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RESUMO

GARCIA, N.F.L. Producio de p-glicosidase por fermentacdo em estado sélido do
fungo Lichtheimia ramosa em residuos agroindustriais: caracterizacdo e
propriedades cataliticas do extrato enzimatico. 2014. 39 f. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, Universidade Federal da Grande
Dourados, Dourados, 2014.

As B-glicosidases tem despertado grande interesse industrial, pois sdo enzimas que
catalisam a hidrolise da celobiose, principal produto proveniente da hidrélise enzimatica
da celulose, em mondmeros de glicose podendo ser convertida em combustiveis nao
fésseis como etanol. A propriedade de atuar em diferentes substratos possibilita a
aplicacdo dessa enzima em diversos processos industriais, tais como: na hidrolise
enzimatica da celulose para a obtencdo de agucares fermentaveis, na obtencdo de
alimentos funcionais derivados de soja ou ainda na industria de sucos e bebidas
aumentando a qualidade aromatica. De modo geral, a aplicabilidade industrial de uma
enzima esta intimamente relacionada com o custo de produgdo e com as caracteristicas
da mesma. Dessa forma, diversos trabalhos descrevem a incessante busca de linhagens
microbianas hiperprodutoras de enzimas que apresentem caracteristicas apreciaveis
industrialmente. Considerando o exposto acima este trabalho teve como finalidade
estudar a producdo e caracterizacdo da B-glicosidase produzida pelo fungo filamentoso

Lichtheimia ramosa.

Palavras-chave: Celulases e hemicelulases, Enzimas industriais, Celobiase.
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CAPITULO 1

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Biomassa lignocelulésica

As matérias primas lignocelulosicas sdo as fontes renovaveis mais
abundantemente encontradas na natureza e compdem mais de 60% de toda a biomassa
produzida na Terra (SUKUMARAN et al., 2009). A biomassa vegetal é construida por
trés principais fracdes poliméricas: lignina, hemicelulose e celulose, que sdo unidas
entre si por ligacdes covalentes, formando uma rede complexa e resistente (SANCHEZ,
2009).

A celulose é um polimero linear formado por unidades de glicose unidas por
ligagdes glicosidicas B-1,4 (ZHANG et al., 2006; CHAMPAGNE; LI, 2009). As
moléculas de celulose ligam-se umas as outras por pontes de hidrogénio intra e
intermoleculares, formando fibrilas (Figura 1). As fibrilas da fracdo celuldsica
encontram-se dispostas na forma de espirais para conferir forca e flexibilidade ao
material. Esta fracdo encontra-se envolvida pela lignina cuja funcdo é aumentar a
resisténcia da estrutura a ataques quimicos e enzimaticos. A lignina é um
heteropolimero constituido por anéis aromaticos, sendo fixadas as fibras de celulose
pela hemicelulose (SANCHEZ, 2009).
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Figura 1: Estrutura representativa das cadeias de celulose. A) Unidade de celobiose; B)

Extremidade redutora e ndo redutora.



A hemicelulose atua como um elo quimico entre a celulose e a lignina.
Contrariamente a celulose, as hemiceluloses s&o heteropolissacarideos naturais de baixo
grau de ramificacdo e, consequentemente, ndo apresentam regides cristalinas. Sua
grande variacdo contribui para uma alta complexidade da estrutura e diferentes
conformac@es (COLLINS et al., 2005). Quimicamente, as hemiceluloses sdo compostas
por um esqueleto de xilana, formando uma estrutura principal a partir da qual surgem
ramificacdes laterais de cadeias curtas de outros agtcares como D-xilose, D-manose, D-
arabinose e D-galactose, dentre outros (POLIZELLI, et al., 2005). Estas caracteristicas

resultam em materiais flexiveis, porém altamente resistentes.
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Figura 2: Monossacarideos constituintes das hemiceluloses: D-glucose (1); D-galactose
(2); L-arabiose (3); D-xilose (4); D-manose (5); 4-O-metil-D-glucordnico (6); E-L-
Ramnose (7); (SAHA, 2005).

1.2 Celulases e hemicelulases

A hidrolise enzimatica da celulose é conduzida por enzimas celuloliticas
especificas, as quais geralmente produzem acucares redutores, incluindo a glicose. Os
custos sdo baixos quando comparados a tratamentos acidos e alcalinos, devido as
condicBes de conducdo do processo, normalmente moderadas e a auséncia de corrosao
(BALAT, 2011). Dentre elas é possivel destacar: endoglucanases (EC 3.2.1.4),
exoglucanases (EC 3.2.1.9.1) e B-glucosidases (EC 3.2.1.2.1).

A endoglucanase ou endo-B-1,4-glucanase hidrolisa as cadeias ao acaso,
atacando os polimeros internamente, resultando em uma réapida reducdo no tamanho da
cadeia ou no grau de polimerizacdo, a exoglucanase ou exo-B-1,4-glucanase ou

celobiohidrolase atua sobre a celulose, removendo unidades de celobiose a partir de



extremidades nao redutoras da molécula e a B-1,4-glicosidase ou celobiase hidrolisa
celobiose e outras celodextrinas a glicose (CASTRO; PEREIRA-JR, 2010) (Figura 2).
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Figura 3: Representacdo esquematica de um sistema celulolitico (YEOMAN et al.,
2010).

Todas as enzimas do complexo celulolitico sofrem repressdo catabdlica pelo
produto final de hidrolise. Por prevenir o acimulo de celobiose, a B-glicosidase é
responsavel pelo controle da velocidade global da reacdo de hidrélise celulolitica,
desempenhando assim, efeito crucial na degradacdo enzimatica da celulose. A funcéo
exercida pela B-glicosidase no processo de hidrdlise da celulose faz com que esta
enzima apresente um grande potencial para a industria de etanol, dessa forma, pesquisas
com PB-glicosidases microbianas associadas as demais enzimas celuloliticas, podem
contribuir para viabilizar a obtencdo de combustiveis a partir de residuos agroindustriais
ricos em celulose (LEITE et al., 2007; SOUZA et al., 2010).

As principais enzimas envolvidas na degradacdo da hemicelulose s&o as
xilanases, estas enzimas atuam na cadeia central da hemicelulose, a xilana, reduzindo
drasticamente o grau de polimerizacdo deste polissacarideo. Assim como as celulases,
apresentam acdo sinérgica para promover a hidrolise do polimero a actcares simples.

As endo-B-1,4-xilanases (EC 3.2.1.8) atacam internamente o esqueleto estrutural da



molécula e as B-xilosidades (EC 3.2.1.3.7) hidrolisam externamente a cadeia de xilana e
pequenos xilooligosacarideos liberando xilose (KESHWANI; CHENG, 2009) (Figura
4).
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Figura 4: Estrutura da molécula de xilana e acdo das xilanases (GOMES et al., 2007,

modificada).

Celulases e hemicelulases comerciais tém sido usadas em diversas aplicagdes.
Na industria de sucos, as celulases auxiliam nos processo de extracdo, clarificacéo,
reduzindo a viscosidade e a formacdo de agregados de carboidratos, proteinas e
polifenois, o que favorece a reducdo do tempo de filtracdo e contribui com a
estabilidade do produto final (BHAT, 2000).

A tecnologia enzimatica desempenha um papel central nos processos de
producdo do vinho e da cerveja. Complexos enzimaticos contendo celulases,
glucanases, hemicelulases e pectinases sao utilizados na industria de vinho para acelerar
0 processo de vinificagdo e melhorar a qualidade do produto final (BHAT, 2000;
ROLDAN et al., 2006).

Na industria de alimentos, as celulases atuam nos processamentos de sopas,
cereais e vegetais desidratados, e sdo adicionadas para melhorar a rehidratabilidade dos
produtos quando chegam aos consumidores (BHAT, 2000).

Na industria de polpa de celulose e papel, as celulases sdo usadas misturadas
com hemicelulase para melhorar a drenagem e execucdo de méaquinas e também o
destino de fibras recicladas (CAO; TAN, 2002).



1.3 Producéo de enzimas por fermentacédo em estado solido (FES)

De modo geral, a aplicabilidade industrial de uma enzima estd intimamente
relacionada com seu custo de producdo e as caracteristicas da mesma. A redugdo no
custo de producdo pode ser obtida pela selecdo de linhagens hiperprodutoras da enzima
de interesse, associada a otimizacdo do processo de cultivo em meios de baixo valor
agregado (LEITE et al., 2008).

Celulases e hemicelulases comerciais tém sido usadas em diversas aplicacoes,
entretanto, o principal gargalo para a aplicacdo abrangente da celulase na industria é o
alto custo de producao da enzima (SOHAIL et al., 2009). Para solucionar este problema
algumas estratégias podem ser usadas, como o0 uso de microrganismos com altas taxas
de producdo das enzimas e a utilizacdo de processos fermentativos com menor custo
(GAO et al., 2008; SUKUMARAN et al., 2009).

Vérios subprodutos agroindustriais como, farelo de trigo, palhas, sabugo e
sabugos de milho, polpa de frutas, residuos de tubérculos, cascas de sementes e farelos
residuais da obtencdo de Oleos, podem ser explorados por meio de fermentagdo em
estado solido (FES) para producéo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas uma vez
que contém, além de fonte de carbono, diversos nutrientes essenciais para o crescimento
microbiano (DOGARIS et al., 2009). Dessa forma, a utilizacdo desses residuos como
substratos para producdo de enzimas através de FES solido tem se mostrado muito
interessante.

A FES envolve sélidos na auséncia ou quase auséncia de agua livre entre as
particulas do substrato, porém, com umidade suficiente para o crescimento e
metabolismo microbiano (PANDEY, 2003). Este processo simula as condic¢des de vida
dos fungos filamentosos, que crescem sob materiais solidos, produzindo enzimas para
degrada-los e assim utilizar seus nutrientes para sua sobrevivéncia. Portanto, esta
técnica reproduz processos microbioldgicos naturais como a compostagem e a
ensilagem (SINGHANIA et al., 2009). Fatores como temperatura, pH, aeracéo, natureza
do substrato solido empregado, atividade de dgua e umidade, influenciam os resultados
a producdo de bioprodutos microbianos por FES.

Dessa forma, a aplicacdo de celulases industrialmente requer a producdo destas
enzimas em larga escala, bem como o conhecimento detalhado de seus mecanismos de
acao (BHATIA et al., 2002). O estudo das propriedades fisico-quimicas e bioquimicas
das enzimas € de extrema importancia para estabelecer em quais condi¢Ges de processo
seu uso propiciard melhores resultados técnicos e econdmicos para 0S Processos

biotecnologicos. Os valores 6timos de temperatura e pH, a estabilidade da atividade



enzimatica em funcdo da temperatura, do pH e da estocagem em baixas temperaturas
sdo algumas destas propriedades comumente avaliadas em estudos classicos de

enzimologia.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
e Produzir e caracterizar a P-glicosidase do fungo filamentoso Lichetheimia
ramosa obtida por fermentacdo em estado soélido, utilizando residuos

agroindustriais como substrato.

2.2 Objetivos especificos
e Otimizar a produgdo de B-glicosidase pelo microrganismo em fermentacdo em
estado sélido (FES);
e Caracterizar fisico-quimicamente a B-glicosidase produzida;
e Avaliar o potencial catalitico do extrato enzimatico obtido nas condi¢des étimas

de cultivo.
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CAPITULO 2

Producio de B-glicosidase por fermentacédo em estado sélido do fungo
Lichtheimia ramosa em residuos agroindustriais: caracterizacéo e

propriedades cataliticas do extrato enzimatico

RESUMO
As B-glicosidases catalisam a hidrélise de dissacarideos e celodextrinas a partir da
extremidade ndo redutora, tendo como principal produto monossacarideos de glicose.
Esta enzima possui aplicacbes nas industrias de alimentos, farmacéutica e
biocombustivel. Neste trabalho foi avaliado o perfil de producdo enziméatica do fungo
Lichtheimia ramosa por fermentacdo em estado so6lido (FES) em diversos residuos
agroindustriais. A maior producao de B-glicosidase, cerca de 274 U/g de substrato seco
(ou 27,4U/mL), foi obtida pelo cultivo do fungo em farelo de trigo contendo 65% de
umidade, apds 96 horas de fermentacdo a 35°C. O extrato enzimatico produzido nas
condigdes anteriormente descritas apresentou 15,2U/mL de CMCase, 2,8U/mL de
xilanase e 11,5U/mL de p-xilosidase. A atividade otima para B-glicosidase foi
observada em pH 5,5 a 65°C, sendo estavel em pH 3,5 - 10,5 e manteve sua atividade
catalitica ap6s 1 hora a 55°C. A enzima apresentou forte inibi¢do por glicose, mas, em
concentracdes elevadas de substrato a inibicdo foi completamente revertida (inibigcdo
competitiva). A B-glicosidase manteve sua atividade catalitica em solugdo alcodlica
contendo até 10% de etanol. As caracteristicas descritas, associadas ao potencial de
hidrolisar de forma eficiente celobiose, estimulam aplicacdo desta enzima em processos

de sacarificacao de celulose.

Palavras-chave: Celulases e hemicelulases, Enzimas industriais, Celobiase.
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3.1 INTRODUCAO

A escassez anunciada de combustiveis fdsseis, associados aos problemas
ambientais decorrentes do seu processamento e consumo, resultam na busca de fontes
alternativas de combustivel e energia renovaveis. Este cenario tem despertado grande
interesse na utilizacdo de celulases e outras enzimas para conversao de biomassa vegetal
em acucares fermentesciveis (SINGHANIA et al., 2010).

Para hidrolisar enzimaticamente a celulose em glicose, pelo menos trés classes
de enzimas sdo necessarias, incluindo (1) endoglucanase (EC 3.2.1.4) que hidrolisa
internamente as cadeias de celulose reduzindo drasticamente o grau de polimerizacdo da
molécula, (2) exo-glucanase (EC 3.2.1.91) que ataca as extremidades redutoras ou ndo
redutoras da celulose liberando celobiose e (3) B-glicosidase (CE 3.2.1.21) que hidrolisa
celobiose e oligossacarideos obtendo monossacarideos de glicose (NG et al., 2010).

A propriedade de atuar em diferentes substratos glicosideos possibilita a
aplicacdo desta enzima em varios processos industriais, tais como: na hidrolise
enzimética da celulose para a obtencdo de aglcares fermentesciveis, na obtencdo de
alimentos funcionais derivados de soja ou ainda na industria de sucos e bebidas
facilitando a ruptura da rede celul6sica que ajuda a reter o liquido nas células vegetais e
aumentando a qualidade. Na producdo de vinhos melhoram a extracdo de pigmentos e
substancias aromatizantes presentes na casca da uva, aumentando a qualidade aromética
de vinhos e derivados de uva (LEITE et al., 2008).

A obtencdo de enzimas industriais de maneira economicamente viavel requer a
busca de matérias-primas renovaveis e processos de baixo custo. A utilizacdo da
fermentacdo em estado solido (FES) pode reduzir o impacto ambiental e agregar valor
aos subprodutos da agroindustria (PANDEY, 2003). Caracteristicas tipicas da FES tém
estimulado diversos trabalhos cientificos, que buscam entender como diferentes
parametros de cultivo influenciam a producdo de enzimas microbianas utilizando
diferentes residuos como substratos, visando assim, o aperfeicoamento deste tipo de
bioprocesso (SILVA et al., 2013; DELABONA et al., 2013; ALVES-PRADO et al.,
2010; LEITE et al., 2007). Dentre as caracteristicas é possivel ressaltar a simplicidade e
proximidade das condi¢cbes de crescimento natural de muitos microrganismos
(especialmente fungos filamentosos), o consumo reduzido de energia, a auséncia de
equipamentos complexos e sistema de controle sofisticado. As vantagens da FES para a
producdo de enzimas ainda incluem maiores niveis de produtividade, baixa repressao
catabdlica e aumento na estabilidade de enzimas excretadas (DEL BIANCHI et al.,
2001).
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De modo geral, a aplicabilidade industrial de uma enzima estad intimamente
relacionada com seu custo de producdo e as caracteristicas da mesma. A reducdo no
custo de producdo pode ser obtida pela sele¢do de linhagens hiperprodutoras da enzima
de interesse, associada a otimizacdo do processo de cultivo em meios de baixo valor
agregado (LEITE et al., 2008). Trabalhos anteriores desenvolvidos pelo nosso grupo de
pesquisa evidenciaram expressiva produg¢ao de P-glicosidase pelo fungo Lichtheimia
ramosa, cultivado em estado solido utilizando diferentes residuos de origem vegetal
(GONCALVES et al., 2013; SILVA et al., 2013). O presente estudo teve como objetivo
otimizar a producdo de B-glicosidase pelo microrganismo em estado solido, caracterizar
fisico-quimicamente a enzima produzida e avaliar 0 potencial catalitico da B-glicosidase

e do extrato enzimatico obtido.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1. Microrganismo

O fungo filamentoso Lichtheimia ramosa foi isolado de pilhas de bagaco de cana-de-
acucar da usina sucroenergética S0 Fernando Acucar e Alcool Ltda, Dourados —MS
(GONCALVES et al. 2013). O microrganismo foi mantido em meio Sabouraud

Dextrose Agar, ap6s o crescimento a 28°C por 48 horas, a linhagem foi estocada a 4°C.

3.2.2. Inbculo

O microrganismo foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 40 mL de
Sabouraud Dextrose Agar inclinado, mantido por 48 horas a 28°C. A suspensdo do
fungo foi obtida pela raspagem suave da superficie do meio de cultura empregando 25
mL de solucdo nutriente (0,1% de sulfato de aménio, 0,1% sulfato de magnésio hepta-
hidratado e 0,1% nitrito de sddio). A inoculacdo do microrganismo nos substratos

(residuos agroindustriais) se deu pela transferéncia de 5 mL dessa suspensao.

3.2.3. Fermentacgdo em estado solido (FES)

A enzima foi produzida pelo cultivo do fungo em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 5 g de residuo (farelo de trigo, farelo de soja, palha de milho, sabugo de
milho, casca de arroz e bagaco de cana de agUcar), a umidade foi ajustada para 75%
com solucdo nutriente (descrito no item anterior). Apds 96 horas de cultivo a 28°C a
solucdo enzimética foi extraida dos residuos fermentados. O melhor substrato para
producdo da enzima foi utilizado nas etapas subsequentes variando a umidade,

temperatura e tempo de cultivo. O parametro selecionado em cada etapa foi utilizado no
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cultivo posterior, visando a otimizacdo do processo fermentativo para producdo de f-
glicosidase. Todo material foi previamente autoclavado por 20 minutos a 121°C e os

experimentos foram realizados em duplicatas.

3.2.4. Extracéo da Enzima

A extracdo da enzima dos residuos fermentados foi realizada pela adi¢do de 50 mL de
agua destilada, mantidos em agitacdo de 100 rpm por 1 hora. A amostra foi filtrada e
centrifugada a 3.000 xg por 5 minutos. O sobrenadante foi considerado extrato

enzimatico extracelular e utilizado nas etapas seguintes.

3.2.5. Determinacao da atividade de B-glicosidase

A atividade de B-glicosidase foi determinada com 50 pL de extrato enzimatico, 250 pL
de tampéo acetato de sodio 0,1 M, pH 4,5 e 250 uL de p-nitrofenil B-D-glicopiranosideo
4 mM (pNPBG, Sigma), reagindo por 10 minutos a temperatura de 50°C. A reacdo
enzimatica foi paralisada com 2 mL de carbonato de sédio 2 M e o p-nitrofenol liberado
quantificado por espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de p-nitrofenol por

minuto de reacéo.

3.2.6. Caracterizacao fisico-quimica da B-glicosidase

3.2.6.1. Efeito de pH

O pH o6timo da B-glicosidase foi determinado mensurando a atividade a 50°C em
diferentes valores de pH (3,0 - 8,0), nesta etapa foi utilizado tampa&o citrato-fosfato a 0,1
M. A estabilidade ao pH foi determinada incubando a enzima por 24 horas a 25°C em
diferentes valores de pH. Os tampdes utilizados foram citrato-fosfato 0,1 M (3,0 - 8,0),
Tris-HCI 0,1 M (8,0 — 8,5) e Glicina-NaOH 0,1 M (8,5 — 10,5). A atividade residual foi
determinada na condicdo 6tima de pH e temperatura da enzima.

3.2.6.2. Efeito da Temperatura

A temperatura otima da B-glicosidase foi obtida pela determinacdo da atividade
enzimatica em temperaturas de 30 a 75°C, no respectivo pH 6timo da enzima. A
termoestabilidade foi determinada incubando a enzima por 1 hora em diferentes valores
de temperatura (30 a 70°C). As atividades residuais foram mensuradas nas condicgdes

Otimas de pH e temperatura da enzima.
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3.2.6.3. Efeito da glicose e etanol
A atividade enzimatica foi quantificada com a adi¢do de glicose e etanol, em diferentes
concentracdes, na mistura de reagdo (0-200 mM de glicose e 0-30% de etanol). Os

ensaios foram realizados a 65°C em tampéo acetato de sodio 0,1 M pH 5,5.

2.7. Potencial catalitico do extrato enzimatico

As atividades de CMCase e xilanase foram quantificadas utilizando respectivamente
Carboximetilcelulose 3% (C5678 Sigma) e xilana 1% (Birch-Wood Sigma). O agUcar
redutor liberado foi quantificado pelo método de DNS (MILLER, 1959). A atividade de
B-xilosidase foi mensurada com substrato sintético p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo 4
mM (Sigma), seguindo a metodologia descrita no item 2.5. O potencial de hidrolisar
celobiose foi avaliado com o kit glicose-oxidase (Glicose-PP Analisa), incubando 100
pL do extrato enzimatico em 0,9 mL tampdo acetato de sédio 50 mM contendo 0,5% de
Celobiose (Fluka). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade

de enzima capaz de liberar 1 pmol de produto por minuto de reagao.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Producdo de p-glicosidase por fermentacdo em estado solido
3.1.1. Selegio de substratos para produgdio de p-glicosidase

Dentre os substratos avaliados, o cultivo do fungo L. ramosa em farelo de trigo
apresentou maior produgdo de B-glicosidase, 162,2 U/g (16,22 U/mL) (Tabela 1). O
farelo de trigo apresenta composi¢édo nutricional interessante para o cultivo microbiano,
contendo quantidades adequadas de hidratos de carbono, proteinas, gorduras, fibras,
cinzas (Ca, Mg, P, K e S) e varios aminoacidos essenciais para o crescimento de fungos
e producdo de enzimas (RAJOKA et al., 2006).

Trabalhos anteriores relatam expressivas producdes de [-glicosidases pelo
cultivo de microrganismos em estado solido, utilizando farelo de trigo como principal
substrato, ou ainda, com misturas deste residuo em sua composi¢do (BRIJWANI et al.,
2010; KALOGERIS et al., 2003; LEITE et al., 2008; SUKUMARAN et al. 2009;
FARINAS et al., 2008; GONCALVES et al., 2013; RAJOKA et al., 2006). Dessa
forma, o farelo de trigo foi selecionado para oS ensaios posteriores, visando a

otimizagao do processo de cultivo para producdo da enzima.
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Tabela 1: Producdo de B-glicosidase em diferentes substratos em FES pelo fungo L.

ramosa, 96 horas de cultivo a 28°C, contendo 75% de umidade.

Substrato U/mL U/g
Farelo de trigo 16,22+0,42 162,2+4,2
Farelo de soja 1,15+0,07 11,5+0,7
Palha de milho 0,350,045 3,5+0,45

Sabugo de milho 0,27+0,02 2,7+0,2
Casca de arroz 0,068+0,00 0,68+0,00
Bagaco de cana 1,11+0,025 11,1+0,25

3.1.2. Variacao dos parametros de cultivo em farelo de trigo

Dentre os parametros que interferem a producdo de enzimas pelo cultivo de
microrganismos em estado sélido, o presente trabalho avaliou o efeito do pH, umidade,
temperatura e tempo de cultivo. Todos os ensaios foram realizados utilizando farelo de
trigo como substrato.

A maior produgdo de B-glicosidase pelo fungo foi obtida no cultivo onde o pH
inicial da solucdo nutriente foi ajustado para 5,0 (Figura 1A). Trabalhos anteriores
relatam a producéo celulases por fungos filamentosos em valores abaixo da neutralidade
(DHAKE; PATIL 2005; SHAHRIARINOUR et al., 2011). A maioria dos fungos
filamentosos apresentam crescimento 6timo em pH que tendem a acidez. Geralmente,
valores de pH superiores a 7,0 reduzem o crescimento fungico e consequentemente a
producdo enzimética. (BAKRI et al., 2008).

Os valores apresentados sdo referentes ao pH inicial da solucdo nutriente
utilizada para umedecer o substrato. O pH do meio ndo foi controlado durante o
processo fermentativo, devido a heterogeneidade do cultivo em estado sélido. Segundo
Pandey et al. (2000) a dificuldade de monitoramento e controle dos pardmetros
fermentativos no cultivo em estado solido, talvez seja a principal desvantagem neste
tipo de processo. Variagfes do pH durante o processo fermentativo sdo ocasionadas
devido a atividade metabdlica microbiana, podendo ser aumentado ou diminuido de
acordo com o que é liberado ou consumindo no meio de cultivo (RAIMBAULT, 1998).

Dentre os valores de umidades avaliados, a maior producdo da enzima foi
obtida em farelo de trigo contendo 65% de umidade inicial (Figura 1B). Valores entre

60 e 70% de umidade sdo descritos na literatura para o cultivo de fungos filamentosos,
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visando a produgdo de B-glicosidase por fermentacdo em estado sélido. Leite et al.
(2008) relatam a producdo de B-glicosidase pelo fungo Thermoascus aurantiacus
cultivado em farelo de trigo com umidade de 60%; Brijwani et al. (2010) obtiveram
maior producdo de B-glicosidase (10,71 U/g) utilizando casca de soja e farelo de trigo
com 70% de umidade para o co-cultivo dos fungos Trichoderma reesei e Aspergillus
oryzae em estado sélido.

A umidade em processos de fermentacdo em estado sélido pode influenciar na
sintese e secrecdo de enzimas extracelulares. A presenca de agua livre entre as
particulas do substrato reduz a porosidade do meio, interferindo na transferéncia de
gases e calor. Por outro lado, o baixo teor de umidade pode reduzir a solubilidade de
nutrientes, o que retarda a atividade metab6lica microbiana (ELLAIAH et al., 2002).
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Figura 1. VariacBes dos parametros de cultivo em estado sélido do fungo
Lichtheimia ramosa em farelo de trigo. A) Efeito do pH inicial do meio na producéo
da enzima; B) Efeito da umidade na producdo da enzima; C) Efeito da temperatura na
producéo da enzima; D) Produgédo de B-glicosidase em funcéo do tempo de cultivo.

A temperatura ideal para producdo de -glicosidase pelo fungo L. ramosa foi
de 35°C, apresentando cerca de 249,0 U/g (24,9 U/mL) (Figura 1C). Gongalves et al.

(2013) estudaram o crescimento do fungo L. ramosa em diferentes temperaturas
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utilizando o meio potato dextrose agar (PDA). A temperatura maxima de crescimento
descrita pelos autores coincidiu com a descrita no presente trabalho para producdo da
enzima.

A Figura 2 permite ainda observar elevada quantidade de enzima nos cultivos
realizados a 30 e 40°C. Dessa forma, é possivel inferir que a temperatura para producao
da enzima foi superior a descrita na literatura, para cultivo de microrganismos
mesdfilos, que geralmente variam entre 28 e 30°C (BRIJWANI et al., 2010; DESWAL
et al., 2011; LEITE et al., 2007). O que favorece o0 emprego desta linhagem em
processos industriais, onde € aceitavel variacbes na temperatura do processo,
considerando que o controle dos pardmetros fermentativos em larga escala ndo é
extremamente preciso.

Nos cultivos realizados a 25 e 45°C foi evidenciado consideravel reducdo na
producdo da enzima (Figura 1C). Temperaturas muito inferiores, a oOtima do
crescimento microbiano, desfavorecem o transporte de nutrientes e secrecdo de produtos
entre 0 meio intra e extracelular, considerando que reduzem a permeabilidade da
membrana plasmatica e a velocidade das reacGes metabdlicas. Por outro lado,
temperaturas muito elevadas ocasionam colapso de estruturas membranosas e
desnaturam proteinas estruturais e enzimas. Ambos os casos resultam em menor
producdo enziméatica (RAJOKA et al., 2004).

O ultimo parametro avaliado foi o tempo de cultivo, os demais pardmetros
previamente selecionados foram adotados na fase final dos ensaios fermentativos. A
maior produgdo da enzima foi obtida em 96 horas de cultivo a 35°C, utilizando farelo de
trigo como substrato com 65% de umidade e o pH da solugdo nutriente ajustado para
5,0 (Figura 1D). A otimizagdo do processo de cultivo aumentou a produgdo de B-
glicosidase pelo fungo de 162,2 U/g (16,22 U/mL) para 274,0 U/g (27,4 U/mL) (Tabela
1 e Figura 1D). Além do aumento da producdo da enzima, também foi observada a
reducdo do tempo de cultivo, comparado aos ensaios preliminares realizados pelo
Laboratorio de Enzimologia e Processos Fermentativos. Gongalves et al. (2013) relatam
a producdo de 17,26 U/mL para B-glicosidase, apds 120 horas de cultivo em estado
solido do fungo L. ramosa. Os dados descritos no presente trabalho reforcam a
importancia da otimizagdo dos parametros de cultivo, evidenciado pelo aumento de
68,9% na producdo da enzima, comparado aos valores iniciais.

O reduzido tempo de cultivo para produgéo da enzima pelo fungo L. ramosa,
cerca de 96 horas, também deve ser destacado. Quanto menor for o tempo de

fermentacdo, menor sera o custo de producgdo da enzima (SONJOY et al., 1995). Apods
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96 horas de cultivo foi possivel observar uma queda na quantidade de enzima nos
extratos obtidos (Figura 1D). A reducdo da atividade enzimatica pelo tempo de
incubacdo adicional, pode ser justificada pela alteragdo da composicdo do meio de
cultivo devido a atividade metabolica microbiana. Durante o crescimento do
microrganismo ocorre 0 consumo dos constituintes do meio de cultura e liberacdo de
subprodutos que podem interferir tanto na sintese protéica como na atividade
enzimética, ex: reducdo de macro e micronutrientes, alteracdo do pH, producdo de
proteases, diminuicdo da disponibilidade de agua, dentre outros (HAQ et al., 2006).

A produgao de B-glicosidase obtida no presente trabalho € bastante expressiva
comparada as descritas por outros trabalhos. Leite et al. (2008) obtiveram 7,0 U/mL
ap6s 72 horas de cultivo do fungo Thermoascus aurantiacus em farelo de trigo.
Delabona et al. (2012) obtiveram 105,82 U/g de PB-glicosidase cultivando o fungo
Aspergillus fumigatus por 96 horas em farelo de trigo. Adsul et al. (2004) utilizaram
bagaco de cana para cultivar o fungo Penicillium janthinellum, os autores relatam a
producdo de 2,3 U/mL de B-glicosidase apds 192 horas de cultivo. Xin e Geng (2010)
obtiveram 61.6 U/g de B-glicosidasede com Trichoderma reesei cultivado a 26°C por
192 horas em lascas de madeira. Ng et al. (2010) relatam a producéo de 159,1 U/g pelo
fungo Penicillium citrinum YS40 -5 cultivado em farelo de arroz por 96 horas. A
producdo de B-glicosidase pelo fungo Colletotrichum graminicola foi otimizada por
Zimbardi et al. (2013) obtendo 0 méaximo de producédo, 159,3 U/g, em farelo de trigo
por 168 horas. Silva et al. (2013) relatam a producao de 0,061 U/ml de B-glicosidase
pelo fungo Lichtheimia ramosa em residuo de pequi (fruta tipica do cerrado) apés 48
horas de cultivo em estado solido.

O extrato enzimatico obtido nas condicdes ideais de cultivo, para a producéo
da enzima, foi utilizado nas etapas subsequentes de caracterizagdo bioquimica da f-

glicosidase.

3.2. Caracterizacdo da B-glicosidase produzida pelo fungo Lichtheimia ramosa
3.2.1. Efeito do pH e temperatura
A B-glicosidase produzida pelo fungo L. ramosa apresentou maior atividade
catalitica em pH 5,55 a temperatura de 65°C (Figuras 2A e 2B). A enzima ainda
apresenta expressiva atividade em pH 5,0 e 6,0, sendo possivel observar significativa
gueda na atividade a medida que o pH se distancia dos valores descritos como 6timos.
Surpreendentemente a enzima apresentou maior atividade catalitica em

temperaturas superiores a 50°C, fato ndo observado corriqueiramente em enzimas
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produzidas por microrganismos mesofilos, apesar de trabalhos anteriores relatarem a
produgdo de B-glicosidases extremamente estaveis por linhagens mesoéfilas (LEITE et
al., 2007; LEITE et al., 2008 ). Belancic et al. (2003) descreveram pH 5,0 e 40°C como
6timo para B-glicosidase produzida por Debaryomyces vanrijiae. A maioria das [-
glicosidases fungicas exibem temperaturas 6timas entre 40 e 50°C, e 6timos de pH entre
4,0 e 6,0 (BHATIA et al., 2002; SARRY; GUNATA, 2004; LANGSTON., 2006;
BAFFI et al., 2011).
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Figura 2: Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade enzimatica. A) pH 6timo; B)

Temperatura 6tima; C) pH de estabilidade; D) Temperatura de estabilidade.

A PB-glicosidase produzida pelo fungo L. ramosa apresentou expressiva
estabilidade estrutural. A enzima manteve sua atividade original ap6s 24h de incubacéo
entre pH 3,5 a 10,5 (Figura 2C). Quanto a estabilidade térmica, cerca de 90% da
atividade catalitica foi recuperada apos 1 hora a 55°C (Figura 2D).

Os resultados obtidos ficam ainda mais significativos quando comparados com
dados descritos na literatura cientifica. B-glucosidases produzidas por diferentes
espécies de Penicillium apresentaram estabilidade de pH 4,0 a 6,0 (RAMANI et al.,
2012; KROGH et al., 2010; JEYA et al., 2010). A B-glicosidase produzida pelo fungo
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Xylaria regalies manteve aproximadamente 78% da atividade apos 30 minutos a 50°C
(WElI et al., 1996). A enzima produzida pelo fungo Thichoderma harzianum apresentou
estabilidade em temperaturas inferiores a 55°C por 15 minutos, mantendo apenas 36%
da atividade inicial ap6s 15 minutos a 60°C (YUN et al, 2001).  Peralta et al. (1997)
relatam que a [B-glicosidase produzida pelo fungo termdfilo Humicola grisea var.
thermoidea manteve sua estabilidade estrutural até 60°C. Delabona et al. (2013)
descrevem a estabilidade da B-glicosidase produzida pelo fungo Aspergillus fumigatus
P40M2 em temperaturas de 40 a 60°C ¢ na faixa de pH 3,0 a 5,5. A B-glicosidase
produzida pela levedura Sporidiobolus pararoseus manteve sua atividade catalitica por
1 hora a 40°C, em temperaturas superiores, foi recuperado apenas 30% da atividade
inicial (BAFFI et al., 2011).

3.2.2. Efeito de etanol e glicose

O efeito de etanol sobre atividade enzimatica é imprescindivel em estudos com
B-glicosidase, considerando que estas enzimas geralmente sdo expostas a concentragoes
substanciais de alcool em diversas aplica¢des industriais (SUN; CHENG, 2002).

A Figura 3A apresenta o efeito de diferentes concentracdes de etanol (0 — 30%)
sobre a atividade enzimatica. Concentracfes proximas a 5% de etanol potencializaram a
atividade enzimatica, aumentando em cerca de 20% a atividade inicial. Quando a
concentracdo foi elevada para 15% de etanol, foi recuperado apenas 22% da atividade
original da enzima. No entanto, em concentragdes iguais a 10% de etanol, a (-
glicosidase manteve sua atividade catalitica idéntica ao controle, isto é, ndo apresentou
alteracdo na atividade funcional. Considerando que, as concentragdes finais de etanol
nos caldos fermentados obtidos por processos tradicionais giram em torno de 10% (GU
et al., 2001), é possivel inferir que a enzima € suficientemente estavel para ser aplicada
em processos fermentativos contendo etanol.

O aumento do potencial catalitico pelo etanol estd associado a atividade
glicosiltransferase (VILLENA et al., 2006). O etanol pode aumentar a velocidade da
reacdo atuando como aceptor preferencial dos residuos glicosil durante a catalise
enziméatica (BARBAGALLO et al., 2004). A hidrélise e a transglicosilagdo ocorrem
através da mesma rota bioquimica, diferindo apenas a natureza do aceptor final
(ZOROV et al., 2001; BHATIA et al., 2002).
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Figura 3:Efeito do etanol (A) e glicose (B) sobre a atividade da B-glicosidase produzida

pelo fungo L. ramosa.

Diferentes concentracdes de glicose foram adicionadas na mistura de reacédo
para avaliar o comportamento da B-glicosidase na presenca deste inibidor. A enzima foi
fortemente inibida por glicose, mantendo cerca de 30% de sua atividade original na
reacao realizada com 100 mM de glicose (Figura 3B).

A grande maioria das B-glicosidases microbianas apresenta inibi¢do por glicose,
sendo um dos principais problemas na utilizagdo desta enzima em processos industriais
(ZANOELDO et al., 2004; LEITE et al., 2008). Elevadas concentra¢Oes de glicose podem
interferir direta ou indiretamente na ligacdo do substrato ao sitio ativo da enzima,
reduzindo assim a velocidade da reacdo (SINGHANIA et al.,, 2013). No presente
trabalho, a inibigdo da B-glicosidase produzida pelo fungo L. ramosa foi completamente
revertida, quando a concentracdo do substrato foi elevada para mesma concentragéo de
glicose, indicando que a interacdo da enzima com o inibidor é competitiva (Tabela 2).

Tabela 2: Atividade residual em concentragdes diferentes de substrato (pNPBG) e inibidor.

Enzima At. Residual (%) At. Residual (%) At. Residual (%) Tipo de

PNPG -2 mM PNPG -2 mM PNPG - 50 mM inibicéo
Glicose — 50 mM Glicose — 50 mM
L. ramosa 100 51,07 158,66 Competitiva

A inibicdo competitiva pode ser revertida pelo aumento da concentragdo do
substrato, 0 mesmo ndo pode ser observado na inibicdo ndo competitiva. Na inibigéo
competitiva o substrato e o inibidor competem pelo mesmo sitio de ligagdo da enzima
(neste caso o sitio ativo), dessa forma, o aumento da concentragdo de substrato para
valores iguais ou superiores aos do inibidor, favorece a ligagdo enzima ao substrato,
refletindo na reversibilidade da inibi¢do enziméatica (CAMPBELL, 2000).
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A reversibilidade da inibicdo por glicose e a estabilidade ao etanol apresentada
pela enzima, confirmam o potencial desta f-glicosidase para a aplicacdo em processos
de sacarificacdo e fermentacdo simultdneas (LEITE et al., 2008), onde os
monossacarideos liberados pela hidrolise enzimatica sdo simultaneamente convertidos
em etanol por microrganismos fermentadores (CARDONA; SANCHEZ, 2007).

3.3. Avaliagéo do perfil catalitico do extrato enzimatico

O potencial do fungo L. ramosa para producdo de outras hidrolases de
degradacdo de parede vegetal também foi avaliado (Tabela 3). O extrato enzimatico
obtido pelo cultivo do microrganismo nas condi¢fes otimizadas, apresentou atividades
de CMCase (152,1 U/g), xilanase (28,5 U/g) e de B-xilosidase (115,7 U/qg).

Tabela 3: Potencial catalitico do extrato enzimatico obtido pelo cultivo em estado
solido do fungo L. ramosa em farelo de trigo contendo 65% de umidade, com pH inicial
5,0, incubado por 96 h a 35°C.

Enzima Substrato U/mL U/g

B — glicosidase p-nitrofenil-p-D-glicopiranosideo (pNPRG) 23,47 237,7
B — glicosidase Celobiose 23,45 2345
CMCase Carboximetilcelulose 15,21 152,1
Xilanase Xilana 2,85 28,5
B - xilosidase p-nitrofenil-p-D xilopiranosideo(pNPX) 11,57 115,7

Apesar da producdo de CMCase e Hemicelulases pelo fungo L. ramosa nédo ser
muito expressiva, quando comparado a linhagens hiper-produtoras, a auséncia de
trabalhos descrevendo as caracteristicas destas enzimas estimulam a continuidade deste
estudo. Da-Silva et al. (2005) relataram a producgédo de 60 U/mL de CMCase e 107U/mL
pelo cultivo do fungo Thermoascus aurantiacus em estado sélido, utilizando sabugo de
milho como substrato. Delabona et al. (2012) relatam a producdo de 160,1 U/g de
CMCase e 1055,62 U/g de xilanase pelo fungo Aspergillus fumigatus cultivado em
residuos agroindustriais.

Outra informacéo interessante demonstrada na tabela 3 é o expressivo
potencial da enzima de hidrolisar celobiose, alcancando valores similares aos obtidos
com substrato sintético (pNPG). As B-glicosidases microbianas podem ser classificadas
em trés grandes grupos: (1) Aril B-glicosidases sdo enzimas que apresentam elevada
especificidade para hidrolisar substratos aril-glicosideos; (2) celobiases verdadeiras séo

enzimas com elevada especificidade para hidrolisar celobiose e (3) enzimas com baixa
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especificidade, que atuam em diferentes tipos de substratos (BHATIA et al., 2002;
VILLENA et al., 2006). Aparentemente, a B-glicosidase do fungo L. ramosa possui
baixa especificidade, isto é, apresenta potencial para hidrolisar diferentes substratos
glicosideos. No entanto, para confirmagdo desta hipdtese novos estudos deverdo ser
realizados com a enzima purificada. Segundo Bhatia et al. (2002) a maioria das B-

glicosidases microbianas sdo classificadas no terceiro grupo.

3.4 CONSIDERAQOES FINAIS

Os resultados descritos permitem inferir que o fungo L. ramosa apresenta
expressiva produgdo de B-glicosidase, quando cultivado em estado sélido utilizando
farelo de trigo como substrato. A otimizacao das condic¢Ges de cultivo microbiano para
producao de B-glicosidase, resultou no aumento de 68% na quantidade desta enzima no
extrato enzimatico, obtido com os parametros fermentativos definidos como 6timos, o
que reforca a importancia deste tipo de trabalho. O microrganismo L. ramosa também
apresentou potencial para produgdo de CMCase e B-Xilosidase, nas condi¢fes de cultivo
anteriormente descritas.

A p-gicosidase demonstrou elevada estabilidade ao pH e a temperatura,
manteve sua atividade original em concentracdes proximas a 10% de etanol e a inibicdo
exercida pela glicose foi totalmente revertida, em concentracdes elevadas de substrato.
Aparentemente, a enzima apresenta potencial para hidrolisar diferentes substratos
glicosideos. Os resultados obtidos nos permitem inferir que a B-glicosidase produzida
pelo fungo L. ramosa apresentam ampla aplicabilidade industrial, justificada pelas suas
caracteristicas e pela elevada producdo em meios de cultivo de baixo valor agregado
(residuos), podendo ser utilizada em processos para obtencdo de etanol de segunda

geracdo, assim como, na industria de sucos e bebidas.
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