito de glicose e etanol sobre a atividade das enzimas
Para a determinacdo do efeito de glicose sobre a atividade das enzimas, foi

utilizado pNPBG (2 mM) como substrato. A atividade enzimatica foi quantificada com a
adicdo destes compostos, em diferentes concentrac@es, na mistura da reacdo (0-100 mM
de glicose). Para a determinacdo do efeito de etanol sobre a atividade das enzimas, a
concentracdo utilizada foi de (0-30% de etanol). Os ensaios do isolado 12 foram
realizados a 55°C e tampdo acetato de sédio 0,1 M (pH 4,5) e do isolado 45 a 50°C em
tampdo acetato de sédio 0,1 M (pH 4,0).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Producéo de B-glicosidase por cultivo em estado solido

Dentre as linhagens fungicas isoladas de diferentes ambientes e mantidas no
Laboratorio de Enzimologia e Processos Fermentativos — LEPFER/FCBA/UFGD, duas
foram selecionadas para producdo de pB-glicosidase por cultivo em estado solido
utilizando residuos agroindustriais, sendo uma mesofila (isolado 12) e outra termdfila
(isolado 45).
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Os critérios utilizados para selecdo das linhagens foram a elevada producgéo de
B-glicosidase e auséncia de similaridade morfoldgica a outras linhagens em estudo pelo
grupo de pesquisa.

Dentre os substratos avaliados (farelo de trigo, farelo de soja, sabugo de milho,
palha de milho, casca de arroz ¢ bagago de cana), a maior producdo de B-glicosidase foi

obtida em farelo de trigo (Tabela 1).

Tabela 1: Produgdo de B-glicosidase em diferentes substratos em cultivo em estado
solido pelos isolados, em 96 horas de cultivo, contendo 65% de umidade a 30°C para o
isolado 12 e a 45°C para o isolado 45.

Isolado 12 Isolado 45
Substratos U/g Ulg
Farelo de trigo 11,6 +0,8 51+0,75
Farelo de soja 3,1+ 0,7 1,1+04
Palha de milho 0 1,9+0,95
Sabugo de milho 0 1,1+£0,05
Casca de arroz 0 0,25+ 0,0
Bagaco de cana 0 1,7+£0,1

A maior produgdo de B-glicosidase foi de 11,6 U/g de substrato para o isolado
12 e de 51 U/g de substrato para o isolado 45. Ainda é possivel observar que o isolado
45 apresentou potencial de crescimento e producédo da enzima em todos os substratos
avaliados, enquanto o isolado 12 s6 produziu B-glicosidase em farelo de trigo e soja,
indicando que esta linhagem requer meios mais ricos nutricionalmente para o seu
crescimento.

Trabalhos anteriores confirmam o farelo de trigo como excelente substrato para
producdo de P-glicosidase por distintas espécies fungicas (LEITE et al., 2008;
DESWAL et al., 2011; SILVA et al., 2013; GONCALVES et al., 2013; GARCIA et al.,
2015). O farelo de trigo apresenta um equilibrio adequado de fontes de carbono e
nitrogénio, vitaminas do complexo B e elevada quantidade de celulose e hemicelulose,
favorecendo o crescimento microbiano e a producdo de enzimas (SUN et al., 2008;
BRIJWANI et al., 2010; KILIKIAN et al., 2013).

A variacdo da umidade resultou em maior producgédo da enzima em farelo de trigo
contendo 75% de umidade para o isolado 12 e 55% de umidade para o isolado 45. A
maior produgdo de B-glicosidase foi obtida com 144 h para o isolado 12 (39 U/g de
substrato ou 3,9 U/mL) e 96 h para o isolado 45 (77 U/g de substrato ou 7,7 U/mL). O
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reduzido tempo de cultivo para producdo da enzima pelo isolado 45 deve ser destacado,
pois contribui positivamente para a reducdo do custo da enzima de interesse,

favorecendo sua aplicacdo em larga escala (Figura 1).
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Figura 1: Variagdes dos pardmetros de cultivo em estado sélido pelos isolados 12 e 45 em farelo de trigo.
A) Producao de B-glicosidase em fungdo da umidade inicial do meio. B) Producdo de B-glicosidase em
funcéo do tempo de cultivo.

No estudo de DESWAL et al (2011), a mé&xima producéo de p-glicosidase para
Fomitopsis sp. foi de 47,5% de umidade. No entanto, qualquer aumento no nivel de
umidade em fermentacdo em estado s6lido mostrou uma menor producdo da enzima, 0
que pode ser atribuida, a troca gasosa limitada e a maior vulnerabilidade a contaminacéo
bacteriana, enquanto a baixa umidade leva a uma solubilidade reduzida dos nutrientes.

O alto teor de umidade resulta em baixa porosidade no substrato e impede a
penetracdo de oxigénio, enquanto o baixo teor de umidade pode levar a ma
acessibilidade de nutrientes, resultando em crescimento microbiano dificultado
(HARGREAVES, 2008; SINGHANIA et al., 2009).

Apods a otimizagdo do processo de cultivo, a produgao de B-glicosidase do
isolado 12 foi aumentada de 11 para 39 U/g de substrato e do isolado 45 de 51 para 77
U/g de substrato.
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Dados da literatura apresentam valores de produgdo menores ou préximos dos
descritos neste trabalho, corroborando assim para a validacdo e importancia dos
resultados descritos (Tabela 2).

Tabela 2: Producao de B-glicosidase de diferentes linhagens fungicas e em diferentes
condicdes de cultivo.

Linhagem Substrato Condicéo Atividade - Autor
glicosidase
(FES)
Aspergillus niger Farelo de trigo 60% e 72 horas 62,3 U/g Pirota et al. (2015)
Aspergillus oryzae Farelo de trigo 80% e 24 horas 2,7Ulg Pirota et al. (2014)
Aspergillus niger Farelo de trigo 60% e 96 horas 21,6 U/g Dhillon et al. (2011)
Trichoderma reesei Farelo de trigo 60% e 72 horas 2,2 Ulg Sukumaran et al. (2009)
Fomitopsis sp. Farelo de soja 60% e 96 horas 69 U/g Deswal et al. (2011)
Aureobasidium Farelodetrigo  75% e 120 horas 13 Ulg Leite et al. (2008)
pullulans
Thermoascus Farelo de trigo 60% e 72 horas 70 U/g Leite et al. (2008)

aurantiacus

Isolado 12 Farelo detrigo  75% e 144 horas 39 U/g Este trabalho

Isolado 45 Farelo detrigo  55% e 96 horas 77 Ulg Este trabalho

5.2. Purificagéo parcial das p-glicosidases produzidas
Os extratos enziméticos obtidos nas condigdes Otimas de cultivo foram

precipitados com 80% de etanol e posteriormente eluidos em cromatografia de troca
ibnica em resina Q-Sepharose. O perfil cromatografico demonstra o fracionamento das
amostras em diferentes picos proteicos (quantificado por espectrofotometria a 280 nm),
sendo encontrado apenas um pico com atividade de B-glicosidase, em ambos os perfis

cromatograficos (Figura 2).
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cromatografica para purificacdo parcial da enzima. As amostras com elevada atividade
de B-glicosidase foram unidas e utilizadas nas etapas subsequentes de caracterizagédo
enzimatica.

Apbs duas etapas de purificacdo (precipitacdo com etanol e cromatografia de
troca idnica) foi obtido um rendimento de 16,3% para a p-glicosidase do isolado 12 e
28,3% para a B-glicosidase produzida pelo isolado 45.

A reduzida recuperagdo da enzima de interesse é comumente observada em
processos de purificacdo proteica com nimeros elevados de etapas. Geralmente, quanto
maior for o processamento da amostra, menor serd o rendimento do processo de
purificacdo e maior serd o custo da enzima de interesse, 0 que muitas vezes inviabiliza
sua aplicagdo industrial.

No trabalho de Shen et al. (2012), a principal fracdo ativa da B-glicosidase do

fungo termotolerante Aspergillus fumigatus apresentou um rendimento de final de
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5,4%, ap0s 4 etapas de purificacdo (precipitacdo com sulfato de amonio, permuta
catidnica, filtracdo em gel e cromatografia por afinidade) até a homogeneidade.

A enzima a partir do sobrenadante de cultura do fungo meséfilo Penicillium
pinophilum cultivado em palha de arroz apresentou um rendimento global de 12,3%,
apos 3 etapas de purificacdo (cromatografia de troca idnica em DEAE-Sepharose,
cromatografia de permuta i6nica Mono-Q e cromatografia de hidroxiapatita) até a
homogeneidade (JOO et al., 2010).

Kaur et al. (2007) descreveram em seus resultados que a p-glicosidase do fungo
termofilo Melanocarpus sp. obteve 15,89% de rendimento final, apds 3 etapas de
purificagcdo (ultrafiltracdo, cromatografia de troca ionica em DEAE-Sepharose e
cromatografia com poli tampdo PBE-94) até a homogeneidade.

Irshad et al. (2013) relataram que a p-glicosidase do fungo mesdfilo
Trichoderma viride obteve 8,1% de rendimento final, ap6s 3 etapas de purificacdo
(fracionamento com sulfato de aménio, precipitagio com sulfato de amonio e
cromatografia de filtracdo em gel) até a homogeneidade.

Desta forma, os resultados obtidos neste estudo mostraram-se proximos ou
melhores do que alguns estudos citados anteriormente, sendo importante ressaltar que
neste trabalho a purificacdo foi parcial, ou seja, ndo foi até a homogeneidade,

provavelmente se fosse realizado, os resultados poderiam ser ainda melhores.

5.3. Caracterizacao das B-glicosidases parcialmente purificadas
Os valores encontrados para pH e temperatura oOtima da p-glicosidase

parcialmente purificada do Isolado 12 e 45, foram de 4,5 e 55°C e 4,0 e 50°C
respectivamente. A B-glicosidase parcialmente purificada do Isolado 12 apresentou uma
faixa de estabilidade, com relacdo ao pH entre os valores 4,0-7,5, apresentando-se mais
estavel quando comparado ao isolado 45, que apresentou uma faixa de 4,0-6,0 (Figura
3).
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Figura 3 - Efeito do pH e temperatura sobre a atividade das B-glicosidases produzidas pelo isolado 12 e
isolado 45. A) pH 6timo; B) temperatura 6tima; C) pH de estabilidade; D) temperatura de estabilidade.
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Os resultados encontrados neste trabalho estdo de acordo com os relatados na
literatura. Bathia et al. (2002) e Eyzaguirre et al. (2005) relatam um bom desempenho
das B-glicosidases em pH 4-5. Valores de pH muito menores que isso acarretam
diminuicéo significativa da atividade enzimatica. A maioria dos B-glicosidases fungicas
mostram pH oOtimos variando de 4,0 a 6,5 e sdo geralmente estaveis durante um
intervalo de pH amplo (MASHEWARI et al., 2000; BATHIA; MISHRA., 2002; YANG
et al., 2008; BHIRI et al., 2008).

Diversos trabalhos na literatura relatam pH 4,0 como 6timo para B-glicosidases
dos fungos Mucor racemosus, Rhizomucor miehei e Rhizopus microsporus, sugerindo
carater aciddfilo para estas enzimas. (TAKO et al., 2010; KRISCH et al., 2012).

Krish et al. (2012), Takii et al. (2005) e Smaali et al. (2004) relatam em seus
trabalhos que o pH 6timo no valor de 5,0 foi constatado para a acdo de B-glicosidases
purificadas dos fungos Rhizomucor miehei, Rhizopus oryzae e Sclerotinia sclerotiorum,
respectivamente.

No entanto, segundo Souza et al. (2010) a B-glicosidase purificada do fungo
termofilo Humicola insolens mostrou maxima atividade a pH 6-6,5, contrastando com o
resultado obtido neste trabalho.

Em outros trabalhos, as B-glicosidases de varios fungos termofilicos mostraram
temperaturas 6timas variando de 55 a 75°C (KAUR et al., 2007; YANG et al., 2008).

No entanto, alguns valores da literatura diferem dos resultados encontrados para
os isolados 12 e 45 com relacdo a temperatura 6tima. Yeoman et al. (2010) relatam que
alguns fungos mesdfilos produzem B-glicosidases com temperatura 6tima em torno de
60-75°C. Irshad et al. (2013) relatam que a temperatura étima para o fungo meséfilo
Trichoderma viride era 60°C.

Com relagédo a estabilidade ao pH das enzimas, Irshad et al. (2013) descrevem
que a B-glicosidase purificada do fungo meséfilo Trichoderma viride foi estavel em
uma ampla faixa de pH 4,0 a 7,0 durante 1 h (periodo de tempo de incubag&o),
confirmando os resultados encontrados neste trabalho.

Nossos resultados corroboram aos encontrados na literatura, pois segundo Souza
et al. (2009) a enzima B-glicosidase purificada foi estavel durante 24 horas a 48°C, na
faixa de pH de 5,0-8,0.

Baffi et al. (2011) relatam em seu trabalho que a B-glicosidase da levedura

Sporidiobolus pararoseus manteve-se estavel ao pH em uma ampla faixa 3,0-9,0.
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Com relacéo a termoestabilidade, o isolado 12 apresentou uma faixa de 30-45°C
e houve perda maior que 50% da atividade inicial em 1 hora a 50°C. O Isolado 45
apresentou estabilidade na faixa de 30-50°C, sendo mais termoestavel quando
comparado ao fungo mesofilo.

Investigacdes sobre adaptacdo a temperatura sdo criticas para compreensao da
vida em condicGes extremas, e para aplicacdes industriais de novos biocatalisadores em
condicdes otimizadas. Em geral, apesar das semelhancas nas sequéncias de aminoacidos
e estruturas tridimensionais, enzimas termofilas tém atividade catalitica menor do que
0s seus homdlogos mesofilos quando submetidas a baixas temperaturas (FELLER.,
2010; STERPONE; MELCHIONNA, 2011). No entanto, para manter suas estruturas
tridimensionais em temperaturas mais elevadas, enzimas termdfilas tendem a ter um
maior nimero de interacdes ndo covalentes, como hidrofébicas, eletrostaticas, idnicas e
pontes de hidrogénio e geralmente também apresentam maior nimero de ligagdes
covalentes como pontes dissulfeto, quando comparadas aos seus homdlogos mesofilos
(ZACCARDI et al., 2012).

Gomes et al. (2007) relatam que as enzimas termoestaveis, de maneira geral,
apresentam vantagens para a aplicagdo na industria; temperaturas elevadas favorecem a
solubilidade de substratos e produtos e aumentam as taxas de reacdo por reducdo da
viscosidade e por aumento do coeficiente de difusdo dos substratos. Ainda, as enzimas
extracelulares constituem importante modelo para entendimento dos mecanismos de
termoestabilidade e de atividade em altas temperaturas, os quais sdo usados nos
processos de engenharia de proteinas.

Trabalhos anteriores confirmam os dados obtidos para as duas enzimas
estudadas. A B-glicosidase do fungo mesofilo Trichoderma viride foi estavel ao calor
até 60°C sem perder sua atividade original. (IRSHAD et al., 2013).

Souza et al. (2010) relatam em seu trabalho que a atividade enzimatica foi
aumentada gradualmente na faixa de 40 a 60°C, mas uma diminui¢do acentuada ocorreu
a 65°C, com uma atividade residual de apenas 7% do maximo. Segundo os autores a 3-
glicosidase purificada do fungo termofilo Humicola insolens foi termoestavel até 60
min, quando incubada a 50°C. Aos 60°C a atividade da enzima diminuiu rapidamente e
de forma linear com o tempo de incubacéo, e uma atividade residual com cerca de 15%

foi estimada apds 20 min.
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Baffi et al. (2011) relatam em seus estudos que a B-glicosidase da levedura
Sporidiobolus pararoseus mostrou maior termoestabilidade a temperaturas baixas,
mantendo 70% de atividade residual na faixa de 20-40°C, sendo um pouco abaixo dos
resultados obtidos neste trabalho.

Portanto a termoestabilidade observada neste estudo, comparada aos relatados

acima pode ser considerada de bom nivel, e Gtil a aplicacao industrial.

5.4. Termoinativagao irreversivel das enzimas

A termoinativagdo irreversivel das enzimas foi realizada a 50°C, em pH 5,0.
Como pode ser observado na figura 4, o tratamento térmico a 50°C resultou em uma
progressiva inativacdo de ambas enzimas, no entanto, a B-glicosidase produzida pelo
microrganismo termofilo (isolado 45) apresentou maior termoestabilidade quando
comparado com a enzima produzida pelo microrganismo mesoéfilo (isolado 12),
confirmando os dados anteriormente descritos. A 50°C o tempo de meia vida t (1/2) da
enzima do isolado 45 foi aproximadamente 90 minutos apés a incubacdo, enquanto a do
Isolado 12 apds 19 minutos ja apresentava 50% de sua atividade original. Quando
calculada matematicamente pela Eg. 1, o t (1/2) da enzima do isolado 12 foi de 16,6 min
e para a B-glicosidase do isolado 45 o t (1/2) foi de 95,1 min. Os resultados calculados
pela equacdo, confirmam a percepcdo do que se observa na representacdo gréafica
(Figura 4).

Atividade Residual %
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Figura 4 — Atividade residual das B-glicosidases parcialmente purificadas em func¢éo do tempo de incubagéo a 50°C.

27



A energia de ativacdo para desnaturacdo (E, ) foi determinada pela regressao
linear do plote do Ln Kq versus 1/T, a E, foi de 89,9 KJ mol™ para a enzima do Isolado
12 e de 246,7 KJ mol™ para a enzima do Isolado 45. A maior energia de ativacio para
desnaturacdo apresentada pela enzima produzida pelo isolado 45 confirma a maior
estabilidade estrutural da enzima, indicando a necessidade de mais energia para iniciar o
processo de desnaturacdo, comparado a enzima produzida pelo isolado 12. A B-
glicosidase do isolado 45 apresentou valores mais elevados de AG e AH, quando

comparado com a enzima do Isolado 12 (tabela 3).

Tabela 3: Parametros termodinamicos de inativagdo das B-glicosidases realizado a
50°C. O AG foi calculado com Eq. (2) e AH com Eq. (3).

Parametros t (1/2) - min AG (KJ mol™) AH (KJ mol™)
Isolado 12 16,6 98,8 87,3
Isolado 45 95,1 103,5 2441

Neste trabalho o AG apresentou valores positivos, portanto o processo ¢
denominado endergdnico, processos nao espontaneos sendo necessario fornecer energia
para que a reacdo ocorra. Para desnaturacdo da enzima do isolado 45 foi necessério
fornecer mais energia para modificar a estrutura terciaria da enzima e consequentemente
inativa-la, quanto maior o AG, maior a estabilidade da enzima. Isso significa que para
sair de sua forma nativa a enzima do isolado 45 foi mais resistente comparado a enzima
do isolado 12 (RIAZ et al., 2007; MEHMOOD et al., 2014).

O mesmo ocorreu para o AH, que € a entalpia, ou seja, o calor trocado em uma
reacdo, 0s valores apresentaram-se como positivos, portanto, indicou que a reacao
absorveu calor do sistema. A proteina do isolado 45 absorveu uma quantidade maior de
calor do sistema para desorganizar suas ligacdes ndo covalentes, desconformando sua
estrutura molecular e perdendo a sua atividade bioldgica. Os valores elevados de AH
confirmam a maior estabilidade estrutural da p-glicosidase do fungo termofilo
(MEHMOOD et al., 2014).

Trabalhos anteriores correlacionam maior estabilidade estrutural proteica com
valores maiores de AG e AH, confirmando os resultados obtidos no presente trabalho

(LEITE et al., 2007, MEHMOOD et al., 2014.)
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5.5. Efeito de glicose sobre a atividade das enzimas

Diferentes concentracdes de glicose foram adicionadas na mistura de reacao para
avaliar o efeito desse monossacarideo sobre a acdo da enzima. Em concentracdes
proximas a 50 mM e 30 mM de glicose, as enzimas dos isolados 12 e 45
respectivamente, mantiveram aproximadamente 50% de sua atividade original (Figura
5).

A grande maioria das p-glicosidases microbianas apresenta inibicdo por glicose,
sendo um dos principais problemas na utilizacdo desta enzima na sacarificacdo de
polissacarideos vegetais.

Segundo Leite et al. (2008) as B-glicosidases de fungos mesofilo Aureobasidium
pullulans e o termofilo Thermoascus aurantiacus foram fortemente inibidas em
concentracdes de 5% de glicose, sendo que nenhuma atividade enzimatica foi observada

em ambas as enzimas.
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Figura 5 - Efeito da glicose sobre a atividade das B-glicosidases produzidas pelas linhagens selecionadas.

As P-glicosidases produzidas pelos isolados 12 e 45 apresentaram
para a mesma concentracdo do inibidor (Tabelas 4 e 5). A reversibilidade da inibicéo
pelo aumento da concentragdo do substrato € tipica de inibicdo competitiva (LEITE et
al., 2008; GARCIA et al., 2015). Nesse tipo de inibicdo o inibidor (glicose) e o
substrato competem pelo mesmo sitio de ligagdo na enzima, o sitio ativo. O aumento na
concentracdo de substrato favorece a ligacdo desse ao sitio ativo, revertendo o efeito
inibidor gerado pela glicose (KRISCH et al., 2012).
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Tabela 5 - Atividade residual em concentragdes diferentes de substrato (pNPBG) e inibidor
do isolado 12.

Enzima At. Residual (%)  At. Residual (%) At. Residual (%) Tipo de
PNPG -2 mM PNPG -2 mM PNPG - 50mM inibicéao
Glicose —50 mM  Glicose — 50 Mm

Isolado 12 100 55,2 109,6 Competitiva

Tabela 6 - Atividade residual em concentragdes diferentes de substrato (pNPBG) e inibidor
do isolado 45.

Enzima At. Residual (%)  At. Residual (%) At. Residual (%) Tipo de
PNPG -2 mM PNPG -2 mM PNPG - 25 mM inibicéao
Glicose —50 mM  Glicose — 25 mM

Isolado 45 100 46,4 102,6 Competitiva

Entre as alternativas para superar a inibicdo provocada pela glicose sobre as -
glicosidases destaca-se a remocgdo desses monossacarideos pela fermentagdo alcoodlica
através do processo denominado sacarificacdo e fermentacdo simultanea (SSF),
processo que converte os acgucares liberados pela sacarificacdo da celulose em etanol
por meio de microrganismos fermentadores, ambos ocorrendo simultaneamente. No
entanto, as enzimas obrigatoriamente deverdo tolerar a presenca de etanol no meio
reacional (SUN; CHENG., 2002; DAROIT, 2007).

5.6. Efeito de etanol sobre a atividade das enzimas
O efeito de etanol sobre a atividade de B-glicosidase foi estudado, através da

determinacdo da atividade de ppNPG na presenca de 0-30% de etanol (Figura 6). Na
presenca do etanol, foi observado um aumento na atividade da enzima do isolado 12,
onde o etanol estimulou a atividade de B-glicosidase em concentracdes de 5 a 30%. Para
0 isolado 45, com uma concentragédo de 15 % de etanol, a atividade residual apresentou-

se em 50%.
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Fiaura 6 — Efeito do etanol sobre a atividade das B-alicosidases produzidas pelas linhaaens selecionadas.

O aumento do potencial catalitico pelo etanol esta associado com a atividade de
transglicosilacdo ou glicosiltransferase, onde o etanol pode agir como aceptor para o
cation glicosil intermediério, durante a hidrdlise do substrato. A hidrélise e a
transglicosilagdo ocorrem através da mesma rota bioquimica, diferindo apenas a
natureza do aceptor final (BHATIA et al., 2002; KRISCH et al., 2012).

A tolerancia ao etanol observado para as enzimas é desejavel em processos de
sacarificacdo e fermentacdo simultanea, uma vez que a enzima coexiste com etanol no
reator. Dessa forma B-glicosidases tolerantes a etanol apresentam aplicabilidade para
geracgdo de etanol a partir de biomassa vegetal, além de serem apreciadas em processos
de vinificacdo, potencializando o conte(do aromatico de vinhos finos (BAFFI et al.,
2011; KARNAOURI et al., 2013).

A ativacdo por alcoois de cadeia curta foi anteriormente observado para -
glicosidase de Thermoascus aurantiacus (LEITE et al., 2008), Paecilomyces
thermophila (YANG et al., 2008) e o termofilico Melanocarpus sp. (KAUR et al.,
2007).

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados permitem inferir que as linhagens selecionadas apresentam
consideravel potencial para producao de [-glicosidase, principalmente quando
cultivadas em farelo de trigo, favorecendo a reducdo do custo de producdo desses
biocatalizadores, o que contribui para sua aplicacdo industrial. A enzima produzida pelo
fungo termofilo 45 apresentou maior termoestabilidade estrutural comparada a [-
glicosidase produzida pelo isolado 12 (mesofilo). As P-glicosidases apresentaram

apreciaveis caracteristicas no que se diz respeito ao efeito de etanol e glicose,
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estimulando a aplicagdo das mesmas em processos de vinificagdo e obtencdo de etanol a

partir de biomassa lignocelulosica.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to optimize parameters for the cultivation of Lichtheimia
corymbifera (mesophilic) and Byssochlamys spectabilis (thermophilic) for the production of B-gluco-
sidases and to compare the catalytic and thermodynamic properties of the partially purified
enzymes. The maximum amount of -glucosidase produced by L. corymbifera was 39 U/g dry sub-
strate (or 3.9U/mL), and that by B. spectabilis was 77 U/g (or 7.7 U/mL). The optimum pH and tem-
perature were 4.5 and 55°C and 4.0 and 50°C for the enzyme from L. corymbifera and B.
spectabilis, respectively. B-Glucosidase produced by L. corymbifera was stable at pH 4.0-7.5,
whereas the enzyme from B. spectabilis was stable at pH 4.0-6.0. Regarding the thermostability,
B-glucosidase produced by B. spectabilis remained stable for 1h at 50°C, and that from L. corymbi-
fera was active for 1h at 45°C. Determination of thermodynamic parameters confirmed the
greater thermostability of the enzyme produced by the thermophilic fungus B. spectabilis, which
showed higher values of AH, activation energy for denaturation (E;), and half-life t4/). The
enzymes were stable in the presence of ethanol and were competitively inhibited by glucose.
These characteristics contribute to their use in the simultaneous saccharification and fermentation

of vegetable biomass.

Introduction

Cellulases are the third most industrially used enzymes in
the world owing to their potential application in several
processes, such as extraction and clarification of juices and
beverages, animal feed production, textile industry, and in
the production of ethanol from vegetable biomass.!"!

B-glucosidases are enzymes that catalyze the hydrolysis of
cellobiose, a glucose dimer resulting from the activity of cel-
lulolytic enzymes on cellulose and release glucose as the
main product, which can be converted to ethanol by fer-
mentative processes.'”) However, most microbial B-glucosi-
dases show low specificity to cellobiose and can act on
different glycosidic substrates. This characteristic allows their
use in different industrial processes, primarily in the food
and beverage industries.””!

Microbial B-glucosidases are used to hydrolyze glycosy-
lated terpenes found in grapes, increasing the volatility of
these compounds, which enhances the aromatic composition
of juices and wines.*! Furthermore, B-glucosidases can also
be used to deglycosylate isoflavones present in soy, facilitat-
ing the absorption of these compounds by the human

intestine and thus contributing to the elaboration of func-
tional foods derived from soy.”) However, for using B-glu-
cosidases at the industrial scale, problems such as the high
cost of production, low-structural stability of enzymes, and
inhibition by final product need to be addressed.'®

To overcome the above-mentioned problems, several
studies are aimed towards the selection of microbial strains
with the potential for the production of B-glucosidase in
low-cost culture media.?*”*!

In this context, agro-industrial residues have been used as
substrates for the cultivation of filamentous fungi in solid-
state for the production of the industrial enzyme, thus aim-
ing to reduce the final cost of these biocatalysts.!

Recently, our research group isolated 2 fungal strains
with potential for B-glucosidase production in low-cost
media; the strains were identified as Lichtheimia corymbifera
and Byssochlamys spectabilis. Few reports describing B-glu-
cosidase production by these microorganisms and their cata-
lytic properties stimulated the development of the present
work. This study was designed to optimize the production
of B-glucosidase by the solid-state cultivation of the fungi L.
corymbifera (mesophile) and B. spectabilis (thermophile)
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using agro-industrial residues and to compare the catalytic
and thermodynamic properties of the partially puri-
fied enzymes.

Materials and methods
Microorganisms

The filamentous fungi Lichtheimia corymbifera (mesophilic),
and Byssochlamys spectabilis (thermophilic) were used for
this study. L. corymbifera was isolated from composting piles
and B. spectabilis was isolated from decomposing vegetable
material from Cerrado, both located in the municipality of
Dourados-MS, Brazil. The strains were identified by the

Brazilian Collection of Environmental and Industrial
Microorganisms - CBMAI/UNICAMP, Campinas -
SP, Brazil.

The microorganisms were identified using sequencing of
molecular markers. The ITS1 and ITS2 regions were ampli-
fied by polymerase chain reaction (PCR) and then used for
the identification of L. corymbifera. Genomic DNA was iso-
lated and the D1/D2 region of the large subunit ribosomal
gene was sequenced for the identification of B. spectabilis.
Contigs obtained upon sequencing were used to compare
homologous  sequences from the GenBank and
CBS databases.

B-glucosidase production by solid-state cultivation

The enzymes were produced by fungi cultivation in 250 mL
Erlenmeyer flasks containing 5g of the substrate moistened
with nutrient solution (consisting of 0.1% ammonium sul-
fate, 0.1% magnesium sulfate, and 0.1% ammonium nitrate;
w/v). The material was autoclaved at 121 °C for 20 min. The
fermentation process with L. corymbifera and B. spectabilis
was performed at 30°C and 45°C, respectively. Cultivation
parameters were evaluated to determine optimum conditions
for B-glucosidase production, such as different types of sub-
strates: rice peel, sugarcane bagasse, soy bran, wheat bran,
corn cob, and corn straw (previously washed and dried at
60°C for 24h); initial moisture of the medium (50-80%);
and cultivation time (samples were taken every 24h, up to
192h). Optimum conditions for each step of the process
were adopted for subsequent cultivation. The experiments
were performed in triplicates and the results described rep-
resent their respective means.®!

Inoculum

The microorganisms were cultivated in 250 mL Erlenmeyer
flasks containing 40 mL of inclined Sabouraud Dextrose
Agar. The mesophilic fungus, L. corymbifera, was main-
tained for 48h at 30°C, and the thermophilic fungus B.
spectabilis was maintained for 72h at 45°C. A fungal sus-
pension was obtained by gently scraping the surface of the
culture medium using 25mL of sterilized nutrient solution
(described in item 2.2). The fungi were inoculated in
Erlenmeyer flasks containing production media previously

prepared by transferring 5mL of the inoculum (10° spores/g
dry substrate).®!

Enzyme extraction

After growing the microorganisms in agro-industrial resi-
dues, 50mL of distilled water was added to the Erlenmeyer
flasks. The flasks were then incubated in an orbital shaker at
100rpm for 1h at 25°C. Finally, the enzymatic extracts
were filtered through a synthetic fabric (nylon) and centri-
fuged at 1500 x g for 5min at 5°C. The supernatants were
considered as the enzymatic extracts and were used for sub-
sequent assays.'®

Determination of -glucosidase activity

B-Glucosidase activity was determined using 50 pL of the
enzymatic extract, 250 uL of 0.1 M sodium acetate buffer
(pH 4.5), and 250 uL of 4 mM p-nitrophenyl-B-D-glucopyra-
noside (pNPPG; Sigma). The reaction mixture was incubated
at 50°C for 10min. The enzymatic reaction was stopped
using 2mL of 2M sodium carbonate. The p-nitrophenol
released was spectrophotometrically quantified at 410 nm.
One unit of enzyme activity (U) was defined as the amount
of enzyme required to release 1.0 pmol of p-nitrophenol per
minute of reaction.!*!

Partial purification of -glucosidases

Protein precipitation with ethanol

For precipitation of the enzyme from the extract, ethanol
(—18°C) was added to the samples previously refrigerated at
5°C with slight agitation, until 80% saturation was achieved.
The solution was incubated for 12h in an ice bath; the pre-
cipitate was then separated from the supernatant by centri-
fugation at 1500 x g for 5min at 5°C. The precipitate was
re-suspended in 20 mM sodium acetate buffer at pH 5.0.

lon exchange chromatography

The concentrated enzymes were fractionated using an open-
column containing 2mL of Q-Sepharose fast flow anion
exchanger (GE Healthcare®). The samples were eluted in
20mM sodium acetate buffer pH 5.0, with a flow rate of
0.3 mL/min, followed by a linear gradient (0-1M) of NaCl
(50 column volumes), and fractions (3mL) were collected.
The protein elution profile was monitored using spectropho-
tometry at 280 nm. Fractions showing [B-glucosidase activity
were pooled and used for biochemical characterization.

Biochemical characterization of partially purified
B-glucosidases

Effect of pH and temperature on B-glucosidase activities

The optimum pH for the partially purified B-glucosidases
was determined by measuring the activity of the enzymes at
50°C wusing Mcllvaine buffer at different pH values
(3.0-8.0). The optimum temperature was determined by



quantification of the enzymatic activity at different tempera-
tures (30-80°C) and the optimum pH of each enzyme. pH
stability of the enzymes was evaluated by incubating samples
for 24h at 25°C at different pH values (3.0-8.0) using
Mcllvaine buffer. Thermostability was determined by incu-
bating the enzymes for 1h at different temperatures
(30-80°C). Residual activities were determined under opti-
mum pH and temperature of each enzyme.!®!

Determination of thermodynamic parameters of
B-glucosidases
The kinetics of thermoinactivation were determined accord-
ing to the method used by Tomazic and Klibanov.!'"’
Thermoinactivation was monitored as a function of time at
different temperatures. The enzyme produced by L. corymbi-
fera was incubated at 45, 50, and 55 °C, respectively, and ali-
quots (0.5mL) were taken as follows: every 30min up to
120 min; every 10 min up to 60 min, and every 10 min up to
40 min, respectively. B-glucosidase from B. spectabilis was
incubated at 50, 55, and 60°C, respectively, and aliquots
(0.5mL) were taken every 60min up to 300min; every
10 min up to 60 min, and every 3 min up to 30 min, respect-
ively. After heat treatment, the samples were maintained at
25°C for 24h. The 24h interval ensured that the thermal
inactivation of the enzyme was irreversible.!"!]

The thermodynamic parameters of B-glucosidase denatur-
ation were calculated according to the following equations:

ta) =0, 693 /kq (1)
E, = —R (slope) (2)
AH = E,—RT 3)

The thermoinactivation rate coefficient (k;) was deter-
mined using linear regression from the plot of the natural
logarithm of residual activity (In ra) versus the incubation
time in minutes at the indicated temperatures. kq is the
absolute value of the straight line slope obtained from the
linear regression of the data and corresponds to the ther-
moinactivation constant (min~'). R is the gas constant
(8.314] mol™ K™'), T is the absolute temperature (K), AH
is the enthalpy in (k] mol™), and E, is the activation energy
for denaturation (k] mol™).

The activation energy for denaturation (E,) was deter-
mined by linear regression of the plot of the natural loga-
rithm of kg (Ln kg) versus the reciprocal of the absolute
temperatures (1/T, K) in which the enzymes were irrevers-
ibly inactivated, which is the slope value of the straight line
used in Eq. 2.

Effect of glucose and ethanol on B-glucosidase activities

To evaluate the effect of glucose on B-glucosidase activities,
different concentrations (0-100 mM) of the monosaccharide
were added to the reaction mixture. To determine the effect
of ethanol on enzyme activities, the concentration of alcohol
was varied (0-30%) in the reaction mixture. The assays were
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performed using optimum pH and

each enzyme.!®

temperature for

Statistical analysis

All experiments were performed in triplicates, and the
results are represented as the mean of three independent
assays. Statistical analysis of the data was performed using
analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey’s test
at a significance level of 1%. The statistical software
ASSISTAT was used for the analyses.!'?!

Results and discussion
B-glucosidase production by solid-state cultivation

The highest amount of B-glucosidase produced was 11.6 U/g
dry substrate for the fungus L. corymbifera and 51 U/g dry
substrate for B. spectabilis when cultivated on wheat bran
(Table 1). Previous studies have confirmed that wheat bran
is an excellent substrate for the production of B-glucosidase
by different fungal species.!*®'*"**) Wheat bran presents an
adequate balance of carbon and nitrogen sources, B complex
vitamins, and high amounts of cellulose and hemicellulose,
which favors microbial growth and enzyme produc-
tion.[”!*"'8) Thus, wheat bran was used as a substrate for
subsequent assays.

To evaluate the influence of initial substrate moisture on
enzyme production, the strains were cultivated on wheat
bran with different initial moisture content. The highest
B-glucosidase production was obtained when the initial
moisture was in the range of 70-75% for L. corymbifera and
55% for B. spectabilis (Figure 1A). When the initial moisture
content was adjusted to amounts greater than those
described as optimal, there was a decrease in
enzyme production.

Excess moisture reduces the porosity of the culture
medium and hinders thermal dissipation and gas exchange
during solid-state cultivation. Moreover, low levels of mois-
ture decrease nutrient solubility and lead to the accumula-
tion of inhibitory metabolites, which disfavor microbial
activity and enzymatic production.*-2!

Several moisture values are described as optimal for the
cultivation of filamentous fungi on agro-industrial residues
for the production of B-glucosidase. Santos et al.!®! obtained

Table 1. B-glucosidase production by solid-state cultivation for 96 h with 65%
initial moisture at 30°C for L. corymbifera and 45°C for B. spectabilis using
several agro-industrial residues as substrates.

L. corymbifera B. spectabilis

Substrate (U/g dry substrate) (U/g dry substrate)
Wheat bran 11.6+0.8° 51+0.75°
Soy bran 3.1+07° 1.1+04°
Corn Straw 0 1.9+0.95°
Corn cob 0 1.140.05°
Rice peel 0 0.25+0.0°
Sugarcane bagasse 0 1.7+0.1°

The means with distinct letters indicate significant differences (p <0.01)
according to Tukey’s test.
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Figure 1. Evaluation of the cultivation parameters for the production of -glucosidase by L. corymbifera and B. spectabilis by solid-state cultivation on wheat bran.
(A) Influence of the initial moisture of the medium; (B) Influence of cultivation time. The means with distinct letters indicate significant differences (p < 0.01) accord-

ing to the Tukey's test.

the highest B-glucosidase production by Gongronella butleri
in media with 55% initial moisture. Leite et al.!'*! reported
the production of B-glucosidase by the cultivation of the
fungus Thermoascus aurantiacus on wheat bran with 60%
initial moisture. Delabona et al.””) described 50% as the ideal
initial moisture content for B-glucosidase production by dif-
ferent species of Aspergillus. Garcia et al.) demonstrated
higher production of B-glucosidase by Lichtheimia ramosa
on wheat bran with 65% initial moisture.

Previous studies indicate that there is no ideal moisture
standard for cultivating fungal strains for the production of
B-glucosidase and that the optimum moisture value varies
according to the substrate used and the fungal species culti-
vated. Therefore, the evaluation of this cultivation parameter
is indispensable in studies of enzymatic production by solid-
state cultivation.

With respect to the cultivation time, the highest 3-gluco-
sidases productions were obtained at 144h for L. corymbi-
fera (39U/g dry substrate or 3.9U/mL) and at 96h for B.
spectabilis (77 U/g dry substrate or 7.7 U/mL). Shorter culti-
vation time for P-glucosidase production by B. spectabilis
should be highlighted as it positively contributes to a reduc-
tion in the cost of the enzyme of interest, favoring its appli-
cation in industrial processes (Figure 1B).

When compared with other fungal strains, the
optimal cultivation time for B-glucosidase production by
B. spectabilis is even more significant. Pereira et al.l*?!
reported maximum production of P-glucosidase at 192h
with the solid-state cultivation of the fungus Thermomucor
indicae-seudaticae N31. Deswal et al." reported the highest
production of B-glucosidase by the fungus Fomitopsis sp. at
360 h with wheat bran as the substrate.
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Figure 2. Elution profile of proteins on ion exchange chromatography on a Q-
Sepharose fast flow resin (20 mM, acetate elution buffer; pH, 5.0; flow, 0.3 mL/
min; and 0-1 M salt gradient of NaCl). (A) L. corymbifera (B) B. spectabilis.

After optimization of the cultivation process, the produc-
tion of B-glucosidase increased from 11 to 39 U/g and from
51 to 77 U/g dry substrate for L. corymbifera and B. spectabi-
lis, respectively (Table 1 and Figure 1B), thereby confirming



L. corymbifera

=

0.30+
0.25+
0.20+
0.15+
0.10+

o.os-Lr/

B-glucosidase (U/mL)

w
IN
(3]
o
~
(o]

pH

(B) L. corymbifera

0.5
T 04
S
o 0.31
[2]
3
‘w  0.24
<]
s
) 0.1'l/-
&

30 40 50 60 70
Temperature (°C)

(C) L. corymbifera

100+ \/\ .—
—_ /
2 g0 e \
2
>
5 604
@®©
S 40- ]
o
[%2]
& 204

pH
L. corymbifera
(D) ymbife
1001 g——=
R 80
2
= 604
g
= 40
3
‘% 204
4
01 i

30 35 40 45 50 55
Temperature (°C)

PREPARATIVE BIOCHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY e 5

B. spectabilis

N w e o
! 1 1 )

B -glucosidase (U/mL)

o
n
L}

B. spectabilis

»
?

[
@

e
o
N

\.

N

N
@

B-glucosidase (U/mL)
N
o

-~

40 45 50 55 60 65
Temperature (°C)

_\
@

B. spectabilis

_\
IS)
<

\-
\
A

1
P

Residual activity (%)
N
o

"

pH

B. spectabilis

L

100+

o
2

60

401

20+

Residual activity (%)

L
~—a

30 40 50 60
Temperature (°C)
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the importance of optimization of the cultivation process to
obtain the enzyme of interest.

Partial purification of 3-glucosidases

The enzymatic extracts obtained under the optimal culture
conditions were precipitated with 80% ethanol and subse-
quently, partially purified using ion exchange chromatog-
raphy on Q-Sepharose. The chromatographic profile, as
observed in Figure 2, demonstrated the fractionation of the
samples at different protein peaks, as observed by spectro-
photometry at 280nm. Only one peak with B-glucosidase

activity was found for both processes (Figure 2A,B), thereby
confirming the efficiency of the chromatographic step for
partial purification of the enzymes.

SDS-PAGE analyses were not conclusive. Both samples
showed a smear instead of protein bands with a satisfactory
resolution. This electrophoretic profile was probably
obtained due to the high degree of glycosylation of the con-
stituent proteins in the sample, considering that the enzymes
were exhaustively dialyzed. Previous reports support this
hypothesis.!**!

Samples with high B-glucosidase activity were pooled and
used for enzymatic characterization in subsequent steps.
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cosidases produced by L. corymbifera and B. spectabilis.

The purification process (ethanol precipitation and ion
exchange chromatography) resulted in a yield of 16.3% of
B-glucosidase from L. corymbifera and of 28.3% from B.
spectabilis.

Commonly, the recovery of the enzyme of interest is
reduced during the purification process. In general, an
increase in the purification steps lowers the yield of the
purification process, thereby increasing the cost of the
enzyme of interest, which makes the application of purified
enzymes in industrial processes difficult.[**]

Liu et al®' purified B-glucosidase produced by
Aspergillus fumigatus Z5 to homogeneity after four purifica-
tion steps and obtained a final yield of 9.5%. B-glucosidase
produced by Penicillium pinophilum was purified to homo-
geneity with a final yield of 12.3% after three purification
steps.l*! Kaur et al.?”! purified B-glucosidase produced by
Melanocarpus sp. after performing three purification steps;
the authors reported a final yield of 15.89%. Irshad et al. **
purified B-glucosidase produced by the fungus Trichoderma
viride to homogeneity with a final yield of 8.1% after three
purification steps.

Effect of pH and temperature on [B-glucosidase activities

The optimum values of pH and temperature for the partially
purified B-glucosidases from L. corymbifera and B. spectabi-
lis were 4.5 and 55°C and 4.0 and 50 °C, respectively. B-glu-
cosidase produced by L. corymbifera was stable after
incubation for 24h at pH 4.0-7.5 at 25°C, and B-glucosi-
dase produced by B. spectabilis was stable at pH 4.0-6.0
after incubation for 24 h at 25°C (Figure 3C).

The results obtained in this study are in agreement with
those previously reported. Most fungal B-glucosidases have
optimum pH of 4.0-5.5 and are generally stable over a wide
pH range,[652-31]

Previous studies report optimum temperatures between
40 and 75°C for the fungal B-glucosidases. The wide range
of optimum temperatures observed for these enzymes is
probably associated with the growth temperature of the pro-
ducing microorganisms and also with their enzymatic
structures.' 1417

The B-glucosidase from mesophilic fungus L. corymbifera
presented optimum activity at a higher temperature (55°C)
compared to the enzyme produced by the thermophilic fun-
gus B. spectabilis (50 °C). However, when incubated for 1h at
different temperatures, the B-glucosidase from B. spectabilis
was more stable. This enzyme maintained about 90% of its
initial catalytic activity after incubation for 1h at 50°C. The
B-glucosidase from L. corymbifera was completely inactivated
when subjected to the same heat treatment (Figure 3D).

Most of the enzymes produced by thermophilic microor-
ganisms present higher thermostability compared to
enzymes from mesophilic strains.*>**! However, previous
studies have reported the production of extremely thermo-
stable enzymes by mesophilic microorganisms.'**!

Thus, previous results encouraged us to determine the
thermodynamic parameters of these enzymes in order to
understand the observed contrasting phenomenon.

Irreversible thermoinactivation of partially purified
B-glicosidases

The thermoinactivation of the B-glucosidases obeyed a first-
order Kkinetic reaction, as determined by the linearity



observed in the graphical representation of the residual
activity (Ln ra) versus the time (min) of exposure to differ-
ent temperatures used to determine the thermoinactivation
constant (Kg). The experiments showed *>0.98, which
demonstrated the linearity of the thermal inactivation of
both enzymes (Figure 4A,B). Previous studies reported first-
order kinetics for thermoinactivation of B-glucosidase pro-
duced by T. aurantiacus, Aureobasidium pullulans, and
Aspergillus niger.!'>**

The thermoinactivation constant (K4) obtained at 50°C
for the enzyme from L. corymbifera (0.0417 min~ ') was five
times higher than that obtained for the enzyme produced by
B. spectabilis (0.0073 min~ "), indicating that denaturation of
the B-glucosidase of mesophilic fungus occurs more rapidly
compared to the enzyme from thermophilic fungus
(Table 2). The same can be observed by comparing the half-
life, t(1/2), obtained at 50 °C for both enzymes. B-glucosidase
of B. spectabilis lost 50% of its original activity in approxi-
mately 90min of incubation, whereas B-glucosidase of L.
corymbifera lost half of its catalytic activity in 19 min
(Figure 4C). When calculated using Eq. 1, fy,) of the
enzyme from L. corymbifera was 16.6 min and for the B-glu-
cosidase from B. spectabilis was 94.9 min (Table 2). The val-
ues of #(1/7) calculated using Eq. 1 are in agreement with the
results represented graphically (Figure 4C), proving the
reproducibility of the assays.

The activation energy for denaturation (E,) was deter-
mined by the linear regression of the plot of Ln Ky versus
1/T. The activation energy (E,) was 89.9K] mol™" for the
B-glucosidase produced by L. corymbifera and 246.7K]
mol ™! for the enzyme from B. spectabilis. The higher value
of activation energy for denaturation (E,) for the enzyme
produced by B. spectabilis confirms its higher structural sta-
bility, indicating the need for more energy to initiate the
denaturation process compared to the enzyme produced by
L. corymbifera (Table 2).

B-glucosidase produced by B. spectabilis also showed a
higher AH (enthalpy) compared to the P-glucosidase

Table 2. Thermodynamic parameters of (-glucosidases produced by L. corym-
bifera and B. spectabilis obtained at 50°C.

Microorganisms Ky (min™")  ta/ (min)  E, (KK mol™")  AH (KJ mol™")
L. corymbifera 0.0417 16.6 89.9 873
B. spectabilis 0.0073 94.9 246.7 2441

ta/y calculated by Eq. (1); E, calculated by Eq. (2); and AH calculated by
Eq. (3).
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produced by L. corymbifera. Higher values of AH confirm
the higher structural stability of B-glucosidase produced by
the thermophilic fungus,”’ indicating that the enzyme pro-
duced by B. spectabilis absorbed a higher amount of heat
from the system to disorganize its molecular structure and
to lose its biological activity. Previous work correlates pro-
tein structural stability with high values of AH, confirming
the results obtained in the present work.!'"*"!

Thermostability is an extremely appreciable characteristic
for the industrial application of an enzyme.'® The increase
in temperature reduces the viscosity of the medium and
favors the solubility of substrates and products, resulting in
increased reaction rates and reduced process time."**!

In general, thermophilic enzymes tend to have a higher
number of covalent bonds (disulfide bonds) and non-cova-
lent interactions such as hydrophobic, electrostatic, ionic,
and hydrogen bonds.**! However, there exists no structural
model that significantly differentiates a stable protein from a
non-stable protein, i.e. small differences in the number of
the bonds and interactions mentioned above can contribute
effectively to the structural stability of a protein.!*>?”!

Effect of glucose on [B-glucosidase activities

Different concentrations of glucose were added to the reac-
tion mixture to evaluate the effect of this monosaccharide
on the action of the enzymes. Both enzymes were strongly
inhibited by glucose, and approximately 50% of their ori-
ginal activities were recovered at concentrations of 50 mM
and 30mM glucose for the B-glucosidase produced by L.
corymbifera and B. spectabilis, respectively (Figure 5).

The majority of microbial B-glucosidases are inhibited by
glucose, which is one of the main problems in the use of
this  enzyme in  saccharification  of  vegetable
polysaccharides.!*?)

B-Glucosidases produced by L. corymbifera and B. specta-
bilis showed reversibility to glucose inhibition when the sub-
strate concentration was increased to match the inhibitor
concentration (Table 3). The reversibility of inhibition by
increasing substrate concentration indicates competitive
inhibition.!*®) In this type of inhibition, the inhibitor (glu-
cose) and the substrate compete for the same binding site
on the enzyme, the active site. The increase in the substrate
concentration favors its binding to the active site, reversing
the inhibitory effect generated by glucose.™
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Figure 5. Effect of glucose on the B-glucosidases activities produced by L. corymbifera and B. spectabilis.
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Table 3. Residual activity for different concentrations of substrate (pPNPBG) and inhibitor (glucose).

Residual activity (%) pNPBG

Residual activity (%) pNPBG —

Residual activity (%) pNPBRG -

Enzyme -2mM 2mM Glucose - 50 mM 50 mM Glucose - 50 mM Inhibition type
L. corymbifera 100 55.2 109.6 Competitive
B. spectabilis 100 46.4 102.6 Competitive
L. corymbifera B. spectabilis
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Figure 6. Effect of ethanol on the B-glucosidases activities produced by L. corymbifera and B. spectabilis.

The inhibitory effect of glucose on B-glucosidases can be
overcome by reducing its concentration via simultaneous sac-
charification and fermentation process, which converts the
sugars released by saccharification of cellulose into ethanol by
microbial fermentation. However, enzymes must be able to
tolerate the presence of ethanol in the reaction medium.?*®!

Effect of ethanol on [B-glucosidase activities

The effect of ethanol on the B-glucosidases activities was
studied by determining the enzymatic activity in the pres-
ence of 0-30% of ethanol. In this assay, an increase in the
catalytic activity of the enzyme produced by L. corymbifera
was observed in concentrations of 5-30% ethanol, this was
not observed for B-glucosidase from B. spectabilis. However,
the enzyme produced by B. spectabilis maintained more
than 60% of its initial activity in the concentration of 10%
ethanol (Figure 6).

The increase in the catalytic activity by ethanol is associated
with the glucosyltransferase activity; where ethanol can act as
an acceptor of the intermediate glycosyl cation during the
hydrolysis of the substrate.*®! Activation by short-chain alco-
hols was previously observed for B-glucosidase produced by
T. aurantiacus,""®" Paecilomyces thermophila,®"! Melanocarpus
sp., 2! Lichtheimia ramosa,'® and Gongronella butleri.™

A similar increase in catalytic activity was not observed
for the enzyme produced by B. spectabilis. However, it can
be inferred that the enzyme produced by B. spectabilis
presents tolerance to ethanol, considering that the values of
ethanol obtained in the final stages of traditional fermenta-
tion processes are generally less than 10%..%%")

The tolerance to ethanol observed for B-glucosidases pro-
duced by L. corymbifera and B. spectabilis is desirable in
simultaneous saccharification and fermentation process
because the enzyme coexists with ethanol during the pro-
cess.!®® This characteristic enables the application of these
enzymes in saccharification processes of vegetable biomass
to obtain biofuels. Ethanol-tolerant B-glucosidases can also
be used in vinification processes, enhancing the aromatic
content of fine wines.!**"!

Conclusion

The results of this study allow us to infer that the two fun-
gal strains present the potential for B-glucosidase produc-
tion, particularly when cultivated on wheat bran, favoring a
reduction in the production cost of these enzymes, which is
crucial for industrial applications. B-glucosidase produced by
B. spectabilis presented higher thermal stability compared to
the enzyme from L. corymbifera. Both enzymes presented
desirable characteristics for application in vinification proc-
esses and ethanol production from vegetable biomass.
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