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RESUMO 

No Brasil, avanços em tecnologias sustentáveis e em bioeconomia para a obtenção de 

produtos com maior valor agregado, como enzimas, são favorecidos pela 

disponibilidade e variedade de matéria-prima renovável (subprodutos agroindustriais), 

tais como o farelo de trigo. No presente estudo, propomos investigar a produção de 

hidrolases, como endoglucanase, xilanase, β- glicosidase, β-xilosidase e protease, 

secretadas pela levedura Aureobasidium leucospermi LB86 em cultivo sólido (CES), 

utilizando o farelo de trigo como substrato. Em seguida, conduzir estudos de 

caracterização bioquímica funcional, para determinar a influência de variados agentes 

fisico-químicos. Com relação à influência do pH na atividade enzimática, foi observado 

perfis similares para xilanase, β-glicosidase e β-xilosidase, com maior atividade 

estimada na faixa de pH 6,0. Para endoglucase e protease, detectamos maior atividade 

em pH 5,0 e 9,0, respectivamente. Quanto à influência de temperatura na atividade das 

enzimas, notamos maior atividade, para endoglucanase e xilanase, a 50°C; para β-

glicosidase e β-xilosidase, a 40°C; e para protease, a 45°C. Quanto à estabilidade 

térmica, notamos atividades remanescentes para endoglucanase e xilanase acima de 

60% até 50 e 55°C, respectivamente. Para β-glicosidase e β-xilosidase, ambas as 

enzimas não exibiram redução da atividade até 40°C, com uma queda acentuada a partir 

de 45°C. Em relação à protease, a atividade se manteve acima de 80% até 50°C. Em 

incubação com inibidores, a atividade proteolítica foi reduzida cerca de 83% na 

presença de PMSF, indicando assim a presença de serino protease no extrato 

fermentativo. Na presença de diferentes íons metálicos, houve maior aumento nas 

atividades de endoglucanase e xilanase quando adicionado MnCl2. Para β-glicosidase e 

β-xilosidase, CdCl2 aumentou significativamente as atividades das enzimas. Para a 

peptidase, os sais CoCl2 e o CdCl2, foram os que mais aumentaram a atividade 

enzimática. No estudo sobre o efeito dos compostos derivados do pré-tratamento da 

biomassa vegetal, de todas as enzimas avaliadas, apenas as atividade de endoglucanase 

e xilanase foram detectadas em incubação com todos os compostos separadamente. Na 

presença do etanol 10%, a atividade de β-glicosidase foi a única que se manteve estável, 

mas foi reduzida na presença de D-Glicose com atividade remanescente de 60% a 0,5 M 

deste açúcar.  

 

Palavras-chave: Bioprocesso. Fermentação. Fungos. Hidrolases. Subprodutos 

agroindustrial. 
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ABSTRACT 

In Brazil, advances in sustainable technologies and bioeconomy to obtain products with 

greater added value, such as enzymes, are favored by the availability and variety of 

renewable raw materials (agro-industrial by-products), such as wheat bran. In the 

present study, we propose to investigate the production of hydrolases, such as 

endoglucanase, xylanase, β-glucosidase, β-xylosidase and protease secreted by the yeast 

Aureobasidium leucospermi LB86 in solid cultivation (SSC), using wheat bran as 

substrate. Then, conduct functional biochemical characterization studies to determine 

the influence of various physicochemical agents. Regarding the influence of pH on 

enzyme activity, similar profiles were observed for xylanase, β-glucosidase and β-

xylosidase, where the highest activity was estimated in the pH range 6.0. For 

endoglucase and protease, we detected greater activity at pH 5.0 and 9.0, respectively. 

As for the influence of temperature on enzyme activity, we noted for endoglucanase and 

xylanase, at 50°C; for β-glucosidase and β-xylosidase, at 40°C; and for protease, at 

45°C. Regarding thermal stability, we noticed remaining activities for endoglucanase 

and xylanase above 60% up to 50 and 55°C, respectively. For β-glucosidase and β-

xylosidase, both enzymes did not show a reduction in activity up to 40°C, showing a 

sharp drop from 45°C onwards. Regarding protease, the activity remained above 80% 

up to 50°C. In incubation with inhibitors, proteolytic activity was reduced by 

approximately 83% in the presence of PMSF, thus indicating the presence of serine 

protease in the fermentative extract. In the presence of different metal ions, there was a 

greater increase in endoglucanase and xylanase activities when MnCl2 was added. For 

β-glucosidase and β-xylosidase, CdCl2 salt significantly increased the enzyme activities. 

In proteolytic activity, the salts CoCl2 and CdCl2 were those that most increased 

activity. In the study on the effect of compounds derived from the pretreatment of plant 

biomass, of all the enzymes evaluated, only endoglucanase and xylanase activities were 

detected in the presence of all compounds. In the presence of 10% ethanol, β-

glucosidase activity is the only one that remains stable in the presence of ethanol. In the 

presence of 10% ethanol, β-glucosidase activity was the only one that remained stable, 

but was reduced in the presence of D-Glucose with a remaining activity of 60% at 0.5 

M of this sugar. 

 

Keywords: Bioprocess. Fermentation. Fungi. Hydrolases. Agro-industrial by-products. 
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1. INTRODUÇÃO 

Na biotecnologia, opções sustentáveis a fim de melhorar ou inovar processos 

biológicos convencionais são muito requeridas. Juntamente a esse propósito, o 

esgotamento dos combustíveis fósseis vem contribuindo para o aumento da procura de 

fontes de energias renováveis e sustentáveis que possam substitui-los (Srivastava et al., 

2018; Silva et al., 2019).  

A hidrólise enzimática de polissacarídeos da biomassa vegetal com propósito a 

liberação de açúcares como glicose e xilose, e suas conversões a biocombustíveis, é 

uma alternativa para atender a demanda bioenergética. Para tanto, enzimas celulolíticas 

e xilanotílicas capazes de hidrolisar celulose e hemicelulose do material vegetal são 

essenciais e podem ser prospectadas via cultivo microbiano em meio contento 

subprodutos agroindustriais (Alcides et al., 2020). 

Pelo fato de enzimas apresentarem uma alta especificidade ao substrato, 

atividade em condições brandas de temperatura e pH e irem de encontro aos padrões 

definidos pela química verde, a sua utilização em processos industriais são preferíveis a 

catalisadores químicos (Souza et al., 2017; Morshed et al., 2021).  

Algumas características fazem com que as enzimas de origem microbiana 

tenham maior procura para aplicação industrial, como a diversidade de espécies, 

versatilidade para crescer em diferentes condições de temperatura e pH, facilidade no 

isolamento e manipulação genética, período curto para cultivo e baixo-custo de 

produção quando comparado a enzimas de origem animal e vegetal (Gopinath et al., 

2017). Neste cenário, os fungos se destacam como excelentes produtores de enzimas, 

capazes de crescer em diferentes substratos agrícolas e secretarem uma variedade de 

enzimas lignocelulolíticas. Entretanto, a maioria das investigações com estes 

microrganismos tem priorizado os fungos filamentosos, com escassos trabalhos 

envolvendo enzimas de leveduras (Orlandelli et al., 2012). 

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a produção de 

enzimas despolimerizantes da biomassa vegetal, como endoglucanase, xilanase, β-

glicosidase, β-xilosidase e protease, pela levedura Aureobasidium leucospermi LB86, 

cultivada em meio sólido contendo farelo de trigo como substrato. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Biomassa lignocelulósica  

O crescimento populacional juntamente com o desenvolvimento da sociedade 

são fatores que impactam diretamente em um maior consumo de alimentos, produtos 

industrializados e energia, sobrecarregando assim as reservas naturais existentes no 

planeta. Os esforços para que haja a diminuição na utilização de combustíveis fósseis, 

que são fontes não renováveis e que vem aumentando a emissão de gases de efeito 

estufa (GEE), estão cada vez maiores por esse motivo. Como uma alternativa aos 

combustíveis fósseis, a busca por opções que colaborem para um menor impacto 

ambiental e melhora na qualidade de vida, como matérias primas renováveis, são 

investigadas para atender a demanda da população mundial (Choudhary et al., 2017; 

Aguiar et al., 2021). 

Considerando a necessidade de abordagens mais sustentáveis, uma opção 

bastante atrativa para a obtenção de uma variedade de produtos é a biomassa 

lignocelulósica (Okolie et al., 2021). Os biopolímeros lignocelulósicos estão presentes 

em mais de 90% do peso seco de uma célula vegetal e são uma fonte rica em carbono 

orgânico renovável. A parede celular desse material é composta por três principais 

frações poliméricas (Figura 1), sendo elas a celulose, a hemicelulose e a lignina, onde a 

quantidade de cada polímero pode variar de acordo com a família, espécie e localização 

nas plantas (Rytioja et al., 2014).  

Essa biomassa lignocelulósica pode ser obtida principalmente através de 

atividades agrícolas e agroindustriais, o que torna a utilização desse material ainda mais 

viável, uma vez que o Brasil se destaca como um dos países com maior atividade 

agrícola no mundo, o que, consequentemente, torna o país também um dos maiores 

produtores de subprodutos agroindustriais, sendo a maioria de natureza vegetal 

(Ricardino et al., 2020). Com isso, o aproveitamento desses subprodutos faz com seja 

minimizado os impactos ambientais que seriam causados pelo descarte incorreto no 

ambiente e, além disso, tornam esses subprodutos matérias-primas para a produção dos 

mais variados produtos com valor agregado (Prakash et al., 2019). 

Através do aproveitamento do bagaço de cana de açúcar, colmos de milho, 

farelos de trigo, de soja e algodão, que são exemplos dos principais subprodutos 

lignocelulósicos gerados no país, é possível a produção de biocombustíveis, ácidos 

orgânicos, triacilgliceróis, enzimas e outras biomoléculas (Marzo et al., 2019). Todos 

esses subprodutos, devido ao seu alto valor nutritivo, facilitam o crescimento 
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microbiano e podem ser utilizados como substratos para diferentes estratégias de 

fermentação para a obtenção desses produtos, onde a fermentação em estado sólido 

(FES) fica em evidência (Sadh; Duhan; Duhan, 2018; Nnolim; Okoh; Nwodo, 2020). 

Fonte: Adaptado de Rubin, 2008 

 

2.1.1 Celulose 

Se destacando como o polímero mais abundante encontrado na natureza e 

também como principal constituinte presente na parede celular dos materiais 

lignocelulósicos, a celulose é um homopolissacarídeo linear e não ramificado 

constituído de milhares de subunidades de D-glicose unidas por ligações do tipo β-1,4 

glicosídicas (Figura 2). As milhares de subunidades de D-glicose formam longas 

cadeias celulósicas que são unidas por ligações de hidrogênio intra e intermoleculares, e 

forças de van der Waals, onde toda essa associação formam as fibrilas, que por sua vez, 

se organizam e formam as fibras de celulose (Prasad et al., 2019). 

A estrutura da fibra vegetal da celulose se alterna em regiões conhecidas como 

cristalinas e amorfas (Figura 3). A parte cristalina, correspondente entre 40 a 70% da 

celulose encontrada na parede celular vegetal, é uma região altamente compacta com 

suas cadeias de celulose orientadas de forma paralela e fortemente ligadas por ligações 

de hidrogênio e interações de van der Waals. Essas características fazem com que essa 

Figura 1. Estrutura da biomassa lignocelulósica 
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região seja mais resistente a produtos químicos, solventes e hidrólise enzimática (Zhang 

et al., 2006; Wada et al., 2010). Em contrapartida a esse alto grau de cristalinidade, a 

região amorfa se caracteriza por ter um menor grau de ordenação e compactação, o que 

faz com que essa região possua um maior distanciamento entre as cadeias e, 

consequentemente, seja mais flexível e suscetível a ação de hidrolisantes químicos e 

degradação enzimática (Guimarães et al., 2013). 

 

Figura 2. Estrutura repetitiva da molécula de celulose 

 

Fonte: Adaptado de Cordeiro, 2016 
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Fonte: Adaptado de Andersen, 2007 

 

2.1.2 Hemicelulose 

A hemicelulose, ao contrário da celulose, que é constituída apenas por moléculas 

de glicose, é um heteropolissacarídeo de cadeia ramificada composto por várias 

unidades de açúcares diferentes, na qual sua natureza química varia de acordo com o 

tecido, estágio de desenvolvimento, bem como as espécies de plantas. Representa de 15 

a 35% da biomassa vegetal e apresenta como principal função fornecer a ligação entre a 

celulose e a lignina (Gírio et al., 2010; Jiang et al., 2019). Na sua maioria, este polímero 

heterogêneo é constituído por açúcares simples, como pentoses (D-xilose e L-arabinose) 

e hexoses (D-manose, D-glicose e D-galactose), e também por açúcares complexos 

(Figura 4), como os ácidos urônicos (D-ácido glucurônico, ácido D-galacturônico e o 4-

O-metil-glucurônico) (Saha, 2003; Adsul et al., 2011).  

Devido a sua complexidade, os polímeros de hemicelulose são classificados de 

acordo com o açúcar encontrado em maior quantidade na sua cadeia principal e na 

ramificação lateral, sendo a xilana o tipo de hemicelulose mais frequente em plantas 

(Soccol et al., 2019). A xilana é um polímero de unidades de D- xilose unidas por 

ligações β (1,4). Esse polímero possui capacidade de manter ligações com outros 

polissacarídeos por meio de ligações laterais, podendo assim ser agrupada nas seguintes 

classes: homoxilanas, glucuronoxilanas, arabinoglucuronoxilanas, arabinoxilanas e 

glucuronoarabinoxilanas (Scheller; Ulvskov, 2010). 

Figura 3. As diferentes formas de distribuição da celulose. A: celulose cristalina está no 

centro da microfibrila sendo envolta pela região amorfa. B: as regiões cristalinas e amorfas 

são repetidas ao longo da dimensão horizontal 
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Como possui uma variedade de açúcares e ligações químicas em uma mesma 

cadeia, para que ocorra a hidrólise enzimática completa da hemicelulose, é necessário a 

ação de diferentes tipos de enzimas, entretanto, quando comparado com à celulose, sua 

degradação é mais fácil (Agger et al., 2010; Alvarez et al., 2016). Essa facilidade se 

deve a estrutura amorfa e o menor grau de polimerização da hemicelulose em relação a 

celulose, o que acaba fazendo com que esse heteropolissacarídeo apresente uma baixa 

estabilidade química e térmica (Saha; Cotta, 2007). 

 

 

Fonte: Adaptado de Cordeiro, 2016 

 

2.1.3 Lignina 

A lignina, o principal componente não-carboidrato da biomassa vegetal, é um 

polímero aromático amorfo heterogêneo, que apresenta uma estrutura complexa 

formada pela polimerização de três diferentes monômeros: álcool coniferílico (guaiacil 

propanol), álcool cumarílico (p-hidroxifenil propanol) e álcool sinapilico (siringil 

propanol) (Figura 5). Esse polímero polifenólico é covalentemente ligado aos grupos 

laterais em variadas hemiceluloses, formando uma matriz complexa envolvendo as 

microfibrilas de celulose (Agrawal et al., 2021).  

Figura 4. Estrutura de monossacarídeos que formam as hemiceluloses 
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Correspondendo entre 18 a 34% do peso seco da biomassa lignocelulósica, a 

lignina tem como principal função biológica fornecer rigidez e proteção ao tecido 

vegetal, podendo agir como antioxidante e impedindo a degradação enzimática, assim, 

sendo um importante componente no que diz respeito a resistência a ataques biológicos. 

Essa proteção a ataques biológicos, principalmente contra microrganismos celulolíticos, 

é devido às fortes ligações carbono-carbono (C-C) e éter (C-O-C) encontrados na 

lignina (Filho et al., 2008). 

Devido a sua estrutura complexa, que dificulta o acesso de muitas enzimas aos 

outros constituintes da biomassa de origem vegetal, quando há intuito de hidrolisar 

materiais lignocelulósicos, a lignina é um composto indesejável, que normalmente é 

eliminado usando pré-tratamentos químicos. Além disso, enzimas pertencentes ao grupo 

das celulases, podem ser ligadas de forma irreversível à lignina, fazendo com que seja 

necessária uma maior quantidade de enzima para hidrólise, podendo dificultar também a 

recuperação dessas enzimas após sua ação (Filho et al., 2008). 

 

Figura 5. Precursores primários na formação da lignina 

 

Fonte: Adaptado de Barbosa et al., 2008 

 

2.2 Farelo de trigo  

Sendo uma das gramíneas mais cultivadas no mundo, o trigo (Triticum 

aestevum) é um alimento básico que se destaca na indústria alimentícia, onde é utilizado 

principalmente na produção de farinha, que por sua vez, é empregada no preparo de 

pães, biscoitos, macarrões, entre outros alimentos. A composição do trigo pode variar 

conforme as condições do solo e do clima de onde é plantado (Certrem, 2004). 
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Normalmente, o grão é composto por cerca de 70% de carboidratos e também por 

proteínas, ácidos graxos essenciais, vitaminas e fibras alimentares (Wynn et al., 1979). 

Mundialmente, cerca de 150 milhões de toneladas de trigo são produzidas todo 

ano (Alonso, 2018). No Brasil, o grão bate recorde de produção conforme o passar dos 

anos, onde possui área de mais de dois milhões de hectares destinada ao plantio. Ainda 

no país, o grão apresentou uma crescente produção nos últimos anos, de 6,3 em 2020, 

7,7 em 2021 e 9,7 milhões de toneladas em 2022, com uma previsão de 9,8 milhões de 

toneladas do grão em 2023 (Conab, 2023). 

As principais divisões morfológicas do grão de trigo são o pericarpo, 

endosperma e o gérmen, conforme representado na Figura 6. O pericarpo, também 

conhecido como casca, é a camada que dá origem ao farelo de trigo, que é uma grande 

fonte de fibras e minerais. O endosperma é a estrutura que armazena nutrientes 

utilizados na germinação. E por fim, o gérmen, que é encontrado mais internamente, é a 

estrutura mais nobre do trigo, sendo constituído de gorduras e lipídios (Bacha, 2006). 

 

Figura 6. Esquema da estrutura do grão de trigo com suas principais divisões 

morfológicas 

 

Fonte: Adaptado de Pinto (2010) 

 

O farelo de trigo é um subproduto gerado em grande quantidade (cerca de 73-

77%) após o processo de moagem do grão de trigo para a produção de farinha branca 

(Pruckler et al., 2014; Mao et al., 2020). Representa de 13 a 25% do peso seco do grão 
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processado (Germec; Turhan, 2019), onde essa taxa pode variar de acordo com o tipo de 

processo que for utilizado, o úmido ou seco (Onipe et al., 2015). Sendo assim, grandes 

quantidades desse material é gerado.  

Comumente, a destinação do farelo de trigo é para ração animal, com cuidados 

em relação ao seu valor nutricional, que por muitas vezes limita o uso na dieta de aves e 

ruminantes. Em sua maior parte, o subproduto é descartado ou queimado por conta do 

alto custo com transporte. Entretanto, a valorização desse material é favorável, seja para 

geração de energia ou na produção de biocombustíveis, principalmente das frações não 

comestíveis, como lignina, celulose e hemicelulose (Alonso, 2018). Além disso, devido 

a sua composição, o farelo pode ser utilizado como fonte para a produção de enzimas, 

como as pertencentes aos grupos de celulases, hemicelulases, ligninases e peptidases, 

através de processes fermentativos utilizando microrganismos (Castro, 2010; Scheuer et 

al., 2011).  

 

2.3 Enzimas  

As enzimas são as moléculas capazes de aumentar a velocidade de reações 

químicas e biológicas reduzindo a energia necessária para a ativação. Esses 

biocatalisadores são extraídos a partir de células, onde sua grande maioria apresenta 

natureza proteica, com exceção das ribozimas, um pequeno grupo de moléculas de RNA 

que também apresentam atividade catalítica (Ashkan et al., 2021). De forma geral, as 

enzimas possuem uma alta especificidade e eficiência catalítica sobre seu substrato, 

além de atuarem em condições brandas de pH e temperatura (Xie et al., 2022). 

Além de serem elementos centrais em vias biossintéticas, síntese de diversos 

produtos e intermediários celulares e desempenharem papel relevante nos mais variados 

processos fisiológicos nos seres vivos, fora do in vivo, a utilização das enzimas na área 

industrial desperta bastante interesse (Katsimpouras; Stephanopoulos, 2021). No ano de 

2019, o mercado global de enzimas industriais foi estimado em US$2,4 bilhões e, 

segundo pesquisas, estima-se que possa chegar a 3,2 bilhões em 2025 (Zhang et al., 

2020). Dentre as classes de enzimas, na indústria, as hidrolases ocupam lugar de 

destaque, representando cerca de 75% do mercado total de enzimas (Kocaba et al., 

2022). São muito aplicadas na fabricação e processamento de alimentos e bebidas, 

biocombustíveis, detergentes, ração animal, produtos de consumo e farmacêuticos 

(Prasad; Roy, 2018).  
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A ampla utilização de enzimas na indústria se deve a suas características, já 

citadas, como alta especificidade e apresentação de atividade em condições brandas de 

temperatura e pH, além de serem naturais e seguras, sendo assim então, preferíveis a 

catálise química em processos industriais (Bilal; Iqbal, 2020; Fasim; More; More, 

2021).  

A grande maioria das enzimas industriais são obtidas a partir de 

microrganismos, onde aproximadamente 60% são produzidas a partir de fungos 

filamentosos, 24% de bactérias e 4% de leveduras, sendo os 10% restantes de fontes 

animais e vegetais. O destaque dos microrganismos em contraste com as plantas e os 

animais na produção de enzimas se deve aos altos rendimentos, reprodutibilidade, fácil 

otimização, crescimento exponencial e viabilidade econômica que os microrganismos 

apresentam (Fasim; More; More, 2021). 

 

2.4 Hidrólise enzimática da biomassa vegetal e fungos lignocelulolíticos 

Enzimas lignocelulolíticas têm muito destaque em relação a outros grupos 

devido à complexidade de sua composição e a abrangência de diversas enzimas e 

mecanismos (Liu et al., 2013). As celulases, hemicelulases e ligninases são as principais 

enzimas responsáveis pela desconstrução dos polímeros de celulose, hemicelulose e 

lignina, respectivamente (Chandra et al., 2019). Tais enzimas podem ser agrupadas em 

diferentes famílias: polissacarídeo liases (PL), que são enzimas responsáveis pela 

clivagem das ligações glicosídicas por meio de reações de β-eliminação; glicosil 

hidrolases (GH), hidrolases que clivam as ligações glicosídicas; carboidrato esterases 

(CE), enzimas que degradam ligações do tipo éster que envolvem carboidratos; oxidases 

da lignina, e muitas outras, com base no banco de dados Carbohydrate Active Enzymes 

(CAZy), como observado na Tabela 1 (Cantarel et al., 2009; Lombard et al., 2014).  
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Tabela 1. Exemplo de enzimas envolvidas na degradação da lignocelulose 

Enzimas Código da 

enzima 

Família CAZy  Substrato  Produto  

Celobiohidrolase EC 3.2.1.91 GH6,7 Celulose Celobiose 

Endo-1,4-β-

glucanase 

EC 3.2.1.4 GH5,7,12,45 Celulose Celodextrina, 

glicose 

β-glicosidase EC 3.2.1.21 GH1,3 Celodextrinas Glicose 

Celulose 

monooxigenase 

- - Celulose Celodextrina 

oxidada 

Celobiose 

desidrogenase 

EC 1.1.99.18 - Celobiose Celobiono-1,5-

lactona 

Expansiva - - Celulose Celulose 

rompida 

Endo-β-1,4-

xilanase 

EC 3.2.1.8 GH10,11,30 Xilana Xilo- 

oligossacarídeos, 

xilose 

β-xilosidase EC 3.2.1.37 GH3,30,43 Xilo-

oligossacarídeos  

Xilose 

Endo-1,5-α-

arabinase 

EC 3.2.1.99 GH43,93 Arabinana Arabino- 

oligossacarídeos, 

arabinose 

α -L-

arabinofuranosidase 

EC 3.2.1.55 GH43 Arabinana, 

arabino-

oligossacarídeos  

Arabinose 

Endo-1,4-manase EC 3.2.1.78 GH5,26 Manana Mano- 

oligossacarídeos 

β-manosidase EC 3.2.1.25 GH2 Mano-

oligossacarídeos  

Manose 

Endo-β-1,4-

galactanase 

EC 3.2.1.89 GH53 Galactana Galacto- 

oligossacarídeos 

β-galactosidase EC 3.2.1.23 GH2,35 Galactana, 

xiloglicana 

Galactose 

Α-galactosidase EC 3.2.1.22 GH27,36 Galactomanana Galactose 

Xiloglicanase EC 3.2.1.151 GH12,74 Xiloglicana Xiloglicana- 

oligossacarídeos  

Acetilxilana EC 3.1.1.72 CE1,2,3,5,12 Xilana Ácido acético 
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esterase 

Feruloil esterase EC 3.1.1.73 CE1 Xilana, 

arabinana, 

xiloglicana 

Ácidos 

hidroxicinâmicos 

(ex: ácidos 

cafeucim 

ferúlico e p-

cumárico) 

Glicuronoil esterase EC 3.1.1.- CE15 Xilana Ácido-4-O-

metilglicurônico 

Lacase EC 1.10.3.2 - Lignina Radicais 

aromáticos 

Lignina peroxidase  

EC 1.11.1.14 

 

- Lignina Radicais 

aromáticos 

Manganês 

peroxidase 

EC 1.11.1.13 - Lignina Radicais 

aromáticos 

Versátil peroxidase EC 1.11.1.16 - Lignina Radicais 

aromáticos 

Fonte: Adaptado de Liu et al., 2013 

 

Na natureza, os fungos se destacam como organismos capazes de crescer em 

diferentes ambientes e degradar polímeros complexos, como os presentes na biomassa 

vegetal. A versatilidade em decompor o material lignocelulósico implica na secreção de 

um arsenal de enzimas, incluindo as hidrolases celulases, hemicelulases e proteases, que 

permitem a degradação da fibra vegetal, fazendo destes substratos fonte de carbono e 

energia para o fungo (Aguiar, 2011; Chandra et al., 2019).  

 Embora os fungos filamentosos sejam mais estudados e conhecidos como 

grandes produtores de enzimas que degradam a biomassa vegetal, as leveduras, apesar 

de poucos exploradas, também têm sido prospectadas para a produção de enzimas 

celulolíticas e xilanolíticas (Lachance et al., 2011). Como exemplo, temos espécies 

pertencentes aos gêneros Cryptococcus, Pichia, Candida, Trichosporon e 

Aureobasidium (Biely, 1980; Leathers, 1986; Bhadra et al., 2008; Yegin et al., 2018). 
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2.4.1 Celulases  

As enzimas pertencentes ao complexo celulolítico possuem papel fundamental 

na degradação da biomassa lignocelulósica, uma vez que atuam na hidrólise da celulose, 

seu principal constituinte, agindo sinergisticamente para a conversão desse 

polissacarídeo em monômeros e dímeros de glicose (Falkoski et al., 2013; Srivastava et 

al., 2018). Conforme o local de atuação no substrato, são classificadas três principais 

celulases pertencentes ao grupo de glicosil-hidrolases (GH): endoglucanases (endo-β-

1,4-glucanases), exoglucanases (exo-1,4-β-D-glicosidase) e β-glicosidases (1,4-β-D-

glicosidases) (Horn et al., 2012; Champreda et al., 2019). 

As endoglucanases (EC 3.2.1.4) são as enzimas que iniciam o processo de 

hidrólise da molécula de celulose. Essas enzimas atuam clivando as ligações β-1,4-

glicosídicas internas da cadeia e regiões amorfas da celulose, reduzindo assim o grau de 

polimerização, liberando oligossacarídeos de tamanhos variados com extremidades 

redutoras e não redutoras (Castro, 2010; Saini et al., 2015).  

As exoglucanases (EC 3.2.1.91), também conhecidas como celobiohidrolases, 

participam principalmente na hidrólise das ligações β-1,4-glicosídicas das partes mais 

externas e regiões cristalinas da celulose, tanto nas regiões redutoras e não redutoras. 

Como resultado, há a liberação de unidades de celo-oligossacarídeos e celobiose 

(dissacarídeos) (Castro, 2010). 

As β-glicosidases (EC 3.2.1.21), também chamadas de celobiases, são 

importante na etapa final de despolimerização da celulose, sendo responsáveis pela 

conversão da celobiose e de outros oligossacarídeos de tamanhos pequenos em 

monômeros de glicose, assim, finalizando todo o processo celulolítico (Champreda et 

al., 2019).  
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Fonte: Adaptado de Saini et al., 2015 

 

Correspondente à terceira classe de enzimas industriais mais vendidas no 

mundo, as enzimas celulolíticas apresentam grande importância biotecnológica, onde 

contribuem em torno de 20% com o mercado global de enzimas. Apresentam vastas 

aplicações, principalmente nas indústrias têxtil, de produção de ração animal, de 

biocombustíveis e de bebidas (Srivastava, 2018; Verma; Kumar; Bansal; 2018). 

Segundo Zanchetta (2013), na indústria de bebidas, por exemplo, as β-glicosidases no 

processo de vinificação são muito importantes, pois facilitam a extração de pigmentos e 

substâncias aromatizantes presentes na uva e melhoram o aroma e sabor do vinho 

através da degradação de compostos de sabores desagradáveis, liberando substâncias 

flavorizantes. Ainda segundo o mesmo autor, na produção de ração animal, as celulases 

quando adicionadas à ração, juntamente com as celulases produzidas pelos 

Figura 7. Sinergismo entre endoglucanases, exoglucanases e β-glicosidases na 

despolimerização da celulose 
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microrganismos presentes no rúmen do animal em questão, aumentam a digestibilidade 

das fibras da parede celular vegetal, assim melhorando a conversão da pastagem em 

carne e leite. 

 

2.4.2 Hemicelulases 

As enzimas responsáveis pela degradação da hemicelulose são denominadas 

hemicelulases, enzimas que pertencem ao grupo glicosil hidrolases (GH). Devido a 

diversidade de açúcares em sua composição, para que seja degradada todas as frações da 

hemicelulose, é necessário a ação coordenada de diversas enzimas, que são classificadas 

de acordo com sua especificidade e local de ação. As principais enzimas do complexo 

hemicelulolítico que despolimerizam a cadeia principal da hemicelulose são as endo-

1,4-xilanases e as β-D-xilosidases. Já as principais hemicelulases que agem nas cadeias 

laterais são as α-arabinofuranosidases, α- glucoronidases, acetil-xilanaesterase e 

feruloil-esterases (Subramaniyan; Prema, 2002; Chadha; Rai; Mahajan, 2019). 

As endoxilanases (E.C. 3.2.1.8) atuam sobre as ligações glicosídicas internas da 

cadeia de xilana, o tipo de hemicelulose mais frequente. Essas enzimas clivam as 

ligações β-1,4-xilosídicas entre dois resíduos D-xilopiranosídeo onde os principais 

produtos gerados são a xilobiose, xilotriose e oligômeros contendo de 2 a 4 resíduos de 

β-D-xilopiranosil (Carvalho et al., 2013). 

As β-xilosidases (E.C.3.2.1.37) são xilanases responsáveis por converter a 

xilobiose e xilo oligômeros, liberados pela ação das endoxilanases, em monossacarídeos 

de xilose, a partir dos terminais não redutores. As atividades desempenhadas por essas 

enzimas são importantes no que diz respeito a degradação geral da biomassa 

lignocelulósica pois há trabalhos que indicam que os xilo oligômeros agem como 

inibidores competitivos de algumas celulases e xilanases, sendo então a participação das 

β-xilosidases crucial para a evitar a inibição por xilo-oligossacarídeos (Carvalho et al., 

2013). 
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Figura 8. Enzimas xilanolíticas envolvidas na degradação da xilana: acetilxilana 

esterase, α-glucuronidase, endoxilanase, α-L-arabionofuranosidase e β-xilosidase 

 

Fonte: Adaptado de Polizeli et al., 2005 

 

São diversas as aplicações das xilanases, podendo essas enzimas serem 

empregadas na indústria de papel e celulose para o branqueamento do papel kraft, na 

indústria alimentícia no refinamento das propriedades de cozimento da massa de pão e 

melhoramento das características organolépticas do produto final e também na produção 

de biocombustíveis, participando do processo de clivagem de biomassa lignocelulósica 

em monossacarídeos. Além disso, os oligossacarídeos que são produzidos pela ação das 

xilanases, podem ser aplicados como aditivos alimentares ou adoçantes alternativos, 

possuindo efeitos prebióticos, já que não são hidrolisados e nem absorvido no trato 

gastrointestinal superior, o que acaba estimulando seletivamente o crescimento ou 
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atividade de microrganismos benéficos no cólon (Swennen et al., 2006; Falck et al., 

2013). 

 

2.4.3 Proteases  

As proteases, também chamadas de proteinases ou peptidases, são as enzimas 

capazes de catalisar a hidrólise de ligações peptídicas encontradas em proteínas e 

peptídeos. Como realizam a sua clivagem através da hidrólise, as enzimas proteolíticas 

são pertencentes ao grupo 3 das hidrolases e ao subgrupo 4, já que hidrolisam ligações 

peptídicas. Essas enzimas podem ser classificadas de diversas maneiras, como a partir 

de sua fonte de isolamento, podendo ser de origem animal, vegetal ou microbiana, a 

partir de sua ação catalítica e especificidade pelo substrato (Parkin, 2010; Aguilar; Sato, 

2018). 

De acordo com sua região de clivagem, as proteases podem ser classificadas em 

exopeptidases e em endopeptidases. As exopeptidases são responsáveis por clivar as 

ligações das regiões mais extremas da cadeia polipeptídica, podendo ser 

subclassificadas em aminopeptidases, tipos de exopeptidases que hidrolisam as ligações 

peptídicas adjacentes ao terminal amino, liberando aminoácidos livres, dipeptídeos e 

tripeptídeos, e as carboxipeptidases, tipos de exopeptidases que clivam a região 

carboxiterminal liberando aminoácidos livres ou dipeptídeos (Gurumallesh et al., 2019; 

Naveed et al., 2021). 

As endopeptidases são as proteases que realizam clivagens no interior da cadeia 

polipeptídica, onde de acordo com o grupo funcional ativo e seu mecanismo de ação, 

podem ser categorizadas como serino, cisteíno, aspártico e metaloprotease. As serino 

proteases possuem o resíduo de serina no sitio ativo, o qual age como agente 

nucleofilico para clivagem da ligação peptidica no substrato. As endopeptidases 

cisteínicas são aquelas que possuem o aminoácido cisteína conjugado com histidina em 

seu sítio ativo. Já as proteases aspárticas, são aquelas que possuem um sítio catalítico 

central composto por um par de aspartatos. E por fim, as metaloproteases são enzimas 

que possuem necessidade de ions metálicos, como o zinco, para atividade enzimática 

(Souza et al., 2017; Brandão et al., 2018; Thakur et al., 2018; Naveed et al., 2021; 

Purushothaman et al., 2021).   
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Figura 9. Modo geral de ação das exopeptidases e endopeptidases 

 

Fonte: Adaptado de Sutay Kocabaş; Lyne; Ustunol, 2022 

 

As proteases se destacam no mercado mundial de enzimas industriais, ficando 

apenas atrás das glicosidases (Sutay Kocabaş; Lyne; Ustunol, 2022). São bastante 

utilizadas na indústria alimentícia, de higiene e sanitização e também de bebidas. Como 

exemplo de aplicação de proteases na indústria alimentícia, podemos citar a hidrólise 

da proteína insolúvel glúten no processo de panificação, o que facilita o manuseio da 

massa, permitindo a produção de uma variedade de produtos. Na parte de higienização, 

proteases alcalinas são bastante empregadas na formulação de detergentes, auxiliando 

no processo de remoção de manchas e resíduos proteicos. Na produção de cerveja, 

enzimas proteolíticas são utilizadas nas etapas de malteação, fermentação e maturação, 

auxiliando no controle da turbidez (Rao et al., 1998; Kumar; Takagi, 1999). 

 

2.5 Cultivo de microrganismos em substrato sólido 

Na indústria, para a obtenção em larga escala de enzimas de origem microbiana, 

é necessário o controle de vários parâmetros, como o crescimento e capacidade 

produtiva do microrganismo, seleção do substrato, temperatura, pH, umidade e tempo 

de cultivo. Para isso, são utilizadas duas principais técnicas de fermentação em 

biorreatores, a fermentação submersa (FSm) e a fermentação em estado sólido (FES). A 

principal diferença entre esses processos está na quantidade de água presente, onde na 

fermentação submersa o microrganismo é submetido a substratos líquidos, com alta 

disponibilidade de água, enquanto que na fermentação em estado sólido, o 
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microrganismo se desenvolve em substratos sólidos com baixa disponibilidade de água 

(Santos, 2014; Fasim; More; More, 2021). 

Entre os dois tipos de processos fermentativos, em escalas industriais, a 

fermentação submersa é o mais utilizado. Entretanto, a fermentação em estado sólido, 

também chamada de cultivo em estado sólido (CES), vem ganhando cada vez mais 

destaque para a produção enzimática, principalmente na produção de enzimas de origem 

fúngica (Soccol et al., 2017). Como já citado, a principal característica do CES é a 

utilização de substratos com baixa atividade de água, fazendo com que as condições de 

crescimento se assemelhem ao habitat natural dos fungos, o que possibilita o 

desenvolvimento destes com mais facilidade no substrato sólido e, também, a produção 

de grandes quantidades de enzimas (Rodríguez-León et al., 2018). 

Ademais, assim que os parâmetros definidos para o CES estão adequados à 

linhagem, muitas vantagens do ponto de vista econômico e ambiental são 

contabilizados, como maior rendimento do produto, menor necessidade de espaço e 

energia, baixa produção de águas residuais ligadas a redução dos riscos de 

contaminação bacteriana e, principalmente, agregação de valor a produtos oriundos da 

fermentação de resíduos agroindustriais (Aljammas; Alkhalaf, 2018). Em virtude a esse 

destaque na utilização de subprodutos agroindustriais como substrato, o CES tem sido 

utilizado para a obtenção de celulases (Kang, 2004; Gao et al., 2008), xilanases, 

pectinases e ligninases (Papinutti; Forchiassin, 2007) a partir de fungos. 

 

2.6 Aureobasidium spp.  

Aureobasidium é um gênero de fungos dimórficos que, de forma geral, 

apresentam células de levedura maiores e células filamentosas menores. É um gênero 

ubíquo e amplamente distribuído, podendo ser encontrado em água doce e hipersalina, 

gelo, solo de florestas, folhas de plantas e superfícies de frutos (Zalar et al., 2008; Wang 

et al., 2019). A capacidade de produzir uma grande quantidade de propágulos e a grande 

diversidade intraespecífica permitiu que muitas espécies pertencentes a esse gênero 

habitassem essa variedade de ambientes, inclusive locais que são classificados como 

inóspitos ou extremos (Jiang et al., 2019). Além disso, apresentam uma ampla gama de 

estilos de vida, podendo ser saprófitos, endofitícos e patógenos de vegetais e humanos 

(Lee et al., 2021).  

O genoma de mais de 50 cepas de diferentes Aureobasidium spp. foram 

sequenciados de acordo com o banco de dados Index Fungorum, para mais, novas 
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espécies são regularmente descritas (Fungorum, 2022). Entre as espécies, 

Aureobasidium pullulans é a mais estudada, entretanto, atualmente o interesse por 

outras espécies cresce cada vez mais devido às propriedades versáteis e aplicáveis que 

os microrganismos pertencentes a esse grupo possuem (Francesco et al., 2023). 

Dentre as propriedades versáteis e aplicáveis, já é de conhecimento a produção 

de inúmeras enzimas importantes por Aureobasidium spp., como amilases, proteases, 

lipases, xilanases e celulases, sendo essas enzimas produzidas por esses fungos muito 

utilizadas, por exemplo, na indústria alimentícia. Exemplos de aplicações são de endo-

1,4-β-xilanase, β-xilosidase, poligalacturonase e pectina liase na clarificação de polpa 

de frutas e sucos, enquanto que glucoamilase e α-amilase têm sido usados para 

sacarificação de amido e na panificação (Van Nieuwenhuijzen, 2014; Jiang et al., 2021). 

Fonte: Autoria própria, 2024 

 

 

 

 

Figura 10. Células da levedura Aureobasidium leucospermi, exemplo de espécie 

pertencente ao gênero Aureobasidium. Visualização em microscópio óptico com 

aumento de 1000 vezes 



35 

 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivos gerais  

Investigar a produção de enzimas celulolíticas, hemicelulolíticas e proteases pela 

levedura Aureobasidium leucospermi LB86 por cultivo sólido contendo o subproduto 

agroindustrial farelo de trigo. 

 

3.2 Objetivos específicos 

Avaliar o farelo de trigo no suporte nutricional para o crescimento da levedura 

A. leucospermi LB86;  

Verificar em que medida o farelo de trigo é indutor na produção de hidrolases; 

Realizar a caracterização bioquímica funcional das enzimas presentes do extrato 

fermentativo (efeito de pH e temperatura na atividade e estabilidade, efeito de íons, 

inibidores, etanol, açúcares etc); 

Quantificar a produção de etanol pela levedura A. leucospermi LB86 utilizando 

hidrolisado de farelo de trigo como meio fermentativo.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Pré-inóculo para o CES 

A levedura A.leucospermi LB86, anteriormente armazenada na coleção de 

fungos do Laboratório de Bioquímica e Microbiologia Aplicada – Ibilce – Unesp, em 

criotubos sob solução de glicerol a 15%, em freezer a -80°C, foi cultivada a 30ºC por 48 

horas em meio nutriente sólido de YEPD (2% extrato de levedura, 1% peptona e 2% 

glicose) acrescido de ágar. Após esse período, uma colônia isolada foi utilizada para 

obter biomassa da levedura para inocular o meio fermentativo. Para isso, o pré-inoculo 

foi realizado em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de meio YEPD sem 

ágar, durante 24 horas, a 30°C e sob agitação de 150 rpm. Em seguida as células foram 

ressuspendidas em solução salina (descrita abaixo) e 1 mL foi aplicado no meio de 

fermentativo. 

 

4.2 Produção das enzimas por cultivo em estado sólido (CES) 

O CES foi realizada em embalagens de polipropileno (12 x 22 cm) vedadas com 

tampões de algodão contendo 4 g de farelo de trigo. Para umedecer o substrato, foi 

adicionado 7 mL de solução salina, composta por (g L-1) (KH2PO4) (0,1%); (K2HPO4) 

(0,1%); (NH4)2SO4 (0,1%) e MgSO4 7H2O) (0,02%) (Silva et al., 2019; Vaz et al., 

2021). Todo o material foi autoclavado a 120ºC, 1 atm, durante 30 minutos. 

Posteriormente, foi inoculado em cada embalagem 1 mL de suspensão celular 

provenientes do pré-inóculo anteriormente realizado, onde continha ~ 8,5 mg de massa 

celular (biomassa úmida). O cultivo foi mantido a 30ºC por um período de 168 horas. 

Para acompanhar a produção de enzimas ao longo do tempo de cultivo da 

levedura, foram retirados a cada 24 horas uma embalagem de fermentação. A cada 

amostra retirada foram adicionados 50 mL de água destilada, sendo a mistura 

homogeneizada manualmente e mantida sob agitação em shaker (100 rpm), por 10 

minutos. Após esse período, o material foi filtrado em tecido nylon e centrifugado a 

4000 rpm por 15 min, a 4ºC, e o sobrenadante foi utilizado para a determinação das 

atividades enzimáticas.  

 

4.3 Determinação das atividades enzimáticas 

4.3.1 Endoglucanase 

Para determinar a atividade de endoglucanase foi utilizado 50 µl de solução 

enzimática e 450 µl de carboximetilcelulose 1% (CMC-Sigma Aldrich) diluído em 
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tampão acetato a 150 mM em pH 5,0. A solução foi incubada durante 100 minutos em 

banho a 40ºC. O açúcar redutor liberado foi quantificado pelo método DNS (Miller, 

1959), adicionando 500 µl da solução de ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) à mistura da 

reação. A mistura foi incubada a 96ºC durante 10 minutos, em seguida foi resfriada em 

banho de gelo e adicionado 5 mL de água destilada. Após a homogeneização, foi 

realizada a leitura em espectrofotômetro a 540 nm. A atividade de endoglucanase foi 

definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 µmol de glicose por minuto, 

nas condições de reação, comparado a curva padrão de glicose, previamente preparada. 

 

4.3.2 Xilanase 

A atividade de xilanase foi determinada em mistura de reação contendo 50 µl de 

solução enzimática e 450 µl de xilana birchwood 1% (Sigma Aldrich) a 150 mM em 

tampão acetato pH 5,0. A solução foi incubada durante 100 minutos em banho a 40ºC. 

O açúcar redutor liberado foi quantificado pelo método DNS (Miller, 1959), 

adicionando 500 µl da solução de ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) à mistura da reação. 

A mistura foi incubada a 96ºC durante 10 minutos, em seguida foi resfriada em banho 

de gelo e adicionado 5 mL de água destilada. Após a homogeneização, foi realizada a 

leitura em espectrofotômetro a 540 nm. A atividade de xilanase foi definida como a 

quantidade de enzima capaz de liberar 1 µmol de xilose por minuto, nas condições de 

reação, comparado a curva padrão de xilose, previamente preparada. 

 

4.3.3 β-glicosidase 

Para determinação da atividade de β-glicosidase utilizou-se 50 µL do solução 

enzimática e 450 µl de p-nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo (2mM) (pNPG-Sigma 

Aldrich) dissolvido em solução tampão acetato (150 mM, pH 5,0). A reação foi mantida 

a 40°C, por 60 minutos, e interrompida com a adição de 500 µL de solução de Na2CO3 

(2 M). O p-nitrofenol liberado foi quantificado por espectrofotometria a 410 nm. Uma 

unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de enzima 

necessária para liberar 1,0 μmol de nitrofenol por minuto de reação utilizando curva 

padrão obtido com solução de p-nitrofenol em variadas concentrações (Kumar; Ramón, 

1996). 
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4.3.4 β-xilosidase 

A atividade de β-xilosidase foi avaliada utilizando 50 µL da solução enzimática 

e 450 µL de p-nitrofenil-β-D-xilopiranosídeo (2mM) (pNPX-Sigma Aldrich) dissolvido 

em solução tampão acetato (150 mM, pH 5,0). A reação foi mantida a 40ºC, durante 60 

minutos, sendo interrompida com a adição de 500 µL de Na2CO3 (2M). O nitrofenol 

liberado foi quantificado por espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade de atividade 

enzimática foi definida como a quantidade de enzima necessária para liberar 1,0 µmol 

de p-nitrofenol por minuto de reação, seguindo as condições citadas (Kumar; Ramón, 

1996). 

  

4.3.5 Protease 

Para avaliar a atividade proteolítica, foi utilizado 50 µL de solução enzimática e 

450 µL de 1% de caseína (Casein sodium salt from bovine milk-Sigma Aldrich) 

dissolvida em solução de tampão fosfato monobásico (150 mM, pH 6,5). A reação foi 

mantida a 40ºC, durante 90 minutos, sendo interrompida com a adição de 600 µL de 

ácido tricloroacético 10%. A quantificação da atividade caseinolítica foi realizada em 

espectrofotômetro a um comprimento de onda de 280 nm. A unidade de atividade foi 

definida como a quantidade de enzima requerida para promover o aumento de 0.01, por 

minuto, da absorbância a 280 nm (Meyers; Ahearn, 1977). 

 

4.4 Determinação das propriedades bioquímicas das enzimas 

4.4.1 Concentração do extrato fermentativo 

Antes de realizar a caracterização físico-química das enzimas, com base no 

primeiro bioprocesso em estado sólido, foi escolhido o menor tempo de cultivo em que 

observamos alta atividade pro conjunto de enzimas de interesse. Dessa maneira, o 

terceiro dia de cultivo da levedura (72 horas) foi escolhido para a retirada do 

experimento.  

A partir disso, o extrato fermentativo foi concentrado usando o sistema 

QuixStand ® (QSM-03SP, GE), equipado com um cartucho de membrana de corte 10 

kDa. O volume inicial de 910 mL foi concentrado para um volume final de 170 mL. 

 

4.4.2 Efeito do pH sobre a atividade das enzimas 

Para determinação da faixa de pH ótimo das enzimas presentes no extrato 

fermentativo concentrado, foram utilizados os substratos mencionados anteriormente 
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para cada atividade enzimática. A abrangência de pH foi de 4,0 até 10,5 com variações 

de 0,5 unidades. As reações foram conduzidas a 40°C utilizando os seguintes tampões: 

acetato (pH 4,0, 4,5 e 5,0), MES (pH 5,5, 6,0 e 6,5), HEPES (pH 7,0 7,5 e 8,0), BICINE 

(pH 8,5 e 9,0) e CAPS (pH 9,5, 10,0 e 10,5), todos a 0,2 M. Os ensaios de atividade 

enzimática foram realizados em triplicata. 

 

4.4.3 Efeito da temperatura sobre a atividade das enzimas 

Para avaliar o efeito da temperatura sobre as atividades enzimáticas, foram 

utilizados tampões com pH ótimos pré-determinados para cada enzima, variando-se a 

temperatura de 30 a 65ºC, alternando 5ºC. Todos os ensaios de atividade enzimática 

foram realizados em triplicata. 

 

4.4.5 Efeito da temperatura na estabilidade das enzimas 

Para determinação do efeito da temperatura na estabilidade das enzimas, a 

solução enzimática foi pré-incubada, sem a presença do substrato, nas temperaturas de 

30 a 65ºC, com variação de 5ºC, durante 60 minutos. Posteriormente, as reações foram 

realizadas normalmente, utilizando os pH e temperaturas ótimos pré-determinados. 

Todos os ensaios de atividade enzimática foram realizados em triplicata. 

 

4.4.6 Efeito de inibidores sobre a atividade proteolítica  

Para testar o efeito de diferentes inibidores na atividade proteolítica, foram 

utilizados o ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), ácido iodoacético (AIA), fluoreto 

de fenil metil sulfonila (PMSF) e N-etilmaleimida (NEM) na concentração final de 5 

mM. 

As reações foram realizadas nas condições ótimas de pH e temperatura para a 

atividade de protease. Todos os ensaios de atividade enzimática foram realizados em 

triplicata. 

 

4.4.7 Efeito de íons sobre as atividades enzimáticas 

Para avaliar as atividades enzimáticas na presença de diferentes íons, foram 

utilizados os íons metálicos: cloreto de manganês (MnCl2), cloreto de potássio (KCl), 

cloreto de cobre (CuCl2), cloreto de sódio (NaCl), cloreto de lítio (LiCl), cloreto de 

bário (BaCl2), cloreto de cobalto (CoCl2), cloreto de magnésio (MgCl2), cloreto de ferro 
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(FeCl3), cloreto de cádmio (CdCl2) e cloreto de mércurio (HgCl2) na concentração final 

de 5 mM.  

As reações foram realizadas nas condições ótimas de pH e temperatura de cada 

atividade testada. Todos os ensaios de atividade enzimática foram realizados em 

triplicata. 

 

4.4.8 Efeito de compostos derivados do pré-tratamento da biomassa vegetal sobre 

as atividades enzimáticas 

Para o estudo das atividades enzimáticas na presença de compostos derivados do 

pré-tratamento da biomassa vegetal, foram utilizados os compostos vanilina, furfural, 5-

hidroximetilfurfural, ácido gálico e ácido tânico na concentração final de 5 mM. 

As reações foram realizadas nas condições ótimas de pH e temperatura de cada 

atividade testada. Todos os ensaios de atividade enzimática foram realizados em 

triplicata. 

 

4.4.9 Efeito de etanol sobre as atividades enzimáticas 

Para determinar o efeito do etanol sobre as atividades enzimáticas, foi 

adicionado etanol na concentração de 10% na mistura reacional de cada atividade 

enzimática avaliada em sua condições ótimas de pH e temperatura. Além disso, a 

presença no etanol na concentração de 10% também foi avaliada em pH 5,0 em cada 

atividade enzimática. Todos os ensaios de atividade enzimática foram realizados em 

triplicata. 

 

4.5 Efeito de açúcares sobre as atividade enzimáticas  

Para avaliar o efeito de açúcares nas atividades enzimáticas, foram utilizados os 

açúcares glicose, arabinose e xilose nas concentrações de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 e 0,5 M.  

As reações foram realizadas nas condições ótimas de pH e temperatura de cada 

atividade testada. Todos os ensaios de atividade enzimática foram realizados em 

triplicata. 

 

4.5.1 Hidrólise de diferentes substratos  

A atividade enzimática do extrato fermentativo foi medida em diferentes 

substratos. Os substratos utilizados foram carboximetilcelulose, avicel, xilana, p-
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nitrofenil-β-D-glucopiranosídeo, p-nitrofenol-β-D-xilopiranosídeo, p-nitrofenil-α-L-

arabinofuranoside, p-nitrofenil-β-D-glucosaminide e caseína, todos a 0,2 M.  

Para os substratos p-nitrofenil-β-D-glucopiranosídeo, p-nitrofenol-β-D-

xilopiranosídeo, p-nitrofenil-α-L-arabinofuranoside e p-nitrofenil-β-D-glucosaminide, 

as reações aconteceram a 40°C em pH 6,0. Para carboximetilcelulose e avicel, as 

reações aconteceram a 50°C em pH 5,0. Para xilana, a reação aconteceu a 50°C em pH 

6,0. Para caseína, a reação aconteceu a 45°C em pH 9,0. Todos os ensaios de atividade 

enzimática foram realizados em triplicata. 

 

4.5.2 Produção e quantificação de etanol 

A produção e quantificação de etanol pela levedura A.leucospermi LB86 foi 

realizada utilizando erlenmeyers de 125 mL contendo 15 mL de hidrolisado de farelo de 

trigo e 5 mL de solução salina composta por fosfato de potássio monobásico (KH2PO4) 

(2,0 g/L), sulfato de amônio (NH4)2SO4 (2,0 g/L), sulfato de magnésio (MgSO4 7H2O) 

(1,0 g/L), cloreto de cálcio (CaCl2) (0,3 g/L), ureia (0,3 g/L) e extrato de levedura (10,0 

g/L).  

O hidrolisado de farelo de trigo foi obtido com a aplicação do extrato enzimático 

do presente estudo. Foi adicionado em erlenmeyers de 50 mL: 2 g de substrato, 

previamente lavado; 8 mL de tampão MES em pH 6,0 (pH ótimo para o maior conjunto 

de atividades testadas); e 2 mL do extrato enzimático. Os erlenmeyers foram incubados 

a 40°C (temperatura ótimo para o maior conjunto de atividades testadas) e sob agitação 

de 150 rpm durante 120 minutos. Após esse período, o material foi filtrado e 

centrifugado a 4000 rpm por 15 min, a 4ºC. O sobrenadante teve seu pH ajustado para 

4,5 e foi utilizado como meio fermentativo.  

A fermentação foi iniciada com inóculo a 0,7 DO600. Os erlenmeyers foram 

vedados com uma válvula, que foi preenchida com 3,5 mL de 1 g L−1 de solução de 

metabissulfito de sódio. O experimento foi realizada a 30°C sob agitação de 150 rpm, e 

amostras foram coletadas nos tempos de 24 e 48 horas de fermentação. O meio foi 

centrifugado a 4000 rpm por 15 min a 4°C, e o sobrenadante foi utilizado para 

quantificação de etanol por cromatografia gasosa headspace (HSGC). Inicialmente, 5 

mL de cada amostra foram colocados em frascos de vidro de 10 mL, selados com septo 

de borracha e mantidos a 40°C por 10 min. Em seguida, 100 μL do headspace foram 

coletados usando uma seringa gas tight (500 μL) e injetados em um cromatógrafo 

gasoso (PerkinElmer-Clarus 480) equipado com uma coluna EN14103 (30 m, 0,32 mm, 
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0,25 μm: Agilent Technologies). Foi utilizado nitrogênio como gás de arraste, com 

fluxo de 1,7 mL min-1. O detector de ionização de chama (FID) foi operado com H2 (45 

mL min–1) e ar sintético (450 mL min–1). As temperaturas dos blocos de injeção e 

detecção foram 200 e 250 °C, respectivamente. A temperatura inicial do forno começou 

em 40°C subindo para 150°C (15°C min-1) com um tempo total de execução de 7,3 min. 

Uma curva analítica foi construída com soluções etanol:água (m/v) em diferentes 

concentrações (0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 5,0 g L-1 de etanol) (Martins et al., 2018). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Avaliação do crescimento e presença de hidrolases no extrato do CES da 

levedura Aureobasidium leucospermi LB86 em farelo de trigo 

A levedura A. leucospermi LB86 foi cultivada, em CES, utilizando o farelo de 

trigo como substrato, durante o período de 168 horas, com a finalidade de analisar seu 

crescimento sobre o substrato e a capacidade de produzir as enzimas de interesse.  

A levedura foi capaz de crescer em meio sólido com o farelo de trigo usado 

como fonte de carbono. Verificou-se o crescimento da biomassa visualmente, onde a 

cada 24 horas, foi observado um crescente espalhamento da colônia sobre o farelo de 

trigo. Dessa forma, foi possível concluir que, nas condições realizadas no trabalho, o 

farelo de trigo favoreceu o crescimento da levedura em questão.  

Com os extratos fermentativos que foram retirados a cada 24 horas, foram feitos 

os ensaios enzimáticos para avaliar as atividades enzimáticas e a influência do tempo na 

produção das enzimas. Foram avaliadas as atividades de endoglucanase, β-glicosidase, 

xilanase, β-xilosidase e protease. Foi observado atividade para todas as enzimas 

avaliadas, como demonstrado nas Figuras 11, 12 e 13.  

 

Fonte: Autoria própria, 2024 

 

Figura 11. Produção de xilanase e endoglucanase pela levedura A. leucospermi LB86 

ao longo do CES com farelo de trigo como substrato. As linhas em preto e vermelho 

referem-se a atividade enzimática de xilanase e endoglucanase, respectivamente 
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Fonte: Autoria própria, 2024 

 

Fonte: Autoria própria, 2024 

 

A maior atividade para endoglucanase foi no tempo de 120 horas (Figura 11) 

com aproximadamente 0,20 U mL-1. Para xilanase, a maior atividade ocorreu no tempo 

de 24 horas (Figura 11), com cerca de 0,23 U mL-1. No caso das enzimas β-glicosidase e 

Figura 12. Produção de β-xilosidase e β-glicosidase pela levedura A. leucospermi LB86 

ao longo do CES com farelo de trigo como substrato. As linhas em preto e vermelho 

referem-se a atividade enzimática de β-xilosidase e β-glicosidase, respectivamente 

 

Figura 13. Produção de protease pela levedura A. leucospermi LB86 ao longo do CES 

com farelo de trigo como substrato 
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β-xilosidase, podemos dizer que ambas tiveram sua maior atividade no tempo de 72 

horas (Figura 12), onde a β-glicosidase apresentou um pouco mais de 0,03 U mL-1, 

enquanto que a e β-xilosidase teve um pouco menos de 0,01 U mL-1. No caso da 

protease, o tempo de maior atividade foi de 144 horas (Figura 13), com 

aproximadamente 10 U mL-1. A partir disso, foi possível ver que o farelo de trigo é uma 

alternativa para a produção de hidrolases. Isso porque o farelo de trigo, assim como 

outras fontes de carbono complexas, é à base de celulose, hemicelulose e, também, uma 

substância rica em proteínas, apresentando assim elevado potencial para produção de 

enzimas hidrolíticas (Tuysuz et al., 2020; Arya et al., 2022). 

Observando a influência do tempo nas atividades avaliadas, conseguimos inferir 

que no substrato utilizado para o crescimento de A. leucospermi LB86, farelo de trigo, 

os carboidratos foram consumidos preferencialmente pela levedura nos primeiros dias e, 

posteriormente, as proteínas. Uma possível justificativa para isso é que açúcares 

liberados pela atividade de xilanase nas primeiras horas e de endoglucanase ao longo 

dos dias, como oligossarídeos de tamanhos variados, podem ter sido utilizados como 

substratos para as enzimas com atividade de β-glicosidase e β-xilosidase. No caso da 

protease, observamos que a produção vai aumentando ao longo dos dias, sendo o tempo 

de 144, penúltimo dia de fermentação, o de maior produção. O penúltimo dia ter sido o 

dia de maior produção pode ser justificado pela possível diminuição na quantidade de 

carboidratos ao longo das 168 horas, já que desde o primeiro dia, já estavam sendo 

consumidos. Sendo assim então, as proteínas começaram a ser utilizadas em maior 

quantidade como fonte de carbono pela levedura. 

Com intuito de incrementar os níveis de produção de enzimas, diferentes 

técnicas de modificação genética podem ser utilizadas. No que tange à expressão 

gênica, temos a expressão heteróloga, onde as leveduras hospedeiras mais comumente 

utilizados na expressão heteróloga de proteínas são a Saccharomyces cerevisiae e a 

Pichia pastoris (Castro; Pereira, 2010). Dessa forma, trabalhos futuros a fim de otimizar 

a produção das enzimas encontradas no presente estudo podem ser realizados.  

 

5.2 Efeito de pH na atividade das enzimas secretadas por Aureobasidium 

leucospermi LB86 

O efeito do pH na atividade das enzimas foi analisado incubando-as em 

diferentes tampões na faixa de pH 4,0 a 9,5 para as atividades de endoglucanase, 
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xilanase, β-glicosidase e β-xilosidase e na faixa de pH 5,5 a 10,5 para a atividade de 

protease (ensaio caseinolitico).  

O estudo da influência do pH na atividade de endoglucanase indicou maior 

atividade em pH 5,0 (Figuras 14). 

Fonte: Autoria própria, 2024 

 

Observando a Figura 14, vemos que a faixa de pH em que há atividade máxima 

de endoglucanase é 4,0-5,5, onde no pH 5,0 se observa a maior atividade, sendo ele o 

utilizado para prosseguir com os experimentos. Assim como no presente estudo, a 

maioria das endoglucanases de origem fúngica apresentam sua maior atividade em pH 

entre 4,0 e 5,0 (Valásková; Baldrian, 2006).  

Enzimas com atividade em pH ácidos possuem potencial aplicação nos mais 

variados processos industriais, principalmente na indústria alimentícia, mais 

especificamente na panificação (Trabelsi et al., 2019). 

Para xilanase, a maior atividade enzimática foi notada na faixa de pH 5,5-6,5 

(Figura 15), onde o pH 6,0 foi utilizado para prosseguir os experimentos. 

 

 

Figura 14. Efeito do pH na atividade de endoglucanase secretada por A. leucospermi 

LB86. Os valores correspondem à média de triplicatas de experimentos independentes 
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Fonte: Autoria própria, 2024 

 

Essa característica de atividade em pH ácido já foi relatada para enzimas 

produzidas por leveduras do mesmo gênero. Nos trabalhos de Li et al. (1993) e Silva 

(2020), as xilanases produzidas por Aureobasidium pullulans e Aureobasidium 

pullulans LB 3.1 exibiram pH ótimo a 4,4 e na faixa de 2,5-4,0, respectivamente.  

Estudos já mostraram que xilanases com suas atividades máximas em pHs 

ácidos possuem potencial para diversas aplicações. No trabalho de Zhao et al. (2013), a 

adição de xilanase ácida na fermentação da cerveja promoveu o aumento na taxa de 

filtração e redução da viscosidade da mistura. Já em estudos visando melhorias na 

qualidade de pães, a xilanase bruta de caráter ácido produzida pela levedura 

Aureobasidium pullulans NRRL Y-2311-1 diminuiu a firmeza e tamanho do miolo do 

pão, aumentou seu volume e melhorou sua maleabilidade (Yegin et al., 2018). 

O estudo sobre a influência do pH na atividade de β-glicosidase indicou maior 

atividade na faixa de pH 6,0-6,5, como podemos observar na Figura 16. O pH 6,0 foi o 

utilizado para prosseguir com os experimentos. 

Figura 15. Efeito do pH na atividade de xilanase secretada por A. leucospermi LB86. 

Os valores correspondem à média de triplicatas de experimentos independentes 
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Fonte: Autoria própria, 2024 

 

A enzima exibiu progressiva queda a partir do pH 7,5 e nenhuma atividade em 

pH 9,0. A maioria das β-glicosidase fúngicas exibem pH ótimo entre 4,0 e 6,0 (Bhatia et 

al., 2002; Sarry; Gunata, 2004), o que se assemelha ao encontrado neste estudo. Um 

exemplo é a β-glicosidase intracelular produzida pela levedura Debaryomyces hansenii 

UFV-1 (Maitan, 2011), cuja atividade máxima foi notada a pH 6,0. Outro exemplo é β-

glicosidase produzida pela levedura Aureobasidium pullulans (Leite et al., 2008), com 

máxima atividade a pH 4,0. 

A atividade máxia em pH ácido da enzima pode implicar em diversas aplicações, 

principalmente em processos de vinificação, uma vez que em condições típicas, a 

atividade de β-glicosidases em pH alcalino pode ser reduzida pelo baixo pH em que 

ocorre o processo, bem como pelas altas concentrações de álcool, falta de oxigênio e 

presença de glicose (Gunata, 1894; Delcroix et al., 1994).  

Ao avaliar o efeito do pH na atividade de β-xilosidase, observamos atividade 

máxima na faixa de pH 6,0-6,5, como podemos observar na Figura 17. O pH 6,0 foi 

determinado para seguir com os experimentos.  

Figura 16. Efeito do pH na atividade de β-glicosidase secretada por A. leucospermi 

LB86. Os valores correspondem à média de triplicatas de experimentos independentes 
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Fonte: Autoria própria, 2024 

 

Atividade ótima em pH ácido é comumente relatada para β-xilosidases (Ohta et 

al., 2010). No trabalho de Romero et al. (2012), a β-xilosidase produzida pela levedura 

Pichia membranifaciens teve um comportamento semelhante a β-xilosidase secretada 

por A. leucospermi LB86, tendo como pH ótimo 6,0.  

Conforme observamos na Figura 18, a protease exibiu maior atividade a pH 7,5 

e na faixa de pH 8,5-9,5, com baixa performance em pH ácidos. O pH 9,0 foi escolhido 

para prosseguir com os experimentos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17.  Efeito do pH na tividade de β-xilosidase secretada por A. leucospermi 

LB86. Os valores correspondem à média de triplicatas de experimentos independentes 
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Fonte: Autoria própria, 2024 

 

Semelhante ao que encontramos no presente estudo, alguns trabalhos já 

demostraram a produção de proteases alcalinas em leveduras, como em Candida olea e 

Aureobasidium pullulans 10, cujas atividades ótimas das proteases foram descritas 

sendo pH 8,0-9,0 e 9,0, respectivamente (Nelson; Young, 1987; Ma et al., 2007). No 

trabalho de Silva et al. 2019, onde foi utilizado a mesma levedura do presente estudo, A. 

leucospermi LB86, a maior atividade da protease purificada foi em pH 7,0 e, indo de 

constraste com o que é encontrato neste trabalho, a partir do pH 8,5 teve um brusca 

queda em sua atividade, onde na faixa de pH 9,0-10,0, a atividade foi totalmente 

reduzida. 

Dentre os tipos de proteases, as alcalinas são as mais aplicadas na indústria 

(Anwar; Saleemuddin, 1998). São utilizadas na indústria de alimentos, farmacêutica, 

coureira e, principalmente, na produção de sabão em pó, uma vez que é necessário 

tolerar e ser ativo no pH normalmente elevado das formulações de sabão em pó, que são 

entre 9,0-12,0 (Takami et al.,1989).  

 

 

 

 

Figura 18. Efeito do pH na atividade de protease secretada por A. leucospermi LB86. 

Os valores correspondem à média de triplicatas de experimentos independentes 
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5.3 Efeito da temperatura na atividade e estabilidade das enzimas secretadas por 

Aureobasidium leucospermi LB86 

A compreensão sobre a temperatura ótima e termoestabilidade enzimática é uma 

propriedade muito importante, tanto para entender as funções da proteína, quanto para 

sua utilização nos setores industriais (Ruller et al., 2008; Coura, 2012).  

Para endoglucanase, observamos na Figura 19 que a maior atividade aconteceu 

na faixa de 35-55°C, onde a temperatura de 50°C foi escolhida para prosseguir com os 

experimentos. Em relação a estabilidade, a enzima manteve sua atividade acima de 60% 

entre as temperaturas de 30 a 50°C. Maior queda na performance da endoglucanase foi 

notada a partir de 55°C, com atividades inferiores a 30%.  

 

Figura 19. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da endoglucanase secretada 

por A. leucospermi LB86. As linhas preta e vermelha no gráfico são referentes ao efeito 

da temperatura na atividade enzimática e ao efeito da temperatura na estabilidade da 

atividade enzimática, respectivamente. Os valores correspondem à média de triplicatas 

de experimentos independentes 

 

Fonte: Autoria própria, 2024 

 

Para xilanaseconforme mostrado na Figura 20, a atividade máxima foi detectada 

na faixa de 50-55°C, onde a temperatura de 50° foi determinada para prosseguir com os 

experimentos. Sobre a estabilidade, a enzima manteve mais de 70% de atividade quando 

exposta as temperaturas entre 30-55°C. A partir de 60°C, uma maior queda na atividade 



52 

 

xilanolitica foi observada, com aproximadamente 20% de atividade remanescente a 

65°C.  

 

Figura 20. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da xilanase secretada por 

A. leucospermi LB86. As linhas preta e vermelha no gráfico são referentes ao efeito da 

temperatura na atividade enzimática e ao efeito da temperatura na estabilidade da 

atividade enzimática, respectivamente. Os valores correspondem à média de triplicatas 

de experimentos independentes 

 

Fonte: Autoria própria, 2024 

 

Para β-glicosidase (Figura 21), a maior atividade foi identificada a 40°C, 

temperatura determinada para realizar os experimentos posteriores. Em relação a 

termoestablidade, atividade enzimática teve um aumento (em torno de 20%) quando 

submetida as temperaturas de 30, 35 e 40°C. A partir dos 45°C ocorreu uma queda 

brusca na performance da enzima, exibindo atividade inferior a 20% de sua atividade 

inicial. 
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Figura 21. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da β-glicosidase secretada 

por A. leucospermi LB86. As linhas preta e vermelha no gráfico são referentes ao efeito 

da temperatura na atividade enzimática e ao efeito da temperatura na estabilidade da 

atividade enzimática, respectivamente. Os valores correspondem à média de triplicatas 

de experimentos independentes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria, 2024 

 

Para β-xilosidase, a atividade ótima foi observada a 40°C (Figura 22), 

temperatura escolhida para prosseguir com os experimentos. Quando submetida ao teste 

de estabilidade, a atividade de β-xilosidase apresentou um leve aumento nas 

temperaturas de 30, 35 e 40°C e, assim como na atividade de β-glicosidase, a atividade 

sofreu uma considerável queda a partir de 45°C, com menos de 10% de atividade entre 

50-65°C. 
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Fonte: Autoria própria, 2024 

 

Para protease, a temperatura ótima de atividade caseinolitica foi descrita a 45°C, 

apresentando uma progressiva queda a partir dos 50°C e perdendo toda atividade 

enzimática a 65°C (Figura 23). A temperatura definida para prosseguir os experimentos 

foi a de 45°C. Em relação a sua estabilidade, entre as temperaturas de 30 a 45°C, a 

atividade se manteve acima de 80%. Na temperatura de 50°C a atividade ficou próxima 

a 80% e a partir de 55°C cai bruscamente, se mantendo abaixo dos 10%. 

No trabalho de Silva et al. (2019), onde foi utilizado a mesma levedura desse 

estudo, a protease purificada também apresentou temperatura ótima a 45°C. Além disso, 

a protease purificada, também quando pré-incubada durante 60 minutos, manteve sua 

atividade acima de 80% nas temperaturas entre 30-45 °C, e 80% a 50°C. 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade de β-xilosidase secretada 

por A. leucospermi LB86. As linhas preta e vermelha no gráfico são referentes ao efeito 

da temperatura na atividade enzimática e ao efeito da temperatura na estabilidade da 

atividade enzimática, respectivamente. Os valores correspondem à média de triplicatas 

de experimentos independentes 
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Figura 23. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da protease secretada por 

A. leucospermi LB86. As linhas preta e vermelha no gráfico são referentes ao efeito da 

temperatura na atividade enzimática e ao efeito da temperatura na estabilidade da 

atividade enzimática, respectivamente. Os valores correspondem à média de triplicatas 

de experimentos independentes 

 

Fonte: Autoria própria, 2024 

 

5.4 Efeito dos inibidores na atividade da proteolítica  

Para obter maior conhecimento sobre o mecanismo de ação da protease presente 

no extrato, a atividade enzimática foi avaliada na presença de diferentes inibidores de 

protease. Na Tabela 2 é demonstrado a susceptibilidade do extrato enzimático a 

inibidores de metalo proteases (EDTA), cisteíno proteases (AIA e NEM) e serino 

proteases (PMSF). 
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Tabela 2. Efeito de inibidores na atividade da protease secretada por A. leucospermi 

LB86. Os dados estão expressos em atividade relativa, sendo que o ensaio controle (sem 

adição de inibidores) corresponde a 100% de atividade. Os valores correspondem à 

média de triplicatas de experimentos independentes 

Inibidores (5 mM) Atividade Relativa (%) Classe de enzimas inibidas 

Controle 100,0 ± 8,5 - 

EDTA   95,2 ± 8,1 Metalo 

AIA 

NEM 

113,6 ± 2,5 

  99,8 ± 5,4 

Cisteíno 

Cisteíno 

PMSF   16,3 ± 1,7 Serino 

Fonte: Autoria própria, 2024 

 

Sob efeito de inibidores, houve mais de 80% de inibição da atividade proteolítica 

pelo PMSF, o que sugere a presença de serino proteases no extrato enzimático. A falta 

de alteração significativa da atividade enzimática na presença de EDTA, AIA e NEM, 

quando comparado ao controle (atividade de protease sem a presença de inibidores), 

pode indicar a ausência de metalo e cisteíno proteases no extrato.   

 

5.5 Efeito dos íons nas atividades enzimáticas 

Ao estudar a influência dos íons metálicos nas atividades de endoglucanase, 

xilanase, β-glicosidase, β-xilosidade e protease (Tabela 3), observamos modulação 

positiva e negativa nas atividades avaliadas. 
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Tabela 3. Efeito de íons sobre a atividade das enzimas secretadas por A. leucospermi 

LB86. Os dados estão expressos em atividade relativa, sendo que o ensaio controle (sem 

adição de íons) corresponde a 100% de atividade. Os valores correspondem à média de 

triplicatas de experimentos independentes 

Íons 

 (5 mM) 

Endoglucanase 

(%) 

Xilanase 

(%) 

β-glicosidase 

(%) 

β-xilosidase 

(%) 

Protease 

(%) 

NaCl  90,4 ± 8,4 118,9 ± 7,5 104,7 ± 2,0  97,2 ± 4,5 64,5 ± 1,4 

CoCl2  86,4 ± 3,2 161,2 ± 6,8  82,7 ± 5,7  13,9 ± 3,4 187,7 ± 2,5 

CuCl2  90,2 ± 7,2 142,8 ± 8,5 0,0 0,0 0,0 

LiCl  86,9 ± 5,6 125,3 ± 3,1  73,5 ± 4,7  87,1 ± 7,4  87,4 ± 6,6 

CdCl2  63,5 ± 5,1  81,4 ± 3,9  274,4 ± 17,8 207,9 ± 6,3 169,8 ± 6,7 

MnCl2 125,1 ± 5,4 198,9 ± 6,7 0,0 0,0 101,7 ± 6,4 

MgCl2  71,8 ± 2,5 106,5 ± 6,4  88,8 ± 1,2  61,4 ± 3,9  114,6 ± 10,2 

HgCl2  12,4 ± 2,6 111,8 ± 5,1 0,0 0,0 0,0 

BaCl2  77,6 ± 2,9 106,6 ± 5,4 0,0  31,9 ± 1,2 104,5 ± 4,7 

FeCl3  63,4 ± 7,8   56,0 ± 3,2 0,0 0,0 0,0 

KCl  92,7 ± 1,4 140,8 ± 5,4  92,3 ± 5,4  61,2 ± 4,2 111,1 ± 5,4 

Controle 100,0 ± 7,1 100,0 ± 8,5  100,0 ± 1,6  100,0 ± 8,0 100,0 ± 1,2 

Fonte: Autoria própria, 2024 

 

Para endoglucanase, notamos uma redução significativa da atividade quando 

HgCl2 esteve presente no meio reacional, cuja atividade remanescente foi de 12,4%. Em 

contrapartida, na presença de MnCl2 a atividade aumentou por volta de 25%. Para a 

atividade de xilanase, em incubação com a maioria dos sais de cloreto, houve aumento 

da atividade enzimática, exceto com CdCl2 e FeCl3, que causaram redução da atividade, 

tendo sido notada atividade residual de 81,4 e 56,0%, respectivamente. Em presença de 

CoCl2, CuCl2, MnCl2 e KCl, a atividade xilanolítica aumentou, sendo MnCl2 o que mais 

provocou aumento da atividade enzimática, na faixa de 99% (198,9%). Para β-

glicosidase, CuCl2, MnCl2, HgCl2, BaCl2 e FeCl3 causaram perda total da atividade, 

enquanto que CdCl2 provocou aumento significante na atividade enzimática, em torno 

de 174% (274%). Na atividade de β-xilosidase, detectamos algo semelhante a β-

glicosidase, onde CdCl2 causou o maior aumento da atividade enzimatica, em torno de 

108% (207,9%). Em contrapartida, os demais sais de cloreto reduziram a atividade de β-

xilosidase, especialmente CuCl2, MnCl2, HgCl2 e FeCl3, com os quais a atividade 

enzimática não foi detectada. Para protease, aumento na atividade foi notada em 
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presença de CoCl2 e CdCl2, em torno de 88% (187,7%) e 70% (169,8%), 

respectivamente. Na contramão, CuCl2, HgCl2 e FeCl3 reduziram a zero a atividade 

proteolítica.  

Íons podem afetar a atividade enzimática por interagir com grupos amina e ácido 

carboxílico dos aminoácidos, resíduos catalíticos ou, também, por formarem complexos 

com outras moléculas ligadas as enzimas (Pereira, 2017). Por exemplo, o íon Hg2+ é um 

agente oxidante do grupo sulfidril, carboxil e de resíduos de triptofano, podendo assim 

provocar alterações na estrutura e atividade de enzimas (Painbeni, 1992). Isso pode 

indicar a importância desses grupos para as enzimas protease, β-glicosidase e β-

xilosidase, uma vez que na presença Hg2+ houve perda total das atividades enzimaticas.  

 

5.6 Efeitos dos compostos derivados do pré-tratamento da biomassa vegetal nas 

atividades enzimáticas 

No estudo sobre o efeito da vanilina, ácido tânico, ácido gálico, furfural e 5-

hidroximetilfurfural (HMF) nas atividades de endoglucanase, xilanase, β-glicosidase, β-

xilosidade e protease (Tabela 4), observamos que grande parte dos compostos 

influenciou o desempenho das enzimas. 

 

Tabela 4. Efeito de compostos derivados do pré-tratamento da biomassa vegetal sobre a 

atividade das enzimas secretadas por A. leucospermi LB86. Os dados estão expressos 

em atividade relativa, sendo que o ensaio controle (sem adição de compostos inibidores) 

corresponde a 100% de atividade. Os valores correspondem à média de triplicatas de 

experimentos independentes  

Compostos 

inibidores 

(5 mM) 

Endoglucanase 

(%) 

Xilanase 

(%) 

β-glicosidase 

(%) 

β-xilosidase 

(%) 

Protease 

(%) 

Vanilina 92,8 ± 6,6 74,4 ± 8,5 100,5 ± 6,8 104,1 ± 5,1 8,2 ± 2,1 

Ácido Gálico 89,6 ± 4,4 56,2 ± 4,3 0,0 32,7 ± 6,0 9,5 ± 5,4 

Ácido Tânico 59,0 ± 6,3 66,3 ± 1,6 0,0 0,0 0,0 

Furfural 116,9 ± 6,4 70,0 ± 5,8 76,9 ± 6,3 92,5 ± 2,1 0,0 

HMF 76,5 ± 4,9 82,8 ± 9,7 79,4 ± 5,9 100,7 ± 3,4 0,0 

Controle 100,0 ± 6,5 100,0 ± 8,3 100,0 ± 4,5 100,0 ± 2,3 100,0 ± 6,1 

Fonte: Autoria própria, 2024 
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Para endoglucanase, o composto ácido tânico foi capaz de reduzir a atividade, 

deixando-a em torno de 59%, sendo dentre os compostos adicionados, o que mais 

diminuiu a atividade enzimática. Com os outros compostos, a atividade de 

endoglucanase não diminuiu mais do que de 30%, sendo notada melhora na atividade da 

enzima na presença de furfural.  Na atividade de xilanase, há maior perca de atividade 

na presença do ácido gálico, deixando-a em torno de 56,2%. Em presença na atividade 

de β-glicosidase, os ácidos gálico e tânico reduziram totalmente a atividade da enzima, 

enquanto que na presença de vanilina, furfural e HMF, a atividade não sofreu alterações 

significativas. Para β-xilosidase, encontramos um perfil semelhante a β-glicosidase, 

onde o ácido tânico reduziu totalmente a atividade β-xilosídica, e o ácido gálico, mesmo 

que não totalmente, reduziu expressivamente a atividade da enzima, deixando em torno 

de 32,7%. Já na presença dos outros compostos, vanilina, furfural e HMF, a atividade 

não sofreu reduções acima de 10%. Na atividade proteolítica, todos os compostos 

reduziram a atividade da enzima, não passando de 10% a atividade na presença de 

vanilina e ácido gálico, e tendo sua atividade totalmente reduzida na presença de ácido 

tânico, furfural e HMF.   

Diversos trabalhos relataram o efeito inibitório dos compostos gerados na etapa 

de pré-tratamento da biomassa sobre as enzimas utilizadas na conversão da biomassa 

vegetal. Na Tabela 4, é possível observar que os ácidos tânico e gálico foram os que 

apresentaram capacidade de reduzir um conjunto maior de enzimas. A atividade de 

residual de endoglucanase foi de 89,6% e 59% na presença de ácido gálico e ácido 

tânico, respectivamente. Para xilanase, na presença de ácido gálico, a atividade 

remanescente foi de 56,2%, e 66,3% com ácido tânico. A atividade de β-glicosidase não 

foi detectada na presença dos dois ácidos citados, enquanto as atividades de β-xilosidase 

e protease foram reduzidas à zero com ácido tânico. Nos trabalhos de Ximenes et al. 

(2011) e Mhlongo et al. (2015) o ácido tânico e gálico inibiram todas as atividades 

enzimáticas testadas. Os fénois poliméricos, como é o caso do ácido tânico, por 

exemplo, são bem conhecidos por formarem complexos com enzimas e as precipitarem 

na solução, podendo assim inibir suas atividades (Kim et al., 2011). Ademais, a vanilina 

é capaz de inibir a atividade de enzimas celulolíticas, e em particular de β-glicosidases 

(Ximenes et al., 2010), o que difere dos resultados do presente estudo, já que na 

presença desse composto, as atividades de endoglucanase e β-glicosidase não foram 

inibidas e nem expressivamente reduzidas, ficando em torno de 92,8 e 100,5%, 

respectivamente.  



60 

 

5.7 Efeito do etanol nas atividades enzimáticas 

A presença do etanol na concentração de 10% em pH ótimo de cada enzima e 

em pH 5,0 mostrou-se capaz de alterar as atividades de endoglucanase, protease, 

xilanase e β-xilosidase. Para β-glicosidase, em contrapartida, a presença do álcool não 

provocou alterações na atividade, como podemos observar na Tabela 5. 

 

Tabela 5. Efeito do etanol 10% sobre a atividade das enzimas secretada por A. 

leucospermi LB86. Os dados estão expressos em atividade relativa, sendo que o ensaio 

controle (sem adição de etanol) corresponde a 100% de atividade. Etanol 1 refere-se ao 

ensaio em faixa de pH ótimo de cada enzima, e Etanol 2 ao ensaio em pH 5,0. Os valores 

correspondem à média de triplicatas de experimentos independentes 

 Endoglucanase 

(%) 

Protease 

(%) 

β-glicosidase 

(%) 

β-xilosidase 

(%) 

Xilanase 

(%) 

Controle 100,0 ± 4,8 100,0 ± 6,8 100,0 ± 6,1 100,0 ± 3,0 100,0 ± 3,4 

Etanol 1   54,0 ± 3,4   16,6 ± 4,0 103,5 ± 5,1   36,5 ± 8,2   77,5 ± 5,9 

Controle - - 100,0 ± 4,8 100,0 ± 7,9 100,0 ± 8,5 

Etanol 2 - -   96,9 ± 4,9 106,8 ± 7,0   67,6 ± 6,5 

Fonte: Autoria própria, 2024 

 

Para endoglucanase, onde seu pH ótimo já é o pH 5,0, a adição do etanol 10% 

diminuiu em torno de 46% a performance enzimática. Na atividade proteolítica, a 

presença do etanol 10% fez com a atividade reduzisse a 16,6% em seu pH ideal (pH 

9,0). Em pH 5,0, o substrato utilizado para o ensaio proteolítico, caseína, não é 

totalmente dissolvido, por esse motivo não foi possível verificar a atividade da enzima 

na presença de etanol em pH 5,0. Para β-glicosidase, a presença do etanol 10% não 

provocou alterações significativas em ambos pHs, tanto em seu pH ótimo (pH 6,0) 

quanto em pH 5,0, apresentando-se como tolerante nessas condições ao álcool. Na 

atividade β-xilosídica, o etanol 10% em pH ótimo (pH 6,0) reduziu a atividade da 

enzima, fazendo com que ficasse em 36,5%. Já em pH 5,0, a atividade de β-xilosidase 

não apresenta alterações, se mostrando tolerante nessas condições. Para a atividade 

xilanolítica, o etanol 10% em pH ótimo (pH 6,0) fez com que a atividade reduzisse para 

em torno 77,5%. Em pH 5,0, a atividade reduziu mais de 30%, ficando na faixa de 

67,6%. 
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A presença de etanol 10% na mistura de reação não alterar a atividade catalítica 

de β-glicosidase é uma característica que pode favorecer o emprego da enzima em 

processos fermentativos para a produção de etanol, já que, em processos tradicionais, a 

concentração final de etanol dos caldos fermentados obtidos gira em torno de 7-10% 

(Gu et al., 2001). Para as atividades que foram reduzidas na presença do álcool, uma 

possível justificativa é que a mudança na polaridade do meio, induzida por etanol, pode 

ter alterado a conformação das enzimas e consequentemente reduziu as atividades 

enzimáticas (Barbagallo et al., 2004). 

 

5.8 Efeito de açúcares nas atividades de β-glicosidase e β-xilosidase  

Os estudos com a presença dos açúcares D-glicose, L-arabinose e D-xilose nas 

concentrações de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 e 0,5 M nas atividades de β-glicosidase e β-xilosidase 

demonstraram que esses carboidratos podem provocar alterações na performance 

enzimática (Figuras 24 e 25). 

Fonte: Autoria própria, 2024 

 

Figura 24. Efeito dos açúcares D-Glicose, L-Arabinose e D-Xilose nas concentrações 

de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 e 0,5 M na atividade de β-glicosidase secretada por A. leucospermi 

LB86. As linhas vermelha, preta e azul se referem ao efeito de D-Glicose, L-Arabinose 

e D-Xilose, respectivamente, nas atividades das enzimas. Os valores correspondem à 

média de triplicatas de experimentos independentes 
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Para a atividade de β-glicosidase, observamos na Figura 24, na linha em 

vermelho, que a D-glicose inibiu a atividade da enzima desde a concentração de 0,1 M, 

onde a mesma foi detectada a nivel de 80%. Nas outras concentrações, a queda foi 

contínua, onde na maior concentração, de 0,5 M, a atividade enzimatica foi de 60%. Na 

presença de L-arabinose, em linha preta no gráfico, a atividade observada foi maior 

doque com D-glicose, onde para as concentrações de 0,1 e 0,2 a atividade detectada foi 

em torno de 80%, e nas concentrações de 0,3, 0,4 e 0,5, as atividades foram de 90%. 

Com a adição de D-xilose, as atividades não sofreram redução, onde observamos no 

gráfico na linha em azul que, na verdade, na presença desse açúcar, houve um pequeno 

aumento na atividade β-glicosídica.  

A β-glicosidase produzida por A. leucospermi LB86 se mostrou mais tolerante 

na presença de glicose que a β-glicosidase produzida por Aureobasidium pullulans do 

trabalho de Baffi et al. 2013. Na presença de glicose em concentrações mais baixas que 

as utilizadas no presente estudo, 0,05 M, a β-glicosidase de A. pullulans conseguiu 

manter sua atividade em 60%, e na concentração mais alta de glicose utilizada, 0,4 M, a 

atividade foi reduzida a 20%, ao contrário da β-glicosidase utilizada neste trabalho, que 

a 0,4 M manteve 60% da sua atividade. Em contrapartida, no trabalho de Silva et al. 

2019, a β-glicosidase produzida Pichia guilliermondii G1.2 se apresentou mais 

tolerante, onde na presença de glicose a 0,3 M, manteve 73% de sua atividade, enquanto 

que no presente estudo, a 0,3 M, a atividade ficou em 60%.  

A maioria das β-glicosidases é sensível à glicose, sendo inibidas na presença 

desse monossacarídeo. Estudos sugerem que o comprometimento da catálise enzimática 

na presença de glicose é devido aos sítios ativos mais expostos, o que torna a região 

mais acessível ao açúcar, o qual acaba exercendo efeito inibitório sobre a enzima 

(Giuseppe et al., 2014; Cao et al., 2015). Ter a atividade estimulada ou inibida por 

glicose é uma informação de suma importância, principalmente para processos de 

vinificação e sacarificação da celulose. Em alguns casos, a atividade β-glicosídica pode 

não ser inibida por etanol, mas amplamente reduzida por glicose. Logo, a utilização de 

enzimas em processos de otimização do aroma de vinho não são possíveis no mosto, 

mas viáveis ao final da fermentação, quando o conteúdo de glicose no vinho é 

consideravelmente menor e geralmente insuficiente para impossibilitar a utilização da 

enzima no tratamento (Gallifuoco et al., 1999; Barbagallo et al., 2004). O mesmo é 

verdade para o uso de β-glicosidases como aditivo ao coquetel celulolítico para 

hidrolise da fibra vegetal. Enzimas pouco sensíveis à glicose, produto final da 
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sacarificação de celulose, é amplamente requerida para a produção de etanol de segunda 

geração (Vaz et al., 2021). 

 

Figura 25.  Efeito dos açúcares D-Glicose, L-Arabinose e D-Xilose nas concentrações 

finais de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 e 0,5 M na atividade de β-xilosidase secretada por A. 

leucospermi LB86. As linhas vermelha, preta e azul se referem ao efeito de D-Glicose, 

L-Arabinose e D-Xilose, respectivamente, nas atividades das enzimas. Os valores 

correspondem à média de triplicatas de experimentos independentes 

Fonte: Autoria própria, 2024 

 

Em incubação com a D-glicose, linha em vermelho no gráfico, a atividade 

remanescente de β-xilosidase foi acima de 80%, não passando de 90%, em todas as 

concentrações deste açúcar. Com adição de L-arabinose nas condições do experimento, 

a atividade β-xilosídica não sofreu alterações significativas, com atividade acima de 

90% nas concentrações de 0,1, 0,2 e 0,3 M. Em 0,4 e 0,5 M a atividade diminuiu, 

ficando próxima a 80%. Na presença de D-xilose, linha em azul no gráfico, a atividade 

registrada foi superior a 80% nas concentrações de 0,1, 0,2 e 0,3 M, apresentando uma 

ligeira diminuição nas contrações de 0,4 e 0,5 M deste açúcar, próximo a 80% de 

atividade residual. 

A atividade de β-xilosidase do presente estudo se mostrou mais tolerante a 

presença de xilose do que a β-xilosidase produiza por Aureobasidium pullulans CBS 

135684 no trabalho de Bankeeree et al. 2018, que teve sua atividade totalmente inibida 

na presença de xilose a 0,055 M. Já no trabalho de Li et al. 2018, a β-xilosidase 
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recombinante produzida pela bactéria Dictyoglomus thermophilum, se apresentou 

menos sensível a presença de xilose, onde a 0,5 M manteve sua atividade sem alteração, 

ao contrário da β-xilosidase do presente estudo, que a 0,5, tem 80% de sua atividade.   

A xilose como produto final é um inibidor bem conhecido de muitas β-

xilosidases microbianas. Dessa maneira, β-xilosidases com uma menor sensibilidade à 

inibição da xilose tem grande potencial de aplicação, principalmente para hidrolise de 

hemicelulose (Terrasan; Guisan; Carmona, 2016; Bankeeree et al., 2018). Umas das 

possíveis explicações para as β-xilosidases com maior tolerância à xilose pode estar 

ligada ao mecanismo de inibição não competitiva, onde a xilose pode se ligar à enzima 

em locais diferentes do sítio ativo, sem causar efeito na ligação do substrato (Jordan; 

Braker, 2007). 

 

5.9 Hidrólise de diferentes substratos  

O extrato fermentativo foi submetido a testes de reação com diferentes 

substratos para avaliar se apresentava atividades além das que já foram estudadas 

anteriormente. Para isso, utilizamos os substratos já utilizados, p-nitrofenil-β-D-

glucopiranosídeo, p-nitrofenil-β-D-xilopiranosídeo, carboximetilcelulose, xilana e 

caseína, e também outros substratos, como p-nitrofenil-α-L-arabinofuranoside, p-

nitrofenil-β-D-glucosaminide e avicel (Tabela 6). 

 

Tabela 6. Capacidade de hidrólise de diferentes substratos pelo extrato obtido por 

bioprocesso em estado sólido pela levedura A. leucospermi LB86. Os valores 

correspondem à média de triplicatas de experimentos independentes 

Substratos Atividade enzimática (U/mL) 

p-nitrofenil-β-D-glucopiranosídeo 0,03 U/mL 

p-nitrofenil-β-D-xilopiranosídeo 0,03 U/mL 

p-nitrofenil-α-L-arabinofuranoside 0,03 U/mL 

p-nitrofenil-β-D-glucosaminide 0,02 U/mL 

Carboximetilcelulose 0,91 U/mL 

Xilana 0,43 U/mL 

Caseína 5,61 U/mL 

Avicel 0,0 

Fonte: Autoria própria, 2024 
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Observando a Tabela 6, dentre os substratos avaliados, o único substrato que o 

extrato não apresentou capacidade de hidrolisar foi a microcelulose cristalina Avicel. 

Dessa maneira, podemos inferir a ausência ou baixa quantidade de atividade de 

exoglucanase no extrato enzimático. Ademais, foi hidrolisado a maior parte dos 

substratos testados, o que pode indicar a presença de uma gama de enzimas que podem 

atuar na degração de diversos substratos. 

 

6.0 Produção e quantificação de etanol 

A produção de etanol pela levedura A. leucospermi LB86 foi semelhante nos 

dois tempos de fermentação avaliados, 24 e 48 horas, com produção de 0,68±0,13 g/L-1 

e 0,65±0,13 g L-1 de etanol, respectivamente. Com resultados próximos ao do presente 

estudo, no trabalho de Silva et al. (2023), as leveduras selvagens (wild type) Pichia 

guilliermondii e Candida oleophila produziram, respectivamente, 0,93±1,13 e 

0,61±0,75 g/L-1 de etanol em 96 horas de fermentação em meio contendo xilose como 

único açúcar fermentescível. Já no trabalho de Zhao et al. (2018), foi reportado uma 

maior produção pela levedura mutante Candida glycerinogenes UG-21, com 37,2 g/L 

de etanol a partir da fermentação do hidrolisado de bagaço de cana não desintoxicado.  

De fato, a levedura A. leucospermi LB86, nas condições de fermentação 

avaliada, não exibiu alta produção de etanol. Entretanto, os resultados de produção das 

glicosidases suportam futuros estudos para uso destas enzimas como aditivo a coquetéis 

de enzimas celuloliticas para melhoramento da degradação de fibra vegetal. Para além 

disso, também podemos dar continuidade aos estudos de purificação e testes de 

aplicação destas enzimas, especialmente para β-glicosidases que se mostraram 

tolerantes a etanol 10% e moderada tolerância a glicose. Os testes de aplicação de β-

glicosidases podem também ser direcionados ao melhoramento do aroma de bebidas, 

como vinho, a fim de proporcionar a liberação de terpenos complexados com açúcares.  
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6. CONCLUSÕES 

A levedura A. leucospermi LB86 foi capaz de crescer em CES utilizando o 

subproduto agroindustrial farelo de trigo como substrato; 

Através do extrato enzimático obtido pelo CES, verificamos a presença de 

atividades para endoglucanase, xilanase, β-glicosidase, β-xilosidase e protease; 

As atividades máximas em pHs ácidos para endoglucanase, xilanase, β-

glicosidase e β-xilosidase podem proporcionar diversas aplicações industriais; 

Para atividade proteolítica, identificamos que a levedura A. leucospermi LB86 

utilizando o farelo de trigo como substrato produziu serino-proteases, uma vez que na 

presença do PMSF, a atividade foi expressivamente reduzida; 

A atividade de β-glicosidase não ser inibida na presença de etanol 10% em seu 

pH ótimo e em pH 5,0 pode ser um indício de aplicação da enzima em processos 

fermentativos para a produção de etanol e melhoramento de aroma de bebidas, como 

vinho; 

O extrato enzimático obtido pelo cultivo de A. leucospermi LB86 em farelo de 

trigo é fonte de uma variedade de hidrolases, onde, em futuros estudos, podem ser 

submetidas a expressão heteróloga, para melhoramento na produção das enzimas, 

realização de processos de purificação e avaliação dos citados potenciais de aplicação 

destas enzimas. 
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