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RESUMO

O grande acumulo de biomassa lignocelulosica oriunda da producdo de etanol no
Brasil contribui para um aumento em pesquisas para utilizacdo para etanol de
segunda geracao e producdo de enzimas com maior valor agregado. Considerando
que o grupo de pesquisa ao qual esse trabalho esta vinculado tem desenvolvido
pesquisas com celulases, hemicelulases, ligninases, pectinases, esse estudo teve
por objetivo selecionar leveduras produtoras dessas enzimas, realizar a
caracterizagao fisico-quimica e a purificagdo enzimatica. Diversos trabalhos tem sido
desenvolvidos a fim do reaproveitamento de material lignoceluldsico oriundo da
producdo de etanol por cana-de-acUcar para a producdo de enzimas de interesse
comercial e sua principal aplicacdo na producéo de etanol de segunda geracao. Foi
selecionado duas leveduras entre 30 escolhidas da colecdo do Laboratério de
Bioquimica e Microbiologia Aplicadas UNESP/IBILCE: A. pullulans LB 3.1 e A.
leucospermi LB 86 e que foram cultivadas com farelo de trigo. Ambas foram capazes
de produzir xilanase, B-xilosidase e [(-glicosidase, sendo a maior atividade de
xilanase de 72 U mI"* para LB 3.1 de 5,5 U mI"* para LB 86, bem como a atividade de
B-xilosidase que foi (6,7 U ml™) para LB 3.1 e (4,0 U ml'). Com relacéo & influéncia
do pH na atividade enzimética foi observado perfis similares para xilanase e [3-
xilosidase produzidas pela levedura A. pullulans LB 3.1, com uma maior atividade na
faixa de pH 2,5 a 3,5. Essa caracteristica foi observada também para a 3-xilosidase
de A. leucospermi LB 86, cuja maior atividade foi observada em pH 3,5. A solucao
enzimatica da cepa LB 3.1 foi submetida a uma purificacdo parcial e caracterizacao
da B- xilosidase. A enzima possui caracteristicas acidas, com melhor atividade em
pH 4,5 e demonstrou uma termoestabilidade de até 60 min a 80 °C, sendo superior a

resultados encontrados na literatura.

Palavras-chave: @ Hemicelulases.  Aureobasidium  pullulans.  Aureobasidium

leucospermi. Purificagdo enzimatica. Cultivo estado sélido.



ABSTRACT

The large accumulation of lignocellulosic biomass from ethanol production in Brazil
contributes to an increase in research for use for second generation ethanol and the
production of enzymes with greater added value. Considering that the research
group to which this work is linked has developed research with cellulases,
hemicellulases, ligninases, pectinases, this study aimed to select yeasts that produce
these enzymes, perform physical-chemical characterization and enzymatic
purification. Several works have been developed in order to reuse lignocellulosic
material from the production of ethanol by sugarcane for the production of enzymes
of commercial interest and its main application in the production of second
generation ethanol. Two yeasts were selected from 30 chosen from the collection of
the Laboratory of Applied Biochemistry and Microbiology UNESP / IBILCE: A.
pullulans LB 3.1 and A. leucospermi LB 86 and which were grown with wheat bran.
Both were able to produce xylanase, [(-xylosidase and B-glycosidase, with the
highest xylanase activity being 72 U ml-1 for LB 3.1 and 5.5 U ml-1 for LB 86, as well
as the activity of B-xylidasidase which was (6.7 U ml-1) for LB 3.1 and (4.0 U ml-1).
Regarding the influence of pH on enzyme activity, similar profiles were observed for
xylanase and B-xylosidase produced by the yeast A. pullulans LB 3.1, with a greater
activity in the pH range 2.5 to 3.5. This characteristic was also observed for the (3-
xylosidase of A. leucospermi LB 86, whose greatest activity was observed at pH 3.5.
The enzymatic solution of the LB 3.1 strain was subjected to partial purification and
B-xylosidase characterization. The enzyme has acidic characteristics, with better
activity at pH 4.5 and has demonstrated a thermostability of up to 60 min at 80 °C,

being superior to results found in the literature.

Keywords: Hemicellulases. Aureobasidium pullulans. Aureobasidium leucospermi.

Enzyme purification. Solid state cultivation.
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1 INTRODUCAO

O aproveitamento de residuos agroindustriais como substratos para o cultivo
de microrganismos, além de viabilizar produtos de maior valor agregado como,
etanol e enzimas lignoceluloliticas, colabora para um descarte adequado desse
residuo. (PANDEY et al., 2000) O uso de microrganismos para a producdo de
produtos de interesse como, etanol de segunda geracdo, necessita de algumas
etapas como pré-tratamento, sacarificacdo enzimatica e fermentacéo.

A busca por enzimas produzidas por microrganismos tem aumentado devido a
alta producdo e menor producdo de toxinas. HA um grande interesse por [-
xilosidase e outras enzimas lignoceluloliticas de fungos, para a aplicagcdo na
biotecnologia.

O maior obstaculo encontrado na producéo de etanol 2G é a conversao das
fiboras em acucares fermentesciveis, devido a sua recalcitrancia, o que dificulta a
acdo das enzimas. Entretanto, o processo de pré-tratamento do material € uma das
estratégias que pode faciltar o acesso das enzimas, potencializando os
rendimentos. (WEI et al., 2009).

Dentre as enzimas que atuam nesse processo de conversdo estdo as
xilanases, que constituem as endoxilanases e B-xilosidase, realizam um papel muito
importante nas reacdes de hidrélise da xilana, € o componente mais importante na
fracdo hemiceluldésica da biomassa lignocelulésica (ZHOU et al.,, 2011). Este
complexo enzimético é formado pela acdo de hemicelulases e celulases, e € muito
utilizado em setores industriais, na industria de celulose e papel e na sacarificacdo
da hemicelulose para a producao de etanol de 22 geracdo (ADSUL et al., 2004). As
B-xilosidases tem recebido uma atencdo especial, devido a sua importancia
biolégica, como na degradacdo de subprodutos hemicelulolitico de residuo
agroindustrial para producéao de biocombustiveis (PAN et al., 2001). As B-xilosidases
(EC 3.2.1.37) sao exo glicosidases que atuam na remoc¢éo de residuos de [-1,4-
xilosil na regido terminal ndo redutora de xilobiose e xilo-oligossacarideos. Essas
enzimas sdo de grande interesse para a bioquimica e bitecnologia, sua funcgéo
juntamente com outras hemicelulases sao diversas: bioconversdo de residuo
industrial em acucares, aditivos alimentares para animais, producdo de 2,3-
butenodiol e o etanol de 22 geragcéao (SAHA, 2003; TERRASAN, 2016).
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Destaca-se também, a necessidade de aprimorar e desenvolver técnicas de
purificacdo para obter maior especificidade e chegar a um produto final de melhor
qualidade e valor agregado.

Nesse contexto, no presente estudo teve como objetivo a producéo e avaliagao
do perfil enzimatico de leveduras assimiladoras de pentoses da colecdo do

Laboratorio de Bioquimica e Microbiologia Aplicada.
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Revisao Bibliografica

2 RESIDUOS LIGNOCELULOSICO

Os residuos lignocelulésicos sdo gerados a partir de diversas atividades
agricolas e agroindustriais (LIM; MATU, 2015). O Brasil, com grande produ¢do no
setor agricola, gera alta quantidade de residuos, os quais sdo passiveis de
aproveitamento, estimulando o desenvolvimento de formas de aproveitamento desse
material. Os principais residuos gerados no pais séo os farelos de trigo, de soja, de
algoddo, a palha o bagaco de cana-de-acucar e a palha os colmos de milho
(ABBASI; ABBASI, 2010).

O bagaco de cana-de-acucar se destaca entre os residuos lignocelulésico
pelo grande volume em que é gerado e pelas varias possibilidades de
aproveitamento, no setor de geragcédo de energia, componentes de racdo ou como
fonte de aclcares para bioprocessos (FERNANDES et al., 2017). Os dados da safra
2018/2019 indicam que o Brasil produziu cerca de 640 mil toneladas de cana-de-
acucar, sendo o estado de Sdo Paulo responsavel por mais da metade de toda
producgéo Brasileira, atingindo aproximadamente 358 mil toneladas. O volume total
de bagaco gerado esta em torno de 210.000 toneladas (UNICA, 2018).

O bagaco da cana-de-agucar é composto por 35 a 40 % de celulose, 25 a 40
% de hemicelulose e 10 a 20 % de lignina. (Figuras 1 e 2). Por essa alta proporcéo
de polimeros de acuUcares, diversas tecnologias tém sido empregadas para o
desenvolvimento de métodos para aproveitar o bagaco na producdo de

biocombustiveis e outros produtos de valor agregado (ADSUL et al., 2004).
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Figura 1. Composicéo da lignocelulose
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Fonte: Adaptado de KHATTAB (2019).
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Figura 2. Composicao relativa da lignocelulose.

25-40%

Celulose Hemicelulose

Fonte: Autoria propria

3 COMPOSICAO QUIMICA DOS MATERIAIS LIGNOCELULOSICO.
3.1 Celulose

A celulose é um carboidrato presente nas estruturas das paredes celulares
em todas as plantas superiores (BRETT, 2000). Estruturalmente a membrana celular
se apresenta em uma cadeia linear ndo ramificada, de unidades de D-glicose unidas
por ligagdes B (1—4) (KOPCKE, 2008; CALIARI et al., 2017) (Figura 3.).

A composicéo glicidica e sua abundancia na biomassa vegetal a torna um
recurso energético de abundancia no planeta (CHEN, 2014). Além da celulose ser
utilizada na produgdo de biocombustiveis ele também é empregada na industria
alimenticia, na producdo de fibras, cosméticos, plasticos, membranas de papel,

tintas, revestimentos e nano materiais (GUERRIERO et al., 2016).
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Figura 3. Estrutura da molécula de celulose

o OH OH OH OH OH
HO o | HO Q | HO 2|
HO 4 uo 0 4 Cuo 0 g “no OH
OH OH OH o OH o
n

Fonte: Adaptado de SAINI e at.(2015).

A celulose presente nas paredes celulares das plantas esta organizada na
forma de longas e organizada fibras. Alguns autores citam a celulose dividida em
regides amorfas e cristalinas (TAHERZADEH; KARIMI, 2007; VLASENKO et al.,
2010; SUKUMARAN et al., 2010; TOMAS-PEJO et al., 2011; MANAVALAN;
MANAVALAN; HEESE, 2015; MADADI; TU; ABBAS, 2017). Entretanto, Payne et al.
(2015) afirmam que as regibes amorfas ndo existem, sendo uma torcdo entre as
microfibrilas da celulose.

As fibras de celulose exibem extremidades redutoras (com hidroxila livre) e
nao redutoras (sem hidroxila livre), ficando as primeiras acessiveis ao ataque de

enzimas hidroliticas, como hemicelulases e celulases (PEREZ; SAMAIN, 2010).

3.2 Hemicelulose

Representando de 25 a 40 % do material lignocelulésico, a hemicelulose
constitui-se de polissacarideos de estrutura amorfa com cadeia ramificada (Figura
4), contendo pentoses (pB-D-xilose, a-L-arabinose), hexoses (B-D-manose, B-D-
glicose, a-D-galactose) e acidos urbnicos, como acido a-D-galacturdnico, acido a-D-
4-O-metilgalacturdnico. Além disso, os grupos hidroxila nos aclUcares podem ser
parcialmente substituidos por acetila (GIRIO et al., 2010).

A hemicelulose € composta em sua maior parte de xilana, um polimero de
unidades de xilose unidas por ligacbes B (1—4), sendo agrupada em classes:
homoxilanas, glucuronoxilanas, arabinoglucuronoxilanas, arabinoxilanas,
glucuronoarabinoxilanas e heteroxilanas (EBRINGEROVA, 2006). As xilanas

possuem a capacidade de manter ligacdes com outros polissacarideos por meio de
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ligacOes laterais. Além disso, podem ser acetiladas e realizam ligacbes ésteres, com
acido p-cumarico e ferulico, porcao ligada a lignina (SCHELLER; ULVSKOV, 2010).
Os acucares derivados da hemicelulose também séo de grande aplicabilidade para
obter produtos de fermentacdo como solventes, racdo, medicamentos, alguns tipos
de plasticos e nanoparticulas (GUERRIERO et al., 2016)

Figura 4. Estrutura encontrada na hemicelulose.

a—o& «s%

Fonte: Shallom e Shoham, 2003.

3.3 Lignina

A lignina compde cerca de 10 a 20 % da biomassa lignoceluldsica (SAAKE et
al., 2007). E um heteropolimero amorfa que consiste em trés unidades: &lcool p-
cumarilico, alcool coferilico e alcool sinapilico. A lignina fisico-quimicamente é um
material heterogéneo, possui regibes amorfas e estruturas globulares. Sua
composicdo pode varias de acordo com as espécies de plantas. (Figura 5)
(HATAKEYAMA et al., 2009; KAl et al., 2017).
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Figura 5. Estrutura da lignina
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Fonte: Adaptado de AZAPIRA, 2013.

A sua principal fungéo € atuar como uma barreira fisica, sendo um suporte de
resisténcia aos materiais lenhosos e impermeabiliza os vasos condutores de agua e
nutrientes. Por ser recalcitrantes ao ataque microbiano, atua também como barreira
ao ataque de patdgenos de plantas (DAVIDON et al., 2013). A lignina pode ser
utilizada por uma gama de produtos de valor agregado como alguns antioxidantes,
resinas, aditivos de combustivel, lubrificantes, tintas, corantes, graxas e diversos
produtos aromaticos (GUERRIERO et al., 2016)



Figura 6. Tipos de lignina encontrados em diferentes vegetais.

Gimnoospermas Monocotiledénias Dicotiledénias

Angioespermas

OCH, L P A

7 N v v
HO. | N NOI/\\: ”o“l'/\' . |’ [ ] [ v
¥ HRCO™ Y HCO” Y TOCH
A A & OH AN NN ) ) )
HiCo” N e Heo” VNN H,CO ([," on on
Guaiacila Guaiacila Siringila p-hidroxifenila Guaiacila ~ Siringila

Fonte: Adaptado de CRESTINI, 2013.

4 DEGRADACAO DE MATERIAL LIGNOCELULOSICO.

22

A conversdo do material lignocelul6sico em monémeros de agucares pode ser

alcancada por métodos quimicos, fisicos e/ou enzimaticos. Alguns processos

quimicos baseiam-se na utilizagdo de acidos ou bases e altas temperaturas e/ou

pressado, gerando hidrolisados ricos em acUcares fermentesciveis (glicose e xilose)

(YE et al, 2017). O processo alcalino € o mais utilizado, pois atua na clivagem das

ligacbes ésteres promovendo o aumento da porosidade da biomassa (MORETTI,

2014).
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4.1 Hidrdlise enzimatica dos materiais lignoceluldsico.

A degradacdo da biomassa pode ocorrer por diversos microrganismos
produtores de uma complexa mistura de enzimas (SANDGREN et., 2005) As
celulases, hemicelulases e ligninases sé@o as principais enzimas responsaveis por
todo esse processo, transformando carboidratos em aclUcares que posteriormente
sera fermentado pelas leveduras até a obtencdo do etanol. Os microrganismos mais
atuantes na degradacao da lignocelulose sdo os fungos, que atuam na lignina e
deixa a celulose mais exposta; outros microrganismos atuam na lignina e na

celulose, com a producdo de enzimas oxidativas (CHANDRA et al., 2019).

4.2 Celulases

As celulases exercem um papel fundamental na hidrélise da biomassa
lignocelulésica, liberando monémeros de acgUcares, que podem ser utilizados na
producdo de etanol de 22 geracao, a partir da fermentacdo (FALKOSKI et al., 2013).
Constituindo um grupo de glicosil-hidrolases (GH), atuam nas ligacdes glicosidicas
entre os residuos de glicose da celulose, envolvendo uma agéo sinérgica de um
complexo de enzimas diferentes (Figura 7) (HORN et al., 2012; SRIVASTAVA et al.,
2018):

I. Endoglucanases ou CMCases (EC3.2.1.4), atuam na catalisacdo da
hidrélise da cadeia de celulose, com a clivagem das ligagdes B (1-4), liberando celo-
oligossacarideos e gerando extremidades redutoras e nao redutoras (SAINI et al.,
2015). Elas tém um papel muito importante na rapida solubilizacdo do polimero de
celulose, diminuindo o grau de sua polimerizacdo, devido a liberacdo dos
oligossacarideos.

Il. Exoglucanases, Celobiohidrolases ou Avicelases (EC 3.2.1.176), elas sao
importantes nas quebras de ligacdo glicosidica, atuando nas regiées amorfas,
cristalinas, tanto nas regides redutoras e néo redutoras, liberando unidades de celo-
oligossacarideos e celobiose (COUGHLAN; LJUNGDAHL, 1988; VOUTILAINEN,
2010; CASTRO; PEREIRA JR, 2010).

lll. Celobiases ou B-glicosidases (EC 3.2.1.21) s&o responsaveis pela hidrolise
da celobiose e outras celodextrinas a glicose, sendo a ultima a contribuir para o
processo catalitico da celulose, finalizando todo o processo celulolitico (YEOMAN et
al., 2010).
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Figura 7. Atuacao das endoglucanases na hidrélise enzimatica.
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Fonte: Adaptado de SAINI e al., 2015.

4.3 Hemicelulases

As hemicelulases sdo responsaveis pela degradacdo da biomassa vegetal.
Os substratos dessas enzimas, as hemiceluloses, forma um grupo heterogéneo de
ramificacBes de polissacarideos, sendo ligados por pontes de hidrogénio, formando
uma resistente rede de microfibras na parede celular de alguns vegetais.
(SHALLOM; SHOHAM, 2003).

As enzimas do complexo hemicelulolitico degradam todas as fracbes da
hemicelulose, sendo denominadas de xilanase (xilanas), B-xilosidase (xilobiose)
mananase (manana), arabinase (arabinana), entre outras (BHATHAZLEWOOD,
2001; SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002). Em funcdo dessa complexidade, €

necessario um coquetel enzimatico para a conversdo em unidades de xilose e outros
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acucares. Essas enzimas sdo normalmente classificadas de acordo com sua forma
de agao nos substratos.

As xilanases (endo-1,4-B-D-xilanases, E.C. 3.2.1.8) atuam na clivagem de
ligacdes glicosidicas internas da cadeia de xilana, com isso, ha uma diminuicdo na
despolimerizagdo do substrato, produzindo xilo oligbmeros e xilobiose. As enzimas
B-xilosidases (1,4-B-D-xilosidases, E.C.3.2.1.37) atuam na hidrolise dos xilos
oligbmeros e xilobiose, liberando xilose a partir da extremidade ndo redutora.
(SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002; POLIZELI et al., 2005; ALVES-PRADO et al.,
2010). A maioria das enzimas hidroliticas possui acdo extracelular, diferente das 3-
xilosidases pode apresentar também acdo intracelular, algumas associadas ao
micélio em fungos e ligadas as células em bactérias e leveduras (KNOB,;
TERRASAN; CARMONA, 2010).

As B-xilosidases tem uma funcdo muito importante na diminuicdo dos
produtos gerados pelas xilanases, elas atuam nos xilos oligossacarideos,
aumentando assim a eficiéncia da hidrélise da xilana (POLIZELI et al., 2005). As
xilanases apresenta uma grande importancia para a inddstria de alimentos na
panificacdo, aplicacdo na industria de papel, como um biobranqueador e no
desenvolvimento de etanol de segunda geracéo, a partir da fermentacédo alcodlica da
xilose (BUTT et al., 2008; LIAO et al., 2015).

5 PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA

Os desafios para a producdo de etanol de 22 geracdo, além do
aproveitamento dos acucares da biomassa vegetal para outros propositos, esta
principalmente na desconstrucdo da biomassa, a partir de um pré-tratamento e da
hidrolise (LYND et al., 2002, 2008; MARGEOT et al., 2009). A maior dificuldade
durante a hidrdlise do material lignoceluldsico € a digestibilidade da celulose, devido
alguns fatores fisico-quimicos. Devido a estas caracteristicas em sua estrutura, esse
processo é necessario e muito importante para obter os produtos fermentaveis. O
pré-tratamento tem a funcdo de quebrar a lignina e romper a estrutura cristalina da
celulose, aumentando assim 0 acesso das enzimas, para posterior hidrélise

(KOUPAIE, 2019). O pré-tratamento € utilizado em todo o mundo, podendo ser
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dividido em pré-tratamentos bioldgicos, fisicos, quimicos e suas combinagfes
(Figura 8).

Dentre os tratamentos fisicos, estdo os mecanicos, hidrotérmico, radiacéo,
micro-ondas, sendo os mais utilizados, explosdo a vapor e micro-ondas. O pré-
tratamento mecéanico reduz o tamanho da particula e a cristalinidade do material,
aumentando a superficie e facilitando o acesso enzimatico. O mais utilizado é o
processo de moagem, como 0 moinho de bolas, moinho de martelo e moinho de
facas (MOSET et al., 2018).

A exploséo a vapor € um método comumente utilizado, em que se utiliza uma
autoclave, submetendo o bagaco a uma pressurizacdo em grande tempo e posterior
despressurizacdo subita, tendo como resultado uma transformacéo parcial de
hemicelulose e rompimento de fibras. Como desvantagem tem-se a geracdo de

compostos inibidores a degradacéo parcial da hemicelulose (ZHENG et al., 2010).

Figura 8. Esquema do pré-tratamento da biomassa lignocelulésica.

Biomassa
Lignocelulésica Substrato Pré-tratado

Celulose
OH ; S )
N He Q0 i
t+':; OH ::\ -
OH

Hemicelulose

‘ Pré-tratamento

B Bk
WDNO O%V\OI |'5|(E0
% 0“0)\8/ g Quimico

OH

Lignina
P
i

\\"\\J\\) u Oute
) w (¢
Y K

Agao enzimatica

o~



27

Fonte: Adaptado de (KOUPAIE, 2019).

A utilizacdo de micro-ondas tem sido empregada sozinha ou com solucdes
alcalinas, acidas e éacidas com glicerol (MORETTI et al.,, 2014). Essa técnica é
baseada na transferéncia superficial do calor, interagindo diretamente o campo
eletromagnético com o objeto, para gerar calor. Os choques provocados por esse
movimento promovem uma desestruturacdo do material (DIAZ et al.,, 2015)
degradando parcialmente a lignina e as hemicelulases, facilitando o acesso das
enzimas. O pré-tratamento atua na solubilizacdo da hemicelulose e lignina,
facilitando a hidrélise &acida ou enzimatica. Uma variedade de substancias €
utilizada, como o acido sulfarico e acido fosférico (IMMAN, et al., 2014, PEREIRA, et
al., 2015) Essa etapa pode ser classificada de acordo com o tipo de composto
usado:

Pré-tratamento &cido: acido sulfarico é o reagente mais comum entre 0sS
tratamentos, com grande atuacdo na quebra da lignina, hemicelulose e da celulose
(SHIMIZU et al., 2018). Esse tratamento pode ser realizado sobre alta temperatura,
combinando diferentes concentracdes do &cido. Uma das desvantagens desse
tratamento estd na corrosdo dos equipamentos utilizados e a formacdo de
compostos inibitérios a partir da degradacdo de acUcares, como furfural e 5-
hidroximetilfurfursal, que podem afetar um processo posterior de fermentagao
(XAVIER et al., 2018). Sendo assim, uma maneira de melhorar a atuagédo enzimatica
€ 0 uso de acido diluido combinado com alta temperatura, para aumentar a
digestibilidade da hemicelulose e diminuir os inibidores (BHUTTO, 2017).

Pré-tratamento alcalino: Uma metodologia muito utilizada é o uso de hidroxido
de sodio, sua aplicacdo atua principalmente na lignina e parcialmente na
hemicelulose, melhorando a atuacdo enzimatica na celulose (CAO, et al., 2012). O
uso desse tratamento traz algumas vantagens, como o0 aumento da area de
superficie interna e a diminuicdo da cristalinidade da celulose. Isso resulta em um
acesso mais facil das enzimas e atuagdo de microrganismos. (HENDRIKS E
ZEEMAN, 2009). Quando comparado ao pré-tratamento acido, o alcalino né&o
necessita de altas temperaturas, sendo realizado até em temperatura ambiente, mas
possui a desvantagem de tempo, que podem levar de horas a dias e a necessidade
de neutralizacdo (BHUTTO et al., 2017).
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Pré-tratamento com organosolventes: esse tratamento é empregado usando
solventes organicos, como metanol, etanol, acetona, etileno-glicol, e alcool furfurilico
(KUMAR et al., 2009). A temperatura ideal nesse processo esta na faixa de 100 a
250 °C, com isso, tém sido utilizados um catalisador para que seja realizado em
temperatura mais baixa (AGBOR et al.,, 2011). A exposi¢cao da biomassa a esse
tratamento leva a hidrélise da lignina e hemicelulose, bem como das ligagBes éter e
éster entre os polimeros, resultando assim, na remocéao da lignina e na solubilizacéo
da hemicelulose.

Os processos bioldgicos sdo empregados por microrganismos, alguns fungos
marrons, brancos, que atuam na maioria das vezes na lignina, hemicelulose e pouco
na celulose, devido a sua maior resisténcia (SANCHEZ, 2009) Alguns atuam na
degradacgéao da lignina, como por exemplo o Sclerotium cepivorum, mais conhecido
como fungo da podriddo branca, que produz enzimas como peroxidases e lacases,

que atuam diretamente na lignina.

6 MICRORGANISMOS E ENZIMAS DO COMPLEXO LIGNOCELULOLITICO.

Muitos estudos com microrganismos que utilizam a xilana como fonte de
carbono tém sido publicados, embora a maioria tem utilizado fungos filamentosos
(SUN, CHENG, 2002), por serem conhecidos como grandes produtores de enzimas
despolimerizantes, pesquisas tém sido realizadas também com leveduras,
principalmente para busca de novas enzimas para aplicacdo biotecnoldgica
(SHIVAJI, PRASAD, 2009). As leveduras sao fungos unicelulares, sendo
encontradas em todos os biomas do mundo (LACHANCE et al.,, 2011).

Alguns fungos filamentosos encontrados em madeira em decomposicao
utilizam esse material, que é rico em celulose, para obtencéo de energia, a partir da
acdo de varias enzimas incluindo endoglucanases, celobiohidrolases e f-
glucosidases (BALDRIAN, VALASKOVA, 2008). Esse processo de decomposi¢cao
ocorre a partir de um consoércio de microrganismos, com envolvimento de fungos
filamentosos, leveduras e bactérias (BLANCHETTE, SAHW, 1978, GONZALEZ,
1989). No estagio intermediario, as principais mudancas ocorrem por fungos
(HEILMANN-CLAUSEN, BODDY, 2005). Como por exemplo, os fungos da podridao

branca degradam a celulose, hemicelulose e lignina, transformando-os em CO; e
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dgua. Com o processo de degradacdo, ocorre uma diminuicdo da recalcitrancia,
resultando em um material de coloragdo branca e esponjosa, diferente dos fungos
da podriddo marrom, que degradam a celulose e hemicelulose, deixando o material
com coloracdo escura (MARTINEZ et al., 2005; GIMENES; ROBERTO, 2010;
HERNANDEZ-ORTEGA; FERREIRA; MARTINEZ, 2012). Varias leveduras foram
descritas como capazes de produzir enzimas celuloliticas (THONGEKKAEW, 2016),
incluindo algumas leveduras pertencentes aos géneros Cryptococcus, Pichia,
Candida, Trichosporon (BIELY 1980; LEATHERS, 1986; BHADRA et al., 2008)
(Tabela 1).

Diversas tecnologias tém sido empregadas para a aplicacdo das enzimas
xilanoliticas em diversos processos biotecnolégicos (LARA et al.,, 2014). As
principais aplicacdes tém sido na industria téxtil, papel, alimentos e producdo de
racdo animal. Alguns estudos estdo sendo realizados na producdo de prebiéticos,
atuando como um meio seletivo ao crescimento de microrganismos lacteos
(MILESSI, et al., 2016). Além disso, a xilose quando convertida pela acdo das
xilanases se transforma em xilitol, um adocante de baixo teor caldrico e nao
cariogénico, semelhante a sacarose, muito utilizada em dietas restritas
a glicose (POLIZELLI, et al., 2005).

As xilanases também estdo sendo utilizadas na dieta de animais,
principalmente suinos e aves, uma vez que sua aplicacdo tem como funcéo
melhorar a digestdo de compostos lignocelulosicos presentes na alimentacao
(VANDORN et al., 2018). Aléem de auxiliar na digestibilidade, as enzimas podem
auxiliar no crescimento de microrganismos no sistema digestorio do animal.

Dentro da industria alimenticia, as xilanases podem ser utilizadas,
juntamente com outras enzimas na extracdo e clarificacdo de sucos (POLIZELI et
al., 2005). Na panificacdo, ela tem uma grande importancia, devido a sua
capacidade de absorcdo de agua e interacdo com gluten e hidrolise do amido,

melhorando a estrutura da massa e seu manuseio.



Tabela 1. Leveduras produtoras de enzimas xilanoliticas.
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Microrganismo Referéncia Enzimas
B- B-
Xilanase | Xilosidase |Glicosidase
Tanaka et al., (2004); Yegin
Aureobasidium pullulans et al.,(2018) X X
Hanseniapora osmophila Manzanares et al., 1998 X
Hanseniapora uvarum Manzanares et al., 1998 X
Aureobasidium microsliclum Jimenez et al., 1991 X X X
Candida ancudensis Jimenez et al., 1991 X X
Cryptococcus albidus Biely et al., 1978 X
Cryptococcus laurentti Otero et al., 2015
Cryptococcus flavescens Gomes et al., 2015 X
Cryptococcus podzolicus Gomes et al., 2015 X
Bullera sinensis Gomes et al., 2015 X
Candida melibiosica Gomes et al., 2015 X
Hannaella pagnoccae Gomes et al., 2015 X
Occultifur brasiliensis sp.
nov Gomes et al., 2015 X
Myriangiale sp Gomes et al., 2015 X
Pichia stiptis Lee et al., 1987 X
Pichia andbmala Manzanares et al., 1998 X
Pichia membranifaciens Romero et al., 2012 X
Trichosporon X

mycotoxinivoran

Thongekkaew et al. 2012

Fonte: Autoria propria

A aplicagao das B-xilosidase na producdo de papel pela industria Indiana tem

recebhido

incentivos no uso de processos ecologicamente corretos e mais

econdbmicos. as xilanases tem sido empregada como um grande potencial bio-

branqueamento de polpas, substituindo assim processos quimicos que geram

grandes quantidades de residuos (SINGH, et al., 2016). Outra aplicacdo enzimatica
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importante na india tem sido na indUstria téxtil, atuando no branqueamento, remog&o
de impurezas e resisténcia do tecido (SINGH et al., 2016). Além de sua aplicacgéo,
houve um aumento de aproximadamente 20% na brancura, resisténcia e diminuicao
do amarelado, comparado ao tecido tratado convencionalmente.

Um dos maiores focos atualmente é o uso de xilanases na producdo de
biocombustiveis, o etanol 22 geracdo. A conversao do material lignocelulésico em
acucares simples se deve a conversdo da celulose e hemicelulose, sendo
posteriormente transformados em etanol por microrganismos. Para que ocorra um
rendimento significativo e competitivo, € necesséria a utilizacdo completa dos

acucares (MACRELI; GALBE;WALLBERG., 2014).

6.1 Hidrdlise enzimatica da biomassa lignocelulésica

Os efeitos enzimaticos sobre a biomassa lignocelulésica estéo relacionados com
a complexidade do material lignocelulésico e das enzimas envolvidas. Isto € devido
a especificidade de cada enzima e o sinergismo entre elas. (HOSSEINI et al.,2019)
A hidrélise necessita de enzimas altamente especificas, tais como, celulases,
hemicelulases e ligninases. A utilizacdo de enzimas demonstra rendimentos
elevados e formacao de compostos inibitérios (SUAREZ et al., 2014). No entanto, o
processo por hidrélise enzimética é lento e a atuacdo enzimética depende das
caracteristicas do substrato como cristalinidade, grau de polimerizacao, tamanho da
particula e conteudo da lignina (ALVIRA et al., 2010).

A cristalinidade do material se refere a quantidade de celulose cristalina no
sélido total, ap6s a remocéo da lignina e da hemicelulose, ocorre o aumento da area
de superficie, reduzindo a cristalinidade da celulose e facilitando a atuacdo das
enzimas a biomassa lignocelulésica. (YANG et al., 2011)

Devido a essa complexidade e especificidade entre enzimas e substratos sao
necessario uma gama de enzimas e/ou atuagcdo de diversos microrganismos. O
tempo, o0 custo das enzimas e a baixa concentracdo de acglUcar sdo as maiores
dificuldades encontradas para a hidrolise enzimatica (MONDENBACH E NOKES,
2013).

A degradacéo enzimética da celulose sdlida € outro fator que dificulta a atuacao
enzimatica, sendo necessario um limite solido-liquido, onde as enzimas séo

componentes moveis, levando ao acumulo de produto.
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7 CULTIVO DE MICRORGANISMOS EM ESTADO SOLIDO.

O cultivo em estado sélido (CES) ou fermentacdo em estado solido, (FES) é o
processo em que 0 microrganismo é submetido ao crescimento em um substrato
sem agua entre as particulas solidas, sendo muito utilizado para a producéo
enzimatica (SOCCOL et al., 2017).

Diversos trabalhos tem sido realizado afim de encontrar cepas com alto
potencial de producdo enzimatica, utilizando processos estaveis e principalmente
que seja de baixo custo. Alguns obstaculos principais que devem ser otimizados
(pH, temperatura, aeracdo, granulometria, especificidade de biomassa e enzima),
sao situagbes que interferem no resultado de crescimento dos microrganismos e
expressao enzimatica (LAKSHMIA e al., 2009).

Uma das vantagens desse processo € a utilizacdo de residuos agroindustriais
por exemplo bagaco de cana, farelo de trigo, farelo de soja, entre outros, que sdo de
grande importancia econdmica (AITA, et al., 2019). O menor requerimento de
espaco, baixo custo, baixa contaminacao, alta produtividade, tem sido a motivacao
para o engajamento desse processo (PANDEY et al., 2000)

Os fungos por suas caracteristicas de crescimento e reproducdo tém uma
grande facilidade de adaptacéo a substratos, além de produzirem uma complexidade
de enzimas que podem ser utilizadas em varios setores industriais (GOMES; SILVA;
SERZEDELLO et al., 1998).
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8 OBJETIVOS
8.1 Objetivos gerais

O presente trabalho teve por objetivo geral produzir e caracterizar enzimas do
complexo hemicelulolitico usando leveduras da colegdo do Laboratorio de

Bioquimica e Microbiologia Aplicada.

8.2 Objetivos especificos

- Avaliar a capacidade de crescimento das leveduras selecionadas em palha

de milho, papelao, farelo de trigo;

- Avaliar a producédo de celulases, xilanases, B-glicosidase, B-xilosidase;
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9 MATERIAIS E METODOS

9.1 Microrganismos

Foram selecionados microrganismos que possuiam historico da utilizacdo de
pentoses, oriunda da cole¢do do Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada
(Tabela 2). Os microrganismos foram cultivados em trés tipos de substratos, farelo

de trigo, papeldo moido, palha de milho triturada.



Tabela 2. Leveduras cultivadas.

Metschnikowia koreensis G18

Aureobasidium leucospermi LB 86

Pichia guilliermondii G 4.2

Candida tropicalis LS 4

Hanseniasporasp. G 7.1

Candida shehatae BR6 1A

Pichia ofunaensis

Rhodotorula sp 10.2

levedura 18

levedura 13

levedura 23

levedura 17

levedura 9

levedura 12, 14

Fonte: Autoria propria
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9.2 Meios nutrientes e condi¢gdes de cultivo
9.2.1 Pré-in6culos para o CES

Para o cultivo em estado sélido foi feito um pré-inéculo em Erlenmeyer de 125
ml, contendo 20 ml de meio nutriente solido de YEPD (2% extrato de levedura, 1%
peptona e 2% glicose). O microrganismo foi inoculado por estrias, em superficie de
do meio YEPD inclinado e incubado a 29 °C, por 36 horas. ApGs esse periodo, 0
microrganismo foi suspendido, com auxilio de al¢a de inoculagdo, com 25 mL de
solugdo nutriente composta por (g L) (KH,PO4) (3,0); (KoHPO.) (3,0) e MgSO,
7H,0) (0,5) (Adaptado de LEITE et al., 2008)

9.2.2 Substratos lignocelulésicos

Farelo de trigo: comercializado pela Natural Life®. O farelo foi lavado por
quatro vezes para a retirada de pequenas particulas e aclUcares presente no farelo.
Posteriormente, foi levado em estufa com circulacdo de ar a 40 °C durante 24 horas.

Palha de milho: palha de milho foi obtida em propriedade rural no municipio
de Buritama, SP e triturada em processador de modo a se obter particulas de 0,2
cm.

Papeldo: obtido a partir de caixas de embalagens e triturado em
processadores de modo a se obter particulas 0,5 cm. Foi tamisado para retira 0s

residuos menores e assim, padronizar o material.

9.2.3 Producéao das enzimas por CES

O CES foi realizado em embalagens de polipropileno (16 x 22 cm) vedadas
com tampdes de algodao contendo 5 g de substrato, adicionados 11,0 ml de solugéo
nutriente para obter 70 % de umidade. A soluc&o nutriente foi composta por (g L™)
(KH2POy,) (3,0); (K:HPO,) (3,0) e MgSO4 7H,0) (0,5) (MORETTI, et al., 2012).

Cada embalagem recebeu inoculo de 5 mL da suspensado de células citadas
no item 8.2.1. O cultivo foi mantido a 29 °C por 168 horas. A cada 24 horas uma
embalagem foi retirada e adicionados 50 mL de agua destilada para suspenséo do

material fermentado. A mistura foi homogeneizada manualmente e mantida sob
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agitacdo em shaker, a 80 rpm, por 1 hora, sob temperatura de 25 °C. ApoOs esse
periodo, o material foi filtrado com tecido de nylon, centrifugado a 10000 x g por 20
minutos, a 4 °C, e o sobrenadante utilizado como solucdo enzimatica bruta para

determinacao da atividade enzimatica.

9.2.4 Embalagem de polipropileno para CES

O CES foi realizado em embalagens de polipropileno, essa metodologia foi
desenvolvida no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada. O material
possui as dimensdes de 15 x 10 cm, para que ndo ocorra compactacao, foi inserido
um arame em forma de espiral, adicionado de uma rolha feita com algodao para

vedacéo. (Figura 9)

Figura 9 Embalagem de polipropileno para CES

Fonte: Autoria propria
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9.3 Determinacéao da atividade enzimatica.
9.3.1 Xilanase

A mistura de reacdo foi composta por 100 pl de solucdo enziméatica e 900 pl
de xilana birchwood-Sigma Aldrich a 4 mM em tampé&o acetato pH 5,0. A solucao foi
incubada durante 10 min em banho a 60 °C. O acucar redutor liberado foi
quantificado pelo método DNS (Miller, 1959), adicionando 1 mL do reagente DNS a
mistura de reacdo. A mistura foi incubada a 100 °C durante 5 minutos, em seguida
foi resfriada em banho de gelo e adicionado 2,5 ml de agua destilada. Apos a
homogeneizacgdao, foi realizado a leitura em espectrofotdmetro Agilent Cary 60 a 540
nm. A atividade de xilanase foi definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 umol de xilose por minuto, nas condi¢cdes de reacdo, comparado a curva

padrao de xilose, previamente preparada.

9.3.2 Avicelase

A atividade de avicelase consistiu na adicdo de 100 ul do extrato enziméatico
bruto em 900 pl de solucdo 1% de celulose microcristalina — avicel (tendo sido
diluido 1,0 mL em tampao acetato 0,05 M, pH 5,0 e incubado a 50°C, por 30
minutos). Periodicamente, o sistema substrato-enzima foi agitado com a finalidade
de manter a celulose em suspensdo. Os acucares redutores liberados foram
determinados pelo método de Miller (1959). Antes de ser realizada a leitura no
espectrofotometro, a reacdo foi mantida em repouso pelo tempo de 20 minutos para
gue pudesse ocorrer a precipitagcdo do substrato, impedindo que a turbidez do

mesmo interferisse na leitura.

9.3.3 B-glicosidase

Para determinar a atividade de B-glicosidases, 50 yuL da solucdo enzimatica
foi adicionada a mistura de 250 pl de solu¢do tampéo acetato (0,1 M, pH 5,0) e 250
uL de 4-nitrofenol-B-D-glicopiranosideo (4 mmol.L-Y) — PNPG, Sigma Aldrich. A
reacao foi mantida a 60 °C, por 10 minutos, e interrompida com a adi¢éo de 2,0 mL
de solucdo de Na,COz (2 M). O p-nitrofenol liberado foi quantificado por
espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida
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como a quantidade de enzima necesséria para liberar 1,0 umol de nitrofenol por
minuto de reacdo utilizando curva padrdo obtido com solucdo de nitrofenol em

variadas concentracoes.

9.3.4 B-xilosidase

Para determinagéo da atividade de B-xilosidase, 50 yL da solucéo enzimatica
foram adicionados a mistura de 250 pL de solucéo tamp&o acetato (0,1 mol.L™, pH
5,0) e 250 pL de p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo PNPX, Sigma - Aldrich (4 mmol.L-).
A reacédo foi mantida a 50 °C, durante 10 minutos, sendo interrompida com a adicéo
de 2,0 ml de Na,CO3 (2,0 mol.L™). O nitrofenol liberado foi quantificado por
espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 pmol de nitrofenol por

minuto de reacao, seguindo as condicfes citadas.

9.3.5 Endoglucanase

A atividade de endoglucanase (CMCase) foi determinada por procedimento
idéntico ao descrito para a atividade de xilanase (item 8.3.3), porém utilizando-se
carboximetilcelulose (CMC - Sigma C5768) (40,0 g/L) como substrato e curva
padrdo de glicose. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 umol de glicose por minuto de

reacao.

9.3.6 Pectinase

A atividade enzimética foi determinada através de uma mistura de reagao
contendo 100 pl da solugéo enzimatica e 900 pl de solucao tampao acetato-NaOH a
0,1 M, pH 5,0, contendo 1% de pectina. Tal mistura foi entdo incubada a 60 °C por
10 minutos, sendo a reacéo interrompida pela adicdo de 1,0 mL do reagente DNS
(acido 3,5-dinitrossalicilico), para a quantificacdo de acucares redutores, com base
na curva padrao de acido galacturdnico (quantificacdo em espectrofotdbmetro a 540
nm). Uma unidade enzimética (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1,0 ymol de agucar redutor por minuto, nas condigbes de

reacao.
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9.4 Caracterizacdao fisico-quimica da enzima.

A caracterizacdo enzimatica foi realizada com as enzimas que apresentaram
maior atividade e foram: xilanase e B-xilosidase para Aureobasidium pullulans LB 3.1
e B-xilosidase para Aureobasidium leucospermi LB 86.

As atividades foram realizadas com as amostras que obtiveram maior pico de
producdo para ambas as leveduras, as enzimas utilizadas sdo de solucao

enzimatica bruta, sem qualquer procedimento de purificacao.

9.4.1 Efeito do pH sobre a atividade da enzima.

Para a determinacéo do efeito do pH sobre a atividade enzimatica, a reacéo
foi realizada como descrito, porém com o pH variando entre 3,0 e 10,5. Foram

utilizados os seguintes tampdes a 0,1 M. (Tabela 3).

Tabela 3. Tampdes utilizados para caracterizacao.

Tampéo pH
Citrato de N, 3,0
Acetato- NaOH 3,5-55
MES (Sigma M5287) 6,0-6,5
HEPES (Sigma H3375) 70-75
BICINE (Sigma 150-25-4) 8,0-95
CAPS (Sigma C2632) 10-10,5

Fonte: Autoria propria
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9.4.2 Efeito da temperatura sobre atividade enzimatica

A temperatura 6tima de atividade foi definida a partir da obtencdo do melhor

pH, posteriormente foi submetido em temperaturas de 40 °C a 90 °C.

9.4.3 Avaliagdo da estabilidade enzimatica de (3-xilosidase.

Ensaios para avaliacdo da estabilidade das enzimas quando mantidas em
varias condi¢bes de pH e duas variacbes de temperaturas 25 °C e 4 °C, visando
demonstrar a estabilidade das enzimas em condicfes de estocagem e processos de
concentracdo e/ou purificacdo. A porcentagem de atividade foi calculada tornando-
se como 100 % o valor da atividade enzimética no tempo zero de incubacéo.

A solucdo enzimatica foi incubada a 4 °C, em diferentes pHs, utilizando os
tampdes citados na Tabela 3. Ap6s 24 horas de incubacao, foi adicionado o tamp&o
com melhor atividade, previamente estabelecido e a reacdo aconteceu na

temperatura de melhor atividade.

9.4.4 Efeito da termoestabilidade sobre a atividade da B-xilosidase de A. pullulans
LB 3.1.

A solucdo enzimética foi pré-incubada, sem a presenca do substrato, nas
temperaturas de 40, 50, 60, 70, 80, 85 e 90 °C e utilizando os tempos de 15, 30, 60
e 90 minutos. Posteriormente as incubacdes, foi realizado as atividades enzimaticas,

utilizando pH e temperatura étimas.

9.5 Purificacéo parcial da enzima.

9.5.1 Concentracao do extrato fermentativo

O extrato bruto foi concentrado usando o sistema QuixStand ® (QSM-03SP,
GE) equipado com cartucho de membrana de corte 10 Kda. O volume inicial foi de
460 ml e foi concentrado para um volume final de 58 ml.
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9.6 Cromatografia por gel filtracéo

Inicialmente foi utilizado o método de filtracdo em gel, a fim de pré-purificar a
B-xilosidase. A coluna utilizada foi uma coluna de resina Sephadex ® G-75 (2,5 cm/
100 cm), foi equilibrada com 5 volumes de coluna utilizando um tampéo acetato de
sédio (50 mM), pH 4,0, com adicdo de NaCl 50 mM. Apoés o equilibrio da coluna, 1
ml de solugdo enzimatica, previamente filtrada em filtro de PTFE 0,45 pm, foi
aplicado a coluna. Foi estabelecida uma vazao de 0,5 mL/min e coletados um
volume de fracdo de 5 ml por tubo. O procedimento foi realizado utilizando uma
bomba do tipo peristaltica (Bio-Rad ® EP-1), e as amostras coletadas por um coletor
de fracbes Pharmacia LKB FRAC.

As fracOes que apresentaram atividade de B-xilosidase foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Em seguida, as fracdes
selecionadas, com perfil protéico similar, foram reunidas e concentradas utilizando
tubo Vivaspin GE ® 30.000 MWCO 20 ml. Este processo foi realizado
sucessivamente com adicao de tampdao acetato de sédio (50 mM), pH 4,0, sem Nacl.
Esse processo foi realizado até que fosse retirado o Nacl previamente presente na

amostra, sendo monitorada a condutividade.

9.7 Cromatografia por troca anidnica

As amostras foram submetidas a cromatografia de troca anidnica usando
coluna Resource™ Q (1 mL) acoplada a um AKTA purifier (GE Healthcare). A coluna
foi equilibrada com 10 volumes de coluna utilizando tampéao A (tamp&o MES, 50 mM,
pH 6,0). Tampédo B (tampao MES, 50 mM, pH 6,0 + NaCl 1 M) foi utilizado para
eluicdo da proteina em um gradiente linear de NaCl. Foi utilizado uma deteccao de
280 nm e um fluxo de 1 mL/min com volume de coleta de 2,0 ml.

As fragbes que exibiram atividade de B-xilosidase foram concentradas com
TCA (acido tricloroacético) e analisadas em SDS PAGE a 10 % (LAEMMLI, 1970).
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9.8 Precipitacdo por TCA

Um volume de 250 pl de solugéo de TCA (100%) foi adicionado a 1 ml de
amostra (1:4), e incubado a 4°C por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas a
14.000 x g por 5 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi
ressuspenso em 200 pl de acetona (4 °C), e centrifugado a 14.000 x g por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e os tubos foram incubados overnight a temperatura
ambiente para evaporagdo da acetona. Posteriormente a amostra foi ressuspensa

em tampéao de amostra para o SDS PAGE.

9.9 Efeito do pH sobre a atividade da B-xilosidase

A atividade enzimatica foi medida utilizando o substrato PNPX e variando os
tampdes a 0,1 M com pH de 3,0 a 10,5, sendo os tampdes citrato (pH 3,0), acetato
(pH 3,5 a 5,5), MES (pH 6,0 a 6,5), Hepes (pH 7,0 e 7,5), Bicine (pH 8,0 a 9,0) e
Caps (pH 9,5 a 10,5).

9.10 Efeito da temperatura sobre a atividade da B-xilosidase.

A atividade foi determinada utilizando as mesmas condi¢cdes anteriores,
porém, utilizando a faixa de pH com melhor atividade e variando a temperatura de
30a90 °C.

9.11 Termoestabilidade

A solucdo enzimatica foi pré-incubada, sem a presenca do substrato, nas
temperaturas de 40, 50, 60, 70, 80, 85 e 90 °C e utilizando os tempos de 15, 30, 60
e 90 minutos. Posteriormente as incubacdes, foi realizado as atividades enzimaticas,

utilizando pH e temperatura 6timas de reacdo anteriormente determinado.
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10 RESULTADOS E DISCUSSAO

10._1 Avaliagdo do crescimento de microrganismos em diferentes tipos de
meio.

As leveduras selecionadas foram cultivadas, por CES, tendo como substratos
palha de milho, farelo de trigo e papelédo por 168 horas, afim de realizar uma triagem
inicial para observar o crescimento e producdo das enzimas. Somente as espécies
Aureobasidium pullulans LB 3.1 e Aureobasidium leucospermi LB 86 foram capazes
de crescer em meio sélido, cujo farelo de trigo foi usado como substrato (Tabela 4.).
A avaliacao foi realizada retirando-se uma embalagem de cultivo a cada 24 horas,

extraindo e centrifugando, para observar o crescimento de biomassa.

10.2 Avaliacdo da producdo de enzimas pelas leveduras Aureobasidium
pullulans LB 3.1 e Aureobasidium leucospermi LB 86

As leveduras selecionadas foram submetidas ao CES utilizando farelo de trigo
como substrato, durante o periodo de 168 horas, sendo realizada a extracdo a cada
24 horas. Nas amostras foram avaliadas as atividades enzimaticas de celulases e
hemicelulases.

As leveduras apresentaram atividades de xilanase, [-glicosidase, pB-

xilosidase. Conforme mostrado na Tabela 5.



Leveduras Substratos

Farelo trigo Papeléao Palha de
milho

+
1
1

Aureobasidium leucospermi LB

(o]
»

Pichia guilliermondii G 4.2

Candida tropicalis LS 4

Hanseniasporasp. G 7.1

Candida shehatae BR6 1A

Pichia ofunaensis

Rhodotorula sp 10.2

levedura 18

levedura 13

levedura 23

levedura 17 - - -

levedura 9 - - -
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Tabela 4. Leveduras utilizadas para o crescimento em diferentes tipos de substratos.
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levedura 7 - - -
levedura 14 - - -
levedura 12 - - -

levedura 25 - - -

(+) Cresceram no substrato indicado

(-) Nao cresceram no substrato indicado

Fonte: Autoria propria

Tabela 5. Atividades enzimaticas pelas leveduras A. pullulans LB 3.1 e A
leucospermi LB 86.

Enzimas Levedura Levedura
A. pullulans LB 3.1(U mL™) A. leucospermi LB 86 (U mL™)
Xilanase 72,0 55
B-xilosidase 6,7 2,0
B-glicosidase 4,0 5,5
Avicelase - -

Endoglucanase - -

Pectinase - -

Fonte: Autoria propria

A maior producao de xilanase foi pela levedura A. pullulans LB 3.1 no tempo
de 120 horas (Figura 10), com 72,0 U mL™, o que corrobora os dados de Gautério, et
al.(2018), com uma producdo de 74,9 U mL™, utilizando farelo e casca de arroz
como substrato, porém, é superior a producéo de Tanaka et al.(2004), que utilizaram
trés transformantes secretando xilanases de A. pullulans e obtiveram uma producéo
de 38 e 15 U mL™. Dessa forma, essa levedura demonstra um potencial de producéo
dessa enzima, visto que é similar & de Penicillium oxalicum (70,0 U mL™) (Liao et al.,
2012) e superior ao Penicillium janczewskii (30,39 U mL™) (TERRASAN et al. al.,
2010), Penicilliumglabrum (25,44 U mL™') (KNOB et al., 2013), Thermomyces
lanuginosus (62,7 U mL™) (Khucharoenphaisan et al., 2010), Thielaviopsis basicola
(~ 45 U mL™) (RANI et al., 2012), Cryptococcus sp (11,3 U mL™) (Lopes et al., 2011)
e Cryptococcus laurentii (2,7 U mL™?) (OTERO et al., 2015).
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Com essa producdo superior aos encontrados na literatura e baixa producéo
de B-xilosidase, € um grande fator para a producdo de xilo-oligossacarideos, sem a
formacdo de xilose no meio, o que impede a inibicdo da atividade de xilanase.
(CHRISLOV et al., 1997; OTERO et al., 2015; GAUTERIO et al., 2018).

A levedura A. leucospermi LB 86 apresentou uma maior producédo de
xilanase no tempo de 24 horas (Figura 11) de 5,5 U mL™. N&o foram encontrados
dados sobre a producdo de xilanase por essa levedura na literatura, porém, a
quantidade produzida foi maior do que relatado por Otero et al.,, (2015), que

obtiveram 2,7 U mL™ com Cryptococcus laurentii.

Figura 10. Producéo de xilanase pela levedura A. pullulans LB 3.1 ao longo do CES
com farelo de trigo como substrato.
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Fonte: Autoria propria
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Figura 11 Producado de xilanase pela levedura A. leucospermi LB 86 ao longo do
CES com farelo de trigo como substrato.
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Fonte: Autoria propria

A producéao de B-xilosidase pela levedura A. pullulans LB 3.1 (Figura 12), foi
maior ap6s de 120 h de cultivo com uma producdo de 6,7 U m L™. A levedura A.
leucospermi LB 86 apresentou maior producdo de B-xilosidase apds 168 horas de
cultivo, com 2,0 U m L™ (Figura 14.). Essas leveduras apresentaram producdo maior
comparada aquela descrita por Gautério et al. (2018) para a levedura Aureobasidium
pullulans CCT 1261 que foi de 0,19 U mL™, e por Ohta et al. (2010), que obtiveram
uma producéo de 0,44 U mL™ cultivando a levedura Aureobasidium pullulans ATCC
20524,

Para a enzima B-glicosidase, observou-se que A. pullulans LB 3.1 produziu
4,0 U mL™ com pico de producdo em 120 horas (Figura 15) enquanto A. leucospermi
LB 86, apresentou producdo méxima de 5,5 U mL™ em 168 horas de cultivo (Figura
14.). Esses resultados mostram que ambas leveduras apresentaram uma producao
superior comparado a Leite, et al., (2008) que obtiveram 1,3 U mL™, utilizando A.
pullulans, com as mesmas condi¢cdes de cultivo e substrato. Utilizando outras
condi¢des de cultivo com a A. pullulans, lembo et al. (2002) obtiveram uma producéo
de 0,5 U ml™. Esse resultado mostra que as leveduras LB 3.1 e LB 86 possuem um
potencial de producéo, o que necessita de uma caracterizagcdo para obter novos

resultados.
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Figura 12 Producao de B-xilosidase pela levedura A. pullulans LB 3.1 ao longo do
CES com farelo de trigo como substrato.
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Figura 13. Producao de B-xilosidase pela levedura A. leucospermi LB 86 ao longo
do CES com farelo de trigo como substrato.
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Figura 14. Produgao de B-glicosidase pela levedura A. pullulans LB 3.1 ao longo do
CES com farelo de trigo como substrato.
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Figura 15. Producao de B-glicosidase pela levedura A. leucospermi LB 86 ao longo
CES sdlido com farelo de trigo como substrato.
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10.3 Avaliacdo do efeito da temperatura e do pH sobre as atividades de Xilanase e
B-xilosidase.

Com relacédo a influéncia do pH na atividade enzimatica frente a diferentes
pHs, observa-se perfis similares para Xilanase (Figura 16) e B-xilosidase (Figura 17)
produzidas pela levedura A. pullulans LB 3.1, com uma maior atividade na faixa de
pH 2,5 a 3,5. Essa caracteristica € observada também para a (3-xilosidase de A.
leucospermiLB 86, cuja maior atividade foi observada em pH 3,5 (Figura 18).

Essa caracteristica acidia é comumente encontrada na literatura para [3-
xilosidase (OHTA et al., 2010), porém nao muito comum para Xxilanase cujo pH de
maior atividade geralmente esta entre pH 6,0 e 7,2. (OTERO et al., 2015)

Figura 16. Efeito do pH sobre a atividade de xilanase bruta obtida pelo cultivo da
levedura A. pullulans LB 3.1.
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Figura 17. Efeito do pH sobre a atividade de B-xilosidase da solucdo enzimatica
bruta obtida pela levedura A. pullulans LB 3.1.
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Figura 18. Efeito do pH sobre a atividade de B-xilosidase bruta obtida pelo cultivo da
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O estudo da influéncia da temperatura nas atividades das enzimas produzidas
pela levedura A. pullulans LB 3.1 indicou que a maior atividade ocorreu em 65 C°
para xilanase (Figura 19), demonstrando uma temperatura ja descrita na literatura,
onde Tanaka et al. (2004), utilizando A. pullulans obtiveram atividade 6tima em 60
C°. OQutros autores, como Knob et al. (2013) utilizando Penicillium oxalicum e
Chanwicha et al. (2014) utilizando Thermoascus aurantiacus obtiveram também a
temperatura de 60 C° como melhor atividade.

A atividade de B-xilosidase foi de 75 C° para A. pullulans LB 3.1 (Figura 20) e
80 C° para a levedura A. leucospermi LB 86 (Figura 21). Esses dados mostram que
as duas leveduras possuem temperaturas superior ao encontrado na literatura, ja
gue lembo et al., (2002) e Ohta et al. (2010) obtiveram uma melhor temperatura a 65

°C da atividade 6tima dessa enzima produzida por A. pullulans.

Figura 19. Efeito da temperatura sobre a atividade de xilanase bruta obtida pelo
cultivo da levedura A. pullulans LB 3.1.
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Figura 20. Efeito da temperatura sobre a atividade de B-xilosidase bruta obtida pelo
cultivo da levedura A. pullulans LB 3.1.
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Figura 21. Efeito da temperatura sobre a atividade de B-xilosidase bruta obtida pelo
cultivo da levedura A. leucospermi LB 86.
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10.4 Avaliacédo da estabilidade da B-xilosidase apés incubacéo em 4 °C e 25 °C.

Observa-se na figura 21, que a B-xilosidase produzida pela levedura A.
pullulans LB 3.1 apresentou estabilidade entre os pHs 4,0 e 9,5 a 4 °C. O mesmo
perfil foi observado a 25 °C (Figura 23).

A B-xilosidase de A. leucorpermi LB 86 apresentou um perfil semelhante
sendo estavel na faixa de pH de 4,5 a 8,5 a 4 e 25 °C (Figuras 24 e 25).

Figura 22. Efeito do pH sobre a estabilidade de B-xilosidase de A. pullulans LB 3.1,
incubada a 4 °C.
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Figura 23. Efeito do pH sobre a estabilidade de B-xilosidase de A. leucospermiLB
86, quando incubada a 4 °C.
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Figura 24. Efeito do pH sobre a estabilidade de (-xilosidase de A. pullulans LB 3.1,
quando incubada a 25 °C.
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Figura 25. Efeito do pH sobre a estabilidade de B-xilosidase de A. leucospermi LB
86, quando incubada a 25 °C.
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10.5 Avaliacao da termoestabilidade da enzima [-xilosidase bruta de Aureobasidium
pullulans LB 3.1 em diferentes tempos, quando na auséncia do substrato.

A termoestabilidade da [-xilosidase de Aureobasidium pullulans LB 3.1 foi
avaliada nas temperaturas 40, 50, 60, 70, 80, 85 e 90 °C.

A enzima manteve sua atividade em 90 % quando foi pré-incubada a 60 °C por
um periodo de 60 minutos, e 50 % apos incubagdo em 90 minutos (Figura 26).

Esse resultado demonstra a peculiaridade da estabilidade térmica desta
enzima, uma propriedade dificilmente observada em enzimas de leveduras. Em
outros trabalhos, € possivel observar uma estabilidade térmica inferior ao
demonstrado pela B-xilosidase de Aureobasidium pullulans LB 3.1

A B-xilosidase de Pichia stipitis perdeu 20 % de sua atividade apés incubacao
por 30 minutos a 60 °C (BASARAN et al., 2008).
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A B-xilosidase de S. thermophilum mostrou-se estavel apés incubacédo por 60
minutos a 50 e 60 °C, entretanto em temperaturas superiores notou-se perda
gradual de sua atividade enzimatica (ZANOELO et al., 2004).

Figura 26 Efeito da termoestabilidade da enzima B-xilosidase bruta de A. pullulans
LB 3.1 em diferentes tempos, quando na auséncia do substrato.
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10.6 Purificagao parcial da B-xilosidase de Aureobasidium pullulans LB 3.1

A purificagao parcial da B-xilosidase secretada pela levedura Aureobasidium
pullulans LB 3.1 foi conduzida em duas etapas cromatograficas, sendo: filtracdo em
gel (Sephadex G-75) e troca idnica (Resource ™ Q) conforme citado no item (9.7).

Durante a cromatografia de troca idnica, ndo foi possivel identificar a formacao de
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picos no cromatograma, desse modo, foi avaliada com atividade enzimética de todas
as fracoes coletadas. As amostras posteriormente foram preciptadas com TCA, a fim
de retirar o NaCl presente na solugdo tamponante e concentrar as amostras para
analise em gel SDS-PAGE. Figura 27.

Figura 27 SDS-PAGE 10 % da enzima parcialmente purificada e enzima bruta.
Marcador de massa molecular SigmaMarker TM Wide Range 6,500 a 200,00 kDa.
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A figura mostra trés bandas com massa molecular estimada entre 55 e 66
kDa, ao lado observa-se a solucdo enzimatica bruta (extrato fermentativo), o que
demonstra uma eficiéncia na metodologia de purificagdo. As fracdes derivadas da
troca ibnica foram analisadas quanto a capacidade de hidrélise de diferentes

substratos. Tabela 6.
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Tabela 6 Atividade enzimatica para avaliacdo de possiveis contaminantes.

Enzimas U/ml

PNPX Sigma Aldrich B- xilosidase 29,0

PNPG Sigma Aldrich B- glicosidase 10,0
PNPA Sigma Aldrich a-arabinofuranosidase 0
Caseina Sigma Aldrich Protease 0
Xilana Birchwood Xilanase 0
Pectina Sigma Aldrich Pectinase 0
Avicel Sigma Aldrich Avicelase 0
Amido Amilase 0

Fonte: Autoria prépria

A Tabela 6 mostra a hidrélise de dois substratos diferentes, pNPX e pNPG,
podendo indicar a presenca de duas enzimas. Entretanto, na literatura, € possivel
observar B- xilosidases bifuncionais. A B- xilosidase purificada de S. thermophilum
também apresentou atividades em pNPG (B-glicosidase) e B-galactopiranosideo (B-
galactosidase) (Zanoelo et al., 2014). Outro trabalho realizado por Wakiyama et al.,
(2008) utilizando B- xilosidase de A. japonicus, demonstrou que esta enzima foi
capaz de hidrolisar os substratos 3-galactopiranosideo e a-L-arabinofuranosideo. A
B-xilosidase do fungo G. thermoleovorans purificada por Wagschal et al. (2008)
também exibiu atividade em a-L-arabinofuranosideo. Em vista disso, a atividade em
dois substratos distintos pode indicar a presenca de duas diferentes enzimas ou uma

enzima bifuncional.

10.7 Caracterizacgéao fisico-quimica
10.7.1 Efeito do pH

Sob efeito de pH na atividade enzimatica, a enzima manteve mais de 50 % da
sua atividade entre pH 3,5 - 5,5. A méaxima atividade foi alcancada a pH 4,5. Em
condicbes alcalinas, a enzima demonstrou perda progressiva da atividade
enzimatica, exibindo 40% de sua performance catalitica a pH 7,0 e 10 % de
atividade residual na faixa de pH 8-10. (Figura 28)

Esses resultados indicam que a B-xilosidase de Aureobasidium pullulans LB
3.1 € uma enzima &cida. Essa propriedade € muito importante para sua aplicacéo

em processos biotecnologicos, como no caso da sacarificacdo de biomassa pré-
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tratado com &cido diluido para producdo de etanol. Normalmente apds o pré-
tratamento de biomassa lignoceluldsica utilizando solugbes &cidas, o pH deve ser
ajustado até atingir uma condicéo ideal para a atuacdo das enzimas envolvidas no
processo de sacarificacdo. O que acrescenta custos ao processo. Portanto, a
utilizacdo de enzimas que atuam em pH acido, como o caso da [(-xilosidase de
Aureobasidium pullulans LB 3.1 é importante no ponto de vista industrial.

Alguns autores descreveram atividade otima de B-xilosidase proximo ao
encontrado neste trabalho, porém, ndo € comum encontrar produgéo de (3-xilosidase
por leveduras. De acordo com De Carvalho (2018), a B- xilosidase do fungo
Colletotrichum graminicola exibiu maior atividade entre os pH 4,5 e 50. A B-
xilosidase do fungo Thermomyces lanuginosus exibiu maior atividade enzimética a
pH 5,5 (CORREA et al., 2016). Basaran (2008) reportou uma (3- xilosidase de Pichia
stipitis cuja maior atividade enzimatica foi alcancada entre pH 4,8 e 5,0. Li (2018)
também reportou uma B-xilosidase de Dictyoglomus thermophilum cuja maior

atividade foi a pH 6,0.
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Figura 28 Efeito do pH sobre a atividade da B-xilosidase, produzida por A. pullulans
LB 3.1, ap6s purificagéo parcial na temperatura 6tima de 80° C. A atividade relativa é

baseada em um ponto maximo de atividade (29 U/ml).
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10.7.2 Efeito da temperatura
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Sob efeito da temperatura na atividade, a [B-xilosidase de Aureobasidium

pullulans LB 3.1 exibiu atividade enzimética acima de 70% entre as temperaturas de

70 °C a 85 °C, tendo sido observado maxima performance catalitica a 80 °C (Figura

29).

A temperatura 6tima para atividade da B-xilosidase apresentada aqui mostrou

ser superior ao encontrado na literatura. Em estudo com [-xilosidase de

Colletotrichum graminicola, De Carvalho (2018)

reportou maxima atividade

enzimatica a 65 °C. A atividade 6tima de B-xilosidase produzida por Thermomyces

lanuginosus também foi inferior, ocorrendo a 55 °C (CORREA, 2016). B-xilosidades
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de Aspergillus niger GS1 (Malvaéz, 2013) e Penicillium sclerotiorum (Knob, 2009)
exibiram maxima atividade a 60 °C.

Notavelmente, a atividade maxima exibida pela B-xlosidase de
Aureobasidium pullulans LB 3.1 parcialmente purificada, foi superior ao obtido na
primeira etapa do trabalho, com a enzima bruta, a qual demonstrou 6tima

temperatura de atividade a 75 °C.

Figura 29 Efeito da temperatura sobre a atividade da B-xilosidase, produzida por A.
pullulans LB 3.1, apds purificacéo parcial em pH 4,0. A atividade relativa é baseada
em um ponto maximo de atividade (29 U/ml).
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10.7.3 Efeito da termoestabilidade

A termoestabilidade da B-xilosidase de Aureobasidium pullulans LB 3.1 foi

avaliada nas temperaturas 40, 50, 60, 70, 80, 85 e 90 °C.
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A enzima parcialmente purificada manteve sua atividade em 100 % quando foi
pré-incubada a 80 °C por um periodo de 60 minutos, e 90% apos incubacéao por 90
minutos (Figura 30).

Esse resultado demonstra a peculiaridade da estabilidade térmica desta
enzima, uma propriedade dificilmente observada em enzimas de leveduras. Em
outros trabalhos, € possivel observar uma estabilidade térmica inferior ao
demonstrado pela B-xilosidase de Aureobasidium pullulans LB 3.1

A B-xilosidase de Pichia stipitis perdeu 20 % de sua atividade apoés incubacao
por 30 minutos a 60 °C (BASARAN et al., 2008). A B-xilosidase de Aspergillus niger
GS1 manteve-se estavel até 60 °C por um periodo de 60 minutos. Contudo, quando
incubado por 10 minutos a 70 °C foi reportado a perda de 80 % de sua atividade
inicial (Malvaéz, 2013).

A B-xilosidase de S. thermophilum mostrou-se estavel apés incubacédo por 60
minutos a 50 e 60 °C, entretanto em temperaturas superiores notou-se perda
gradual de sua atividade enzimatica (ZANOELO et al., 2004).
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Figura 30 Efeito da temperatura sobre a estabilidade da B-xilosidase parcialmente
purificada, produzida por A. pullulans, em diferentes tempos, quando em auséncia

de substrato.
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11 CONCLUSAO

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento do presente trabalho
permitem concluir que:

- As leveduras selecionadas Aureobasidium pullulans LB 3.1 e Aureobasidium
leucospermi LB 86 foram capazes de produzir xilanase e [-xilosidase, quando
cultivada em substrato sélido composto por farelo de trigo.

- As leveduras mostraram um grande potencial na producdo de xilanase,
comparado aos dados encontrados na literatura.

- A producéo de B-xilosidase pelas leveduras foi melhor do que os resultados
obtidos na literatura, mostrando ter um potencial para a produgéo da enzima.

- A purificagdo parcial da B-xilosidase produzida pela levedura A. pullulans
mostrou resultados superiores ao encontrado na literatura.

- Trabalhos encontrados na literatura utilizou fungo filamentoso para a
producdo de B-xilosidase, o que dificulta a aplicacdo na sacarificacdo. O que
confirma a hip6tese na utilizacdo desde microrganismo em processos

biotecnoldgicos.
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