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Resumo

As PB-glicosidases sdo enzimas essenciais na hidrdlise eficiente da celulose, capazes de
hidrolisar celobiose e pequenos oligossacarideos em glicose. Esta enzima tem sido
amplamente utilizada em varios setores biotecnoldgicos, como na producao de bioetanol, em
processos vinicolas para liberacdo de aromas, assim como na industria de sucos. Neste
trabalho, o efeito de diversos parametros fisico-quimicos sobre a producao de B-glicosidases
extracelulares pelo fungo Penicillium miczynskii foi investigado, a fim de elevar os niveis de
enzimas produzidos. Para tanto, o potencial de diversos residuos agroindustriais em induzir a
sintese e liberagdo destas enzimas foi avaliado. Outras condi¢des de cultivo como a
concentracdo da fonte de carbono previamente selecionada, cinética de produgdo enzimatica
em cultivo estaciondrio e agitado, pH e temperatura foram avaliadas. As B-glicosidases
produzidas foram caracterizadas bioquimicamente, avaliando-se sua termoestabilidade e
estabilidade frente ao pH, temperatura e pH otimos de atuagdo, bem como o efeito de
diferentes substincias sobre sua atividade. A casca de abacaxi foi o residuo agroindustrial que
induziu maior producdo de B-glicosidases, na concentracdo de 3%, sob cultivo estacionario,
por nove dias, a 20 °C, em pH 5,5 (2,82 U/mL). As B-glicosidases apresentaram-se mais
ativas a 65 °C, em pH 4,5-5,0, mantendo-se estaveis a 55 °C e 60 °C. O ion Ca*?e Co™ foram
capazes de ativar a atividade B-glicosidésica, assim como o agente redutor - mercaptoetanol.
Outras substancias como SDS, Zn+2, Hg+2, citrato de sodio, NH™ e Ba™ foram capazes de
inibir a enzima. Este trabalho revela o potencial do fungo P. miczynskii em se desenvolver e
produzir elevados niveis de B-glucosidase em um residuo agroindustrial disponivel em larga
escala e de baixo custo. As enzimas produzidas, por serem termoestaveis, ativas em altas
temperaturas e estaveis em ampla variedade de pH mostram-se interessantes para
determinadas aplicagdes industriais, como a produgdo de bioetanol, industrias de sucos e de
vinhos.

Palavras-chave: celulases, fungos filamentosos, residuos lignocelulosicos,
propriedades bioquimicas.



Abstract

B-Glucosidases have a great potential to be used in various biotechnological processes, such
as in food and feed industries, biomass hydrolysis for bioethanol production and its use to
enhance the flavor of wine, tea and fruit juice. This work describes the B-glucosidase
production by Penicillium miczynskii. The effect of pH, time and condition of cultivation,
temperature, different carbon sources and concentration of the selected agro industrial waste
on extracellular B-glucosidase production was studied in submerged fermentation.
Additionally, the enzyme produced was biochemically characterized. The best conditions for
P miczynskii B-glucosidase production were 3% pineapple peel as carbon source, under
stationary condition, for 9 days, pH 5.5 and temperature of 20 °C, achieving to 2,82 U/mL.
The enzyme showed best activity on pH 4.5-5.0, at 65 °C. It was stable at 55 °C and 60 °C,
with a half-life of 50 and 40 min, respectively. The B-glucosidase was slight activated in the
presence of B-mercaptoethanol and Ca®" and strongly inhibited by SDS, Zn®" and Hg”". Also,
sodium citrate, NH*" and Ba®" were able to inhibit this enzyme, especially at 10 mM
concentration. The article provides a novel B-glucosidase which presents favorable industrial
properties, such as its production in pineapple waste, an inexpensive and abundant agro-
industrial residue, and high hydrolysis activity at elevated temperatures.

Key-words: cellulases, filamentous fungi, lignocellulosic wastes, biochemical properties.
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1. Introducdo

Atualmente, as celulases tem sido alvo de ampla investigacdo, devido ao seu vasto
campo de aplicacdo biotecnoldgica, incluindo as industrias téxtil, alimenticia, de papel e
celulose, ragdo animal, farmacéutica, producao de biocombustiveis, entre outras.

A B-glicosidase esta inserida no grupo das celulases, que agem de forma sinergistica
para a completa degradacdo da celulose. A atuacdo da B-glicosidase ¢ essencial para a ultima
etapa desta degradacdo, onde o acucar de interesse (glicose) € liberado a partir de celobiose e
pequenos oligossacarideos, tornando esta enzima aplicdvel em varios processos
biotecnoldgicos (HEIDEMANN et al., 2008). Dentre estas aplicacdes, destacam-se os setores
vinicolas e de producdo de sucos para liberagdo de aromas, de ragdo animal para melhor
aproveitamento das substancias constituintes, assim como os de sintese de polissacarideos e
de glicoconjugados, por meio de sua atividade de transglicosilagdo (DAROIT, 2007).
Ademais, a aplicagdo destas enzimas utilizadas na conversdo de matérias primas para a
producao de bioetanol mostra-se bastante promissora e relevante para a economia sustentavel.

Hoje em dia, inimeras enzimas comerciais estdo disponiveis no mercado. No
entanto, a principal limitagdo de sua aplicacdo ¢ seu custo elevado. Por esta razao,
investigacdes a cerca de micro-organismos que produzam eficientemente enzimas, com
caracteristicas bioquimicas mais interessantes para determinadas aplicagdes industriais, sdo de
interesse biotecnologico. Dentro deste contexto, se faz necessario o entendimento do
comportamento e das necessidades fisiologicas destes micro-organismos mediante os
processos de producdo, visando desenvolver técnicas que promovam o aumento da
produtividade enzimatica.

A producdo de varias enzimas por fungos filamentosos tem sido relatada, os quais
apresentam diversas vantagens neste processo, como sua plasticidade quanto as condigdes de
cultivo, secrecao de enzimas diretamente no meio de cultura, producdo em niveis elevados
quando comparados aos produzidos por bactérias, entre outras. Nesse sentido, esfor¢os tem
sido dirigidos no intuito de descobrir novas linhagens microbianas, que sejam eficientes em
produzir niveis enzimaticos elevados, empregando-se substratos alternativos e de baixo custo.

Nos ultimos anos, tem-se verificado uma maior demanda por produtos advindos de
diversos setores industriais, que assumam O compromisso em preservar o meio ambiente.
Dentro deste contexto, cabe a investigagdo a cerca de residuos agroindustriais para a produgao
de enzimas microbianas, visto que sua utilizacdo além de agregar valor a estes materiais e

diminuir sua deposicdo na natureza, pode contribuir, substancialmente, para reduzir seus
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custos de producao (ROSA et al., 2011). Diante da expressiva aplicabilidade industrial das [-
glicosidases e da necessidade de se desenvolver processos de producao economicamente mais
competitivos, este estudo teve como objetivo estabelecer as melhores condi¢des fisico-
quimicas para a producdo de B-glicosidases pelo fungo Penicillium miczynskii, bem como

caracterizar bioquimicamente estas enzimas.
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2. Objetivos

2.1 Geral:

Determinar a influéncia de fatores fisico-quimicos sobre a produgdo de -
glicosidases pelo fungo Penicillium miczynskii e caracterizar bioquimicamente as [-

glicosidases produzidas.

2.2 Especificos:

1. Verificar a influéncia de diferentes fontes de carbono lignoceluldsicas de baixo
custo sobre a producdo de B-glicosidases, assim como a concentracdo da fonte selecionada;

2. Avaliar a cinética de producdo das B-glicosidases em cultivo estaciondrio e
agitado;

3. Avaliar a influéncias do pH e da temperatura de cultivo sobre a produgdo de -
glicosidases;

4. Determinar o pH e a temperatura 6timos da atividade;

5. Verificar a estabilidade das B-glicosidases frente a temperatura e ao pH;

6. Avaliar o efeito de ions metélicos e de outras substancias sobre a atividade das

enzimas produzidas.
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3. Revisdao bibliogrdfica

3.1 Producado de enzimas microbianas

Enzimas s3o proteinas altamente especializadas com fungdes cataliticas, sendo
responsaveis por muitas reagdes bioquimicas essenciais nos micro-organismos, plantas,
animais e seres humanos (ENZYME TECHNICAL ASSOCIATION, 2001).

De acordo com Harger et al., (1982), as enzimas sdo obtidas de trés grandes fontes:
vegetais superiores (papaina do mamao, bromelina do abacaxi, ficina do figo); animais
superiores (enzimas pancreaticas, pepsina, catalase, renina) e micro-organismos (como por
exemplo, as amilases, proteases, pectinases, invertases, glicose-oxidases, celulases, fitases,
glicoseisomerases), de origem fungica ou bacteriana.

As enzimas apresentam caracteristicas peculiares que favorecem seu emprego em
processos biotecnoldgicos, sendo as vantagens de conversdes enzimaticas relevantes nos
processos industriais (COLEN, 2006). A producao de enzimas para uso industrial teve sua
origem na Dinamarca e Japao no final do século XIX, quando se produziram as primeiras
preparacdes de renina, a partir de estomago de bezerros e de amilase, de origem flngica
(CARRERA, 2003).

A utilizacdo das enzimas nos diversos setores industriais tem sido justificada por
varios fatores. De acordo com Leathers (2003), o processo enzimatico oferece potencial de
redug¢do de custos em longo prazo, pois € possivel se obter rendimentos proximos dos
estequiométricos € em condi¢des menos criticas de temperatura, pressdo e agressividade
quimica, além do processo ser menos poluente.

Os micro-organismos apresentam uma grande diversidade genética e desempenham
funcdes unicas e cruciais na manutencdo de ecossistemas, como componentes fundamentais
de cadeias alimentares e dos ciclos biogeoquimicos (MEYERS, 1996). Como parte do ciclo
do carbono, os principais constituintes da parede celular vegetal ndo se acumulam na
natureza, uma vez que sdo degradados por sistemas enzimaticos especializados produzidos
por estes seres vivos (BIELY, 2003 a).

Sistemas celuloliticos completos sdo amplamente encontrados entre os micro-
organismos, sendo que produtores mais importantes destas enzimas geralmente pertencem aos
géneros fungicos Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Paecilomyces, Penicillium e

Trichoderma (LYND et al., 2002; DONKOR e SHAH, 2008; LIU et al., 2012).
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Diversas vantagens sdo apresentadas pelas enzimas microbianas: seu tempo de
geragdo ¢ bastante curto, o que propicia um aumento rapido de massa celular e de produtos; o
contetido de proteina dos micro-organismos ¢ geralmente mais elevado que a maioria dos
vegetais; seu crescimento e a produgdo de produtos sdo independentes de condigdes sazonais;
exigem pequena disponibilidade de agua e de espago, podem utilizar substratos bastante
diversos, como os residuos agroindustriais € produzem uma grande diversidade de enzimas
(OLIVEIRA et al., 2005). De acordo com Andreaus (2002) e Daroit (2007), a diversidade da
capacidade metabolica dos micro-organismos, resultante de sua variabilidade genética, ¢ uma
potencialidade que deve ser explorada.

Fellows (1994) recomenda que alguns requisitos para a producgdo industrial de
enzimas microbianas sejam observados, tais como a capacidade dos micro-organismos em
crescer em substratos de baixo custo; a producao de enzimas em ritmo elevado, constante e
em curto espaco de tempo; o emprego de métodos de recuperagdo de enzimas simples e de
baixo investimento e estabilidade consideravel das preparagdes enzimaticas obtidas.

Segundo Joo e Chang (2005), a producdo industrial de enzimas ¢ frequentemente
limitada, devido aos custos dos substratos utilizados para o cultivo dos micro-organismos, os
quais compreendem cerca de 30 a 40 % dos gastos envolvidos. De acordo com Silva (2008),
os residuos agroindustriais que possuem em sua constituicdo material lignoceluldsico
apresentam grande potencial como meio de cultura para a produgdo de celulases, a fim de

viabilizar economicamente os processos de producao destas enzimas.

3.2 Fatores que influenciam na produgdo enzimdtica

A produgdo de enzimdtica por micro-organismos depende da natureza do substrato,
da acessibilidade e suscetibilidade de seus componentes a hidrolise, bem como suas
associacdes quimicas ou fisicas. A capacidade dos micro-organismos em produzir diferentes
enzimas celuloliticas, com diferentes modos de agao e especificidades permite a exploragao
de substratos heterogéneos. Diversos residuos lignocelulosicos tém sido utilizados para a
producao de B-glicosidases fingicas, tais como palha de arroz (NAZIR et al., 2009), bagaco
de cana (PERALTA et al., 1997), sabugo de milho (CHEN et al., 2010), farelo de trigo (TAKII
et al., 2005), entre outros. Segundo Kang et al. (2004) e Juhasz et al. (2005), o substrato
lignocelulosico deve ser barato, facilmente processavel, disponivel em grandes quantidades e
sua composicao deve favorecer a sintese e liberacdo de enzimas celuloliticas.

Condicdes ambientais como temperatura, pH, atividade de agua, nivel de oxigénio e
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concentracdo de nutrientes afetam significativamente o crescimento celular e a formagao de
produtos (SANTANA, 2012). Fungos e bactérias sdao capazes de produzir enzimas
celuloliticas por fermentacdes submersas (FSM) ou por fermentacdes no estado sélido (FES)
(PERSSON et al.,, 1991). A FES consiste em uma técnica de crescimento de micro-
organismos sobre e no interior de particulas porosas imidas (suporte ou matriz solida). Neste
tipo de fermentacdo, o contetido de liquido contido na matriz solida deve ser mantido em
valores de atividade de dgua que assegure o crescimento e metabolismo celular, mas que ndo
exceda a capacidade maxima de retencdo de dgua na matriz (PALMA-FERNANDEZ et al.,
2002). J4 a fermentacdo submersa (FSM) envolve a utilizagdo de fontes de carbono em meios
liquidos (FELLOWS, 1994).

A FSM ¢ tradicionalmente utilizada para produc¢do de enzimas, pois hd melhor
controle de alguns pardmetros importantes do processo, como pH e crescimento celular, além
da recuperagdo de enzimas extracelulares e a determinacdo de biomassa serem facilitadas
(FERNANDES, 2006). Um dos maiores inconvenientes desse processo ¢ o fato de gerar
grandes volumes de residuos (ELLAIAH et al., 2002).

Por sua vez, a FES apresenta vantagens como menor producdo de residuos,
resultantes do processo fermentativo, menor utilizagdo de agua, o que evita inclusive a
contaminagdo por bactérias que geralmente requerem maior quantidade de liquido no meio.
Ainda, a FES requer menor demanda de energia e apresenta facilidade na aeragcdo do meio,
havendo maior difusio de gases (HOLKER et al, 2004).

Contudo, apesar das vantagens atrativas, a FES apresenta alguns inconvenientes,
principalmente em relacdo ao aumento da escala de produgdo, ao controle dos parametros do
processo fermentativo (pH, temperatura, umidade e crescimento celular), a baixa
homogeneidade e a necessidade de grandes volumes de inoculo. O principal problema
associado ao escalonamento na FES diz respeito a dificuldade de remocao do calor gerado
pela atividade metabdlica dos micro-organismos, sendo o controle desta variavel fundamental
para obtencao de produtividade elevada e estabilidade do produto (SHINGANIA et al., 2009).
A implantacdo de sistemas de aeracdo e/ou remocao de calor muitas vezes ¢ necessaria.
Entretanto, esta ndo deve encarecer substancialmente os custos de produgao.

Segundo Pandey et al. (2001), cada uma dessas técnicas possui suas potencialidades
e particularidades, devendo-se levar em consideracdo o processo de produgdo enzimatica
como um todo.

A temperatura ¢ um fator de grande influéncia no crescimento de micro-organismos.

Sendo este um processo exotérmico, o calor gerado deve ser dissipado, pois temperaturas
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elevadas sdo desfavoraveis ao crescimento microbiano, assim como a formagao de produtos
(GHILDYAL et al., 1994). Nos fungos filamentosos, a temperatura tem relagdo direta na
germinagdo dos esporos, no crescimento e na esporulagdo (PINTO, 2003).

O pH do meio ¢ um fator relevante, porém frequentemente negligenciado. O pH do
meio afeta o metabolismo dos micro-organismos por alterar sua produgdo enzimatica
(PERAZZO, 1999). Diferentes valores de pH podem ser observados durante a incubacdo e
podem estar relacionados ao transporte e solubilizagdo dos nutrientes, as reagcdes enzimaticas,
produtos de excre¢do ou fendmenos de superficies (DOELLE et al., 1992). Os efeitos deste
processo, acrescidos de uma limitacdo de nutrientes, tendem a aumentar o nivel de estresse
celular, levando os micro-organismos a morte (HUMPHREY, 1998). Geralmente, os fungos se
desenvolvem em valores de pH baixo (4,5 - 6,0) e as bactérias em valores de pH proximos a
neutralidade (6,5 - 7,0). Entretanto, alguns fungos filamentosos podem apresentar crescimento
otimo em condi¢des alcalinas (DEVI, 2008).

O emprego de agitacdo pode vir a fornecer uma melhor homogeneizagdo quanto a
distribuicao dos inoculos, impedir a formacao de agregados, favorecer a exaustao de gases € a
troca de calor do meio (SCHMIDELL et al., 2001). Em contrapartida, quando sao utilizados
fungos filamentosos, a agitagdo do substrato pode levar ao rompimento das hifas e liberacdo
de metabdlitos intracelulares, afetando a producdo e a estabilidade de outros metabdlitos
produzidos durante o processo fermentativo (MITCHELL, 2002).

A agitacdo na fermentagdo submersa estd ainda relacionada com a forma como o
micélio se desenvolve, o qual pode se dispersar livremente no meio de cultivo, ou emaranhar-
se de maneira a formar aglomerados macroscopicos, na forma de pellets (CHANG e OLLIS,
1982). A diminuigdo do comprimento da hifa e o aumento das ramificagdes ocorrem com o
aumento da agitagdo e, consequentemente, diminuem a viscosidade do meio (PETRUCCIOLI
et al., 1995). De acordo com alguns estudos, a morfologia do micélio ¢ de grande relevancia
no processo de fermentagao (PAPAGIANNI e MATTEY, 2006). Em alguns casos, a formagao
de pellets € pré-requisito para a producdo de metabolitos secundarios fingicos como acido
citrico e para algumas enzimas como poligalacturonases ou a-glicosidases (BRAUN e
LIFSHITZ, 1991). Em contrapartida, a formagao de outros produtos ¢ favorecida quando o
fungo se desenvolve na forma de um micélio disperso livre (KNOB e CARMONA, 2009;
BRAUN e LIFSHITZ, 1991).

De acordo com Sandhya et al. (2005), a concentragdo do indculo ¢ um importante
fator bioldgico, o qual determinard a biomassa produzida pela fermentagdo. Quando a

concentracao do indculo ¢ baixa, a produtividade enzimatica ¢ reduzida, possivelmente devido
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ao numero insuficiente de células microbianas para produzir a enzima. Ainda, com a
utilizacao de baixas concentragdes de inoculo, um longo tempo pode ser necessario para a
multiplicagdo das células atingir um determinado nivel capaz de utilizar o substrato e produzir
a enzima. Em contraste, células microbianas abundantes originadas a partir de um indculo
maior podem afetar adversamente a produgdo de enzimas, uma vez que a competicao por
nutrientes estabelecida entre os micro-organismos presentes resulta em baixa produtividade
enzimatica (PENGTHAMKEERATT et al. 2012). Desta forma, uma concentragdo de in6culo
adequada ¢ importante para promover o equilibrio entre a biomassa proliferativa e a
quantidade de substratos disponiveis, a fim de elevar ao maximo os niveis de enzimas

produzidas.

3.3 Celulases

As celulases sdo enzimas que possuem capacidade de hidrolisar ligagdes glicosidicas
da cadeias de celulose, resultando na liberacdo de oligossacarideos, celobiose e glicose
(DILLON, 2004). Para a biodegradacdo da celulose, as celulases agem de forma sinergistica
(Figura 1). As endo-B-1,4-glucanases (endoglucanases) (EG; EC 3.2.1.4) clivam
aleatoriamente as ligacdes glicosidicas internas da celulose, originando oligossacarideos de
varios tamanhos e, consequentemente, novas cadeias terminais. Atuam somente na por¢ao
amorfa da celulose, sendo que sua atividade diminui gradativamente, conforme o
encurtamento da cadeia de celulose (LYND et al., 2002; ZHANG et al., 2006).

As celobiohidrolases (exoglucanases) (CBH; EC 3.2.1.91) clivam nas extremidades
da cadeia de celulose, liberando celobiose como produto principal. S3o capazes de atuar sobre
a celulose microcristalina, encurtando as cadeias do polissacarideo (LYND et al., 2002).

Os celo-oligossacarideos e a celobiose originados pela agdo das primeiras enzimas
sao posteriormente hidrolisados pelo terceiro grupo das celulases, as B-glicosidases (EC
3.2.1.21) (HEIDEMANN et al., 2008). Desta maneira, a denominagdo [-glicosidase ¢
conferida a diferentes tipos de enzimas capazes de hidrolisar ligagcdes glicosidicas presentes
em dissacarideos, oligossacarideos e glicosideos conjugados. Entretanto, sob certas condigoes,
como baixa atividade de agua ou alta concentragdo de substrato, estas enzimas podem
catalisar a sintese de ligagdes [3-glicosidicas entre diferentes moléculas (BHATIA et al., 2002).

As B-glicosidases sdo essenciais na hidrolise eficiente da celulose. Considerando que
endoglucanases e exoglucanases sdo geralmente inibidas por celobiose e celo-

oligossacarideos menores, as P-glucosidases sdo responsaveis pelo passo limitante do
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processo (SORENSEN, 2010). Entretanto, a maioria das [-glucosidases conhecidas sao
inibidas por glicose, gerando grande interesse por enzimas tolerantes a esta hexose
(ZANOELO, 2004). A fim de superar a inibicdo provocada pela glicose, a conversdao de
glicose em frutose pode ser realizada, por meio da acdo da enzima glicose isomerase. Ainda,
os acucares podem ser removidos por filtragdo, a medida que forem sendo formados ou entdo
podem ser fermentados a etanol, por meio dos processos de sacarificagdo e fermentagao

simultaneas (SUN e CHENG, 2002).
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Figura 1. Representacdo esquematica dos mecanismos de agdo de diferentes celulases sobre a
molécula de celulose (Adaptado de WATANABE e TOKUDA, 2010).

Embora alguns sistemas celuloliticos possam apresentar celobiose-oxidase e/ou
celobiose desidrogenase, as quais também auxiliam na remoc¢do da inibicdo causada por
celobiose sobre a a¢do de exoglucanases e endoglucanases (IGARASHI et al., 2003), somente
as B-glicosidases sdo capazes de hidrolisar o dissacarideo, liberando glicose para posterior
conversao bioldgica.

O mecanismo de classificagdo das B-glicosidases, bem como de outras glicosil
hidrolases, baseia-se na especificidade por substratos, ou entdo na similaridade apresentada

por suas sequéncias de aminoacidos, agrupando-as, neste ultimo caso, em familias. Na
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classificagdo baseada na especificidade por substrato, estas enzimas sao divididas em trés
grupos: aril B-glicosidases, que atuam sobre aril-glicosideos; celobiases verdadeiras, que sao
capazes de hidrolisar celobiose e -glicosidases com ampla especificidade por substratos. De
acordo com a literatura, a grande maioria das [-glicosidases j& caracterizadas pertence a esta
ultima categoria (BHATIA et al., 2002).

O segundo método ¢ o atualmente mais aceito (HENRISSAT e DAVIES, 1997).
Como a estrutura molecular e o mecanismo de a¢ao de uma enzima estdo relacionados a sua
estrutura primdria, esse sistema ¢ capaz de refletir suas caracteristicas estruturais e
mecanisticas (BHATIA et al., 2002; CANTAREL et al., 2009). No entanto, diferencas nas
propriedades fisico-quimicas, no modo de acdo e na especificidade por substratos sdo
verificadas entre as enzimas agrupadas em uma mesma familia (KNOB et al., 2010).

Em alguns micro-organismos, diferentes P-glicosidases sdo codificadas por genes
distintos. Porém, formas multiplas de uma mesma enzima podem ser originadas apos
degradagdo proteolitica, ou mesmo por meio de eventos de modificacdo pos-traducionais,
como a glicosilagdo (YAZDI, 1990; WALLECHA e MISHRA, 2003). Neste sentido, a
diversidade de B-glicosidases pode ser util na tentativa de tracar um determinado evento
evolucionario (LI e LEE, 1999).

De acordo com Badhan et al. (2007), a expressdo diferencial observada pode ser
atribuida a heterogeneidade estrutural dos substratos celuldsicos, bem como as condi¢des de
cultivo empregadas. No entanto, estudos sobre a regulacdo da expressdo diferencial destas [3-
glicosidases multiplas sdo raros na literatura, dificultando sua melhor compreensdao (NAZIR
et al., 2009).

B-Glicosidases fingicas multiplas tém sido relatadas em Aspergillus terreus (NAZIR
et al., 2009), Aspergillus tubingensis (DECKER et al., 2001), Aspergillus kawashii
(IWASHITA et al., 1998), Myceliophthora sp. (BADHAN et al., 2007) e Stachbotrys sp.
(SAIBI et al., 2007). Segundo de Vries e Visser (2001), a produgdo de multiplos componentes
celuloliticos por fungos filamentosos filogeneticamente distantes pode inferir grande
importancia fisiologica a multiplicidade enzimatica.

O entendimento acerca dos mecanismos de regulacdo da expressao de celulases em
Penicillium ¢ consideravelmente menor, quando comparado aos relacionados a outras
espécies fungicas. Estudos demonstraram que, em fungos filamentosos, a expressdo de
celulases ¢ regulada principalmente a nivel transcricional, podendo ocorrer em trés estados, a

saber: expressao basal, expressdo massiva pela presenca de indutores e repressao catabolica
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(ARO et al., 2005). Antes da expressdao de niveis elevados de celulases ser iniciada, o
reconhecimento da presenca de celulose no meio deve ser realizado de alguma forma. Para
tal, acredita-se que celulases constitutivas sejam expressas em pequenas quantidades, a fim de
iniciar a degradacdo deste polimero, culminando na gerag¢ao de indutores soliiveis que tenham
acesso a célula. Estes, por sua vez, ativam a transcricdo expressiva de diversos genes
celuloliticos.

A repressdo catabdlica ¢ observada em presenca de fontes de carbono mais
facilmente metabolizaveis, como a glicose (MURRAY et al., 2003; COLLINS et al., 2007,
FURUKAMA et al., 2009). Este mecanismo de repressao ¢ regulado pelo fator transcricional
creA. O mesmo possui sitios de ligagdo em varias regides promotoras do DNA, as quais
regulam a expressdo de varios genes que codificam hidrolases em diversos fungos
filamentosos, sendo responsavel pelo impedimento da ligacdo de complexos transcricionais
aos genes que codificam estas enzimas (ARO et al., 2005, CHULKIN et al., 2010). No
entanto, durante a hidrdlise da celulose na natureza, os niveis de glicose acumulados podem
nao ser elevados o suficiente para provocar uma repressao enzimatica significativa (ARO et
al., 2005).

Variag¢des nos niveis de transcricdo, bem como nos genes transcritos sao observadas,
de acordo com a fonte de carbono utilizada (DUFF e MURRAY, 1996). Sun et al. (2008)
investigaram os mecanismos de regulacdo da expressdo basal e induzida de celulases em
Penicillium decumbens. Os padrdes de expressdo de -glicosidases e celobiohidrolases foram
mantidos, tanto sob condic¢des de indugdo (presencga de farelo de trigo), quanto sob condi¢des
de repressio (presenca de glicose). Em contrapartida, o padrdo de expressio de
endoglucanases foi diferenciado, sendo que estas enzimas foram produzidas somente em
presenca do substrato indutor.

Wei et al. (2011) avaliaram o padrdo de expressdo de genes celuloliticos por uma
outra linhagem de P. decumbens. Os autores verificaram que glicose e celobiose foram
capazes de reprimir a expressdo destes genes, enquanto que celulose e farelo de trigo se
comportaram como agentes indutores de sua expressao. Adicionalmente, a expressao de genes
celuloliticos foi verificada na presenga de baixos niveis de lactose. De modo similar, Senhem
et al. (2006) demonstraram que celulose e lactose foram indutores da expressdo de genes
codificadores de B-glicosidases em Penicillium echinulatum.

A proteina swolenina, recentemente descrita em espécies de Trichoderma e
Aspergillus, auxilia no processo de degradagdo enzimatica do polimero de celulose (YAO et

al., 2008; CHEN et al., 2010). Estudos revelaram similaridade na sequéncia de aminoacidos
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entre swoleninas e expansinas. Estas ultimas sdo proteinas vegetais que apresentam a
capacidade de afrouxar a estrutura da parede celular vegetal, sendo importantes para o
crescimento das plantas e em diversos processos fisioldégicos (SAMPEDRO e COSGROVE,
2005). Tem-se inferido que expansinas e swoleninas ndo possuam atividade sobre as ligacdes
glicosidicas presentes na celulose, uma vez que agucares redutores nao sao formados em sua
presenca. No entanto, foi sugerido que a swolenina esteja relacionada ao intumescimento da
parede celular vegetal, por meio do rompimento das ligacdes de hidrogénio intra e
intercadeias da celulose, permitindo melhor acesso as enzimas celuloliticas (ARANTES e

SADDLER, 2010).

3.4 Principais caracteristicas das [-glicosidases fungicas

As caracteristicas bioquimicas de algumas [-glicosidases fingicas estdo apresentadas
na Tabela 1. A maioria das B-glicosidases produzidas por fungos apresenta eficiente atividade
catalitica em pH acido, porém sao ativas sobre uma ampla faixa de pH. O pH 6timo para a 3-
glicosidase purificada a partir de Rhyzopus oryzae foi de 5,0 (TAKII et al., 2005),
similarmente as [-glicosidases produzidas por Aspergillus awamori (NAGAYOSHI et al.,
2011) e Thermoascus aurantiacus (LEITE et al., 2008). De modo incomum, a (3-glicosidase
produzida por Mucor miehei apresentou pH 6timo 8,0 (YOSHIOKA e HAYASHIDA, 1980).

A temperatura 6tima para atuagdo destas enzimas varia de 50 °C a 80 °C, conforme
relato por alguns autores ao avaliar as -glicosidases produzidas por diferentes fungos como
Penicillium funuculosum (RAMANI et al., 2012), P. decumbens (CHEN et al., 2010) e
Penicillium sclerotiorum (WEI et al., 2011).

Grande parte dos estudos reportam B-glicosidases estaveis na faixa de temperatura
entre 45 °C a 70 °C. NAZIR et al. (2009) verificaram que uma das [3-glicosidases produzidas
por A. terreus manteve-se estavel de 60 °C a 90 °C, enquanto que DAROIT (2007) e CHODI
et al. (2012) relataram a producdo de P-glicosidases fingicas estdveis a 60 °C e 65 °C,
respectivamente.

A estabilidade das P-glicosidases frente ao pH também apresenta-se de forma
variavel, considerando sua origem. Diversos fungos filamentosos produziram p-glicosidases
estaveis em amplas faixas de pH, como as produzidas por M. miehei (pH 2,5 — 10.0)
(YOSHIOKA e HAYASHIDA, 1980), R. oryzae (pH 3.0 - 7.1) (TAKII et al., 2005) e 4.
terreus (pH 5.0- 10,0) (NAZIR et al, 2009).
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Como citado anteriormente, a glicose, o principal produto da hidrélise desta enzima,
tem um forte efeito inibidor sobre as B-glicosidases na maior parte dos casos (KRISCH et al.,
2010). Porém, a comparagdo de resultados de diferentes pesquisas ¢ bastante complexa,

devido as diferentes condi¢gdes de incubagdo empregadas nesses estudos (DECKER, 2001).



Tabela 1 — Caracteristicas bioquimicas de algumas [-glicosidases fingicas.
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] ATIVIDADE OTIMA  ESTABILIDADE X
ESPECIE FONTE DE MASSA REFERENCIA
CARBONO MOLECULAR pH Temperatura pH Temperatura
(KDA)
Aspergillus fumigatus Celulose 91,4 6,0 60 5.4 50-70 Liuetal., 2012
Aspergillus glaucus Celulose 92,4 3,6 60 3,6 60 Maetal., 2011
Aspergillus oryzae Celulose - 5,5-5,0 45-50 5,0-7,0 45 Bedani et al., 2010
Aspergillus oryzae Celulose 43 5,0 50 3,0-7,0 45 Riou et al., 1998
Aspergillus terreus Palha de arroz 29 5,0-10,0 60 5,0-10,0 60-90 Nazir et al., 2009
43 5,0 60 2,0-6,0 50
98 5,0 70 Ampla faixa 50
Daldinia eschscholzii Celulose 64,2 5,0 50 5,0 50 Karnchanatat et al., 2007
Fomitopsis palustris Celulose 138 4,5 70 - 55 Yoon et al., 2008
Humicola grisea Bagago de 55 6,0 50-60 - 60 Peralta et al., 1997
cana
Laetiporus sulphureus Celulose 132 5,0 60 - - Li et al., 2007
Melanocarpus sp. Palha de arroz 180 2,5-3,5 60 - - Kaur et al., 2007
Monoascus purpureus ~ Residuo de uva - 5,5 50 - 60 Daroit, 2007
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ESTABILIDADE
ESPECIE FONTE DE MASSA ATIVIDADE REFERENCIA
CARBONO MOLECULAR OTIMA
(KDA) pH  Temperatura pH Temperatura
Neocallimastix frontalis Avicel 120 6,0 50 6,0-7,8 40 Hebraud e Freve, 1990
Orpinomyces sp. Avicel 84,5 6,2 50 5,0-8,0 40 Cheng et al., 1994
Penicillium decumbens Sabugo de milho 120 4,5-5,0 65-70 5,5 50 Chen et al., 2010
Penicillium funiculosum  Residuo de papel 120 4,0-5,0 60 - 60 Ramani et al., 2012
Penicillium sclerotiorum Celulose 180 4.5 65 4,0-5,0 60-70 Wei et al., 2011
Ryzophus oryzae Farelo de trigo 105 5,0 50 - - Takii et al., 2005
Scytalidium thermophilum  Farelo de trigo e 39 5,5 70 6,0 60 Zanoelo, 2005
casca de maracuja
Sporotrichum thermophile Celulose 240 5,4 65 4,0-6,5 50 Bhat et al., 1993
Stachybotrys sp. Celulose - 6,0 50 4,0-10,0 40 Saibi et al., 2007
Termitomyces clypeatus 2-deoxy-D- 66,8 5,0 45 5-0,8-0 60 Pal et al., 2010
glucose
Termitomyces clypeatus Celulose - 4.5 75-80 4,0-9,0 60 Palma-Fernandez et al.,
2002
4,0 75-80 5,5-8,5 60
Trichoderma citrinoviride Residuos 90 5,5 55 - - Chandra et al., 2012

deslignificados
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3.5 Principais aplicagoes biotecnologicas das p-Glicosidases

Enzimas microbianas sdo comumente empregadas em diversas aplicagdes industriais.
A demanda por enzimas mais estaveis, mais especificas e que apresentem niveis de atividade
mais elevados vem crescendo rapidamente (BHAT, 2000). Em relacdo as B-glicosidases, a
producdo em larga escala destas enzimas ¢ requerida, assim como o conhecimento detalhado
de seus mecanismos de acdo (BHATIA et al., 2002).

O interesse inicial no estudo das B-glicosidases surgiu na década de 1950, devido ao
seu envolvimento na conversao biologica da celulose (ZANOELO et al., 2004). Nos dias de
hoje, um dos principais interesses na producdo de B-glicosidases esta relacionado a produtos
enzimaticos comerciais ¢ a conversdo de monoterpenos glicosideos em terpenos livres,
aumentando, dessa forma, a intensidade do aroma dos vinhos (TATE ¢ REYNOLDS, 2006).
Por esta razdo, -glicosidases microbianas vém sendo amplamente estudadas, tanto em micro-
organismos relacionados, quanto nao relacionados aos processos de vinificagdo
(MATTHEWS et al., 2004).

Embora a liberag@o de terpenos a partir de seus precursores possa ser realizada tanto
por enzimas quanto por acidos, o processo de hidrélise enzimatica ¢ considerado um método
mais atrativo, visto que o padrdo de distribui¢do natural do aroma nao ¢ modificado
(BELANCIC et al.,, 2003; MAICAS e MATEO, 2005). No entanto, B-glicosidases
empregadas neste processo devem atuar sobre as condicdes restritivas que o vinho oferece, e,
desta forma, satisfazer alguns pré-requisitos como especificidade, pH 6timo, tolerancia a
glicose e ao etanol (RIOU et al., 1998; MATTHEWS et al., 2004).

Em industrias de sucos de frutas, B-glicosidases sdo utilizadas no processo de
maceragdo, na hidrolise da celulose e na liberagdo de aromas por meio da hidrélise de
precursores glicosilados. Entretanto, a presenca desta enzima em preparagdes enzimaticas
fungicas pode induzir a perda da cor de sucos de frutas vermelhas pela hidrolise de
antocianinas (LE TRAON-MASSON e PELLERIN, 1998). Por outro lado, a hidrélise destas
ultimas pelas B-glicosidases mostra-se interessante para aplicacdo na produgdo de vinhos
rosados, a partir de variedades de uvas tintas, onde o excesso de cor pode ser removido pelo
tratamento enzimatico (SANCHEZ-TORRES et al., 1998).

Na industria de sucos citricos, as B-glicosidases atuam diminuindo o amargor, por
meio da hidrélise da prurina (RIOU et al., 1998). Porém, o efeito inverso pode ser observado,

caso sementes estejam presentes no suco, sendo neste caso as 3-glicosidases responsaveis pela
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liberacao das limoninas (RONNENBERG et al., 1995).

As B-glicosidases hidrolisam isoflavonas B-glicosidicas com liberacdo de agluconas,
que possuem agao benéfica na saude humana, como amenizacao dos sintomas da menopausa,
melhora da densidade 6ssea e redug¢ao do nivel do colesterol LDL (RIBEIRO, 2006). Nos
vegetais, esta enzima participa de intimeras reacdes, como hidrolise de giberelinas
conjugadas, conversado de citocininas de armazenamento em formas ativas, no metabolismo de
estresse e resisténcia a alguns fitopatogenos (ESEN, 1992).

Esta enzima também tem o potencial de hidrolisar compostos toxicos (cianogénicos)
presentes em alguns vegetais utilizados na alimentagdo humana e de extrair vanilina a partir
da glicovanilina em vagens de baunilha (RANADIVE, 1992; OKAFOR, 2005).

A propriedade de sintetizar ligagdes [-glicosidicas permite que B-glicosidases sejam
empregadas na sintese de varios compostos, como oligossacarideos e glicoconjugados
(GARGOURI et al., 2004). Nos ultimos anos, os oligossacarideos estabeleceram sua condi¢do
de componentes funcionais, agregando valor aos alimentos (AKIYAMA et al., 1998). Quanto
a sintese de glicoconjugados, os alquil-B-D-glicosideos, grupo de surfactantes ndo idnicos,
podem ser utilizados na producdo de cosméticos, produtos farmacéuticos e detergentes de
cozinha (WALLECHA e MISHRA, 2003). A sintese enzimatica destas moléculas apresenta-se
bastante interessante, uma vez que a producao utilizando rotas quimicas normalmente ¢ lenta
e inespecifica, resultando na formac¢do de subprodutos indesejaveis (BHATIA et al., 2002;
PERUGINO et al., 2004). Porém, dentre todas as possibilidades de aplicagdo das B-
glicosidases, a principal talvez seja sua utilizagdo em processos de hidrolise enzimatica de
residuos lignocelulosicos para a producdo de energia. O processo enzimatico de hidrdlise da
biomassa, apesar de ser considerado de grande potencialidade, enfrenta varios gargalos
tecnologicos, sendo o principal destes o elevado custo das enzimas. A celulose possui uma
funcdo estrutural que faz com que sua principal caracteristica biologica seja a resisténcia a
degradacdo. E por isso que a hidrélise enzimatica de materiais lignoceluldsicos requer doses
enzimaticas elevadas. Devido a esses altos niveis de consumo, as enzimas requeridas para
hidrolisar a celulose possuem um grande impacto econdmico na producao do etanol. Vérias
estratégias estdo sendo estudadas para diminuir este custo (ZHANG et al., 2006; KUMAR et
al., 2008; DASHTBAN et al., 2009).

Nesse sentido, a caracterizagdo de P-glicosidases e de outras celulases que

apresentem propriedades aprimoradas para a degradacdo da biomassa lignocelulosica ¢ o fator
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chave no desenvolvimento efetivo do processo de conversdo de biomassa em combustivel

(JOVANOVIC, 2009).

3.6 Biomassa lignoceluldsica: estrutura e composi¢do

Os materiais lignocelulosicos representam a maior parte da matéria vegetal oriunda
do processo fotossintético (SANCHEZ, 2009). De acordo com Biely (2003b), estes residuos
podem ser considerados como o principal recurso renovavel formado a partir do processo de
fixagdo do gas carbonico. Em geral, denomina-se biomassa qualquer matéria de origem
vegetal que dispde de bioenergia e que pode ser processada para fornecer formas
bioenergéticas mais elaboradas e adequadas para o uso final (ZHANG e SMITH, 2007).

A lignocelulose ¢ composta por trés constituintes principais: celulose, hemicelulose e
lignina (Figura 2). O percentual composicional dos constituintes da biomassa lignoceluldsica
pode variar conforme a espécie vegetal, idade, fase de crescimento das plantas, entre outras

condi¢des (SUN e CHENG, 2002).

Membrana
plasmatica

50 nm

Figura 2. Disposi¢do dos polissacarideos constituintes principais da parede celular presente nos
residuos lignoceluldsicos (Adaptado de DARLING, 2012).

A fracdo hemicelulosica consiste em cadeias ramificadas de acticares, cujas unidades
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incluem principalmente aldopentoses, como xilose e arabinose, e aldohexoses, como glicose,
manose ¢ galactose. Esta macromolécula contém, ainda, acidos hexurdnicos, como os acidos
B-D-glucuronico, D-p-O-metilglucurdnico e B-D-galacturanico e deoxiexoses. A variedade de
ligacdes e de ramificagdes, assim como a presenga de diferentes unidades monoméricas,
contribuem para a complexidade da estrutura hemicelulosica e suas diferentes conformagdes
(TAIZ e ZEIGER, 2004; KOOTSTRA et al., 2009).

As ligninas sdo moléculas amorfas, altamente complexas, cujo polimero ¢ formado
principalmente por unidades aromaticas de fenilpropano, repetidas de forma irregular
(ROWELL et al, 2005). Sua estrutura tridimensional explica a rigidez e a resisténcia as for¢as
de compressdo, gerando uma estrutura resistente ao impacto e a quebra, conferido rigidez a
parede celular. Pelo decréscimo que causa na permeagdo de agua através das paredes das
células dos tecidos condutores do xilema, a lignina tem uma atuacdo importante no intrincado
transporte interno de agua, nutrientes e metabolitos. Tecidos lignificados resistem ao ataque
por micro-organismos, impedindo a penetracdo de enzimas degradantes da parede celular. As
ligninas presentes nas paredes celulares das plantas estdo associadas as hemiceluloses, nao so
por meio de interacdes fisicas, como também por meio de ligagdes covalentes (PHILIPP e
D’ALMEIDA, 1988).

A celulose ¢ um homopolissacarideo linear que consiste em unidades de glicose
unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4, cujo tamanho ¢ determinado pelo grau de
polimerizacdo (DP), que varia de 2000 a 15000 residuos (Figura 3). O final da cadeia de
glicana com um carbono anomérico ndo ligado a outro residuo de glicose ¢ caracterizado
como extremidade redutora do polimero. A extremidade oposta ¢ denominada de extremidade
nao-redutora (PARK et al., 2010). As ligacdes intermoleculares sdo responsaveis pela rigidez,
enquanto que as ligagdes intramoleculares estdo implicadas na formacao de fibrilas, estruturas
altamente ordenadas que se associam formando as fibras de celulose. As fibrilas apresentam
desde regides com elevado grau de cristalinidade, nas quais as cadeias de glicana estdo
firmemente ligadas em paralelo, até regidoes com menor grau de ordenacao, chamadas de
regides amorfas. Na regido cristalina, as fibras apresentam maior resisténcia a tragdo, ao
alongamento e a solvatagdo (absor¢do de solvente), quando comparadas as presentes na regiao

amorfa, onde as fibras apresentam maior flexibilidade (VASQUEZ et al., 2007).
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Figura 3. A. Representacdo esquematica das associagdes quimicas que ocorrem na parede celular
vegetal para a formacdo de microfibrilas de celulose (BUCKERIDGE, 2012) B. Organizacao das fibrilas em
regides amorfas e cristalinas (Adaptado de KVIEN et al., 2005).

A celulose ¢ a fonte de carbono mais abundante presente na madeira e nos residuos
agricolas. Na natureza, a hidrolise desta macromolécula ¢ realizada pela agdo sinergistica de
diferentes enzimas, denominadas celulases. A acessibilidade ao polissacarideo, determinada
pelo tamanho da particula de celulose (4area de contato externo) e porosidade (4rea de contato
interna), influencia diretamente suas taxas de hidrélise. Esse fator reflete a superficie de
contato total entre as enzimas e o substrato, influencia a adsorc¢ao de celulases, bem como a
extensdo das reacdes enzimaticas (ARANTES e SADDLER, 2011). Adicionalmente, o grau
de cristalinidade das fibrilas também contribui para a recalcitrancia deste polissacarideo.
Celuloses com maior densidade de regides amorfas apresentam maior reatividade quimica,
estando mais suscetiveis a serem hidrolisadas pelas celulases (KLEMM et al., 2005).

A produgdo de energia baseada na matriz lignocelulésica ¢ uma importante rota
alternativa, que vem sendo mundialmente estudada e debatida (ZANOELO, 2005; FARINAS
et al., 2008). No entanto, a etapa de hidrolise da celulose ¢ considerada o fator mais limitante
no desenvolvimento de processos biotecnologicos a partir de materiais lignoceluldsicos, em
virtude da baixa eficiéncia das celulases e seu alto custo (CHAUVE et al., 2010).

Embora a celulose possa ser também hidrolisada por &cidos, o processo enzimatico
vem gradualmente substituindo o processo quimico, uma vez que O primeiro apresenta
diversas vantagens como condi¢des moderadas de reacdo, menor impacto ambiental, além de
ndo danificar os equipamentos, como verificado nos processos quimicos. Além disso, as
tecnologias quimicas comumente aplicadas sdo caras e geram residuos adicionais (DUFF e

MURRAY, 1996; WEN et al., 2004).
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A habilidade em decompor a biomassa celulosica em glicose tem tornado as
celulases um dos sistemas enzimaticos mais investigados. Entretanto, a biomassa
lignocelulosica, além de conter celulose e hemicelulose, apresenta lignina em sua
constituicdo. A recalcitrancia desta ultima molécula dificulta a conversao da celulose em
acucares simples. A fim de tornar a celulose disponivel ao ataque das celulases, pré-
tratamentos sdo geralmente utilizados (ADSUL et al., 2005).

O objetivo do pré-tratamento ¢ remover a hemicelulose e a lignina, reduzir a
cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade dos materiais, consequentemente tornando
a celulose mais acessivel para as enzimas hidroliticas. Além disso, o pré-tratamento
empregado deve evitar a degrada¢do ou perda de carboidratos e a formagao de bioprodutos
que possam inibir os micro-organismos fermentadores. Existem diversos tipos de pré-
tratamentos quimicos, fisicos e bioldgicos, com efeitos distintos sobre a biomassa e

consequente impacto nas etapas subsequentes (MOSIER et al., 2005; SUN e CHENG, 2005).

3.7 Residuos agroindustriais

Questdes ambientais tém despertado o interesse por recursos renovaveis e por
residuos agroindustriais como fonte para a produ¢@o de novos materiais e de energia. Segundo
Rosa et al. (2011), o desenvolvimento e a implementagcdo de processos sustentaveis, capazes
de converter biomassa em varios produtos com valor agregado, sdo necessarios para o
aproveitamento e consumo de residuos agroindustriais e para uma menor geragao de impactos
ambientais.

Estima-se que a producdo anual de residuos agroindustriais esteja na ordem de
bilhdes de toneladas. A América Latina produz mais de 500 milhdes de toneladas de
subprodutos e residuos agroindustriais, sendo que o Brasil ¢ responsavel por mais de 50 %
desta producao (SANTOS et al., 2005). No contexto brasileiro, estima-se que somente o setor
sucro-alcooleiro gere, aproximadamente, 16 milhdes de toneladas de bagaco de cana
excedente e 76 milhdes de toneladas de palha (MAPA, 2006). Considerando-se, ainda, os
residuos oriundos de biomassas alimenticias, a quantidade total gerada no nosso pais atinge o
valor de, aproximadamente, 350 milhdes de toneladas/ano (PEREIRA, 2006). E um enorme
potencial que ndo pode ser subestimado e exige que estes materiais tenham um
aproveitamento mais racional, visto que sua acumulacdo gera prejuizo as atividades

econdmicas do setor agroindustrial e também ao meio ambiente (CANO e PALET, 2007).
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O incremento de novas tecnologias empregadas no setor agricola desencadeou um
aumento na obtencao de produtos e subprodutos. Atualmente, pesquisas em laboratorio estao
voltadas para utilizacdo destes subprodutos, como alternativa econdmica para produgdo de
biocombustivel, entre outras diversas aplicagdes industriais (SILVA, 2010). Gragas a vasta
biodiversidade encontrada em seu territério, o Brasil dispde de uma grande variedade de
residuos agricolas e agroindustriais cujo bioprocessamento ¢ de grande interesse econdmico e
social. Dentre estes exemplos figuram os residuos derivados de atividades tais como as
industrias de papel e celulose (sepilho, maravalhas e cavacos desclassificados de eucalipto e
pinus), serrarias (serragem), usinas de acucar e alcool (bagago de cana), industrias de polpa de
fruta (cascas e bagaco de frutas) e, de modo geral, unidades de produgdo agricola geradoras de
residuos de culturas como palha de cereais e de milho, sabugo de milho, cascas de arroz e de
aveia, dentre outros (RAMOS e FONTANA, 2004).

Esta vasta disponibilidade de biomassa lignocelulésica de baixo custo no Brasil tem
estimulado a busca por micro-organismos que sejam capazes de utilizar eficientemente estes

materiais.

3.8 O residuo agroindustrial casca de abacaxi

De acordo com FAOSTAT (2012), em 2010, o Brasil se destacou como o maior
produtor de abacaxi em escala mundial, sendo sua producdo estimada em 2.205.590 milhdes
de toneladas.

O suco de abacaxi ¢ o terceiro preferido no mundo, logo ap6s o suco de laranja e de
maca (CABRERA et al., 2000). Os subprodutos do abacaxi consistem basicamente da polpa
residual, cascas e folhas. O aumento da producdo de itens processados do abacaxi tem
resultado em uma vasta geracdo de residuos. Além disso, o manuseio de frutas e exposi¢do as
condigdes ambientais adversas durante o transporte € armazenamento também tém
contribuido para a geragao de residuos deste produto (NUNES et al., 2009).

Recentemente, foi relatado o uso de vermicompostagem sobre os residuos de
abacaxi. Este processo rapidamente decompode cerca de 99 % da massa imida da polpa desta
fruta, resultando em reducdo de peso equivalente a 87 %. O pH do residuo inicialmente acido
¢ modificado para neutro, até alcalino durante o processo. No entanto, a viabilidade de custos
dessa pratica estd sendo atualmente verificada (MAINOO et al., 2009).

Segundo Dacera et al. (2009), o material residual obtido a partir do processamento de

frutas pode ser utilizado para aplicacdes industriais, como a fermentacdo e extracdo de
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componentes bioativos. Por esta razdo, diversos estudos tém sido realizados na tentativa de
explorar a possibilidade de utilizar os residuos provenientes do processamento do abacaxi,
onde, além de nio serem depositados como poluentes ambientais, poderdo ser convertidos em
produtos de consideravel valor econdmico.

Os residuos de fabricas de conservas de abacaxi foram testados como substrato para
a producao de bromelina, 4dcidos organicos e etanol, uma vez que estes residuos sao fontes
potenciais de agucares, vitaminas e nutrientes para crescimento microbiano (LARRAURI et
al., 1997; NIGAM, 1999; DACERA et al., 2009).

Na China, estudos revelaram que os residuos de abacaxi podem ser incorporados a
racdo de vacas leiteiras. Os residuos de abacaxi secos podem ser utilizados na suplementagao
da racdo animal, correspondendo em até 50 % do volume total da ragdo destinada ao gado
(SRUAMISRI, 2007). Em seus estudos conduzidos na Nigéria, Onwuka et al. (1997)
reportaram o uso de residuos do processo de conserva de abacaxi para a alimentacdo de
pequenos ruminantes. Além destas, pesquisas t€ém sido desenvolvidas a fim de avaliar o
desempenho dos produtos de abacaxi em promover a digestibilidade dos animais, quando
utilizado como alimento. COSTA et al. (2007) reportou um aumento de peso em cabras,

quando estas foram alimentadas pelos subprodutos desta fruta durante 80 dias.

3.9 O género Penicillium e a espécie P. miczysnkii

P. miczynskii Zalessky 1927 pertence ao filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina,
classe Eurotiomycetes, ordem Eurotiales, familia Trichocomaceae, sendo a fase teleomorfica
pertencente ao género Eupenicillium ou Talaromyces (NCBI, 2012).

Espécies do género Penicillium sdo ubiquas na natureza, ou seja, apresentam vasta
distribuicao. Algumas linhagens sdo encontradas no solo, enquanto que outras estao presentes
na matéria organica em decomposicdo. Muitas sdo capazes de se desenvolverem em
ambientes secos, madeiras, sementes, entre outros (PITT, 2000).

A taxonomia moderna ou polifasica abrange tantos aspectos morfoldgicos,
fisiologicos, como também a produgdo de metabolitos e estudos moleculares. Até pouco
tempo atrds, técnicas classicas como a morfologia das culturas em placas de Petri e
microscopia eram empregadas para a taxonomia determinativa destas espécies (Pitt, 2000).
No entanto, atualmente, abordagens como a analise do perfil de secrecao de micotoxinas € a

comparacao de sequéncias génicas tém sido utilizadas para a identificacdo de espécies desse
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género (PATERSON et al., 2006).

Penicillium sp. é o agente causal dos bolores de coloragao azul ou verde em frutos
citricos. Estes fungos podem causar podriddes de frutos, muito comuns nas condi¢des de pos-
colheita (KIMATT et al., 1978). Penicillium digitatum ¢ o responsavel por grandes perdas de
frutos citricos em fase de comercializagao, sendo muitas vezes um fator limitante da producao
(KUPPER et al., 2009). Penicillium spp. sao conhecidas como contaminantes do café, tendo
influéncia na qualidade dos graos para o comércio (LUNALVA, 2007).

Um dos maiores efeitos deletérios causados por espécies de Penicillium para o
homem e para os outros animais € a produ¢do de micotoxinas, com diferentes efeitos toxicos
sobre os alimentos (WEBLEY et al., 1997). Apenas uma unica espécie de Penicillium ¢
considerada patogénica para o homem e para os outros animais, denominada Penicillium
marneffei. Inicialmente, este micro-organismo estava associado apenas a uma micose
endémica na Asia tropical, especialmente no norte da Tailandia, China, Hong Kong e Taiwan
(SUPPARATPINYO et al., 1994). Entretanto, nos ultimos anos, diversos casos clinicos
demonstram a associagdo de infecgdes sistémicas e P. marneffei, particularmente em pacientes
portadores da sindrome da imunodeficiéncia humana (YOUNGCHIM et al., 2005). Ainda,
por estarem presentes no ar, diversas espécies deste género estdo implicadas no
desencadeamento de processos alérgicos e apresentam-se como fator de risco para o
desenvolvimento de asma (REN et al., 2001).

Os fungos pertencentes ao género Penicillium apresentam grande importancia, sendo
utilizados como organismos modelos em estudos de pesquisa basica e aplicada. Diversos
estudos tém revelado seu potencial de aplicagdo no controle biologico, na produgdo de
metabolitos secundérios, de novos farmacos, de enzimas de interesse biotecnoldgico, entre
outros (PALLU, 2010).

A primeira e principal aplicacdo industrial envolvendo espécies do género
Penicillium ¢ a producao de penicilinas. O descobrimento deste metabodlito produzido por
Penicillium notatum (atualmente P. chrysogenum) foi realizado por Alexander Fleming, em
1928 (PITT, 2000). Deste entdo, diversas espécies sdo aplicadas industrialmente para a
producdo de medicamentos. Penicillium citrinum ¢ utilizado para a producdo da estatina
compactina, precursora do farmaco pravastatina e a espécie Penicillium griseofulvum ¢
empregada para a producdo do antifungico griseofulvina, sendo esta indicada também como
potente agente quimioterapico (SINGH, 2008). Varias espécies de Penicillium sdo também
utilizadas na producdo de alimentos. As espécies Penicillium roqueforti e Penicillium

camemberti ha muito tempo siao empregadas na produg¢do de queijos, enquanto que
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Penicillium nalgiovense ¢ util na fabricagdo de salames (FRISVAD e SAMSON, 2004;
BARKAI-GOLAN, 2008).

Estes fungos também apresentam potencial promissor para uso em processos
biorremediativos. Tem sido documentado que varias espécies possuem a capacidade de
internalizar e metabolizar diversos xenobioticos, tais como metais pesados, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, fenol e seus derivados (LEITAO, 2009).

Espécies do género Penicillium, além da producdo de metabdlitos, possuem um
longo histdrico de uso biotecnologico na produgdo de enzimas. Knob e Carmona (2009)
descreveram uma B-xilosidase com grande atividade a partir de P. sclerotiorum. A produgao
de amilases, poligalacturonases e lipases foram descritas em Penicillium fellutanum,
Penicillium solitum e Penicillium aurantiogriseum, respectivamente (LIMA et al., 2004;
KATHIRESAN e MANIVANNAN, 2006; JURICK et al., 2012).

Muitas espécies de Penicillium, isoladas dos mais diferentes habitats, tem sido
estudadas e relatadas como boas produtoras de enzimas celuloliticas, evidenciando o potencial
deste género na producdo de enzimas desse complexo. A producdo de B-glicosidases foi
relatada, por exemplo, por P. funuculosum (RAMANI et al., 2012), Penicillium purpurogenum
(DHAKE E PATIL, 2005; JEYA et al.,, 2010) e P. citrinum (I-SON et al., 2010).
Adicionalmente, existem relatos de espécies de Penicillium produtoras de endoglucanases
como Penicillium occitanis (CHAABOUNI et al., 2005) e Penicillium pinophilum (POL,
2012). No entanto, ndo existe na literatura nenhum relato sobre a producao de celulases pelo
fungo P. miczysnkii, bem como de nenhuma outra enzima.

A estrutura que caracteriza as espécies do género Penicillium é o conidiéforo, que se
apresenta sob a forma de um pincel (Figura 4). Da morfologia desta estrutura, deriva o nome
do género (do latim Penicillus, “pincel pequeno”). Os conidios se apresentam em cadeias e
sdo originados a partir de uma célula especializada: a fidlide. O conidiéforo estd unido ao
micélio por meio da estipe. As células que dao suporte as fidlides denominam-se métulas e as
que conferem suporte as métulas, quando presentes, denominam-se rama. Estas ramas surgem

a partir da estipe, porém podem surgir a partir de outras ramas.



35

Figura 4. Representacdo de um conidioforo hipotético encontrado em espécies de Penicillium
(TZEAN et al., 1994).

As informacdes acerca de P. miczynskii sdo escassas em relacdo a outras espécies do
género Penicillium. Este fungo ¢ ubiquo na natureza, porém seu isolamento ¢ raro, estando
especialmente associado a uma grande variedade de alimentos, assim como ao solo (PITT,
2000).

Quando cultivado em meio Czapeck (CYA), P. miczysnkii apresenta colOnias
tipicamente medindo de 25-35 mm de diametro, sulcadas ou rugosas. O micélio aéreo
geralmente apresenta a coloragdo amarelo tom pastel ou brilhante, enquanto que micélio
reverso apresenta-se amarelo vivo ou alaranjado, raramente amarelo esverdeado ou palido
(figura 5 A).

Quando cultivado em agar extrato de malte (MEA), mede tipicamente de 25-35 mm
de diametro, sendo as coldnias sulcadas ou planas. Apresenta micélio aéreo branco ou amarelo
palido, enquanto o micélio reverso se apresenta na coloracdo verde, bege ou acastanhada
(Figura 5 B). A germinagao ocorre a partir de 5 °C e o crescimento nao ¢ verificado a 37 °C.
Essa espécie produz importantes micotoxinas como a citrinina e citreoviridia, sendo relevante

quando ocorre a contamina¢do em alimentos (PITT, 2000).
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Figura 5. P. miczynskii. Colonias crescidas em CYA (A) e MEA (B) a 25 °C, por sete dias.
Conidioéforos (C e D) e conidios (E e F). (Adaptado de TZEAN et al., 1994; PITT, 2000).
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4. Material e Métodos

Os materiais ¢ métodos especificos utilizados estdo descritos no capitulo

correspondente ao artigo cientifico.
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5. Resultados

Os resultados estao descritos no capitulo correspondente ao artigo cientifico descrito
na sec¢ao a seguir.
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Capitulo 1

p—Glucosidase Production by Penicillium miczynskii growing in pineapple peel

and its Biochemical Characterization

Manuscrito submetido para publicacdo na revista Biomass & Bioenergy, a qual

apresenta Qualis CAPES Al.
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Abstract

Abstract

B-Glucosidases have a great potential to be used in various biotechnological processes, such as in food and feed
industries, biomass hydrolysis for bioethanol production and its use to enhance the flavor of wine, tea and fruit
juice. This work describes the B-glucosidase production by Penicillium miczynskii. The effect of pH, time and
condition of cultivation, temperature, different carbon sources and concentration of the selected agro industrial
waste on extracellular B-glucosidase production was studied in submerged fermentation. Additionally, the
enzyme produced was biochemically characterized. The best conditions for P. miczynskii B-glucosidase
production were 3% pineapple peel as carbon source, under stationary condition, for 9 days, pH 5.5 and
temperature of 20 °C, achieving to 2.82 U/mL. The enzyme showed best activity on pH 4.5-5.0, at 65 °C. It was
stable at 55 °C and 60 °C, with a half-life of 50 and 40 min, respectively. The B-glucosidase was slight activated
in the presence of p-mercaptoethanol, Ca*" and Co®" and strongly inhibited by SDS, Zn>" and Hg*". Also, sodium
citrate, NH*" and Ba®" were able to inhibit this enzyme, especially at 10 mM concentration. The article provides a
novel B-glucosidase which presents favorable industrial properties, such as its production in pineapple waste, an

inexpensive and abundant agro-industrial residue, and high hydrolysis activity at elevated temperatures.

Keywords: filamentous fungi, submerged culture, agricultural wastes, cellulolytic enzymes
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1. Introduction

Biofuel technology is now globally considered as the promising technology to replace fossil fuels.
Lignocellulosic biomass from forestry, agriculture and municipal sources are abundant, inexpensive and
potential feedstock for bioenergy production. To initiate the lignocellulosic energy production, saccharification
of cellulosic biomass is essential [1,2]. Bioconversion of lignocellulosic residues is initiated primarily by
microorganisms such as fungi and bacteria, which are able of degrading these wastes. In filamentous fungi,
cellulases include endoglucanases (EC 3.2.1.4), cellobiohydrolases (3.2.1.91) and B-glucosidases (3.2.1.21),
which efficiently act on cellulolytic wastes in a synergistic manner [3].

B-Glucosidases hydrolyze soluble cellobiose into two molecules of glucose. This enzyme has been
isolated from many fungal species including ascomycetes and basidiomycetes [3,4]. Industrial applications of -
glucosidases including paper, food and feed industries, oligosaccharides synthesis and its use to enhance the
flavor of wine, tea and fruit juice [5,6].

The major limitation for a broader applicability of industrial cellulases is its high cost. The successful
strategy to produce these enzymes can be achieved through microorganism selection, since there are a variety of
enzymes produced by fungi. Other strategies include screenings using different lignocellulosic materials like
agro-industrial wastes and the improvement of fermentation process conditions [6-8].

Pineapple waste is a by-product of the processing industry and consists of residual pulp and peels. This
lignocellulosic material still retains a considerable amount of soluble sugars, as well as high fiber and low
protein content [9,10]. A high volume of agro-industrial waste is produced in Brazil due to its high agricultural
activity. This country is the largest pineapple producer in the world, reaching a volume of 2.205.590 tons in
2010. As a consequence, a large quantity of pineapple waste is generated. Like many other agro-industrial by-
products, pineapple waste has low commercial value and its deposition on a large scale can results in a serious
environmental problem. In many research centers, there have been growing efforts to find alternative uses for the
organic material generated by the agriculture and the industry [9,11,12].

Penicillium miczynskii is of widespread distribution. It has been isolated from a variety of foodstuffs as
well as from soil [13]. Although B-glucosidase from different fungal species has already been characterized,
there are no reports about the f-glucosidase produced by this species. The aims of this study were to investigate
the influence of the chemical-physical parameters on B-glucosidase production by P miczynskii and

biochemically characterize the produced enzymes.
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2. Material and methods

2.1 Fungal strains and culture conditions

P. miczynskii used in this investigation was isolated from the natural Amazon forest on Ecologic Station
Juréia-Itatins, located in Sdo Paulo State, Brazil. The strain belongs to the Culture Collection of the
Environmental Studies Center - CES/UNESP, Brazil. The fungus was grown on Vogel’s solid medium [14]
containing 1.5% (m/v) glucose and 1.5% (m/v) agar, at 28 °C, during 7 days for conidia production. Submerged
fermentation was prepared in 125 ml flasks containing 25 ml of the Vogel liquid medium, pH 6.5 and inoculated
with 1.0 ml spore suspension (1.0 x 107 spores/mL) to each flask. The cultures were incubated at different
conditions as indicated subsequently. After incubation, cultures were filtered by vacuum. The filtrate was
assayed for extracellular activity and protein. The mycelium was frozen and macerated with sand in Mcllvane
buffer pH 5.0. The slurry was centrifuged at 3.900 x g, for 15 minutes and the supernatant was used as an
intracellular protein source. All experiments were carried out in duplicate to verify the reproducibility and the

results are presented through mean values.

2.2 Enzyme and protein assay

B-glucosidase activity was determined by measuring the amount of p-nitrophenol released from p-
nitrophenyl-f-D-glucopyranoside (pNPG) at 405 nm. A 0.2 mL solution of 5 mM pNPG was preincubated for 5
min in Mcllvane buffer pH 5.0, at 50 °C. For this solution, 0.3 mL of the properly diluted enzyme sample was
added. After an appropriate period, the enzymatic activity was stopped by adding 2 mL of 2 M Na,COj; solution.
One unit of enzyme activity was defined as the enzyme amount that releases 1 micromole of p-nitrophenol per
mL, per minute of reaction. Specific activity was expressed as unit per milligram of protein. All enzyme assays
were performed at least three times and results are present through the mean values.

Protein concentrations were determined by modified Bradford method [15] with reference to a standard

calibration curve for bovine serum albumin.

2.3 Culture conditions for -glucosidase production
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2.3.1 Enzyme production on different agro-industrial wastes

Enzyme induction was studied with different substrates as sole carbon source 1% (w/v) in Vogel’s
medium, incubated for 10 days, at 28 °C, under stationary condition. The humid wastes were washed and dried
in the oven at 60 °C for 3 days. After the agro-industrial waste that induced the highest enzyme level has been

selected, some concentrations of this carbon source were evaluated from 0.5% to 3.5% (w/v).

2.3.2 Effect of culture conditions, initial pH and temperature on B-glucosidase production

The incubation period influence on B-glucosidase production was evaluated in standing culture for 12
days and under shaking culture (120 rpm) for 8 days. The effect of initial pH on the enzyme production was

evaluated from 3.0 to 9.0 and the temperature influence was verified from 20 °C to 35 °C.

2.4 Enzyme characterization

2.4.1 Optimum pH and temperature -glucosidase activity

The optimum temperature for enzyme activity was determined by monitoring enzyme activity at several
temperatures from 35 °C to 75 °C, in Mcllvaine buffer pH 5.0. To determine the optimum pH, the B-glucosidase
activity was assayed in different pH values using Mcllvane buffer from pH 3.0 to 7.0, in the optimum

temperature.

2.4.2 B-glucosidase stability at different temperature and pH

Temperature stability was measured by incubating the enzyme at the predetermined optimal pH value
for different periods, at temperatures from 55 °C to 70 °C. Following incubation, the enzyme solution was frozen
and the remaining activity was determined. For pH stability assays, the crude filtered was diluted (1:2 v/v) in
Mcllvane buffer for pH range from 3.0 to 7.0. The samples were incubated at 4 °C for 24 h. After this period, the

B-glucosidase activity was assayed under optimal conditions and the residual activity was determined.
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2.4.3 Effect of metals and substances

The B-glucosidase activity was investigated against some metallic ions and other substances, at final
concentrations of 2 mM and 10 mM. The enzyme assay was performed in optimal conditions and the relative
activities were expressed as a percentage against the control. The data obtained were submitted to statistical

analysis by Student’s t-test at a significance level of 5% (p< 0.05).

3. Results and Discussion

3.1 Influence of the carbon source on -glucosidase production and its concentration

The use of lignocellulosic wastes as carbon source in the growth medium would reduce the costs of
enzyme production. B-Glucosidase production by P. miczynskii using different agro-industrial wastes is shown in
Table 1. The carbon source that induced the highest enzymatic activity and fungal growth was pineapple peel,
corresponding to 1.01 U/mL and 0.24 mg protein, respectively. P. miczynskii was also able to produce B -
glucosidase in the presence of apple peel and orange peel, showing a production of 0.27 U/mL and 0.25 U/mL,
respectively. According to Matos and Reinhardt [16], the increase in fruit pulp consumption generates a high
production of fruit processing wastes that can be processed into higher added value products. The use of
pineapple peel to produce B-glucosidase has been shown to be promising in Brazil, since nowadays this country
is the major pineapple producer [10,16].

In the presence of wheat bran, passion bagasse and soybean peel, low levels of enzyme activity were
verified, when compared to the cultures with pineapple peel. Enzyme activity was not detected when malt
bagasse, sugar cane bagasse, corn cob, rice peel, sugar-cane straw or corn straw were used as carbon sources.
Wastes such as wheat bran, sugar cane bagasse rice husk and maize straw have been shown as appropriate
inducers for B-glucosidase production in other filamentous fungi [17-21]. Gao et al. [22] reported the use of corn
stover in addition of wheat bran to [B-glucosidases production by Fusarium proliferatum. Differences in
composition, as well differences in accessibility of the substrates by P. miczynskii, can have resulted in distinct
production levels among the agro-industrial residues evaluated in this study.

The most efficient concentration of pineapple peel to induce P. miczynskii B-glucosidase production and

fungal growth was 3% (1.99 U/mL) and 2.5% (1.04 mg protein), respectively (Table 2). Folakemi et al. [23]
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verified that 5% of the same substrate induced high level of cellulases by Trichoderma longibrachiatum and
Saccharomyces cereviseae. On the other hand, Azzaz et al. [24] reported the use of wheat straw at a

concentration of 20% (w/v) to induce cellulose production by an Aspergillus niger strain (0.076 U/mL).

3.2 Effects of culture conditions on [-glucosidase production

The capacity of microorganisms to produce enzymes is influenced by environmental conditions such as
temperature, pH, agitation and period of growth. For this reason, optimization of these parameters is important to
develop the process. In standing culture, with pineapple peel as carbon source, the highest extracellular -
glucosidase production in unit per volume was obtained in 9-day-old cultures (1.07 U/mL) (Fig. la). The
maximal fungal growth was observed in 9™ and 10" days, corresponding to 1.01 and 1.09 mg of protein (not
shown). In shaking condition (Fig. 1b), the maximal activity in units per volume was achieved in 6-day-old
cultures (0.68 U/mL). P miczynskii showed maximum growth, measuring by intracellular protein, on the 9" and
10™ day in stationary condition and the 5™ and 6™ day in shaking culture (not shown). According to Papagianni
and Mattey [25], the mycelial morphology control in fermentation is often a prerequisite for industrial
application.

Macroscopic morphology examination of the P. miczynskii in stationary and shaking conditions
revealed that, in the first case, the hyphae formed a freely dispersed mycelium, whereas in the second case,
pellets were produced. According to Braun and Vecht-Lifshitz [26], for producing fungal metabolites the
morphology varies from one product to another. In some processes, free mycelia are required for increased
productivities, as in the current work [26,27]. For this reason, the subsequent experiments were carried out under
stationary condition.

Temperature and pH are directly related to growth behavior and development of the fungal mycelium,
as well as in the B-glucosidase production. The influence of pH on B-glucosidase production is showed in Fig.
2a. B-Glucosidase production was verified in all initial pH evaluated. The highest activity in units per volume
was observed in two major peaks at initial pH from 4.5 to 5.5 and from 6.5 to 7.0. Dhake and Patil [28] verified
an optimum initial pH value at pH 5.5 for Penicillium purpurogenum B-glucosidase production, while Ang et al.
[29] reported high level of Paecilomyces variotii B-glucosidase within the pH range of 5.0 to 9.0. P. miczynskii
could grow in media with initial pH between 3.0 and 9.0, with maximal growth at 7.5 (0.73 mg of protein) and
8.5 (0.64 mg of protein) (not shown). This result indicates the alkaline nature of this fungus.

The effect of temperature on B-glucosidase production by P. miczynskii is presented in Fig. 2b. The
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maximum value of B-glucosidase production was verified at 20 °C, corresponding to 2.82 U/mL while the
highest specific activity was obtained at 25 °C, corresponding to 39.02 U/mg of protein. However, other authors
determined the best temperature range for filamentous fungi B-glucosidase production between 30 °C and 45 °C
[23,30]. The highest growth was verified at 20 °C (0.42 mg of protein), while at 35 °C P. miczynskii growth was
not detected (not shown). The optimum temperature for B-glucosidase production was similar to the optimum
temperature for the growth of the fungus, corresponding to the environmental temperature which it was initially
isolated. This observation was in accordance with those reported by Knob and Carmona [31] studying (-

xylosidase production by Penicillium sclerotiorum.

3.3 Biochemical properties of P. miczynskii B-glucosidase

B-Glucosidase from P miczynskii showed maximal activity at 65 °C (Fig. 3a). Similar B-glucosidases
optimum temperatures from 50 °C to 65 °C have been reported from several fungi, such as Penicillium
Sfunuculosum [32], Penicillium purpurogenum [28] and Aspergillus sp. [33]. Besides, other fungal B-glucosidases
presented maximal temperature activity at 70 °C [34,35]. This study showed that the best pH for B-glucosidase
activity was around at pH 4.5-5.0 (Fig. 3b), which is similar to that reported for the B-glucosidase from
Diaporthe (Phomopsis) helianthi [36], Aspergillus awamori [37] and T. aurantiacus [21].

The stability of enzymes remains a critical aspect for its biotechnological applications. For this reason,
thermal and pH stability of B-glucosidase produced by P. miczynskii were investigated. The enzymatic
preparation was incubated without substrate at 55 °C, 60 °C, 65 °C and 70 °C (Fig. 4a). P. miczynskii B-
glucosidase was stable at 55 °C and 60 °C, showing the half-life (T;,) values of 50 min and 40 min, respectively.
P. miczynskii B-glucosidase was more stable than those produced by Aspergillus awamori, which retained 60 %
of its activity after 10 min of incubation at 55 °C [37]. Conversely, Chodi et al. [38] verified a B-glucosidase
from Humicola brevis stable at 65 °C, with T, of 5.1 hours.

The B-glucosidase produced by P. miczynskii maintained its stability in acid and neutral conditions (Fig.
4b). High stability (around 80%) was observed at pH 7.0 and 4.5, while at pH 3.5, 4.0, 6.0 and 6.5 more than
60% of its residual activity was verified. Low residual activity (less than 40%) was observed at pH 3.0 and 5.0.
Aspergillus fumigatus B-glucosidase remained stable in pH ranging from 4.0 to 7.0 [39], while B-glucosidase
from Melanocarpus sp. exhibited pH stability between 5.0 and 6.0 [40].

In order to verify the effect of substances on B-glucosidase activities, the crude filtrate was incubated in the

presence of several metallic ions, sodium dodecylsufate (SDS), tetrasodium ethylenediaminetetraacetate (EDTA)
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and -mercaptoethanol, at 2 mM and 10 mM concentrations (Table 3). The chelating agent EDTA inhibited -
glucosidase activity, indicating that this enzyme is a metalloprotein and requires metal ions for your action. Hg*',
Mg*" and Zn®>" were strong inhibitors of B-glucosidase activity, while sodium citrate, Cu®*, Mn*", NH," and Ba**
had a moderate inhibitory effect on the enzyme. Likewise, Humicola grisea, Aspergillus oryzeae and Monascus
purpureus B-glucosidase were inhibited by some of these elements [41-43]. The inhibition by Hg*" indicates the
presence of thiol groups of cysteine residues in B-glucosidase active sites or around them. B-Glucosidase activity
retained less than 50% of its initial activity in the presence of SDS, indicating the relevance of hydrophobic
interactions to maintenance of native structure.

B-Glucosidase showed enhanced activity in the presence of reducing agent f-mercaptoethanol which can be
explained by preventing the oxidation of sulfidryl groups. Slight activation by Ca”" and Co®" observed may be

explained due to the enzyme structure stabilization by this ion. Similarly, Daldinia eschscholzii B-glucosidase

was activated in the presence of Ca*" and Co®" [44].
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4. Concluding remarks

In this study, a P. miczynskii strain was able to produce high levels of B-glucosidase using pineapple
peel as substrate. Large amounts of this agro-industrial waste, that is a by-product of pulp industries, is
generated and accumulated over the years. The use of pineapple peel for B-glucosidase production can decrease
the deposition of this waste on the environment and add value to this residue. Additionally, B-glucosidase
production cost can be substantially reduced. A new B-glucosidase produced by P. miczynskii was able to act in
high temperatures and acid pH, and it was stable in a wide pH range. These characteristics allow its application
in a wide field of biotechnological processes such as additives in cellulose-based feeds, release of aromatic

compounds from glycosidic precursors present in fruit juices, musts and wines and bioethanol production [5].
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Figure captions

Fig. 1- Time-course of B-glucosidase production by P. miczynskii in stationary (a) and shaking condition (b).
Culture conditions: Vogel medium with pineapple peel 1% (w/v), at 28 °C and pH 6.5. (m) B-glucosidase activity

(U/mL), (@) specific B-glucosidase activity (U/mg of protein).

Fig. 2- Effect of initial pH on B-glucosidase production by P. miczynskii (a) (m) B-glucosidase activity (U/mL),
(m) specific B-glucosidase activity (U/mg of protein). Effect of temperature on p-glucosidase production by P.
miczynskii. (m) B-glucosidase activity (U/mL), (m) specific B-glucosidase activity (U/mg of protein). Culture
conditions: Vogel medium with 3% pineapple peel (w/v) under stationary condition for 9 days at 28 °C (a) and

pH 5.5 (b).

Fig. 3 - Influence of temperature (a) and pH (b) on B-glucosidase activity from P. miczynskii. Culture condition:
Vogel medium with 3% pineapple peel (w/v) under stationary condition for 9 days, pH 5.5 at 20 °C. B-
glucosidase activity was assayed with Mcllvaine buffer pH 5.0 (a) and with Mcllvaine buffer from pH 3.0 to 7.0,

at 65 °C (b).

Fig. 4 - Thermal (a) and pH (b) stability of B-glucosidase activity from P. miczynskii. (a) The enzymatic
preparation was incubated at (m) 55, (@) 60, (A) 65 and (¢) 70 °C without substrate. (b) The enzymatic
preparation was incubated without substrate with Mcllvaine buffer from pH 3.0 to 7.0 at 4 °C for 24 h. In both

assays, the residual B-glucosidase activity was assayed with Mcllvaine buffer, pH 5.0 at 65 °C.
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Table 1: Influence of agro-industrial wastes on -glucosidase production by P. miczynskii

Carbon source

Intracellular protein

Enzymatic activity

Especific activity

(1% w/v) (mg) (U/mL) (U/mg protein)
Wheat bran 0.28+£0.01 0.02+0.00 0.17+0.02
Apple peel 0.51£0.02 0.27 +0.00 6.75+0.51

Malt bagasse 0.11£0.04 ND ND
Passion bagasse 0.41£0.06 0.03 £0.00 1.28 £0.06
Orange peel 0.40 = 0.05 0.25+0.00 5.82+0.21
Pineapple peel 0.24+0.04 1.01 £0.01 35.04 £ 0.86
Sugar-cane bagasse 0.31+0.01 ND ND
Corn cob 0.06 £0.01 ND ND
Rice peel 0.03+£0.01 ND ND
Soybean peel 0.19+0.02 0.01 £0.00 0.13+£0.00
Sugar-cane strow 0.11+0.00 ND ND
Corn straw 0.06 +0.00 ND ND

Average and standard deviation of two cultures. ND: not detectable.



Table 2: Effect of pineapple peel concentration on -glucosidase production by P. miczynskii
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Carbon source

Intracellular protein

Enzymatic activity

Especific activity

(% w/v) (mg) (U/mL) (U/mg protein)
0.5 0.15+0.00 0.06 +0.00 1.08 +£0.06
1.0 0.73 £0.03 0.93 +0.06 7.99+0.36
1.5 0.45+0.02 0.84 +0.06 8.15+1.01
2.0 0.58 £ 0.05 1.42 +0.09 10.96 +1.28
25 1.04 £0.10 1.16 £0.06 8.39+0.27
3.0 0.41£0.03 1.99£0.15 12.41 +£0.83
35 0.90 £ 0.02 1.35+0.10 8.30+0.78

Average and standard deviation of two cultures.



Table 3: Effect of different substances on -glucosidase from P. miczynskii

B-Glucosidase activity (%)

Substance Concentration
2 mM 10 mM

Control 100 100
Cu SO, 67.7+423 62.1+3.5
ZnSO, 38.5+2.5 38.9+3.1
MnSOy, 82.1+3.4 78.8+4.5
BaCl, 78.7+4.8 53.2+43
CaCl, 109.5+2.9 105.7+£2.3
NH,CI 82.3+5.6 50.8+4.3
NaCl 98.0+2.3 834+34
SDS 52.7+23 458+33
MgSO, 472+2.6 441+34
Sodium citrate 70.2+2.0 543+2.5
Co(NO;), 106.8 +£3.3 91.5+2.0
HgCl, 353+1.2 22.1+0.5
Pb(CH;COO0), 97.6+1.8 64.4+4.1
EDTA 69.2+43 66.7+1.1

B-mercaptoethanol 122.6 +4.6 108.4+0.3
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Figure 1
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6. Consideragoes finais

O estudo da produgdo de [-glicosidases pelo fungo P. miczynskii mostra-se
importante, pelo estabelecimento das condigdes Otimas de producdo e determinacdo das
caracteristicas bioquimicas das enzimas produzidas por um micro-organismo até¢ entdo nao
explorado. Além disso, estes estudos fornecem subsidios para trabalhos posteriores de
purificacdo e caracteriza¢do dessas enzimas.

P. miczynskii foi capaz de produzir niveis elevados de f-glicosidases. O residuo
lignoceluldsico que induziu maiores niveis de atividade foi a casca de abacaxi. As melhores
condi¢des estabelecidas para a producdo de B-glicosidases por P. miczynskii foram cultivo
estacionario, durante nove dias em pH 5,5 e 20 °C. A atividade B-glicosidasica presente no
filtrado de cultura apresentou temperatura 6tima de 65 °C, pH o6timo 4,5-5,0 e T}, de 50 e 40
min, a 55 °C e 60 °C, respectivamente. Esta se mostrou estavel em valores de pH 4acidos e
neutros. Dentre as substancias avaliadas, B-mercaptoetanol foi capaz de ativar esta enzima,
assim como Co™ e Ca™. EDTA, Hg"%, Mg™, Zn™, citrato de sodio, Cu™, Mn™, NH; ¢ Ba™
atuaram como inibidores.

A producdo de B-glicosidases por P. miczynskii utilizando a casca de abacaxi como
substrato mostra-se bastante promissora, visto que seus custos de producdo podem ser
reduzidos, viabilizando, desta forma, maior aplicabilidade destas enzimas. Além disso, o
desenvolvimento desta tecnologia de producdo podera ndo s6 agregar valor a este residuo,

bem como diminuir, substancialmente, sua deposi¢ao no meio ambiente.
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