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INTRODUCAO GERAL

Os fungos sd@o microrganismos de fascinante interesse bioldgico, e de relevante
importancia econdmica e biotecnoldgica, sua aplicacdo dentro do mercado industrial
resulta atualmente em uma industria diversificada e com altos rendimentos econdmicos,
podendo estes serem utilizados na producdo de bebidas, alimentos, biocombustiveis,
dcidos organicos, farmacos e enzimas (SOARES et al.,, 2010; STEINBERG &
SCHUSTER, 2011).

Os microrganismos produtores de enzimas celuloliticas e xilanoliticas sdo em sua
maioria consumidores de carboidratos, deste modo, podem realizar a degradacdo de
compostos a base de celulose, resultando na geracdo de derivados simples de agucar
(SOARES Jr. et al., 2013).

O processo de hidrdlise enzimdtica de biomassa vegetal consiste na quebra de
estruturas componentes da parece celular vegetal, sendo o primeiro passo da bioconversao
de celulose em glicose (um acucar solivel), podendo envolver um complexo
multienzimdtico. A hidrdlise enzimdtica apresenta algumas vantagens quando
comparadas a tratamentos quimicos, devido as condi¢des de condugdo do processo, que
geralmente sdo moderadas e ausentes de corrosdo, além de apresentarem especificidade
ao substrato ndo formando produtos indesejaveis (BALAT, 2011).

A vasta funcionalidade e aplicabilidade das enzimas potencializa a otimiza¢do em
diferentes processos na industria e agregam valor sobre as industrias de biotecnologia,
estimulando a exploracao da biodiversidade microbiana, com o isolamento e sele¢do de
novas cepas produtoras de enzimas (BARATTO et al., 2011).

Os fungos filamentosos sdo considerados os mais adequados para o Cultivo em
Estado Sélido (CES), técnica que reaproveita os residuos agroindustriais, utilizando-os
como substrato para o crescimento do microrganismo, em que suas hifas podem crescer
sobre a superficie das particulas sdlidas que simulam seu habitat natural, que
consequentemente contribui para a reduc¢do do custo operacional da produgao enzimatica,
minimizando possiveis impactos ambientais decorrentes do seu descarte inadequado
(YOON et al., 2014). Essa técnica vem sendo amplamente utilizada para produgdo de
enzimas com potencial biotecnolégico para aplicacdo em diversos processos industriais
(CAVALHEIRO et al., 2017; COSTA et al., 2016; GARCIA et al., 2015; GARCIA et al.,
2018; SANTOS et al., 2016).



Andlises prévias realizadas pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que a espécie
Pycnoporus sanguineus apresenta potencial de producdo de celulases e hemicelulases,
despertando o interesse para melhor avaliagdo destas enzimas. Deste modo, o presente
trabalho visa avaliar a produgdo e caracterizagdo enzimatica de celulases e hemicelulase
por cultivo em estado sé6lido pelo fungo P. sanguineus. A dissertacdo é composta em dois
capitulos: Capitulo I. Revisdo de Literatura; Capitulo II. Producdo e caracterizagdo de

celulases e hemicelulase produzidas por Pycnoporus sanguineus.

OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi produzir e caracterizar celulases e
hemicelulase por Cultivo em Estado Sélido pelo fungo Pycnoporus sanguineus utilizando

residuos agroindustriais como substratos.

Objetivos especificos

e Isolar e identificar o microrganismo (Pycnoporus sanguineus);

e Determinar as condi¢des 6timas de cultivo para producdo de endoclucanase, -
glicosidase e xilanase;

e Caracterizar bioquimicamente a endoclucanase, a B-glicosidase e a xilanase

produzidas;

REFERENCIAS

BALAT, M. Production of bioethanol from lignocellulosic materials via the biochemical
pathway: a review. Energy Conversion and Management, v. 52, n. 2, p. 858- 875, 2011.

BARATTO, C. M.; SALAMONI, S. P.; COSTA, R.; OLIVEIRA, C. B. D;
LOCATELLI, G. O. Selecao de microrganismos produtores de enzimas hidroliticas
isolados da regido do meio oeste de Santa Catarina, Brasil. Evidéncia, v. 11, n. 2, p. 15-
28, 2011.

CAVALHEIRO, G. F.; SANGUINE, I. S.; SANTOS, F.R.S.; COSTA, A. C;
FERNANDES, M.; PAZ, M. F.; FONSECA, G. G.; LEITE, R. S. R. Catalytic properties
of amylolytic enzymes produced by using agroindustrial residues on solid-state
fermentation. Biomed Research International, v. 2017, p. 1-8, 2017.

COSTA, A. C.; SCALABRINI R. P.; SILVESTRE, M. A.; RODRIGUES, A.; PAZ, M.
F.; FONSECA, G. G.; LEITE, R. S. R. Production of xylanase by a new strain of
Thermoascus aurantiacus: obtainment of enzymatic extract with reduced cellulolytic



activity for application in pulp and paper industries. Bioscience Journal, v. 32, n. 4, p.
1040-1048, 2016.

GARCIA, N. F. L.; SANTOS, F. R. S.; GONCALVES, F. A.; PAZ, M. F.; FONSECA,
G. G.; LEITE, R. S. R. Production of B-glucosidase on solid-state fermentation by
Lichtheimia ramosa in agroindustrial residues: Characterization and catalytic properties

of the enzymatic extract. Electronic Journal of Biotechnology, v. 18, n. 4, p. 314-319,
2015.

GARCIA, N.F.L.; SANTOS, F.R.S.; BOCCHINI, D. A.; PAZ, M. F.; FONSECA,
G.G; LEITE, R. S. R. Catalytic properties of cellulases and hemicellulases produced by
Lichtheimia ramosa: Potential for sugarcane bagasse saccharification. Industrial Crops
and Products, v. 122, p. 49-56, 2018.

SANTOS, F. R. S.; GARCIA, N. F. L.; PAZ, M. F.; FONSECA, G. G.; LEITE, R. S. R.
Production and characterization of B-glucosidase from Gongronella butleri by solid-state
fermentation. African Journal of Biotechnology, v. 15, p. 633-641, 2016.

SOARES Jr., F. L.; DIAS, A. C. F.; FASANELLA, C. C.; TAKETANI, R. G.; LIMA, A.
O.D. S.;; MELO, I. S.; ANDREOTE, F. D. Endo-and exoglucanase activities in bacteria
from angrove sediment. Brazilian Journal of Microbiology, v. 44, n. 3, p. 969-976,
2013.

SOARES, I. A.; FLORES, A. C.; ZANETTIN, L.; PIN, H. K.; MENDONCA, M. M.;
BARCELOS, R. P.; TREVISOL, L. R.; CARVALHO, R. D.; SCHAUREN, D.; ROCHA,
C.L. M. S. C.; BARONI, S. Identification of the amylolytic potential of mutante strains
of the filamentous fungi Aspergillus nidulans. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v.
30, n. 3, p. 700-705, 2010.

STEINBERG, G.; SCHUSTER, M. The dynamic fungal cell. Fungal Biology Reviews,
v.25,n. 18, p. 14-37, 2011.

YOON, L. W.; ANG, T. N.; NGOH, G. C.; CHUA, A. S. M. Fungal solid-state
fermentation and various methods of enhancement in cellulase production. Biomass and
Bioenergy, v. 67, p. 319-338, 2014.



CAPITULO I

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Residuos lignocelulodsicos: estrutura e potencial energético

Os residuos lignoceluldsicos sdao subprodutos gerados durante o processamento
industrial a partir de produtos e atividades agricolas. Normalmente, ndo ha aplicacdao
direta destes residuos, o que lhes atribui um reduzido valor econdmico, como € o caso da
palha de milho, casca de arroz, farelo de trigo, bagaco de cana-de-agtcar, entre outros.
Residuos provenientes de biomassa vegetal sdo uma rica fonte de acucares, carboidratos
e minerais, podendo ser utilizados como fontes alternativas de carbono e nitrogénio,
substituindo as formas industrializadas desses nutrientes empregados em bioprocessos
(PANESAR et al., 2016).

Os compostos lignoceluldsicos possuem composicdo quimica e propriedades
mecanicas que os tornam ndo sé uma fonte rica em produtos quimicos e acucares
suscetivel a fermentacdo para a producao de biocombustiveis, mas também biopolimeros
para diversas aplicacOes industriais. Formados por uma estrutura complexa (Fig. 1),
composta basicamente por microfibrilas de celulose inseridos em uma matriz de
hemicelulose, pectina, lignina e uma pequena quantidade de proteinas estruturais, formam
a complexa estrutura da parede celular vegetal (FRANCA-PASSOS, 2018). Estes
compostos sdo unidos fortemente por meio de ligagdes ndo-covalentes e por ligacdes
cruzadas covalentes. A composi¢ao e a porcentagem de cada um destes compostos podem
variar de espécie para espécie de acordo com as condi¢des de crescimento (LADEIRA et

al., 2010).



Figura 1 - Moléculas que compdem a parede celular lignocelulésica presente nas
biomassas vegetais (SCHLITTLER & PEREIRA Jr., 2008).

Microfibrila de celulose

Hemicelulose

Proteinas soluveis

Um dos principais componentes da parede celular vegetal, a celulose, € o
biopolimero de maior ocorréncia no mundo, um homopolissacarideo nao-ramificado
constituido por moléculas de glicose unidas entre si por ligagdes B-1,4 glicosidicas e
interacdes de hidrogénio (CARVALHO et al., 2009).

As cadeias de celulose interagem paralelamente entre si formando ligagdes de
hidrogénio, quando h4 elimina¢do de uma molécula de dgua, duas unidades de glicose
contiguas formam uma ligacdo glicosidica, que devido a sua configuracdo espacial
alternada, a unidade de repeticdo da celulose é chamada de celobiose, um dissacarideo
(FARINAS, 2011; STRAKOWSKA et al., 2014).

As hemiceluloses sao heteropolissacarideos naturais, atuam como um elo quimico
entre a celulose e a lignina. Contrariamente a celulose, a hemicelulose apresenta grande
variedade de acticares nas ramificagcdes, o que impede a formagdo de grandes regides
cristalinas. A cadeia principal pode ser composta por pentoses (xilose e arabinose) e
hexoses (glicose, manose e galactose), dcidos urOnicos e grupos acetila, sendo que as
xilanas aparecem em maior quantidade, onde sdo ligados entre si principalmente por
ligagdes glicosidicas B-1,4. Estas caracteristicas resultam em materiais flexiveis, porém
altamente resistentes (BUCKERIDGE et al., 2010; COLLINS et al., 2005; JOVANOVIC
et al., 2009).

A complexidade estrutural da parede celular vegetal a torna resistente ao ataque
quimico e bioquimico, dificultando o acesso das enzimas envolvidas em sua degradagio,
por isso a compreensio de como agem essas enzimas ¢ fundamental para a viabilizacdo

do uso da biomassa vegetal como fonte de energia renovdvel (FARINAS, 2011).



1.2 Cultivo em estado sélido

O cultivo em estado sélido (CES) refere-se a uma técnica na qual o cultivo do
microrganismo € realizado sobre uma matriz sélida com reduzida quantidade de dgua
livre entre as particulas do substrato, onde ha umidade suficientemente para ser absorvida
pelo substrato sélido para suportar o crescimento € o metabolismo microbiano
(HANSEN, et al., 2015; PIROTA et al., 2014; WANG et al., 2013).

A matriz s6lida normalmente € insolivel e age como suporte fisico e fonte de
nutrientes para o crescimento do microrganismo, que pode ser um sélido natural, como
residuos agroindustriais, ou um suporte inerte, como poliuretano ou resinas poliméricas,
0s quais servem apenas como suporte para o crescimento dos microrganismos (HAMA et
al., 2008; PANDEY et al., 2013; SOCCOL et al., 2017; YANG et al., 2005).

O CES ¢€ de grande interesse econdmico € possui inimeras vantagens em relacao
a outros processos, como por exemplo ao cultivo submerso, pois é uma técnica barata
especialmente para paises com grande geracdo de residuos como o Brasil, por utilizar
residuos agricolas ndo refinados (palhas, bagacos e tortas vegetais). Além disso, reproduz
as condi¢coes do habitat natural dos microrganismos e € menos susceptivel a
contaminagdes bacterianas, proporcionando inimeras vantagens ambientais, uma vez que
serve como fonte de energia e tem uma menor geracdo de efluentes (MARTINS et al.,

2011; SINGHANIA et al., 2009; SOCCOL et al., 2017).

1.3 Enzimas celuloliticas

A hidrélise dos materiais lignoceluldsicos requer multiplas enzimas com
diferentes especificidades para desconstruir a complexa estrutura da parede celular
vegetal (BOYCE & WALSH, 2015). Especificamente, uma acdo sinérgica de
lignocelulases - celulases, hemicelulases e lignases é necessaria para uma atividade de
desconstrugdo efetiva. Atualmente, esforcos tém sido realizados para encontrar meios
sustentdveis de produzir quantidades significativas desses biocatalizadores celuldsicos
(OBENG et al., 2017).

As celulases sdo glicosil hidrolases usadas na despolimerizac¢do da celulose - um
polimero hidrofilico, insolivel em dgua, composto de unidades repetidas de D-glicose
interligadas por ligacdes B-1,4-glicosidicas - em polissacarideos de cadeia mais curta,
como celodextrina, celobiose e glicose (GARVEY et al., 2013; MORALIS et al., 2012).

Essas enzimas s@o categorizadas distintamente em trés: endoglucanases, exoglucanases
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ou celobiohidrolases e B-glicosidases ou celobiases (Fig. 2), de acordo com a sua estrutura
e funcdo, mas atuam em conjunto na hidrélise das complexas microfibrilas de celulose da

parede celular vegetal (OBENG et al., 2017).

Figura 2 - Estrutura da molécula de celulose e ac@o das celulases (Modificado de Arantes
e Sadler, 2010).
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1.3.1 Endoglucanase: sdo enzimas responsaveis por dar inicio a hidrélise da molécula de
celulose. Hidrolisam randomicamente as regides internas da estrutura da fibra celuldsica,
resultando em uma rapida redu¢do no tamanho da cadeia devido a sua fragmentacido em
oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo e, consequentemente, Novos
terminais, para acao das exoglucanases. (BHALLA et al., 2013; CASTRO & PEREIRA
Jr, 2010; DIENES et al., 2004). Devido ao seu alto grau de polimerizacdo e baixa
cristalinidade a carboximetilcelulose (CMC) € utilizada como substrato preferencial para

a atividade dessas enzimas (CAO & TAN, 2002; ZHANG et al., 20006).

1.3.2 Exoglucanases: sdo constituidos pelas celobiohidrolases, que atuam sobre a
celulose a partir de extremidades ndo redutoras, das regides cristalinas, liberando
unidades de celobiose como produto primédrio (SORENSEN et al., 2015). Podem ser
classificadas em dois tipos: tipo I, que hidrolisam terminais redutores, e as do tipo II, que
hidrolisam os nao redutores. Elas atuam em sinergia na celulose, podendo sofrer inibi¢ao
pelo produto de sua hidrdlise, a celobiose, que sao finalmente hidrolisadas em D-glicose

pelas B-glicosidases (BON et al., 2008; JUTURU & WU, 2014; NG et al., 2010).



1.3.3 B-glicosidases: hidrolisam celobiose e outras celodextrinas em glicose, reduzindo
assim a inibi¢do das endoglucanases e exoglucanases, tornando-se o fator limitante na
regulacdo de todo o processo de degradacdo da celulose (BANSAL et al., 2012;
YEOMAN et al., 2010). A acdo das B-glicosidases, além de finalizar a despolimerizagao,
tem a capacidade de aumentar o rendimento global de acgucares fermentesciveis
consumindo a celobiose, reduzindo seu efeito inibidor sobre as demais enzimas
celuloliticas, promovendo a continuidade do processo de hidrélise enzimatica (OLSEN

et al., 2011).

1.4 Enzimas hemiceluloliticas

As hemicelulases compartilham de atividades semelhantes com as celulases por
causa das ligacdes B-1,4-glicosidicas que atuam como suporte principal do componente
hemicelulésico da biomassa vegetal, unida covalentemente a lignina, formando
juntamente com a celulose uma estrutura altamente complexa. Porém a hemicelulose
pode ser degradada mais facilmente que a celulose. Apesar disso, € necessario um sistema
de enzimas especificas para degradacdo completa, dada a sua estrutura varidvel e
ramificada (SHALLOM & SHOHAM, 2003).

O substrato hemiceluldsico € um grupo heterogéneo de polissacarideos com uma
estrutura de carboidratos complexa consistindo em diferentes polimeros facilmente
hidrolisaveis, tais como pentoses (por exemplo, xilose e arabinose) e uma pequena fracao
de hexoses (por exemplo, manose, glucose e galactose) (HENDRIKS & ZEEMAN,
2009).

A xilana é um polissacarideo complexo que representa a principal classe de
hemicelulose. E composta por uma cadeia de residuos de xilose ligados por ligacdes p -
1, 4-glicosidicas (Fig. 3). E o polissacarideo hemicelulésico mais comum nas paredes
celulares vegetais. Uma variedade dessas enzimas age exclusivamente sobre as cadeias
laterais, assim com a sua liberacao, a cadeia principal de xilana € exposta a clivagem pelas
xilanases. As B-xilosidases clivam xilobiose em dois mondmeros de xilose, sendo que
esta enzima também pode liberar xilose a partir do final da cadeia principal de xilana ou

de um xilooligossacarideo (FARINAS, 2011).



Figura 3 - Estrutura da molécula de xilana e acdo das hemicelulases (Modificado de Dutta
& Wu, 2014).
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1.4.1 Xilanases: atuam na cadeia central da hemicelulose. Clivam ligacdes glicosidicas
internas da cadeia principal da xilana, catalisando a hidrolise das ligacdes B-1,4-D-
xilosidicas de maneira aleatdria, acarretando a diminuicdo do grau de polimeriza¢do do
polissacarideo, liberando xilooligossacarideos e xilobiose, que por sua vez sdo
hidrolisados por B-xilosidases (ALVES-PRADO et al., 2010; COSTA et al., 2016; DODD
& CANN, 2009; POLIZELLI et al., 2005).

1.4.2 p-xilosidases: hidrolisam externamente a cadeia de xilana e pequenos
xilooligosacarideos, liberando xilose (KESHWANI & CHENG, 2009). As xilanases
podem ser inibidas por altas concentracdes de seus produtos. Uma das funcdes das B-
xilosidases é promover a remoc¢do destes produtos finais que poderiam inibir as

endoxilanases e, com isso, limitar a hidrélise do polissacarideo (KNOB et al., 2014).

1.5 Aplicacoes industriais das enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas

Atualmente a extensiva aplicagdo de microrganismos em diferentes bioprocessos é
utilizada para fornecer uma grande variedade de produtos em industrias (SINGH &
SHARMA, 2016). Dentre as aplicacOes biotecnoldgicas das hemicelulases é possivel
destacar a sua aplicacdo no processo de branqueamento de polpa de papel, onde €
substancialmente aumentado apds o pré-tratamento da pasta com a enzima, permitindo
assim uma reducgao de até 25 % do volume do produto clorado originalmente empregado.
A hemicelulose € hidrolisada em condi¢des de temperatura controlada para facilitar a
remo¢do da lignina, diminuindo a quantidade de compostos organoclorados gerados no

processo. A remoc¢do da hemicelulose aumenta a acessibilidade dos agentes quimicos as
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moléculas de lignina, aumentando a eficiéncia do processo, consequentemente reduzindo
os danos ambientais (BOONRUNG et al., 2016).

O uso das hemicelulases em aplicagdes comerciais também inclui sua utilizagao
como aditivos para aumento da digestibilidade em racdo animal, clarificacdo de sucos,
mucilagem de café, inddstria farmacéutica, melhoramentos na panificacio, aditivo na
producdo de leite e derivados, producdo de bebidas alcodlicas e dlcool. Produtos da
hidrdlise de xilana, como a xilose, podem ser convertidos em etanol, xilitol, solventes e
adocantes (SILVA et al., 2015).

Um dos grupos de enzimas de maior importancia industrial sdo as celulases,
representando cerca de 20% do mercado global de enzimas (SHRIVASTAVA et al.,
2014). Na industria téxtil, muitas restricdes foram impostas devidos as preocupagdes com
os prejuizos ambientais. Deste modo, o tratamento enzimatico surgiu como uma solugdo
ecologicamente correta, podendo ser utilizado na remog¢do de corantes da superficie das
fibrilas sem afetar a estrutura da fibra, criando a aparéncia de desbotado do tecido
conhecido como bioestonagem (ARAUJO, et al., 2008).

Presentes em detergentes, podem ocasionar a remog¢ao de microfibrilas presentes
na superficie de tecidos a base de algodao, que apds repetidas lavagens tornam-se macios
e opacos ocorrendo o descolamento parcial das microfibrilas, podendo fazer com que
aumente a suavidade da superficie, restaurando a cor original do tecido (BJORK, 1997).

As celulases t€ém ganhado grande importincia na drea de biotecnologia de
alimentos devido ao aumento de sua aplicacio em diversos processos, como em
clarificacdo de sucos, reducdo da viscosidade de néctares, concentragdo de purés, extragao
de azeite e aditivos para melhoramento na qualidade de produtos de panificacdo (EFRATI
et al., 2013; KARMAKAR & RAY, 2011; KUHAD et al., 2010; SHARMA et al., 2014).

Na industria farmacéutica podem auxiliar na liberacdo de compostos medicinais
de plantas e produtos vegetais. Enzimas incluindo celulases, proteases, amilases, etc., sao
utilizadas para melhorar a extracdo de polifendis bioativos de diferentes cereais
(BHANIJA et al., 2009; DO et al., 2009).

Uma aplicacdo de grande importancia das celulases € no processo de producdo de
etanol de 2* geracdo, que consiste na hidrélise da celulose e da hemicelulose
(polissacarideos presentes na biomassa lignoceluldsica) através da atividade enzimética
de celulases, gerando agucares como bioproduto final, os quais posteriormente podem ser

utilizados na produgdo do bioetanol (LUCARINI et al., 2017).
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A dieta de animais como os ruminantes consiste em forrageiras que sio
constituidas de celulose, hemicelulose, pectina e lignina. Para o aumento da
digestibilidade dos nutrientes as celulases sdo utilizadas como aditivos para digestdo e
absorcao de nutrientes tendo um efeito positivo na saide dos animais, causando ganho de
peso (COSTA et al., 2019; MURAD et al.,, 2009; RODRIGUES et al., 2008;
SHRIVASTAVA et al., 2011).

1.6 Fungos basidiomicetos

A fim de contornar os problemas ambientais que podem ser causados pelo descarte
incorreto dos residuos agroindustriais ou pelo uso do pré-tratamento quimico utilizado
para despolimerizacdo da parede celular vegetal, tem-se como alternativa a utilizacao da
bioconversdo desses materiais. Isto ocorre através da utilizagdo de microrganismos
produtores de complexos enziméticos, capazes de degradar materiais lignoceluldsicos, na
qual a grande biodiversidade brasileira permite a selecdo de cepas com capacidade de
degradar biomassa e produzir enzimas de interesse biotecnologico (VALENCIA &
CHAMBERGO, 2013).

Os organismos predominantemente responsaveis pela degradacao de complexos
lignoceluldsicos sao os fungos filamentosos. Estes sdo amplamente distribuidos por todo
o reino fungico, desde os mais simples e primitivos Chytridiomycetes até os
Basidiomicetos mais complexos (MAITAN-ALFENAS et al., 2015).

Os Basidiomicetos sd@o os fungos decompositores mais conhecidos no ramo
industrial devido a sua capacidade de produzir complexos enzimdticos de grande
potencialidade biotecnoldgica, especialmente os de podriddo branca, ganharam
significativa atencdo tanto por suas enzimas ligninoliticas quanto por enzimas
celuloliticas. No entanto, ndo sdo excelentes produtores de enzimas Xxilanoliticas
(METREVELI et al. 2017; SASIDHARA & THIRUNALASUNDARI, 2014; SAHA et
al. 2017; SHARMA et al. 2018; WANZENBOCK et al. 2017).

As espécies de basidiomicetos celuloliticas de podriddao branca que sdo mais
extensamente estudadas sdo dos géneros Cotylidia, Ganoderma, Irpex, Lentinus,
Phanerochaete, Pleurotus, Polyporus, Poria, Trametes, Schizophyllum e Pycnoporus
(LYND et al. 2002; METREVELI et al., 2017; SHARMA et al., 2018; ZHOU et al.,

2018), cuja espécie sera avaliada no presente estudo.

12



O Pycnoporus sanguineus ¢ um dos fungos da podridao branca (SANCHEZ,
2009; YOON et al.,, 2012) que possui alta capacidade de hidrolisar a biomassa
lignocelulésica em acucares fermentesciveis devido a secrecio de enzimas
lignoceluloliticas. Esses aguicares possuem grande interesse comercial como matéria-
prima para producdo de biocombustiveis (CHU & FENG, 2013). Recentemente, a maior
demanda por enzimas pela industria tornou-se o principal fator para explorar novas fontes
locais para a producao de enzimas para atender a estas necessidades (SAFRI et al., 2017).
O que justifica a constante busca por microrganismos hiperprodutores de biocatalisadores

com aplicagdes industriais.
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CAPITULO 11

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE CELULASES E HEMICELULASE
PRODUZIDAS POR Pycnoporus sanguineus

RESUMO

Os residuos lignoceluldsicos sdo subprodutos gerados durante o processamento industrial
a partir de produtos e atividades agricolas, podendo ser utilizados em conjunto com
microrganismos para a producdo de biomoléculas de alto valor agregado, como as
enzimas. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo produzir e caracterizar
celulases e hemicelulase por cultivo em estado sélido pelo fungo Pycnoporus sanguineus
utilizando residuos agroindustriais como substrato. A producido de endoglucanase, -
glicosidase e xilanase por Pycnoporus sanguineus foi otimizada, sendo obtido
respectivamente 63,04+2,39, 32,35+0,66 e 11,28+0,78 U.g‘1 de substrato seco, entre 96 —
120 horas de cultivo em farelo de trigo. A atividade 6tima para endoglucanase foi obtida
em pH 5,0 e 70°C; para B-glicosidase foi pH 4,0 e 70°C e para xilanase pH 5,5 e 75°C.
Em relacdo a estabilidade ao pH a enzima endoglucanase manteve-se estavel na faixa de
3,5 — 8,0; B-glicosidase foi na faixa de 4,0 — 7,0 e xilanase de 3,0 — 6,0. Na avaliacdo da
termoestabilidade a enzima endoglucanase foi estdvel na faixa de temperatura de 30 —
60°C, B-glicosidase 30 — 55°C e xilanase 30 — 65°C. A B-glicosidase foi fortemente inibida
por glicose, retendo cerca de 50% de sua atividade original em solug¢do contendo 25 mM
de glicose. A mesma enzima apresentou estabilidade catalitica quando incubada em
solucdo contendo 15% de etanol, o que possibilita sua utilizacdo em processos de
fermentagdo alcoodlica. O fungo Pycnoporus sanguineus apresentou potencial para
producdo de enzimas quando cultivado em substrato de reduzido valor agregado (baixo
custo) e suas enzimas apresentaram caracteristicas promissoras para aplicacao industrial,
devido a elevada estabilidade ao pH e temperatura.

Palavras-chave: Cultivo em estado s6lido; Biomassas vegetais; Enzimas.
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ABSTRACT

Lignocellulosic residues are by-products generated during industrial processing from
agricultural products and activities, and can be used in conjunction with microorganisms
for the production of high added value biomolecules, such as enzymes. In this context,
the present study aimed to produce and characterize cellulases and hemicellulase by
cultivation in solid state by the fungus Pycnoporus sanguineus using agroindustrial
residues as substrate. The production of endoglucanase, -glucosidase and xylanase by
Pycnoporus sanguineus was optimized, obtaining 63.04 +2.39, 32.35 +(0.66 and 11.28 +
0.78 Ug-1 of dry substrate, respectively. 96 - 120 hours of wheat bran cultivation. The
optimal activity for endoglucanase was obtained at pH 5.0 and 70°C; for B-glucosidase it
was pH 4.0 and 70°C and for xylanase pH 5.5 and 75°C. Regarding pH stability, the
enzyme endoglucanase remained stable in the range of 3.5 - 8.0; B-glycosidase was in the
range of 4.0 - 7.0 and xylanase was 3.0 - 6.0. In the evaluation of thermostability, the
enzyme endoglucanase was stable in the temperature range of 30 - 60°C, B-glucosidase
30 - 55°C and xylanase 30 - 65°C. B-glucosidase was strongly inhibited by glucose,
retaining about 50% of its original activity in a solution containing 25 mM of glucose.
The same enzyme showed catalytic stability when incubated in a solution containing 15%
ethanol, which enables its use in alcoholic fermentation processes. The fungus
Pycnoporus sanguineus showed potential for enzyme production when grown on a low
added value substrate (low cost) and its enzymes showed promising characteristics for
industrial application, due to the high stability at pH and temperature.

Keywords: Solid state cultivation; Vegetable biomass; Enzymes.
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1. INTRODUCAO

O estado de Mato Grosso do Sul € localizado na regidao Centro-Oeste, tendo este
como Bioma predominante o Cerrado, o qual detém 30% da biodiversidade total
brasileira, incluindo uma pequena parcela de fungos ja catalogados, porém com o menor
nimero de registros identificados (CARRANZA et. al, 2014; FRANCOSO et al., 2015),
despertando o interesse em estudos mais aprofundados sobre a biodiversidade de

microrganismos do local.

No Brasil a alta produgao agricola gera uma grande quantidade de residuos, dentre
eles palha e bagaco de cana-de-acucar, farelo de trigo, residuos de milho, farelo de arroz
e até mesmo residuos de fruta, tais como bagaco de laranja e maracuja. Além de serem
abundantes e apresentarem baixo custo, suas moléculas fazem parte do complexo
lignoceluldsico que sdo formadas por microfibrilas de celulose inseridos em uma matriz
de hemicelulose e lignina passiveis de conversdo em aguicares fermentesciveis (OGEDA,

2010).

A conversdo da biomassa vegetal em agucares fermentesciveis pode ser realizada
por hidrélise enzimdtica, onde as enzimas utilizadas sdo produzidas principalmente por
fungos filamentosos, que tém grande importancia devido a sua producdo de celulases e
hemicelulases com caracteristicas fisico-quimicas variadas, de grande interesse
industrial. Porém, a producdo desses biocatalisadores ainda apresenta alto custo. A fim
de contornar este problema, trabalhos recentes t€ém empregado processos de cultivo em
estado sélido para producdo de enzimas industriais utilizando residuos agroindustriais
como substrato (CAVALHEIRO et al., 2017; COSTA et al., 2019; FACHINNI, 2010;
GARCIA et al., 2018; LIAO et al., 2015).

O cultivo em estado sdlido (CES) é caracterizado pelo crescimento de
microrganismos sobre um substrato sélido com baixa quantidade de 4dgua livre entre as
particulas de substrato, porém com umidade suficiente para o desenvolvimento

microbiano (HANSEN et al., 2015; YOON et al., 2014).

A espécie Pycnoporus sanguineus vém sendo amplamente relatada na literatura
em diversos estudos de biotransformacao, tais como, de medicamentos, metais pesados,

corantes, no pré-tratamento de materiais lignocelulésicos principalmente na remogao de
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lignina e sacarificacdo enzimatica (FALKOSKI & GUIMARAES, 2012; GAO et al.,
2017; GAUNA et al., 2018; SCARPA et al., 2019; YOON et al., 2013; YAHAYA &
DON, 2014).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar
bioquimicamente enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas obtidas por cultivo em estado

s6lido do fungo filamentoso Pycnoporus sanguineus.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo

O fungo filamentoso mesoéfilo Pycnoporus sanguineus foi utilizado no presente
trabalho. O referido microrganismo foi isolado de troncos de arvore localizados em drea
de Cerrado da regido de Dourados — MS (22°10'49.2"S - 54°56'57.4"W), e identificado
pela Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. A linhagem foi
armazenada no Laboratério de Enzimologia e Processos Fermentativos (LEPFER) da
Universidade Federal da Grande Dourados, sendo mantida em meio Sabouraud dextrose

dgar, ap0s crescimento a 28°C por 96 horas e posteriormente armazenada a 4°C.

2.2 Indculo

O fungo P. sanguineus foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo
40 mL do meio dgar Sabouraud Dextose inclinado, mantido por 48 horas a 28°C. A
suspensdo do microrganismo foi obtida pela raspagem suave da superficie do meio de
cultura empregando 25 mL de solucdo nutriente (0,1% de sulfato de amonio, 0,1% sulfato
de magnésio hepta-hidratado e 0,1% nitrato de amoénio m/v). A inoculag@o do fungo nos
substratos (residuos agroindustriais) se deu pela transferéncia de 5 mL desta suspensao,
perfazendo 5 mg de massa micelial seca / grama de substrato seco (Adaptado de:

MARTINS et al., 2019).
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2.3 Cultivo em estado solido (CES)

As enzimas foram produzidas pelo cultivo do fungo P. sanguineus em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 5 g de residuos agroindustriais (farelo de trigo, farelo
de soja, palha de milho, bagaco de cevada, casca de arroz e bagaco de cana de agucar), a
umidade foi ajustada para 70% com solucd@o nutriente (descrito no item 2.2). Apés 120
horas de cultivo a 25°C a solugdo enzimadtica foi extraida dos residuos cultivados. O
melhor substrato para produ¢do da enzima foi utilizado para avaliagdo do tempo de
cultivo (24 — 168 horas). Os demais pardmetros foram fixados em 70% de umidade e
temperatura de 25°C. Todo material foi previamente autoclavado por 20 minutos a 121°C

e os experimentos foram realizados em triplicatas (GARCIA et al., 2015).

2.4 Extracao da Enzima

A extracdo da enzima dos residuos fermentados foi realizada pela adi¢do de 50
mL de dgua destilada, mantidos em agitacdo de 100 rpm por 1 hora. As amostras foram
filtradas e centrifugadas a 3.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi considerado

extrato enzimatico utilizado nas etapas seguintes (GARCIA et al., 2015).

2.5 Determinacao das atividades enzimaticas

¢ Endoglucanase e Xilanase

As atividades de endoglucanase e xilanase foram quantificadas utilizando
respectivamente, Carboximetilcelulose 3% (m/v) (C5678 Sigma) e xilana 0,5% (m/v)
(Birch-Wood Sigma) em solugdo-tampao acetato de sédio a 0,1M, no pH 4,5. A atividade
enzimdtica foi determinada com 900 pL de tampao com substrato e 100 uL do extrato
enzimadtico, reagindo por 10 minutos a 50°C (ALVES-PRADO et al., 2010). A reagdo
enzimatica foi paralisada através da adicdo de 1 mL de DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico)
e o extrato colocado em banho de ebulicdo a 100°C por 10 minutos. O agucar redutor
liberado foi quantificado por espectrofotometria a 540 mm pelo método de DNS
(MILLER, 1959). A atividade enzimaética foi expressa como a quantidade de enzima que

produz 1 pmol de produto por minuto de reacao.
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e [p-glicosidase

A atividade de B-glicosidase foi determinada pela adi¢do de 50 uL do extrato
enzimatico, 250 uL de tampao acetato de sédio a 0,1M, no pH 4,5 e 250 uL de p-nitrofenil
B-D-glicopiranosideo 4mM (pNPBG, Sigma), reagindo por 10 minutos a 50°C. A reagao
enzimatica foi paralisada com 2 mL de carbonato de sdédio 2M. O p-nitrofenol liberado
foi quantificado em espectrofotometro a 410 nm (LEITE et al., 2008). Uma unidade de
atividade enzimadtica foi definida como a quantidade de enzima necessdria para liberar 1

pmol de p-nitrofenol por minuto de reagao.
2.6 Caracterizacao bioquimica das enzimas produzidas

2.6.1 Efeito do pH e temperatura sobre a atividade enzimatica

O pH o6timo foi determinado mensurando a atividade das enzimas a 50°C em
diferentes valores de pH (3,0 a 8,0), sendo utilizado tampao Mcllvaine a 0,IM. A
temperatura Otima foi determinada pela dosagem da atividade enzimdtica em
temperaturas de 30 a 85°C, nos respectivos valores de pH 6timo de cada enzima. A
estabilidade das enzimas ao pH foi determinada incubando-as por 24 horas a 25°C em
diferentes valores de pH (3,0 a 10,5). Os tampdes utilizados foram Mcllvaine 0,1M (3,0
a 8,0) e Glicina-NaOH 0,1M (8,5 a 11,0). A termoestabilidade foi determinada incubando
as enzimas por 1 hora em diferentes valores de temperatura (30 a 85°C) (LEITE et al.,
2008). As atividades residuais foram mensuradas nas respectivas condi¢des Otimas de

cada enzima.
2.6.2 Efeito de etanol sobre a atividade da p-glicosidase

A atividade enzimdtica foi quantificada com a adicdo de etanol em diferentes
concentracoes, 0-30% na mistura de reagdo, com incrementos de 5% (GARCIA et al.,

2018). A atividade foi mensurada sob condi¢Oes 6timas de pH e temperatura.

2.6.3 Efeito de glicose sobre a atividade da -glicosidase

A atividade enzimdtica foi quantificada com a adi¢do de glicose em diferentes
concentragdes, 0—100 mM, na mistura de reacdo (GARCIA et al., 2018). A atividade foi

medida sob condicdes 6timas de pH e temperatura.
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2.6.4 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados sdo apresentados
como a média de trés ensaios independentes. A andlise estatistica dos dados incluiu
ANOVA seguido pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%, com o auxilio do

software estatistico GENES (CRUZ, 2013).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacao dos parametros de cultivo para producio de enzimas

Dentre os substratos avaliados (residuos agroindustriais) para producdo de
enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas pelo fungo filamentoso P. sanguineus, a maior
producdo foi obtida utilizando farelo de trigo como substrato, atingindo cerca de 63,04
U.g'1 de substrato seco (ou 6,3 U.mL") de endoglucanase; 32,35 U.g‘1 (ou 3,2 U.mL™")
de B-glicosidase e 11,28 U.g™! (ou 1,1 U.mL"") de xilanase apés 120 horas da inoculacio
(Tabela 1).

Tabela 1 - Producdo de celulases e hemicelulases em diferentes substratos agroindustriais
por cultivo em estado sélido pelo fungo Pycnoporus sanguineus em 120 horas de cultivo,
contendo 70% de umidade a 25°C.

Substrato Endoglucanase (U.g™) B-glicosidase (U.g™) Xilanase (U.g") de
de substrato de substrato substrato
Farelo de trigo 63,04+2,392 32,35+0,66° 11,28+0,78?
Bagaco de cevada 32,71+1,76° 11,97 +1,79° 8,67+0,90°
Farelo de soja 17,57+3,43¢ 8,12+1,03¢ 3,4510,28¢e
Bagaco de cana 9,43%0,12¢ 1,08 +0,08¢ 4,21+0,50%
Palha de milho 7,33+1,714 3,99+0,05¢ 1,97 £0,05%
Casca de arroz 7,25+0,37¢ 1,10£0,08° 3,23+0,60¢

A producdo média com letras diferentes indica diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey
(p<0,05). *Os valores (£) representam os desvios padrao dos experimentos em triplicata.
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Devido a sua boa capacidade de absor¢do de dgua e estrutura fisica favorecer a
transferéncia de massas no interior da matriz sé6lida, o farelo de trigo mostra-se como um
excelente substrato para producdo enzimdtica por cultivo em estado sélido por fungos
filamentosos, sendo amplamente utilizado na literatura para esta finalidade (COSTA et
al., 2016; FALKOSKI et al., 2013; GARCIA et al., 2018; GOVUMONI et al., 2015;
KILIKIAN et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2016; SANTOS et al., 2016a). Dessa forma o
farelo de trigo foi utilizado nos ensaios subsequentes visando avaliar o tempo 6timo de
cultivo para producdo de enzimas.

A maior produ¢do de endoglucanase, -glicosidase e xilanase foram obtidas entre
96 e 120 horas de cultivo, sendo produzido 115,82 U.g’!, 33,6 U.g'e 16,44 U.g"! de

substrato, respectivamente (Figura 1).

Figura 4 - Producao de Endoglucanase (A), B-glicosidase (B) e Xilanase (C) pelo fungo
Pycnoporus sanguineus em fungdo do tempo de cultivo em farelo de trigo a 25°C,
contendo 70% de umidade (as barras de erro representam o desvio padrdo médio da
determinac¢do em triplicata).
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De modo geral, os fungos basidiomicetos possuem como uma de suas
caracteristicas a producdo de enzimas extracelulares associada as estruturas da hifa
micelial e longo periodo de crescimento, quando comparados a outras linhagens flingicas.
Dessa forma, a recuperacdo das enzimas de interesse enzima torna-se um desafio ainda
maior (BENTIL et al., 2018).

No entanto, os resultados obtidos no presente estudo utilizando a espécie P.
sanguineus indicam producdo de celulases e hemicelulases com reduzido tempo de
cultivo, entre 96 € 120 horas.

Com excecdo da xilanase que nido houve producdo expressiva, principalmente
quando comparada ao Aspergillus niger que obteve a producdo de 2604,06 U.g'! no
mesmo periodo de tempo (96 horas), foi possivel observar resultados promissores quando
comparados a outros trabalhos da literatura, com relacdo a producdo de endoglucanase e

B-glicosidase (Tabela 2).

Tabela 2 - Atividade de celulases e hemicelulase produzidas por cultivo em estado s6lido
em farelo de trigo por diferentes espécies fungicas em fun¢do do tempo de cultivo.

Espécies Endoglucanase p-glicosidase Xilanase Tempo de Referéncias
U.g! U.g! U.g! cultivo (horas)

Pycnoporus 115,82 33,6 16,44 96 - 120 Presente
sanguineus trabalho
Funalia trogii 72 - 69 264 Elisashvili et

IBB 146 al., (2008)
Phanerochaete 0,08 - 66 264 Govumoni et
chrysosporium al. (2015)

MTCC 787

Pleurotus 12 - 6 264 Elisashvili et

ostreatus IBB al. (2009)
10

Pleurotus 39 - 45 264 Elisashvili et

ostreatus al., (2008)

M2191
Pseudotremella 18 - 15 264 Elisashvili et
gibbosa IBB 22 al. (2009)

Lentinula 118,53 21,44 - 504 Konno et al.
edodes EF 28 (2012)

Aspergillus - 21,69 2604,06 96 Dhillon et al.
niger (2011)

Trichoderma 68,57 13,58 2467,53 96 Dhillon et al.
reesei (2011)

(- ) Néo analisado
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3.2 Efeito de pH e temperatura sobre a atividade enzimatica

As enzimas produzidas por P. sanguineus apresentaram maior atividade catalitica

em pH 4,5a5,5; 4,0 e 5,5 para endoglucanase, -glicosidase e xilanase, respectivamente

(Figura5—-A,BeC).

Os dados obtidos no presente estudo indicam que as enzimas possuem potencial

para aplicacdo em processos que exigem valores de pH mais 4dcidos. Valores similares

para endoglucanase também foram obtidos por Olajuyigbe et al. (2016) utilizando o fungo

Sporothrix carnis quando cultivado em sabugo de milho; Garcia et al. (2018) com o fungo

Lichtheimia ramosa relataram como 6timo pH 5,0 para a enzima endoglucanase. Santos

et al. (2016) obtiveram como pH 6timo 4,5 para a enzima 3-glicosidase utilizando o fungo

Gongronella butleri. Costa et al. (2019) obtiveram maior atividade catalitica para xilanase

produzida por Trichoderma viride em pH 6,0.

Figura 5 - Atividade de Endoglucanase, B-glicosidase e Xilanase em funcdo da variacdo
do pH (A, B e C) e temperatura (D, E e F), produzidas pelo fungo Pycnoporus sanguineus.
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As temperaturas 6timas obtidas foram de 65 a 75°C para endoglucanase, 70°C
para B-glicosidase, e 75°C para xilanase (Figura 5 — D, E e F). Os valores obtidos em
relacdo a temperatura Otima das enzimas nao sdo comumente encontrados para
biocatalisadores produzidos por microrganismos mesoéfilos. Casciatori et al. (2015)
avaliaram a endoglucanase produzida por Trichoderma reesei e obtiveram 45°C como
temperatura 6tima.

Em estudos realizados por Teixeira et al. (2016) com B-glicosidase relataram
atividade 6tima a 60°C utilizando o fungo Myceliophthora heterothallica. Garcia et al.
(2018) obtiveram como temperatura 6tima 65°C para xilanase do fungo Lichtheimia
ramosa. Ahmed et al. (2016) descreveram 50°C como temperatura 6tima para xilanase
do fungo Aspergillus terreus.

Do ponto de vista industrial as enzimas produzidas por Pycnoporus sanguineus
sdo interessantes para diversas aplicacdes que exijam altas temperaturas, pois permite
uma flexibilizacdo das condic¢des térmicas de producao, podendo esse até ser equiparado
a espécies termofilas, como no caso do fungo Myceliophtora sp. que produziu
endoglucanase apresenta como temperatura 6tima 65°C (CASCIATORI et al., 2015).

As enzimas do presente estudo apresentaram estabilidade estrutural em uma ampla
faixa de pH, a endoglucanase demonstrou estabilidade em uma faixa de pH de 3,5 - 8,0
retendo cerca de 80% de sua atividade original apds 24 horas em pH 8,5. Para B-
glicosidase a faixa foi de 4,0 - 7,0, retendo 70% de sua atividade original em pH 8,0. No
ensaio utilizando xilanase esta demonstrou estabilidade entre a faixa de pH 3,0 - 6,0
(Figura6 - A, B e C).

Marques et al. (2018) avaliaram a estabilidade de endoglucanase produzida pelos
fungos Botryosphaeria sp. no qual a enzima manteve-se estavel na faixa de pH 3,5 - 8,5
e Saccharicola sp. onde a endoglucanase apresentou perda de aproximadamente 50% de
sua atividade ap6s 24 h de incubacdo entre pH 3,5 - 9,0. Os mesmos autores avaliando a
estabilidade de B-glicosidase obtiverem valores de pH 3,5 - 10,5. Santos et al. (2016)b
realizaram estudos com a espécie Aspergillus cf. tubingensis avaliando a enzima xilanase,

que apresentou estabilidade ao pH na faixa de 4,0 — 7,0.

30



Endoglucanase

Endoglucanase

Figura 6 - Avaliacdo da estabilidade enzimética de Endoglucanase, B-glicosidase e Xilanase
em relacdo ao pH (A, B e C) e temperatura (D, E e F) produzida pelo fungo Pycnoporus

sanguineus.
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Com relacdo a termoestabilidade, a enzima endoglucanase manteve-se estdvel na

temperatura de 30 - 60°C, B-glicosidase 30 - 55°C e xilanase 30 - 65°C (Figura 6 — D, E

e F). As enzimas produzidas por P. sanguineus mostraram-se estiveis em uma ampla

faixa de temperatura. Tais caracteristicas enzimdticas sdo de extrema importancia para

aplicagdo industrial (NIGAM, 2013).

Estudos realizados por Marques et al. (2018) avaliaram a produ¢do enzimatica de

duas espécies fungicas sendo uma delas Botryosphaeria sp. obtendo temperatura de

estabilidade entre 30 — 50°C para endoglucanase, 30 — 60°C para B-glicosidase e 30 —

55°C para xilanase. Para a espécie do fungo Saccharicola sp. os autores descreveram

termoestabilidade para endoglucanase de 30 a 50°C, B-glicosidase 30 a 65°C e xilanase

30 a 55°C.
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Em termos biotecnolégicos, ¢ de suma importancia realizar estudos sobre a
estabilidade térmica das enzimas, pois sua resisténcia sob condi¢des de altas temperaturas
e agentes desnaturantes € um dos critérios mais importantes para aplicagdo desses
biocatalisadores em processos industriais. Frequentemente, diversos processos industriais
sao comprometidos pela inativacdo dessas macromoléculas, influenciando no rendimento

final do produto desejado (BOKHARI et al., 2009).

3.2.3 Efeito de etanol e glicose sobre a atividade de B-glicosidase

A B-glicosidase produzida por P. sanguineus foi ativada pela presenca de etanol
na mistura de reagdo, alcangando 120% da atividade inicial na concentracdo de 5% de
etanol, quando a concentragdo de etanol foi elevada para 20%, ainda manteve pouco mais
de 60% de sua atividade original (Figura 7A).

Resultados similares sobre o aumento na atividade em concentracdo de 5 - 10%
pode ser observado para B-glicosidase de diferentes espécies fingicas (KRISCH et al.,
2012; LEITE et al., 2008; MARQUES et al., 2018). De acordo com Villena et al. (2006)
0 aumento observado na atividade enzimatica em baixas concentragdes de etanol podem
estar relacionado com a atividade de glicosiltranferase evidenciada para algumas [-
glicosidases. Nessa reacdo o etanol atua como aceptor preferencial do cétion glicosil
intermediario durante a hidrélise do substrato, aumentando a velocidade da conversio do

substrato a produto (KRISCH et al., 2012).

Figura 7 - Efeito do etanol (A) e glicose (B) sobre a atividade enzimatica de B-
glicosidase.
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A B-glicosidase produzida por P. sanguineus foi fortemente inibida por glicose,
retendo 50% de sua atividade original na concentracdo de 25 mM de glicose (Fig. 7B).
Segundo Kuusk e Valjamae (2017) no processo de hidrélise enzimdtica da biomassa
lignoceluldsica para actcares fermentesciveis, uma consequéncia inevitdvel é o acimulo
de produtos de hidrélise, o que resultaria na inibi¢do de celulases. Uma alternativa para
transpor o efeito inibidor da glicose sobre a atividade enzimatica seria associar a hidrolise
enzimdtica da celulose a uma fermentacdo alcodlica, em um processo intitulado
sacarificacdo e fermentacdo simultinea, no qual a glicose liberada pela hidrélise da
celulose € prontamente convertida em etanol (PEREIRA et al., 2016). Por outro lado, as
enzimas utilizadas nesse tipo de processo devem ser estdveis a presenca do etanol.

Considerando que em processos fermentativos realizados por Saccharomyces
cerevisiae sao afetados em concentracdes a partir de 8% de etanol, sendo sua producdo
gradativamente reduzida (LALUCE et al., 2009), é possivel inferir que a B-glicosidase
produzida por P. sanguineus apresente estabilidade suficiente para ser utilizada em

processos de sacarificacdo e fermentacdo simultineas.

4. CONCLUSAO

O fungo basidiomiceto Pycnoporus sanguineus apresentou capacidade para
producdo de endoglucanase e [-glicosidase, e reduzido potencial para produgdo de
xilanase, principalmente quando realizado o cultivo em estado sélido utilizando residuo
agroindustrial farelo de trigo como substrato de baixo custo.

As enzimas produzidas apresentaram valores de pH 6timo mais dcidos e
temperaturas 6timas elevadas que, somado a estabilidade estrutural em ampla faixa de pH
e temperatura, tornam estas caracteristicas interessantes para aplicacdo industrial.

A B-glicosidase se manteve estdvel em elevada concentragdo de etanol podendo

ser aplicada em processos de sacarificagdo e fermentacdo simultinea.
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