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RESUMO

As leveduras sdo organismos quimiorganotroficos que utilizam principalmente glicose como
fonte de energia e carbono. Além da glicose, outros agucares fermentesciveis se encontram em
abundéancia na natureza e tém sido subaproveitados na industria, dos quais se destaca a xilose.
Para algumas leveduras, como Saccharomyces cerevisiae, a utilizacdo de pentoses € limitada
pela caréncia de transportadores de membrana especificos e enzimas intracelulares para a
metabolizacdo deste acucar. Entretanto, algumas leveduras sdo capazes de utilizar xilose como
fonte de carbono e bioconverte-la em produtos como etanol, &cidos organicos ou peptideos.
Isso implica na existéncia de um sistema de transporte e enzimas intracelulares para metaboliza-
la. Neste contexto, a prospec¢do de enzimas auxiliares despolimerizantes do material
lignocelulosico, tais como B-glicosidases e a-L-arabinofuranosidases, também assume funcéao
importante para obtencdo de aclcares fermentesciveis. Além disso, poucos estudos estéo
disponiveis a respeito da producéao de peptideos bioativos por leveduras, quais podem ser fontes
promissoras de producdo dos mesmos. Sendo assim, o presente trabalho buscou investigar o
consumo de xilose, a producdo de peptideos com atividade bioldgica e a producdo de f-
glicosidases pelas espécies Pichia ofunaensis e Trichosporon multisporon, assim como a
produgdo de a-L-arabinofuranosidases por Aureobasidium pullulans e A. leucospermi. As
enzimas foram prospectadas utilizando farelo de trigo como substrato em cultivo em estado
solido e em seguida a caracterizacdo bioquimica funcional das enzimas foi realizada. Quanto a
assimilacdo de xilose, foram avaliados o crescimento celular e 0 consumo deste agucar pelas
leveduras P. ofunaensis e T. multisporon cultivadas em meio YEPX em diferentes pH iniciais:
4,5; 6,5 e 8,5; e temperaturas: 28, 32 e 36 °C. Por fim, foi avaliado a presenca de peptideos
bioativos com atividade antimicrobiana nos meios em que as leveduras foram cultivadas. Em
nossos resultados, observamos maior atividade para B-glicosidases a pH 5,5-6 e 50-60 °C (P.
ofunaensis, com 0,40 U mL™), e pH 5,5-6 e 55 °C (T. multisporon, com 0,21 U mL™). Ambas
as B-glicosidases foram tolerantes ao etanol, metanol, isopropanol e acetona nas concentracdes
avaliadas. As a-L-arabinofuranosidases exibiram maxima atividade a pH 5,5-6,5 e 60-70 °C (A.
pullulans, com 0,11 U mL™), e pH 5,0-7,5 e 60 °C (A. leucospermi, com 0, 12 U mL™?). A a-L-
arabinofuranosidase produzida por A. pullulans exibiu maior tolerancia a etanol do que a
enzima produzida por A. leucospermi. Quanto ao consumo de xilose, as leveduras
demonstraram melhor desempenho a pH inicial 4,5, indicando que o transporte de xilose tem
sido realizado em associacdo com H*. Ainda, P. ofunanesis apresentou consumo mais rapido
de xilose em 32/36 °C, enquanto T. multisporon em 28 °C. A analise do antibiograma para
StapHylococcus aureus e Escherichia coli ndo resultou em formacdo de halo de inibicéo,
indicando assim ndo ter sido secretado pelas leveduras moléculas que tivessem acéo
bactericida/bacteriostatica, concluindo néo ter ocorrido a producéo de peptideos bioativos de
carater antimicrobiano por estas leveduras. As informac6es obtidas aqui permitiram conhecer
o perfil metabdlico de consumo de xilose pelas leveduras P. ofunaensis e T. multisporon e as
propriedades bioquimicas das enzimas secretadas pelas leveduras deste estudo. Estes resultados
contribuirdo para estudos futuros de clonagem e expressao heteréloga destas enzimas, assim
como para aprofundar as investigacfes sobre os transportadores envolvidos no transporte de
xilose.

Palavras-chave: p-glicosidases, a-L-arabinofuranosidases, caracterizagdo enzimatica,
pentose, residuos agroindustriais.



ABSTRACT

Yeasts are chemorganotrophic organisms that mainly use glucose as a source of energy and
carbon. In addition to glucose, other fermentable sugars are found in abundance in nature and
have been underutilized in the industry, of which xylose stands out. For some yeasts, such as
Saccharomyces cerevisiae, the use of pentoses is limited by the lack of specific membrane
transporters and intracellular enzymes for the metabolization of this sugar. However, some
yeasts are able to use xylose as a carbon source and bioconvert it into products such as etanol,
organic acids or peptides. This implies the existence of a transport system and intracellular
enzymes to metabolize it. The fermentation of pentoses is an essential step to improve the yield
in the production of ethanol and organic acids. In this context, the prospection of
depolymerizing auxiliary enzymes of lignocellulosic material, such as B-glycosidases and a-L-
arabinofuranosidases, also plays an important role in obtaining fermentable sugars. In addition,
few studies are available regarding the production of bioactive peptides by yeasts, which can
be promising sources of their production. Thus, the present work sought to investigate the
consumption of xylose, the production of peptides with biological activity and the production
of B-glycosidases by the species Pichia ofunaensis and Trichosporon multisporon, as well as
the production of a-L-arabinofuranosidases by Aureobasidium pullulans and A. leucospermi.
The enzymes were prospected using wheat bran as a substrate in solid state fermentation and
then the functional biochemical characterization of the enzymes was performed. Regarding
xylose assimilation, were evaluated the cell growth and consumption of this sugar by the yeasts
P. ofunaensis and T. multisporon cultivated in YEPX medium at different initial pH: 4.5; 6.5
and 8.5; and temperatures: 28, 32 and 36 °C. Finally, the presence of bioactive peptides with
antimicrobial activity in the media in which the yeasts were grown was evaluated. In our results,
we observed greater activity for B-glycosidases at pH 5.5-6 and 50-60 °C (P. ofunaensis, with
0.40 U mL-1), and pH 5.5-6 and 55 °C (T. multisporon, with 0.21 U mL-1). Both B-glycosidases
were tolerant to ethanol, methanol, isopropanol and acetone at the concentrations evaluated. o-
L-arabinofuranosidases exhibited maximum activity at pH 5.5-6.5 and 60-70 °C (A. pullulans,
with 0.11 U mL-1), and pH 5.0-7.5 and 60 °C (A. leucospermi, with 0.12 U mL-1). The a-L-
arabinofuranosidase produced by A. pullulans exhibited greater tolerance to ethanol than the
enzyme produced by A. leucospermi. As for the consumption of xylose, yeasts showed better
performance at initial pH 4,5, indicating that the transport of xylose has been carried out in
association with H +. In addition, P. ofunanesis showed faster consumption of xylose at 32/36
°C, while T. multisporon at 28 °C. The analysis of the antibiogram for StapHylococcus aureus
and Escherichia coli did not result in the formation of an inhibition halo, thus indicating that
molecules that had bactericidal / bacteriostatic action were not secreted by the yeasts,
concluding that the production of bioactive peptides of antimicrobial character by these yeasts
did not occur. The information obtained here demonstrated the capacity of xylose consumption
by the yeasts P. ofunaensis and T. multisporon and the biochemical properties of the enzymes
secreted by the yeasts. These results will contribute to future studies of cloning and
heterologous expression of these enzymes, as well as to further investigate the transporters
involved in the transport of xylose.

Keywords: B-glycosidases, a-L-arabinofuranosidases, enzymatic characterization, solid state

fermentation, agroindustrial residues.
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media (N = 3) £ dESVIO PAATAO. .......ci ittt et et e 130
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1. INTRODUCAO GERAL

A xilose é uma pentose encontrada constituindo a cadeia principal das xilanas, principal
tipo de hemicelulose das paredes celulares vegetais. A xilose é o aglcar renovavel mais
abundante na biomassa vegetal depois da glicose, no entanto, diferente da glicose, a xilose néo
é fermentada por Saccharomyces cerevisiae, limitando o aproveitamento desse acucar nas
fermentacdes industriais para producdo de etanol de segunda geracdo (ZUO et al., 2013).
Entretanto, véarias outras espécies de levedura apresentam a maquinaria de transporte e
enzimatica especifica para metabolizacdo desse acucar (GONG et al, 1981; MCMILLAN,
1993; CHANDRAKANT, BISARIA, 1998). A assimilacdo de xilose por estas leveduras é
dependente de varios fatores, tais como a concentracdo do acucar, estado nutricional e
condicdes fisico-quimicas de cultivo como: aeracdo, pH e temperatura (MCMILLAN, 1993).
Essas cepas sdo capazes de produzir aléem do etanol, outros bioprodutos de alto valor agregado
a partir da utilizacdo da xilose como fonte de carbono, como glicolipidios, surfactantes (FARIA
et al., 2014), arabitol e xilitol (GIRIO et al, 2000), &cidos organicos, entre outros (CHEN, ZHU,
XIA, 2014). A fermentacdo de pentoses é, portanto, uma etapa essencial para melhorar o
rendimento na producéo de etanol e bioprodutos a partir de biomassa vegetal.

As producdes agricola e agroindustrial sdo responsaveis por originar grandes quantidades
de residuos vegetais, 0s quais, por possuirem composicao rica em acucares, podem ser fontes
abundantes de substrato para processos fermentativos e obtencdo de produtos de alto valor
agregado (REDDY et al., 2003; SANCHEZ, 2009).A producdo de enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas por microrganismos que crescem utilizando residuos agroindustriais como
substrato tém sido amplamente realizadas e estudadas em funcdo do potencial dessas enzimas
para uso em diversos processos biotecnolégicos (BHATIA et al., 2002).

As celulases sdo enzimas que atuam de forma sinérgica no processo de conversdo da
celulose em glicose e incluem as endoglucanases, celobiohidrolasese e B-glicosidases. As [3-
glicosidases se destacam pela ampla gama de aplica¢6es industriais como no processamento de
alimentos, realce do aroma de vinhos (GONZALEZ-POMBO et al., 2011), melhoramento do
sabor de ché e suco de frutas (KEERTI et al., 2014), producéo de biocombustiveis (MENDEZ-
LITER et al., 2017), liberacdo de compostos aromaticos (ZANG et al., 2018), entre outros.

Entre as hemicelulases, enzimas responsaveis por degradarem todas as fracGes da
hemicelulose da matéria lignoceluldsica, existe um conjunto de enzimas que degradam a cadeia
principal de xilano, as xilanases e B-xilosidases, e outras acessorias, responsaveis por clivarem

as cadeias laterais da hemicelulose como as endomananases, P-manosidasases e o-L-
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arabinofuranosidases. As arabinofuranosidases se destacam pelas inumeras aplicacbes
industriais que apresentam, como na producao de farmacos, alimentos, racdo animal, téxteis,
biocombustiveis, detergentes, entre outras (SAHA, 2000; NUMAN; BHOSLE, 2006;
TERRONE, 2017).

Durante um processo fermentativo, além do produto alvo, diversos outros compostos
quimicos sdo liberados, os quais podem apresentar aplicabilidade industrial (ALBAEK et al.,
2011). Sabe-se que microrganismos podem secretar peptideos ou os produzirem a partir da
hidrélise enzimética das proteinas presentes no meio de cultivo. Os peptideos podem exercer
uma grande variedade de funcGes, podendo atuar como hormdnios ou fatores liberadores destes,
toxinas, neurotransmissores, antimicrobianos, adocantes ou substratos de proteases
(MACHADO et al, 2004). Os que exercem efeito benéfico para os organismos sdo conhecidos
como peptideos bioativos, os quais ja foram relatados na literatura serem produzidos durante o
processo de fermentagdo microbiana (RAI, SANJUKTA, JEYARAM, 2017). Na literatura ha
muitos relatos sobre a aplicacdo de bactérias para a producdo de peptideos bioativos
(MOSLEHISHAD et al., 2013; RAI, JEYARAM, 2015; ELFAHRI et al., 2016), mas poucos
estudos estdo disponiveis a respeito da producdo de peptideos bioativos por leveduras.

Neste contexto, o presente trabalho propos investigar a capacidade de assimilacdo de
xilose pelas leveduras P. ofunaensis e T. multisporon, e contribuir com o atual investimento em
pesquisas para a obtencdo de moléculas biotecnologicamente importantes, por meio da
avaliacdo da presenca de peptideos bioativos nesses meios de cultivo. Assim como avaliar a
producdo de enzimas dos complexos celuloliticos e hemiceluloliticos pelas leveduras P.

ofunaensis, T. multisporon, Aureobasidium pullulans e A. leucospermi.
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CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho, investigamos a capacidade de assimilacdo de xilose e producdo das
enzimas B-glicosidases e a-L-arabinofuranosidases por leveduras isoladas do ambiente. As
leveduras P. ofunaensis e T. multisporon se mostraram assimiladoras de xilose em meio YEPX
com diferentes pH. Ambas as leveduras apresentaram melhor assimilacdo da pentose em pH
inicial 4,5, o que pode ser indicativo de que o melhor transporte desse acucar seja dependente
de um simportador de préton. Em meio YEPX pH inicial 4,5, P. ofunanesis apresentou consumo
mais rapido de xilose nas temperaturas de incubacdo de 32 e 36° C, enquanto T. multisporon
apresentou 0 maximo de consumo do agUcar a 28 °C. Esses resultados permitiram, assim, inferir
que o pH e a temperatura sdo fatores que podem afetar a expressdo de transportadores de
membrana de xilose, permitindo com que essa seja transportada com menor ou maior eficiéncia.
Dessa forma, estes resultados servirdo de base para estudos posteriores envolvendo proteoma e

transcriptoma para investigar os transportadores de membrana de xilose nestas leveduras.

Nenhuma das aliquotas de cultivo, das diferentes fermentacfes em YEPX avaliadas,
formou halo de inibicdo, indicando assim néo ter sido secretado pelas leveduras P. ofunaensis
e T. multisporon, no meio, moléculas que tivessem agéo bactericida e/ou bacteriostatica. Dessa
forma, conclui-se que ndo houve a producdo de peptideos bioativos de carater antimicrobiano
por estas leveduras.

As B-glicosidases de P. ofunaensis e T. multisporon apresentaram uma produtividade de
0,40 e 0,21 U mL? e maior atividade em pH 5,5-6,5 e 50-60 °C e pH 5-6 e 55 °C,
respectivamente. Ambas as enzimas exibiram estabilidade em ampla faixa de pH e temperatura
de 30-50 °C, tolerancia frente a diferentes ions metalicos, solventes organicos e compostos
fendlicos nas diferentes concentracdes avaliadas. Ambas as B-glicosidases foram tolerantes a
presenca de celobiose e, principalmente, xilose no meio. Além disso a enzima de P. ofunaensis
apresentou caracteristicas de interesse para possivel aplicacdo em inddstria vinicola, potencial

qual deve ser investigado mais a fundo em estudos posteriores.

As a-L-arabinofuranosidases de A. pullulans e A. leucospermi apresentaram uma
produtividade de 0,11 e 0,12 U mL™ e maior atividade em pH 5,5-6,5 e 60-70 °C e pH 5,0-7,5
e 60 °C, respectivamente. Ambas as enzimas exibiram estabilidade em ampla faixa de pH e
temperatura de 30-60°C. Em presenca de 50% de etanol, a enzima produzida por A. pullulans
apresentou alta tolerancia, mantendo mais de 80% de sua atividade, enquanto que a enzima de

A. leucospermi manteve 40% de sua atividade. Em incubacdo com glicose e arabinose, as
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enzimas exibiram alta atividade enzimética (acima de 80%) em diferentes concentragdes destes
acucares. A enzima de A. pullulans apresentou caracteristicas de interesse para possivel
aplicacdo em industria vinicola, potencial qual deve ser investigado mais a fundo em estudos

posteriores.





