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RESUMO

As f-glicosidases formam um grupo de enzimas de ampla ocorréncia na natureza
desempenhando fungbes diversas e cruciais nas vias bioldgicas dos seres vivos. A
principal funcdo das p-glicosidases € catalisar a hidrolise de ligagoes B-glicosidicas.
Associada a sua funcdo, diversas aplicagfes em processos industriais, principalmente
para as f-glicosidases de origem microbiana, foram desenvolvidas. Neste estudo, foi
investigada a producdo de p-glicosidase de Penicillium roqueforti ATCC 10110 por
meio da fermentacdo em estado solido utilizando apenas a planta palma forrageira
(Nopalea cochenillifera) e &gua como alternativa aos meios de cultura comerciais. Os
parametros, temperatura de incubacdo e umidade inicial, foram otimizados utilizando o
delineamento composto central rotacional. Nas condigdes otimizadas, a atividade
enzimatica de S-glicosidases foi 935 + 21,7 IU g com 96 h de fermentagdo, umidade
inicial 56% e temperatura a 23 °C. O extrato enzimatico bruto contendo S-glicosidase
foi utilizado para avaliar os efeitos da temperatura, pH, adicdo de ions metalicos, NaCl,
solventes e compostos organicos na atividade de B-glicosidase, além de ser avaliada a
estabilidade frente a temperatura, pH e NaCl. Os resultados encontrados indicam maior
atividade reacional e estabilidade em pH 5,0 a 52 °C. A adicdo dos ions Na*, Fe?* e
Mg?* e dos compostos EDTA, Triton X-100, lactose e do solvente diclorometano
melhoraram a atividade de B-glicosidase, enquanto as espécies, Ca%*, Zn?* e Co%*" e 0
SDS inibiu a atividade enzimatica. Além disso, a p-glicosidase apresentou boa
halotolerancia, mantendo 139,93% e 95,3% da atividade residual na presenca de 0,5 e
2,0 mol L? de NaCl, respectivamente, demonstrando também haloestabilidade,
mantendo 94,28% de atividade residual apds 24 h de incubacdo com adi¢do de NaCl
(2,0 mol LY).

Palavras-chave: Palma forrageira, S-glicosidase halotolerante, celulases, Penicillium
roqueforti
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ABSTRACT

S-glucosidases form a group of enzymes of wide occurrence in nature, performing
diverse and crucial functions in the biological pathways of living beings. The main
function of pg-glucosidases is to catalyze the hydrolysis of pg-glucosidic bonds.
Associated with its function, several applications in industrial processes were developed
mainly for pg-glucosidases of microbial origin. In this study, the production of f-
glucosidase from Penicillium roqueforti ATCC 10110 was investigated by solid-state
fermentation using only the forage plant (Nopalea cochenillifera) and water as an
alternative to commercial culture media. The parameters, incubation temperature and
initial moisture were optimized using the central design of the rotational compound.
Under optimized conditions, the enzymatic activity of the f-glucosidases was 935 +
21.7 1U g with 96 h of fermentation, initial moisture of 56% and temperature at 23 °C.
The crude enzyme extract containing f-glucosidase was used to evaluate the effects of
temperature, pH, NaCl, solvents and organic compounds on the activity of pg-
glucosidase, besides the stability against temperature, pH and NaCl. The results indicate
higher reaction activity and stability at pH 5.0 and 52 °C. The addition of Na*, Fe?* and
Mg?* ions, compounds EDTA, Triton X-100, lactose and solvent dichloromethane
improved the activity of g-glucosidase, whereas the Ca?*, Zn?* and Co?' species
inhibited the enzymatic activity. In addition, p-glucosidase presented good
halotolerance, maintaining 139.93% and 95.3% of residual activity in the presence of
0.5 and 2.0 mol L* of NaCl, respectively, also demonstrating halostability, maintaining
residual activity 94.28% after 24 h incubation with addition of NaCl (2.0 mol L%).

Keywords: Cactus pear, halotolerant B-glucosidase, celulases, Penicillium roqueforti
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CAPITULO 1
1. INTRODUCAO

As p-glicosidases atuam com fungdes diversificadas em uma grande variedade de
organismos como bactérias, fungos, plantas e animais, inclusive nos humanos. Estas
enzimas agem principalmente catalisando a hidrdlise de aril, amino ou alquil-B-D-
glicosidios, glicosidios cianogénicos, oligossacarideos de cadeia curta e dissacarideos.
As p-glicosidases consistem em um grupo de destaque entre as enzimas glicosideo
hidrolases e vem sendo largamente estudadas devido a possibilidade de utilizacdo em

diversos processos biotecnoldgicos (SALGADO et al., 2018).

Estas enzimas possuem ampla especificidade, expressando sua funcdo dependendo
de sua origem, nesse sentido, as #-glicosidases provenientes de fungos filamentosos séo
as preferidas para producdo enzimatica para fins biotecnoldgicos, por apresentar melhor
rendimento e estabilidade enzimética, podendo atuar em diferentes setores de producéo,
como na inddstria téxtil, alimenticia, producdo de detergente, agricultura, pecuéria e
setores de bioconversdo (LI et al., 2018; SANTA-ROSA et al., 2018).

Entre as possibilidades de aplicacdo das S-glicosidases, destaca-se a sua utilizagdo no
processo de hidrélise enzimatica da celulose. Neste processo, 0s materiais
lignocelulésicos sdo utilizados como matéria prima renovavel, abundante e de baixo
custo para conversdo da celulose em acucares fermentaveis, que em geral sdo
direcionados a producdo de combustiveis, alimentos e compostos quimicos
(WOJTUSIK et al., 2018; AHMED et al., 2017).

Os materiais lignocelulésicos sdo majoritariamente compostos por celulose (40—
60%), hemicelulose (20-30%) e lignina (15-30%) (ASHA et al., 2016). A celulose é seu
principal constituinte, possuindo em sua estrutura varias unidades de glicose unidas
entre si por ligacbes glicosidicas, a hidrélise destas ligagcGes pode ser catalisada pela
atuacdo de um sistema enzimatico altamente especifico e de forma sinergética
composto, principalmente por endoglucanases, exoglucanases e S-glicosidases (PARK
et al., 2018). Um dos fatores limitantes para o processo de hidrolise da celulose é a
retroalimentacédo, que leva a inibicdo das enzimas endoglucanases e exoglucanases pelo
seu produto de hidrolise, a celobiose. Porém, a p-glicosidase atua justamente
degradando a celobiose, assim a sua atuacdo pode ser considerada como reguladora do
processo de hidrdlise da celulose. Nesse sentido, as pesquisas voltadas para encontrar /-
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glicosidases com maior rendimento e estabilidade tem sido o foco de varias pesquisas,
visto sua importancia para o rendimento da conversdo de celulose a aglcar fermentaveis
(XIA et al., 2018; AUTA et al. 2017; AHMED et al., 2017).

A inducdo da expressdo destas enzimas em fungos, incluindo as B-glicosidase, pode
ocorrer principalmente pela utilizacdo de celobiose e celulose, entre outras fontes de
carbono como substrato (SUTO; TOMITA, 2001). Sendo assim, € importante a escolha
do meio de cultura, pois 0 mesmo ndo serve apenas como suporte, mas também como

fonte de nutrientes para o desenvolvimento microbiano.

A palma forrageira é uma planta largamente difundida na regido Nordeste do Brasil,
rica em carboidratos, vitaminas e composta por 319,26 + 0,55 g kg de celulose, a
utilizacdo desta planta como substrato ja demonstrou bons resultados para producéo de
enzimas celuloliticas (SANTOS et al., 2016; SANTOS et al., 2015). Nesse sentido,
utilizar a palma forrageira como substrato apresenta caracteristicas promissoras para

producdo de B-glicosidases de origem fungica.

Através da fermentacdo em estado solido (FES) € possivel a utilizacdo de substratos
alternativos aos meios de cultura comercial, como a palma forrageira, e também
possibilita a utilizacdo de residuos agroindustriais e diversos matérias lignoceluldsicos
de baixo custo. Essa técnica tem se mostrado bastante promissora por apresentar uma
série de beneficios, como, alta produtividade, vantagens econdmicas, baixa
contaminacdo bacteriana, favorecimento da estabilidade das enzimas secretadas,
simplicidade de processo e diminui¢do da producdo de aguas residuais (ZAHAO et al.,
2018; OHARA et al., 2018).

Uma das restricbes a FES é quanto ao cultivo do microrganismo, pois esta técnica
adequa-se melhor a microrganismos que crescem a baixos teores de umidade,
demonstrando ser mais eficiente utilizando-se fungos filamentosos, por reproduzir um
habitat muito proximo ao seu natural (HANSEN et al., 2015). Dentre os fungos
filamentosos, os do género Penicillium tem sido caracterizado como bons produtores de
enzimas incluindo as celuloliticas, como as f-glicosidases (SANTA-ROSA et al., 2018;
MARJAMAA et al., 2103; MAEDA et al.; 2013). O Penicillium possui caracteristicas
favoraveis a fermentacdo, tais como, bom crescimento em baixo valores de pH e
capacidade de utilizar uma variedade de compostos quimicos como substrato, incluindo
pentoses e hexoses (MIOSO et al., 2014).
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Nesse sentido, realizamos a FES do fungo Penicillium roqueforti ATCC 10110
utilizando como substrato a palma forrageira objetivando a produgdo de B-glicosidase,
visto que essa é uma alternativa promissora, considerando as caracteristicas favoraveis
do substrato e do fungo a ser utilizado. Porém, alguns fatores podem ser criticos para
viabilidade e bons resultados dessa técnica, assim, foram realizados a investigacdo da
influéncia do tempo de fermentacdo, umidade inicial e temperatura através do
delineamento composto central rotacional, identificando assim, as melhores condicdes
para producdo de p-glicosidase pelo fungo P. roqueforti ATCC 10110 em palma
forrageira. Além de identificar as melhores condi¢Ges de producdo enzimatica, foi
realizada a caracterizacdo bioquimica do extrato bruto obtido, a fim de avaliar as
caracteristicas de p-glicosidase que podem favorecer a sua utilizacdo em processos

industriais.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Produzir e caracterizar bioquimicamente a enzima p-glicosidase pelo Penicillium
roqueforti ATCC 10110 a partir da fermentacdo em estado solido utilizando como

substrato a planta palma forrageira.
1.2.2 Objetivos especificos

e Otimizar a producao de S-glicosidase pelo Penicillium roqueforti ATCC 10110
a partir da fermentacdo em estado sélido utilizando como substrato a planta

palma forrageira;

e Verificar os parametros de fermentacdo: temperatura de incubacdo, umidade
inicial e tempo sobre a produgéo de S-glicosidase e determinar as condigdes que

levam a aumentar a producao enzimatica,;

e Caracterizar bioquimicamente a S-glicosidase obtida.
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1.3 REFERENCIAL TEORICO

1.3.1 Caracteristicas gerais e classificacao de g-glicosidases

Existe uma variedade de enzimas que atuam na clivagem das ligagdes
glicosidicas, estas ocorrem em grande variedade na natureza e isso leva a atuacdo
especifica das enzimas em consequéncia da diversidade dos substratos (WITHERS,
2001). As enzimas glicosil-hidrolases formam um grupo de enzimas que catalisam a
clivagem seletiva das ligagdes glicosidicas, dentre as enzimas desse grupo destacam-se

as B-glicosidases.

As S-glicosidases desempenham fungdes diversas e cruciais em vias bioldgicas,
por exemplo; nas plantas, essas enzimas atuam na defesa contra patdgenos, hidrélise de
propulsores de hormonios, liberacdo de compostos aromaticos, germinacédo, degradacéo
da parede celular durante o processo de amadurecimento de frutos, entre outras funcdes
(AHMED et al., 2017; JEYA et al., 2010; SARRY; GUNATA, 2004; GERARDI, et al.,
2001). Em fungos e bactérias essas enzimas atuam na assimilagdo de carbono
proveniente de substratos de oligossacarideos, e em seres humanos, as S-glicosidases
realizam o catabolismo das ceramidas glicosidicas e outros glicosideos conjugados
(JEYA etal., 2010; WALLECHA; MISHRA, 2003; BHATIA et al., 2002)

De acordo com as condicdes de cultivo, as S-glicosidases podem ser produzidas
intracelular, extracelular ou associadas a parede celular em varios organismos. A
classificacdo destas enzimas pode ser realizada de acordo com o substrato especifico e
com a identidade da sequéncia de aminoacidos. A depender da origem e funcédo
fisiologica da enzima, a sua especificidade ao substrato é definida e assim, as f-
glicosidases podem ser classificagdo em trés classes. Classe I, contem as aril j-
glicosidases, que hidrolisam apenas aril-g-glicosideos, classe 1l que contém as
celobiases, responsaveis pela hidrolise dos oligossacarideos e classe 111 que contém as
p-glicosidases que possuem ampla especificidade de substrato (BAI et al., 2013;
WOODWARD; BHATIA et al., 2002).

Atualmente, a identificacéo e classificacdo das S-glicosidases ocorrem através da
similaridade entre sua sequéncia de aminodcidos, uma vez que, por meio das
informagdes genéticas é possivel definir as caracteristicas estruturais e mecanismos
cataliticos das enzimas, permitindo sua melhor identificacdo, principalmente, pelo fato

de enzimas sofrerem degradagéo e modificacGes evolutivas em sua estrutura (BHATIA
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et al., 2002). Ao longo dos anos, foram propostos varios métodos de classificagdo
baseados nas sequéncias dos genes das S-glicosidases, porém todos foram substituidos
pelo esquema proposto por Henrissat e Bairoch (1996) que se fundamenta na analise de
agrupamento hidrofébico da enzima, ou seja, na sua sequéncia e semelhancas de
dobramento.

A maioria das -glicosidases caracterizadas atualmente pertence a classe Ill, que
atuam na clivagem das ligagdes glicosidicas B1,4; B1,6; B1,2 e al,3; al,4; e al,6 (BAI
et al.,, 2013; BHATIA et al., 2002; RIOU et al., 1998). Na categoria das glicosil-
hidrolases s&o classificadas 115 familias, sendo as f-glicosidases pertencentes a familia
1, 3,5 9, 10 e 30 (CAIRNS; ESEN, 2010). A familia 1 contém as g-glicosidases
produzidas em Archaebacteria, plantas e mamiferos e a familia 3 contém f-glicosidases
que sdo encontradas em fungos, bactérias e plantas, a maioria das p-glicosidases
caracterizadas pertence a essas duas familias (BAI et al., 2013; VARGHESE et
al.,1997).

A classificacdo das p-glicosidases em familias facilita a compreensdo do
mecanismo de acdo, estrutura e relacdo de determinada enzima com outras pertencentes
a categoria das glicosil-hidrolases, pois, com base nas semelhancas de sequéncia de
aminoacidos, caracteristica de cada familia, h& correlacdo com 0s mecanismos
enzimaticos e a dobra de proteinas mais do que a especificidade da enzima.
Consequentemente, essas familias podem ser usadas para classificar de forma
preliminar, proteinas de funcdo ndo caracterizada, mas que possuem a similaridade de
sequéncia de aminodcidos com uma enzima caracterizada experimentalmente
(CAIRNS; ESEN, 2010; CANTAREL, 2009)

1.3.2 Estrutura e mecanismo da hidrélise de g-glicosidases

Conhecer o mecanismo de reacdo enzimatica de forma detalhada possibilita a
aplicacdo eficiente desses biocatalizadores. Atualmente, a pg-glicosidases tem sido
explorada para aplicagdes em diferentes processos biotecnologicos e com isto trabalhos
que objetivam investigar e entender a base molecular, que permite a ampla
especificidade de substrato destas enzimas, tem sido ampliado (FUSCO et al., 2018;
CAO et al., 2015; BHATIA et al., 2002). A identificacio de aminoacidos que
constituem o sitio ativo destas enzimas é essencial para entender a relagdo entre a
estrutura e funcdo, visto que, a depender das condi¢des de produgdo enzimatica como;

atividade de &gua ou umidade, alta concentracdo de substrato e a presenca de
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nucledfilos diferentes da &gua, as fS-glicosidases podem catalisar a sintese de ligagdes -
glicosidicas entre diferentes moléculas (BHATIA et al., 2002).

A anélise estrutural de varias p-glicosidases demonstraram que elas podem
dobrar-se de diversas maneiras, assim existem varias estruturas tridimensionais que ja
foram desvendadas, no entanto, apesar dessa variedade, as S-glicosidases apresentam o
dominio catalitico semelhante em cada familia, possuindo a a-hélices e folhas—f

localizadas em posicGes similares na sua conformacao enovelada.

As familias 1, 5, e 30 possuem forma similar com um dominio em forma de
barril (B/a) 8 (barril TIM) que contém seu sitio ativo dois glutamatos, esses atuam como
acido base/catalitico e nucledfilo, respectivamente. Dependendo da presenca de
dominios auxiliares, massa e tamanho das subunidades, as S-glicosidases podem sofrer
alteracdes. Ja as enzimas pertencentes a familia 3, possuem dois dominios que
contribuem para a formacéo do sitio ativo (Figura 1.1) (CAIRNS, ESEN, 2010).

Figura 1.1 Estruturas tridimensional de S-glicosidases das familias 1 (a) e 3 (b), com o
sitio localizado em uma fenda no centro da enzima, sendo composto por residuos
cataliticos de acido carboxilico.

Fonte: Cairns e Esen (2010)

A depender do nimero de aminoacidos e de modificacdes apos a traducdo, por
exemplo; na glicosilagdo, as p-glicosidases podem apresentar variado peso molecular
dando origem a isoformas destas enzimas. As g-glicosidases pertencentes a familia 1
tém 400-550 aminoacidos de comprimento com pesos moleculares de 40-60 kDa. Ja as
enzimas da familia 3 contém 600-900 aminoacidos de comprimento, seu peso molecular
pode variar de 65 a 1130 por subunidade, devido a predisposicdo desse grupo de

enzimas a apresentar glicosilacdo (AHMED et al., 2017)
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O principal fator que influencia a manifestagdo das variagOes estruturais de f-
glicosidases sdo as fontes de carbono, as S-glicosidases sintetizadas por microrganismos
sdo induzidas e sintetizadas em resposta a certos metabdlitos presentes no meio de
cultura. Estes metabolitos costumam ser carboidratos de baixo peso moleculares
incorporados ao meio de cultura ou sintetizado por outras enzimas secretadas para o
meio, assim, ha uma variedade de substratos glicosidicos que estas enzimas podem
hidrolisar, tais como, dissacarideos fosforilados, glicosideos cianogénicos, dissacarideos
como celobiose e lactose, entre outros. O mecanismo pelo qual estas isoformas sédo
geradas ndo é bem compreendido, embora provavelmente elas sejam produzidas pela
multiplicidade de genes e modificacdes pds-traducionais (AHMADE et al., 2017;
SANZ-APARICIO et al., 1998).

As p-glicosidases apresentam dois mecanismos de acdo que ocorre através de
uma reacdo de substituicdo com diferentes resultados estereoquimicos com cinética de
"primeira ordem" ou "segunda ordem”. Um dos mecanismos ocorre através da inversdo
da configuracdo anomérica (Figura 1.2) e outro pelo mecanismo de retencdo da
configuracdo anomérica no local de hidrélise (Figura 1.3). Atualmente, as familias 1 e 3
agrupam as mais importantes e bem caracterizadas /-glicosidases, estas hidrolisam seus
substratos pelo mecanismo de retencdo da configuragdo anomérica (WITHERS, 2001;
KOSHLAND, 1953; HENRISSAT et al., 1995).
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Figura 1.2 Mecanismos de inversdo de B-glicosidase.
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(1) Cadeia lateral de aminoacido agindo como base catalitica;
(2) Grupo abandonador aglicona;
(3) Cadeia lateral de aminoacido agindo como acido catalitico.

Fonte: Adaptado de Cairns e Esen (2010).

Os dois mecanismos de acdo das f-glicosidases envolvem um intermediario de
ligacdo covalente glicosil-enzima formado e hidrolisado com assisténcia catalitica
acido/base da cadeia lateral de dois aminoacidos, geralmente aspartato ou glutamato. As
enzimas que atuam por meio do mecanismo de inversdo iniciam a reagdo com uma
molécula de agua desprotonada pela base catalitica, tornando-se um bom nucléofilo e
assim, atacando direto o carbono anomérico como mostrado na Figura 1.2. O
mecanismo passa por um estado de transicdo, cujas ligacGes entre o nucledfilo (OH) e o
carbono anomeérico estdo sendo formadas e a aglicona ((OR) esta sendo protonada pelo
acido catalitico, e assim, liberando a aglicona protonada como grupo abandonador. Este
mecanismo ocorre em uma Unica etapa levando a inversdo da configuracdo de ligacao
do atomo de carbono anomérico (CAIRNS; ESEN, 2010; KOSHLAND, 1953).

No entanto, as mais expressivas e bem caracterizadas p-glicosidases
pertencentes a familia 1, 3 e 30 realizam o mecanismo de retencdo da configuracdo. As
enzimas das familias 1 e 30 utilizam dois glutamatos no sitio catalitico, um como
nucledfilo e outro como &cido base/catalitico. Ja em relacdo a familia 3, poucas
estruturas de S-glicosidases foram resolvidas, porém, € sabido que utilizam um aspartato
no ataque nucleofilico e um glutamato como doador de protons (CANTAREL et al.,
2009).
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Figura 1.3 Mecanismos de retencéo de B-glicosidase.
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(1) Aglicona, grupo abandonador;

(2) Cadeia lateral de aminoécido agindo como acido catalitico;

(3) Cadeia lateral de aminoacido agindo como nucleéfilo catalitico;
(4) Cadeia lateral de aminoacido agindo como base catalitica;

(5) Molécula de agua ativada agindo como nucledfilo;

(6) Liberagdo do nucledfilo catalitico.

Fonte: Adaptado de Cairns e Esen (2010).

Quanto ao mecanismo de retencdo, estas enzimas atuam em duas etapas,
glicosilacdo e desglicosilacdo (Figura 1.3). Na glicosilacdo, a aglicona abandona a
molécula com a retirada de um proton do &cido catalitico e ataque nucledéfilico pela base
catalitica ao carbono anomérico, formando um intermediario enzima-glicosideo com a
ligacdo parcialmente rompida entre o carbono anomérico e a aglicona e ligacdo
parcialmente formada entre o carbono anomérico e o nucleéfilo catalitico (Figura 1.3).
Na etapa de desglicosilacdo, a atuacdo enzimatica ocorre de modo invertido, uma
molécula de agua, ao ser desprotonada pela base catalitica, age como nucledfilo
atacando o carbono anomérico, e assim, liberando o nucleofilo catalitico da molécula de
glicose (Figura 1.3) (CAIRNS; ESEN, 2010).
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1.3.3 Aplicacg0es de g-glicosidases

Do ponto de vista biotecnolégico, as S-glicosidases provenientes de fungos séo
preferidos sobre as de origem bacteriana, devido a facilidade no processo de
recuperacdo com alta atividade, além de sua estabilidade em ampla gama de pHs e
temperaturas (BAI et al., 2013; LIS; SHARON, 1993). As p-glicosidases ja foram
isoladas de diferentes espécies de fungos, principalmente filamentosos, na busca de
enzimas mais estaveis, ativas e especificas, que possibilitem a viabilidade da sua
aplicacdo em larga escala, ja que os principais impedimentos para exploracdo comercial
de p-glicosidases, bem como de biocatalisadores, no geral, é seu baixo rendimento,
baixa estabilidade e especificidade associada seu alto custo de produgdo. Assim,
explorar S-glicosidases com caracteristicas bioquimicas vantajosas e com baixo custo de
producdo deve ser o foco das pesquisas dessa area (BHAT; BHAT, 1997). As f-
glicosidases possuem ampla gama de potenciais aplicacGes biotecnoldgicas, baseadas
principalmente na atividade hidrolitica e na atividade sintética destas enzimas (AHMED
etal., 2017).

1.3.3.1 Hidrdélise da celulose

As enzimas que apresentam atividade de hidrdlise tém sido usadas em algumas
aplicacdes, tais como, hidrolise de celobiose e oligossacarideos curtos a glicose durante
a hidrolise da celulose. A glicose produzida pode ser destinada para fermentacdo na
producdo de etanol ou outro biocombustivel, o etanol proveniente da hidrélise de
celulose tem sido avaliado como uma alternativa potencial para producdo de
combustivel, visto que, possui como fonte matéria prima renovavel e abundante,
considerando que a matéria prima usada para producdo deste biocombustivel, pode ser
proveniente de residuos agroindustriais, que chegam a uma producdo anual cerca de
1,5x10'? toneladas (ANDRADE et al., 2017; NG et al., 2010; OLAJUYIGBE et al.,
2016)

Além da producdo de combustiveis, a hidrélise enzimatica da celulose também é
utilizada na nutricdo animal, ou seja, em ragdo animal, com funcdo principal de facilitar
e aumentar a digestibilidade de nutrientes e dos polissacarideos ndo amilaceos,
proporcionando melhor qualidade para a carne e o leite produzidos (MARTINS et al.,
2006; LEWIS et al., 1996). As p-glicosidases, juntamente, com outras enzimas do
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complexo celulolitico ainda s&o usadas como facilitadoras ou catalizadoras no processo
industrial de desbote de jeans. Neste processo, as enzimas agem diretamente sobre a
celulose do tecido, ou seja, 0 algoddo, realizando o desbote de forma mais suave, sem
danificar o tecido, além de reduzir os gastos de &gua associando ao processo sem 0s
biocatalizadores (KNOLL, 2011; LOPES, 2011).

Para conversdo da celulose em agucares fermentesciveis € necessaria a acao de
um complexo de enzimas que atuam em conjunto apresentando sinergismo, isto é,
atuando em conjunto, as enzimas apresentam um rendimento maior do que a soma dos
rendimentos individuais. Assim, para hidrdlise eficiente da celulose é preciso um
complexo de enzimas formado, principalmente, pela endoglucanase, que atua na
clivagem da cadeia de celulose de forma aleatoria gerando celo-oligossacarideos,
exoglucanase que atuam exoliticamente na extremidade redutora ou ndo-redutora da
cadeia de celulose liberando celobiose e f-glicosidases que hidrolisam celobiose e celo-
oligossacarideos a glicose. A atuacdo da p-glicosidases tem grande relevancia no
processo de hidrolise, pois ela consegue retirar do meio a celobiose, que em excesso
pode inviabilizar o processo inibindo a endoglucanases e exoglucanases (ANDRADE et
al., 2017; NG et al., 2010).

Apenas alguns microrganismos avaliados apresentam producdo de todas as
enzimas do complexo celulolitico muitos desses microrganismos produzem celulases
com deficiéncia de S-glicosidases, como por exemplo; o fungo Trichoderma reesei, que
¢ um dos mais utilizados na producéo de celulases, produzem baixa quantidade de j-
glicosidases, sendo necessario a suplementacdo de S-glicosidases para aumentar a taxa
de conversdo de celulose em glicose, sendo assim, a exploracdo de fungos com
potencial para producdo de p-glicosidases com alto rendimento e estabilidade é
relevante e tem atraido cada vez mais pesquisas (NG et al., 2011; KUMAR et al., 2008;
SANTA-ROSA et al., 2018).

Além da necessidade de suplementacdo de S-glicosidases, a hidrélise enzimética
de celulose possui alguns entraves econémicos e tecnoldgicos, a principio € necessario
que as enzimas do complexo celulolitico estejam em niveis e condic¢des 6timas, e para
viabilidade da aplicacdo dessas enzimas, seria necessario sua producgdo a baixo custo, no
entanto, o que é observado é um alto custo para producdo destas enzimas associada a

seu baixo rendimento, baixa estabilidade e baixa especificidade impedindo a exploragéo
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do potencial comercial das celulases destinadas a hidrélise de celulose (BHAT; BHAT,
1997).

Desse modo, a producdo de combustiveis por meio da hidrélise celulitica e
outras aplicacdes que requer a acdo do complexo celulolitico precisam vencer esses
entraves para que sua aplicacdo em larga escala nos processos industriais sejam mais
difundidas.

1.3.3.2 Hidrolise de isoflavonas e terpenos

As isoflavonas e os glicosideos isoflavondides sdo fendlicos que ocorrem
naturalmente em plantas e séo encontradas abundantemente na soja, especula-se que
através do seu consumo, esses compostos podem trazer diversos beneficios a salde
humana, como reducdo do risco de doencas cardiovasculares, taxas mais baixas de
cancer de prostata, mama e célon, melhoria da salude Ossea e prevencdo de danos
oxidativos em tecidos vivos, devido a sua capacidade antioxidante (SONG, et al 2011;
DONKOR; SHAH, 2008). Porém, as isoflavonas presentes na soja existem,
predominantemente, nas formas glicosidicas, elas sdo conjugadas com agucares e
raramente sdo encontrados em formas agliconas, sendo que em sua forma glicosidica a
absorcdo destas isoflavonas ndo ocorre de forma efetiva no organismo humano
(AHMED et al., 2017; SONG, et al., 2011)

Por tanto, as formas glicosidicas das isoflavonas requerem hidrélise para
biodisponibilidade e metabolismo subsequente, a atuagdo das f-glicosidases no
processo de desglicolizacdo de isoflavonas vem sendo exploradas para transformacao
destes compostos em sua forma biodisponivel nos alimentos de soja como tofu, leite e
iogurtes, agregando aos mesmos 0s beneficios de prevencdo a doencas associados as

isoflavonas em sua forma aglicanas.

A liberacdo de composto aromaticos realizada pelas S-glicosidases no processo
de vinificacdo € uma de suas aplicacbes que também vem ganhando destaque na
industria (BARBAGALLO et al., 2004; AHMED et al.,, 2017). As p-glicosidases
realizam mecanismo de hidrolise dos precursores glicosidicos do aroma, especialmente,
os terpénicos, entre eles; nerol, a-terpineol, geraniol, linalol, citronelol e outros que,
quando sdo glicosilados, apresentam baixa volatilidade e contribuem pouco para o
aroma do vinho (PEREIRA et al., 2015). Assim, quando esses compostos terpénicos
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glicosilados, que ndo sdo volateis e sem sabor, sofrem clivagem da ligac&o glicosidica
catalisado por fS-glicosidases seguido da liberacdo dos monoterpenos, o vinho adquire
sabor acentuado e aroma que é um dos parametros essenciais para determinar sua
qualidade (POGORZELSKI et al., 2007).

Além de ser aplicada para melhorar aroma e sabor dos vinhos, as f-glicosidases
também exerce esta funcdo em sucos de frutas, porém o que tem sido observado é que
as enzimas nem sempre sdo adequadas para tais processos devido a sua baixa
estabilidade nas condicGes duras na produgdo do vinho e sucos, tais como: baixo pH,
baixas temperaturas e altas concentragdes de etanol e glicose (VILLENA, et al., 2006).
Nesse sentido, tém sido realizados vérios estudos com intuito de encontrar enzimas
adequados para estes processos, demonstrando que as enzimas provenientes de fungos
filamentosos tém potencial para essa finalidade (PEREIRA et al., 2015;
POGORZELSKI et al., 2007; MICHLMAYR et al., 2010)

1.3.3.3 Outras aplicacdes biotecnoldgicas

A versatilidade da atuacdo da pg-glicosidase é expressa também na industria
farmacéutica, estas enzimas podem ser utilizadas para hidrolisar a glicose a partir de
varias estruturas de substratos, levando ao aumento dos efeitos farmacoldgicos em
diversos compostos quimicos, entre eles o resveratrol, norisoprendides, terpenos e
fenois volateis (KUO, et al., 2018). A sintese de tais compostos, por meio da catalise
enzimatica, fornece a vantagem regio-, estereoseletiva, além do uso de condicgdes
suaves, comparado aos métodos quimicos que sdo inespecificos e exigem condicdes
severas (AHMED et al., 2017).

As p-glicosidases também podem hidrolisar antocianinas, que sdo consideradas
um dos principais agentes de cor encontrados em alimentos de origem vegetal
(SPAGNA et al., 2000). Além da atividade hidrolitica, muitas f-glicosidases podem
catalisar a formacdo de ligacdes glicosidicas por hidrdlise reversa controlada
termodinamicamente, ou por transglicosilacdo, cineticamente controlada, processo que
envolve a esterificacdo direta de um doador de glicosila e um aceptor, produzindo
soforose, laminaribiose, celobiose e gentiobiose que podem ser utilizados na fabricagéo
de nutracéuticos ou farmacéuticos (FUSCO et al., 2018; KUMAR et al., 2017;
UCHIYAMA et al., 2013)
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J& na industria de cerveja, as p-glicosidases sdo utilizadas para promover a
melhora da qualidade, pois ajudam no processo de filtracdo através da clivagem
catalitica das ligacdes B-1,3 e B-1,4 de glicanas presentes em cevadas de baixa qualidade
(BHAT; BHAT, 1997). Elas ainda séo usadas na industria de bebidas para clareamento
de sucos e em processos de maceracdo ou liquefacdo, participando da celuldlise
(BHATIA et al., 2002).

Outra aplicacdo relevante da p-glicosidases é atuar no processo de
desintoxicacdo de glicosideos cianogénicos, estes compostos sdo produzidos por
sistema de defesa de vegetais quando o tecido é macerado durante a preparagdo do
alimento ou por mastigacdo. O acido cianidrico (HCN) pode ser encontrado em tecidos
de vegetais, como raizes e folhas de mandioca, feijdo e semente de linho. Dentre estes
alimentos, a mandioca é um dos mais consumidos em paises tropicais e parte da Asia,
sendo esse vegetal conhecido por conter glicosideos cianogénicos téxicos, como a
linamarina e a lotaustralina, o consumo prolongado de mandioca, com a presenca desses
compostos tem sido relacionado a sindrome do sistema nervoso central. Com a adi¢édo
de linamarase exdgena e B-glicosidase, durante o processamento da mandioca, pode
eliminar os compostos cianogénicos (AHMED et al., 2017; BHALLA et al., 2017;
NZWALO; CLIFF, 2011)

As p-glicosidases ainda podem atuar no monitoramento da presenca de
compostos fendlicos glicosidicos em 6leo de oliva virgem, a presenca destes compostos
indica a qualidade do azeite trazendo beneficios para o organismo como acao
antioxidante, combate a inflamacéo sistémica e protrombotico (ROMERO-SEGURA et
al., 2012). E ainda estudos como de Dog et al. (2017) revelam que a pg-glicosidase
através da hidrolise de celobiose € utilizada para producdo de acido succinico, um
composto extensivamente aplicado para a producdo de solventes, produtos quimicos,

polimeros biodegradaveis e farmacéuticos (DOG et al., 2017).

Finalmente, a B-glicosidase, juntamente com outras enzimas celuloliticas e
hemicelulases, € utilizada em reciclagem de papel, extracdo de &gar a partir de algas e
sintese de alquil- e aril-p-glicosideos que s&o utilizados como surfactantes ndo iénicos
com vantagens de estabilidade quimica, seguranca, biodegrabilidade e atividade

antimicrobiana. Eles podem ser usados em industrias de detergentes, farmacéuticas,
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alimenticias e de cosméticos (AHMED et al., 2017; RATHER; MISHRA, 2013;
BEGUIN et al., 1993).

1.3.4 Penicillium roqueforti

O género Penicillium é bem difundido na natureza de ocorréncia nos mais
variados tipos de habitat que incluem solos, vegetacGes, madeiras, sementes e Varios
produtos alimenticios, apresentando uma grande variedade de espécies com variagdes
em sua morfologia que podem levar a diferentes propriedades especificas a cada uma
delas, desse modo, explorar diferentes espécies de Penicillium tem importancia para
delimitar a aplicacdo deste fungo a determinadas finalidades, como na producdo de
queijos ou na producdo de metabolitos secundarios e de enzimas de interesse
biotecnologico (GILLOT et al., 2015).

Atualmente, fazem parte do género Penicillium cerca de 225 espécies,
cientificamente esse género de fungo é classificado como pertencente ao filo
Ascomycota, classe Eurotomycetes, ordem Eurotiales e familia Trichocomaceae
(VISAGIE et al., 2014).

O Penicillium roqueforti € um fungo saprofito que pode ser isolado do solo ou
da matéria organica em decomposicdo. Este fungo tem como caracteristica o
crescimento rapido, formando coldnias de coloracdo verde escura e veludineas,
multiplica-se vegetativamente através de conidios produzidos em cadeia com
conidioforos dispostas em numero varidvel em uma ramificacdo terminal (conjunto
lembra uma vassoura). Estes conidios, ap6s disseminados, produzirdo um novo micélio
formado por hifas que € responsavel pela nutricdo do fungo (Figura 1.4) (KIMATI et
al., 1978; MIOSO et al. 2015).
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Figura 1.4 llustracbes do fungo P. roqueforti. (a) imagem do fungo P. roqueforti
ATCC 10110 (b) imagem de col6nias sob microscopia éptica de 4x; (c) Aspectos das
coldnias crescidas em cultura no interior de placa de Petri; (d) imagem de conidiéforo e
conidios corados com solucdo de algoddo azul de lactofenol sob microscopia dptica de
40x.

Fonte: @) autora. (b), (c) e (d) adaptado de
http://atlas.microumftgm.ro/micologie/filamentosi/penroqueforti.php

Essa especie de fungo é adaptidvel a situagbes severas, apresentando
crescimento em concentragdes criticas de oxigénio (até 4,2% de O), alta concentracao
de dioxido de carbono e tolerancia a condi¢Ges acidas e alcalinas (pH 3 — 10), além de
crescer em temperaturas baixas, até 4°C, tendo seu crescimento comprometido a partir
de 35 °C. Essas caracteristicas somadas a capacidade do P. roqueforti de usar pentoses e
hexoses como substratos tonam a espécie favoravel a fermentacdo (GILOT et al. 2017;
JACKSON; DOBSON, 2016)

Dentre os géneros de Penicillium, o produtor do antibidtico penicilina e as
espécies associadas a producdo de queijo sdo os mais conhecidos, porém, este género
adequa-se a diversas aplicacBes industriais por possuir um conjunto de enzimas

lipoliticas, proteoliticas, decarboxilase e deaminase que atualmente sdo aplicadas na
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remocdo de escamas de peixe, producédo de lipidios de alta qualidade a partir de residuos
alimentares, elaboracdo de bebidas lacteas e preservacdo de produtos de carne (MIOSO
et al., 2015). Estudos apontam que o Penicillium também, como bom produtor de
enzimas celuloliticas, como por exemplo, xilanases e B-glicosidase, que podem ser
produzidas baseadas em Vvérios tipos de substratos (FERRAZ et al., 2018; BAI et al.,
2013; Ll et al., 2010)

1.3.5 Fermentagdo em estado solido

A fermentacdo em estado sélido (FES) é uma técnica ja consolidada, atualmente,
por definicdo é considerada um bioprocesso que consiste no cultivo de microrganismos
envolvendo solidos inertes ou substratos insollveis, com umidade suficiente para
sustentar o crescimento e o metabolismo do microrganismo servindo como fonte de
nutrientes e energia (CCOUTO; SANROMAN, 2004; PANDEY, 2003).

A técnica de FES é utilizada desde a antiguidade, aproximadamente 2600a.c. nos
paises asiaticos para preparacdo do molho de soja, mas foi por muito tempo ignorada
nos paises ocidentais até aproximadamente 1940. Esse fato deve-se, principalmente, ao
sucesso da técnica de fermentacdo submersa no desenvolvimento da penicilina,
tornando a fermentacdo submersa uma tecnologia modelo para a producédo de qualquer
composto por fermentacdo (CCOUTO; SANROMAN, 2004).

O enriquecimento proteico em racdo animal iniciada em 1940 marcou o
progresso da utilizacdo da FES no ocidente, ocorrendo também alguns trabalhos
isolados por volta de 1950 a 1970, com objetivo de transformacdo de esterdides por
culturas fangicas e producdo de micotoxinas. Desde entdo, a FES tem ganhado destaque
em pesquisas cientificas nas ultimas décadas, com grande numero de patentes,
publicacbes e inovacbes, como desenvolvimento de biorreatores e modelagem na
producdo de produtos microbianos, aplicadas a diversas finalidades industriais
(PANDEY, 2003)

Um dos principais motivos para consolidacdo da FES € tanto suas vantagens na
producdo enzimatica, quanto para obtencdo de substancias de interesse da industria de
alimentos. Dentre as vantagens, destaca-se a alta produtividade e reprodutibilidade da
técnica, principalmente quando comparada a fermentacdo submersa. Em um estudo
realizado por Viniegra-Gonzalez et al. (2003) foi comparado a produtividade na
fermentacao submersa e em estado solido de trés enzimas fangicas; invertase, pectinase

e tanase, os resultados demonstraram uma maior producdo através da FES, além da
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vantagem de ser um processo estatico sem a necessidade adicional de gasto de energia.
Ja Castilho et al. (2000) avaliaram a viabilidade econémica do processo em estado
solido e submerso para a producdo de lipases de Penicillium restrictum, chegando a
conclusdo de que a fermentacdo submersa precisa 78% a mais de investimento de
capital do que a fermentagdo em estado sélido.

Além disso, a FES por ser uma técnica realizada em condic¢des simples, para o
crescimento do microrganismo, dispensa a necessidade de equipamentos complexos ou
sistemas de controle sofisticados, a essas caracteristicas da FES pode-se somar ainda, a
obtencédo de concentracdo elevada do produto final, menor geracdo de &guas residuais e
producdo de enzimas com caracteristicas bioquimicas favordveis para aplicaces
industriais, tais como, estabilidade a temperaturas mais altas e resisténcia ao pH
(GARCIA et al., 2015; WANG et al., 2008; COUTO; SANROMAN, 2006;
MITCHELL et al., 2000)

O microrganismo empregado no processo de FES é um dos fatores mais
importantes para o sucesso da técnica, os fungos filamentos sdo os microrganismos que
mais adequam-se a FES, justamente pela mesma simular um ambiente proximo ao
habitat natural destes microrganismos, entretanto, as leveduras e bactérias também
foram relatadas para produzir com sucesso enzimas na condicdo de estado solido
(SOCCOL et al., 2017).

A escolha do substrato também é um fator de grande influéncia nos resultados,
sendo os residuos mais promissores empregados na FES, os agricolas e florestais, que
em geral sdo muito abundantes além de serem subutilizados, logo, o custo e
disponibilidade sdo caracteristicas consideradas para a escolha do substrato a ser
utilizado na fermentacdo (PANDEY, 2003).

Os substratos mais utilizados sdo compostos basicamente por celulose,
hemicelulose, lignina, amido, pectina e outras fibras (SOCCOL et al., 2017),
normalmente esses residuos ndo sdo apenas um suporte solido, eles se comportam como
fonte de carbono, nitrogénio e nutrientes que sdo necessarios ao desenvolvimento dos
microrganismos que realizam a fermentagdo (LI; ZONG, 2010; KIRAN et al., 2014).
No entanto, as vezes faz-se necessario 0 uso de suplementacdo no meio para fornecer
nutrientes capazes de promover o crescimento ideal do microrganismo, 0s macro e
micro nutrientes adicionados nesses casos, geralmente, é o fésforo, enxofre, potassio,

magnésio, célcio, zinco, manganés, cobre, ferro, cobalto e iodo (FARINAS et al., 2015;
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PANDEY, 2003). As caracteristicas do substrato como cristalinidade, area acessivel,
area superficial, porosidade e tamanho de particula também sdo aspectos importantes a
serem considerados para a escolha do substrato (FARINAS, 2015; SINGHANIA et al.,
2009)

Durante o processo de FES algumas varidveis sdo determinantes das melhores
condigBes para o crescimento do microrganismo, entre elas a atividade de agua,
considerando que cada microrganismo possui um limite minimo de atividade de agua
para realizar suas atividades metabdlicas, este pardmetro deve ser avaliado
cuidadosamente para adequar-se a melhor condicdo de crescimento do microrganismo
(JAY, 2005). A granulometria do substrato, também é um importante pardmetro uma
vez que, particulas pequenas favorecem a compactacdo do sélido em consequéncia,
dificulta a circulacdo de gases no meio. Em contrapartida, particulas grandes favorecem
maior aeracdo, no entanto limitam a superficie de contato do substrato para o
microrganismo (DEL BIANCHI et al., 2011).

Por fim, a temperatura e pH que sdo variaveis de suma importancia no
crescimento do microrganismo, ja que todo microrganismo tem sua faixa de temperatura
e pH ideal. Considerando que as reacGes que ocorrem durante 0 crescimento do
microrganismo sdo exotérmicas, a temperatura de fermentacdo deve promover a troca
de calor sem prejudicar o crescimento do mesmo, quanto ao pH, apesar de ser um
parametro importante, controlar a sua atuacdo no meio é tarefa dificil, mas tem sido
possivel através da adicdo de tampdo durante a etapa de umidificacdo e
desenvolvimento da FES em biorreatores (SCHMIDELL et al., 2001)

Diante do que foi posto acima para maximizar a producdo de enzimas por FES é
necessario determinar as condicGes Gtimas de cultivo. As técnicas estatisticas de
planejamento de experimentos tém sido uma alternativa promissora para determinar as
condigdes que visam maximizar a producdo através da FES (SANTOS et al., 2016; Vu
etal., 2011).

1.3.6 Palma Forrageira

A regido definida como semiarida no Brasil abrange uma area de 969.589,4 km,
chegando a 60% da area da regido nordeste, essa regido tem como caracteristica solos

rasos de média a alta fertilidade, escassez e irregularidade de chuvas, as espécies
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vegetais que se desenvolvem nessa regido possuem caracteristicas que as permite
adaptar-se a condicdes do solo e clima, como as espécies forrageiras, que sao
consideradas as que melhor adaptam-se as condi¢Ges climaticas do semiarido (DE
OLIVEIRA et al., 2010)

Nesta conjuntura, destaca-se a planta cactdcea palma forrageira que chega,
aproximadamente, a uma area de cultivo de 550.000 ha na regido semiéarida do Brasil,
tornando-se uma alternativa de cultivo vegetal para regido devido a seu mecanismo
fisioldgico, especial no que se refere a absorcdo, aproveitamento e perda de agua. A alta
resisténcia ao ambiente arido da palma forrageira deve-se a presenca do metabolismo
acido das crassulaceas, que permite a fixacdo do CO. no &cido malico durante a noite
sendo durante o dia descarboxilado de volta ao CO; e usado para a producdo de
carboidratos através da fotossintese, esse processo permite aos cactos sobreviverem em
regides com limitada quantidade de &gua no solo para produzir biomassa
(DESOUZAFILHO et al., 2016; DE OLIVEIRA et al., 2010; NOBEL, 2002).

A palma forrageira tem origem mexicana, mas tem sido cultivada no Brasil
desde o final do século XIX, sendo encontrada em duas espécies principais, duas do
género Opuntia (Opuntia ficus indica e Opuntia sp.) e Nopalea cochenillifera, entre
essas espécies as Opuntias sdo consideradas mais resistentes a seca e mais produtivas,
porém a espécie Nopalea cochenillifera apresenta maior valor nutricional
(DESOUZAFILHO et al. 2016).

A especie Nopalea cochenillifera pode atingir altura de 4 m, em sua estrutura
arborescente apresenta coroa larga, glabra, 60-150 cm de largura do caule, raquetes
obovaladas com 30 a 60 cm de comprimento, 20 a 40 cm de largura e 19 a 28 cm de
espessura. Essas plantas possuem uma cor verde e sdo cobertas de uma camada de cera,
cuja espessura atinge 10 a 50 um (Figura 1.5) (DE OLIVEIRA et al., 2010). Em sua
classificacdo botanica, a palma forrageira pertence a classe Liliateae; familia Cactaceae;
subfamilia Opuntioideae, tribu Opuntiae; género Opuntia, subgénero Opuntia e
Nopalea; do reino Vegetal; sub-reino Embryophita; divisdo Angiospermae
(CHIACCHIO et al., 2006)
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Figura 1.5 Imagem da planta palma forrageira (Nopalea cochenillifera).

Fonte: Adaptado de Chiacchio et al. (2006).

A caracterizacdo quimica da Nopalea cochenillifera demostra que a mesma
possui alto valor de nutrientes digestivos, com elevados niveis de carboidratos sollveis,
vitaminas e ferro, além de calcio (3%), fésforo (0,15) e potassio (2,5%), em baixas
concentracdes estdo presentes proteina bruta (4,81 + 1,16%) fibra em detergente neutro
(26,79 £ 5,07%) e fibra de detergente acido (18,85 + 3,17%) (SANTOS et al., 2016).
Além de suas caracteristicas nutritivas favoraveis a palma forrageira possui ampla
disponibilidade por ndo depender do periodo entressafra e de tecnologias para cultivo e
colheita, isso tem atraido o interesse de muitos pesquisadores em explorar possiveis
aplicacdes desta planta (DESOUZAFILHO et al. 2016)

Nesse sentido, as aplicacGes da palma forrageira, apesar de maior participacao
na nutricdo animal, pode ser estendida a outras finalidades, como alimentagdo humana,
indUstria de cosméticos, protecdo e conservacdo do solo, fabricacdo de adesivos, colas,
fibras para artesanato, papel, corantes, mucilagem, antitranspirante. Com destaque nos
ultimos anos para producdo de enzimas utilizando a palma como substrato e na
producdo de biocombustivel, principalmente a producdo de etanol lignocelulésico,
utilizando para tal, complexo enzimatico de celulases (SANTOS et al.,, 2015;
CHIACCHIO et al., 2006)

A grande diversidade de aplicacdes da palma forrageira revela a versatilidade
dessa espécie vegetal, porém seu potencial é pouco explorado na regido de
predominancia desta planta, consequentemente ha uma perda das oportunidades para
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melhorar indices sociais e econdmicos que poderiam ser agregados ao explorar a palma
forrageira, por exemplo, em biorrefinaria, integrando a extracdo de produtos quimicos
de valor agregado e a producdo de combustivel (DESOUZAFILHO et al. 2016;
CHIACCHIO et al., 2006).

Neste trabalho, o potencial da palma forrageira da variedade midda (Nopalea
cochenillifera) foi explorado utilizando seu farelo seco e com base em sua composigéo
lignocelulésica, o mesmo foi aplicado como substrato para obtencdo de enzimas fangica

por meio da fermentacdo em estado solido.
1.4 CONSIDERACOES FINAIS

A producdo de S-glicosidase microbiana tem sido investigada cientificamente,
principalmente devido a possibilidade de utilizacdo em diversos processos industriais,
com destaque na conversdo de celulose a acucar fermentesciveis utilizando materiais
lignocelul6sicos. A necessidade de enzimas que apresentem maior estabilidade e
produtividade associadas a baixo custo de produgdo € um dos principais fatores que

impulsionam novas pesquisas nessa area.

Nesse sentido, recentemente tem sido exploradas novas fontes de
microrganismos produtores de B-glicosidase, como os fungos do género Penicillium
que, recentemente, estdo sendo indicados como fontes de enzimas celuloliticas.
Entretanto, espécies como, o P. roqueforti tem sido pouco investigado para producdo
destas enzimas por fermentacdo em estado solido, apesar deste fungo apresentar
algumas caracteristicas favoraveis a fermentacdo, como crescimento em diferentes
condi¢bes de pH e capacidade de utilizar diferentes substratos como a pentose e

hexoses.

A utilizacdo do P. roqueforti para producdo de p-glicosidase por meio da
fermentagdo em estado solido consiste em uma alternativa promissora para obtencéo
desta enzima, visto as vantagens associadas a técnica de FES, bem como a utilizagédo da

palma forrageira, uma planta rica em nutrientes e celulose, como substrato.
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RESUMO

Neste estudo, investigou-se a producédo de S-glicosidase de Penicillium roqueforti
ATCC 10110 por fermentacdo em estado solido utilizando como substrato a
palma forrageira (Nopalea cochenillifera). Os parametros temperatura de
incubagdo e umidade inicial foram otimizados utilizando-se o delineamento
composto central rotacional, obtendo-se um rendimento maximo de 935,07 +
21,70 Ul g' a 23 °C e 56% de umidade. As p-glicosidases produzidas
apresentaram maior reatividade e estabilidade em pH 5,0 a 52 °C. Além de
halotolerancia, apresentando 139,93% e 95,34% de atividade residual na reacao e
57,93% e 94,28% ap0s 24 h de incubacgdo. A adicdo de Na*, Fe? *, Mg?*, EDTA,
Triton X-100, lactose e diclorometano potencializou a atividade de B-glicosidase,
enquanto, Ca®*, Zn** e Co?" ndo foram expressivos, e SDS, etanol, acetona e
metanol foram inibidores. Portanto, foi possivel produzir s-glicosidase com perfil
halotolerante, indicando uma alternativa promissora para a obtencdo desta enzima

para aplicacdes biotecnoldgicas e industriais.

Palavras-chave: Delineamento composto central rotacional, celulases, Penicillium

roqueforti, caracterizacdo bioguimica, palma forrageira.
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ABSTRACT

In this study, the production of B-glucosidase from Penicillium roqueforti ATCC
10110 by solid state fermentation using forage palm (Nopalea cochenillifera) as
substrate was investigated. The parameters incubation temperature and initial
moisture were optimized using the central rotational compound design,
obtaining maximum yield of 935.07 + 21.70 1U g* at 23 ° C and 56% humidity.
The B-glucosidase produced showed higher reactivity and stability at pH 5.0 at
52 °C. In addition to good halotolerance, maintaining 139.93% and 95.34% of
the residual activity in the reaction and 57.93% and 94.28% after 24 h of
incubation. The addition of Na*, Fe? *, Mg?*, EDTA, Triton X-100, lactose and
dichloromethane improved B-glucosidase activity, while Ca?*, Zn?* and Co?
were not expressed, and SDS, ethanol, acetone and methanol were inhibitors.
Therefore, it was possible to produce p-glucosidase with a halotolerant profile,
indicating a promising alternative to obtain this enzyme for biotechnological and

industrial applications.

Keywords: Central rotational compound design, celulases, Penicillium

roqueforti, biochemical characterization, prickly pear
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2.1 INTRODUCAO

As p-glicosidases formam um grupo de enzimas que atuam na hidrdlise de
ligagbes glicosidicas de alquil-, amino- ou aril-g-D-glicosideos, glicosideos
cianogénicos, dissacarideos e oligossacarideos, além de possuirem atividade de

transglicosilagdo (Watanabe et al., 2017; Salgado et al.; 2018).

Devido a sua aplicacdo em substratos glicosilados, as f-glicosidases podem ser
utilizadas em varios setores industriais, como na industria farmacolégica, atuando na
desglicosilacdo de terpenos, que em sua forma glicosilada tem sua absorgdo e
biodisponibilidade reduzida (Gonzalez-Pombo et al., 2010; Kuo et al., 2018). Ja na
indUstria de bebidas, as g-glicosidases sdo responsaveis por hidrolisar compostos
terpénicos ndo volateis a terpenos volateis, melhorando o sabor e aroma do vinho, e
também sdo utilizadas na remogdo de amargor de sucos citricos através da hidrélise da
naringina, além de participar do processo de extracédo e clarificacdo de sucos (Pereira et

al., 2015).

As p-glicosidases através da transglicosilagdo ou hidrolise reversa podem
sintetizar aril e alquil-glicosideos, estes compostos sdo surfactantes ndo idnicos
biodegradaveis usados como transportadores de farmacos e como agentes solubilizantes
para membranas bioldgicas (Bhatia et al., 2002; Wallecha e Mishra, 2003; Ahmed et al.,
2017). Esta enzima, também, participa do processo de transglicosilacdo durante a
sintese de oligossacarideos, compostos empregados como agentes terapéuticos,
promotores do crescimento de bactérias probidticas, vacinas e ferramentas de

diagnostico (Ahmed et al., 2017)

Na hidrolise da biomassa celulosica para produgdo de biocombustivel as -

glicosidases atuam juntamente com outras enzimas do complexo celulolitico, sendo
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responsavel pela hidrélise da celobiose, devido a celobiose provocar a inibicdo das
outras enzimas do complexo celulolitico, a suplementacdo de g-glicosidases tem sido
cada vez mais empregada na hidrélise da biomassa em escala industrial (Santa-Rosa et
al., 2018; Serensen et al., 2013). Porém, no pré-tratamento da biomassa sdo geradas
elevadas quantidades de sal, que pode reduzir a atividade catalitica, este fator tem
estimulado a busca por enzimas celuloliticas que apresentem perfil halotolerante

(Meleiro et al., 2018).

Para atuar em todas estas e outras demandas industriais, as f-glicosidases de
origem microbiana sdo as mais utilizadas, com destaque as oriundas de fungos
filamentosos que tem apresentado boa estabilidade e rendimento (Santa-Rosa et al.,
2018). No processo de producdo enzimatica por meio da FES uma importante etapa € a
escolha do microrganismo. Algumas espécies do género Penicillium tém sido indicadas
como fontes de enzimas celuloliticas (Marques et al., 2017; Souza et al., 2018; Ferraz et
al., 2018). Entretanto, o Penicillium roqueforti tem sido pouco explorado para produgéo
de p-glicosidases por FES, mesmo esta espécie flngica apresentando caracteristicas
favoréveis a fermentagdo, que incluem o desenvolvimento em diferentes condi¢des de
pH e atividade de agua (aw), além ser considerado um microrganismo GRAS

(Generally Regarded as Safe) (Mioso et al., 2015).

Neste trabalho foi utilizado o fungo filamentoso Penicillium roqueforti ATCC
10110 para produgdo da enzima p-glicosidase por meio da FES utilizando como
substrato a palma forrageira, uma espécie vegetal rica em carboidratos e vitaminas
(Santos et al., 2016a, 2016b; dos Santos et al., 2017). As variaveis que influenciam o
processo fermentativo, umidade e temperatura, foram analisadas por planejamento
experimental composto central rotacional e a enzima obtida foi caracterizada

bioquimicamente.
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2.2 MATERIAIS E METODOS
2.2.1 Microrganismo e in6culo

O microrganismo utilizado neste estudo foi o Penicillium roqueforti ATCC
10110 doado pela INCQS/Fiocruz (Rio de Janeiro, Brasil) com numero de registro
40074 e foi mantido em silica sob refrigeracdo a 4 °C. O fungo foi cultivado em Agar-
Batata-Dextrose (VETEC®) em frascos Erlenmeyer de 250 mL por 7 dias em
incubadora BOD (SOLAB/Piracicaba, Brasil) a 27 °C. Apos o periodo de incubacdo, a
obtencdo da solucdo de esporos foi realizada por meio da suspensdo da cultura
esporulada em solugdo Tween 80 (VETEC®) (0,01%, v v!) e a contagem do niimero de

esporos foi realizada sob um microscopio binocular usando a cAmara de Neubauer.
2.2.2 Substrato

A palma forrageira (Nopalea cochenillifera) foi doada pela Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB) (Itapetinga, Bahia, Brasil). Ap6s a lavagem e
corte, a palma forrageira foi seca em estufa a 65 °C por 24 h e moida em moinho Wiley

até uma granulometria aproximada a 2 mm (Santos et al., 2015).
2.2.3 Fermentacdo em estado sélido
2.2.3.1 Perfil fermentativo de g-glicosidase

A fermentacdo em estado solido (FES) foi realizada utilizando frasco
Erlenmeyer (250 mL) contendo 5,0 g do substrato com adi¢do de agua destilada até
obter-se umidade inicial desejada e posterior esterilizacdo em autoclave. Apés o
resfriamento, o indculo foi realizado com 107 de esporos por grama de substrato seco.
As culturas foram conduzidas em uma incubadora BOD (SOLAB/Piracicaba, Brasil)

com temperatura controlada. Para o perfil fermentativo foi realizada fermentacdes por
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168 h a 20 °C e 55% de umidade (m m, base imida) e a cada 24 horas uma amostra foi
retirada e determinada a atividade de g-glicosidase. Cada tempo de fermentacdo foi

realizado em triplicata.
2.2.3.2 Obtencéo do extrato enzimatico bruto

Apls o processo de fermentacdo, os meios fermentados foram extraidos
adicionando-se tampédo citrato de sodio (0,1 M, pH 5,0), em seguida foi agitada e
misturada em incubadora orbital (Quimis, Q3151A) a 4 g, 25 °C por 10 min, O extrato
resultante foi coletado e centrifugado (CT-6000R; Cientec, Piracicaba, Brasil) a 70 g

por 10 min. O sobrenadante foi utilizado para dosar a atividade de f-glicosidase.
2.2.3.3 Determinacéo da atividade enzimética

A atividade enzimatica foi determinada no extrato enzimatico bruto utilizando o
p-NPp Glc (4-nitrofenil-f-D-glucopiran6sido) como substrato e a curva de calibragéo
padrdo foi preparada com p-nitrofenol (p-NP), como previamente descrito por Matsuura
et al. (1995) com algumas modificagdes. O meio reacional contendo 0,25 mL de extrato
enzimatico bruto, 1,0 mL de tampao citrato de sédio (0,1 M, pH 5,0) foi previamente
incubado em banho a 42 °C por 5 min, em seguido foi adicionado 0,25 mL do substrato
com concentracdo 0,1 mM preparado em tampéao citrato de sédio (0,1 M, pH 5,0). A
reacdo foi incubada por 10 min e posteriormente, foi interrompida com a adigéo de 1,0
mL de uma solucdo a 1,0 M de carbonato de sddio. A concentracdo de glicose
produzida foi determinada indiretamente pela medida de concentracdo de p-nitrofenol
no meio reacional por leitura em espectrofotdmetro (SF200DM-UV Vis; Bel Photonics)
a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de

enzima capaz de hidrolisar 1 umol de p-nitrofenol por minuto de reacéo.
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2.2.3.4 Planejamento experimental e analise estatistica

A otimizacgdo da producgéo de fS-glicosidase por FES foi realizada utilizando o
delineamento composto central rotacional (22 DCCR) constituido por 4 experimentos
diferentes, 4 pontos axiais e 3 pontos centrais, totalizando 11 experimentos (Tabela 2.1).
Foram analisadas, em diferentes niveis, as variaveis independentes, temperatura (T, °C)
e umidade (m m?, base Umida). A varidvel dependente (resposta) avaliada foi a
atividade de p-glicosidase (Ul g*) determinada no extrato enzimatico bruto obtido. O
tempo de fermentacdo foi fixado em 96 h e os dados obtidos foram analisados com o

auxilio de STATISTICA® v. 10.0 (Statsoft, EUA).
2.2.4 Caracterizacao bioquimica
2.2.4.1 pH e temperatura 6tima

Para determinacdo do pH 6timo reacional foram utilizados diferentes tampdes
variando o pH de 3 a 9 (citrato de sédio 0,1 M, pH 3,0a 6,0 e Tris-HCI 0,1 M, pH 7,0 a
9,0), para cada tampéo utilizado foi necessario diluir o extrato enzimatico bruto 30
vezes. A atividade de p-glicosidase foi determinada em temperatura a 52 °C e o
resultado expresso como atividade relativa, sendo o maior resultado considerado como

100%.

O efeito da temperatura sobre a atividade foi determinado na reacdo enzimatica,
variando a temperatura de reacdo entre 42, 47, 52, 57 e 62 °C. As respostas foram
expressas como atividade relativa (%), sendo o maior resultado obtido considerado

como 100%.
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2.2.4.2 Estabilidade térmica e ao pH

A estabilidade ao pH foi determinada por incubagdo do extrato enzimatico bruto
em banho Maria a 52 °C utilizando tamp&o no pH 3 a 8 na diluicdo do extrato a ser
incubado. Durante o tempo de incubacdo (3 h) foram retiradas aliquotas em intervalos
de 30 min. A atividade enzimatica foi determinada em temperatura a 52 °C e as
respostas foram expressas como atividade relativa (%), sendo considerada como 100% a

atividade enzimaética determinada antes da incubac&o.

Os ensaios de termoestabilidade foram realizados submetendo o extrato
enzimatico bruto a incubacdo em diferentes temperaturas, variando de 42 °C a 72 °C,
retirando-se aliquotas em intervalos de 30 min. Na sequéncia, a atividade enzimatica foi
determinada como descrito anteriormente e as respostas foram expressas como atividade
relativa (%), sendo considerada como 100% a atividade enzimatica determinada antes

da incubacdo.

2.2.4.3 Efeito de ions metéalicos e compostos organicos.

Foram avaliados os efeitos dos sais metalicos FeSOa, CoSQOs, ZnSO4, CaCly,
MgSO., NaSO4, os reagentes EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), SDS (dodecil
sulfato de sddio), Triton X-100 (t-octilfenoxipolietoxietanol) e lactose sobre a atividade
enzimatica. Os ensaios foram realizados mediante incubacdo do extrato enzimatico
bruto em tampao citrato de sédio (0,1 M, pH 5,0) com os aditivos por 30 min a 52 °C,
seguido da determinacdo da atividade enzimatica de S-glicosidase. A concentracdo dos
aditivos utilizados foi 10 mM de meio de reacdo. A atividade enzimatica foi expressa
como atividade relativa (%), sendo considerada como 100% a atividade de S-glicosidase

obtida utilizando-se o extrato enzimatico bruto sem os aditivos.
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2.2.4.4 Efeitos da adigo de solventes

O efeito dos solventes organicos na atividade enzimatica foi determinado
adicionando cada solvente selecionado (etanol, acetona, metanol e diclorometano) a 1
mL de tampdo citrato de sdédio (pH 5,0) na concentracdo 10, 20, 30 e 40% e,
posteriormente, adicionado ao meio reacional. A atividade enzimatica foi dosada, sendo
considerada como 100% a atividade de p-glicosidase obtida utilizando-se o extrato

enzimatico bruto sem a adi¢do dos solventes.

2.2.4.5 Efeito de NaCl na atividade e estabilidade de g-glicosidase

A tolerancia ao sal de p-glicosidase foi investigada estimando-se a atividade de
hidrélise na presenca de diferentes concentracdes de NaCl (0-2,0 M) adicionado a 1 mL
tampdo de citrato de sodio (0,1 M pH 5,0) que, posteriormente, foi adicionado ao meio
reacional sob as condigdes otimizadas na se¢do 2.2.4.1. Para medir a haloestabilidade de
B-glicosidase, o extrato enzimatico bruto foi incubado com solucdo de NaCl (0-2,0 M)
em tampao citrato de sédio (0,1 M pH 5,0) a 25 °C por 24 h. A atividade enzimatica foi
expressa como atividade relativa (%), sendo considerada como 100% a atividade de f-

glicosidase obtida utilizando-se o extrato enzimatico bruto sem adicéo de NacCl.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Perfil fermentativo de g-glicosidase

O tempo de fermentacdo na FES esta relacionando a disponibilidade de macro e
micronutrientes no meio fermentativo. Sendo assim, a producao enzimatica acelera em
funcdo do tempo, até alcancgar seu valor maximo, e posteriormente, devido a reducéo de
nutrientes, ocorre 0 decaimento do crescimento microbiano e, consequentemente da

producdo enzimatica (Santos et al., 2015). Como observada na Fig. 2.1, em que o
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melhor tempo de producdo de S-glicosidase em palma forrageira foi em torno de 96 h,

ocorrendo o decaimento apos esse periodo.
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Fig. 2.1 Producdo de BGLs por P. roqueforti ATCC10110 a partir da FES em 5 g de
palma forrageira com 55% de umidade a 20 °C, em fungdo do tempo. As anélises foram
realizadas em triplicata e as barras de erro indicam o desvio padrdo de cada grupo de
dados.

Resultados semelhantes foram encontrados por Aliyah et al. (2017) que
investigaram o efeito do tempo de fermentagdo em diferentes substratos (espigas de
milho, casca de arroz e bagagco de cana), observando em todos, maior atividade
enzimatica p-glicosidase em 144 h, ja em Salim et al. (2017) o melhor tempo foi em 72
h utilizando mistura dos substratos farelo de soja, farelo de girassol, farelo de trigo,
pericarpo de milho e farelo de milho, e Ohara et al. (2018) ao usarem mistura dos
substratos farelo de trigo, farelo de soja, farelo de algodéo e laranja, o melhor tempo de

producéo de S-glicosidase foi em 96 h.
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2.3.2 Otimizacao da producéo de g-glicosidase

Os resultados (Tabela 2.1) foram submetidos a analise de regressdo para ajustar
modelos polinomiais de segunda ordem. A significancia estatistica dos termos
quadréticos (Q), lineares (L) e de interacdo (L x L) foi disposta em forma de gréafico de
Pareto (Fig. 2.2a), estabelecendo-se um nivel de confianca a 95% representada pela
linha wvertical tracada, tornando possivel estabelecer uma selecdo de termos
estatisticamente significativos, sugerindo que as duas varidveis investigadas,
temperatura e umidade inicial, foram criticas para producdo de p-glicosidase.
Considerando a presenca de termos ndo significativos para o modelo (Fig. 2.2a), os
coeficientes de regressdo destes foram removidos e um novo modelo reduzido foi

construido por analise de regressdo e submetido 8 ANOVA (p < 0,05) (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional (22 DCCR,) com
seus niveis reais e codificados (em parénteses) para as variaveis independentes
temperatura de incubacdo (T, ° C) e umidade (U, %), e considerando a variavel
dependente (resposta) como a atividade de BGLs (IU g!) de P. roqueforti ATCC10110
a partir da FES em 5,0 g de palma forrageira com 107 de esporos por grama de
substrato.

Fatores Respostas

; -1

Ensaios U (%) T (°C) BGLs (IUg™)
1 -1(40) -1(18) 22,69
2 +1(70) -1(18) 306,51
3 -1(40) +1(28) 65,57
4 +1(70) +1(28) 146,08
5 0(55) 0(23) 909,46
6 0(55) 0(23) 935,07
7 0(55) 0(23) 847,12
8 -1,41(33,85) 0(23) 4,46
9 +1,41(76,15) 0(23) 146,85
10 0(55) -1,4(15,95) 375,00
11 0(55) +1,4(30,05) 513,45
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Fig. 2.2 (a) Grafico de Pareto mostrando a significancia dos termos das variaveis
temperatura de incubacdo e umidade inicial no modelo ajustado, (b) gréfico de valores
observados em funcéo dos valores preditos, (c) grafico de superficie de resposta e (d)
grafico contorno construidos com base no modelo representando as interacdes entre as
varidveis temperatura de incubacdo e umidade inicial, tendo-se como resposta a
atividade de BGLs por P. roqueforti ATCC10110 a partir da FES em 5,0 g de palma
forrageira com 107 de esporos por grama de substrato.

Procedendo com a andlise de variancia (ANOVA) (Tabela 2.2), o modelo
construido foi estatisticamente significativo (p < 0,0001), como pode ser evidenciado
pelo coeficiente de determinacdo R? (0,9526) indicando que 95,5% da variabilidade da
resposta pode ser explicada pelo modelo matematico, o que é enfatizado pelo valor de
R2-adj (0,9323) muito proximo ao de R?, além de no haver falta de ajuste significativa
(p = 0,1572), como pode ser confirmado ao analisar o grafico com os valores reais e
previstos na Fig. 2.2b, em que o modelo apresentou os valores de resposta esperada

muito proximos dos valores das respostas experimentais.
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Tabela 2.2 Analise de variancia (ANOVA) para 0 modelo reduzido ajustado na
otimizacdo da producéo de BGLs por P. roqueforti ATCC10110 a partir da FES em 5,0
g de palma forrageira com 107 de esporos por grama de substrato.

Fontes de variacao SQ GL QM F P
Regressao 1,244E% 3 4,146 E*® 46,89 < 0,0001
Residuo 61897,49 7 8842,50

Erro puro 4092,10 2 2046,05

Falta de ajuste 57805,39 5 15568 5,65 0,1572
Total 1,306E* 10

R2 = 0,9526; Rz-adj = 0,9323 GL, graus de liberdade; SQ, soma dos quadrados; QM, quadrado médio; F,
teste de Fisher; p, probabilidade.

A partir das variaveis estudadas, foi possivel obter a equacdo 1 que representa o
modelo polinomial de segunda ordem, em que BGLs (Ul g?) representa a atividade da
S-glicosidase investigada, U a umidade inicial e T a temperatura de fermentacédo. Para
composicdo da equacdo que descreve o modelo, apenas 0s termos estatisticamente

significativos (p < 0,05) foram considerados.

BGLs (Ul g'%) = 897,22 + 70,71U - 441,96U2 - 257,68T2 1)

Com base na equacdo 1, o grafico de superficie de resposta e contorno (Fig.
2.1c,d) foram gerados, ilustrando o efeito das varidveis e suas interacdes, sendo possivel
visualizar as regides que resultaram em valores maximos de atividade enzimaética.
Considerando a validade do modelo, foi estimada as condicdes tedricas para a maxima
producdo de S-glicosidase, assim a temperatura 6tima foi definida em 23 °C e umidade
inicial a 56% (m m™, base Gmida). Sob essas condicOes a resposta tedrica prevista pelo

modelo é de 900 Ul g*.
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Para validacdo do modelo, as condigdes previstas para o ponto critico foram
conduzidas em triplicata, obtendo-se uma resposta de 935 + 21,7 Ul g de atividade
enzimaética equivalendo a uma diferenca de 3,74% do valor predito pelo modelo.

Dentro do dominio experimental a variavel umidade foi critica na producéo de
p-glicosidase durante a FES. A umidade € um dos pardmetros fundamentais para o
desenvolvimento do microrganismo e consequente producdo enzimética na
fermentagao, pois a elevada umidade reduz a porosidade do substrato e a distribuicéo de
oxigénio facilitando a contaminagdo bacteriana, no entanto, o contrario resulta em
pouca acessibilidade aos nutrientes, dificultando o crescimento do microrganismo
(Pandey, 1992).

Zhang e Sang (2011) encontraram resultado semelhante para umidade inicial,
realizando FES a 60% de umidade para o fungo Penicillium chrysogenum. Além da
umidade, a temperatura, também, foi uma variavel significativa, sendo observado o
6timo em temperatura préxima a ambiente como em Park et al. (2012) para o fungo
Penicillium italicum com otimizacdo da temperatura em 28 °C e Jeya et al. (2010)
utilizando o Penicillium purpurogenum também com étimo em 28 °C. A importancia da
temperatura no processo de FES estd associada ao crescimento aerébico do
microrganismo, que ocorre através de reacGes metabdlicas exotérmicas (Farinas, 2015).

Assim, encontrar o percentual de umidade e temperatura ideal para o processo de
fermentacdo, é fundamental para maximizar a atividade enzimatica, esses parametros
puderam ser definidos através do planejamento experimental com sucesso, onde se
obteve as condiges Gtimas proximo ao ponto central com umidade inicial 56% (m m™,
base Umida) e temperatura 23 °C, resultando em um aumento da atividade enzimatica

em 94,70%, quando comparado ao perfil fermentativo.
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2.3.3 Caracterizacdo bioquimica

2.3.3.1 pH e temperatura 6tima

O efeito do pH sobre a atividade de S-glicosidase obtida por P. roqueforti ATCC
10110 pode ser analisado na Fig. 2.a. A maior atividade enzimética foi observada em
pH 5,0, ndo havendo diferenca acentuada entre as faixas de pH 4,0 e 6,0, porém ap06s
pH 6,0 a atividade decresce significativamente, sugerindo a presenca de uma f-

glicosidase acidofila.
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Fig. 2.3 (a) Atividade de BGLs por P. roqueforti ATCC10110 a partir da FES em 5,0 ¢
de palma forrageira com 107 de esporos por grama de substrato, em varios pHs (a mais
alta atividade obtida em pH 5,0 foi tomada como 100%) (b) atividade de BGLsS em
diferentes temperaturas (a mais alta atividade obtida a 52°C foi tomada como 100%).

Os experimentos foram realizados em duplicata e as barras de erro indicam o desvio
padrdo de cada grupo de dados.

Caracteristicas semelhantes referentes ao pH 6timo foram observadas em Kuo et
al. (2018), eles relataram uma pg-glicosidase com pH 6timo em 5,0 e uma queda
acentuada na atividade a partir de pH 7,0, enquanto Dong et al. (2017) verificaram o pH
6timo em 6,0 e Ahmed et al. (2017) analisaram que, comumente, as f-glicosidases

apresentam pH 6timo na faixa de 4-6. Fato que corrobora com os resultados

encontrados neste trabalho.

65
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Ao analisar o efeito da temperatura (Fig. 2b), observa-se que a atividade relativa
de p-glicosidase aumenta com aumento da temperatura, atingindo o 6timo em 52 °C,
ocorrendo um declinio apds essa temperatura. Segundo Ahmed et al. (2017), a maioria
das p-glicosidases apresentam caracteristicas termofilicas, o que também foi observado
em trabalhos de Fusco et al. (2018), Whatanabe et al. (2018), Oh et al. (2018) e Li et al.
(2018) com temperaturas 6timas em 62, 50, 60 e 70° C, respectivamente.

Os resultados obtidos referentes ao pH e temperatura Otima (Fig. 2a, b)
condizem com os dados observados na literatura e apontam para a presenca de uma f-
glicosidase com potencial para aplicacdes industriais, uma vez que, enzimas que
apresentam inativacdo a pH mais éacidos e a facil inativagdo térmica podem tornar
economicamente inviavel a aplicacdo das mesmas em processos industriais (Fusco et

al., 2018).

2.3.3.2 Estabilidade térmica e ao pH

Foi avaliado o comportamento de f-glicosidase quanto a sua estabilidade em
diferentes pHs (Fig. 2.4a), sendo observado que em pH 5,0, a enzima consegue manter
100% da atividade enzimatica até 90 min de incubacdo, demostrando maior afinidade
por condi¢cBes acidas, esses dados estdo de acordo com os dados da literatura, que
trazem p-glicosidases com maior estabilidade em uma faixa de pH que varia de 3-6
(Asha et al., 2016; Dong et al., 2017; Kuo et al., 2018). A toleréncia a pH mais acido
torna a S-glicosidase atrativa para hidrolise da celulose, que geralmente ocorre em faixa
pH 4-5, além da producéo de bebidas e processamento de frutas e vegetais (Sohail et al.,

2009; Li et al., 2018).
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Fig. 2.4 (a) Perfil de estabilidade ao pH de BGLs e (b) Perfil de estabilidade térmica de
BGLs por P. roqueforti ATCC10110 a partir da FES em 5,0 g de palma forrageira com
107 de esporos por grama de substrato. Os experimentos foram realizados em duplicata
e as barras de erro indicam o desvio padrdo de cada grupo de dados. A atividade obtida
sem incubacdo foi tomada como 100%).

Ao avaliar a termoestabilidade da g-glicosidase de P. roqueforti ATCC 10110
(Fig. 2.4b) é possivel notar que a enzima apresenta boa estabilidade térmica, chegando a
manter aproximadamente 50% da atividade inicial a 52 °C ap6s 120 min de incubacdo e
50% a 62 °C, apds 60 min de incubagdo, porém a enzima é aparentemente desnaturada a
72 °C com atividades muito baixas mesmo apds 30 min de incubacéo.

Enzimas que apresentam estabilidade em temperaturas acima daquela em que
ocorre 0 crescimento maximo do microrganismo e consideravel estabilidade acima de
50 °C por periodos prologados sdo, geralmente, definidas como enzimas termoestaveis.
Estas enzimas apresentam vantagens para aplicacdo industrial, visto que, em processos
biotecnoldgicos o uso de altas temperaturas reduz o risco de contamina¢do microbiana,
favorece a solubilidade de compostos em meio reacional beneficiando a difusdo dos
substratos, o que acarreta no aumento da taxa reacional, além disso, utilizar
temperaturas mais elevadas pode promover um aumento de aproximadamente duas

vezes na velocidade da reacédo a cada 10 °C (Fusco et al., 2018).

T
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2.3.3.3 Efeito de ions metéalicos e compostos organicos

O efeito de diferentes ions e compostos orgénicos sobre a atividade de f-
glicosidase é apresentado na Tabela 2.3. Dentre os seis fons investigados, o Fe?*, Mg?* e
Na* apresentam efeito positivo sobre a atividade da enzima, apds 30 min de incubacéo a
52 °C. Porém, na presenca do Zn?* a atividade enzimatica é reduzida, enquanto que, 0s

fons Co?" e Ca?* ndo demostraram efeito significativo sobre a mesma.

Os ions metalicos podem agir como cofatores enzimaticos ou estar presente em
sua composicdo, formando complexos com outras moléculas ligadas a enzimas, ou
como reguladores estruturais, podendo ativar ou inibir a atividade enzimatica por meio
da interacdo com a amina ou grupo &cido carboxilico dos aminoacidos (Mandels e
Reese, 1965; Ishida et al., 1980; Pereira et al., 2017). Em estudos anteriores, foram
reportadas f -glicosidases que tiveram sua atividade enzimatica aumentada na presenca
de Fe?*, Mg?* e Na* (Watanabe et al., 2016; Asha et al., 2016; Ovalle et al., 2018; Wu et
al., 2018) indicando que a presenca destes ions metélicos pode ter causado uma
mudanca conformacional levando a maior atividade da enzima.

Em contrapartida, alguns ions metalicos podem ocasionar a oxidacdo de grupos
presentes na cadeia lateral dos aminoacidos, resultando em uma reducdo da atividade.
Em estudos recentes (Watanabe et al., 2016; Asha et al., 2016; Kuo et al., 2018) os ions
Zn?* e Ca?* foram apontados como inibidores da atividade de p-glicosidase. Assim
como o fon Co?, que segundo Wu et al. (2018), também n&o apresentou efeito
significativo sobre a atividade enzimatica. Uma vez que o efeito de ions bivalentes nas
celulases ndo esta bem elucidado, o potencial ativador ou inibidor vai variar de acordo
com as enzimas secretadas pelos diferentes microrganismos investigados (Pereira et al.,

2017).
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Tabela 2.3 Atividade relativa de BGLs por P. roqueforti ATCC10110 a partir da FES
em 5,0 g de palma forrageira com 107 de esporos por grama de substrato, no extrato
enzimatico bruto de esporos por grama de substrato, frente a adicdo de 10mM em meio
reacional de diferentes sais metalicos e compostos organicos incubado em pH 5,0 a 52
°C por 30 min.

Atividade Relativa (%)

Fe?* 118,02 + 4,54
Mg?* 113,48 + 6,88
ca* 74,69 + 17,88
Co?* 94,09 + 1,79
Na* 103,30 + 0,83
Zn* 64,51 + 14,20
SDS 2,48 + 0,83
EDTA 188,86 + 12,38
Triton-X 164,10 + 5,50
Lactose 159,28 + 0,96

A atividade obtida utilizando o extrato enzimatico bruto sem aditivos foi tomada como 100%

Dentre os compostos organicos investigados, o EDTA comportou-se como um
potencial ativador aumentando a atividade enzimatica (Tabela 2.3). Esse composto é um
agente quelante que pode atuar ativando algumas enzimas, esse processo permite que o
sitio ativo da enzima, antes impedidos por interacdes idnicas, fique disponivel para
reagir com o substrato (Miyano et al., 1985; Perreira et al., 2107). O Triton X-100
também apresenta efeito positivo na atividade enzimatica (Tabela 2.3), fato que pode ser
associado as propriedades dos surfactantes ndo-idnicos de interagir com celulases de
modo a aumentar sua estabilidade e atividade enzimatica (Kristensen et al., 2007; Hsieh
et al; 2014). A lactose também elevou a atividade enzimatica, este dissacarideo é
formado por uma molécula de glicose e outra de galactose, logo a presenca deste acucar
pode estar provocando a ativagdo da enzima por representar um substrato com potencial
afinidade com sitio ativo. Estudos anteriores citam a lactose como uma fonte de carbono
indutora na producgdo de celulases (Sun et al., 2010; Dhillon et al., 2012), mas sdo
poucos os estudos que relatam o uso deste aglcar simples como ativador da atividade
enzimatica de celulases e sua atuacdo neste sentido ainda ndo esta bem esclarecida

(Perreiraetal., 2017).
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O SDS foi o unico entre os compostos investigados que apresentou efeito
inibitorio da atividade da S-glicosidase, esse mesmo efeito foi observado em trabalhos
de Oh et al. (2018), kuo et al. (2018) e Dong et al. (2017). O SDS é um detergente
ibnico que pode causar alteracGes na estrutura tridimensional da enzima por interferir
em suas regides hidrofdbicas, nesse sentido a presenca desse detergente no meio pode
ter levado a desnaturacdo enzimatica o que justifica o resultado obtido de 2,48% de

atividade relativa (Kuo et al., 2018)
2.3.3.4 Efeitos de solventes organicos

Dentre os solventes investigados (Tabela 2.4) somente o diclorometano
apresentou elevacdo da atividade enzimatica em funcdo do aumento da concentracao,
entretanto, o efeito contrario foi observado em metanol, acetona e etanol. Resultado
semelhante foi observado por Hwang et al. (2018), ao avaliar o efeito da acetona,
metanol e etanol, verificou efeito inibitério com aumento da concentracdo dos

solventes.

Tabela 2.4 Efeito da adicdo de diferentes concentragcdes de solventes orgénicos na
atividade de BGLs por P. roqueforti ATCC10110 a partir da FES em 5,0 g de palma
forrageira com 107 de esporos por grama de substrato. Condicdes de reacdo: pH 5,0, 52
°C, 10 min.

Atividade Relativa (%0)*

Concentracao Metanol Acetona Diclorometano Etanol
10% 63,03 £ 0,10 29,79+ 1,38 80,74 + 4,24 40,75+ 1,13
20% 45,20 +£ 0,04 31,18 £ 8,10 124,72 £ 0,17 21,40 £ 0,84
30% 15,99 + 3,38 12,09 £ 9,78 136,38 + 0,84 3,57 +£0,08
40% 0,38+ 0,17 2,43+0,59 172,35+ 0,27 0,34 + 0,02

*A atividade obtida utilizando o extrato enzimatico bruto sem os solventes foi tomada como 100%.

Os solventes organicos utilizados em biocatélise na maioria das vezes reduz a

atividade enzimatica. O indice log P, definido como o logaritmo do coeficiente de
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particdo do solvente no sistema octanol/agua, tem sido cada vez mais utilizado como
parametro quantitativo da polaridade do solvente na relagdo estrutura/atividade da
enzima (Pogorevc et al., 2002; Batra e Mishra, 2013; Hwang et al. 2018). Este
pardmetro baseia-se na incapacidade de solventes hidrofébicos para remover a agua do
reservatorio de hidratacdo ao redor da enzima, o que ndo compromete sua atuacao
catalitica e pode promover sua estabilidade. No entanto, em solventes hidrofilicos a
perda severa de dgua associada & enzima leva a sua desativacao catalitica (Laane et al.
1987). Considerando que, quanto maior log P mais hidrofébico é o solvente, o
diclorometano possui baixa polaridade (log p 1,25) confirmando sua influéncia positiva

sobre a atividade enzimatica.

Batra e Mishra 2013 ao analisar a influéncia dos solventes como metanol, DMF
(Dimetilformamida), 2-propanol e tolueno observaram comportamento semelhante ao
apresentado nesse estudo, onde o tolueno apresentou maior log P aumentou
significativamente a atividade catalitica. As p-glicosidase geralmente sdo sensiveis a
presenca de solventes organicos (Hwang et al. 2018; Batra e Misha, 2013), assim, a
obtengdo de p-glicosidase tolerante a diclorometano, traz diversas vantagens
biocataliticas, como a possibilidade de realizar reacdes, que dificilmente ocorreriam em

agua.
2.3.3.5 Efeito de NaCl na atividade e estabilidade de g-glicosidase

A p-glicosidase de P. roqueforti ATCC 10110 mostrou-se bastante tolerante ao
NaCl (Tabela 2.5), mantendo 95,34% da atividade frente a adigédo de 2 M de sal em
meio reacional, além de apresentar aumento da atividade na menor concentragdo
avaliada, 0,5 M. Xu et al. (2014) ao investigar o efeito de NaCl em celulases

(endoglucanase e exoglucanase) obteve resultado semelhante, observando decréscimo
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na atividade de celulases a partir 2 M de NaCl em meio reacional, bem como aumento
da atividade na concentragdo de 0,05 M.

Tabela 2.5 Efeito da adicdo de diferentes concentracfes de NaCl e estabilidade da
atividade de BGLs por P. roqueforti ATCC10110 a partir de FES em 5,0 g de palma
forrageira com 107 de esporos por grama de substrato. Condicdes de reagdo: pH 5,0, 52
°C, 10 min.

Atividade Relativa (%0)

NaCl (M) Efeito Estabilidade
0,5 139,93 + 17,46 57,95+ 3,14
1,0 91,79 £ 2,15 81,20 £ 4,17
1,5 89,0 £6,17 87,4+ 0,44
2,0 95,34 £ 0,52 94,28 + 2,18

A atividade obtida sem adig&o do sal foi tomada como 100%.

Enzimas que sdo resistentes a grandes quantidades de sal, geralmente, néo séo de
origem flngica, além disso as celulases que apresentam tolerancia significativa a NaCl
sdo majoritariamente provenientes de microrganismos de origem halofilicas (Xu et al.,
2014; Silva, 2018), desse modo este resultado demonstra que o P. roqueforti ATCC
10110, um fungo néo halofilico, é capaz de produz g-glicosidase halotolerante.

Além de ser investigada a influéncia de NaCl na atividade reacional, também foi
investigada a estabilidade da enzima em solucédo salina (Tabela 2.5), sendo observado
que a p-glicosidase manteve 94,28% de sua atividade de controle ap6s 24 h de
incubacdo na mais alta concentracédo investigada, 2 M.

Baseado nestes resultados, a p-glicosidase investigada pode ser considerada
halotolerante, uma vez que a enzima apresenta atividade com e sem NaCl, enquanto as
enzimas halofilicas tendem a ser inativadas em menos de 2 M NaCl (Madern et al.,
2000). Esta caracteristica pode permitir sua aplicacdo em processo de sacarificacdo de
biomassa lignoceluldsica usando agua do mar, uma vez que 0,5 M de NaCl equivale a

concentracdo salina da 4gua do mar. Além disso, a halotolerancia possibilita a aplicacéo
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em processos envolvendo pré-tratamentos de biomassa que resultam em altas
concentragOes salinas, como também, esta propriedade é interessante para a industria
alimenticia em processos que requer altas concentragdes de sal, como no preparo de

molho de soja (Delgado-Garcia, 2012; Meleiro et al., 2018).

2.4 CONCLUSAO

O Penicillium roqueforti ATCC 10110 demostrou ser promissor na producgéo de
p-glicosidase quando cultivado sob fermentagdo em estado sélido utilizando como
substrato matéria prima vegetal renovavel, a palma forrageira, que impulsionou a
producdo enzimatica sem adicdo de suplementos elaborados a uma temperatura proxima
a ambiente. A enzima produzida apresenta caracteristicas atrativas para aplicacdo
industrial, adaptando-se a pH acido e apresentando boa estabilidade térmica, além de
maior atividade catalitica pela adicdo dos compostos EDTA, Triton-X, do solvente
diclorometano e ions metalicos Fe?*, Mg?* e Na*. Outro fator vantajoso da S-glicosidase
investigada é sua halotolerancia, que favorece sua aplicacdo a processos industriais com

elevadas concentracfes salinas.
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