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Resumo

As B-glicosidases microbianas tém recebido grande atencdo nos dltimos anos, em razdo de seu
amplo espectro de aplicacdes biotecnoldgicas, incluindo a producgdo de bioetanol, a liberacao
de aromas em processos vinicolas, na indudstria de sucos, na sintese de oligossacarideos e de
glicoconjugados, entre outras. Neste estudo, a selecdo de fungos filamentosos produtores de
B-glicosidases e de residuos indutores desta enzima foram realizados, sendo testados nove
espécies fungicas e trés residuos agroindustriais: casca de maracujd, casca de café e farelo de
canola. Apés a selecdo, o efeito de diversos parametros fisico-quimicos sobre a produgdo de
B-glicosidases pelos fungos Penicillium verruculosum e Trichoderma viride (os melhores
produtores) foram investigados, empregando-se os residuos de casca de maracuja e farelo de
canola (melhores residuos indutores) como substratos. As B-glicosidases foram caracterizadas
bioquimicamente e o0s extratos enzimdticos obtidos foram empregados no processo de
sacarificacdo da casca de maracujd, no intuito de maximizar a liberagdo de glicose. Os
experimentos foram realizados em Delineamento Central Composto Rotacional aplicdvel a
Metodologia de Superficie de Resposta. A simulagao dos dados foi realizada como ferramenta
auxiliar na obtencdo dos fatores otimos. Dentre as linhagens fungicas avaliadas, P.
verruculosum foi a que produziu os maiores niveis de B-glicosidase, quando cultivada em
presenca da casca de maracujid. Niveis maximos de produgdo foram alcancados em pH
ajustado para 4,2, concentracdo do substrato de 2,9 % e o tempo de cultivo de 8,6 dias,
correspondendo a 8,54 U mL™". Os maiores indices de liberagdo de glicose a partir da hidrolise
da casca de maracujd foram obtidos por meio da aplicacdo do extrato bruto de 7. viride. As
melhores condi¢des de hidrdlise estabelecidas foram 96 horas de incubagdo, temperatura de
60 °C, pH 5,0 e concentracio enzimdtica equivalente a 22,5 U g de substrato. A casca de
maracuja se mostrou uma matéria-prima promissora para producdo de P-glicosidases, bem
como para a produ¢do de mondmeros de glicose através da hidrdlise enzimadtica, além de ser
um material de baixo custo e gerado em grandes quantidades em industrias de sucos.
Adicionalmente, as -glicosidases produzidas por ambos os fungos apresentam propriedades
desejaveis como termoestabilidade e tolerancia a glicose, as quais favorecem suas aplicagdes
em diversos processos industriais.

Palavras-chave: B-glicosidases, casca de maracuja, farelo de canola, fungos filamentosos,
sacarificacao.



Abstract

Microbial B-glucosidases have received great attention in recent years due to its wide
spectrum of biotechnological applications, including the bioethanol production, the aroma
improvement in wine processes and the juice industry, the oligosaccharides and
glycoconjugates synthesis, and others. In this study, selection of filamentous fungi producers
of B-glucosidase and waste inducers of this enzyme was performed, nine fungal species and
three agro-industrial: passion fruit peel, coffee husk and canola meal, waste were tested.
After selection, the effect of various physicochemical parameters on -glucosidase production
by the fungus Penicillium verruculosum and Trichoderma viride was investigated, using
passion fruit peel waste and canola meal as substrates. The B-glucosidases were characterized
biochemically and enzyme extracts were used in the process of passion fruit peel
saccharification, in order to maximize the glucose release. The experiments were carried out
using a central composite rotational design applicable to the response surface methodology.
The simulation data was conducted to assist in obtaining the optimum factors. Among the
evaluated fungal strains, P. verruculosum produced the highest levels of B-glucosidase, when
grown in the passion fruit peel presence. Maximum production levels have been achieved
when the culture medium was adjusted to pH 4.2, the concentration of the substrate was 2.9 %
and the cultivation time was 8.6 days, corresponding to 8.54 U ml"'. The highest rates of
glucose release from the passion fruit peel hydrolysis were obtained by applying the T. viride
crude extract. The best hydrolysis conditions were established as 96 hours of incubation, at 60
°C, pH 5.0 and enzyme concentration equivalent to 22.5 U g of substrate. The passion fruit
peel is shown a promising raw material for the production of B-glucosidases as well for the
glucose production by enzymatic hydrolysis due to be a low cost material and generated in
large quantities in juice industries. In addition, the B-glucosidases produced by both fungi
show interesting properties, such as thermostability and glucose tolerance, which favors their
applications in various industrial processes.

Key-words: [-glucosidase, passion fruit peel, canola meal, filamentous fungi,
saccharification.
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1. INTRODUCAO

A sociedade mundial enfrenta um grave problema de esgotamento dos recursos
energéticos baseados em fontes nao renovdveis. Em contrapartida, o consumo de energia
cresce progressivamente. O uso de combustiveis fosseis leva ao aumento de gases poluentes
na atmosfera, conduzindo a mudancas no clima global. Assim, uma das alternativas para essa
questdo € o uso de fontes renovaveis de energia (SANCHEZ; CARDONA, 2008), destacando-
se a producdo de etanol a partir de fontes celuldsicas ou amil4ceas.

Os recursos renovéveis mais abundantes do planeta sdo os residuos agroindustriais,
gerados em grandes quantidades durante o ano todo, os quais sdo originados durante o
processamento industrial dos produtos agricolas. Devido a sua ampla disponibilidade e rica
composi¢cdo, estes materiais tém grande potencial para utilizacdo em processos de
aproveitamento de residuos, como matéria-prima de baixo custo, gerando expressivos ganhos
ambientais e econdmicos (BHATIA et al., 2012).

Dentro deste contexto, um dos setores promissores para utilizacdo de residuos
agroindustriais € a producdo de enzimas e a hidrélise enzimética destes materiais para
producdo de biocombustiveis e outros quimicos de interesse industrial. De acordo com Castro
e Castro (2012), o Brasil apresenta potencial para se tornar um grande gerador de produtos
biotecnoldgicos, devido a sua grande diversidade e suas caracteristicas ambientais, as quais
proporcionam a obten¢do de uma ampla variedade de residuos agroindustriais.

Dentre as enzimas envolvidas no processo de hidrélise da biomassa, as celulases tém
sido as mais investigadas. Estas enzimas sdo classificadas de acordo com seu modo de acdo
em endoglucanases, exoglucanases e [3-glicosidases. As enzimas celuloliticas possuem
diversas aplicagdes biotecnoldgicas, nos mais variados segmentos, porém seu custo de
producdo ainda é elevado. Por esta razdo, a procura por novas formas de se produzir estas
enzimas € bastante promissora, sendo particularmente interessante o uso de novos micro-
organismos e de residuos agroindustriais como fontes de carbono, no intuito de reduzir os
custos de producdo, bem como os impactos ambientais causados pela disposi¢ao inadequada
destes materiais (CHAUVE et al., 2010)

No processo de degradacdo de materiais lignocelulésicos, as P-glicosidases sdo
consideradas as enzimas limitantes. As B-glicosidases sdo responsdveis pela catdlise da dltima
etapa para liberacdo da glicose e, por esta razdo, regulam a atividade das endoglucanases e

exoglucanases (SINGHANIA et al., 2013). Atualmente, grande parte da producdo das [-
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glicosidases € realizada com o emprego de fungos filamentosos, uma vez que sdo eficientes
em secretar as enzimas hidroliticas diretamente no meio de cultivo, facilitando a sua
recuperagdo (POLIZELI et al., 2005).

Diante do exposto acima, o objetivo deste estudo foi selecionar fungos com alta
produtividade de [B-glicosidases, estabelecer os pardmetros fisico-quimicos 6timos para a
producdo desta enzima por Penicillium verruculosum e Trichoderma viride, cultivados em
residuos agroindustriais. E por meio do uso dos extratos brutos produzidos por estes fungos, o
processo de hidrélise enzimética da casca de maracuja foi otimizado, no intuito de maximizar
a liberacdo de glicose. Adicionalmente, as B-glicosidases produzidas foram caracterizadas

bioquimicamente.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi selecionar fungos filamentosos produtores de B-
glicosidases, estabelecer as melhores condigdes fisico-quimicas para a producdo destas
enzimas, bem como caracterizd-las bioquimicamente. Adicionalmente, a aplicacdo das

enzimas produzidas no processo de hidrélise da biomassa foi avaliada.

2.2 Objetivos Especificos

1. Selecionar fungos filamentosos com potencial para a produgdo de B-glicosidades,
empregando-se a casca de maracuja e o farelo de canola como fontes de carbono;

2. Estabelecer os parametros fisico-quimicos Otimos para a producdo de B-
glicosidases pelos fungos selecionados, utilizando o delineamento central composto rotacional
aplicavel a metodologia de superficie de resposta;

3. Determinar o pH e a temperatura 6timos da atividade enzimdtica, bem como
verificar a estabilidade das -glicosidases frente a temperatura e ao pH;

4. Avaliar o efeito de fons metdlicos e de outras substancias, assim como da glicose
sobre a atividade das enzimas produzidas;

5. Estabelecer as melhores condi¢des de hidrélise enzimatica da casca de maracuja,
por meio do uso do delineamento central composto rotacional aplicdvel a metodologia de

superficie de resposta.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Matérias-Primas Lignoceluldsicas

O interesse na utilizacdo de residuos lignocelulésicos tem aumentado
consideravelmente nas ultimas décadas, por serem recursos renovaveis, gerados em grandes
propor¢des, apresentando, desta forma, grande potencial como alternativa para geracdo de
energia. Nos ultimos anos, um avanco significativo na drea de biotecnologia destes materiais
foi observado, sendo este impulsionado pela economia mundial, pela limitada fonte de energia
fossil, bem como pela preocupacdo em se utilizar fontes de energia mais limpas (IQBAL et
al., 2013). Porém, o maior desafio ainda € desenvolver tecnologias capazes de converter a
biomassa em acucares fermentdveis a um custo rentdvel e competitivo com as tecnologias de
producdo convencionais de etanol. No entanto, esta eficiéncia e rentabilidade € dificil de ser
atingida pela estrutura e composicdo da biomassa lignoceluldsica, que requer tanto
tratamentos complexos, quanto alto consumo de energia, que resulta em aumento do custo
(SANCHEZ; CARDONA, 2008).

Os materiais lignoceluldsicos sdo formados por trés tipos principais de moléculas: a
celulose, a hemicelulose e a lignina, as quais compdem a parede vegetal, tendo esta ultima
func¢do estrutural e de protecdo (SWEENEY; XU, 2012; BHATIA et al., 2012). A estrutura
quimica da parede celular vegetal estd representada na Figura 1. A celulose € um polimero de
unidades glicosidicas, que estabelecem interacdes fisico-quimicas com a lignina e
hemicelulose. Este polissacarideo é formado por longas microfibrilas, que interagem por meio
de ligacdes de hidrogénio e forcas de van der Waals, resultando em numerosos agregados
cristalinos (GLAZER; NIKAIDO, 2007; SANCHEZ, 2009). Em escala nanométrica, as
microfibrilas estdo congregadas em uma rede polimérica de hemicelulose, pectina e lignina, o
que explica, em parte, a recalcitrancia da biomassa frente a degradacdo (YARBROUGH et al.,
2009). As redes de microfibrilas celuldsicas denominam-se macrofibrilas, as quais estdo
organizadas em lamelas para formar uma estrutura fibrosa de muitas camadas na parede
celular vegetal (GLAZER; NIKAIDO, 2007). Desta forma, a biomassa celulésica possui
dominios cristalinos separados por regides menos ordenadas (regides amorfas), sendo estas
ultimas os pontos estratégicos para inicio da hidrdlise, visto serem mais acessiveis as enzimas.
Contrariamente, a estrutura cristalina da celulose confere resisténcia a hidrélise quimica e
enzimatica, pois as cadeias de celodextrinas estdo rigorosamente organizadas (ADSUL et al.,

2011).
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Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura quimica das principais moléculas da parede celular vegetal.
Fonte: Adaptado de Kowsari (2014).

A formacdo de fibrilas na parede celular vegetal estd representada na Figura 2, onde
sdo necessdrias pelo menos trés tipos de celulose sintases, as quais se organizam em forma de
rosetas 6x6 para montar as microfibrilas. Assim, cada roseta sintetiza 36 cadeias de fibrilas
elementares de celulose (YANG et al., 2011).

A hemicelulose é o segundo polissacarideo mais abundante da natureza, logo depois
da celulose (LUO et al., 2012). Esses polissacarideos sdo heteropolimeros de cadeias curtas
altamente ramificadas, formados principalmente por xilose, glicose, manose, galactose,
arabinose e dcido urdnico. Sao comumente chamados de xilanos, galactanos ou mananos,
dependendo do actcar predominante na sua estrutura. Os carbonos 5 e 6 dos acticares sdo
unidos por meio de ligacdes glicosidicas f—1,3; f—1,6 e f—1,4 e frequentemente apresentam-
se acetilados formando uma estrutura solta, hidrofilica, promovendo a adesdo entre a celulose
e a lignina (ADSUL et al., 2011). Como a hemicelulose possui moléculas de acticares, estas
podem agir como regides de reconhecimento para os microrganismos iniciarem a degradacao

dos residuos hemicelulésicos (ROWELL, 2012).
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Figura 2. Modelo esquematico da formacao de fibrilas na parede celular de uma célula vegetal. Fonte: Adaptado
de Yang et al. (2011).

Membrana plasmatica

Microttibulos

Ja a lignina € um polimero complexo formado especialmente por unidades de 4-
hidroxifenilpropanéides derivados de trés principais dlcoois, a saber, moligndéis p-cumaril,
coniferil e sinapil, bem como por suas formas acetiladas mais recentemente descritas (RALPH
et al., 2004, LIU, 2012). Na biomassa lignocelulésica também estao presentes, em menores
concentracdes, outras substancias como proteinas, 6leos, dcidos graxos, terpenos, ésteres e

substancias inorganicas (LANGE, 2007).

3.2 Residuos Agroindustriais

Com o aumento da expansdo das atividades agroindustriais, grandes quantidades de
residuos lignocelulésicos tém sido gerados anualmente no mundo todo (SANCHEZ, 2009). A
disposicdo destes residuos causa sérios problemas ambientais. Em adi¢do, culmina na perda
de substincias de valor agregado (MUSSATO; TEIXEIRA, 2010). Estes materiais
potencialmente valorosos foram tratados apenas como residuos por muitos paises no passado
e atualmente por alguns paises em desenvolvimento, sendo dispostos muitas vezes no

ambiente sem o devido tratamento (PALACIOS-ORUETA et al., 2005; DASHTBAN et al.,
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2009). Desta forma, os residuos industriais e agricolas constituem uma das principais fontes
de polui¢do ambiental. Segundo Sharada et al. (2013), o aproveitamento destes materiais em
processos de reutilizacdo pode contribuir para minimizar a contaminacdo pela disposicao
inadequada destes materiais.

A biomassa lignoceluldsica como os residuos agricolas, os florestais, os de papel e os
industriais, pode ser utilizada como fonte alternativa para a producdo de etanol, em
substituicdo as matérias-primas convencionais (KOJIMA et al., 2013). Na Tabela 1, a
composi¢cao de alguns materiais lignoceluldsicos com potencial uso para geragdo de energia

esta demonstrada.

Tabela 1. Composicao de alguns tipos de biomassa lignocelulésica em %.

Matéria-prima Hemicelulose Celulose Lignina QOutros
Residuos agricolas 25-50 37-50 5-15 12-16
Madeira de lei 25-40 45-47 20-25 0,80
Madeira de conifera 25-29 40-45 30-60 0,50
Residuos de inddstria de 12-20 50-70 6-10 -
papel e celulose

Jornal 25-40 40-55 18-30 -
Gramineas 30-35 40-45 12 -
Bagaco de cana-de-agucar 25 42 20 -
Espiga de milho 35 45 15 -
Palha de milho 26 38 19 -
Palha de arroz 24 32,1 18 -
Palha de trigo 26-32 29-35 16-21 -
Residuos de Banana 14,80 13,20 14 -
Casca de nozes 25-30 25-30 30-40 -
Sorgo 27 45 21 -

Fonte: Adaptado de Limayem; Ricke (2012); Igbal et al. (2013).

Outra vantagem da utilizacdo de residuos lignoceluldsicos para a producdo de
acucares fermentdveis é evitar a competicdo com os alimentos, pois a producdo de etanol a
partir de produtos alimenticios como cana-de-acucar, milho e outras culturas ¢ uma grande
preocupacao atual (BHATIA et al., 2012). No entanto, a produg@o de biocombustiveis ndo € a
Unica alternativa de uso da biomassa lignoceluldsica. Esta também pode ser utilizada para
producdo de diversas enzimas lignoceluloliticas; quimicos como glicose, xilose, manose,
galactose, dcido acético; compostos fendlicos; na industria de papel e celulose; racdo animal,
entre outros (IQBAL et al., 2013).

O Brasil apresenta grande potencial para ser considerado o maior produtor de

produtos biotecnoldgicos, devido a suas caracteristicas ambientais e a sua biodiversidade, uma
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vez que gera grandes quantidades de biomassa residual derivada de sua enorme producao
agricola (CASTRO; CASTRO, 2012). Recentemente, Castro e Castro (2012) realizaram um
estudo através de georeferenciamento para estimar o potencial brasileiro em relacdo a
producdo das principais enzimas de interesse industrial como amilases, lipases, xilanases e
celulases, a partir de residuos agroindustriais. Os resultados sugerem que a produgdo pode
alcancar quantidades suficientes para suprir o mercado interno e até mesmo o mundial. A
Figura 3 apresenta o potencial de producdo de celulases levantado por meio deste estudo,
sendo os estados de Amapad e Sao Paulo os estados que poderiam produzir a menor e a maior
quantidade de preparagdes enzimdticas, respectivamente. Outros estados com potencial para a
producdo de celulases seriam Goids, Minas Gerais, Parand e Rio grande do Sul. Porém, a
producdo das celulases € incerta, visto que o setor de producido de biocombustiveis, o setor
mais promissor para uso das celulases, ainda estd em processo de aperfeicoamento das

tecnologias a serem utilizadas.

Potential Production
Range (1)
1.7x10°-75x 10*
1.2x10°-1.6x10°
21 x10°-26x10°
43x10°-96x10°
1.2x10°-1.5x 10"

Figura 3. Mapa do Brasil apresentando o potencial para produgdo de celulases por residuos agroindustriais.
Fonte: Castro; Castro (2012).

Atualmente, muitas pesquisas veem sendo realizadas sobre a hidrélise enzimética de
diversos materiais lignoceluldsicos por celulases bacterianas e fungicas, como residuo de 6leo
de abdbora, pé de serra, residuos de abacaxi, residuos de laranja, bagaco de cana, farelo de
arroz, palha do arroz, farelo de trigo, residuos de vinagre, residuos de mandioca, palha de
milho, palha de trigo, palha de arroz, soja, algodao, sabugo de milho, grama verde, capim

seco, palha de aveia, biomassa de dendé, casca de banana, residuo da fabricacdo de malte,
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residuos de corte de vinho de uva, silagem de sorgo doce, casca de soja, residuos da producao

de ch4, residuos da producao de uva, grama, entre outros (SHARADA et al., 2013).

3.2.1 Residuos de Maracuja

Além da producdo de cereais e outros produtos agricolas de grande importancia para
a exportacdo como café, aguicar, dlcool, soja e tabaco, a producdo de frutas é um grande setor
do mercado brasileiro. O pais € o terceiro produtor mundial com 41,2 milhdes de toneladas de
frutas produzidas em 2005. Atualmente, existe uma demanda crescente por suco e polpa
especialmente de abacaxi, maracujd, manga e banana, os quais sdo responsaveis pela maioria
das exportacdes neste setor (BRASIL, 2009).

O Brasil € o maior produtor mundial de maracujd, tendo produzido 923,035
toneladas em 2011, com uma érea total de 61,631 ha. O estado da Bahia é o maior produtor
com uma drea de 29,885 ha, apresentando uma producdo de 410,078 toneladas em 2011,
seguido pelos estados de Ceard (180,692 toneladas) e Espirito Santo (52,703 toneladas). O
estado do Parand é o 11° produtor com uma producao de 15,640 toneladas (IBGE, 2011).

O maracuja ou maracuja azedo (Passiflora edulis Sims) nativo do Brasil € um fruto
tipico de regides quentes. Desta forma, as maiores regides produtoras de maracujd sio as
regides norte e nordeste, as quais apresentam taxas elevadas de produtividade e uma grande
demanda no mercado para consumo in natura e para o uso industrial, despertando, assim, o
interesse dos produtores (MADUREIRA et al., 2012). O maior consumo de maracujd € pelas
inddstrias alimenticias para processamento do fruto para fabricacdo de sucos, sendo geradas
nesse processo em torno de 65-70 % de coprodutos (casca, semente e bagaco) (REIS et al.,
2000).

As cascas do maracuja sdo ricas em proteinas, pectinas e fibras, apresentando assim
potencial para diversas aplicagdes como alimenta¢do animal (FERREIRA; PENA, 2010),
como complementos na alimentacdo funcional humana (VERNAZA et al., 2009), e até
mesmo como suplemento dietético, pois possui efeito hipoglicémico (QUEIROZ et al.,
2012). A composicdo centesimal da farinha da casca de maracujd seco a 60 °C estd

apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2. Composicao centesimal da farinha da casca de maracuja.

Determinacoes g/100g de residuo
Umidade 5,9
Proteina 6,0

Residuo Mineral Fixo 2,9
Gordura 2,1
Fibra alimentar total 62,0
Carboidratos 21,1

Fonte: Adaptado de Ferreira; Pena (2010).

Uma vez que a casca do maracuja apresenta uma rica composicao e que esta € gerada
em grandes quantidades, verifica-se que este subproduto apresenta potencial para ser
empregado também no setor biotecnolégico, como matéria-prima nos processos de
sacarificacdo para a producido de biocombustiveis e como substratos para a producdo de

enzimas como celulases, pectinases e proteases.

3.2.2 Residuos de Canola

A canola teve origem a partir de uma espécie de colza (Brassica napus e Brassica
campestris/rapa). Esta foi modificada através de técnicas de melhoramento de plantas, a fim
de diminuir abaixo de 2% os niveis de acido eriucico, bem como diminuir os niveis de
glicosinolatos para menos de 30 mmol/g de matéria seca da semente (CANADIAN
INTERNATIONAL GRAINS INSTITUTE, 2009), uma vez que estas substancias conferem
toxicidade a colza (CONAB, 2009).

A canola foi desenvolvida no Canadd, sendo a palavra canola originada da expressao
“CANadian Oil Low Acid” (azeite canadense de baixo teor 4cido). Esta é uma planta
oleoginosa, da familia das cruciferas, sendo a terceira mais produzida no mundo, logo depois
da soja e da palma. Os principais paises produtores de canola sao os Estados Unidos, seguido
pela China, Canadd e India. Em 2011/2012 a producio mundial desta oleoginosa foi de 61
milhdes de toneladas, sendo uma producdo de 60,9 milhdes de toneladas esperada para 2012/
2013 (CONAB, 2013). A producido mundial do grao de canola (2012/2013), bem como a

producdo mundial de 6leos vegetais (2012/2013) estdo representadas na Figura 4.
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Figura 4. Producdo mundial de grao de canola, safra 2012/2013 (A). Produ¢do mundial de dleos vegetais, safra
2012/2013 (B). Fonte: Adaptado de CONAB (2013).

No Brasil, a espécie cultivada é a Brassica napus L. variacdo oleifera, também
conhecida como canola de primavera, a qual apresenta aproximadamente 24 a 27 % de
proteina e 38 % de dleo. Neste pais, a canola produzida € utilizada para producio de 6leo para
consumo humano, para a producdo de biodiesel e de farelo da canola (34 a 38 % de
proteinas), além de ser empregada para a formulacdo de racdes (TOMM, 2007).
Adicionalmente, pela qualidade nutricional tanto do 6leo, quanto do farelo € indicada para
dietas sauddveis e ragdes animais, respectivamente (TOMM; RAPOSO, 2008). J4 na Europa,
a canola € utilizada exclusivamente como matéria-prima para producao de biodiesel (BALAN
et al, 2009).

Em 2012, a area colhida de canola no Brasil foi de 43,8 mil hectares, sendo 28,2 mil
hectares (64,4%) localizados no Rio Grande do Sul; 12,9 mil hectares (29,5%) no Parana; 2,3
mil hectares (5,2%) no Mato Grosso do Sul e 400 hectares (0,9%) em Santa Catarina. Outros
estados também produziram canola em pequenas quantidades, como Sdo Paulo com 630 ha,
Minas Gerais com 600 ha, Mato Grosso com 25 ha e Goids com 16 ha (MORI et al., 2013).

Segundo Tomm (2000), o Brasil possui grande potencial para ampliacdo da produgio
de canola, visto que a demanda tanto de graos quanto de farelo de canola supera a oferta. Isto
se deve ao fato de que 6leos mais sauddveis podem ser obtidos a partir da canola, devido a sua
rica composicdo. No entanto, os baixos rendimentos dessa cultura impedem sua expansao,
além da falta de incentivos a pesquisa para gerar e melhorar as tecnologias de producao.

O farelo de canola é um subproduto da indudstria de 6leo, sendo gerado apds a
moagem das sementes para extracdo do 6leo. Sua composicdo é varidvel, dependendo da

espécie utilizada e das técnicas empregadas para a extracdo do Oleo. Em geral, este é
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constituido por 34 % de proteinas, 6 % de 4cido fitico, 15 % de fibras e 26 % de carboidratos
(NAIR; DUVNIJAK, 1990). A composi¢ao do farelo de canola canadense estd apresentada na
Tabela 3.

Segundo Costa et al. (2010), o farelo de canola € utilizado principalmente em
alimentacao animal. No Paquistdo, o farelo de canola é uma alternativa para alimentagcdo de
aves, devido ao alto preco do farelo de soja, sendo que eles importam canola para extragdao do
6leo, e aproveitam o farelo para alimentacdo das aves, que apresentam bom rendimento,
devido a boa qualidade nutricional (NASEEM et al., 2006). J4 no Canad4, o principal uso do
farelo de canola € na alimentag¢do animal de aves, suinos e bovinos, sendo constituido por uma
mistura de Brassica napus, Brassica rapa e Brassica juncea (CANADIAN

INTERNATIONAL GRAINS INSTITUTE, 2009).

Tabela 3. Composicao do farelo de canola canadense.

Componente Média
Proteina bruta 36
Proteina ndo degradada no rimen (%) 35
Oleo (%) 3,5
Acido linoléico (%) 0,6
Cinzas 6,1
Acucares (%) 7,8
Amido (%) 0,6
Sacarose (%) 6,2
Glicose frutose (%) 0,6
Celulose (%) 4,5
Oligossacarideos (%) 2,2
Polissacarideos nao amiléaceos (%) 15,7
Polissacarideos ndo amilaceos soluveis (%) 1,4
Polissacarideos ndo amilaceos insoliveis (%) 14,4
Fibra bruta (%) 12,0
Fibra em detergente 4cido (%) 16,8
Lignina em detergente acido (%) 5,1
Fibra em detergente neutro (%) 20,7
Fibra dietética total (%) 32,3
Taninos (%) 1,5
Sinapina (%) 1,0
Acido fitico (%) 3,3
Glicosinolatos (umol/g) 7,2

Fonte: Adaptado de Canadian International Grains Institute (2009).

Em relacdo a producdo de enzimas, o farelo de canola ja foi empregado para a
producdo de xilanases em meio liquido por Trichoderma reesei, alcangando-se uma producao

de 210 U mL™. Os niveis de producio observados foram superiores aos obtidos por meio da
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utilizacdo do xilano e glicose (GATTINGER et al., 1990). Este residuo também ja foi
empregado para produgdo de celulases por Aspergillus ficuum em cultivo sélido, observando-

se uma produ¢do maxima de 62,33 U/g (COSTA et al., 2010).

3.3 Enzimas Celuloliticas

As celulases fazem parte de um grupo de enzimas que apresentam a funcdo de
hidrolisar as ligacdes glicosidicas B-1,4 da celulose, a fim de liberar unidades de glicose e
pequenas celodextrinas. As celobiohidrolases (CBH) ou exoglucanases, as endo-1,4-B-D-
glucanases (EG) e as P-glicosidases (BG) constituem este grupo de enzimas (SWEENEY;
XU, 2012). As endoglucanases (EC 3.2.1.4) clivam aleatoriamente as ligacdes glicosidicas 3-
1,4 da celulose, enquanto que as celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) agem sobre as extremidades
ndo redutoras formando celobiose. Os celo-oligossacarideos e a celobiose originados pela
acdo das primeiras enzimas sdo posteriormente hidrolisados pelo terceiro grupo das celulases,
as B-glicosidases (EC 3.2.1.21) (CHAUVE et al., 2010; ZHANG et al., 2006). Desta maneira,
a denominagdo B-glicosidase é conferida a diferentes tipos de enzimas capazes de hidrolisar
ligacdes glicosidicas presentes em dissacarideos, oligossacarideos e glicosideos conjugados.
Entretanto, sob certas condicdes, como baixa atividade de dgua ou alta concentracdo de
substrato, estas enzimas podem catalisar a sintese de ligacdes -glicosidicas entre diferentes
moléculas (BHATIA et al., 2002). O mecanismo proposto para a hidrdlise da celulose estd

representado na Figura 5 (ARANTES; SADDLER, 2010).
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Figura 5. Figura esquemadtica da ag@o das diferentes celulases sobre a celulose. Fonte: Adaptado de Kumar;
Murthy (2013).

Atualmente, as celulases sdo consideradas um dos principais grupos de enzimas
industriais (SADHU; MAITI, 2013). Este complexo enzimético foi o terceiro grupo de
enzimas mais comercializadas em 2009, logo ap0ds as amilases e proteases, sendo utilizadas
nas industrias de processamento de algodao, reciclagens de papel, detergentes e como aditivos
de alimentacdo animal. Com perspectiva de grande crescimento, podem vir a se tornar o
maior grupo de enzimas, especialmente quando forem utilizadas na produ¢do em grande
escala de biocombustiveis (WILSON, 2009).

Ainda, as celulases também tém sido intensivamente investigadas devido a sua ampla
utilizacdo na extracdo de Oleos, pigmentos, esséncias, alcaldides e amido; produgdo de sucos;
preparacdo de alimentos; produtos dermatolégicos; adjuvantes para o malte da cerveja;
industrias de vinho; tratamento de lixo organico, além de seu potencial uso no setor energético
anteriormente mencionado (KUBICEK et al., 1993; ZOPPAS et al., 2013).

As celulases comercializadas sdo vulnerdveis a regulagdo do sistema, assim como
sdo inibidas por varios produtos finais resultantes da acdo catalitica do complexo enzimético.
Assim, o desenvolvimento de enzimas mais eficientes e com caracteristicas especiais €
essencial para sua utilizacdo nos processos de hidrdlise, podendo ser atingido utilizando
engenharia enzimadtica, misturas enzimadticas e bioprospec¢do de enzimas (MOHANRAM et

al., 2013).
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As enzimas lignoceluloliticas possuem um elevado custo, dificultando o seu uso em
processos de conversdo de biomassa. Por esta razdo, o desenvolvimento de sistemas
enzimaticos altamente eficientes € necessario. Recentes avangos neste contexto relacionam-se
a aplicacdo de andlises de gendmica, protedmica e transcriptoma; na anélise da composicao
nativa dos sistemas enzimaticos; na descoberta de novas enzimas e proteinas de acdo sinérgica
e também na compreensdo dos mecanismos de regulacdo para a sintese destas enzimas.
Assim, aliando-se a biologia de sistemas com as ferramentas da biologia sintética é possivel
desenvolver cepas flingicas com altos indices de produgdo de enzimas. Visto que na tultima
década diversas espécies tiveram seus genomas sequenciados, estudos ordenados de seus
sistemas enzimaticos podem ser elaborados (LIU et al., 2013).

Desta forma, pesquisas relacionadas a identificacio de novas enzimas e ao
melhoramento dos processos sdo justificadas, uma vez o uso de enzimas microbianas &
preferivel a catalizadores quimicos, por seu menor custo e por serem ambientalmente corretas
(NIGAM, 2013), além de preservarem as estruturas originais dos carboidratos sob a forma de

acuicares monoméricos (HORN et al., 2012).

3.4 Hidrdlise Enzimética de Materiais Lignoceluldsicos

A hidrélise enzimdtica € uma reagcdo heterogénea de multiplas etapas, onde o
polimero de celulose insolivel € inicialmente quebrado na interface sélido-liquido pela acdo
de exoglucanases e endoglucanases. Posteriormente, reacdes da fase liquida ocorrem com os
substratos soldveis (oligo e dissacarideos), que sao clivados pela acdo das B-glicosidases a
moléculas de glicose (YANG et al., 2011).

Desta maneira, a hidrélise enzimdtica tem como objetivo quebrar os polimeros de
celulose em acucares menores, como a glicose e outros oligbmeros que poderdo ser
convertidos em produtos de interesse (YANG et al., 2011). Apesar de sua recalcitrancia, a
utilizacdo da celulose nos processos de sacarificacdo enzimatica € vantajosa, uma vez que este
polimero apresenta homogeneidade estrutural. Apenas a glicose € liberada como produto final
a partir de sua desconstru¢ao (HORN et al., 2012).

A celulose pode ser hidrolisada também por processos quimicos, utilizando, por
exemplo, a hidrélise acida. No entanto, este processo causa maior impacto ambiental,
decorrentes dos residuos gerados, danifica os equipamentos usados no processo, além de
necessitar de alto investimento. Por estas razdes, a hidrélise enzimatica vem com o passar dos

anos substituindo a hidrdlise quimica (WEN et al., 2004). Embora a hidrélise enzimatica
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tenha se consolidado como o procedimento mais efetivo pelos rendimentos observados, por
ndo gerar inibidores formados na hidrdlise dcida e pelas vantagens ambientais (KRISHNA,
2000), sua viabilidade econdmica esta fortemente atrelada ao custo com as enzimas utilizadas
no processo (FARINAS et al., 2008; SANCHEZ, 2009).

Uma vez que os processos de hidrolise sdo dificultados pela estrutura complexa da
lignocelulose, os materiais a serem hidrolisados precisam ser submetidos a um pré-tratamento,
independentemente do tipo de hidrdlise empregada (YANG et al., 2011).

O pré-tratamento dos materiais lignoceluldsicos € uma etapa crucial para a posterior
hidrdlise, pois € nessa etapa que a celulose tornar-se mais acessivel ao ataque enzimatico. Este
processo aumenta a biodigestibilidade da biomassa, melhorando o rendimento de agtcares
fermentédveis. Além disso, o pré-tratamento tem como objetivos: minimizar a geracdo de
inibidores que posam interferir na fermentacao, recuperar a lignina, aumentar a eficiéncia do
processo utilizando quantidades inferiores de energia, bem como reatores menores (BHATIA
et al., 2012). A Figura 6 apresenta um modelo esquemadtico da estrutura da lignocelulose apds

o pré-tratamento.

Lignina
/ Celulose

\ Hemicelulose

Figura 6. Ilustracdo esquematica da estrutura da lignocelulose antes e apds o pré-tratamento. Fonte: Adaptado de
Bhatia et al. (2012).

A estrutura da lignina define a eficiéncia do pré-tratamento, assim conhecer a
estrutura deste polimero nas variadas espécies de plantas auxilia no desenvolvimento de

métodos adequados para modificar ou remover a lignina presente na biomassa (DEL RIO et

al., 2012).
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De acordo com Sun e Cheng (2002), entre os principais tipos de pré-tratamentos
utilizados podem ser citados: I) Pré-tratamentos fisico-quimicos, tais como explosdo de vapor
(autohidrolise), explosao de fibra de amdnia (AFEX) e explosdo de CO;; II) Pré-tratamentos
quimicos, como ozondlise, hidrdlise 4cida, hidrdlise alcalina, deslignificacdo oxidativa e
processo organosolvente; III) Pré-tratamentos biolégicos, por meio da utilizacio de
microrganismos para degradar a lignina.

Os diversos tipos de pré-tratamentos usados para degradar a hemicelulose formam
principalmente pentoses e hexoses, compostos fendlicos, aguicares acidos, dcido acético, acido
férmico, dcido levulinico, aldeidos furanos e furfural. Uma pequena parte da lignina é
degradada a compostos aromdticos. No entanto, a maior parte mantém-se como um residuo
sOlido. A celulose é responsdvel pela maior parte dos actcares gerados, seguida pela
hemicelulose, a qual também gera uma parte expressiva dos agucares totais. Desta forma, a
glicose e a xilose sdo as principais substancias geradas através da conversdao da biomassa
lignocelulésica (JOURDIER et al., 2013). Os mondmeros de agucares gerados sdo entdao
fermentados por diversos microrganismos para formagio dos produtos desejados (JONSSON
et al., 2013). De acordo com diversos autores, compreender as mudancas que ocorrem na
estrutura cristalina e regides amorfas da celulose durante o pré-tratamento € essencial, devido
a influéncia deste fator na eficiéncia do processo de hidrdlise da celulose (CHAUVE et al.,
2010; CHENG et al., 2011; YANG et al., 2011).

Uma alternativa para melhorar os processos de pré-tratamento da biomassa
lignocelulésica € introduzir ferramentas da biologia sistémica para o desenvolvimento de
biocatalisadores, assim como os conhecimentos da gendmica funcional, a fim de gerar
sistemas microbianos com alta eficiéncia na conversdo de agicares fermentdveis e outros
quimicos de interesse industrial (ADSUL et al., 2011).

Atualmente, um dos grandes desafios da hidrdlise da celulose é disponibilizar a
maior parte da celulose que fica dentro do emaranhado de microfibrilas, fortemente
empacotado e ordenado. Normalmente, a hidrdlise se inicia apenas na superficie, sendo que as
regides internas ficam inacessiveis as enzimas (ARANTES; SADDLER, 2010).

As taxas de conversao na hidrélise enzimatica dependem das propriedades estruturais
da celulose e também das caracteristicas das enzimas, sendo que at¢é o momento ndo foi
identificado nenhum fungo que possua todos os genes para codificar todos os tipos de
enzimas celuloliticas necessdrias para a hidrélise eficiente da celulose (KUMAR; MURTHY,
2013). Dentre as alternativas para aumentar as taxas de conversdao na hidrélise enzimitica,

encontra-se a formulacdo de coquetéis enzimdticos, Neste processo, a efici€éncia hidrolitica
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depende tanto das caracteristicas individuais das enzimas, como também das concentracdes
ideais no coquetel multienzimético (GUSAKOV et al., 2007).

Porém, o processo de hidrdlise enzimética parece ser muito mais complexo do que se
poderia supor. O mesmo nio estd completamente elucidado, mas € provdvel que ocorra
conforme apresentado na Figura 7. Primeiramente as celulases se ligam a celulose, através dos
modulos de ligacdo de carboidratos (CBMs). Em seguida, ocorre o deslizamento da cadeia de
celulose, dentro do sitio catalitico da enzima (exoglucanase), formando o complexo enzima-
substrato. A partir deste ponto, celobioses e outros oligdmeros sdo liberados como produtos

da reacao (GAO et al., 2013).
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Figura 7. Modelo esquemadtico da hidrdlise da celulose. Fonte: Adaptado de Gao et al. (2013).

A etapa inicial da hidrélise da celulose € chamada de amorfogénese (Figura 8), Nesta
etapa, acredita-se que os CBMs desempenham um importante papel. Estes sdo adsorvidos na
celulose em locais onde existem microfissuras, penetrando nos espacos interfibrilares. Esse
processo gera modificagdes mecanicas na estrutura da celulose, pois estes médulos dentro das
pequenas microfissuras geram uma pressao interna fazendo com que as moléculas de dgua
entrem na estrutura da celulose, ficando estas entre as microfibrilas. Estas moléculas de dgua,
por sua vez, vao penetrando cada vez mais interiormente, resultando na quebra de ligacdes de
hidrogénio, tornando as microfibrilas acessiveis a acdo das celulases. Desta forma, acredita-se
que o principal papel do CBM € ancorar o modulo catalitico da celulase (ARANTES;
SADDLER, 2010).
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= BQG - Penetragao de moléculas de agua

% ... no espaco interfibrilar, clivagem de
ligagdes de hidrogénio e formagao
de cadeias com extremidades livres

Além dos CBMs, sugere-se que outras proteinas com fun¢@o ndo hidrolitica atuem na

amorfogénese, sendo importantes para a disruptura da celulose, tornando-a acessivel a

hidrdlise enzimdtica. Um grupo compreende, além dos préprios CBMs, as proteinas

swolenina, looselina e expansina. Porém, seus mecanismos de ag¢do ndo foram ainda

completamente elucidados. No outro grupo estdo proteinas como CH61 e a familia CBM33,

provavelmente envolvidas no mecanismo catalitico oxidativo (Figura 9), o qual cliva

diretamente as cadeias de celulose (GOURLAY et al., 2012).

Oy+ 2e~+ 2H* H0

Figura 9. Modelo de clivagem por mecanismo catalitico oxidativo da celulose. Fonte: Horn et al. (2012).
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As expansinas sdo encontradas em plantas, onde possuem a funcdo de afrouxar a
rede de celulose durante o crescimento. As swoleninas sdo proteinas encontradas em fungos.
Recentemente, uma nova swolenina foi identificada em Penicillium oxalicum, a qual
promoveu a disruptura da celulose cristalina por um processo nao hidrolitico (KANG et al.,
2013.). A swolenina de Trichoderma reesei, também foi capaz de promover a disruptura da
celulose presente na palha de milho (GOURLAY et al., 2013).

Assim, estudos recentes sobre os processos de hidrélise sugerem um novo
mecanismo de degradacdo enzimatica da celulose (Figura 10), onde além das enzimas
hidroliticas clédssicas (exoglucanases, endoglucases, B-glicosidases), outros componentes
como as proteinas que agem na amorfogénese e facilitam a a¢do enzimatica sdo requeridos
(HORN et al., 2012). Desta forma, os estudos sobre a eficiéncia da hidrélise enzimatica nao
devem se restringir apenas as caracteristicas estruturais e modo de acdo das enzimas e a
estrutura da celulose, mas também a essas proteinas acessorias com a¢ao nao hidrolitica, que

promovem maior acessibilidade da celulose a acdo enzimatica.
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Figura 10. Modelo esquemadtico atual do processo de degradacdo enzimadtica da celulose por fungos. Onde EG
sdo as endoglucanase; CBH sdo as celobiohidrolase (exolgucanases); CDH s@o as celobioses desidrogenases;
CBM sdo os mddulos de ligagdo de carboidratos; CH61 proteinas com fun¢do de afrouxar as cadeias de celulose.
Fonte: Adaptado de Horn et al. (2012).
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3.5 Microrganismos Produtores de Celulases

Uma ampla variedade de microrganismos incluindo bactérias, fungos e actinomicetos
estdo envolvidos na decomposi¢do da celulose na natureza. Os fungos t€m sido geralmente

considerados os principais organismos celuloliticos, sendo por esta razao os mais investigados
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(KHALID et al., 2006). Estes sdo particularmente interessantes do ponto de vista industrial,
por secretarem as enzimas diretamente no meio de cultivo, em grandes quantidades,
facilitando sua recuperagdo, bem como sua purificagdo (POLIZELI et al., 2005). No entanto,
as bactérias também possuem caracteristicas interessantes para produ¢do enzimdtica, com taxa
de crescimento elevada, além de serem encontradas em uma grande variedade de ambientes,
incluindo ambientes hostis, onde a producdo de enzimas altamente resistentes as condig¢des
extremas de pH e temperatura é observada (SADHU; MAITI, 2013). Apesar de diversas
bactérias produzirem enzimas capazes de degradar com eficiéncia materiais lignoceluldsicos,
a base gendmica metabdlica e as redes regulatdrias (degradoma da celulose) ainda ndo sao
conhecidas. Segundo Xu et al. (2013), compreender essas caracteristicas € essencial para o
desenvolvimento de celulases eficientes para producdo de combustiveis a base de celulose.

Os fungos estdo entre os microrganismos com grande potencial para utilizacdo em
escala industrial, devido a sua enorme capacidade de produgdo de enzimas lignoceluliticas.
Nos dltimos anos, muitos métodos tem sido testados para aumentar a producdo de enzimas
fingicas como técnicas recombinantes, mutagénese, co-cultura, engenharia metabdlica,
expressao heteréloga, imobilizacdo de células e de enzimas, além da integracdo de processos
(BHATIA et al., 2012).

Normalmente, os fungos produzem as trés principais celulases, endoglucanases,
exoglucanases, e B-glicosidases, em concentragdes diferentes para cada uma delas. Dentre
estes, os do género Trichoderma sio amplamente conhecidos pela producdo de enzimas de
aplicagdes industriais, incluindo as celulases. Uma das espécies produtoras de celulases mais
estudada € o fungo filamentoso Trichoderma reesei (PETERSON; NEVALAINEN, 2012), o
qual apresenta o sistema celulotitico mais bem caracterizado (TEUGJAS; VALJAMAE,
2013). Algumas espécies do género Penicillium também produzem quantidades significativas
de celulases como P. iriensis, P. citriviride, assim como P. funiculosum, o qual é capaz de
degradar as fibras de algodio (SHARADA et al., 2013). No entanto, a preparacdo de B-
glicosidases mais comumente comercializada é produzida por uma linhagem de Aspergillus
niger (Novozymes SP188) (CHAUVE et al., 2010).

Apesar dos excelentes niveis de producdo de endo e exo glucanases exibidos pelos
fungos do género Trichoderma, estes geralmente produzem baixas quantidades de B-
glicosidases, as enzimas essenciais para a conversdo eficiente da celulose em glicose
(TTWARTI et al., 2013). Assim como 7. reesei, outras espécies de fungos filamentosos também

possuem o mesmo padrdo de producdo de celulases, produzindo [-glicosidases em baixas



34

concentracdes (QIAN, 2012; AGRAWAL et al., 2013). No entanto, esta caracteristica pode
ser melhorada por meio da mutagénese quimica (utilizando o etil metileno sulfonato) ou fisica
(por radiacdo ultravioleta), como realizado por Agrawal et al. (2013), os quais obtiveram um
aumento de 1,2 vezes na producdo de B-glicosidase por Bacillus subtilis. Outras técnicas que
podem ser empregadas para aumentar os niveis de B-glicosidases incluem a mutagénese sitio-
dirigida, a expressdo heterdloga, técnicas de engenharia genética para superexpressar estas
enzimas, bem como a otimizacao dos processos de producdo (TIWARI et al., 2013).

Contrariamente a estes fungos filamentosos, outras espécies fungicas e de bactérias
sdo capazes de produzir altos indices de B-glicosidases (QIAN et al., 2012). Nas espécies do
género Aspergillus ocorre o processo inverso ao verificado em espécies de Trichoderma, onde
baixos niveis de endoglucanases e exoglucanases sao produzidos, enquanto que a produgdo de
niveis mais elevados de B-glicosidases é observada (MOHANRAM et al., 2013). Como
exemplo pode ser citado o fungo Aspergillus niger conhecido por produzir altos niveis de B-
glicosidases com potencial para diversas aplica¢des industriais (AHMED et al., 2013; LIMA,
et al., 2013).

3.6 As B-glicosidases e suas Aplicagdes

As B-glicosidases sdo amplamente distribuidas, ocorrendo em todos os reinos dos
seres vivos, de bactérias a mamiferos, onde desempenham diversas fun¢des nos processos
bioldgicos nestes organismos (BHATIA et al., 2002; HARNPICHARNCHALI et al., 2009).
Como mencionado anteriormente, as [3-glicosidases sdo responsaveis por catalisar as reagdes
de hidrdlise de ligagdes B-1,4 glicosidicas, liberando moléculas de D-glicose de terminais ndo
redutores de celobiose e de pequenos oligossacarideos (BHOITE et al., 2013; CHAUVE et al.,
2010). A catdlise desta reacdo é importante em muitos processos bioldgicos, como a
degradacdo de polissacdridos estruturais e de armazenamento, a sinalizacdo celular,
oncogénese, interacdes hospedeiro-patdgenos, assim como em diversas aplicacdes
biotecnoldgicas (BHATIA et al., 2002).

Estas enzimas podem ser classificadas de acordo com a especificidade pelo substrato,
onde as aril B-glicosidases hidrolisam exclusivamente aril -D-glicosideos, as celobiases
hidrolisam celoligosacarideos, e as [-glicosidases com ampla especificidade hidrolisam
ambos aril B-D-glucosideos e celoligossacarideos (PARRY et al.,, 2001). Estas enzimas

pertencem as familias 1 e 3 das glicosil hidrolases (TIWARI et al., 2013).
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No processo de hidrélise de celulose, a celobiose se acumula no meio, inibindo as
endoglucanases e exoglucanases por feedback, comprometendo, desta forma, o processo de
hidrélise. Normalmente, essa inibi¢do ndo ocorre, devido a acdo das -glicosidases, as quais
por sua acdo removem os compostos inibitérios das outras enzimas celuloliticas. Entretanto,
altas concentragdes de glicose inibem a acdo das B-glicosidases, uma vez que o produto da
reacdo inibe a atividade enzimdtica num mecanismo controlador. Portanto, o grande desafio é
encontrar [-glicosidases com caracteristicas especiais e produzidas em quantidades
suficientes, especialmente enzimas tolerantes a altas concentragcdes de glicose, que possam ser
empregadas nos processo de degradacdo de celulose, apresentando alta eficiéncia
(SINGHANIA et al., 2013).

Atualmente, estas enzimas vém ganhando grande atencdo pelo setor econdmico,
devido ao amplo espectro de aplicagdes biotecnologicas como na producdo de
biocombustiveis, liberacdo de compostos aromaticos, hidrdlise de glicosideos de isoflavona,
etc. (SINGHANIA et al., 2013). Em relacdo a liberacdo de compostos aromaticos ativos, um
aumento na concentracdo de terpenos voldteis e norisoprendides foi observado quando as [3-
glicosidases foram empregadas apds o término do processo de fermentacao (CODRESI et al.,
2012).

Recentemente, a mais ampla aplicagdo das P-glicosidases é na sacarificacdo de
biomassa para producdo de biocombustiveis, sendo que a sua acdo € uma barreira na
conversdo da celobiose em glicose devido a baixa eficiéncia e ao alto custo destas enzimas
(TTWARI et al., 2013; ZIMBARDI et al., 2013). Assim, as -glicosidases sao consideradas
um obstdculo para a producdo de bioetanol, uma vez que elas catalisam o ultimo passo para
producdo de glicose. Além das reacdes de clivagem, as PB-glicosidases podem realizar a
sintese de ligacdes glicosidicas por hidrdlise reversa ou transglicosilacdo. Devido a esta
atividade, estas enzimas podem também ser utilizadas para sintese de oligossacarideos e

glicoconjugados (BHATIA et al., 2002).

3.7 O Género Trichoderma e a Espécie Trichoderma viride

O género Trichoderma compreende espécies de fungos filamentosos que se
reproduzem assexuadamente, sdo amplamente distribuidos em diversos habitats, como solo,
plantas, vegetacdo em decomposi¢do e em madeiras (GAJERA et al., 2013; MISHRA et al.,
2011), possuindo atualmente 117 espécies descritas (PANDYA et al., 2011).
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Muitas espécies de Trichoderma possuem grande importancia econdmica pela
capacidade na producdo de enzimas e de antibidticos. Além disso, sdo empregadas como
agentes de controle de pragas, pois produzem diversas enzimas com fun¢do de degradacdo da
parede celular, tolerancia ao estresse bidtico e abidtico, crescimento de hifas e atividade
antagodnica contra patdégenos de plantas (KINDERMANN et al., 1998; SHARMA et al.,
2011). Estes fungos destacam-se por produzir ricas misturas enzimadticas antifingicas, como
quitinases e [-1,3 glucanases, as quais agem sinergicamente com outras enzimas e
metabolitos, desempenhando papel importante nos processos de controle bioldgico. De acordo
com Gajera et al. (2013), assim como as enzimas s@o importantes para o controle biolégico,
os genes que as codificam também podem ser tteis para a producdo de plantas transgénicas
resistentes a doencas.

No Brasil, fungos deste género sdo utilizados no controle biol6gico, sendo o primeiro
relato de Trichoderma como um agente de controle, realizada em 1950 por Foster, onde a
inativagdo do mosaico do tabaco foi verificada. Porém somente em 1987, um produto a base
de T. viride foi comercializado contra a podriddo da raiz e colo em macieira causada por
Phytophthera cactorum. Este fungo foi previamente selecionado por sua capacidade em
crescer no solo e proteger as mudas das plantas (BETTIOL; MORANDI, 2009).

A acdo de biocontrole dos fungos Trichoderma tem sido descrita contra
fitopatogenos como Rhizoctonia spp., Pythium spp., Botrytis cinerea € Fusarium spp. Esse
controle € realizado por meio de interagdes complexas entre o fungo, o patégeno e a planta.
Os dois principais mecanismos de acdo consistem na atividade direta do Trichoderma contra
o patégeno por micoparasitismo e na resisténcia sistémica induzida na planta. E provavel que
na interacdo micoparasitica, o hospedeiro envie sinais quimicos que sdo reconhecidos pelo
Trichoderma, desencadeando assim, a transcricdo de genes relacionados ao micoparasitismo.
Por meio de estudos das vias de sinalizacdo, foi evidenciado que as proteinas G
heterotriméricas e proteina quinase mitdgeno-ativada (MAP) estdo envolvidas no controle
bioldgico, assim como a produgdo de enzimas hidroliticas e de metabdlitos, e a formacao de
estruturas de infeccdo. A transducio de sinais intracelulares provavelmente regula a expressao
génica do biocontrole (ZEILINGER; OMANN, 2007).

Além das aplicacdes ja mencionadas, as espécies de Trichoderma sdao importantes
também em aplicacdes industriais como fabricacdo de detergente, producdo de tecidos,
producdo de ragdao animal, produ¢do de combustivel, branqueamento de papel, em tratamento

de efluentes, e na degradacdo de pesticidas organoclorados (PANDYA et al., 2011).
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O fungo filamentoso 7. viride foi primeiramente descrito por Persoon (1794), tendo
como sindénimo Hypocrea rufa (Pers.) (MYCOBANK, 2014). T. viride é referente a fase
anamorfica e Hypocrea rufa a fase teleomoérfica. Este fungo é uma das espécies fingicas mais
comumente relatadas em trabalhos cientificos (JAKLITSCH et al., 2006).

Hypocrea rufa foi descrita por Dingley (1957), apresentando as seguintes
caracteristicas: crescimento rdpido, cor de azul esverdeado a amarelo esbranquicado,
principalmente em cultura com mais de 14 dias. Os conidios maduros se formam em sete dias,
apresentando cor verde amarelada, ou de cinza a verde escuro em culturas mais velhas. O
micélio apresenta-se geralmente com 4-7 um de didmetro, os conidiéforos em forma tnica ou
em grupo, com comprimento de 10-100 um, ramificacdes abaixo dos septos, terminando em
uma espiral de fidlides. As fidlides também formam ramos laterais de conidi6foros, em forma
de frasco com tamanho de 3-7 x 3-4 pm. Os conidios verrugosos, catenulados com fiélides,
geralmente globosos, apresentam tamanho de 2,5-4,5 x 2,5-7 um, pigmentados e equinulados.
Os clamiddsporos muitas vezes presentes, globosos, intercalares ou terminais, apresentam
diametro de 7-12 um. Ainda, apresentam temperatura 6tima de 25 °C, raio da colonia de 11-
33 mm, crescidos em meio PDA (Potato Dextrose Agar), apés incubagio nesta temperatura
por 48 horas (LIECKFELDT et al., 1999).

Cepas de Trichoderma apresentando conidios verrugosos sdo tradicionalmente
identificados como T. viride. Porém, dois tipos morfologicamente distintos de verrugas
conidiais (I e II) foram encontrados. Cada tipo de conidio apresenta um padrao tnico de DNA
mitocondrial. Através de dados moleculares, morfologia, fisiologia e caracteristicas das
colonias, foram distinguidas como espécies diferentes o tipo I e tipo II. Sendo o tipo I
corresponde a 7. viride "verdadeiro", com fase anamorfica chamado de Hypocrea rufa. E o
tipo II representa uma nova espécie, chamada 7. asperellum, que é proxima a 7. hamatum
(LIECKFELDT et al., 1999). A cultura cultivada em meio s6lido de Vogel (1956), bem como
os conidios e conidiéforos de T. viride, estdo apresentados na Figura 11 e 12,

respectivamente.



Figura 11. Morfologia macroscépica de culturas de T. viride, em meio Vogel a 28 °C. A) ap6s trés dias de
cultivo. B) apés sete dias de cultivo.

Figura 12. Micromorfologia de T. viride. Conidios: a, b, ¢, d. Conidi6foros: e, f, h, i. Fonte: Jaklitsch et al.
(20006).
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T. viride € comumente utilizado como um agente de controle bioldgico, sendo efetivo
no controle de pragas flngicas causadas por Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii,
Macrophomina phaseolina, Alternaria alternata, Fusarium solani e Colletotrichum capsici
em culturas de feijao verde (MISHRA et al., 2011). Na India T. viride é o biofungicida mais
amplamente utilizado, existindo mais de 250 diferentes formulagdes comercializadas
(MUKHERIJEE et al., 2013).

Esta espécie fungica também é capaz de produzir alguns antibidticos, como o
peptideo cation monovalente ionéforo alameticina (Figura 13), ja comercializado. A
alameticina pode imitar o potencial de acdo do neur6nio através de membranas artificiais.
Esta substancia também tem sido utilizada para estudar interacdes de membrana de peptideos
antimicrobianos (SIGMA-ALDRICH, 2014a).

Além de antibidticos, a producdo de proteases também foi observada por 7. viride
quando induzida por meio suplementado com extrato de leveduras, e proteinas purificadas
como soroalbumina bovina, caseina e albumina. Certamente, a inducdo de proteases
extracelulares de 7. viride ndo € um processo apenas nutritivo, mas que inclui um processo de
reconhecimento molecular ainda desconhecido, o que desencadeia uma resposta secretora

especifica (SIMKOVIC et al., 2008).
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Figura 13. Estrutura molecular da alameticina. Fonte: SIGMA-ALDRICH (2014a).

Adicionalmente, a producdo de celulases por 7. virde também tem sido relatada.
Uma linhagem de T. viride foi capaz de produzir altas concentracoes de enzimas do complexo
celulolitico em meio sélido contendo residuos de casca de laranja, obtendo-se a produgdo de
655 U/mL de endoglucanases, 412 U/mL de exoglucanases, e 515 U/mL de B-glicosidases
(IRSHAD et al., 2013). Estas enzimas de 7. viride também tém sido empregadas no processo

de sacarificagdao da biomassa. Nos estudos de Zhao et al. (2013), celulases de 7. viride foram



40

utilizadas na hidrdlise do talo de milho, apresentando uma taxa de conversdao em glicose

correspondente a 81,2%.

3.8 O Género Penicillium e a Espécie Penicillium verruculosum

O género Penicillium inclui diversas espécies com habilidade para colonizar ampla
variedade de ambientes naturais e antrépicos, pois se adaptam a condi¢des extremas e
conseguem utilizar uma grande diversidade de matéria organica para nutricio (NICOLETTI;
STEFANO, 2012).

Os fungos deste género possuem grande importancia nas areas de meio ambiente,
alimenticia e producdo de drogas. Um exemplo € a penicilina, uma molécula utilizada como
antibidtico sendo a substiancia mais conhecida produzida por este grupo (TIWARI et al.,
2011). Também possuem importancia no setor agricola, pois possuem agdo protetora em
culturas de plantas, através da inducdo de resisténcia, produ¢do de antibidticos e pelos
processos de micoparasitismo (NICOLETTI; STEFANO, 2012). Metabdlitos secundérios de
natureza alcaldide, dicetopiperazinas, quinolonas, quinazolinas, benzodiazepinicos e
policetideos, além de antibidticos, hormdnios € micotoxinas sdo algumas das substincias
produzidas por espécies de Penicillium (KOZLOVSKII et al., 2013).

P. verruculosum foi descrito por Peyronel, em 1913, por meio da publicagdo “I germi
astmosferici dei fungi con micélio (1913)” (MYCOBANK, 2014), onde exibe as seguintes
caracteristicas morfoldgicas: coldnias de aproximadamente 19-25 mm, em meio CYA, a 25
°C, durante sete dias de crescimento, com centro profundo, sulcado, flocoso, micélio branco a
vermelho laranja, e marrom violeta; conidiogénese moderado a pesado, acinzentado a verde
macante; exsudato e pigmento solivel ausente; reverter bege acastanhado ao marrom e laranja
acinzentado.

Em meio MEA, a 25 °C, com crescimento durante sete dias, o didmetro das coldnias
apresenta 38-44 mm, plano, flocoso a funiculoso, margem irregular; micélio branco, amarelo
acinzentado; conidiogénese moderada a abundante, acinzentada; exsudato e pigmento soltvel
ausente; reverter cinza amarelado a amarelado macante ou amarelo acinzentado. Em meio
G25N, a 25 ° C, por 7 dias: sem germinacdo ou ocasionalmente germinadas com um
crescimento limitado.

Em meio CYA, a 37 ° C, por sete dias apresenta diametro das colonias 24-26 mm,
centro profundo, enrugado, subcentro e margem sulcado, flocoso, margem estreita; micélio

branco, amarelo acinzentado; conidiogénese escassa; exsudato e pigmento soltivel ausente;
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reverter marrom claro ao marrom. Conidiéforos e conidios: conidiéforos em MEA suportados
principalmente a partir de micélio aéreo; estipes septadas, 17-78 x 2,0-3,6 um, lisa, de paredes
finas; penicilli biverticilados, menos frequentemente terverticilados, irregulares ou
monoverticilados; rami suave, em grupos de 2-5, 23,0-30,2 x 2,8-3,2 um; métulas em
verticilos de 2-5, lisas, 10,3-14,2 x 2,4-3,2 um; fidlides em verticilos de 4-7, ampuliformes ou
um pouco acerosa, suave, 10,3-13,2 x 2,8 -3.2 um, conidios globosos a subglobosos, 2,8-3,6
pum, verruculosos, com paredes espessas e irregulares. Neste mesmo meio, a 5 °C por sete
dias, a germinacdo ndo € verificada (BIORESOURCE COLLECTION AND RESEARCH
CENTER, 2014). A cultura cultivada em meio dgar Sabouraund, bem como os conidios e

conididforos de P. verruculosum, estdo apresentados na Figura 14 e 15, respectivamente.

Figura 14. Morfologia macroscépica da cultura de P. verruculosum, em meio dgar Sabouraund, a 28 °C, apds
sete dias de incubag@o. A) verso e B) anverso da coldnia.
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Figura 15. Micromorfologia de P. verruculosum. Figuras a, b, c, d: conidios. Figuras e, f, h, i: conidi6éforos.
Fonte: MYCOBANK (2014).

P. verruculosum produz uma toxina chamada de verrucologeno (Figura 16), isolada
inicialmente por Cole et al. (1972). Esta micotoxina causa fortes tremores quando
administrada oralmente em ratos e frangos, além de apresentar também potente atividade
antibacteriana. A producdo de outras substancias quimicas por P. verruculosum também tem
sido reportada, como o 4cido decalpenico (Figura 17). Este policetideo flingico com
caracteristica estrutural tnica, demostrou induzir a expressdo de marcadores iniciais de
osteoblastos em células mesenquimais pluripotentes (SAKAMOTO et al., 2010).
Adicionalmente, Kim et al. (2012) descreveu dois compostos diméricos da classe alternariol
produzidos por P. verruculosum denominado de verrulactones A e B (Figura 18). Estas
substincias apresentaram ac¢do antibidtica frente a cepas de Staphylococcus aureus, sendo

possivel o seu uso como agentes inibidores bacterianos.
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Figura 16. Estrutura quimica do verrucologeno. Fonte: SIGMA-ALDRICH (2014b).

Figura 17. Estrutura quimica do 4cido decalpenico. Fonte: Sakamoto et al. (2010).

Figura 18. Estrutura quimica de verrulactones A (1) e B (2). Fonte: Kim et al. (2012).

P. verruculosum também é capaz de produzir grandes quantidades de celulases,
como demonstrado por Sinitsyn et al. (2009) em sua patente entitulada “Penicillium
verruculosum filamentous fungus strain of a highly active complexo of cellulases and
accessory enzymes and a method of production of biocatalyst for cellulose and hemicellulose
hydrolysis ”. Neste trabalho, P. verruculosum produziu considerdveis niveis de enzimas do
complexo celulolitico como celobiohidrolases, endoglucanases, celobiases e [-glicosidases,

bem como enzimas Xxilanoliticas. Nos estudos conduzidos por Solov’eva et al. (2005), uma
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linhagem de P. verruculosum foi capaz de produzir xilanases e celulases, sendo observada

uma elevada producao de B-glicosidases.

3.9 Metodologia de Superficie de Resposta

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) teve origem em 1951 por BOX e
WILSON (1951). A principio visava responder problemas de determinacdo de condigdes
Otimas em investigagdes quimicas, porém estes autores acreditavam que essa metodologia
pudesse ser utilizada em outras dreas, onde a experimentacdo fosse sequencial e o erro
relativamente pequeno.

A MSR € uma colec¢ado de técnicas matemdticas e estatisticas, tteis para a modelagem
e andlise de problemas, onde a resposta de interesse € influenciada por diversas varidveis e o
objetivo € otimizar essa resposta (KOHLI; SINGH, 2011). A mesma, procura construir
modelos empiricos capazes de encontrar relagdes estatisticas uteis entre todas as varidveis que
fazem parte de um sistema industrial JIMENEZ-CONTRERAS et al., 2008). A vantagem da
MSR ¢ diminuir o ndmero de ensaios para realizacdo de um experimento, reduzindo o tempo
de experimentagdo, bem como os custos para o desenvolvimento das pesquisas.

Esta metodologia vem sendo amplamente utilizada como uma técnica de otimizagao,
desenvolvimento e melhoria de processos, baseando-se na utilizacdo de modelos fatoriais,
onde a varidvel resposta € avaliada em todas as combinacgdes possiveis dos fatores. O
principal efeito de um fator é definido como a variacdo na resposta provocada por uma
alteracdo no nivel do fator considerado, quando os outros fatores permanecem constantes. Ha
uma intera¢do (dependéncia) entre as varidveis, quando o efeito de um fator depende do
comportamento do outro (J IMENEZ-CONTRERAS et al., 2008).

Adicionalmente, esta técnica se fundamenta em uma relacdo funcional entre uma
resposta de interesse y, chamada também de varidvel dependente e um nimero de fatores
associados, as varidveis independentes, que podem ser designadas por x;, xz, . . ., X,. Essa

relacdo € desconhecida, mas pode ser aproximada pelo seguinte modelo polinomial:

y=f'x)B+e (A)

Onde a resposta y, f (x) € uma fungdo vetorial de p elementos, representado por x =
(x5, X2, ..., X,)", p € um vetor de p coeficientes de constantes desconhecidas referido para os

parametros, e ¢ € um erro experimental aleatério assumindo ter significancia zero. O modelo
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(Equacao A) fornece uma representacdo adequada da resposta. Neste caso, a quantidade de
f'(x) p representa a resposta média, isto €, o valor esperado de y (KHURI;
MUKHOPADHYAY, 2010).

Na MSR, existem dois modelos utilizados, 0 modelo de primeira ordem (Equacdo B),
sendo este apropriado para descrever um modelo de superficie plana e modelo de segundo
ordem (Equacdo C), que inclui todos os termos do modelo de primeira ordem, além de todos
os termos quadréticos. Quando existe uma curvatura na superficie de resposta, o modelo de

primeira ordem ndao € adequado. Por esta razdo, o modelo de segunda ordem deve ser

utilizado.
k
y=PFo+ ) Bixi+e ®)
i=1
k k
y=ﬁo+23ixi + Z Zﬁijxisz.giixf + ¢ ©
i=1 i<1 i=1

Os principais objetivos para se utilizar a Metodologia de Superficie de Resposta sdo:
estabelecer um relacionamento entre a resposta e os fatores analisados, podendo desta forma
prever os valores da resposta; determinar por meio de testes a importincia dos fatores; e
determinar as configuracdes ideais dos fatores que resultem no maximo (ou minimo) a
resposta de interesse (KHURI; MUKHOPADHYAY, 2010).

A relacdo entre um conjunto de varidveis independentes e a resposta (y) €
determinada por um modelo matemético chamado modelo de regressd@ao. Quando existem
apenas duas varidveis independentes, o modelo de regressao é chamado modelo de regressao
linear simples. Quando existem mais do que duas varidveis independentes, o modelo €
chamado de modelo de regressao linear multipla (BRADLEY, 2007).

Existem diversos delineamentos para aplicacdo do modelo de segunda ordem, o mais
conhecido deles € o Delineamento Central Composto (DCC) que consiste de pontos fatoriais
(de um delineamento 29 ¢ um delineamento 29 * fatorial fracionario), pontos centrais € pontos
axiais (BRADLEY, 2007).

Um modelo de primeira ordem que demostra falta de adequacao pode ser adicionado
de pontos axiais aos termos quadriticos com mais pontos centrais para o desenvolvimento do

DCC. O numero de pontos centrais na origem e a distdncia de uma corrida axial do
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delineamento central sdo dois parametros do DCC. As corridas centrais contém informacoes
sobre a curvatura da superficie. Se a curvatura € significativa, os pontos axiais adicionais
permitem ao experimentador obter uma estimativa eficiente dos termos quadraticos

(BRADLEY, 2007). A figura 19 traz a representacao grafica de um DCC com dois fatores.
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Figura 19. Visualizacdo grafica de um planejamento composto central para q = 2 fatores. Fonte: Bradley (2007).

Se a precisdo da superficie de resposta estimada em algum ponto x depende apenas
da distancia de x para a origem, ndo da direcdo, o desenho é chamado de rotativo (OEHLERT,
2000). Quando o design rotativo gira em torno do centro, a varidncia da resposta y
permanecera igual. Uma vez que a razdo para o uso de andlise de superficie de resposta € a
otimizacdo localizada do desconhecido, faz sentido usar um delineamento giratério que
fornece a mesma precisdo da estimativa da superficie em todas as direcoes (BRADLEY,
2007).

O uso desta metodologia tem sido impulsionado pela necessidade do
desenvolvimento de novos processos de fabricacdo e, consequentemente, por novos produtos,
sendo esse fator decisivo em atividades industriais. De acordo com Montgomery (1999), os
projetos experimentais estatisticos sdo ferramentas fundamentais para o sucesso da industria
(MONTGOMERY, 1999).

Atualmente, a MSR esta sendo utilizada em diversas dreas da ci€ncia, como biologia,
medicina e economia (JIMENEZ—CONTRERAS et al., 2008). Pesquisas relacionadas a
producdo enzimatica utilizam esta técnica, para elevar os niveis de enzimas produzidos. Em
seus estudos, Zimbardi et al. (2013) empregaram esta metodologia, para otimizar a producao

de B-glicosidade, B-xilosidade e xilanase por Colletrichum graminicola, em fermentagdo em
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estado sélido. A producdo de exoglucanases por Rhizopus stolonifer utilizando a casca de café
como substrato também foi avaliada por meio da MSR. Dentre os fatores analisados neste
estudo podem ser citados o pH de cultivo, a umidade relativa e o tempo de fermentacio
(NAVYA et al., 2012). Ainda, os parametros Otimos relacionados a umidade inicial,
temperatura de incubacdo e pH foram determinados nos estudos de Brijwani et al. (2010).
Estes autores avaliaram a producdo de celulases por uma co-cultura de Trichoderma reesei e

Aspergillus oryzae, durante a fermentacao da casca de soja em estado sélido.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecdo de Fungos Filamentosos Produtores de -Glicosidases Empregando-se Residuos

Agroindustriais como Substrato

A selecdo dos melhores fungos produtores de B-glicosidase foi realizada com nove
espécies fungicas, sendo Penicillium verruculosum, Trichoderma viride, Penicillium glabrum
(linhagem 1), Penicillium glabrum (linhagem 2), Penicillium miczinskii, Penicillium herquei e
Fusarium sp., pertencentes a colecdo do Centro de Estudos Ambientais da UNESP, isolada a
partir de solo de Mata Atlantica proveniente da Estacdo Ecoldgica Juréia-Itatins, Peruibe, Sao
Paulo. E duas espécies utilizadas foram isoladas de solo do municipio de Guarapuava,
espécies ainda ndo identificadas, denominadas neste trabalho como espécie 01 (F1) e espécie
02 (D2).

Os residuos utilizados para o cultivo dos fungos foram casca de maracujd, casca de
café e farelo de canola. Estes residuos foram obtidos localmente. Os residuos foram
preparados por lavagem exaustiva com 4gua destilada, secagem a 80 ° C durante 24-48 h e
posteriormente o material foi moido e peneirado.

Os conidios das nove linhagens fiingicas cultivadas em meio sélido de Vogel (1956), a
28 °C, por sete dias foram suspensos em agua destilada esterilizada, sendo a suspensdo
filtrada em 1a de vidro estéril para a remocao dos fragmentos de hifas, e suas concentragdes
ajustadas em CAmara de Neubauer para 1,0 x 10’ conidios/mL. Um mililitro dessa suspensio
foi inoculado em frascos Elenmeyers de 125 mL, contendo 25 mL de meio liquido de Vogel
(1956), suplementado a 1% (m/v) com as diferentes fontes de carbono (casca de maracuja,
casca de café e farelo de canola).

Ap6s o crescimento em meio liquido por nove dias, a uma temperatura de 28 °C, as
culturas foram filtradas a vacuo em funil de Biichner. Desta forma, foram obtidos os filtrados
do meio de cultivo livre de células, os quais foram utilizados como fonte de enzimas. O
micélio foi utilizado para determinacdo de proteinas intracelulares para mensurar o
crescimento fungico. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A determinacao

da atividade B-glicosidésica foi realizada conforme descri¢@o apresentada nos capitulos I e II.



49

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecao de Fungos Filamentosos Produtores de $-Glicosidases Empregando-se Residuos

Agroindustriais como Substrato

A producido de B-glicosidases por diferentes fungos filamentosos utilizando a casca
de maracujd, casca de café e o farelo de canola como substratos estd apresentada na Tabela 4.

Verifica-se que os maiores niveis de -glicosidase foram produzidos por Penicillium
verruculosum, quando cultivado em casca de maracuja como fonte carbono, correspondendo a
1,49 U mL". Quando crescido em farelo de canola, este mesmo fungo produziu 1,07 U mL™.
A segunda maior producao de B-glicosidases foi verificada quando Penicillium myczinskii foi
cultivado em farelo de canola, obtendo-se uma producdo de 1,16 U mL™". Porém, niveis
baixos de atividade enzimética deste fungo foram observados quando a casca de maracuja foi
utilizada como substrato (0,19 U mL'l).

O fungo Trichoderma viride apresentou bons indices de atividade B-glicosidasica,

tendo produzido 0,92 U mL™" em casca de maracuja e 0,37 U mL"' em farelo de canola.

Tabela 4. Produgao de p-glicosidase por diferentes fungos cultivados em diferentes fontes de carbono.

Casca de Maracuja Casca de Café Farelo de Canola
Fungos Proteina Atividade Atividade Proteina Atividade Atividade Proteina Atividade Atividade
Intracelular Enzimadtica Especifica Intracelular Enzimadtica Especifica Intracelular Enzimatica Especifica
(mg mL™") (UmL™) (U/mg (mg) (UmL™) (U/mg (mg) (UmL™") (U/mg
proteina) proteina) proteina)

Penicillium 10,61+£0,24 © 1,49+0,02 | 1,17+0,08 | 7,130,033 | 0,17+0,00 : 0,12+0,03 = 7,52+0,36 1,07+0,04  0,42+0,05

verruculosum

Trichoderma 24,61+0,26 | 0,92+0,02 | 0,59+0,02 : 8,30+0,30 0,09+£0,00 : 0,06+£0,04 @ 47,34+1,51 | 0,37£0,01 0,170,06
viride

Penicillium 15,61+0,72 : 0,59+0,02 : 0,49+0,02 : 2,00£0,09  0,09+0,00 : 0,07+£0,02 ' 4,47+0,16 1,08+0,01 1,07+£0,03
glabrum (1)

Penicillium 18,07+£0,36 | 0,21+0,01 0,11£0,04 | 7,82+0,31 0,00+0,00 : 0,00+0,00 : 9,54+0,21 0,99+0,04  0,26+0,02
glabrum (2)

Penicillium 1,3620,07 0,19+0,01 0,17£0,04 @ 1,55+0,06 0,09+£0,00 : 0,07+£0,04 | 6,49+0,08 1,1620,03 | 0,54+0,03
miczinskii

Penicillium 0,81+0,01 0,11£0,00 : 0,10+£0,01 @ 3,84+0,12 : 0,00£0,00 : 0,00+£0,00 : 4,34+0,14  0,36+0,02 : 0,11+0,14
herquei

Fusarium sp. 58,6240,32 : 0,04+0,00 : 0,02+0,03 @ 8,45+0,19 : 0,00£0,00 = 0,00+0,00 @ 47,60+2,13 = 0,10+0,00 : 0,05+0,01

Espécie 01 (F1) | 12,52+0,22 | 0,40+0,02  0,34+0,05 @ 0,96+0,01  0,00+0,00 : 0,00+0,00 : 28,75+0,44 @ 0,47+0,02 : 0,33+0,03

Espécie 02 (D2) | 18,2940,50 | 0,48+0,02 : 0,33+0,07 ' 6,21+0,07 : 0,05+0,00 : 0,02+0,10 : 30,32+0,36 = 0,83+0,02 : 0,65+0,01
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A casca de café ndo induziu bons niveis de producdo de (-glicosidases, assim como
nao foi observado crescimento expressivo (proteina intracelular) pelas linhagens avaliadas.
No entanto, este substrato se mostrou propicio para a producdo de -glicosidades por algumas
espécies fungicas como descrito por Navya e colaboradores (2012). Apds o cultivo de
Rhizopus stolonifer em fermentacdo em estado sélido, expressiva producdo de B-glicosidase
foi observada por estes autores ao empregar a casca de café como substrato, correspondendo a
452,88 UmL".

Diante da baixa atividade de B-glicosidases pelos fungos cultivados em casca de café
e dos bons niveis de B-glicosidases produzidos por P. verruculosum e T. viride empregando-
se os substratos casca de maracujé e farelo de canola, a avaliagdo das melhores condicdes de
cultivo destes fungos para a producdo de P-glicosidases foi realizada, sendo descrita nos

capitulos I e II apresentados na sequéncia.
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CAPITULO I

EMPREGO DA CASCA DE MARACUJA E DO FARELO DE CANOLA PARA A
PRODUCAO DE p-GLICOSIDASES POR Penicillium verruculosum

Resumo

Residuos agroindustriais sdo gerados em grandes quantidades e possuem um enorme
potencial para utilizacdo na geracdo de biocombustiveis e outros quimicos de valor
econdmico. No entanto, o maior desafio € alcancar a hidrdlise eficiente destes materiais, com
o intuito de liberar aguicares fermentdveis ou outras substincias de interesse industrial a custos
competitivos com as tecnologias atuais. Dentre as enzimas utilizadas no processo de
conversao da celulose, as B-glicosidases sdo as principais. Neste estudo, modelos matematicos
foram elaborados para a producdo de [-glicosidase por uma linhagem de Penicillium
verruculosum utilizando-se casca de maracujd e farelo de canola como substratos, assim como
as melhores condi¢des para a hidrdlise da casca de maracuja foram estabelecidas, através da
Metodologia de Superficie de Resposta. Adicionalmente, as -glicosidases produzidas foram
caracterizadas bioquimicamente. A producdo de B-glicosidases em casca de maracujd, foi
consideravelmente superior aos niveis obtidos com o emprego de farelo de canola,
correspondendo a 8,54 U mL"'. As B-glicosidases produzidas em casca de maracujé foram
mais ativas a 65 °C, em pH 4,5, mostrando-se estdveis em uma ampla faixa de pH e nas
temperaturas de 55 °C e 60 °C. A aplicacdo do extrato bruto de P. verruculosum foi eficiente
em hidrolisar a casca de maracujd, obtendo-se rendimentos de 6,40 g L' de glicose. Desta
forma, evidencia-se neste estudo o potencial de P. verruculosum em produzir $-glicosidases a
baixo custo, assim como a possibilidade de aplicacdo destas enzimas para hidrolisar a casca
de maracujé, a fim de disponibilizar acticares fermentdveis para serem empregados em outros

bioprocessos.

Palavras-chave: residuos agroindustriais, [(-glicosidases, hidrélise,  Penicillium

verruculosum.
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1. Introducao

A celulose € a fonte de carbono mais abundante do planeta, sendo constituida por
moléculas de glicose, unidas por ligacdes glicosidicas B-(1,4) (ADSUL et al., 2011), sendo
um polimero altamente promissor para geracdo de energia renovavel. No entanto, a hidrdlise
enzimdtica da celulose é considerada ainda um dos principais fatores limitantes da producdo
de biocombustiveis a partir de materiais lignocelulésicos (CHAUVE et al., 2010).

As celulases fazem parte do terceiro maior grupo de enzimas comercializadas
mundialmente, principalmente pelo seu uso em industrias de algoddo, papel, detergentes,
extracdo de sucos e aditivos em alimenta¢do animal, no entanto, o mercado das celulases
poderd aumentar significativamente quando passarem a ser utilizadas amplamente para
producdo de combustiveis (WILSON, 2009). Estas enzimas sao classificadas de acordo com o
tipo de reacdo que catalisam em endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases, as quais
atuam de maneira sinérgica para converter celulose em glicose (LAN et al., 2013).

As B-glicosidades sdo consideradas enzimas imprescindiveis para conversdo da
celulose. Estas enzimas ndo apenas hidrolisam celo-oligosacarideos e celobiose em glicose, o
grande produto de interesse, como também eliminam o efeito inibitério da celobiose sobre
endoglucanases e exoglucanases, aumentando a taxa de conversdo de celulose em seus
mondmeros (RAMINT et al., 2012; SORENSEN et al., 2013). Muitos microrganismos sao
capazes de sintetizar celulases, porém, as [-glicosidases microbianas sdo geralmente
produzidas em baixas concentracdes (AGRAWAL at al., 2013). A produgdo desta enzima
geralmente € realizada por fungos filamentosos, mas possui um elevado custo e baixa
eficiéncia, sendo estas caracteristicas o fator limitante para tornar o processo de hidrolise
enzimdtica de materiais lignocelulésicos eficaz e rentdvel industrialmente (YANG et al.,
2011).

Nos tultimos anos, o uso de residuos agroindustriais em processos fermentativos tem
sido intensamente investigado, a fim de reduzir os custos de produgdo enzimatica
(SINGHANTIA et al., 2009). O emprego destes residuos mostra-se interessante tanto do ponto
de vista ambiental quanto econdmico, por amenizar os problemas ambientais decorrentes da
deposicdo destes residuos no ambiente, bem como por serem matérias-primas de baixo custo
(BHATIA et al., 2012). Uma vez que o processo producdo de celulases € uma das etapas

essenciais e limitantes para a hidrélise da biomassa lignoceluldsica, justifica-se a realizacao
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de estudos que promovam o desenvolvimento de celulases de forma mais efetiva e
econdmica.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi estabelecer as melhores condi¢cdes de
cultivo para a produgdo de B-glicosidase por uma linhagem de Penicillium verruculosum,
empregando-se a casca de maracujd e o farelo de canola como substratos. Adicionalmente, as
B-glicosidases produzidas foram caracterizadas bioquimicamente e sua aplicacdo na hidrélise

da casca de maracuj4 foi avaliada.
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2. Material e Métodos

2.1 Microrganismo e Condicdes de Cultivo

A linhagem de P. verruculosum empregada neste estudo pertence a cole¢do do
Centro de Estudos Ambientais da UNESP, sendo inicialmente isolada a partir de solo de Mata
Atlantica proveniente da Estacdo Ecoldgica Juréia-Itatins, Peruibe, Sdo Paulo — Brasil.

P. verruculosum foi cultivado em meio sélido de Vogel (1956), contendo 1,5 % de
glicose e 1,5% &gar, a uma temperatura de 28 °C, durante sete dias para produgdo de esporos.
Apos este periodo, os conidios foram suspensos em dgua destilada esterilizada, sendo a
suspensdo filtrada em 13 de vidro estéril para a remocdo dos fragmentos de hifas e suas
concentracdes ajustadas em cAmara de Neubauer para 1,0 x 10’ esporos mL"'. Um mililitro
desta suspensdo foi inoculado em frascos Erlenmeyers de 125 mL, contendo 25 mL de meio
liquido de Vogel, suplementados com diferentes fontes de carbono e diferentes valores de pH,
os valores de fonte de carbono e pH foram definidos de acordo com cada experimento do
delineamento composto central rotacional descrito a seguir. Apds o crescimento em meio
liquido por periodos pré-estabelecidos nos planejamentos descritos posteriormente, as culturas
foram filtradas a vacuo em funil de Biichner. Desta forma, foram obtidos os filtrado do meio
de cultivo livre de células, os quais foram utilizados como fonte de enzimas e de proteinas
extracelulares e o micélio, o qual foi empregado para a determinacdo de proteinas

intracelulares.

2.2 Determinacdo da Atividade Enzimatica e Proteinas Totais

A determinacao da atividade B-glicosidase foi realizada por meio da incubagao de 0,2
mL de p-nitrofenil-p-D-glucopiranosidio (PNPG) 5 mM em tampao Mcllvane pH 5,0 e 0,3 ml
do filtrado enzimadtico apropriadamente diluido em tampao Mcllvane pH 5,0 a 50 °C. Apos
periodo de incubagdo apropriados, a reacdo foi paralisada pela adi¢ao de 2,0 ml de solu¢do de
Na,CO; 2 M, sendo a leitura realizada em espectrofotometro a 410 nm. Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar um micromol

de p-nitrofenol por ml, por minuto de reacao, nas condi¢des de ensaio.
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As proteinas totais foram determinadas pelo método de Bradford modificado
(SEDMAK; GROSSBERG, 1977), utilizando como referéncia uma curva de calibracdo

padrao de albumina de soro bovino (BSA).

2.3 Otimizacdo da Producdo da B-Glicosidase Utilizando Delineamento Central Composto
Rotacional (DCCR) e Metodologia de Superficie de Resposta (MSR)

Com o intuito de elevar os nives de B-glicosidase produzidos, as condi¢des de cultivo
foram testadas através do Delineamento Central Composto Rotacional e as respostas das
atividades de B-glicosidade foram analisadas pela Metodologia de Superficie de Resposta
(MSR). Os experimentos foram realizados por 23 fatorial: concentracdo do residuo [S], tempo
de incubacgdo (T) e pH do meio de cultivo, com cinco niveis, gerando 17 combinagdes de
tratamentos com trés amostras no ponto central e seis pontos axiais. A corrida 18 foi utilizada
como validagdo externa nos modelos quadraticos gerados. Dois planejamentos experimentais
foram realizados: P. verruculosum cultivado em meio com casca de maracuja e com farelo de
canola.

Os dados apresentados foram ajustados de acordo com a seguinte equac@o polinomial

de segunda ordem (1):

Y =By + P1x1 + Boxy + f3x3 + ﬂ11x12 + ,Bzzx% + ,833X§ + B12X1X; + P13X1X3
+ Bazxyx3 +& (1)

Onde Y € a resposta prevista; Sy representa a interse¢do; fi, f» € f3 s@o os coeficientes
lineares, f11, f22 € f33 sdo os coeficientes quadraticos; f12, fi13 € Sz sdo os coeficientes de

interacdo e xj, X € x3, sdo as varidveis independentes, concentracao do residuo [S], tempo de

incubacdo (T) e pH, respectivamente. O termo € representa o erro experimental.

2.4 Caracterizacdo Enzimatica

2.4.1 Efeito da Temperatura e do pH sobre a Atividade da -Glicosidase

Para determinar a temperatura Otima das [-glicosidades produzidas, a atividade

enzimatica foi avaliada em uma faixa de temperatura de 35 °C a 80 °C, em intervalos de 5 °C,
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em tampao Mcllvane pH 5,0. O pH 6timo da atividade enzimaética foi avaliado em tampao
Mcllvaine na faixa de pH de 3,0 a 6,5, em intervalos de 0,5 unidades, em temperatura 6tima

previamente estabelecida.

2.4.2 Estabilidade da B-Glicosidase em Diferentes Temperaturas e pH

A estabilidade térmica foi determinada apds incubagao do extrato bruto em 55 °C, 60
°C, 65 °C e 70 °C em diferentes intervalos de tempo, em pH 6timo. A fim de avaliar a
estabilidade enzimadtica frente ao pH, o extrato bruto diluido (1:2 v/v) em tampao Mcllvane
foi incubado em valores de pH de 3,0 a 8,0, a 4 °C. Ap6s 24 horas, a atividade residual -

glicosidasica foi determinada.

2.4.3 Efeito de fons Metdlicos e Outras Substancias sobre a Atividade da p-Glicosidase

O efeito de alguns fons metdlicos e outras substancias sobre a atividade f-
glicosidasica nas concentracdes de 2 mM e 10 mM foi verificado. As reacdes enzimaéticas

foram conduzidas nas condi¢des 6timas previamente estabelecidas.

2.4.4 Determinacdo do Ki

Com o objetivo de verificar a tolerancia das B-glicosidades ao produto final de
reacdo, 0,2 mL do substrato PNPG 5 mM foram incubados juntamente com o extrato bruto e
glicose em diversas concentracoes (2 a 100 mM), de modo a completar um volume de 0,3 mL.
Posteriormente, a atividade B-glicosiddsica foi determinada nas condi¢des Otimas de
temperatura e pH previamente estabelecidas. O parametro cinético de inibicdo (Ki) foi
determinado, sendo este definido como a quantidade de glicose necessaria para inibir 50% da
atividade da B-glicosidase. Os dados foram analisados por regressdo de Probitos, com limite
de confianga de 1%.

Todos os ensaios de caracterizacdo enzimatica foram analisados estatisticamente por

andlise de variancia (ANOVA), ao nivel de significancia de 5%.
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2.5 Hidrolise Enzimatica da Casca de Maracuja

Antes da hidrdlise enzimadtica, o pré-tratamento alcalino foi realizado para aumentar
o teor de celulose na casca de maracujd, através da eliminacdo parcial da fracdo de legnina, de
acordo com Muthuvelayudham e Viruthagiri (2006). Para isso, a casca de maracuja foi tratada
com NaOH a 4 % e autoclavada a 121 °C durante 30 minutos. Em seguida, o substrato foi
lavado com &gua destilada. O efeito alcalino foi ainda mais neutralizado com adi¢do de 4cido
fosférico diluido, em seguida a mistura foi seca a 70 °C.

A hidrdélise enzimdtica da casca de maracuja, empregando-se o extrato bruto de P.
verruculosum crescido em casca de maracuja, foi realizada de acordo com o método proposto
por Ghose (1987). Para tal, 300 mg de casca de maracujd pré-tratada foram incubados em
tampao Mcllvane. Os frascos foram pré-incubados em dgua nas diferentes temperaturas de
hidrélise testadas, durante 10 minutos para aclimatacdo, apds o filtrado bruto de P.
verruculosum foi adicionado para iniciar a hidrélise. Quantidades varidveis de tampao e
filtrado bruto foram adicionados a um volume final de 5 mL, de acordo com o desenho
experimental. Foram recolhidas amostras apds periodos pré-estabelecidos, que foram
imediatamente resfriadas em gelo e centrifugadas a 5.000 x g durante 10 minutos (YANG;
WYMAN, 2004). As andlises de glicose foram efetuadas sobre os sobrenadantes obtidos,
empregando-se o kit de ensaio da glicose-oxidase.

A hidrélise foi realizada por Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR), 2*
fatorial: tempo, pH, temperatura e concentracdo da enzima, foram utilizados como as
varidveis independentes (fatores), resultando em 27 combinacgdes de tratamentos, sendo trés
amostras no ponto central. A corrida nimero 28 foi utilizada como valida¢do externa para os
modelos quadraticos gerados.

Para o sistema com quatro fatores, o modelo é dado pela seguinte equacdo

polinomial de segunda ordem (2):

Y = Bo + Pixs + Baxz + Paxzs + Paxy + Pr1Xi + PaaXs + Pazxs + Paaxi + Praxix,
+ B13X1X3 + P1aX1Xs + PasXaX3 + PoaXaXy + P3aX3Xs + € (2)

Onde Y € a resposta prevista; fy representa a interse¢do; f;, f2, f3 € f4 sdo os coeficientes

lineares, f11, P22, P33 € Pasa s@0 os coeficientes quadraticos; f12, f13, P14 P23 P24 € P34 s80 0s

coeficientes de interacdo e x;, xz, X3 € x4, sdo as varidveis independentes de Tempo (T), pH,
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Temperatura (Temp) e concentragdo da enzima (E), respectivamente. O termo € representa o

erro experimental.

Os valores codificados dos planejamentos de otimizacao e hidrdlise foram calculados

de acordo com a equagdo de regressao:

Onde x; € o valor codificado, X; € o valor real, X, é o valor real no ponto central e
AX; é o valor de mudanca de passo.

A andlise de variancia (ANOVA) e as superficies de resposta para os experimentos
de otimizag¢do e hidrolise enzimdtica foram gerados pelo programa Statistica versdo 8.0

(StatSoft, USA).

3. Resultados e Discussao

3.1 Otimiza¢do da Producdo da B-Glicosidase Utilizando Metodologia de Superficie de
Resposta (MSR)

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) realizada através de Delineamento
Central Composto Rotacional (DCCR) 23 fatorial foi conduzida, com o objetivo de estabelecer
as condicdes Otimas para producdo enzimadtica, bem como verificar as interacdes entre
concentracao do substrato, tempo e pH.

Para tal, P. verruculosum foi cultivado em presenca de casca de maracuja e de farelo
de canola, constituindo dois planejamentos experimentais. Os valores reais e codificados, bem
como os resultados obtidos nos dois planejamentos experimentais estdo apresentados na
Tabela 1, onde os tratamentos de 1 a 17 fazem parte do delineamento experimental, enquanto
a corrida 18 refere-se a validacdo externa dos modelos.

Até o presente momento, a producdo de B-glicosidases e de outras hidrolases por
fungos filamentosos utilizando estes residuos agroindustriais ndo foi reportada na literatura.
No entanto, B-glicosidases flingicas tem sido produzidas empregando-se outros residuos, tais

como casca de café (NAVYA et al., 2012), cana-de-acicar (ZIMBARDI et al., 2013), casca
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de arroz (BHATTI, 2013), farelo de trigo (QIAN et al., 2012), palha de milho e farelo de trigo
(GAO et al., 2012).

Tabela 1. Condic¢des experimentais e resultados do planejamento experimental para producdo de B-glicosidase
por P. verruculosum.

Valores reais (codificados) B-glicosidase (U mL™)
Corridas  Substrato Tempo pH Casca de Farelo de
(%) (dias) Maracuja Canola
1 1,1 (-1) 44 (-1) 4,2 (-1) 0,57 0,62
2 2,9 (1) 44 (-1) 4,2 (-1) 0,98 1,35
3 L1 (-1) 8,6 (1) 4,2 (-1) 2,78 3,84
4 2,9 (1) 8,6 (1) 4,2 (-1) 8,54 4,32
5 1,1 (-1) 44 (-1) 7,8 (1) 0,40 0,29
6 2,9 (1) 44 (-1) 7,8 (1) 1,14 0,50
7 1,1(-1) 8,6 (1) 7,8 (1) 1,16 0,70
8 2,9 (1) 8,6 (1) 7,8 (1) 2,27 1,32
9 0,5 (-1,68) 6,5 (0) 6,0 (0) 0,58 1,00
10 3,5 (1,68) 6,5 (0) 6,0 (0) 6,33 2,26
11 2,0 (0) 3,0 (-1,68) 6,0 (0) 0,49 0,41
12 2,0 (0) 10,0 (1,68) 6,0 (0) 3,13 2,79
13 2,0 (0) 6,5 (0) 3,0 (-1,68) 2,29 2,13
14 2,0 (0) 6,5 (0) 9,0(1,68) 0,60 0,56
15 2,0 (0) 6,5 (0) 6,0 (0) 3,32 2,28
16 2,0 (0) 6,5 (0) 6,0 (0) 3,45 2,30
17 2,0 (0) 6,5 (0) 6,0 (0) 3,59 2,10
18%* 2,5 5,5 5,5 3,52 2,64

* Valores referentes a validacao.

A andlise de varidncia (ANOVA) para os modelos gerados estd resumida na Tabela
2. Os modelos da atividade B-glicosiddsicas foram significativos (p<0,05). Considerando-se o
teste F, os dois modelos foram preditivos, pois os valores de F calculado foram maiores do
que os valores de F tabelado. Os coeficientes de determinacdo R* de 0,9112 para P.
verruculosum em casca de maracujd e 0,9579 para P. verruculosum em farelo de canola
indicam que 91,12% e 95,79%, respectivamente, da variabilidade dos dados podem ser
explicadas por estes modelos, valores considerados altos ao se considerar experimentos

bioldgicos.
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Tabela 2. Andlise de variancia (ANOV A), coeficientes de regressdo para f-glicosidase produzida por P.
verruculosum cultivado em casca de maracuja e farelo de canola, e os valores de R?2 e F-valor.

B-Glicosidase — Casca de Maracuja B-Glicosidase — Farelo de Canola
Termos s MQ g F I omra sq mQ @ r I mFw
M 72,702 24234 3 4447 326 13,64 22,524 5,631 4 68,27 320 21,33
R 7,084 0,545 13 - - - 0,990 0,082 12 - - -
T 79,785 - 16 - - - 23,513 - 16 - - -
R? 0,9112 0,9579
Termos Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
Meédia/Interc. 3,449 (£ 0,57) 0,001 2,280 (£ 0,21) 0,000
[S] 1,296 (£ 0,27) 0,002 0,306 (£ 0,10) 0,020
[S]? 0,017 (= 0,30) 0,957 -0,201 (2 0,11) 0,116
T 1,179 (£ 0,27) 0,003 0,838 (x0,10) 0,000
T -0,567 (£ 0,30) 0,101 -0,213 (£ 0,11) 0,099
pH -0,785 (£ 0,27) 0,024 -0,730 (£ 0,10) 0,000
pH? -0,696 (£ 0,30) 0,054 -0,303 (£ 0,11) 0,031
[SIXT 0,715 (£ 0,35) 0,084 0,020 (+ 0,13) 0,884
[S]xpH -0,539 (£ 0,35) 0,173 -0,049 (£ 0,13) 0,724
TxpH -0,984 (£ 0,35) 0,028 -0,620 (£ 0,13) 0,002

M = modelo; R = residuo; T = Total; SQ: soma dos quadrados; MQ: média dos quadrados; gl: grau de liberdade; F: F
calculado; F tab: F tabelado 5%; [S]: concentra¢do do substrato; T: tempo; pH: potencial hidrogenionico. Os valores em
negritos sdo estatisticamente significativos.

Os dados obtidos foram analisados por regressdo linear multipla e os modelos
matemadticos que representam a atividade da -glicosidase foram expressos pelas equacdes 4 e

5, levando-se em consideracdo somente os termos significativos:

Bgli (Maracuja) = 3,449 + 1,296 + 1,179T — 0,785pH — 0,984 TpH 4)

Bgli (Canola) = 2,280 + 0,306S + 0,838T — 0,730pH — 0,303pH? — 0,619 TpH (5)

Onde PBgli ¢ atividade de B-glicosidase, S é concentracdo do substrato, T € o tempo e pH € o

potencial hidrogenidnico.

Os coeficientes de regressdao também estdo apresentados na Tabela 2. A andlise do
p-valor € um instrumento ttil para avaliar a significancia dos coeficientes, de maneira que
quanto menor o p-valor, maior a significancia do coeficiente de variagdo correspondente.

Observa-se que os termos lineares das varidveis independentes de concentragdo do
substrato [S], tempo (T) e pH foram significativos para a produ¢do de B-glicosidase em casca

de maracuja e farelo de canola, enquanto que para os termos quadraticos, somente o pH foi
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significativo em farelo de canola, exercendo este uUltimo maior influéncia sobre os niveis
enzimaticos produzidos. Em relacdo as interagdes entre os termos, apenas a interacao entre
tempo (T) e pH foram significativas para os dois substratos. Esta andlise € importante para
compreender como o processo biologico em questdo funciona ao nivel de sistema e como um
fator individual interage de modo dindmico com outro (FALLER et al., 2003). Isto indica que
os termos significativos agem como fatores limitantes para producdo de B-glicosidase por P.
verruculosum.

Pode-se concluir que P. verruculosum quando cultivado em presenca de casca de
maracujd, a varidvel mais importante é a concentracdo do substrato [S] linear, seguida pelo
tempo de cultivo (T) linear, pH linear e por fim a interacido entre tempo e pH. Entretanto,
quando cultivado em farelo de canola, a varidvel mais importante é o tempo de cultivo (T)
linear, seguido pelo pH linear, a interacdo entre tempo e pH, a concentracdo do substrato [S]
linear, e por fim o pH quadratico. Adicionalmente, em relacdo aos dois substratos, quando a
concentracdo do substrato e o tempo de cultivo sdo aumentados e o valor de pH é diminuido,
a producao de B-glicosidases € favorecida. As curvas de superficie de resposta para os fatores
mais importantes que afetam a produgdo de -glicosidase estdo apresentados na Figura 1.

Verifica-se que com a utiliza¢do da casca de maracuja, a producio de B-glicosidases
foi consideravelmente superior aos niveis obtidos com o emprego de farelo de canola. Em
relacdo ao crescimento micelial o mesmo padrdo foi observado, onde o fungo em casca de
maracujd cresceu 30,97% a mais, correspondendo a 67,80 mg mL™"' de proteina em relacdo ao
farelo de canola, onde 46,88 mg mL™" de proteinas foram obtidos (dados ndo mostrados). De
acordo com Ferreira e Pena (2010) a farinha de casca de maracuja possui 62% de fibras,
enquanto que o farelo de canola possui 12% de fibras, sendo 4,5% de celulose (CANADIAN
INTERNATIONAL GRAINS INSTITUTE, 2009). Desta forma, as diferentes composicoes,
bem como a acessibilidade aos diferentes substratos pelo fungo podem explicar os diferentes
niveis de B glicosidase observados (KNOB et al., 2013).

Os niveis de produ¢io de P-glicosidases obtidos neste trabalho (8,54 U mL™)
empregando-se a casca de maracujd como substrato foram superiores aos obtidos quando
Aspergillus awamori foi cultivado em meio contendo farelo de trigo, correspondendo a
0,01047 U mL" (GOTTSCHALK et al., 2013) e quando Penicillium miczynskii foi cultivado
em casca de abacaxi, onde uma producdo de 1,99 U mL"! foi verificada (BEITEL; KNOB,
2013). Desta forma, o emprego da casca de maracuja para a producao de -glicosidades por P.
verruculosum mostra-se eficaz, uma vez que pode reduzir a deposi¢do deste residuo no meio

ambiente, bem como proporcionar uma diminui¢do nos custos de producdo destas enzimas.
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Segundo Liu (2013), um dos principais fatores limitantes da utilizacdo de enzimas
lignoceluloliticas em processos industriais é o seu elevado custo, sendo necessirio o
desenvolvimento de sistemas eficientes de produgao.

As condigdes de cultivo que apresentaram maior producdo de B-glicosidase por P.
verruculosum cultivado em casca de maracuja (8,54 U mL'l) e farelo de canola (4,32 U mL'l)
foram concentracdo do substrato 2,9 %, pH 4,2 e tempo de incubagdo de 8,6 dias (corrida 4).
Condic¢des diferentes foram estabelecidas para Penicillium funiculosum que atingiu a maxima
producido de B-glicosidases (3,1 U mL™") em pH 5.0, por 4 dias (RAMANI et al., 2012) e por
P. miczynskii, o qual atingiu méxima producdo (2,82 U ml"") quando crescido em pH 5,5, por

9 dias (BEITEL; KNOB, 2013).
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Figura 1. Superficie de resposta para a producido de B-glicosidase. P. verruculosum cultivado em casca de
maracuja (A, B e C). P. verruculosum cultivado em farelo de canola (D, E e F).
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3.1.1 Validag@o do Modelo

A validagdo externa dos modelos para a otimizacdo da producdo de B-glicosidase
foram realizadas nas seguintes condi¢des: concentra¢do do substrato 2,5%, tempo de cultivo
5,5 dias e pH 5,5 (corrida 18 da Tabela 1). Os indices da atividade de B-glicosidase nesta
corrida, para os experimentos com casca de maracujd e farelo de canola, foram utilizados para
a modelagem a partir das equacdes quadrdticas geradas pela metodologia de superficie de
resposta.

Para a casca de maracujd, o valor experimental da atividade B-glicosidase foi 3,52 U
mL". Este valor foi comparado com a atividade proveniente da modelagem, a qual
correspondeu a 3,30 U mL™’. Desta forma, a recuperacio dos valores de P-glicosidase
experimental em relacdo ao teor preditivo pelo modelo foi de 93,75%. Ja para o farelo de
canola o valor experimental da atividade B-glicosidase foi 2,64 U mL"'. Quando este é
comparado ao valor da atividade proveniente da modelagem (1,93 U mL™), a recuperacao dos
valores de [-glicosidase experimental em relagdo ao teor preditivo pelo modelo foi de
73,29%.

Os altos valores destas porcentagens mostram as adequagdes aos modelos gerados,
validando-os de forma satisfatéria. Assim, o tratamento utilizado para a validacdo externa se
adequou aos modelos gerados, indicando a robustez do delineamento proposto, bem como
demonstra que a quimiometria aliada a modelagem matemdtica pode ser aplicada em estudos

de atividades enzimaticas microbianas.

3.1.2 Simulag¢@o de Dados

No delineamento experimental (DCCR) foram gerados seis modelos matemaéticos
(Figura 1), trés para cada substrato, porém para a simulacido foram utilizados apenas quatro
modelos, os mais representativos dos experimentos deste estudo. Os modelos codificados
permitiram a simula¢do de dados da produgdo de B-glicosidase, enquanto que os modelos
gerados foram usados para executar as simulacdes da concentracdo do substrato e pH em
relac@o ao tempo de cultivo (Figura 2).

As principais vantagens da simulacdo e o motivo da sua aplicacdo em diversas areas
¢ a simplicidade, realismo e flexibilidade (KLEIJNEN; STANDRIDGE, 1988). A simulagdo
dos dados permite projetar o comportamento dos fatores analisados (concentragdo do

substrato, pH e tempo) em relacdo a outro fator (como por exemplo, em relacdo ao intervalo
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de tempo testado), enquanto o delineamento (DCCR) analisa pontos especificos, aonde os
fatores encontram-se combinados. Assim a simulacdo complementa a andlise dos dados do
DCCR a fim de melhor compreender os efeitos dos fatores e definir as melhores condi¢des de
cultivo. De tal modo a simulacao através de delineamento experimental e andlise de regressao
podem ser utilizadas para explicar a producao enzimatica.

Na simulacdo da concentracdo do substrato em relacdo ao tempo de cultivo para
verificar a atividade de B-glicosidase, pode-se observar que quanto maior a concentragdo do
substrato, maior a producao de B-glicosidase. Nota-se, ainda, que o fungo se comportou de
forma diferente nos dois substratos, pois em farelo de canola a concentragdo de 2,9 % induziu
maior producdo enzimdtica, mesmo valor encontrado no DCCR, j4 para casca de maracuja a
melhor concentragdo de substrato foi 3,5%, diferente do encontrado no DCCR, que foi de 2,9
%.

Entretanto, ao analisar a simulacdo os dados de pH de cultivo em relagdo ao tempo
para averiguar a atividade da B-glicosidase, verifica-se que quanto menor os valores de pH,
maior a producdo de B-glicosidase, sendo que tanto na simulacdo quanto no DCCR, o melhor
valor de pH foi 4,2.

Desta forma, definimos com base no DCCR e na simula¢do que as melhores condicdes
para se produzir B-glicosidases por P. verruculosum em casca de maracujda é 3,5 % de
concentracao de substrato, pH 4,2 e tempo de cultivo de 8,6 dias. E em farelo de canola € 2,9

% de concentragdo de substrato, pH 4,2 e tempo de cultivo de 8,6 dias.
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Figura 2. Simulagdo de dados para atividade de B-glicosidase que demonstra a influéncia da concentragao de
substrato em relacdo ao tempo de cultivo de P. verruculosum crescido em presenca de: (A) casca de maracuja e
(B) farelo de canola. Simulac¢@o de dados de pH iniciais do meio de cultivo em relag@o ao tempo de cultivo em P.
verruculosum crescido em presenga de: (C) casca de maracuja e (D) farelo de canola.

3.2 Caracterizacdo Enzimatica

3.2.1 Efeito da Temperatura e do pH sobre a Atividade da B-Glicosidase

A maior atividade da B-glicosidase foi verificada a 65 °C (Figura 3A), sendo

significativo (p<0,01). Nota-se que a atividade enzimatica foi aumentando com o aumento da

temperatura, a partir de 65 °C a atividade comegou a decair acentuadamente, sendo que a 35

°C e 80 °C a atividade relativa da B-glicosidase foi consideravelmente reduzida. Esta também

foi a melhor temperatura determinada para as B-glicosidases de Fusarium solani BHATTI et

al., 2013), Penicillium sclerotiorum (WEI et al., 2011) e Penicillium purpurogenum (JEYA et
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al., 2010). Entretanto, a B-glicosidase de Penicillium decumbens apresentou atividade 6tima
entre 65-70°C (CHEN et al., 2010),

Em relacdo ao pH, a B-glicosidase de P. verruculosum apresentou maior atividade
relativa em pH 4,5 (Figura 3B), sendo significativo (p<0,05). Este valor também foi
encontrado para as [-glicosidases de Aspergillus awamori (NAGAYOSHI, et al., 2011),
Fusarium solani (BHATTIL et al., 2013) e Penicillium sclerotiorum (WEI at al., 2011).
Penicillium funiculosum apresentou pH 6timo entre 4,0-5,0 (RAMANI et al., 2012), enquanto
que as B-glicosidases provenientes de Penicillium decumbens apresentaram atividade 6tima

entre valores de pH 4,5-5,5 (CHEN et al., 2010).

3.2.2 Estabilidade da B-Glicosidase em Diferentes Temperaturas e Diferentes Valores de pH

A tolerancia ao calor é uma caracteristica essencial para a utilizacdo de enzimas em
processos industriais. Para verificagdo da estabilidade térmica, o extrato bruto foi incubado a
55, 60, 65 e 70 °C. A B-glicosidase de P. verruculosum se mostrou estdvel em 55 °C e 60 °C,
apresentando meia vida (T;;) de 270 e 120 minutos respectivamente (Figura 3C). Em
temperaturas superiores a estas, a atividade [B-glicosidasica foi consideravelmente baixa.
Entretanto, as B-glicosidases de P. verruculosum mostram-se bastante estdveis ao serem
comparadas com as B-glicosidases de Penicillium simplicissimum, estdveis por 240 minutos a
50 °C (BAIl et al., 2013), e as de Penicillium citrinum, as quais apresentaram uma meia vida
de 120 minutos a 58 °C (NG et al., 2010).

As B-glicosidase de P. verruculosum apresentaram-se estaveis em uma ampla faixa de
pH (3,5-8,0), excetuando-se o pH 3,0 onde apenas 59,47 % da atividade residual foi
observada (Figura 3D). Semelhantemente, as B-glicosidases de Thermotoga thermaruma
foram estdveis no intervalo de pH de 4,0 a 8,0 (ZHAO et al., 2013), enquanto que as f-
glicosidases de Melanocarpus sp. estaveis apenas em valores de pH 5,0 a 6,0 (KAUR et al.,

2007).
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Figura 3. Influéncia da temperatura (A), pH (B), estabilidade térmica (C) e estabilidade de pH (D) na atividade
enzimdtica de B-glicosidase de P.verruculosum. Figura A (p<0,01), figuras B e D (p<0,05).

3.2.3 Efeito de fons Metdlicos e Outras Substancias sobre a Atividade da p-Glicosidase

A atividade da B-glicosidase foi mensurada na presenca de fons metélicos e outros
compostos nas concentragcdes de 2 e 10 mM (Tabela 3), para verificar substancias ativadoras e
inibidoras da respectiva atividade enzimatica. Os dados foram analisados estatisticamente ao
nivel de significancia de 5% pela andlise de variancia (ANOVA).

Uma ativagdo mais pronunciada da atividade B-glicosiddsica foi observada em
presenca de Ba®™ e Mg2+, seguida por citrato de sodio, em concentragcdes de 2 mM. De modo
similar, a ativagdo por Ba®* também foi verificada por Wei at al (2011) em relagdo as [3-
glicosidases de Penicillium sclerotiorum, enquanto que o Mg>* também foi capaz de ativar a
B-glicosidase de Aspergillus fumigatus (LIU et al., 2012). Contrariamente a este estudo, as -
glicosidases de Penicillium simplicissimum foram ativadas por Mn>* (BAI et al., 2013). A

ativacdo em presenga de P-mercaptoetanol exibida pela B-glicosidase de P. verruculosum



69

sugere que os grupos sulfidrila estdo presentes no sitio ativo da enzima, ou préximos a ele,
uma vez que esta substancia previne a oxidagao dos mesmos.

As B-glicosidases de P. verruculosum foram fortemente inibidas por SDS, Hg** e
Mn+2, enquanto que Cu+2, Co*? ¢ EDTA inibiram moderadamente a atividade enziméatica. A
inibi¢do da B-glicosidase por ngJr sugere a presenca de grupos tiol dos residuos de cisteina
em locais ativos da enzima ou em torno deles. A perda da atividade verificada em presenca de
SDS indica que as interagdes hidrofébicas sdo importantes para manter a estrutura nativa da
enzima, enquanto que a redugdo da atividade em presenca do agente quelante EDTA sugere
que cations divalentes sdo necessdrios para a acdo enzimdtica. De modo similar, as [-
glicosidase de Aspergillus fumigatus 75 foram inibidas por EDTA (LIU et al.,, 2012),
enquanto que sobre as B-glicosidases de Melanocarpus sp. o EDTA e o SDS nado exerceram

efeitos inibitérios (KAUR et al., 2007).

Tabela 3. Efeito de diferentes substancias na atividade de B-glicosidase de P. verruculosum..

Substancias Concentragdo
2 mM 10 mM

Controle 100,00 + 4,479 100,00 + 4,56

CuSO, 125,02 + 3,98 72,99 + 4,96°
ZnSO, 123,01 + 1,61% 104,81 + 4,878

MnSO, 88,88 +5,10% 64,34 +2.46°
BaCl, 157,61 +2,87" 100,27 + 5,09
CaCl, 125,25 + 2,70 91,09 + 4,86™
NH,CI 88,80 + 3,98% 101,63 £ 0,31%
NaCl 96,76 + 4,13% 94,06 + 4,80

SDS 53,44 + 3,93 7,22 +2.22

MgSO, 146,64 + 0,84" 102,32 + 1,06
Citrato de sodio 136,22 +2,70° 116,04 + 3,60°
Co(NO3), 125,17 + 3,93 74,78 + 5,06

HgCl, 59,07 + 4,82 40,91 +4,93"
Pb(CH;COO0), 89,19 + 1,19% 104,90 + 4,598
EDTA 87,56 + 4,46° 84,52 + 1,48%
B-mercaptoetanol 112,74 £4,21# 120,77 £0,13°¢

Letras iguais denotam que ndo hd diferenca estatistica significativa,

estatistica significativa entre as espécies quimicas analisadas (<0,05).

letras diferentes denotam que hd diferenca
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3.2.4 Tolerancia a Glicose

Comumente a glicose, o produto final da reacdo enzimdtica da B-glicosidase, inibe a
acdo desta enzima, onde o substrato e o produto disputam o sitio ativo da enzima, num
mecanismo de competicdo (KRISCH et al., 2010). De acordo com Teugjas e Valjamae
(2013), a inibi¢do da B-glicosidase por glicose ¢ um grande obstdculo na hidrélise enzimatica
da celulose. Por esta razdo, a sensibilidade a glicose € um fator importante a ser avaliado.

Por meio da realiza¢do do experimento de tolerancia a glicose (Figura 4), verifica-se
que quando a concentracdo de glicose aumenta, a atividade da [B-glicosidase diminui
gradativamente, evidenciando a sua inibicao pelo aumento da concentracdo de glicose.

O Ki da B-glicosidase de P. verruculosum foi calculado através da regressdo de
probitos (p <0,01), obtendo-se um Ki previsto de 51,70 mM, com R = 0,9986, R2 = 0,9972 e

R? ajustado = 0,9971. A andlise de probitos gerou a seguinte equagao de regressao:

Atividade Relativa % = 0,1048 4+ 0,0076 X (7)

Onde x € a concentragdo de glicose (mM).

O valor encontrado para o Ki de 51,70 mM neste trabalho ¢ um valor expressivo
quando comparado com o Ki apresentado por outras B-glicosidases de fungos do género
Penicillium tais como de Penicillium italicum, as quais apresentaram um valor de Ki de 8,9
mM (PARK et al., 2012), as de Penicillium pinophilum, onde o valor de Ki correspondeu a
26,6 mM (JOO et al., 2010), as produzidas por Penicillium purpurogenum, as quais exibiram
um Ki de 21,5 mM (JEYA et al., 2010), bem como as de Penicillium verruculosum com Ki de
0,093 mM (KOROTKOVA et al., 2009).

Desta forma, o emprego das B-glicosidades de P. verruculosum mostra-se vantajosa,

uma vez que pode apresentar maior eficiéncia na sacarificacdo de materiais lignoceluldsicos.
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Figura 4. Efeito da glicose na atividade da B-glicosidase de P. verruculosum.

3.3 Hidrélise Enzimatica

A hidrélise enzimatica da casca de maracuja pré-tratada pelo método alcalino foi
realizada, através de Metodologia de Superficie de Resposta por Delineamento Central
Composto Rotacional, onde foram analisados 4 fatores: tempo, pH, temperatura e
concentracdo da enzima. O objetivo deste delineamento experimental foi estabelecer as
melhores condicdes de hidrélise enzimética, com a finalidade de maximizar a liberagdo de
glicose, a partir deste substrato.

As curvas das superficies de resposta estdo apresentadas na Figura 5 e mostram os
efeitos dos fatores tempo, pH, temperatura e concentracdo da enzima na hidrélise enzimética
da casca de maracuji, bem como determinam os pontos 6timos para cada varidvel para a
madxima reposta de glicose liberada.

Os valores reais e codificados e os resultados obtidos no planejamento experimental
estdo apresentados na Tabela 4, onde os tratamentos de 1 a 27 fazem parte do planejamento,

enquanto que a corrida 28 refere-se a validagdo do modelo.
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Tabela. 4. Condicdes experimentais e resultados do planejamento experimental para hidrélise enzimdtica da
casca de maracuja com a liberag¢do de glicose.

Valores reais (codificados) Resposta
. Temperatura Enzima Glicose (mg/g
Corrida  Tempo (h) pH ©C) (U g'l) de substrato)
1 33 (-1) 4,0 (-1) 55 (-1) 13,75 (-1) 14,36
2 33 (-1) 4,0 (-1) 55 (-1) 31,25(1) 17,04
3 33 (-1) 4,0 (-1) 65 (1) 13,75 (-1) 3,75
4 33 (-1) 4,0 (-1) 65 (1) 31,25(1) 791
5 33 (-1) 6,0 (1) 55 (-1) 13,75 (-1) 5,76
6 33 (-1) 6,0 (1) 55 (-1) 31,25(1) 18,25
7 33 (-1) 6,0 (1) 65 (1) 13,75 (-1) 2,87
8 33 (-1) 6,0 (1) 65 (1) 31,25(1) 5,63
9 75 (1) 4,0 (-1) 55 (-1) 13,75 (-1) 17,58
10 75 (1) 4,0 (-1) 55 (-1) 31,25(1) 25,64
11 75 (1) 4,0 (-1) 65 (1) 13,75 (-1) 12,21
12 75 (1) 4,0 (-1) 65 (1) 31,251 16,71
13 75 (1) 6,0 (1) 55 (-1) 13,75 (-1) 6,16
14 75 (1) 6,0 (1) 55 (-1) 31,25 (1) 15,16
15 75 (1) 6,0 (1) 65 (1) 13,75 (-1) 6,43
16 75 (1) 6,0 (1) 65 (1) 31,25 (1) 8,11
17 12 (-2) 5,0 (0) 60 (0) 22,50 (0) 14,36
18 96 (-2) 5,0 (0) 60 (0) 22,50 (0) 32,02
19 54 (0) 3,0 (-2) 60 (0) 22,50 (0) 791
20 54 (0) 7,0 (2) 60 (0) 22,50 (0) 9,59
21 54 (0) 5,0 (0) 50 (-2) 22,50 (0) 18,05
22 54 (0) 5,0 (0) 70 (2) 22,50 (0) 6,03
23 54 (0) 5,0 (0) 60 (0) 5,00 (-2) 9,79
24 54 (0) 5,0 (0) 60 (0) 40,00 (2) 20,27
25 54 (0) 5,0 (0) 60 (0) 22,50 (0) 19,39
26 54 (0) 5,0 (0) 60 (0) 22,50 (0) 19,66
27 54 (0) 5,0 (0) 60 (0) 22,50 (0) 20,60
28%* 45 4,50 58 18,00 21,27

* Valores referentes a valida¢do do modelo.

A andlise de variancia (ANOVA) para o modelo estd resumida na Tabela 5. O
modelo foi significativo (p<0,05). Ao se considerar o teste F, o modelo foi preditivo, pois o
valor de F calculado foi maior do que o valor de F tabelado. O coeficiente de determinacio R

de 0,8710 indica que 87,10% da variabilidade dos dados pode ser explicada por este modelo.
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Tabela. 5. Andlise de varidncia (ANOVA), coeficientes de regressdo para glicose liberada a partir de casca de
maracuja hidrolisada por extrato bruto de P. verruculosum, e os valores de R? e F-valor.

Glicose
Termos SQ MQ gl F F tab F/Ftab
M 1182,275 236,455 5 28,37 2,68 10,59
R 175,033 8,335 21 - - -
T 1357.308 - 26
R2? 0,8710
Termos Coeficientes p-valor
Média/Interc. 19,885 0,000
T 2,823 0,004
T 0,279 0,742
pH -1,810 0,039
pH? -3,330 0,002
Temp -3,349 0,001
Temp® -2,508 0,010
E 2,761 0,004
E? -1,761 0,055
T x pH -1,607 0,118
T x Temp 0,886 0,372
TxE 0,071 0,942
pH x Temp 0,734 0,457
pHxE 0,407 0,677
Temp x E -1,196 0,234

Os dados obtidos de conversdao de glicose foram analisados por regressdo linear
multipla e as respostas previstas foram de acordo com a equagdo 6, levando-se em
consideragdo apenas os termos significativos:

Gli = 19,885 + 2,823T — 1,810pH — 3,330pH? — 3,349Temp — 2,508Temp? + 2,761E (6)

Onde Gli € glicose, T é tempo, Temp € temperatura, pH € potencial hidrogenidnico e E ¢ a

concentracao da enzima.

Os coeficientes de regressao estdo apresentados na Tabela 4. Por meio da analise do
p-valor, observa-se que os quatro termos lineares das varidveis independentes, a saber, tempo,
temperatura, pH e concentracio da enzima foram significativos, enquanto que para os termos
quadraticos somente o pH e a temperatura foram significativos. Em relagdo as interacdes entre
os termos, nenhuma foi significativa. Desta forma, pode-se concluir que para a hidrdlise de
casca de maracuja com o extrato enzimdtico bruto de P. verruculosum, a varidvel mais
importante € a temperatura linear, seguida pelo pH quadrético, tempo linear, concentracao da

enzima linear, temperatura quadratica e pH linear, sendo que quando a temperatura e o pH
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sdo diminuidos e o tempo e a concentracdo da enzima sdo aumentados, a taxa de hidrdlise é
favorecida.

As condicdes de hidrélise enzimdtica onde houve maior taxa de conversao de glicose
foram 96 horas de incubagdo, pH 5,0, temperatura de 60 °C e concentracdo da enzima de
22,50 U g-1 (corrida 18). Nestas condi¢des, a quantidade de glicose obtida correspondeu a
32,02 mg/g de substrato ou 6,40 g L. Desta forma, um alto grau de conversdo da casca de
maracuja em glicose foi obtido por meio da utilizagdo do extrato bruto de P. verruculosum,
correspondendo a 45,07 %. Os valores de glicose verificados sdo superiores a muitos
reportados na literatura. O maximo grau de sacarificagdo observado por Mahamud e Gomes
(2011) ao hidrolisar o bagaco de cana com o extrato bruto de Trichoderma sp. foi de 37,29 %.
Sangkaharak (2011) avaliou o potencial das celulases produzidas por A. niger e T. viride em
hidrolisar residuos de papel, obtendo uma conversao em glicose de 37,03 %. Similarmente a
este estudo, 46 % de glicose foram obtidos a partir dos aguicares presentes nos residuos de
milho pré-tratados, quando hidrolisados pelo extrato bruto de Trichoderma reesei (MTUI,
2012).

Ao empregar o extrato enzimdtico bruto de Fomitopsis palustres, Yoon e Kim (2005)
obtiveram 1,6 mg de glicose a partir de um grama de Avicel, um substrato essencialmente
celuldsico, enquanto que a casca de maracuja empregada neste estudo, além de celulose,
constitui-se de hemicelulose, lignina, pectina e outros compostos. Mostafa et al. (2013)
avaliaram a hidrélise da casca de limdo utilizando os extratos brutos de Penicillium
Sfuniculosum e Penicillium pinophilum, obtendo ao maximo 29,91 mg/g de glicose a partir do
substrato acima citado.

Kumar e colaboradores (2011) estabeleceram como melhores condicdes de hidrélise
da serragem da madeira pelo extrato bruto de Aspergillus fumigatus 30 °C e pH 5,0, onde a
liberagao de 1,69 g L' de acucares redutores foi observada. Ao empregar o extrato bruto de
A. niger no processo de sacarificacdo da biomassa, Dhillon et al. (2012) obtiveram 16,1 e 18,1
mg de glicose a partir de um grama do bagaco de maca e do bagaco de malte,

respectivamente.

3.3.1 Valida¢cao do Modelo

A validagdo externa do modelo para a hidrélise enzimética de casca de maracuja foi

realizada nas seguintes condi¢des: tempo de hidrdlise 45 horas, pH 4,5, temperatura 58 °C e
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concentragdo da enzima de 18 U g' (corrida 28 da Tabela 3). O indice de glicose obtida nesta
corrida foi utilizado para a modelagem a partir da equagdo quadritica gerada pela
metodologia de superficie de resposta.

O valor de glicose liberada no experimento foi de 21,27 mg/g de substrato, enquanto
que a produg@o proveniente da modelagem correspondeu a 20,19 U mL". Desta forma, a
recuperacdo da modelagem foi de 94,90%. Este alto valor demonstra a adequacao ao modelo

gerado, validando-o de forma satisfatdria.

3.3.2 Simulagao de Dados

Seis modelos matematicos foram gerados no DCCR (Figura 05), no entanto, para a
simulacdo foram utilizados apenas trés modelos, que melhor representaram os experimentos
de hidrélise. O modelo codificado permitiu a simulagcdo de dados da concentracdo de glicose,
enquanto que o modelo gerado foi usado para executar as simulacdes da temperatura, pH e
concentra¢do da enzima em relagdo ao tempo de hidrdlise (Figura 06).

Para a simulacdo da temperatura em relacdo ao tempo pode-se observar que quanto
menor a temperatura, maior a concentracao de glicose liberada. Verifica-se que no tempo de
96 horas, a melhor temperatura de hidrélise ficou em 50 °C, o mesmo encontrado no DCCR.
Para a simulagdo do pH em relacdo ao tempo, o melhor valor de pH foi 4,0, diferente do
encontrado no DCCR, que foi pH 5,0. Resultados que corroboram com as caracteristicas da
enzima, que foi estdvel por 4 horas em 55°C, e o pH 6timo e melhor estabilidade de pH foi
em 4.,5.

Para a simulagdo da concentragdo da enzima em relacdo ao tempo a melhor
concentracao foi de 31,25 U g’l, enquanto que no DCCR foi de 22,50 U g'l.

Desta foram concluiu-se que as melhores condi¢bes para realizar a hidrolise
enzimdtica da casca de maracujid pelo extrato bruto de P. verruculosum € 96 horas,

temperatura de 50 °C, pH 4,0 e concentracdo da enzima 31,25 U g
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Figura 7. Simulacio dos dados de liberacao de glicose que demonstra a influéncia da temperatura (A), pH (B) e
concentragdo da enzima (C) em relagdo ao tempo de hidrélise da casca de maracuja pelo extrato bruto de P.

verruculosum.
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4. Conclusao

Neste estudo, elevados niveis de [-glicosidases foram produzidos por P.
verruculosum quando cultivado em presenca de casca de maracujd, uma fonte alternativa de
carbono gerada em grandes quantidades e de baixo custo, até entdo pouco explorada. O
extrato bruto de P. verruculosum mostrou-se eficiente em hidrolisar a casca de maracuj4,
obtendo-se altos niveis de glicose. As enzimas produzidas apresentaram propriedades
interessantes, como boa estabilidade térmica, estabilidade em uma ampla faixa de pH e alta
tolerancia a glicose. A modelagem matemdtica e simulacdo foram ferramentas
imprescindiveis para definir as melhores condi¢cdes de producdo e hidrdlise enzimética.
Adicionalmente, o Delineamento Central Composto Rotacional e a Metodologia de Superficie
de Resposta mostraram-se metodologias adequadas para otimizagao de processos de produgao
e caracterizacdo de B-glicosidases produzidas por P. verruculosum. Assim, evidencia-se por
meio deste estudo, e por meio de DCCR e MSR uma excelente alternativa para redugao dos
custos de producdo de -glicosidases, bem como para o aumento de eficiéncia de hidrélise da
biomassa lignoceluldsica, os dois grandes desafios a serem superados a fim de disponibilizar

acucares fermentaveis para aplicagdo em diversos bioprocessos.
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CAPITULO 11

UTILIZACAO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS PARA A PRODUCAO DE p-
GLICOSIDASE POR Trichoderma viride E SUA APLICACAO
NO PROCESSO DE SACARIFICACAO

Resumo

A hidrdlise eficiente da biomassa lignocelulésica € um grande obsticulo para conversio
destes abundantes materiais em energia, sendo o custo de producdo de enzimas celuloliticas
como as [-glicosidases o principal fator limitante para a viabilizacdo deste processo. O
objetivo deste trabalho foi estabelecer as melhores condicdes de cultivo de uma linhagem de
Trichoderma viride para a produgdo de [-glicosidase, assim como empregar as enzimas
produzidas no processo de hidrélise de casca de maracuja. Os experimentos foram realizados
em Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) aplicidvel a Metodologia de
Superficie de Resposta (MSR). Apds a otimizacdo, a maxima producdo de B-glicosidases
obtida em presenca de farelo de canola e casca de maracuj correspondeu a 1,35 U mL"' e
1,23 U mL", respectivamente. As enzimas produzidas em farelo de canola apresentaram
atividade 6tima em temperatura de 60-65 °C e pH 4,5, sendo estdveis a 55 °C por 210
minutos. Estas enzimas apresentaram um Ki de 50,33 mM. A maxima liberacio de glicose a
partir da hidrélise da casca de maracuja correspondeu a 9,43 g L. Por meio dos estudos
realizados € possivel verificar que o farelo de canola apresenta-se como uma boa alternativa
para producdo de B-glicosidases por 7. viride. Adicionalmente, as enzimas produzidas nestas
condi¢cdes apresentam potencial de aplicacdo na hidrdlise de materiais lignoceluldsicos,
especialmente a casca de maracujd, onde elevados indices de conversdo em glicose foram

observados.

Palavras-chave: casca de maracuj4, farelo de canola, B-glicosidases, hidrélise, 7. viride.
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1. Introducao

Os residuos agroindustriais constituem uma abundante fonte de biomassa
lignoceluldsica, sendo gerados continuamente em grandes proporgdes pelos setores agricolas
e industriais (BHATIA et al.,, 2012). Atualmente, essas matérias-primas de baixo custo
apresentam-se como uma excelente alternativa para a producdo de enzimas e para o processo
de hidrélise, a fim de gerar acgucares fermentdveis e outros produtos de interesse
biotecnoldgico (SANCHEZ, 2009). Porém, a alta recalcitrancia da matriz lignocelulésica € a
maior barreira para utilizacdo destes materiais na geracdo de energia e outros produtos
quimicos (SWEENEY; XU, 2012). Sua estrutura altamente organizada e complexa
constituida por celulose, hemicelulose e lignina confere protecdo ao ataque bioldgico,
impedindo que estes materiais sejam facilmente convertidos (ADSUL et al., 2011).

As enzimas endoglucanases, exoglucanases e [-glicosidases, sdo responsdveis pela
degradacdo da celulose na natureza, sendo os fungos do género Trichoderma os organismos
mais amplamente conhecidos e estudados pela grande producdo enzimética deste complexo
celulolitico. No entanto, baixas concentracdes de [B-glicosidases sdo geralmente produzidas
por estes microrganismos (TIWARI et al., 2013). Estas enzimas, além de realizarem a
conversdo de celo-oligossacarideos e de celobiose em glicose, regulam a atividade das
endoglucanases e exoglucanases (enzimas que realizam as reacdes primdrias da hidrdlise da
celulose), por meio do controle da concentracdo de celobiose no meio, o qual € inibidor da
atividade destas enzimas (PEI et al., 2012). Assim, a B-glicosidase € uma das enzimas centrais
no processo de hidrélise da biomassa lignoceluldsica.

Atualmente, o processo enzimatico de hidrdlise da biomassa lignocelulésica, apesar de
ser considerado de grande potencialidade, enfrenta vdrias barreiras tecnoldgicas, sendo o
elevado custo das enzimas o principal deles. Devido a resisténcia a degradagdo apresentada
pela celulose, este processo requer doses enzimaticas elevadas. Devido a esses altos niveis de
consumo, as enzimas requeridas para hidrolisar a celulose possuem um grande impacto
econdOmico na obtencdo de produtos de interesse e de biocombustiveis, como o etanol
(ZHANG et al., 2006; MEYER et al., 2009). Visto que o processo ainda € economicamente
inviavel, o interesse pelo estudo das varidveis que afetam o processo € justificivel.

Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi determinar os pardmetros 6timos de
produgdo de B-glicosidase por Trichoderma viride empregando-se a casca de maracujd e
farelo de canola como substratos, bem como realizar a hidrélise da casca de maracuja por

meio do Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) e da Metodologia de Superficie
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de Resposta (MSR). Adicionalmente, as enzimas [-glicosidases produzidas foram

bioquimicamente caracterizadas.

2. Material e Métodos

2.1 Microorganismo e Condig¢des de Cultivo

T. viride empregado neste estudo pertence a colecio do Centro de Estudos
Ambientais da UNESP. Esta linhagem foi inicialmente isolada a partir de solo de Mata
Atlantica, proveniente da Esta¢do Ecoldgica Juréia-Itatins, Peruibe, Sao Paulo - Brasil.

O fungo foi cultivado em meio sélido de Vogel (1956), contendo 1,5 % de glicose e
1,5% 4gar, a 28 °C, durante sete dias para producdo de esporos. Apds este periodo, os
conidios foram suspensos em dgua destilada esterilizada, sendo a suspensio filtrada em 12 de
vidro estéril para a remo¢do dos fragmentos de hifas e suas concentragdes ajustadas em
cAmara de Neubauer para 1,0 x 10 esporos mL™". Um mililitro desta suspensao foi inoculado
em frascos Erlenmeyers de 125 mL, contendo 25 mL de meio liquido de Vogel,
suplementados com diferentes fontes de carbono e diferentes valores de pH, os valores de
fonte de carbono e pH foram definidos de acordo com cada experimento do delineamento
composto central rotacional descrito a seguir.. Apds o crescimento em meio liquido por
periodos pré-estabelecidos nos planejamentos descritos posteriormente, as culturas foram
filtradas a vacuo em funil Biichner. Desta forma, o filtrado do meio de cultivo livre de células
foi obtido, o qual foi utilizado como fonte de enzimas e de proteinas extracelulares, bem como

o micélio, o qual foi empregado para a determinagdo de proteinas intracelulares.

2.2 Determinagdo da Atividade Enzimética e Proteinas

A determinacdo da atividade B-glicosidasica foi realizada por meio da incubacdo de
0,2 mL de p-nitrofenil-B-D-glucopiranosidio (PNPG) 5 mM em tampdo Mcllvane pH 5,0 e
0,3 ml do filtrado enzimético apropriadamente diluido em tampao Mcllvane pH 5,0 a 50 °C.
Ap0s periodo de incubacdo apropriados, a reacdo foi paralisada pela adi¢ao de 2,0 ml de
solugdo de Na,CO3; 2 M, sendo a leitura realizada em espectrofotometro a 410 nm. Uma
unidade de atividade enzimadtica foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar

um micromol de p-nitrofenol por ml, por minuto de reag¢do, nas condi¢des de ensaio.
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As proteinas totais foram determinadas pelo método de Bradford modificado
(SEDMAK; GROSSBERG, 1977), utilizando como referéncia uma curva de calibracdo

padrao de albumina de soro bovino (BSA).

2.3 Otimizacdo da Producdo da B-Glicosidase Utilizando Delineamento Central Composto

Rotacional (DCCR) e Metodologia de Superficie de Resposta (MSR)

A fim de elevar os nives de B-glicosidase produzidos por 7. viride, as condicdes de
cultivo foram otimizadas através do Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) e as
respostas das atividades B-glicosidasicas foram analisadas pela Metodologia de Superficie de
Resposta (MSR). Os experimentos foram realizados por 23 fatorial: concentracdo do residuo
[S], tempo de incubacdo (T) e pH do meio de cultivo, com cinco niveis, gerando 17
combinacdes de tratamentos com trés amostras no ponto central e seis pontos axiais. A corrida
18 fo1 utilizada como validag@o externa nos modelos quadraticos gerados. Dois planejamentos
experimentais foram realizados: T. viride cultivado em meio com casca de maracuja e com
farelo de canola.

Os dados apresentados foram ajustados de acordo com a seguinte equacao polinomial

de segunda ordem (1):

Y = Bo + Bixs + Baxy + Baxs + P11xF + Poxxs + Bazxi + Braxix; + BraxiXs
+ Ba3xyx3 + ¢ €Y

Onde Y € a resposta prevista; fy representa a intersecdo; f, f» e f3 sdo os coeficientes
lineares, f11, f22 € f33 sdo os coeficientes quadraticos; f12, fi13 € Sz sdo os coeficientes de
interacdo e xj, X, € x3, sdo as varidveis independentes, concentracao do residuo [S], tempo de
incubacdo (T) e pH, respectivamente. O termo € representa o erro experimental (BARROS

NETO et al., 2001).

2.4 Caracteriza¢ao Enzimatica

2.4.1 Efeito da Temperatura e do pH sobre a Atividade da B-Glicosidase

A fim de determinar a temperatura 6tima das B-glicosidades produzidas, a atividade

enzimatica foi avaliada em uma faixa de temperatura de 30 °C a 80 °C, em intervalos de 5 °C,
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em tampao Mcllvane pH 5,0. O pH 6timo da atividade enzimaética foi avaliado em tampao
Mcllvaine na faixa de pH de 3,0 a 6,5, em intervalos de 0,5 unidades, sob a temperatura 6tima

previamente estabelecida.

2.4.2 Estabilidade da B-Glicosidase em Diferentes Temperaturas e Valores de pH

A estabilidade térmica foi determinada apds incubacgdo do extrato bruto em 55 °C, 60
°C, 65 °C e 70 °C em diferentes intervalos de tempo, em pH o6timo. A fim de avaliar a
estabilidade enzimatica frente ao pH, o extrato bruto diluido (1:2 v/v) em tampao Mcllvane
foi incubado em valores de pH de 3,0 a 8,0, a 4 °C. Apds 24 horas, a atividade residual -

glicosidasica foi determinada.

2.4.3 Efeito de fons Metdlicos e Outras Substancias sobre a Atividade da p-Glicosidase

O efeito de alguns fons metdlicos e outras substancias sobre a atividade f-
glicosidasica nas concentracdes de 2 mM e 10 mM foi verificado. As reacdes enzimaéticas

foram conduzidas nas condicdes 6timas previamente estabelecidas.

2.4.4 Determinagao do Ki

Para verificar a tolerancia das B-glicosidades ao produto final de reacdo, 0,2 mL do
substrato PNPG 5 mM foram incubados juntamente com o extrato bruto e glicose em diversas
concentracoes (2 a 100 mM), de modo a completar um volume de 0,3 mL. Posteriormente, a
atividade [-glicosiddsica foi determinada nas condi¢des Otimas de temperatura e pH
previamente estabelecidas. O pardmetro cinético de inibi¢do (Ki) foi determinado, sendo este
definido como a quantidade de glicose necessdria para inibir 50% da atividade da B-
glicosidase. Os dados foram analisados por regressao de Probitos, com limite de confiancga de
1%.

Todos os ensaios de caracterizacdo enzimética foram analisados estatisticamente por

andlise de variancia (ANOVA), ao nivel de significancia de 5%.
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2.5 Hidrolise Enzimatica da Casca de Maracuja

Antes da hidrdlise enzimadtica, o pré-tratamento alcalino foi realizado para aumentar
o teor de celulose na casca de maracujd, através da eliminacdo parcial da fracdo de legnina, de
acordo com Muthuvelayudham e Viruthagiri (2006). Para isso, a casca de maracuja foi tratada
com NaOH a 4 % e autoclavada a 121 °C durante 30 minutos. Em seguida, o substrato foi
lavado com &gua destilada. O efeito alcalino foi ainda mais neutralizado com adi¢do de 4cido
fosforico diluido, em seguida a mistura foi seca a 70 °C.

A hidrélise enzimdtica da casca de maracujd, empregando-se o extrato bruto de T.
viride crescido em farelo de canola, foi realizada de acordo com o método proposto por Ghose
(1987). Para tal, 300 mg de casca de maracujd pré-tratada foram incubados em tampao
Mcllvane. Os frascos foram pré-incubados em dgua nas diferentes temperaturas de hidrolise
testadas, durante 10 minutos para aclimatacdo, apds o filtrado bruto de 7. viride foi
adicionado para iniciar a hidrélise. Quantidades varidveis de tampao e filtrado bruto foram
adicionados a um volume final de 5 mL, de acordo com o desenho experimental. Foram
recolhidas amostras apds periodos pré-estabelecidos, que foram imediatamente resfriadas em
gelo e centrifugadas a 5.000 x g durante 10 minutos (YANG; WYMAN, 2004). As andlises de
glicose foram efetuadas sobre os sobrenadantes obtidos, empregando-se o kit de ensaio da
glicose-oxidase.

A hidrélise foi realizada por Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR), 2*
fatorial: tempo, pH, temperatura e concentracdo da enzima, foram utilizados como as
varidveis independentes (fatores), resultando em 27 combinacgdes de tratamentos, sendo trés
amostras no ponto central. A corrida nimero 28 foi utilizada como valida¢do externa para os
modelos quadraticos gerados.

Para o sistema com quatro fatores, o modelo é dado pela seguinte equacdo

polinomial de segunda ordem (2):

Y = Bo + Bixs + Baxz + Paxz + Baxy + PraXi + PaaXs + Pazxs + Paaxi + Praxix,
+ B13X1X3 + P1aX1Xs + PazXaX3 + PoaXaXy + P3aX3Xs + € (2)

Onde Y € a resposta prevista; fy representa a interse¢do; f;, f2, f3 € f4 sdo os coeficientes

lineares, f;;, P22, P33 € Pas sd0 os coeficientes quadraticos; fi2, fi3 P14 P23 P24 € P34 s20 0s

coeficientes de interacdo e x;, xz, X3 € x4, sdo as varidveis independentes de Tempo (T), pH,
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Temperatura (Temp) e concentragdo da enzima (E), respectivamente. O termo € representa o

erro experimental.

Os valores codificados dos planejamentos de otimizacao e hidrélise foram calculados

de acordo com a equagdo de regressdo:

Onde x; € o valor codificado, X; € o valor real, X, é o valor real no ponto central e
AX; é o valor de mudanca de passo.
A andlise de variancia (ANOVA) e as superficies de resposta para os experimentos

de otimizag¢do e hidrolise enzimdtica foram gerados pelo programa Statistica versdo 8.0

(StatSoft, USA).

3. Resultados e Discussao

3.1 Otimiza¢do da Producdo da B-Glicosidase Utilizando Metodologia de Superficie de
Resposta (MSR)

Alguns dos principais fatores operacionais que afetam a producdo enzimdtica por
fungos sdo a concentragdo da fonte de carbono, o pH do meio de cultivo e tempo de cultivo.
Desta forma, um planejamento fatorial 23 foi realizado, no intuito de estabelecer os parametros
6timos de producdo de B-glicosidases em relagdo a esses fatores, bem como verificar as
interagdes entre os mesmos, utilizando-se a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR)
realizada através de Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR).

T. viride foi cultivado em presenca de casca de maracujd e de farelo de canola,
constituindo dois planejamentos experimentais, realizados separadamente. Os valores reais e
codificados assim como os resultados obtidos nos dois planejamentos experimentais estao
apresentados na Tabela 1, onde os tratamentos de 1 a 17 fazem parte do delineamento
experimental, enquanto a corrida 18 refere-se a validag@o externa dos modelos.

De acordo com Tiwari et al. (2013), diversas espécies do género Trichoderma t€m

sido estudadas e relatadas por sua importancia biotecnoldgica, sendo empregados na
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sacarificacdo de materiais celuldsicos, incluindo 7. viride. No entanto, normalmente estas
espécies produzem baixos niveis de -glicosidases, destacando-se, desta forma, a importancia
de estabelecer os melhores parametros de producao destas enzimas, com o intuito de alcancar

maiores indices de produtividade.

Tabela 1. Condicdes experimentais e resultados do planejamento experimental para producdo de B-glicosidase
por T. viride.

Valores Reais (codificados) B-glicosidase (U mL™)
Corrida  Substrato Tempo pH Casca de Farelo de
(%) (dias) Maracuja Canola
1 1,1 (-1) 44 (-1) 4,2 (-1) 0,20 0,36
2 2,9 (1) 44 (-1) 4,2 (-1) 0,29 0,91
3 1,1 (-1) 8,6 (1) 4,2 (-1) 0,50 0,74
4 2,9 (1) 8,6 (1) 4,2 (-1) 0,52 1,35
5 1,1 (-1) 44 (-1) 7,8 (1) 0,54 0,20
6 29 (1) 44 (-1) 7.8 (1) 1,23 0,48
7 1,1(-1) 8,6 (1) 7,8 (1) 0,36 0,31
8 29 (1) 8,6 (1) 7.8 (1) 0,99 0,57
9 0,5 (-1,68) 6,5 (0) 6,0 (0) 0,18 0,21
10 3,5 (1,68) 6,5 (0) 6,0 (0) 0,68 0,59
11 2,0 (0) 3,0 (-1,68) 6,0 (0) 0,14 0,29
12 2,0 (0) 10,0 (1,68) 6,0 (0) 0,19 0,55
13 2,0 (0) 6,5 (0) 3,0 (-1,68) 1,17 0,62
14 2,0 (0) 6,5 (0) 9,0(1,68) 0,72 0,33
15 2,0 (0) 6,5 (0) 6,0 (0) 0,37 0,59
16 2,0 (0) 6,5 (0) 6,0 (0) 0,36 0,61
17 2,0 (0) 6,5 (0) 6,0 (0) 0,37 0,61
18* 2,5 5,5 5,5 0,47 0,87

* Valores referentes a validag@o.

A significancia estatistica foi verificada através do teste F. Os modelos foram
altamente significativos (p<0,05), pois os valores de F calculado foram maiores do que os
valores de F tabelado. A precisdo de um modelo pode ser examinada pelo coeficiente de
determinacio (R?), que neste caso foi de 0,7913 para 7. viride em casca de maracujd e 0,8204
para T. viride em farelo de canola, indicando que 79,13% e 82,04% da variabilidade dos dados
podem ser explicadas pelos modelos gerados. A andlise de variancia (ANOVA) para os

modelos gerados estd resumida na Tabela 2.
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Tabela 2. Analise de variancia (ANOVA), coeficientes de regressdo para as B-glicosidases produzidas por T.
viride cultivado em casca de maracujd e farelo de canola, e os valores de R? e F-valor.

B-glicosidase — Casca de Maracuja B-glicosidase — Farelo de Canola
Termos SQ MQ gl F Ftab  F/Ftab SQ MQ ¢l F F tab F/Ftab
M 1,456 1,456 1 5688 4,54 12,53 1,042 1,042 1 68,53 4,54 15,10
R 0,384 0,025 15 - - - 0,228 0,015 15 - - -
T 1,840 - 16 - - - 1,271 - 16 - - -
R? 0,7913 0,8204
Termos Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
Média/Interc. 0,362 (+0,135) 0,031 0,592 (+0,104) 0,001
[S] 0,166 (+0,063) 0,034 0,170 (+ 0,049) 0,010
[S1? 0,035 (£ 0,070) 0,632 -0,029 (+ 0,054) 0,605
T 0,014 (£ 0,063) 0,823 0,106 (£ 0,049) 0,065
T -0,058 (+ 0,070) 0,432 -0,021 (= 0,054) 0,701
pH 0,062 (£ 0,063) 0,355 -0,167 (£ 0,049) 0,011
pH? 0,218 (+0,070) 0,017 -0,003 (+ 0,054) 0,943
[SIxT -0,016 (+ 0,083) 0,852 0,006 (+ 0,064) 0,917
[SIxpH 0,151 (+0,083) 0,110 -0,078 (x 0,064) 0,260
TxpH -0,118 (+ 0,083) 0,195 -0,076 (+ 0,064) 0,269

M = modelo; R = residuo; T = Total; SQ: soma dos quadrados; MQ: média dos quadrados; gl: grau de liberdade; F: F
calculado; F tab: F tabelado 5%; [S]: concentragdo do substrato; T: tempo; pH: potencial hidrogenidnico. Os valores em
negritos sdo estatisticamente significativos. E os valores entre parénteses referem-se ao erro padrao.

A atividade enzimdtica foi tomada como a varidvel dependente ou resposta (Bgli).
Equagdes de segunda ordem foram ajustadas aos dados através da andlise de regressao
multipla, resultando em modelos empiricos, que relatam as repostas medidas para as varidveis
independentes (concentracdo do substrato, pH e tempo) do experimento. Para os sistemas com
trés fatores, considerando somente os termos significativos, foi gerada a equacdo 4 para o

cultivo em casca de maracuja e equacgdo 5 para o cultivo em farelo de canola.

Bgli (Maracuja) = 0,362 + 0,166 S + 0,218 pH? Equagio (4)

Bgli (Canola) = 0,592 + 0,170 S — 0,167 pH Equacgio (5)

Onde Pgli ¢ a atividade de B-glicosidase, S € a concentracido do substrato, T € o tempo e pH é

o potencial hidrogeniodnico.

Os coeficientes de regressdo também estdo apresentados na Tabela 2. A andlise do p-
valor é um instrumento util para avaliar a significancia dos coeficientes, de maneira que
quanto menor o p-valor, maior a significincia do coeficiente de variacdo correspondente.
Nota-se que para 7. viride cultivado em casca de maracujd, apenas o termo linear da varidvel

independente concentracdo do substrato [S] e o termo quadrético do pH foram significativos.
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Ja em relagdo a T. viride cultivado em farelo de canola, os termos lineares concentragdo do
substrato [S] e pH foram significativos, enquanto que para os termos quadraticos nenhum foi
significativo. Em relag@o as interacOes entre os termos, nenhuma interagdo foi significativa
para o cultivo nos dois substratos.

Pode-se concluir que quando T. viride € cultivado em presenga de casca de maracujd,
a varidvel mais importante ¢ o pH quadratico, seguida pela concentragdo do substrato [S]
linear. Porém, quando 7. viride é cultivado em presencga de farelo de canola, a varidvel mais
importante € a concentracdo do substrato [S] linear, seguida pelo pH linear. Observa-se que
quando a concentragdo do substrato e o tempo de cultivo sdo aumentados e o valor de pH é
diminuido, a producio de B-glicosidase aumenta, independente da fonte de carbono avaliada.
As curvas de superficie de resposta para os fatores mais importantes que afetam a produgdo de
B-glicosidase estdo apresentados na Figura 1.

Adicionalmente, observa-se que diferentes condi¢cdes de cultivo foram estabelecidas
para cada substrato avaliado. As condi¢des que proporcionaram maior producdo de -
glicosidases com a utilizagdo da casca de maracuja foram 2,9 % de concentracao do substrato,
pH 7.8 e tempo de incubacio de 4,4 dias (corrida 6), correspondendo a 1,23 U mL". Por outro
lado, ao empregar o farelo de canola, os niveis de producdo corresponderam a 1,35 U mL™"
sendo as condi¢des estabelecidas 2,9 % de concentracdo de substrato, pH 4,2 e tempo de 8,6
dias (corrida 4). Estas, por sua vez, foram diferentes das condicdes estabelecidas para distintas
linhagens de Aspergillus niger. No trabalho de Azzaz et al. (2012) a produ¢do méaxima de
celulases correspondeu a 0,097 U mL", sendo obtida por meio da utilizagio de 4 % de
indculo, durante trés dias de incubagdo, em pH 6,0. J4 nos estudos conduzidos por Akinyele e
Olaniyi (2013), A. niger apresentou mdxima producdo de celulases quando crescido em
presenca de 5% de concentracdo de substrato (casca de mamao), pH 4,5, por trés dias.

Os valores de producio de 1,23 U mL™" para casca de maracujd e 1,35 U mL™ para
farelo de canola ndo apresentam diferenca estatistica (< 0,05). Em relagdo ao crescimento
micelial, o mesmo padrdao foi observado, onde o fungo em farelo de canola nas condi¢des
Otimas teve um crescimento correspondente a 93,83 mg/mL de proteina, enquanto que em
casca de maracuja teve um crescimento correspondente a 80,18 mg/mL de proteina (dados
nao mostrados), ndo sendo estes valores diferentes ao nivel de 5 % de significancia. Apesar
dos niveis de producdo obtidos a partir de ambos os substratos serem similares, o emprego do
farelo de canola apresenta-se vantajoso em relacdo a casca de maracujid, uma vez que a
producdo de enzimas empregando este residuo como substrato ainda ndo foi reportada na

literatura.
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Fungos do género Trichoderma sdo conhecidos pelas altas taxas de producdo de
celulases, porém geralmente produzem pequenas quantidades de B-glicosidases (TIWARI et
al., 2013). Os niveis de producao de B-glicosidases obtidos neste estudo por T.viride sdo
superiores aos observados em outros trabalhos. Uma linhagem de Trichoderma harzianum foi
avaliada quanto ao seu potencial de producdo, sendo esta correspondente a 0,35 U mg'1
(AHMED et al., 2009). Quando Trichoderma reesei e Aspergillus phoenicis foram cultivados
juntos em esterco uma produgdo de 0,64 U mL"! foi verificada (WEN et al., 2005). Ainda,
Trichoderma lignorum produziu apenas 0,24 U mL"' em residuo de banana (BAIG, 2005),
enquanto que uma outra linhagem de Trichoderma harzianum apresentou uma producao de

1,968 U mL™" em bagaco de cana (BENOLIEL et al., 2013).
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Figura 1. Superficie de resposta para a producdo de p-glicosidase. T. viride cultivado em casca de maracuja (A,
B e C). T. viride cultivado em farelo de canola (D, E e F).
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3.1.2 Validag@o do Modelo

A validacdo externa dos modelos para a otimizacdo da producdo das B-glicosidases
foram realizadas nas seguintes condi¢des: concentra¢do do substrato 2,5%, tempo de cultivo
5,5 dias e pH 5,5 (corrida 18, Tabela 1). Os indices da atividade de [B-glicosidase nesta
corrida, para os experimentos com casca de maracujd e farelo de canola, foram utilizados para
a modelagem a partir das equacdes quadraticas geradas pela Metodologia de Superficie de
Resposta.

Para a casca de maracujd, o valor experimental da atividade B-glicosidase foi 0,47 U
mL". Este valor foi comparado com a atividade proveniente da modelagem, a qual
correspondeu a 0,45 U mL™’. Desta forma, a recuperacio dos valores de P-glicosidase
experimental em relacdo ao teor preditivo pelo modelo foi de 95,74%. Ja para o farelo de
canola, o valor experimental da atividade B-glicosidase foi 0,87 U mL". Quando este é
comparado ao valor da atividade proveniente da modelagem (0,62 U mL™), a recuperacao dos
valores de [-glicosidase experimental em relagdo ao teor preditivo pelo modelo foi de
71,26%.

Os altos valores destas porcentagens mostram as adequagdes aos modelos gerados,
validando-os de forma satisfatéria. Assim, o tratamento utilizado para a validacdo externa se
adequou aos modelos gerados, indicando a robustez do delineamento proposto, bem como
demonstra que a quimiometria aliada 2 modelagem matemadtica pode ser aplicada em estudos

de atividades enzimaticas microbianas.

3.1.3 Simulag¢do de Dados

No delineamento experimental (DCCR), seis modelos matematicos foram gerados
(Figura 1), sendo trés para cada substrato. Entretanto, para a simulacdo, apenas quatro
modelos foram utilizados, sendo estes os mais representativos dos experimentos deste estudo.
Os modelos codificados permitiram a simulagdo de dados da producdo de B-glicosidases,
enquanto que os modelos gerados foram usados para executar as simulagdes da concentracio
do substrato e pH em relacio ao tempo de cultivo (Figura 2).

As principais vantagens da simulacdo e o motivo da sua aplicacdo em diversas areas
¢ sua simplicidade, realismo e flexibilidade (KLEIJNEN; STANDRIDGE, 1988). A
simulacdo dos dados permite projetar o comportamento dos fatores analisados (concentragdao

do substrato, pH e tempo) em relacdo a outro fator (como por exemplo, em relacdo ao



96

intervalo de tempo testado), enquanto o delineamento (DCCR) analisa pontos especificos,
onde os fatores encontram-se combinados. Assim, a simulacdo complementa a andlise dos
dados do DCCR, a fim de melhor compreender os efeitos dos fatores e definir as melhores
condicdes de cultivo, de tal forma que através do delineamento experimental e da anélise de
regressao possa ser utilizada para explicar a produgdo enzimaética.

Na simulacdo da concentracdo do substrato em relagdo ao tempo de cultivo, pode-se
observar que quanto maior a concentragdo do substrato, maior a producdo de B-glicosidases,
sendo 3,5% a melhor concentracdo de substrato estabelecida para a produg¢do enzimatica.
Entretanto, a melhor concentracdo de substrato encontrado no DCCR para os dois substratos
foi de 2,9 %. Uma vez que no DCCR as varidveis estdo combinadas, pode-se concluir que a
melhor concentracdo de substrato foi a de 3,5%.

Ao analisar a simulac¢do os dados de pH de cultivo em relagido ao tempo de cultivo,
verifica-se que para casca de maracuja o melhor valor simulado de pH € 9,0, enquanto que no
DCCR o valor de pH 7,8 propiciou a obtencdo de maiores niveis de [-glicosidase. Para farelo
de canola, o melhor valor de pH € 3,0 pela simulacdo, enquanto que no DCCR, o melhor valor
foi 4,2. Constata-se, desta forma, que o fungo apresenta um comportamento diferente para os
dois substratos, sendo que em casca de maracujd o pH béasico é melhor, e para o farelo de

canola o pH 4cido favorece a producao enzimatica.
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Figura 2. Simulacdo de dados da atividade das B-glicosidases que demonstra a influéncia da concentragdo de
substrato em relag@o ao tempo na atividade de B-glicosidase no cultivo de T. viride crescido em presenca de: (A)
casca de maracuja e (B) farelo de canola. Simulacdo de dados de pH iniciais do meio de cultivo em relagdo ao
tempo de cultivo em 7. viride crescido em presenga de: (C) casca de maracujd e (D) farelo de canola.

3.2 Caracterizacao Enzimética

3.2.1 Efeito da Temperatura e do pH sobre a Atividade da -Glicosidase

A faixa de temperatura estabelecida como 6tima para as B-glicosidases produzidas

por T. viride foi 60-65 °C (Figura 3A), visto que estes dois valores de temperaturas nao

apresentaram diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia. A 35 °C e 80 °C a

atividade decresceu drasticamente, observando-se valores inferiores a 10% da atividade

relativa. Temperaturas 6timas semelhantes também foram encontradas para as [3-glicosidases
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de Penicillium italicum (PARK et al., 2012), Trichoderma viride (IRSHAD et al., 2013),
Penicillium pinophilum (JOO et al., 2010) e Aspergillus terreus (ELSHAFEI et al.,2011), as
quais apresentaram atividade méxima a 60 °C e as de Penicillium sclerotiorum, com
temperatura 6tima a 65°C (WEI et al., 2011).

As B-glicosidase de T. viride apresentaram maior atividade em pH 4,5 (Figura 3B) ao
nivel de significincia de 5%. Este valor também foi encontrado para B-glicosidase de
Penicillium italicum (PARK et al., 2012). E para a B-glicosidase de Penicillium funiculosum,
a qual apresentou atividade méxima nos valores de pH entre 4,0-5,0 (RAMANI et al., 2012).
Outras B-glicosidases flingicas também apresentaram valores 6timos em pH dcido, como as de
Aspergillus niger e as de Penicillium simplicissimum, com maxima atividade em pH 4,0 e 4,4-
5,2, respectivamente (CHANG et al., 2012; BAI et al., 2013). Notadamente, as -glicosidases
de Tolypocladium cylindrosporum apresentaram atividade 6tima em pH 2,4 (ZHANG et al.,
2011). De acordo com Tiwari et al. (2013), as B-glicosidase geralmente possuem pH 6timo na
faixa de 4,0-5,5. No entanto, atividades 6timas ja foram observadas em valores de pH mais

baixo, como 2,5 e alto, como 8,0 (TIWARI et al., 2013).

3.2.2 Estabilidade da B-Glicosidase em Diferentes Temperaturas e Diferentes Valores de pH

Um das caracteristicas mais importantes das -glicosidases € sua termoestabilidade, a
qual ird definir o seu potencial em aplicacdes industriais. Por esta razdo, o extrato bruto de 7.
viride foi incubado a 55 °C, 60 °C, 65 °C e 70 °C, a fim de determinar a estabilidade térmica
das enzimas produzidas.

A B-glicosidase de T. viride foi estavel a 55 °C, apresentando meia vida (T;,) de 210
min (Figura 3C). Nas temperaturas de 65 °C e 70°C, a estabilidade foi baixa, tendo a enzima
sido desnaturada nos primeiros 15 minutos. As B-glicosidases de 7. viride apresentaram-se
mais estdveis termicamente do que outras B-glicosidases flingicas como, por exemplo, as de
Aspergillus terreus estaveis por 120 minutos a 50 °C (ELSHAFEI et al., 2011) e as de
Tricherma reesei, estaveis por 60 minutos a 50 °C (KOROTKOVA et al., 2009). De acordo
com Tiwari et al. (2013) as B-glicosidases de fungos mesofilos sdo termoestdveis até 60 °C,
sendo desnaturadas em temperaturas mais elevadas.

Adicionalmente, as enzimas de T.viride apresentaram boa estabilidade em uma

ampla faixa de pH de 3,5-8,0, sendo que os menores valores foram verificados em pH 3,0 e
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7,0 correspondendo a 35,71% e 65,05% de atividade residual, respectivamente. Nos demais
valores de pH a atividade residual ficou acima de 70% (Figura 3D). Caracteristica semelhante
foi encontrada para as B-glicosidases provenientes de outra linhagem de 7. viride, porém estas
se mostram estdveis em uma faixa mais estreita (pH 4,0-7,0) IRSHAD et al., 2013) e para as
B-glicosidase de Penicillium funiculosum, que foram estdveis em uma faixa de pH de 3,0-6,0

(RAMANTI et al., 2012).
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Figura 3. Influéncia da temperatura (A), pH (B) e estabilidade térmica (C) e estabilidade de pH (D) na atividade
enzimdtica de B-glicosidase de T. viride. Figura A (p<0,01), figuras B e D (p<0,05).

3.2.3 Efeito de fons Metalicos e Outras Substéancias sobre a Atividade da p-Glicosidase

O extrato bruto de T. viride foi incubado na presenca de diferentes substancias e fons
metélicos, nas concentracdes de 2 e 10 mM (Tabela 3), com o intuito de estabelecer possiveis
ativadores e inibidores da atividade [-glicosiddsica. Os dados foram analisados

estatisticamente ao nivel de significancia de 5% pela andlise de variancia (ANOVA), sendo o
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teste de Tukey aplicado para verificar diferenca estatistica entre as médias dos valores das
respectivas atividades de -glicosidase.

A ativacio da B-glicosidase foi observada em presenca de Ca** e B-mercaptoetanol
na concentracido de 2 mM. De forma similar, as B-glicosidases de Penicillium simplicissimum
(BAI et al., 2013) e de Penicillium verrucosum (BHOITE et al., 2013) foram ativadas por
Ca®™, enquanto que a B-glicosidase de Scytalidium thermophilum foi ativada por pB-
mercaptoetanol (SILVA et al.,, 2013). A ativacdo por esta ultima substincia indica
possivelmente que grupos sulfidrilas estdo presentes no sitio ativo destas enzimas,
prevenindo, desta forma, a oxidacdo dos mesmos. Adicionalmente, o Pb*? também foi capaz
de ativar as B-glicosidases de 7. viride na concentracdo de 10 mM, comportamento este
também observado em [-glicosidases de Aspergillus fumigatus (LIU et al., 2012) e de um
isolado bacteriano (BAJAIJ et al., 2009).

Forte inibicdo da atividade B-glicosiddsica foi constatada na presenca de SDS e
Mn*, enquanto inibi¢do moderada foi verificada na presencga de Ba* e Co™. A inibi¢do por

SDS sugere a importancia das ligagdes hidrofobicas na manutengdo da estrutura da enzima.

Tabela 3. Efeito de diferentes substancias na atividade de -glicosidase de T. viride.

Substancias Concentracdo
‘ 2 mM 10 mM

Control 100,00 + 2,06° 100,00 + 2,06°
CuSO, 80,56 + 2,65 74,23 +0,99°
ZnSO, 89,40 + 1,60 83,16 + 4,39
MnSO, 34,98 +3,77" 22,35 +£2,97"
BaCl, 74,88 +1,91¢ 93,67 + 5,04
CaCl, 110,42 + 2,70 90,23 + 0,89%
NH,CI 99,91 +0,28° 84,84 + 4,57°¢
NaCl 87,16 £2,97° 86,23 + 1,62°

SDS 18,14 + 4,81 6,89 + 4,02
MgSO, 95,72 + 3,81 86,60 + 1,59
Citrato de Sédio 83,72 + 3,28 82,14 +3,42°
Co(NO»), 76,19 + 1,60° 73,77 + 3,88¢
HgCl, 80,56 + 2,00 62,98 + 4,86"
Pb(CH;COO0), 90,69 + 4,07 111,81 3,121
EDTA 89,58 + 0,31 87,26 + 1,21
-mercaptoetanol 107,44 + 3,43% 92,19 +0,17%

Letras iguais denotam que ndo hd diferenca estatistica significativa, letras diferentes denotam que ha diferenca

estatistica significativa entre as espécies quimicas analisadas (p<0,05).
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3.2.4 Tolerancia a Glicose

A inibicdo da B-glicosidase por glicose desempenha um papel negativo na hidrélise
enzimadtica, culminando na redu¢@o significativa da taxa de conversio da celulose (SORESEN
et al., 2013). Desta forma, a sensibilidade a glicose € um fator importante a ser avaliado, visto
que enzimas tolerantes a altas concentragdes de glicose sao mais eficientes na sacarificacdo de
materiais lignocelulésicos.

Por meio da realizagdo do experimento de tolerancia a glicose (Figura 4), constata-se
que quando a concentragdo de glicose aumenta, a atividade [-glicosiddsica diminui
gradativamente, evidenciando a sua inibi¢do pelo aumento da concentracdo de glicose. O Ki
da B-glicosidase de T. viride foi calculado através da regressao de probitos (p<0,01), obtendo-
se um Ki previsto de 50,33 mM, com R = 0,9984, R2 = 0,9968 e R? ajustado = 0,9966. A

andlise de probitos gerou a seguinte equacao de regressao:

Atividade Relativa % = 0,0971 + 0,008 x (7)

Onde x € a concentracao de glicose (mM).

O valor Ki de 50,33 mM ¢ expressivo quando comparado com o Ki apresentado por
outras B-glicosidases flingicas, tais como as de Aspergillus japonicus com Ki de 2,73 mM
(KOROTKOVA et al., 2009), de Aspergillus terreus com Ki de 13,6 mM (ELSHAFEI et al.,
2011), Tolypocladium cylindrosporum com Ki de 39,5 mM (ZHANG et al., 2011) e as de
Piptoporus betulinus, as quais apresentaram um Ki de 5,8 mM (VALASKOVA; BALDRIAN,
2006). Valores de Ki consideravelmente inferiores foram observados para as -glicosidases de
Trichoderma reesei (0,51 mM) (KARNAOURI et al., 2013) e de um recombinante de
Myceliophthora thermophila (0,282 mM). Por apresentar maior tolerdncia a glicose, em
decorréncia do maior valor de Ki encontrado, o emprego das B-glicosidase de 7. viride nos
processos de sacarificacdo enzimdtica pode ser vantajoso frente o uso de muitas [3-

glicosidases reportadas na literatura.
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Figura. 4. Efeito da concentragdo de glicose na atividade da p-glicosidase de 7. viride.

3.3 Hidrdlise Enzimatica

O Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR), foi empregado para avaliar
os principais efeitos e interacdes do tempo, pH, temperatura e concentragdo da enzima, na
liberacdo de glicose a partir da casca de maracujd pré-tratada pelo método alcalino.

Os gréficos de superficie de resposta estdao apresentados na Figura 5 e mostram os
efeitos dos fatores tempo, pH, temperatura e concentracao da enzima na hidrélise enzimatica
da casca de maracuji, bem como determinam os pontos 6timos para cada varidvel para a
madxima reposta de glicose liberada.

Os modelos experimentais e resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4,
sendo as corridas de 1 a 27 pertencentes ao planejamento experimental, enquanto a corrida 28
refere-se a validacdo do modelo. As varidveis independentes foram tempo de hidrélise (dias),
pH, temperatura (°C) e concentracio da enzima (U g'), e a varidvel dependente foi taxa de

liberacdo de glicose (mg/g de substrato).
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Tabela 4. Condigdes experimentais e resultados do planejamento experimental para hidrélise enzimatica da

casca de maracuja com liberacao de glicose.

Valores Reais (codificados) Resposta
Corrida  Tempo (h) pH Temperatura (°C) ]*i%z;nll)a g::ﬁ;es t(;:%‘()”
1 33 (-1) 4,0 (-1) 55 (-1) 13,75 (-1) 22,35
2 33 (-1) 4,0 (-1) 55 (-1) 31,25(1) 37,99
3 33 (-1) 4,0 (-1) 65 (1) 13,75 (-1) 5,69
4 33 (-1) 4,0 (-1) 65 (1) 31,25(1) 13,08
5 33 (-1) 6,0 (1) 55 (-1) 13,75 (-1) 10,46
6 33 (-1) 6,0 (1) 55 (-1) 31,25(1) 20,80
7 33 (-1) 6,0 (1) 65 (1) 13,75 (-1) 13,48
8 33 (-1) 6,0 (1) 65 (1) 31,25(1) 10,60
9 75 (1) 4,0 (-1) 55 (-1) 13,75 (-1) 27,05
10 75 (1) 4,0 (-1) 55 (-1) 31,25(1) 43,03
11 75 (1) 4,0 (-1) 65 (1) 13,75 (-1) 17,51
12 75 (1) 4,0 (-1) 65 (1) 31,251 (1) 24,70
13 75 (1) 6,0 (1) 55 (-1) 13,75 (-1) 20,60
14 75 (1) 6,0 (1) 55 (-1) 31,25 (1) 23,89
15 75 (1) 6,0 (1) 65 (1) 13,75 (-1) 8,65
16 75 (1) 6,0 (1) 65 (1) 31,25 (1) 11,07
17 12 (-2) 5,0 (0) 60 (0) 22,50 (0) 11,94
18 96 (-2) 5,0 (0) 60 (0) 22,50 (0) 47,13
19 54 (0) 3,0 (-2) 60 (0) 22,50 (0) 15,16
20 54 (0) 7,0 (2) 60 (0) 22,50 (0) 18,92
21 54 (0) 5,0 (0) 50 (-2) 22,50 (0) 38,40
22 54 (0) 5,0 (0) 70 (2) 22,50 (0) 8,51
23 54 (0) 5,0 (0) 60 (0) 5,00 (-2) 1,80
24 54 (0) 5,0 (0) 60 (0) 40,00 (2) 33,02
25 54 (0) 5,0 (0) 60 (0) 22,50 (0) 28,93
26 54 (0) 5,0 (0) 60 (0) 22,50 (0) 27,45
27 54 (0) 5,0 (0) 60 (0) 22,50 (0) 28,12
28 45 4,50 58 18,00 25,97

* Valores referentes a validacdo do modelo.
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A eficdcia do modelo e a capacidade de explicacio dos dados experimentais foi

averiguada pelo coeficiente de determinagao R’ que foi de 0,8710, indicando que 87,10 % da

variabilidade dos dados pode ser explicada por este modelo, sugerindo uma representacao

satisfatéria do modelo do processo de hidrélise. Aplicando-se o teste F, verifica-se que o

modelo foi preditivo, pois o valor de F calculado para a regressdo foi maior do que o valor de

F tabelado. Portanto, o modelo foi significativo ao nivel de 5 %. A andlise de variancia

(ANOVA) para o modelo estd resumida na Tabela 5.
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Tabela 5. Andlise de varidncia (ANOVA), coeficientes de regressio para glicose liberada a partir de casca de
maracuja hidrolisada por extrato bruto de 7. viride, e os valores de R? e F-valor.

Glicose
Termos SQ MQ gl F F tab F/Ftab
M 3030282 1515,141 2 63,77 340 18,76
R 570,190 23,758 24 - - -
T 3600,472 -
R? 0,8416
Termos Coeficientes p-valor
Média/Interc. 28,167(3,980) 0,000
T 4,684 (1,407) 0,006
T2 -0,063 (1,492) 0,967
pH -2,680 (1,407) 0,081
pH? -3,185 (1,492) 0,054
Temp -6,715 (1,407) 0,000
Temp® -1,582 (1,492) 0,310
E 5,075 (1,407) 0,004
E’ -3,093 (1,492) 0,060
T x pH -1,519 (1,723) 0,395
T x Temp -0,243(1,723) 0,890
TxE -0,101 (1,723) 0,954
pH x Temp 2,342 (1,723) 0,199
pHxE 2,065 (1,723) 0,254
Temp x E -1,947 (1,723) 0,281

M = modelo; R = residuo; T = Total; SQ: soma dos quadrados; MQ: média dos quadrados; gl: grau de liberdade; F: F
calculado; F tab: F tabelado 5%; [S]: concentracdo do substrato; T: tempo; pH: potencial hidrogenidnico. Os valores em
negritos sao estatisticamente significativos. E os valores entre parénteses referem-se ao erro padrao.

A equacdo de regressdo polinomial de segunda ordem foi utilizada para avaliar os
dados de liberacdo de glicose quando a casca de maracuja foi hidrolisada pelo extrato bruto de
T. viride, o modelo foi simplificado pela eliminag¢do dos termos nao significativos, (Equacao

6).

Gli = 28,167 +4,684T — 6,715 Temp + 5,075 E Equacio (6)

Onde Gli é a concentracdo de glicose, T € tempo, Temp € temperatura, pH € potencial

hidrogenidnico e E € a concentracio da enzima.

O rendimento minimo e maximo de glicose foi de 1,80 mg/g e 47,13 mg/g de
substrato, respectivamente. Os coeficientes de regressdo estdo apresentados na Tabela 4. Por
meio da andlise do p-valor, verifica-se a significincia de cada coeficiente, pois quanto menor
o p-valor, mais significativo € o coeficiente correspondente. Assim observa-se que os trés
termos lineares das varidveis independentes, tempo, temperatura e concentragdo da enzima
foram significativos, enquanto que seus efeitos quadriaticos e de interacdo ndo foram

significativos. Desta forma, pode-se concluir que para a hidrélise de casca de maracuja com o
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extrato enzimatico bruto de 7. viride, a varidvel mais importante € a temperatura linear,
concentracdo da enzima linear, seguida pelo tempo linear, sendo que quando a temperatura e
o pH sdo diminuidos e o tempo e a concentragdo da enzima é aumentada, a taxa de hidrélise é
favorecida.

As condig¢des de hidrélise enzimatica onde houve maior taxa de conversio a glicose
foram 96 horas de incubacdo, pH 5,0, temperatura de 60 °C e concentracdao da enzima de
22,50 U g (corrida 18). Nestas condicdes, a quantidade de glicose obtida correspondeu a
47,13 mg/g de substrato ou 9,43 g/L.. A taxa de conversdo da casca de maracujd em glicose
foi de 66,4 %.

Os valores de glicose obtidos neste estudo sdo superiores a outros relatados, tais
como os obtidos por Zhao et al. (2013), que ao utilizar extrato bruto de 7. viride, obtiveram
14,66 g L' de aciicares redutores a partir de talo de milho. Ao empregar celulases comerciais
para a hidrélise da cana-de-aguicar, Sindhu et al. (2011) verificaram a liberagao de 0,685 g/g
de acucares redutores. Estudos conduzidos por Dashtban e Qin (2012) obtiveram 1,92 g/L de
glicose a partir da hidrélise de palha de cevada, empregando-se o extrato bruto de
Trichoderma reesei e 8,16 g/L. de acgucares redutores e 4,48 g/L de glicose a partir da hidrélise
de bagaco de cana pré-tratado com extrato bruto de Trichoderma harzianum (BENOLIEL et
al., 2013).

Em relacdo as condicdes de hidrdlise, pardmetros semelhantes foram estabelecidos
por Harnpicharnchai et al. (2009), onde méaxima taxa de conversdo foi verificada apds 96
horas, a 60 °C e pH 6,0, durante a hidrélise da casca de arroz, por B-glicosidases de Periconia

sp., obtendo-se 16 mg de acucares redutores/g de substrato.

3.3.1 Validag@o do Modelo

Para confirmar a aplicabilidade do modelo relacionado a hidrélise da casca de
maracujd pelo extrato bruto de 7. viride, a valida¢do externa foi realizada nas seguintes
condi¢Oes: tempo de hidrodlise 45 horas, pH 4,5, temperatura 58 °C e concentra¢gdo da enzima
de 18 U g'1 (corrida 28 da Tabela 3). O indice de glicose obtida nesta corrida foi utilizado para
a modelagem a partir da equacdo quadritica gerada pela metodologia de superficie de
resposta.

O valor de glicose liberada no experimento foi de 25,97 mg/g de substrato, enquanto

que a produgdo proveniente da modelagem correspondeu a 25,28 U mL™". Desta forma, a
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recuperacdo da modelagem foi de 97,33%. Este alto valor demonstra a adequa¢do ao modelo

gerado, validando-o de forma satisfatdria.
3.3.2 Simulag¢do de Dados

Seis modelos foram gerados, no entanto, para a simulacdo foram utilizados apenas
trés modelos, os quais melhor representam os experimentos deste estudo. O modelo
codificado permitiu a simulac¢do de dados da concentragcao de glicose, enquanto que o modelo
gerado foi usado para executar as simulagdes da temperatura, pH e concentragdo da enzima
em relacdo ao tempo de hidrdlise (Figura 6).

O delineamento experimental expde as condi¢des otimizadas baseadas nos niveis
escolhidos, porém, isto ndo significa que cada varidvel independente escolhida é a melhor
(AKALIN et al., 2013). Assim os resultados de simulagdo veem a somar para uma melhor
interpretacdo dos dados.

Para a simulacdo da temperatura em relagdo ao tempo, pode-se observar que quanto
menor a temperatura, maior a concentracdo de glicose liberada. Verifica-se que no tempo de
96 horas, a melhor temperatura de hidrolise ficou em 50 °C, o0 mesmo encontrado no DCCR.
Para a simulagdo do pH em relacdo ao tempo, o melhor valor de pH foi 4,0, diferente do
encontrado no DCCR, cujo valor foi 5,0. Para a simulacdo da concentragdo da enzima em
relacdo ao tempo, a melhor concentracio estabelecida foi de 31,25 U g'l, enquanto que no

DCCR foi de 22,50 U g\
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Figura. 6. Simulaciao de dados da concentragdo de glicose, que demonstra a influéncia da temperatura (A), pH
(B) e concentragdo da enzima (C) em relag@o ao tempo de hidrélise da casca de maracujd pelo extrato bruto de 7.

viride.
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4. Conclusoes

Muitos estudos relacionados a produgdo de B-glicosidases vém sendo conduzidos nos
ultimos anos, porém, poucos envolvem a otimizacdo dos processos de producdo e hidrélise
enzimatica por meio da Metodologia de Superficie de Resposta e simulacdo. Neste trabalho,
foi possivel verificar que estas ferramentas foram eficazes em estabelecer as condi¢des 6timas
de producdo de B-glicosidase, bem como as de hidrélise enzimadtica de casca de maracuji. A
maxima produ¢do de B-glicosidase obtida empregando-se o farelo de canola como substrato
correspondeu a 1,35 U mL™, enquanto que os maiores niveis de glicose observados a partir da
hidrélise da casca de maracujd foram de 9,43 g L™ Estes resultados sugerem que a produgo
de B-glicosidases a partir do farelo de canola, bem como a sacarificacdo da casca de maracuja
por estas enzimas sd0 promissoras, visto que estes residuos sdo encontrados a baixo custo e
gerados em grandes quantidades no Brasil. Adicionalmente, as caracteristicas bioquimicas
apresentadas pelas [-glicosidases de 7. viride como estabilidade frente a temperatura e em
ampla faixa de pH, bem como tolerancia a glicose as tornam particularmente interessantes do
ponto de vista industrial, especialmente para serem empregadas na hidrélise enzimética de

residuos agroindustriais.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Por meio deste estudo, verifica-se que P. verruculosum foi capaz de produzir altos
niveis de B-glicosidases quando crescido em casca de maracujd, obtendo-se uma producgdo
5,73 vezes superior a observada inicialmente, correspondendo a 8,54 U mL" sob condicoes
otimizadas. T. viride também foi capaz de produzir -glicosidases em presenca desta fonte de
carbono, porém em niveis inferiores, correspondendo a 1,23 U mL™". Niveis similares de B-
glicosidases foram produzidos por este fungo quando crescido em farelo de canola,
correspondendo a 1,35 U mL ™.

Em relacdo aos experimentos de hidrolise enzimadtica, o extrato bruto de 7. viride
demostrou maior eficiéncia em converter a casca de maracuja em glicose, apresentando uma
taxa de conversdao de 66,4 %, enquanto que a taxa de conversdo em glicose deste mesmo
substrato obtida por meio da aplicacdo do extrato bruto de P. verruculosum correspondeu a
45,07 %.

As B-glicosidases produzidas por P. verruculosum e T. viride exibiram caracteristicas
bioquimicas interessantes, como boa estabilidade frente a temperatura e a uma ampla faixa de
pH, bem como alta tolerancia a glicose, onde um Ki de 51,70 mM e de 50,33 mM foi
verificado, respectivamente. Adicionalmente, as [B-glicosidases de P. verruculosum foram
ativadas por Ba**, Mg*” e citrato de sédio, enquanto que as enzimas provenientes de 7. viride
foram ativadas por Ca™, Pb™ e [-mercaptoetanol. Por sua vez, as propriedades bioquimicas
exibidas pelas [-glicosidases de ambas as linhagens flngicas tornam sua aplicacao
interessante em processos industriais, especialmente na sacarificacio da biomassa, uma vez
que a tolerancia a glicose € uma caracteristica imprescindivel para este tipo de aplicagdo.

Por fim, o emprego da casca de maracujd para a producdo de B-glicosidases e como
matéria-prima de baixo custo nos processos de sacarificagdo, além de possibilitar a obten¢do
de niveis elevados destas enzimas e de glicose, pode contribuir para a diminui¢do dos custos
de producdo enzimdtica, bem como evitar problemas ambientais em decorréncia de sua

deposi¢do inadequada no ambiente.
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APENDICE A — Tabelas de estatistica descritiva
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Tabela 1: Estatistica descritiva da analise dos dados de temperatura para a atividade de B-glicosidase de P.
verruculosum.

ESTATISTICA DESCRITIVA - TEMPERATURA

Atividade Relativa (%)

Fator analisado I\Ifl;teolr(i(s)s N Média Desvio Erro IC IC
Padrao Padrao -99,00% +99,00%
Total 33 39,778 32,667 5,687 24,205 55,350
Temperatura (°C) 30 3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Temperatura (°C) 35 3 9,185 0,439 0,254 6,669 11,702
Temperatura (°C) 40 3 14,020 0,392 0,226 11,776 16,265
Temperatura (°C) 45 3 28,490 0,857 0,495 23,577 33,403
Temperatura (°C) 50 3 38,946 0,511 0,295 36,017 41,874
Temperatura (°C) 55 3 51,168 1,461 0,844 42,796 59,541
Temperatura (°C) 60 3 80,617 2,652 1,531 65,421 95,814
Temperatura (°C) 65 3 100,000 2,276 1,314 86,958 113,042
Temperatura (°C) 70 3 77,861 0,748 0,432 73,573 82,149
Temperatura (°C) 75 3 30,737 0,768 0,443 26,337 35,137
3

Temperatura (°C) 80 6,531 0,275 0,159 4,958 8,104

IC = Intervalo de Confianca

Tabela 2: Estatistica descritiva da analise dos dados de pH para a atividade de -glicosidase de P. verruculosum.
Os dados foram transformados por arco-seno da raiz quadrada.

ESTATISTICA DESCRITIVA - pH

Atividade Relativa (%)

Fator analisado I\Ifl;‘:)lr(i(s)s N Média Desvio Erro IC IC
Padrao Padrao -95,00% +95,00%
Total 24 0,057 0,035 0,007 0,042 0,072
pH 30 3 0,019 0,000 0,000 0,018 0,020
pH 35 3 0,038 0,000 0,000 0,037 0,039
pH 40 3 0,087 0,002 0,001 0,083 0,091
pH 45 3 0,100 0,000 0,000 0,099 0,101
pH 50 3 0,090 0,001 0,000 0,088 0,092
pH 55 3 0,076 0,001 0,001 0,073 0,079
pH 60 3 0,044 0,001 0,000 0,042 0,046
pH 65 3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

IC = Intervalo de Confianca
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Tabela 3: Estatistica descritiva da andlise dos dados de estabilidade do pH para a atividade de B-glicosidase de

P. verruculosum.

ESTATISTICA DESCRITIVA — ESTABILIDADE DO pH

Atividade Residual (%)

Fator analisado I\Ifl;’t(:)lr(::s Média Desvio Erro IC IC
Padrao Padrao -95,00% +95,00%
Total 33 87,488 10,615 1,848 83,724 91,252
pH 30 3 59,470 0,479 0,277 58,279 60,661
pH 35 3 87,307 2,854 1,648 80,217 94,398
pH 40 3 88,612 2,913 1,682 81,376 95,848
pH 45 3 100,000 1,631 0,942 95,949 104,051
pH 50 3 89,039 1,333 0,770 85,727 92,352
pH 55 3 94,164 0,854 0,493 92,042 96,285
pH 60 3 91,744 0,686 0,396 90,039 93,449
pH 65 3 78,861 3,916 2,261 69,134 88,589
pH 70 3 96,157 3,111 1,796 88,428 103,886
pH 75 3 86,477 0,931 0,537 84,165 88,789
pH 80 3 90,534 1,668 0,963 86,391 94,677

IC = Intervalo de Confianga

Tabela 4: Estatistica descritiva da andlise dos dados de efeito de fons metdlicos e outras substincias
(concentra¢@o 2 mM) na atividade de B-glicosidase de P. verruculosum.

ESTATISTICA DESCRITIVA — EFEITO DE SUBSTANCIAS (2 mM)

Fator

Atividade Residual (%)

. Nivel dos fatores N - Desvio Erro IC IC

analisado Média b drdo  Padrio  -9500%  +95,00%
Total 48 107,210 28,899 4,171 98,819 115,601
Substancias Controle 3 100,00 4,470 2,581 88,896 111,104
Substincias  CuSO4 3 125,019 4,981 2,876 112,646 137,393
Substincias  ZnSO4 3 123,012 1,979 1,143 118,095 127,929
Substincias  MnSO4 3 88,880 4,530 2,615 77,628 100,133
Substincias  BaCl2 3 157,606 4,518 2,608 146,383 168,829
Substincias  CaCl2 3 125,251 3,376 1,949 116,865 133,637
Substincias  NH4Cl 3 88,803 3,539 2,043 80,013 97,594
Substincias  NaCl 3 96,757 3,995 2,306 86,834 106,680
Substincias  SDS 3 53,436 2,102 1,214 48,215 58,658
Substancias  MgSO4 3 146,641 1,226 0,708 143,596 149,686
Substincias  Citrato de sédio 3 136,216 3,677 2,123 127,081 145,352
Substiancias  Co(NO3)2 3 125,174 4916 2,838 112,962 137,386
Substancias  HgCl2 3 59,073 2,847 1,644 52,002 66,145
Substiancias  Pb(CH3COO)2 3 89,189 1,062 0,613 86,552 91,826
Substidncias  EDTA 3 87,561 3,903 2,253 77,866 97,257
Substancias -mercaptoetanol 3 112,741 4,750 2,742 100,943 124,540

IC = Intervalo de Confianga
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Tabela 5: Estatistica descritiva da andlise dos dados de efeito de ions metdlicos e outras substancias
(concentragdo 10 mM) na atividade de B-glicosidase de P. verruculosum. Dados transformados por logaritmo
neperiano (In).

ESTATISTICA DESCRITIVA — EFEITO DE SUBSTANCIAS (10 mM)

Atividade Residual (%)

a nI;?it;rd o Nivel dos fatores N Médi Desvio Erro IC IC
cla - padrio  Padrio -95,00% +95,00%
Total 48 4,329 0,668 0,096 4,135 4,522

4,604 0,046 0,027 4,490 4,719
4,290 0,049 0,029 4,167 4,412
4,651 0,049 0,028 4,530 4,773
4,164 0,024 0,014 4,103 4,225
4,607 0,051 0,030 4,480 4,734
4,511 0,048 0,028 4,391 4,631
Substancias NHA4CI 4,621 0,003 0,002 4,614 4,629
Substincias  NaCl 4,543 0,048 0,028 4,425 4,662

Substancias Controle 3
3
3
3
3
3
3
3

Substancias ~ SDS 3 1,977 0,022 0,013 1,921 2,032
3
3
3
3
3
3
3

Substancias CuSO4
Substancias  ZnSO4
Substancias MnSO4
Substancias  BaCl2
Substancias CaCl2

Substancias  MgSO4 4,628 0,011 0,006 4,602 4,654
Substancias Citrato de sédio 4,754 0,036 0,021 4,665 4,842
Substiancias  Co(NO3)2 4,314 0,050 0,029 4,190 4,438
Substincias  HgCI2 3,711 0,050 0,029 3,587 3,834
Substiancias  Pb(CH3COO)2 4,652 0,045 0,026 4,540 4,765
Substancias  EDTA 4,437 0,015 0,009 4,400 4,474
Substancias -mercaptoetanol 4,794 0,001 0,001 4,791 4,797

IC = Intervalo de Confianca

Tabela 6: Estatistica descritiva da andlise dos dados de tolerancia a glicose da 3-glicosidase de P. verruculosum.

ESTATISTICA DESCRITIVA — TOLERANCIA A GLICOSE

Atividade Relativa (%)

ank;?its(;lrdo I\If.l;eolr(igs N Média Desvio Erro IC IC
Padrao Padrao -95,00% +95,00%
Total 18 62,223 28,558 6,731 48,022 76,425
Glicose mM 00 2 100,000 4,144 2,930 62,768 137,232
Glicose mM 02 2 90,755 3,911 2,765 55,620 125,890
Glicose mM 05 2 85,762 0,350 0,248 82,615 88,908
Glicose mM 10 2 78,003 1,518 1,073 64,368 91,637
Glicose mM 20 2 73,091 3,560 2,518 41,103 105,080
Glicose mM 40 2 48,452 0,934 0,660 40,062 56,843
Glicose mM 60 2 32,439 0,350 0,248 29,293 35,586
Glicose mM 80 2 27,652 1,167 0,825 17,164 38,140
Glicose mM 100 2 23,855 1,167 0,825 13,367 34,343

IC = Intervalo de Confianca
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Tabela 1: Estatistica descritiva da analise dos dados de temperatura para a atividade de B-glicosidase de T.
viride.

ESTATISTICA DESCRITIVA - TEMPERATURA

Atividade Relativa (%)

Nivel dos

Fator analisado fatores N Média Desvio Erro IC IC
Padrao Padrao -99,00% +99,00%
Total 33 54,391 34,690 6,039 42,091 66,692
Temperatura (°C) 30 3 9,4915 0,339 0,196 8,649 10,334
Temperatura (°C) 35 3 15,932 0,339 0,196 15,090 16,774
Temperatura (°C) 40 3 35,480 1,529 0,883 31,683 39,277
Temperatura (°C) 45 3 41,469 1,740 1,004 37,148 45,790
Temperatura (°C) 50 3 62,260 2,719 1,570 55,506 69,014
Temperatura (°C) 55 3 74,689 2,071 1,196 69,544 79,835
Temperatura (°C) 60 3 95,480 2,071 1,196 90,335 100,625
Temperatura (°C) 65 3 100,000 1,017 0,587 97,474 102,526
Temperatura (°C) 70 3 88,814 1,017 0,587 86,287 91,340
Temperatura (°C) 75 3 74,689 2,257 1,303 69,082 80,296
Temperatura (°C) 80 3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

IC = Intervalo de Confianga

Tabela 2: Estatistica descritiva da analise dos dados de pH para a atividade de B-glicosidase de T. viride. Os
dados foram transformados por arco-seno da raiz quadrada

ESTATISTICA DESCRITIVA - pH

Atividade Relativa (%)

Fator analisado I\Ifl:t(:)lr(igs N Média Desvio Erro IC IC
Padrao Padrao -95,00% +95,00%
Total 24 0,062 0,028 0,006 0,051 0,074
pH 30 3 0,030 0,001 0,000 0,029 0,032
pH 35 3 0,063 0,001 0,001 0,060 0,067
pH 40 3 0,090 0,001 0,000 0,088 0,092
pH 45 3 0,100 0,001 0,001 0,098 0,103
pH 50 3 0,087 0,002 0,001 0,083 0,091
pH 55 3 0,069 0,001 0,001 0,066 0,072
pH 60 3 0,034 0,000 0,000 0,033 0,035
pH 65 3 0,026 0,000 0,000 0,026 0,027

IC = Intervalo de Confianga
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Tabela 3: Estatistica descritiva da andlise dos dados de estabilidade do pH para a atividade de B-glicosidase de

T. viride.

ESTATISTICA DESCRITIVA — ESTABILIDADE DO pH

Atividade Residual (%)

Fator analisado I\Ifl;teolr(i(s)s Média Desvio Erro IC IC
Padrao Padrao -95,00% +95,00%
Total 33 80,174 17,494 3,045 73,971 86,377
pH 30 3 35,593 1,017 0,587 33,067 38,120
pH 35 3 100,000 3,107 1,794 92,282 107,718
pH 40 3 86,440 2,242 1,295 80,871 92,010
pH 45 3 91,808 2,976 1,718 84,414 99,201
pH 50 3 75,423 2,542 1,468 69,108 81,739
pH 55 3 94,067 2,542 1,468 87,752 100,383
pH 60 3 91,243 3,425 1,977 82,735 99,751
pH 65 3 76,271 3,056 1,764 68,681 83,861
pH 70 3 65,819 2,133 1,231 60,521 71,117
pH 75 3 89,265 2,133 1,231 83,967 94,563
pH 80 3 75,988 2,589 1,495 69,557 82,420

IC = Intervalo de Confianca

Tabela 4: Estatistica descritiva da andlise dos dados de efeito de ions metalicos e outras substancias
(concentragdo 2 mM) na atividade de B-glicosidase de T. viride.

ESTATISTICA DESCRITIVA — EFEITO DE SUBSTANCIAS (2 mM)

Fator

Atividade Residual (%)

. Nivel dos fatores N L a. Desvio Erro IC IC

analisado Média b drio  Padrio  -9500% +95,00%
Total 48 82,143 23,819 3,438 75,227 89,060
Substancias Controle 3 100 2,057 1,188 94,890 105,110
Substincias  CuSO4 3 80,558 2,131 1,231 75,263 85,853
Substincias  ZnSO4 3 89,395 1,432 0,827 85,838 92,953
Substidncias  MnSO4 3 34,977 1,319 0,761 31,701 38,253
Substincias  BaCl2 3 74,884 1,432 0,827 71,326 78,441
Substincias  CaCl2 3 110,419 2,984 1,723 103,006 117,831
Substincias  NH4Cl 3 99,907 0,279 0,161 99,214 100,600
Substincias  NaCl 3 87,163 2,593 1,497 80,721 93,604
Substincias  SDS 3 18,140 0,872 0,504 15,973 20,306
Substancias  MgSO4 3 95,721 3,649 2,107 86,656 104,786
Substancias Citrato de sédio 3 83,721 2,749 1,587 76,893 90,549
Substiancias  Co(NO3)2 3 76,186 1,216 0,702 73,164 79,208
Substancias  HgCl2 3 80,558 1,611 0,930 76,556 84,561
Substiancias  Pb(CH3COO)2 3 90,698 3,692 2,131 81,527 99,869
Substincias  EDTA 3 84,525 1,250 0,722 81,419 87,631
Substancias -mercaptoetanol 3 107,442 3,692 2,131 98,271 116,613

IC = Intervalo de Confianca
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Tabela 5: Estatistica descritiva da andlise dos dados de efeito de fons metdlicos e outras substincias
(concentragdo 10 mM) na atividade de B-glicosidase de 7. viride. Dados transformados por logaritmo neperiano

(In).

ESTATISTICA DESCRITIVA — EFEITO DE SUBSTANCIAS (10 mM)

Atividade Residual (%)

anl;?its(;rdo Nivel dos fatores N Média Desvio Erro IC IC
Padrao Padrao -95,00% +95,00%
Total 48 4,208 0,691 0,100 4,007 4,409
Substiancias  Controle 3 4,605 0,021 0,012 4,554 4,656
Substincias  CuSO4 3 4,307 0,010 0,006 4,282 4,332
Substiancias  ZnSO4 3 4,420 0,044 0,026 4,310 4,531
Substidncias  MnSO4 3 3,107 0,030 0,017 3,033 3,180
Substiancias  BaCl2 3 4,539 0,051 0,029 4,412 4,665
Substincias  CaCl2 3 4,502 0,009 0,005 4,480 4,525
Substiancias  NH4Cl 3 4,440 0,045 0,026 4,328 4,552
Substincias  NaCl 3 4,457 0,016 0,009 4,417 4,497
Substincias  SDS 3 1,930 0,040 0,023 1,830 2,030
Substancias  MgSO4 3 4,461 0,016 0,009 4,422 4,501
Substancias Citrato de sédio 3 4,408 0,034 0,020 4,323 4,493
Substiancias  Co(NO3)2 3 4,300 0,039 0,023 4,203 4,398
Substancias ~ HgCl2 3 4,142 0,048 0,028 4,022 4,262
Substiancias  Pb(CH3COO)2 3 4,717 0,031 0,018 4,640 4,793
Substidncias  EDTA 3 4,469 0,012 0,007 4,439 4,499
Substancias B-mercaptoetanol 3 4,524 0,002 0,001 4,519 4,528

IC = Intervalo de Confianca

Tabela 6: Estatistica descritiva da andlise dos dados de tolerancia a glicose da 3-glicosidase de T. viride.

ESTATISTICA DESCRITIVA — TOLERANCIA A GLICOSE

Atividade Relativa (%)

anh;?itszlrdo Nflz:,teolr(:(s)s N Média Desvio Erro 1C 1C
Padrao Padrao -95,00% +95,00%
Total 18 61,728 29,609 6,979 47,004 76,453
Glicose mM 00 2 100,000 1,089 0,770 90,215 109,785
Glicose mM 02 2 91,089 0,622 0,440 85,498 96,680
Glicose mM 05 2 88,889 0,311 0,220 86,093 91,685
Glicose mM 10 2 77,008 3,734 2,640 43,460 110,555
Glicose mM 20 2 70,297 3,578 2,530 38,147 102,447
Glicose mM 40 2 50,825 1,245 0,880 39,643 62,008
Glicose mM 60 2 31,903 1,556 1,100 17,925 45,881
Glicose mM 80 2 25,963 0,311 0,220 23,167 28,758
Glicose mM 100 2 19,582 0,933 0,660 11,195 27,969

IC = Intervalo de Confianca



