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RESUMO
No Brasil, avangos em tecnologias sustentaveis e em bioeconomia para a obtencdo de
produtos com maior valor agregado, como enzimas, sdo favorecidos pela
disponibilidade e variedade de matéria-prima renovavel (subprodutos agroindustriais),
tais como o farelo de trigo. No presente estudo, propomos investigar a producdo de
hidrolases, como endoglucanase, xilanase, B- glicosidase, B-xilosidase e protease,
secretadas pela levedura Aureobasidium leucospermi LB86 em cultivo sélido (CES),
utilizando o farelo de trigo como substrato. Em seguida, conduzir estudos de
caracterizacdo bioquimica funcional, para determinar a influéncia de variados agentes
fisico-quimicos. Com relagdo a influéncia do pH na atividade enzimatica, foi observado
perfis similares para xilanase, B-glicosidase e [-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 a influéncia de temperatura na atividade das
enzimas, notamos maior atividade, para endoglucanase e xilanase, a 50°C; para [-
glicosidase ¢ B-xilosidase, a 40°C; e para protease, a 45°C. Quanto a estabilidade
térmica, notamos atividades remanescentes para endoglucanase e xilanase acima de
60% até 50 e 55°C, respectivamente. Para (-glicosidase e P-Xilosidase, ambas as
enzimas ndo exibiram reducdo da atividade até 40°C, com uma queda acentuada a partir
de 45°C. Em relacdo a protease, a atividade se manteve acima de 80% até 50°C. Em
incubacdo com inibidores, a atividade proteolitica foi reduzida cerca de 83% na
presenca de PMSF, indicando assim a presenca de serino protease no extrato
fermentativo. Na presenca de diferentes ions metélicos, houve maior aumento nas
atividades de endoglucanase e xilanase quando adicionado MnCl». Para B-glicosidase e
B-xilosidase, CdCl. aumentou significativamente as atividades das enzimas. Para a
peptidase, os sais CoCl, e o CdCl, foram os que mais aumentaram a atividade
enzimética. 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 incubagdo com todos os compostos separadamente. Na
presenca do etanol 10%, a atividade de B-glicosidase foi a Gnica que se manteve estavel,
mas foi reduzida na presenca de D-Glicose com atividade remanescente de 60% a 0,5 M

deste acucar.

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

agroindustrial.



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, B-glucosidase, p-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, pB-glucosidase and (-
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 B-glucosidase and B-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 B-glucosidase and [-
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 MnCl> was added. For
B-glucosidase and B-xylosidase, CdCl> salt significantly increased the enzyme activities.
In proteolytic activity, the salts CoCl, and CdCl, 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, B-
glucosidase activity is the only one that remains stable in the presence of ethanol. In the
presence of 10% ethanol, B-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. INTRODUCAO

Na biotecnologia, opgbes sustentiveis a fim de melhorar ou inovar processos
biolégicos convencionais sdo muito requeridas. Juntamente a esse propdésito, o
esgotamento dos combustiveis fosseis vem contribuindo para o aumento da procura de
fontes de energias renovaveis e sustentaveis que possam substitui-los (Srivastava et al.,
2018; Silva et al., 2019).

A hidroélise enzimética de polissacarideos da biomassa vegetal com proposito a
liberacdo de acglcares como glicose e xilose, e suas conversdes a biocombustiveis, é
uma alternativa para atender a demanda bioenergética. Para tanto, enzimas celuloliticas
e xilanotilicas capazes de hidrolisar celulose e hemicelulose do material vegetal sdo
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 condicGes brandas de temperatura e pH e irem de encontro aos padroes
definidos pela quimica verde, a sua utilizacdo em processos industriais sdo preferiveis a
catalisadores quimicos (Souza et al., 2017; Morshed et al., 2021).

Algumas caracteristicas fazem com que as enzimas de origem microbiana
tenham maior procura para aplicacdo industrial, como a diversidade de espécies,
versatilidade para crescer em diferentes condi¢cdes de temperatura e pH, facilidade no
isolamento e manipulacdo genética, periodo curto para cultivo e baixo-custo de
producdo quando comparado a enzimas de origem animal e vegetal (Gopinath et al.,
2017). Neste cenario, os fungos se destacam como excelentes produtores de enzimas,
capazes de crescer em diferentes substratos agricolas e secretarem uma variedade de
enzimas lignoceluloliticas. Entretanto, a maioria das investigacbes com estes
microrganismos tem priorizado os fungos filamentosos, com escassos trabalhos
envolvendo enzimas de leveduras (Orlandelli et al., 2012).

Nesse contexto, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar a producéo de
enzimas despolimerizantes da biomassa vegetal, como endoglucanase, xilanase, f-
glicosidase, B-xilosidase e protease, pela levedura Aureobasidium leucospermi LB86,

cultivada em meio sélido contendo farelo de trigo como substrato.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Biomassa lignocelulésica

O crescimento populacional juntamente com o desenvolvimento da sociedade
sdo fatores que impactam diretamente em um maior consumo de alimentos, produtos
industrializados e energia, sobrecarregando assim as reservas naturais existentes no
planeta. Os esforgos para que haja a diminuigdo na utilizacdo de combustiveis fosseis,
que sdo fontes ndo renovaveis e que vem aumentando a emissdo de gases de efeito
estufa (GEE), estdo cada vez maiores por esse motivo. Como uma alternativa aos
combustiveis fosseis, a busca por opgdes que colaborem para um menor impacto
ambiental e melhora na qualidade de vida, como matérias primas renovaveis, sdo
investigadas para atender a demanda da populagdo mundial (Choudhary et al., 2017;
Aguiar et al., 2021).

Considerando a necessidade de abordagens mais sustentaveis, uma op¢ao
bastante atrativa para a obtencdo de uma variedade de produtos é a biomassa
lignocelul6sica (Okolie et al., 2021). Os biopolimeros lignoceluldsicos estdo presentes
em mais de 90% do peso seco de uma célula vegetal e sdo uma fonte rica em carbono
organico renovavel. A parede celular desse material € composta por trés principais
fracbes poliméricas (Figura 1), sendo elas a celulose, a hemicelulose e a lignina, onde a
quantidade de cada polimero pode variar de acordo com a familia, espécie e localiza¢do
nas plantas (Rytioja et al., 2014).

Essa biomassa lignocelulésica pode ser obtida principalmente através de
atividades agricolas e agroindustriais, 0 que torna a utilizacdo desse material ainda mais
viavel, uma vez que o Brasil se destaca como um dos paises com maior atividade
agricola no mundo, o que, consequentemente, torna o pais também um dos maiores
produtores de subprodutos agroindustriais, sendo a maioria de natureza vegetal
(Ricardino et al., 2020). Com isso, 0 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 producdo dos
mais variados produtos com valor agregado (Prakash et al., 2019).

Atraves do aproveitamento do bagaco de cana de agucar, colmos de milho,
farelos de trigo, de soja e algoddo, que sdo exemplos dos principais subprodutos
lignocelulosicos gerados no pais, € possivel a producdo de biocombustiveis, acidos
organicos, triacilglicerdis, 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
fermentacdo para a obtencdo desses produtos, onde a fermentacdo em estado sélido
(FES) fica em evidéncia (Sadh; Duhan; Duhan, 2018; Nnolim; Okoh; Nwodo, 2020).

Figura 1. Estrutura da biomassa lignocelulosica
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Fonte: Adaptado de Rubin, 2008

2.1.1 Celulose

Se destacando como o polimero mais abundante encontrado na natureza e
também como principal constituinte presente na parede celular dos materiais
lignoceluldsicos, a celulose € um homopolissacarideo linear e ndo ramificado
constituido de milhares de subunidades de D-glicose unidas por ligagdes do tipo B-1,4
glicosidicas (Figura 2). As milhares de subunidades de D-glicose formam longas
cadeias celulosicas que sdo unidas por ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares, e
forcas de van der Waals, onde toda essa associa¢do 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 regides conhecidas como
cristalinas e amorfas (Figura 3). A parte cristalina, correspondente entre 40 a 70% da
celulose encontrada na parede celular vegetal, € uma regido altamente compacta com
suas cadeias de celulose orientadas de forma paralela e fortemente ligadas por ligacoes

de hidrogénio e interacdes de van der Waals. Essas caracteristicas fazem com que essa
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regido seja mais resistente a produtos quimicos, solventes e hidrélise enzimatica (Zhang
et al., 2006; Wada et al., 2010). Em contrapartida a esse alto grau de cristalinidade, a
regido amorfa se caracteriza por ter um menor grau de ordenacdo e compactacdo, o que
faz com que essa regido possua um maior distanciamento entre as cadeias e,
consequentemente, seja mais flexivel e suscetivel a acdo de hidrolisantes quimicos e

degradacdo enzimatica (Guimaraes et al., 2013).

Figura 2. Estrutura repetitiva da molécula de celulose
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Figura 3. As diferentes formas de distribuicdo da celulose. A: celulose cristalina esta no
centro da microfibrila sendo envolta pela regido amorfa. B: as regides cristalinas e amorfas
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Fonte: Adaptado de Andersen, 2007

2.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose, ao contrério da celulose, que é constituida apenas por moléculas
de glicose, € um heteropolissacarideo de cadeia ramificada composto por varias
unidades de acucares diferentes, na qual sua natureza quimica varia de acordo com 0
tecido, estagio de desenvolvimento, bem como as espécies de plantas. Representa de 15
a 35% da biomassa vegetal e apresenta como principal fungéo fornecer a ligacéo entre a
celulose e a lignina (Girio et al., 2010; Jiang et al., 2019). Na sua maioria, este polimero
heterogéneo € constituido por acucares simples, como pentoses (D-xilose e L-arabinose)
e hexoses (D-manose, D-glicose e D-galactose), e também por aclcares complexos
(Figura 4), como os &cidos urbnicos (D-acido glucurdnico, acido D-galacturénico e o 4-
O-metil-glucurdnico) (Saha, 2003; Adsul et al., 2011).

Devido a sua complexidade, os polimeros de hemicelulose sdo classificados de
acordo com o agucar encontrado em maior quantidade na sua cadeia principal e na
ramificacdo lateral, sendo a xilana o tipo de hemicelulose mais frequente em plantas
(Soccol et al., 2019). A xilana é um polimero de unidades de D- xilose unidas por
ligagdes B (1,4). Esse polimero possui capacidade de manter ligagdes com outros
polissacarideos por meio de ligacGes laterais, podendo assim ser agrupada nas seguintes
classes: homoxilanas, glucuronoxilanas, arabinoglucuronoxilanas, arabinoxilanas e

glucuronoarabinoxilanas (Scheller; Ulvskov, 2010).
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Como possui uma variedade de aclcares e ligagdes quimicas em uma mesma
cadeia, para que ocorra a hidrélise enziméatica completa da hemicelulose, é necessario a
acdo de diferentes tipos de enzimas, entretanto, quando comparado com a celulose, sua
degradacdo é mais facil (Agger et al., 2010; Alvarez et al., 2016). Essa facilidade se
deve a estrutura amorfa e 0 menor grau de polimerizacdo da hemicelulose em relacao a
celulose, o que acaba fazendo com que esse heteropolissacarideo apresente uma baixa

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

Figura 4. Estrutura de monossacarideos que formam as hemiceluloses
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2.1.3 Lignina

A lignina, o principal componente ndo-carboidrato da biomassa vegetal, € um
polimero aromético amorfo heterogéneo, que apresenta uma estrutura complexa
formada pela polimerizagdo de trés diferentes mondmeros: alcool coniferilico (guaiacil
propanol), alcool cumarilico (p-hidroxifenil propanol) e alcool sinapilico (siringil
propanol) (Figura 5). Esse polimero polifendlico é covalentemente ligado aos grupos
laterais em variadas hemiceluloses, formando uma matriz complexa envolvendo as

microfibrilas de celulose (Agrawal et al., 2021).
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Correspondendo entre 18 a 34% do peso seco da biomassa lignocelulosica, a
lignina tem como principal funcdo bioldgica fornecer rigidez e protecdo ao tecido
vegetal, podendo agir como antioxidante e impedindo a degradacdo enzimatica, assim,
sendo um importante componente no que diz respeito a resisténcia a ataques bioldgicos.
Essa protecdo a ataques bioldgicos, principalmente contra microrganismos celuloliticos,
é devido as fortes ligagdes carbono-carbono (C-C) e éter (C-O-C) encontrados na
lignina (Filho et al., 2008).

Devido a sua estrutura complexa, que dificulta 0 acesso de muitas enzimas aos
outros constituintes da biomassa de origem vegetal, quando ha intuito de hidrolisar
materiais lignocelulésicos, a lignina é um composto indesejavel, que normalmente é
eliminado usando pré-tratamentos quimicos. Além disso, enzimas pertencentes ao grupo
das celulases, podem ser ligadas de forma irreversivel a lignina, fazendo com que seja
necessaria uma maior quantidade de enzima para hidrolise, podendo dificultar também a

recuperacdo dessas enzimas ap6s sua acao (Filho et al., 2008).

Figura 5. Precursores primarios na formacéo da lignina
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2.2 Farelo de trigo

Sendo uma das gramineas mais cultivadas no mundo, o trigo (Triticum
aestevum) é um alimento basico que se destaca na industria alimenticia, onde é utilizado
principalmente na producdo de farinha, que por sua vez, é empregada no preparo de
pées, biscoitos, macarrfes, entre outros alimentos. A composicdo do trigo pode variar

conforme as condi¢fes do solo e do clima de onde é plantado (Certrem, 2004).
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Normalmente, o grdo é composto por cerca de 70% de carboidratos e também por
proteinas, &cidos graxos essenciais, vitaminas e fibras alimentares (Wynn et al., 1979).

Mundialmente, cerca de 150 milhdes de toneladas de trigo sdo produzidas todo
ano (Alonso, 2018). No Brasil, o gréo bate recorde de producdo conforme o passar dos
anos, onde possui area de mais de dois milhdes de hectares destinada ao plantio. Ainda
no pais, o grdo apresentou uma crescente producdo nos ultimos anos, de 6,3 em 2020,
7,7 em 2021 e 9,7 milhdes de toneladas em 2022, com uma previséo de 9,8 milhdes de
toneladas do grdo em 2023 (Conab, 2023).

As principais divisdes morfologicas do grdo de trigo sdo o pericarpo,
endosperma e o gérmen, conforme representado na Figura 6. O pericarpo, também
conhecido como casca, € a camada que d& origem ao farelo de trigo, que é uma grande
fonte de fibras e minerais. O endosperma € a estrutura que armazena nutrientes
utilizados na germinacdo. E por fim, o gérmen, que é encontrado mais internamente, € a

estrutura mais nobre do trigo, sendo constituido de gorduras e lipidios (Bacha, 2006).

Figura 6. Esquema da estrutura do grdo de trigo com suas principais divisdes

morfoldgicas
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Fonte: Adaptado de Pinto (2010)

O farelo de trigo € um subproduto gerado em grande quantidade (cerca de 73-
77%) apds o processo de moagem do gréo de trigo para a produgédo de farinha branca

(Pruckler et al., 2014; Mao et al., 2020). Representa de 13 a 25% do peso seco do gréo
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processado (Germec; Turhan, 2019), onde essa taxa pode variar de acordo com o tipo de
processo que for utilizado, o umido ou seco (Onipe et al., 2015). Sendo assim, grandes
quantidades desse material é gerado.

Comumente, a destinacdo do farelo de trigo é para racdo animal, com cuidados
em relacdo 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 valorizagdo desse material é favoravel, seja para
geracdo de energia ou na producdo de biocombustiveis, principalmente das fracdes ndo
comestiveis, como lignina, celulose e hemicelulose (Alonso, 2018). Além disso, devido
a sua composicéo, o farelo pode ser utilizado como fonte para a producdo 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 sdo as moléculas capazes de aumentar a velocidade de reacdes
quimicas e biologicas reduzindo a energia necessaria para a ativacdo. Esses
biocatalisadores sdo extraidos a partir de células, onde sua grande maioria apresenta
natureza proteica, com excec¢do das ribozimas, um pequeno grupo de moléculas de RNA
gue também apresentam atividade catalitica (Ashkan et al., 2021). De forma geral, as
enzimas possuem uma alta especificidade e eficiéncia catalitica sobre seu substrato,
além de atuarem em condicdes brandas de pH e temperatura (Xie et al., 2022).

Além de serem elementos centrais em vias biossintéticas, sintese de diversos
produtos e intermediarios celulares e desempenharem papel relevante nos mais variados
processos fisioldgicos nos seres vivos, fora do in vivo, a utilizacdo das enzimas na area
industrial desperta bastante interesse (Katsimpouras; Stephanopoulos, 2021). No ano de
2019, o mercado global de enzimas industriais foi estimado em US$2,4 bilhdes e,
segundo pesquisas, estima-se que possa chegar a 3,2 bilhdes em 2025 (Zhang et al.,
2020). Dentre as classes de enzimas, na industria, as hidrolases ocupam lugar de
destaque, representando cerca de 75% do mercado total de enzimas (Kocaba et al.,
2022). S&o muito aplicadas na fabricacdo e processamento de alimentos e bebidas,
biocombustiveis, detergentes, racdo animal, produtos de consumo e farmacéuticos
(Prasad; Roy, 2018).
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A ampla utilizacdo de enzimas na industria se deve a suas caracteristicas, ja
citadas, como alta especificidade e apresentacdo de atividade em condicGes brandas de
temperatura e pH, além de serem naturais e seguras, sendo assim entdo, preferiveis a
catalise quimica em processos industriais (Bilal; Igbal, 2020; Fasim; More; More,
2021).

A grande maioria das enzimas industriais sdo obtidas a partir de
microrganismos, onde aproximadamente 60% s&o 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 0s
animais na producao de enzimas se deve aos altos rendimentos, reprodutibilidade, facil
otimizagdo, crescimento exponencial e viabilidade econémica que 0s microrganismos

apresentam (Fasim; More; More, 2021).

2.4 Hidrodlise enzimética da biomassa vegetal e fungos lignoceluloliticos

Enzimas lignoceluloliticas tém muito destaque em relacdo a outros grupos
devido a complexidade de sua composi¢do e a abrangéncia de diversas enzimas e
mecanismos (Liu et al., 2013). As celulases, hemicelulases e ligninases sdo as principais
enzimas responsaveis pela desconstrugdo dos polimeros de celulose, hemicelulose e
lignina, respectivamente (Chandra et al., 2019). Tais enzimas podem ser agrupadas em
diferentes familias: polissacarideo liases (PL), que sdo enzimas responsaveis pela
clivagem das ligagdes glicosidicas por meio de reagdes de B-eliminacdo; glicosil
hidrolases (GH), hidrolases que clivam as ligacGes glicosidicas; carboidrato esterases
(CE), enzimas que degradam ligagdes 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).



Tabela 1. Exemplo de enzimas envolvidas na degradacao da lignocelulose

Enzimas Caodigo da Familia CAZy Substrato Produto
enzima
Celobiohidrolase  EC 3.2.1.91 GH6,7 Celulose Celobiose
Endo-1,4-f- EC3.2.14 GH5,7,12,45 Celulose Celodextrina,
glucanase glicose
B-glicosidase EC3.2.1.21 GH1,3 Celodextrinas Glicose
Celulose - - Celulose Celodextrina
monooxigenase oxidada
Celobiose EC 1.1.99.18 - Celobiose Celobiono-1,5-
desidrogenase lactona
Expansiva - - Celulose Celulose
rompida
Endo-B-1,4- EC3.2.18 GH10,11,30 Xilana Xilo-
xilanase oligossacarideos,
xilose
B-xilosidase EC 3.2.1.37 GH3,30,43 Xilo- Xilose
oligossacarideos
Endo-1,5-a- EC 3.2.1.99 GH43,93 Arabinana Arabino-
arabinase oligossacarideos,
arabinose
a-L- EC 3.2.1.55 GH43 Arabinana, Arabinose
arabinofuranosidase arabino-
oligossacarideos
Endo-1,4-manase = EC 3.2.1.78 GH5,26 Manana Mano-
oligossacarideos
B-manosidase EC3.2.1.25 GH2 Mano- Manose
oligossacarideos
Endo-p-1,4- EC 3.2.1.89 GH53 Galactana Galacto-
galactanase oligossacarideos
[-galactosidase EC 3.2.1.23 GH2,35 Galactana, Galactose
xiloglicana
A-galactosidase  ~ EC 3.2.1.22 GH27,36 Galactomanana Galactose
Xiloglicanase EC 3.2.1.151 GH12,74 Xiloglicana Xiloglicana-
oligossacarideos
Acetilxilana EC3.1.1.72 CE1,2,3,5,12 Xilana Acido acético
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esterase
Feruloil esterase = EC 3.1.1.73 CE1l Xilana, Acidos
arabinana, hidroxicindmicos
xiloglicana (ex: &cidos
cafeucim
ferdlico e p-
cumarico)
Glicuronoil esterase EC 3.1.1.- CE15 Xilana Acido-4-O-
metilglicurdnico
Lacase EC 1.10.3.2 - Lignina Radicais
aromaticos
Lignina peroxidase - Lignina Radicais
EC1.11.1.14 aromaticos
Manganés EC1.11.1.13 - Lignina Radicais
peroxidase aromaticos
Versatil peroxidase EC1.11.1.16 - Lignina Radicais
aromaticos

Fonte: Adaptado de Liu et al., 2013

Na natureza, os fungos se destacam como organismos capazes de crescer em
diferentes ambientes e degradar polimeros complexos, como 0s presentes na biomassa
vegetal. A versatilidade em decompor o material lignocelul6sico implica na secrecéo de
um arsenal de enzimas, incluindo as hidrolases celulases, hemicelulases e proteases, que
permitem a degradacdo 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 tém sido prospectadas para a producdo de enzimas
celuloliticas e xilanoliticas (Lachance et al., 2011). Como exemplo, temos espécies
pertencentes aos géneros 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 celulolitico possuem papel fundamental
na degradacgdo da biomassa lignocelulosica, uma vez que atuam na hidrolise da celulose,
seu principal constituinte, agindo sinergisticamente para a conversdo desse
polissacarideo em mondmeros e dimeros de glicose (Falkoski et al., 2013; Srivastava et
al., 2018). Conforme o local de atuacdo no substrato, séo classificadas trés principais
celulases pertencentes ao grupo de glicosil-hidrolases (GH): endoglucanases (endo-f-
1,4-glucanases), exoglucanases (exo-1,4-p-D-glicosidase) e PB-glicosidases (1,4-p-D-
glicosidases) (Horn et al., 2012; Champreda et al., 2019).

As endoglucanases (EC 3.2.1.4) séo as enzimas que iniciam 0 processo de
hidrélise da molécula de celulose. Essas enzimas atuam clivando as ligacdes [-1,4-
glicosidicas internas da cadeia e regiGes amorfas da celulose, reduzindo assim o grau de
polimerizacdo, liberando oligossacarideos de tamanhos variados com extremidades
redutoras e ndo redutoras (Castro, 2010; Saini et al., 2015).

As exoglucanases (EC 3.2.1.91), também conhecidas como celobiohidrolases,
participam principalmente na hidrolise das ligagdes B-1,4-glicosidicas das partes mais
externas e regides cristalinas da celulose, tanto nas regifes redutoras e ndo redutoras.
Como resultado, ha a liberacdo de unidades de celo-oligossacarideos e celobiose
(dissacarideos) (Castro, 2010).

As pB-glicosidases (EC 3.2.1.21), também chamadas de celobiases, sé&o
importante na etapa final de despolimerizacdo da celulose, sendo responsaveis pela
conversdo da celobiose e de outros oligossacarideos de tamanhos pequenos em
monbémeros de glicose, assim, finalizando todo o processo celulolitico (Champreda et
al., 2019).
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Figura 7. Sinergismo entre endoglucanases, exoglucanases ¢ [-glicosidases na

despolimerizacdo da celulose
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Fonte: Adaptado de Saini et al., 2015

Correspondente a terceira classe de enzimas industriais mais vendidas no
mundo, as enzimas celuloliticas apresentam grande importancia biotecnoldgica, onde
contribuem em torno de 20% com o mercado global de enzimas. Apresentam vastas
aplicacdes, principalmente nas industrias téxtil, de producdo de racdo animal, de
biocombustiveis e de bebidas (Srivastava, 2018; Verma; Kumar; Bansal; 2018).
Segundo Zanchetta (2013), na industria de bebidas, por exemplo, as -glicosidases no
processo de vinificagdo sdo muito importantes, pois facilitam a extracdo de pigmentos e
substancias aromatizantes presentes na uva € melhoram o aroma e sabor do vinho
através da degradacdo de compostos de sabores desagradaveis, liberando substancias
flavorizantes. Ainda segundo o mesmo autor, na producéo de racdo animal, as celulases

quando adicionadas a racdo, juntamente com as celulases produzidas pelos
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microrganismos presentes no raimen do animal em questdo, aumentam a digestibilidade
das fibras da parede celular vegetal, assim melhorando a conversédo da pastagem em

carne e leite.

2.4.2 Hemicelulases

As enzimas responsaveis pela degradacdo da hemicelulose sdo denominadas
hemicelulases, enzimas que pertencem ao grupo glicosil hidrolases (GH). Devido a
diversidade de acucares em sua composicao, para que seja degradada todas as fracdes da
hemicelulose, € necessario a acdo coordenada de diversas enzimas, que sao classificadas
de acordo com sua especificidade e local de acdo. As principais enzimas do complexo
hemicelulolitico que despolimerizam a cadeia principal da hemicelulose s&o as endo-
1,4-xilanases e as B-D-xilosidases. Ja as principais hemicelulases que agem nas cadeias
laterais sdo as a-arabinofuranosidases, o- glucoronidases, acetil-xilanaesterase e
feruloil-esterases (Subramaniyan; Prema, 2002; Chadha; Rai; Mahajan, 2019).

As endoxilanases (E.C. 3.2.1.8) atuam sobre as liga¢des glicosidicas internas da
cadeia de xilana, o tipo de hemicelulose mais frequente. Essas enzimas clivam as
ligacdes B-1,4-xilosidicas entre dois residuos D-xilopiranosideo onde os principais
produtos gerados s&o a xilobiose, xilotriose e oligdmeros contendo de 2 a 4 residuos de
B-D-xilopiranosil (Carvalho et al., 2013).

As PB-xilosidases (E.C.3.2.1.37) séo xilanases responséveis por converter a
xilobiose e xilo oligbmeros, liberados pela a¢do das endoxilanases, em monossacarideos
de xilose, a partir dos terminais ndo redutores. As atividades desempenhadas por essas
enzimas sdo importantes no que diz respeito a degradacdo geral da biomassa
lignocelulésica pois ha trabalhos que indicam que os xilo oligbmeros agem como
inibidores competitivos de algumas celulases e xilanases, sendo entéo a participacdo das
B-xilosidases crucial para a evitar a inibi¢do por xilo-oligossacarideos (Carvalho et al.,
2013).
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Figura 8. Enzimas xilanoliticas envolvidas na degradacdo da xilana: acetilxilana

esterase, a-glucuronidase, endoxilanase, a-L-arabionofuranosidase e -Xilosidase

Acetilxilana esterase -+—— o-Glucurcnidase

Jmm:%tw ] ™ nh.,{..#"""‘-.n Muh
3 T 3 o Qi

0H

Endo-1,4-R-xilanase

Y
H
ul [ 1] Ir.:.
\ W!\Z7‘c' w737 1,
M

H o
i
A
o 3} m

o-L-Arabinofuranosidase

Hom.CYy
ou
o e ']
=0 y m?"\,‘f,-?"\.;. ey
1, hﬁ W
&1} ™

B-D-xilosidase

Fonte: Adaptado de Polizeli et al., 2005

Sdo diversas as aplicacbes das xilanases, podendo essas enzimas serem
empregadas na industria de papel e celulose para o branqueamento do papel kraft, na
industria alimenticia no refinamento das propriedades de cozimento da massa de péo e
melhoramento das caracteristicas organolépticas do produto final e também na producéo
de biocombustiveis, participando do processo de clivagem de biomassa lignocelulésica
em monossacarideos. Alem disso, os oligossacarideos que s&o produzidos pela agdo das
xilanases, podem ser aplicados como aditivos alimentares ou adocgantes alternativos,
possuindo efeitos prebioticos, ja que ndo sdo hidrolisados e nem absorvido no trato

gastrointestinal superior, 0 que acaba estimulando seletivamente o crescimento ou
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atividade de microrganismos benéficos no colon (Swennen et al., 2006; Falck et al.,
2013).

2.4.3 Proteases

As proteases, também chamadas de proteinases ou peptidases, sdo as enzimas
capazes de catalisar a hidrolise de ligacGes peptidicas encontradas em proteinas e
peptideos. Como realizam a sua clivagem através da hidroélise, as enzimas proteoliticas
sdo pertencentes ao grupo 3 das hidrolases e ao subgrupo 4, ja que hidrolisam ligacdes
peptidicas. 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 acdo catalitica e especificidade pelo substrato (Parkin, 2010; Aguilar; Sato,
2018).

De acordo com sua regido de clivagem, as proteases podem ser classificadas em
exopeptidases e em endopeptidases. As exopeptidases sdo responsaveis por clivar as
ligagbes das regibes mais extremas da cadeia polipeptidica, podendo ser
subclassificadas em aminopeptidases, tipos de exopeptidases que hidrolisam as ligacdes
peptidicas adjacentes ao terminal amino, liberando aminoacidos livres, dipeptideos e
tripeptideos, e as carboxipeptidases, tipos de exopeptidases que clivam a regido
carboxiterminal liberando aminoé&cidos livres ou dipeptideos (Gurumallesh et al., 2019;
Naveed et al., 2021).

As endopeptidases sdo as proteases que realizam clivagens no interior da cadeia
polipeptidica, onde de acordo com o grupo funcional ativo e seu mecanismo de agéo,
podem ser categorizadas como serino, cisteino, aspartico e metaloprotease. As serino
proteases possuem o residuo de serina no sitio ativo, o qual age como agente
nucleofilico para clivagem da ligacdo peptidica no substrato. As endopeptidases
cisteinicas sdo aquelas que possuem o aminoacido cisteina conjugado com histidina em
seu sitio ativo. Ja as proteases asparticas, sao aquelas que possuem um sitio catalitico
central composto por um par de aspartatos. E por fim, as metaloproteases séo enzimas
gue possuem necessidade de ions metalicos, como o zinco, para atividade enzimatica
(Souza et al., 2017; Brandao et al., 2018; Thakur et al., 2018; Naveed et al., 2021;
Purushothaman et al., 2021).
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Figura 9. Modo geral de acéo das exopeptidases e endopeptidases
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Fonte: Adaptado de Sutay Kocabas; Lyne; Ustunol, 2022

As proteases se destacam no mercado mundial de enzimas industriais, ficando
apenas atrds das glicosidases (Sutay Kocabas; Lyne; Ustunol, 2022). S3o0 bastante
utilizadas na industria alimenticia, de higiene e sanitizacdo e também de bebidas. Como
exemplo de aplicagdo de proteases na industria alimenticia, podemos citar a hidrolise
da proteina insolavel gluten no processo de panificacdo, o que facilita 0 manuseio da
massa, permitindo a producdo de uma variedade de produtos. Na parte de higienizacéo,
proteases alcalinas sdo bastante empregadas na formulacdo de detergentes, auxiliando
no processo de remoc¢do de manchas e residuos proteicos. Na producdo de cerveja,
enzimas proteoliticas sdo utilizadas nas etapas de malteacdo, fermentacdo e maturacao,

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

2.5 Cultivo de microrganismos em substrato solido

Na industria, para a obtencdo em larga escala de enzimas de origem microbiana,
€ necessario 0 controle de varios parametros, como 0 crescimento e capacidade
produtiva do microrganismo, sele¢cdo do substrato, temperatura, pH, umidade e tempo
de cultivo. Para isso, sdo utilizadas duas principais técnicas de fermentagdo em
biorreatores, a fermentacao submersa (FSm) e a fermentacéo em estado solido (FES). A
principal diferenca entre esses processos estd na quantidade de agua presente, onde na
fermentagdo submersa o microrganismo é submetido a substratos liquidos, com alta

disponibilidade de 4&gua, enquanto que na fermentacdo em estado solido, o
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microrganismo se desenvolve em substratos solidos com baixa disponibilidade de agua
(Santos, 2014; Fasim; More; More, 2021).

Entre os dois tipos de processos fermentativos, em escalas industriais, a
fermentacdo submersa é o mais utilizado. Entretanto, a fermentacdo em estado sélido,
também chamada de cultivo em estado solido (CES), vem ganhando cada vez mais
destaque para a producdo enzimatica, principalmente na producao de enzimas de origem
fangica (Soccol et al., 2017). Como ja citado, a principal caracteristica do CES é a
utilizacdo de substratos com baixa atividade de agua, fazendo com que as condi¢des de
crescimento se assemelhem ao habitat natural dos fungos, o que possibilita o
desenvolvimento destes com mais facilidade no substrato sélido e, também, a producéo
de grandes quantidades de enzimas (Rodriguez-Leon et al., 2018).

Ademais, assim que os parametros definidos para o CES estdo adequados a
linhagem, muitas vantagens do ponto de vista econdmico e ambiental sao
contabilizados, como maior rendimento do produto, menor necessidade de espacgo e
energia, baixa producdo de &guas residuais ligadas a reducdo dos riscos de
contaminacdo bacteriana e, principalmente, agregacdo de valor a produtos oriundos da
fermentacdo de residuos agroindustriais (Aljammas; Alkhalaf, 2018). Em virtude a esse
destaque na utilizacdo de subprodutos agroindustriais como substrato, o0 CES tem sido
utilizado para a obtencdo 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 género de fungos dimorficos que, de forma geral,
apresentam células de levedura maiores e células filamentosas menores. E um género
ubiquo e amplamente distribuido, podendo ser encontrado em agua doce e hipersalina,
gelo, solo de florestas, folhas de plantas e superficies de frutos (Zalar et al., 2008; Wang
et al., 2019). A capacidade de produzir uma grande quantidade de propagulos e a grande
diversidade intraespecifica permitiu que muitas espécies pertencentes a esse género
habitassem essa variedade de ambientes, inclusive locais que sé@o classificados como
indspitos ou extremos (Jiang et al., 2019). Além disso, apresentam uma ampla gama de
estilos de vida, podendo ser saprofitos, endofiticos e patdgenos de vegetais e humanos
(Lee etal., 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 sao 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 as propriedades versateis e aplicaveis que
0S microrganismos pertencentes a esse grupo possuem (Francesco et al., 2023).

Dentre as propriedades versateis e aplicaveis, ja € de conhecimento a producéo
de inimeras enzimas importantes por Aureobasidium spp., como amilases, proteases,
lipases, xilanases e celulases, sendo essas enzimas produzidas por esses fungos muito
utilizadas, por exemplo, na industria alimenticia. Exemplos de aplicacGes sdo de endo-
1,4-B-xilanase, B-xilosidase, poligalacturonase e pectina liase na clarificacdo de polpa
de frutas e sucos, enquanto que glucoamilase e o-amilase tém sido usados para
sacarificacdo de amido e na panificacdo (Van Nieuwenhuijzen, 2014; Jiang et al., 2021).

Figura 10. Células da levedura Aureobasidium leucospermi, exemplo de espécie
pertencente ao género Aureobasidium. Visualizacdo em microscépio Optico com

aumento de 1000 vezes
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

Investigar a producdo de enzimas celuloliticas, hemiceluloliticas e proteases pela
levedura Aureobasidium leucospermi LB86 por cultivo solido contendo o subproduto

agroindustrial farelo de trigo.

3.2 Objetivos especificos

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 producéo de hidrolases;

Realizar a caracterizagdo bioquimica funcional das enzimas presentes do extrato
fermentativo (efeito de pH e temperatura na atividade e estabilidade, efeito de ions,
inibidores, etanol, agucares etc);

Quantificar a producdo de etanol pela levedura A. leucospermi LB86 utilizando
hidrolisado de farelo de trigo como meio fermentativo.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Pré-indculo para o CES

A levedura A.leucospermi LB86, anteriormente armazenada na colegéo de
fungos do Laboratdrio de Bioquimica e Microbiologia Aplicada — Ibilce — Unesp, em
criotubos sob solucéo de glicerol a 15%, em freezer a -80°C, foi cultivada a 30°C por 48
horas em meio nutriente solido de YEPD (2% extrato de levedura, 1% peptona e 2%
glicose) acrescido de &gar. Apos esse periodo, uma col6nia 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
agar, durante 24 horas, a 30°C e sob agitagdo de 150 rpm. Em seguida as células foram
ressuspendidas em solucdo salina (descrita abaixo) e 1 mL foi aplicado no meio de

fermentativo.

4.2 Producéo das enzimas por cultivo em estado solido (CES)

O CES foi realizada em embalagens de polipropileno (12 x 22 cm) vedadas com
tampdes de algoddo contendo 4 g de farelo de trigo. Para umedecer o substrato, foi
adicionado 7 mL de solucéo salina, composta por (g L) (KH2PO4) (0,1%); (K2HPO4)
(0,1%); (NH4)2SOs (0,1%) e MgSO4 7H20) (0,02%) (Silva et al., 2019; Vaz et al.,
2021). Todo o material foi autoclavado a 120°C, 1 atm, durante 30 minutos.
Posteriormente, foi inoculado em cada embalagem 1 mL de suspensdo celular
provenientes do pré-indculo anteriormente realizado, onde continha ~ 8,5 mg de massa
celular (biomassa imida). O cultivo foi mantido a 30°C por um periodo de 168 horas.

Para acompanhar a producdo de enzimas ao longo do tempo de cultivo da
levedura, foram retirados a cada 24 horas uma embalagem de fermentacdo. A cada
amostra retirada foram adicionados 50 mL de agua destilada, sendo a mistura
homogeneizada manualmente e mantida sob agitacdo em shaker (100 rpm), por 10
minutos. Apos esse periodo, o material foi filtrado em tecido nylon e centrifugado a
4000 rpm por 15 min, a 4°C, e o sobrenadante foi utilizado para a determinagdo das

atividades enzimaticas.

4.3 Determinacéo das atividades enzimaticas
4.3.1 Endoglucanase
Para determinar a atividade de endoglucanase foi utilizado 50 pl de solugéo

enzimatica e 450 ul de carboximetilcelulose 1% (CMC-Sigma Aldrich) diluido em
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tampé&o acetato a 150 mM em pH 5,0. A solucéo foi incubada durante 100 minutos em
banho a 40°C. O agUcar redutor liberado foi quantificado pelo método DNS (Miller,
1959), adicionando 500 ul da solucéo de &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) a mistura da
reacdo. A mistura foi incubada a 96°C durante 10 minutos, em seguida foi resfriada em
banho de gelo e adicionado 5 mL de agua destilada. Apos a homogeneizacdo, foi
realizada a leitura em espectrofotometro a 540 nm. A atividade de endoglucanase foi
definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pumol de glicose por minuto,

nas condicdes de reacdo, comparado a curva padrédo de glicose, previamente preparada.

4.3.2 Xilanase

A atividade de xilanase foi determinada em mistura de reagéo contendo 50 pl de
solucdo enzimatica e 450 pl de xilana birchwood 1% (Sigma Aldrich) a 150 mM em
tampdo acetato pH 5,0. A solucdo foi incubada durante 100 minutos em banho a 40°C.
O acglcar redutor liberado foi quantificado pelo método DNS (Miller, 1959),
adicionando 500 ul da solugdo de &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) a mistura da reacao.
A mistura foi incubada a 96°C durante 10 minutos, em seguida foi resfriada em banho
de gelo e adicionado 5 mL de agua destilada. Ap6s a homogeneizacdo, foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro a 540 nm. A atividade de xilanase foi definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 pumol de xilose por minuto, nas condic¢des de

reacao, comparado a curva padrao de xilose, previamente preparada.

4.3.3 p-glicosidase

Para determinacdo da atividade de B-glicosidase utilizou-se 50 pL do solugédo
enzimatica e 450 pl de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (2mM) (pNPG-Sigma
Aldrich) dissolvido em solucdo tampdo acetato (150 mM, pH 5,0). A reacdo foi mantida
a 40°C, por 60 minutos, e interrompida com a adi¢do de 500 pL de solugéo de Na>COs
(2 M). O p-nitrofenol liberado foi quantificado por espectrofotometria a 410 nm. Uma
unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1,0 pmol de nitrofenol por minuto de reacdo utilizando curva
padrdo obtido com solucéo de p-nitrofenol em variadas concentragcdes (Kumar; Ramon,
1996).
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4.3.4 B-xilosidase

A atividade de B-xilosidase foi avaliada utilizando 50 pL da solugdo enzimatica
e 450 uL de p-nitrofenil-p-D-xilopiranosideo (2mM) (pNPX-Sigma Aldrich) dissolvido
em solucéo tampao acetato (150 mM, pH 5,0). A reacdo foi mantida a 40°C, durante 60
minutos, sendo interrompida com a adi¢cdo de 500 puL de Na>COz (2M). O nitrofenol
liberado foi quantificado por espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade de atividade
enzimaética foi definida como a quantidade de enzima necesséria para liberar 1,0 pmol
de p-nitrofenol por minuto de reacdo, seguindo as condi¢fes citadas (Kumar; Ramon,
1996).

4.3.5 Protease

Para avaliar a atividade proteolitica, foi utilizado 50 pL de solucdo enzimatica e
450 pL de 1% de caseina (Casein sodium salt from bovine milk-Sigma Aldrich)
dissolvida em solucéo de tampé&o fosfato monobésico (150 mM, pH 6,5). A reacdo foi
mantida a 40°C, durante 90 minutos, sendo interrompida com a adi¢do de 600 pL de
acido tricloroacético 10%. A quantificacdo da atividade caseinolitica foi realizada em
espectrofotbmetro 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 absorbancia a 280 nm (Meyers; Ahearn, 1977).

4.4 Determinacdo das propriedades bioquimicas das enzimas
4.4.1 Concentragéo do extrato fermentativo

Antes de realizar a caracterizacdo fisico-quimica das enzimas, com base no
primeiro bioprocesso em estado sélido, foi escolhido o menor tempo de cultivo em que
observamos alta atividade pro conjunto de enzimas de interesse. Dessa maneira, 0
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 determinacdo da faixa de pH 6timo das enzimas presentes no extrato

fermentativo concentrado, foram utilizados os substratos mencionados anteriormente
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para cada atividade enzimatica. A abrangéncia de pH foi de 4,0 até 10,5 com variacdes
de 0,5 unidades. As reagdes foram conduzidas a 40°C utilizando os seguintes tampdes:
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

enzimatica foram realizados em triplicata.

4.4.3 Efeito da temperatura sobre a atividade das enzimas

Para avaliar o efeito da temperatura sobre as atividades enzimaticas, foram
utilizados tampdes com pH 6timos pré-determinados para cada enzima, variando-se a
temperatura de 30 a 65°C, alternando 5°C. Todos 0s ensaios de atividade enzimética

foram realizados em triplicata.

4.4.5 Efeito da temperatura na estabilidade das enzimas

Para determinacdo do efeito da temperatura na estabilidade das enzimas, a
solucdo enzimatica foi pré-incubada, sem a presenca do substrato, nas temperaturas de
30 a 65°C, com variacdo de 5°C, durante 60 minutos. Posteriormente, as reacGes foram
realizadas normalmente, utilizando os pH e temperaturas 6timos pré-determinados.

Todos os ensaios de atividade enzimatica foram realizados em triplicata.

4.4.6 Efeito de inibidores sobre a atividade proteolitica

Para testar o efeito de diferentes inibidores na atividade proteolitica, foram
utilizados o éacido etilenodiaminotetracético (EDTA), acido iodoacético (AlA), fluoreto
de fenil metil sulfonila (PMSF) e N-etilmaleimida (NEM) na concentracéo final de 5
mM.

As reacOes foram realizadas nas condicbes 6timas de pH e temperatura para a
atividade de protease. Todos os ensaios de atividade enzimatica foram realizados em
triplicata.

4.4.7 Efeito de ions sobre as atividades enzimaticas

Para avaliar as atividades enzimaticas na presenca de diferentes ions, foram
utilizados os ions metéalicos: cloreto de manganés (MnCly), cloreto de potassio (KCI),
cloreto de cobre (CuCly), cloreto de sédio (NaCl), cloreto de litio (LiCl), cloreto de

bario (BaCly), cloreto de cobalto (CoCly), cloreto de magnésio (MgCl.), cloreto de ferro
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(FeCls), cloreto de cadmio (CdCly) e cloreto de mércurio (HgCl2) na concentracdo final
de 5 mM.

As reacOes foram realizadas nas condi¢Bes 6timas de pH e temperatura de cada
atividade testada. Todos o0s ensaios de atividade enzimatica foram realizados em

triplicata.

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

Para o estudo das atividades enzimaticas na presenca de compostos derivados do
pré-tratamento da biomassa vegetal, foram utilizados os compostos vanilina, furfural, 5-
hidroximetilfurfural, acido galico e acido tanico na concentracédo final de 5 mM.

As reacdes foram realizadas nas condicdes 6timas de pH e temperatura de cada
atividade testada. Todos o0s ensaios de atividade enzimatica foram realizados em

triplicata.

4.4.9 Efeito de etanol sobre as atividades enzimaticas

Para determinar o efeito do etanol sobre as atividades enzimaticas, foi
adicionado etanol na concentracdo de 10% na mistura reacional de cada atividade
enzimética avaliada em sua condi¢cdes 6timas de pH e temperatura. Além disso, a
presenca no etanol na concentracdo de 10% também foi avaliada em pH 5,0 em cada
atividade enzimatica. Todos 0s ensaios de atividade enzimatica foram realizados em

triplicata.

4.5 Efeito de acUcares sobre as atividade enzimaticas

Para avaliar o efeito de acucares nas atividades enzimaticas, foram utilizados 0s
acucares glicose, arabinose e xilose nas concentragdes de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 € 0,5 M.

As reacdes foram realizadas nas condicGes 6timas de pH e temperatura de cada
atividade testada. Todos os ensaios de atividade enzimatica foram realizados em

triplicata.

4.5.1 Hidrolise de diferentes substratos
A atividade enzimatica do extrato fermentativo foi medida em diferentes

substratos. Os substratos utilizados foram carboximetilcelulose, avicel, xilana, p-
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nitrofenil-B-D-glucopiranosideo, p-nitrofenol-B-D-xilopiranosideo, p-nitrofenil-a-L-
arabinofuranoside, p-nitrofenil-p-D-glucosaminide e caseina, todos a 0,2 M.

Para o0s substratos p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo, p-nitrofenol-f-D-
xilopiranosideo, p-nitrofenil-a-L-arabinofuranoside e p-nitrofenil-B-D-glucosaminide,
as reacOes aconteceram a 40°C em pH 6,0. Para carboximetilcelulose e avicel, as
reacOes aconteceram a 50°C em pH 5,0. Para xilana, a reagdo aconteceu a 50°C em pH
6,0. Para caseina, a reacdo aconteceu a 45°C em pH 9,0. Todos os ensaios de atividade

enzimatica foram realizados em triplicata.

4.5.2 Producao e quantificacdo de etanol

A producdo e quantificacdo 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 solucédo salina composta por fosfato de potassio monobasico (KH2POa)
(2,0 g/L), sulfato de amdnio (NH4)2S04 (2,0 g/L), sulfato de magnésio (MgSQO4 7H20)
(1,0 g/L), cloreto de célcio (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 aplicacdo do extrato enzimatico
do presente estudo. Foi adicionado em erlenmeyers de 50 mL: 2 g de substrato,
previamente lavado; 8 mL de tampdo MES em pH 6,0 (pH 6timo para o maior conjunto
de atividades testadas); e 2 mL do extrato enzimatico. Os erlenmeyers foram incubados
a 40°C (temperatura 6timo para o maior conjunto de atividades testadas) e sob agitacédo
de 150 rpm durante 120 minutos. Apés esse periodo, o material foi filtrado e
centrifugado a 4000 rpm por 15 min, a 4°C. O sobrenadante teve seu pH ajustado para
4.5 e foi utilizado como meio fermentativo.

A fermentacdo foi iniciada com inoculo a 0,7 DOsgo. Os erlenmeyers foram
vedados com uma valvula, que foi preenchida com 3,5 mL de 1 g L ™! de solucéo de
metabissulfito de sddio. O experimento foi realizada a 30°C sob agitacdo de 150 rpm, e
amostras foram coletadas nos tempos de 24 e 48 horas de fermentacdo. O meio foi
centrifugado a 4000 rpm por 15 min a 4°C, e o sobrenadante foi utilizado para
quantificacdo 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 pL do headspace foram
coletados usando uma seringa gas tight (500 pL) e injetados em um cromatografo

gasoso (PerkinElmer-Clarus 480) equipado com uma coluna EN14103 (30 m, 0,32 mm,
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0,25 um: Agilent Technologies). Foi utilizado nitrogénio como gas de arraste, com
fluxo de 1,7 mL min™. O detector de ionizacéo de chama (FID) foi operado com Hz (45
mL min1) e ar sintético (450 mL min?). As temperaturas dos blocos de injecdo e
deteccdo foram 200 e 250 °C, respectivamente. A temperatura inicial do forno comecgou
em 40°C subindo para 150°C (15°C min't) com um tempo total de execucio de 7,3 min.
Uma curva analitica foi construida com solugdes etanol:dgua (m/v) em diferentes
concentragdes (0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 5,0 g L de etanol) (Martins et al., 2018).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliagdo do crescimento e presenca 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 periodo 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 sélido 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 col6nia sobre o farelo de
trigo. Dessa forma, foi possivel concluir que, nas condicGes realizadas no trabalho, o
farelo de trigo favoreceu o crescimento da levedura em questao.

Com os extratos fermentativos que foram retirados a cada 24 horas, foram feitos
0S ensaios enzimaticos para avaliar as atividades enzimaticas e a influéncia do tempo na
producdo das enzimas. Foram avaliadas as atividades de endoglucanase, -glicosidase,
xilanase, PB-xilosidase e protease. Foi observado atividade para todas as enzimas

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

Figura 11. Producdo 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 enzimatica de xilanase e endoglucanase, respectivamente
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Figura 12. Produgdo de B-xilosidase e B-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 enzimatica de B-xilosidase e B-glicosidase, respectivamente
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Figura 13. Producdo de protease pela levedura A. leucospermi LB86 ao longo do CES

com farelo de trigo como substrato

— —-—
£ i)

Atividade enzimatica (U mL™)
(4]

(=]

T T T T

T T T
24 48 72 96 120 144 168
Tempo (h)

o

Fonte: Autoria propria, 2024

A maior atividade para endoglucanase foi no tempo de 120 horas (Figura 11)
com aproximadamente 0,20 U mL™. Para xilanase, a maior atividade ocorreu no tempo

de 24 horas (Figura 11), com cerca de 0,23 U mL™. No caso das enzimas B-glicosidase e
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B-xilosidase, podemos dizer que ambas tiveram sua maior atividade no tempo de 72
horas (Figura 12), onde a B-glicosidase apresentou um pouco mais de 0,03 U mL™,
enquanto que a e B-xilosidase teve um pouco menos de 0,01 U mL™. No caso da
protease, 0 tempo de maior atividade foi de 144 horas (Figura 13), com
aproximadamente 10 U mL™. A partir disso, foi possivel ver que o farelo de trigo é uma
alternativa para a producgdo de hidrolases. Isso porque o farelo de trigo, assim como
outras fontes de carbono complexas, é a base de celulose, hemicelulose e, também, uma
substancia rica em proteinas, apresentando assim elevado potencial para producdo de
enzimas hidroliticas (Tuysuz et al., 2020; Arya et al., 2022).

Observando a influéncia 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 proteinas. Uma possivel justificativa para isso é que acgucares
liberados pela atividade de xilanase nas primeiras horas e de endoglucanase ao longo
dos dias, como oligossarideos de tamanhos variados, podem ter sido utilizados como
substratos para as enzimas com atividade de B-glicosidase e B-xilosidase. No caso da
protease, observamos que a producdo vai aumentando ao longo dos dias, sendo o tempo
de 144, penultimo dia de fermentacdo, o de maior producdo. O penultimo dia ter sido o
dia de maior producdo pode ser justificado pela possivel diminui¢do na quantidade de
carboidratos ao longo das 168 horas, ja que desde o primeiro dia, ja estavam sendo
consumidos. Sendo assim entdo, as proteinas comecaram a ser utilizadas em maior
quantidade como fonte de carbono pela levedura.

Com intuito de incrementar os niveis de producdo de enzimas, diferentes
técnicas de modificacdo genética podem ser utilizadas. No que tange a expressao
génica, temos a expressdo heterdloga, onde as leveduras hospedeiras mais comumente
utilizados na expressdo heter6loga de proteinas sdo a Saccharomyces cerevisiae e a
Pichia pastoris (Castro; Pereira, 2010). Dessa forma, trabalhos futuros a fim de otimizar

a producdo 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 tampbes na faixa de pH 4,0 a 9,5 para as atividades de endoglucanase,
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xilanase, B-glicosidase e B-xilosidase e na faixa de pH 5,5 a 10,5 para a atividade de
protease (ensaio caseinolitico).

O estudo da influéncia do pH na atividade de endoglucanase indicou maior
atividade em pH 5,0 (Figuras 14).

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

LB86. Os valores correspondem a média de triplicatas de experimentos independentes
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Observando a Figura 14, vemos que a faixa de pH em que ha atividade maxima
de endoglucanase é 4,0-5,5, onde no pH 5,0 se observa a maior atividade, sendo ele o
utilizado para prosseguir com 0s experimentos. Assim como no presente estudo, a
maioria das endoglucanases de origem flngica apresentam sua maior atividade em pH
entre 4,0 e 5,0 (Valaskova; Baldrian, 2006).

Enzimas com atividade em pH acidos possuem potencial aplicacdo nos mais
variados processos industriais, principalmente na inddstria alimenticia, mais
especificamente na panificagdo (Trabelsi et al., 2019).

Para xilanase, a maior atividade enzimatica foi notada na faixa de pH 5,5-6,5
(Figura 15), onde o pH 6,0 foi utilizado para prosseguir 0s experimentos.
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Figura 15. Efeito do pH na atividade de xilanase secretada por A. leucospermi LB86.
Os valores correspondem a média de triplicatas de experimentos independentes
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Essa caracteristica de atividade em pH acido ja foi relatada para enzimas
produzidas por leveduras do mesmo género. Nos trabalhos de Li et al. (1993) e Silva
(2020), as xilanases produzidas por Aureobasidium pullulans e Aureobasidium
pullulans LB 3.1 exibiram pH 6timo a 4,4 e na faixa de 2,5-4,0, respectivamente.

Estudos ja mostraram que xilanases com suas atividades maximas em pHs
acidos possuem potencial para diversas aplicacdes. No trabalho de Zhao et al. (2013), a
adicdo de xilanase &cida na fermentacdo da cerveja promoveu o aumento na taxa de
filtracdo e reducdo da viscosidade da mistura. J& em estudos visando melhorias na
qualidade de pdaes, a xilanase bruta de carater &cido produzida pela levedura
Aureobasidium pullulans NRRL Y-2311-1 diminuiu a firmeza e tamanho do miolo do
pdo, aumentou seu volume e melhorou sua maleabilidade (Yegin et al., 2018).

O estudo sobre a influéncia do pH na atividade de B-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 0s experimentos.
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Figura 16. Efeito do pH na atividade de B-glicosidase secretada por A. leucospermi
LB86. Os valores correspondem a média de triplicatas de experimentos independentes
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A enzima exibiu progressiva queda a partir do pH 7,5 e nenhuma atividade em
pH 9,0. A maioria das B-glicosidase fangicas exibem pH 6timo 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 B-glicosidase intracelular produzida pela levedura Debaryomyces hansenii
UFV-1 (Maitan, 2011), cuja atividade méxima foi notada a pH 6,0. Outro exemplo ¢ f3-
glicosidase produzida pela levedura Aureobasidium pullulans (Leite et al., 2008), com
maxima atividade a pH 4,0.

A atividade méaxia em pH &cido da enzima pode implicar em diversas aplicacoes,
principalmente em processos de vinificagdo, uma vez que em condi¢bes tipicas, a
atividade de B-glicosidases em pH alcalino pode ser reduzida pelo baixo pH em que
ocorre 0 processo, bem como pelas altas concentracdes de alcool, falta de oxigénio e
presenca de glicose (Gunata, 1894; Delcroix et al., 1994).

Ao avaliar o efeito do pH na atividade de B-xilosidase, observamos atividade
méaxima na faixa de pH 6,0-6,5, como podemos observar na Figura 17. O pH 6,0 foi

determinado para seguir com 0s experimentos.
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Figura 17. Efeito do pH na tividade de B-xilosidase secretada por A. leucospermi
LB86. Os valores correspondem a média de triplicatas de experimentos independentes
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Atividade 6tima em pH é&cido é comumente relatada para B-xilosidases (Ohta et
al., 2010). No trabalho de Romero et al. (2012), a B-xilosidase produzida pela levedura
Pichia membranifaciens teve um comportamento semelhante a B-xilosidase secretada
por A. leucospermi LB86, tendo como pH 6timo 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 écidos. O pH 9,0 foi escolhido

para prosseguir com os experimentos.
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Figura 18. Efeito do pH na atividade de protease secretada por A. leucospermi LB86.
Os valores correspondem & média de triplicatas de experimentos independentes
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Semelhante ao que encontramos no presente estudo, alguns trabalhos ja
demostraram a producédo de proteases alcalinas em leveduras, como em Candida olea e
Aureobasidium pullulans 10, cujas atividades 6timas 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 o0 que é encontrato neste trabalho, a partir do pH 8,5 teve um brusca
gueda em sua atividade, onde na faixa de pH 9,0-10,0, a atividade foi totalmente
reduzida.

Dentre os tipos de proteases, as alcalinas sdo as mais aplicadas na industria
(Anwar; Saleemuddin, 1998). Séo utilizadas na industria de alimentos, farmacéutica,
coureira e, principalmente, na producdo de sabdo em pd, uma vez que € necessario
tolerar e ser ativo no pH normalmente elevado das formulagdes de sabdo em pd, que sdo

entre 9,0-12,0 (Takami et al.,1989).
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5.3 Efeito da temperatura na atividade e estabilidade das enzimas secretadas por
Aureobasidium leucospermi LB86

A compreensdo sobre a temperatura 6tima e termoestabilidade enzimatica é uma
propriedade muito importante, tanto para entender as funcGes da proteina, quanto para
sua utilizacdo 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 0s
experimentos. Em relacdo 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 grafico sdo referentes ao efeito
da temperatura na atividade enzimatica e ao efeito da temperatura na estabilidade da
atividade enzimatica, respectivamente. Os valores correspondem a média de triplicatas

de experimentos independentes
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Para xilanaseconforme mostrado na Figura 20, a atividade maxima foi detectada
na faixa de 50-55°C, onde a temperatura de 50° foi determinada para prosseguir com 0s
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
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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 grafico sdo referentes ao efeito da
temperatura na atividade enzimatica e ao efeito da temperatura na estabilidade da
atividade enzimatica, respectivamente. Os valores correspondem a média de triplicatas

de experimentos independentes
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Para B-glicosidase (Figura 21), a maior atividade foi identificada a 40°C,
temperatura determinada para realizar os experimentos posteriores. Em relacdo a
termoestablidade, atividade enzimatica 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 B-glicosidase secretada
por A. leucospermi LB86. As linhas preta e vermelha no gréfico séo referentes ao efeito
da temperatura na atividade enzimatica e ao efeito da temperatura na estabilidade da
atividade enzimatica, respectivamente. Os valores correspondem a media de triplicatas

de experimentos independentes
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Fonte: Autoria prépria, 2024

Para B-xilosidase, a atividade o6tima foi observada a 40°C (Figura 22),
temperatura escolhida para prosseguir com os experimentos. Quando submetida ao teste
de estabilidade, a atividade de [-xilosidase apresentou um leve aumento nas
temperaturas de 30, 35 e 40°C e, assim como na atividade de B-glicosidase, a atividade
sofreu uma consideravel queda a partir de 45°C, com menos de 10% de atividade entre
50-65°C.
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Figura 22. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade de B-xilosidase secretada
por A. leucospermi LB86. As linhas preta e vermelha no gréafico sdo referentes ao efeito
da temperatura na atividade enzimética e ao efeito da temperatura na estabilidade da
atividade enzimaética, respectivamente. Os valores correspondem a média de triplicatas

de experimentos independentes
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Fonte: Autoria propria, 2024

Para protease, a temperatura 6tima de atividade caseinolitica foi descrita a 45°C,
apresentando uma progressiva queda a partir dos 50°C e perdendo toda atividade
enzimatica a 65°C (Figura 23). A temperatura definida para prosseguir os experimentos
foi a de 45°C. Em relacdo 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 proxima
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 6tima 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.
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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 grafico so referentes ao efeito da
temperatura na atividade enzimatica e ao efeito da temperatura na estabilidade da
atividade enzimatica, respectivamente. Os valores correspondem a media de triplicatas

de experimentos independentes
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Fonte: Autoria prépria, 2024

5.4 Efeito dos inibidores na atividade da proteolitica

Para obter maior conhecimento sobre o mecanismo de acéo da protease presente
no extrato, a atividade enzimatica foi avaliada na presenca de diferentes inibidores de
protease. Na Tabela 2 € demonstrado a susceptibilidade do extrato enzimatico a
inibidores de metalo proteases (EDTA), cisteino 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 estdo expressos em atividade relativa, sendo que o ensaio controle (sem
adicdo de inibidores) corresponde a 100% de atividade. Os valores correspondem a

média de triplicatas de experimentos independentes

Inibidores (5 mM) Atividade Relativa (%0) Classe de enzimas inibidas
Controle 100,0 £ 8,5 -
EDTA 95,2+8,1 Metalo
AlA 1136 £2,5 Cisteino
NEM 99,8+54 Cisteino
PMSF 163+1,7 Serino

Fonte: Autoria propria, 2024

Sob efeito de inibidores, houve mais de 80% de inibicdo da atividade proteolitica
pelo PMSF, o que sugere a presenca de serino proteases no extrato enzimatico. A falta
de alteracdo significativa da atividade enzimatica na presenca de EDTA, AIA e NEM,
quando comparado ao controle (atividade de protease sem a presenca de inibidores),

pode indicar a auséncia de metalo e cisteino proteases no extrato.

5.5 Efeito dos ions nas atividades enzimaticas
Ao estudar a influéncia dos ions metalicos nas atividades de endoglucanase,
xilanase, B-glicosidase, B-xilosidade e protease (Tabela 3), observamos modulagéo

positiva e negativa nas atividades avaliadas.
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Tabela 3. Efeito de ions sobre a atividade das enzimas secretadas por A. leucospermi
LB86. Os dados estdo expressos em atividade relativa, sendo que o ensaio controle (sem
adicdo de ions) corresponde a 100% de atividade. Os valores correspondem a média de

triplicatas de experimentos independentes

fons Endoglucanase  Xilanase  B-glicosidase  B-xilosidase Protease
(5 mM) (%) (%) (%) (%) (%)
NaCl 90,4+8/4 1189+75 104,7x20 97,245 645+14
CoCl, 86,4+ 3,2 161,2+£6,8 82,7+5,7 139+34 187,7+£25
CuCl; 90,2+7,2 142,8+85 0,0 0,0 0,0
LiCl 86,9+5,6 1253+3,1 73,547 87,1+74 87,4+£6,6
CdCl, 63,5%5,1 814+39 2744+178 207,9+£6,3 169,8 £ 6,7
MnCl, 125,1+5,4 198,9 £ 6,7 0,0 0,0 101,7+6,4
MgCl, 71,8+£25 106,5+6,4 88,8+1,2 61,4+39 114,6 £ 10,2
HgCl, 124+26 111,8+5,1 0,0 0,0 0,0
BaCl, 776+29 106,6 £5,4 0,0 31,9+172 104,5+ 4,7
FeCl; 63,4+7,8 56,0 £ 3,2 0,0 0,0 0,0
KCI 92,7+14 140,8 £ 54 92,3+54 61,2+472 111,1+54
Controle 100,0+£7,1 100,0+£8,5 100,0+1,6 100,0 £ 8,0 100,0+£1,2

Fonte: Autoria prépria, 2024

Para endoglucanase, notamos uma reducdo significativa da atividade quando
HgCl: esteve presente no meio reacional, cuja atividade remanescente foi de 12,4%. Em
contrapartida, na presenca de MnCl; a atividade aumentou por volta de 25%. Para a
atividade de xilanase, em incubagdo com a maioria dos sais de cloreto, houve aumento
da atividade enzimaética, exceto com CdCl> e FeCls, que causaram reducédo da atividade,
tendo sido notada atividade residual de 81,4 e 56,0%, respectivamente. Em presenca de
CoCly, CuClz, MnCl; e KClI, a atividade xilanolitica aumentou, sendo MnCl, o que mais
provocou aumento da atividade enzimética, na faixa de 99% (198,9%). Para f-
glicosidase, CuCl,, MnClz, HgCl,, BaCl, e FeClz causaram perda total da atividade,
enquanto que CdCl» provocou aumento significante na atividade enzimatica, em torno
de 174% (274%). Na atividade de pB-xilosidase, detectamos algo semelhante a (-
glicosidase, onde CdCl, causou o0 maior aumento da atividade enzimatica, em torno de
108% (207,9%). Em contrapartida, os demais sais de cloreto reduziram a atividade de -
xilosidase, especialmente CuCl;, MnClz, HgCl> e FeCls, com os quais a atividade

enzimatica ndo foi detectada. Para protease, aumento na atividade foi notada em
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presenga de CoCl, e CdCl,, em torno de 88% (187,7%) e 70% (169,8%),
respectivamente. Na contramdo, CuCl,, HgCl. e FeCls reduziram a zero a atividade
proteolitica.

fons podem afetar a atividade enzimatica por interagir com grupos amina e &cido
carboxilico dos aminoacidos, residuos cataliticos ou, também, por formarem complexos
com outras moléculas ligadas as enzimas (Pereira, 2017). Por exemplo, o ion Hg?* é um
agente oxidante do grupo sulfidril, carboxil e de residuos de triptofano, podendo assim
provocar alteragdes na estrutura e atividade de enzimas (Painbeni, 1992). Isso pode
indicar a importancia desses grupos para as enzimas protease, B-glicosidase e B-

xilosidase, uma vez que na presenca Hg?* houve perda total das atividades enzimaticas.

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

No estudo sobre o efeito da vanilina, acido tanico, acido galico, furfural e 5-
hidroximetilfurfural (HMF) nas atividades de endoglucanase, xilanase, -glicosidase, [3-
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 estdo expressos
em atividade relativa, sendo que o ensaio controle (sem adi¢do de compostos inibidores)
corresponde a 100% de atividade. Os valores correspondem a média de triplicatas de

experimentos independentes

Compostos Endoglucanase  Xilanase  p-glicosidase p-xilosidase  Protease

inibidores (%) (%) (%) (%) (%)

(5 mM)

Vanilina 92,8 +£6,6 74,4+ 85 1005+6,8 104,1+5,1 82+21
Acido Gélico 89,6 +44 56,2 £ 4,3 0,0 32,7+6,0 95+54
Acido Tanico 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 +6,3 925+21 0,0

HMF 76,549 82,8 +9,7 79,459 100,734 0,0

Controle 100,0 £ 6,5 100,0+8,3 100,0+45 100,0+2,3 100,0+6,1

Fonte: Autoria propria, 2024
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Para endoglucanase, o composto &cido tanico foi capaz de reduzir a atividade,
deixando-a em torno de 59%, sendo dentre os compostos adicionados, o que mais
diminuiu a atividade enzimatica. Com o0s outros compostos, a atividade de
endoglucanase ndo diminuiu mais do que de 30%, sendo notada melhora na atividade da
enzima na presenca de furfural. Na atividade de xilanase, ha maior perca de atividade
na presenca do acido gélico, deixando-a em torno de 56,2%. Em presenca na atividade
de B-glicosidase, os acidos galico e tanico reduziram totalmente a atividade da enzima,
enguanto que na presenca de vanilina, furfural e HMF, a atividade ndo sofreu alteracdes
significativas. Para B-xilosidase, encontramos um perfil semelhante a B-glicosidase,
onde o &cido tanico reduziu totalmente a atividade p-xilosidica, e o acido galico, mesmo
que néo totalmente, reduziu expressivamente a atividade da enzima, deixando em torno
de 32,7%. Ja na presenca dos outros compostos, vanilina, furfural e HMF, a atividade
ndo sofreu reduces acima de 10%. Na atividade proteolitica, todos 0s compostos
reduziram a atividade da enzima, ndo passando de 10% a atividade na presenca de
vanilina e &cido gélico, e tendo sua atividade totalmente reduzida na presenca de acido
tanico, furfural e HMF.

Diversos trabalhos relataram o efeito inibitorio dos compostos gerados na etapa
de pré-tratamento da biomassa sobre as enzimas utilizadas na conversdo da biomassa
vegetal. Na Tabela 4, é possivel observar que os acidos tanico e galico 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 presenca de acido galico e acido
tanico, respectivamente. Para Xxilanase, na presenca de &cido galico, a atividade
remanescente foi de 56,2%, e 66,3% com acido tanico. A atividade de B-glicosidase ndo
foi detectada na presenca dos dois acidos citados, enquanto as atividades de B-xilosidase
e protease foram reduzidas a zero com acido tanico. Nos trabalhos de Ximenes et al.
(2011) e Mhlongo et al. (2015) o &cido tanico e glico inibiram todas as atividades
enzimaticas testadas. Os fenois poliméricos, como é o caso do acido ténico, por
exemplo, sdo bem conhecidos por formarem complexos com enzimas e as precipitarem
na solugdo, podendo assim inibir suas atividades (Kim et al., 2011). Ademais, a vanilina
é capaz de inibir a atividade de enzimas celuloliticas, e em particular de B-glicosidases
(Ximenes et al., 2010), o que difere dos resultados do presente estudo, ja que na
presenca desse composto, as atividades de endoglucanase e B-glicosidase ndo foram
inibidas e nem expressivamente reduzidas, ficando em torno de 92,8 e 100,5%,

respectivamente.
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5.7 Efeito do etanol nas atividades enzimaticas

A presenca do etanol na concentracdo de 10% em pH 6timo de cada enzima e
em pH 5,0 mostrou-se capaz de alterar as atividades de endoglucanase, protease,
xilanase e B-xilosidase. Para B-glicosidase, em contrapartida, a presenca do alcool nédo

provocou alteracfes 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 estdo expressos em atividade relativa, sendo que o ensaio
controle (sem adicdo de etanol) corresponde a 100% de atividade. Etanol * refere-se ao
ensaio em faixa de pH 6timo de cada enzima, e Etanol ?ao ensaio em pH 5,0. Os valores
correspondem a média de triplicatas de experimentos independentes

Endoglucanase  Protease  B-glicosidase B-xilosidase  Xilanase

(%0) (%0) (%0) (%0) (%0)
Controle 1000+48  100,0+6,8 1000+61  100,0+3,0 1000 * 34
Etanol * 54,0+ 3,4 166+4,0 1035+51  365%82  775%59
Controle - - 1000+4,8  1000+79 100,0+85
Etanol 2 - - 969+49  1068+70  67,6%65

Fonte: Autoria propria, 2024

Para endoglucanase, onde seu pH 6timo ja é o pH 5,0, a adicdo do etanol 10%
diminuiu em torno de 46% a performance enzimatica. Na atividade proteolitica, a
presenca 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 proteolitico, caseina, ndo é
totalmente dissolvido, por esse motivo ndo foi possivel verificar a atividade da enzima
na presenca de etanol em pH 5,0. Para B-glicosidase, a presenga do etanol 10% né&o
provocou alteracfes significativas em ambos pHs, tanto em seu pH 6timo (pH 6,0)
quanto em pH 5,0, apresentando-se como tolerante nessas condi¢cGes ao alcool. Na
atividade pB-xilosidica, o etanol 10% em pH 6timo (pH 6,0) reduziu a atividade da
enzima, fazendo com que ficasse em 36,5%. Ja em pH 5,0, a atividade de B-Xilosidase
ndo apresenta alteracdes, se mostrando tolerante nessas condi¢des. Para a atividade
xilanolitica, o etanol 10% em pH 6timo (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 presenca de etanol 10% na mistura de reacdo ndo alterar a atividade catalitica
de B-glicosidase € uma caracteristica que pode favorecer o emprego da enzima em
processos fermentativos para a producdo de etanol, ja que, em processos tradicionais, a
concentracdo final de etanol dos caldos fermentados obtidos gira em torno de 7-10%
(Gu et al., 2001). Para as atividades que foram reduzidas na presenca do alcool, uma
possivel justificativa € que a mudanca na polaridade do meio, induzida por etanol, pode
ter alterado a conformagdo das enzimas e consequentemente reduziu as atividades

enzimaticas (Barbagallo et al., 2004).

5.8 Efeito de acucares nas atividades de p-glicosidase e p-xilosidase

Os estudos com a presenca dos acglcares D-glicose, L-arabinose e D-xilose nas
concentracgdes de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 e 0,5 M nas atividades de p-glicosidase e B-xilosidase
demonstraram que esses carboidratos podem provocar alteracdes na performance

enzimatica (Figuras 24 e 25).

Figura 24. Efeito dos acucares D-Glicose, L-Arabinose e D-Xilose nas concentracfes
de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 ¢ 0,5 M na atividade de -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 a

média de triplicatas de experimentos independentes
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Para a atividade de p-glicosidase, observamos na Figura 24, na linha em
vermelho, que a D-glicose inibiu a atividade da enzima desde a concentragdo de 0,1 M,
onde a mesma foi detectada a nivel de 80%. Nas outras concentragcdes, a queda foi
continua, onde na maior concentracdo, de 0,5 M, a atividade enzimatica foi de 60%. Na
presenca de L-arabinose, em linha preta no grafico, a atividade observada foi maior
doque com D-glicose, onde para as concentragdes de 0,1 e 0,2 a atividade detectada foi
em torno de 80%, e nas concentracOes de 0,3, 0,4 e 0,5, as atividades foram de 90%.
Com a adicdo de D-xilose, as atividades ndo sofreram reducdo, onde observamos no
gréfico na linha em azul que, na verdade, na presenca desse acucar, houve um pequeno
aumento na atividade B-glicosidica.

A B-glicosidase produzida por A. leucospermi LB86 se mostrou mais tolerante
na presenca de glicose que a B-glicosidase produzida por Aureobasidium pullulans do
trabalho de Baffi et al. 2013. Na presenca de glicose em concentracGes mais baixas que
as utilizadas no presente estudo, 0,05 M, a B-glicosidase de A. pullulans conseguiu
manter sua atividade em 60%, e na concentracdo mais alta de glicose utilizada, 0,4 M, a
atividade foi reduzida a 20%, ao contrario da B-glicosidase utilizada neste trabalho, que
a 0,4 M manteve 60% da sua atividade. Em contrapartida, no trabalho de Silva et al.
2019, a p-glicosidase produzida Pichia guilliermondii G1.2 se apresentou mais
tolerante, onde na presenca de glicose a 0,3 M, manteve 73% de sua atividade, enquanto
gue no presente estudo, a 0,3 M, a atividade ficou em 60%.

A maioria das B-glicosidases € sensivel a glicose, sendo inibidas na presenca
desse monossacarideo. Estudos sugerem que o comprometimento da catéalise enzimatica
na presenca de glicose é devido aos sitios ativos mais expostos, 0 que torna a regido
mais acessivel ao aclcar, o qual acaba exercendo efeito inibitorio sobre a enzima
(Giuseppe et al., 2014; Cao et al., 2015). Ter a atividade estimulada ou inibida por
glicose é uma informacdo de suma importancia, principalmente para processos de
vinificacdo e sacarificacdo da celulose. Em alguns casos, a atividade B-glicosidica pode
n&o ser inibida por etanol, mas amplamente reduzida por glicose. Logo, a utilizagéo de
enzimas em processos de otimizacdo do aroma de vinho ndo sdo possiveis no mosto,
mas vidveis ao final da fermentacdo, quando o contetdo de glicose no vinho é
consideravelmente menor e geralmente insuficiente para impossibilitar a utilizacdo da
enzima no tratamento (Gallifuoco et al., 1999; Barbagallo et al., 2004). O mesmo ¢
verdade para o uso de [B-glicosidases como aditivo ao coquetel celulolitico para

hidrolise da fibra vegetal. Enzimas pouco sensiveis a glicose, produto final da
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sacarificacdo de celulose, € amplamente requerida para a producao de etanol de segunda

geracdo (Vaz et al., 2021).

Figura 25. Efeito dos agucares D-Glicose, L-Arabinose e D-Xilose nas concentracfes
finais de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 ¢ 0,5 M na atividade de B-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 a média de triplicatas de experimentos independentes
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Fonte: Autoria prépria, 2024

Em incubagdo com a D-glicose, linha em vermelho no grafico, a atividade
remanescente de B-xilosidase foi acima de 80%, ndo passando de 90%, em todas as
concentracdes deste acucar. Com adicdo de L-arabinose nas condi¢cdes do experimento,
a atividade B-xilosidica ndo sofreu alteracdes significativas, com atividade acima de
90% nas concentragdes de 0,1, 0,2 e 0,3 M. Em 0,4 e 0,5 M a atividade diminuiu,
ficando proxima a 80%. Na presenca de D-xilose, linha em azul no gréfico, a atividade
registrada foi superior a 80% nas concentragdes de 0,1, 0,2 e 0,3 M, apresentando uma
ligeira diminuicdo nas contracbes de 0,4 e 0,5 M deste aglcar, proximo a 80% de
atividade residual.

A atividade de B-xilosidase do presente estudo se mostrou mais tolerante a
presenca de xilose do que a B-xilosidase produiza por Aureobasidium pullulans CBS
135684 no trabalho de Bankeeree et al. 2018, que teve sua atividade totalmente inibida

na presenca de xilose a 0,055 M. Ja no trabalho de Li et al. 2018, a B-xilosidase
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recombinante produzida pela bactéria Dictyoglomus thermophilum, se apresentou
menos sensivel a presenga de xilose, onde a 0,5 M manteve sua atividade sem alteracéo,
ao contrario da B-xilosidase do presente estudo, que a 0,5, tem 80% de sua atividade.

A xilose como produto final ¢ um inibidor bem conhecido de muitas f-
xilosidases microbianas. Dessa maneira, B-xilosidases com uma menor sensibilidade a
inibicdo da xilose tem grande potencial de aplicacdo, principalmente para hidrolise de
hemicelulose (Terrasan; Guisan; Carmona, 2016; Bankeeree et al., 2018). Umas das
possiveis explicacGes para as B-xilosidases com maior tolerdncia a xilose pode estar
ligada ao mecanismo de inibicdo ndo competitiva, onde a xilose pode se ligar a enzima
em locais diferentes do sitio ativo, sem causar efeito na ligagdo do substrato (Jordan;
Braker, 2007).

5.9 Hidrolise de diferentes substratos

O extrato fermentativo foi submetido a testes de reacdo com diferentes
substratos para avaliar se apresentava atividades além das que ja foram estudadas
anteriormente. Para isso, utilizamos os substratos ja utilizados, p-nitrofenil-p-D-
glucopiranosideo, p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo, carboximetilcelulose, xilana e
caseina, e também outros substratos, como p-nitrofenil-a-L-arabinofuranoside, p-

nitrofenil-B-D-glucosaminide e avicel (Tabela 6).

Tabela 6. Capacidade de hidrolise de diferentes substratos pelo extrato obtido por
bioprocesso em estado solido pela levedura A. leucospermi LB86. Os valores
correspondem a média de triplicatas de experimentos independentes

Substratos Atividade enzimética (U/mL)

p-nitrofenil-p-D-glucopiranosideo 0,03 U/mL
p-nitrofenil-p-D-xilopiranosideo 0,03 U/mL
p-nitrofenil-a-L-arabinofuranoside 0,03 U/mL
p-nitrofenil-B-D-glucosaminide 0,02 U/mL
Carboximetilcelulose 0,91 U/mL
Xilana 0,43 U/mL
Caseina 5,61 U/mL

Avicel 0,0

Fonte: Autoria propria, 2024
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Observando a Tabela 6, dentre os substratos avaliados, o unico substrato que o
extrato ndo apresentou capacidade de hidrolisar foi a microcelulose cristalina Avicel.
Dessa maneira, podemos inferir a auséncia ou baixa quantidade de atividade de
exoglucanase no extrato enzimatico. Ademais, foi hidrolisado a maior parte dos
substratos testados, o que pode indicar a presenca de uma gama de enzimas que podem

atuar na degracdo de diversos substratos.

6.0 Producéo e quantificacdo de etanol

A producdo de etanol pela levedura A. leucospermi LB86 foi semelhante nos
dois tempos de fermentagdo avaliados, 24 e 48 horas, com producéo de 0,68+0,13 g/L*
e 0,65+0,13 g L de etanol, respectivamente. Com resultados proximos 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™ de etanol em 96 horas de fermentacdo em meio contendo xilose como
unico aglcar fermentescivel. J& no trabalho de Zhao et al. (2018), foi reportado uma
maior producdo pela levedura mutante Candida glycerinogenes UG-21, com 37,2 g/L
de etanol a partir da fermentacdo do hidrolisado de bagaco de cana ndo desintoxicado.

De fato, a levedura A. leucospermi LB86, nas condi¢cOes de fermentacédo
avaliada, ndo exibiu alta producdo de etanol. Entretanto, os resultados de producéo das
glicosidases suportam futuros estudos para uso destas enzimas como aditivo a coquetéis
de enzimas celuloliticas para melhoramento da degradacédo de fibra vegetal. Para além
disso, também podemos dar continuidade aos estudos de purificacdo e testes de
aplicacdo destas enzimas, especialmente para [-glicosidases que se mostraram
tolerantes a etanol 10% e moderada tolerancia a glicose. Os testes de aplicacdo de B-
glicosidases podem também ser direcionados ao melhoramento do aroma de bebidas,

como vinho, a fim de proporcionar a liberacdo de terpenos complexados com agucares.



66

6. CONCLUSOES

A levedura A. leucospermi LB86 foi capaz de crescer em CES utilizando o
subproduto agroindustrial farelo de trigo como substrato;

Através do extrato enzimatico obtido pelo CES, verificamos a presenca de
atividades para endoglucanase, xilanase, B-glicosidase, B-xilosidase e protease;

As atividades maximas em pHs &cidos para endoglucanase, xilanase, p-
glicosidase e B-xilosidase podem proporcionar diversas aplicagdes industriais;

Para atividade proteolitica, identificamos que a levedura A. leucospermi LB86
utilizando o farelo de trigo como substrato produziu serino-proteases, uma vez gque na
presenca do PMSF, a atividade foi expressivamente reduzida;

A atividade de B-glicosidase nédo ser inibida na presenca de etanol 10% em seu
pH 6timo e em pH 5,0 pode ser um indicio de aplicacdo da enzima em processos
fermentativos para a producdo de etanol e melhoramento de aroma de bebidas, como
vinho;

O extrato enzimatico obtido pelo cultivo de A. leucospermi LB86 em farelo de
trigo € fonte de uma variedade de hidrolases, onde, em futuros estudos, podem ser
submetidas a expressdo heterdloga, para melhoramento na producdo das enzimas,
realizacdo de processos de purificacdo e avaliagcdo dos citados potenciais de aplicacdo

destas enzimas.
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