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RESUMO

A atual demanda por fontes energéticas renovaveis tem influéncia na busca por novas
alternativas para producédo de energia. Neste contexto a producéo de celulases para conversao
de biomassas lignocelulésicas é de grande importancia. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia do magnésio e da arabinose na producdo de celulases por Yarrowia divulgata
utilizando um Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR). A producéo das celulases
foi feita por cultivo submerso em meio composto por 5g/L de carboximetilcelulose, 20 g/L de
NaNQOg, 1 g/L de K2HPO4, 0,5 g/L de KCI e 0,2 g/L de peptona, e concentragdes varidveis de
MgSOQa4 e arabinose, com incubacéo a 30°C e 150 rpm por 24 horas. Foi feita a determinacéo
das atividades de endoglucanase (CMCase), celulase total (FPase), exoglucanase (Avicelase)
e B-glicosidase. As atividades variaram de 0 a 1,67 U/mL para endoglucanase, de 0 a 2,22
U/mL para celulase total, de 0 a 1,45 U/mL para exoglucanase e 0 a 11,67 U/mL para B-
glicosidase. Os dados de andlise de variancia (ANOVA) mostraram que apenas a variavel
MgSO:s foi significativa para a produgdo de exoglucanase e [3-glicosidase ao nivel de 5% de
significancia. Baseado dos dados obtidos, foram realizados ensaios, com 7 repeticdes,
utilizando 3 g/L de MgSOs e sem adicdo de arabinose. Nesses ensaios ndo foi observada
atividade para nenhuma das enzimas. Observou-se que a levedura ndo se reproduziu como
esperado, uma vez que as contagens celulares ficaram abaixo daquelas observadas nos meios
contendo arabinose, indicando que, provavelmente, a auséncia de arabinose inibiu de alguma

forma a multiplicacdo celular e consequentemente, ndo houve producdo das celulases.

Palavras-chaves: Leveduras, celulose, complexo celulolitico, tucum, DCCR.



ABSTRACT

The current demand for renewable energy sources leads the search for new alternatives
for energy production. In this way, the celullases production for lignocellulosic biomass
conversion is very important. The aim of this study was to evaluate the magnesium and
arabinose influence in the cellulases production b Yarrowia divulgata using a Central
Composite Rotational Design (CCRD). The cellulase production was carried out in
submerged conditions in a medium with 5g/L of carboximetilcellulose, 20 g/L of NaNOs, 1
g/L of K2HPO4, 0,5 g/L of KCI e 0,2 g/L of peptone, and variable concentration of MgSOa4
and arabinose, incubated at 30°C and 150 rpm for 24 hours. It was evaluated the
endoglucanase (CMCase), total cellulase (FPase), exoglucanase (Avicelase) and f-
glucosidase activities. The cellulases activities ranged from 0 to 1.67 U/mL to endoglucanase,
0 to 2.22 U/mL to total cellulase, 0 to 1.45 U/mL to exoglucanase and 0 to 11.67 U/mL to -
glicosidase. The analysis of variance (ANOVA) showed that only the MgSOs4 was a
significant parameter to exoglucanase and B-glucosidase production with 5% of significance.
Based on these results, it was performed 7 assays using 3 g/L of MgSO4 without arabinose. In
these assays no activity was observed for any of the enzymes. It was observed that the yeast
did not reproduce as expected, since the cell counts were below those observed in the media
containing arabinose, showing that, probably, the absence of arabinose somehow inhibited

cell multiplication and consequently no cellulase production was observed.

Key-words: yeasts, cellulose, cellulolytic complex, tucum, CCRD.
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1 INTRODUCAO

Com a intencdo de minimizar adversidades ambientais, aumenta-se 0 interesse por
encontrar diferentes formas de se produzir combustiveis a partir de fontes renovaveis,
tornando assim, a biomassa como um recurso grandemente visivel para produzir bioetanol
(SOUSA et al., 2013; HAA et al, 2013). A biomassa proveniente de materiais lignocelulésicos
é constituida por macromoléculas chamadas de polimeros. Esses polimeros sdo compostos de
celulose e hemicelulose, podendo ser hidrolizados em agUcares fermentaveis para futuramente
produzir etanol. A biomassa é um recurso mais barato que os usados convencionalmente,
além de que, ndo disputam espaco com as grandes culturas alimentares (MUNOZ, MATTA e
GUARIN, 2014; SHAFIEI et al, 2014).

O biopolimero de maior ocorréncia no mundo € a celulose, formada por microfibrilas e
uma rigida estrutura composta por unidades de hemicelulose e pectina. A hemicelulose, grupo
heterogéneo de polissacarideos, é composta por varias unidades de pentoses, hexoses e &cidos
urdnicos, que estdo ligados com celulose e lignina, e assim formam uma complexa estrutura
(COELHO et al, 2018). A celulose ¢ um biopolimero formado por uma longa cadeia de
mondmeros de glicose que sdo unidos por ligagdes gliscosidicas do tipo B-1,4.

A reacdo de hidrolise da celulose é uma opcdo de biodegradacdo que pode ser usada
nesses materiais, sendo assim um eficiente método para liberacdo de agucares fermentaveis.
Sdo utilizadas enzimas celuloliticas (celulases), sendo que existem varias espécies de
bactérias e fungos que sdo capazes de produzir essas enzimas (SOUZA et al, 2013).

Objetivando estabelecer condigdes para melhor produzir essas enzimas, a acao
microbiana para producéo de celulases tem sido estudada frequentemente. Fungos e bactérias
sdo utilizados em pesquisas como células que metabolizam fontes de carbono que estdo
presentes nos substratos, para producdo de enzimas (RUEGGER e TAUK-TORNISIELO et
al, 2004).

E muito importante escolher corretamente, tanto 0 microrganismo quanto o meio de
cultura para que a producgéo de enzima ocorra com sucesso. O meio de cultura nem sempre
promove a melhor multiplicacdo para as células e consequentemente para as enzimas, sendo
assim inevitavel estudo e otimizacdo de parametros que promovem a producdo enzimatica,
pois étimas condicBes variam para cada microrganismo e enzima (ROCHA, 2010).

Enzimas sdo macromoléculas com estruturas complexas e especificas, podendo assim
sofrer algumas alteragdes em sua forma tridimensional por influéncia de alguns fatores como

temperatura, pH, indutores e presenca de ions, sendo assim afetadas por qualquer tipo de



mudanga ambiental onde estdo sendo produzidas (MARZZOCO e TORRES, 2007,
BETTELHEIM et al, 2017). Portanto é fundamental estudar a producdo enzimatica com a
influéncia desses fatores, e assim encontrar melhores condi¢cbes para o cultivo e

melhoramento de métodos de producéo.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do magnésio e da arabinose na producdo de celulases por uma

linhagem de Yarrowia divulgata.
1.1.2 Objetivos Especificos
1. Auvaliar a influéncia de diferentes concentracbes de magneésio e arabinose para
producéo de celulases utilizando um Delineamento Composto Central Rotacional

(DCCR).

2. Definir a concentracdo 6tima de magnésio e arabinose para se otimizar a producao

das celulases.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Enzimas

As enzimas sdo proteinas que possuem um sitio ativo, o qual é capaz de reconhecer
regides de uma molécula, e assim, a hidrolisam em partes menores. Possuem grande
relevancia para a biotecnologia e a maior parte delas sdo produzidas por microrganismos, que
inicialmente foram selecionados pela prépria natureza ou geneticamente modificados para
uma producdo mais eficaz (SERAFINI et al, 2001; MUSSATTO, FERNANDES e
MILAGRES, 2007). As enzimas séo classificadas por suas propriedades cataliticas segundo o
NC-IUBMB (Nomenclature Committee of the International Union Of Biochemistry and

Molecular Biology), de acordo com o quadro 1:

Quadro 1. Classificacdao das enzimas e suas propriedades.

Enzimas Propriedades
Oxidoredutases | Atuam em reacdes de oxi-reducéo.
Transferases Catalisam as reac¢des de transferéncia de grupos funcionais.
Hidrolases Catalisam as reacdes de hidrolise de ligacGes covalentes.
Liases Atuam nas adi¢des de grupos a ligacbes duplas ou formacéo

de dupla ligacéo.

Catalisam as reacgdes de sintese de novas moléculas através
das ligacbes C-C, C-S, C-O e C-N.
Isomerases Atuam na transferéncia de grupos dentro da molécula.

Ligases

As hidrolises sdo realizadas por enzimas hidroliticas, ou hidrolases, que reagem de
acordo com o substrato. As hidrolases com principais aplicagdes industriais sdo as amilases,
celulases, fitases, lipases, proteases e xilanases. (SERAFINI et al, 2001; MUSSATTO,
FERNANDES e MILAGRES, 2007). Na industria, as enzimas séo utilizadas para produzir
alimentos, papel, tecidos, detergentes, produtos quimicos e biocombustiveis (SANTOS,
2017).

2.2 Complexo celulolitico

Considerada como uma boa alternativa para a producédo de biocombustiveis e produtos
guimicos, a celulose é uma biomassa organica, abundante e renovavel. A parede celular das

plantas é constituida principalmente por celulose, que é uma cadeia linear com muitas
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unidades de glicose que sdo ligadas por ligacGes p—(1,4) glicosidicas, representada na figura 1
(ligagcBes B-1,4 glicosidicas destacadas em vermelho) (LEE, HAMID e ZAIN, 2014;
RUNGRATTANAKASIN et al, 2018).

Este polimero pode ser transformado em aclcar fermentavel (glicose) pela acdo de
enzimas chamadas celulases, ou complexo celulolitico. Este complexo é formado por
endoglucanase (Carboximetilcelulase — CMCase), exoglucanase (Avicelulase) e B-glicosidase
(RUNGRATTANAKASIN et al, 2018).

OH

THOH e
§ B-1,4-glycosidic linkage =

Figura 1. Estrutura quimica da celuloses.
Fonte: LEE, HAMID e ZAIN, 2014.

As endoglucanases operam na cisdo de localidades aleatdrias dentro da celulose,
gerando assim uma cadeia menor e formando terminais redutores e ndo redutores. As
exoglucanases, atuam nos terminais de cadeias formadas por endoglucanases, liberando
glicose e/ou celobiose. Por fim as reac6es sdo finalizadas com a hidrolise da celobiose, que é
realizada pelas enzimas B-glicosidase (JUNIOR et al, 2013). A figura 2 representa a reacao de
hidrélise da celulose para obtencdo de glicose, as setas indicam a regido de atuacdo de cada

grupo enzimatico.
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Figura 2. Representagéo da reacdo de hidrolise da celulose. As setas verdes
demostram a enzima que esta atuando e as setas vermelhas indicam a regido de atuacao
da enzima na molécula.

Fonte: Adaptado, BORTOLAZZO, 2011.

2.3 Microrganismos produtores de celulase

As enzimas podem ter origem animal, vegetal ou microbiana. Entre elas, as enzimas
de origem microbiana tém ganhado destaque, tendo em vista sua ampla aplicacdo na industria
téxtil, alimenticia, farmacéutica e na producdo de etanol. As enzimas de origem microbiana
possuem vantagens, como maior facilidade de manipulagdo genética dos microrganismos
produtores, menor tempo de producdo, alto grau de purificagdo e maior especificidade e
estabilidade nas aplicagdes industriais (SINGH, 2012).

Para tornar a producdo de enzimas mais pratica e acessivel, a utilizacdo de substratos
de baixo custo e de facil acesso devem ser exploradas, aléem de avangos tecnoldgicos e da
busca por novos microrganismos produtores (CARVALHO et al., 2013; POLIZELLI et al,
2005).

A producdo de celulases por microrganismos se baseia em duas estratégias, que séo a

fermentacdo solida (FES) e fermentacdo submersa (FS) sendo que o teor de dgua presente é o
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que diferencia um do outro. Na FES ha auséncia completa de &gua, ja na FS a base é agua.
Algumas vantagens apontam maior uso da FS em relagdo a FES, como maior controle nos
parametros fisicos e quimicos, maior absorcao de nutrientes e excrecdo de metabdlitos, menor
risco de contaminagé@o, menor tempo de produgéo e maiores rendimentos (SANT’ANNA JR.
2001; BON et al., 2008; CASTRO e PEREIRA JR, 2010).

Apesar da producéo de celulases ser baseada principalmente em fungos filamentosos e
bactérias, a utilizacédo de leveduras para a producao de enzimas tem incentivado estudos sobre
a sua atividade. Alguns autores mostram o potencial de producdo de celulases por leveduras
(SPANAMBERG et al, 2004; LANDELL et al, 2006; BRIZZIO et al, 2007). Silva et al
(2011) estudaram o potencial da atividade enzimatica extracelular de leveduras isoladas da
fermentacdo do cacau e apontaram que de todas as enzimas estudas, as celulases foram as que
apresentaram o melhor resultado quantitativamente, sendo que das 70 leveduras analisadas 35
foram positivas para essa atividade.

Silva et al (2011) aponta algumas vantagens de se produzir celulases por leveduras
guando comparadas aos fungos filamentosos, como o alcance de elevadas concentracGes de
enzima através da manipulacéo das linhagens, o ajuste nas condicGes de cultivo sendo de facil
e rapido acesso, a fermentagdo de ciclos curtos e de baixo custo, e a diversidade de enzimas
que catalisam a mesma reacdo permitindo flexibilidade nas condi¢des de uso. Outro fator
interessante da utilizacdo de leveduras nos processos de producdo de enzimas é o fato as
leveduras ndo demonstram propriedades patogénicas, o que facilita o seu ingresso na industria
(CRUZ et al., 2009).

As leveduras sdo importantes fontes de biomoléculas, como as enzimas, que sdo muito
utilizadas em aplicacdes industriais. As leveduras possuem grande capacidade de absorver
compostos organicos, o que torna mais facil a sua dissipacdo e invasdo em diferentes nichos
ecolégicos (ROMO-SANCHEZ, 2010; CRUZ et al., 2009; TORTORA et al., 2012).

O surgimento de novas leveduras com maior potencial biotecnolégico, bem como a
sua correta classificacdo e caracterizacdo sdo indispensaveis para que a diversidade desses
microrganismos seja bem aplicada, tanto usada para a descoberta de novos métodos
industriais ndo poluentes como no emprego da biorremediagdo, na producdo de novos
farmacos, ou ainda no uso da industria alimenticia (ARAUJO, 2015). O estudo da biologia e
da biodiversidade de leveduras é importante para a caracterizacao e a preservacao de especies,
principalmente aquelas com potencial para aplicacdo biotecnologica (SCHWAN; CAMPOS;
DIAS, 2008).
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2.4 A levedura Yarrowia divulgata

Inovacbes no mercado biotecnolégico inspiram novas buscas por linhagens de
microrganismos a fim de produzir valiosos potenciais metabolitos, sendo feita em sua grande
maioria pela engenharia genética, que se baseia no deslocamento de novos genes entre as
células estudadas. Todavia existem preocupagdes quando se trata do uso de microrganismos
modificados geneticamente na industria, 0 que levanta a necessidade de se estudar linhagens
de tipo selvagem como caracteristicas de atuacdo biotecnologica. Entre os géneros estudados
e pesquisados que possuem propriedades naturais de gerar elementos quimicos destaca-se a
Yarrowia (TOMASZEWSKA et al, 2014; RAKICKA et al, 2016; HANKO et al, 2018), bem
conhecida por sua grande capacidade de realizar prote6lise e lipolise. Atividade celulolitica e
lipolitica também foi descrita para uma linhagem de Yarrowia divulgata isolada de coco
tucum (LOPES, 2019, GUEDES et al, 2018, SANTOS, 2017).

O nome do género Yarrowia foi proposto por van der Walt e von Arx (1980) em
reconhecimento de um novo género identificado por David Yarrow do Laboratério de
Microbiologia de Delft (NICAUD, 2012).

Figura 3. Yarrowia divulgata em meio de 5% de extrato de malte por 7 dias a 25°C.
Fonte: NAGY et al, 2013.

Nagy et al (2013) isolaram cinco linhagens de leveduras do género Yarrowia de
diferentes amostras de animais. Os autores descreveram a espécie Y. divulgata, em meio de
5% de extrato de malte ap6s 3 dias a 25°C, como células esferdides, sub-esféricas ou
elipsoides, eles se apresentam isoladas, em pares, cadeias curtas e em pequenos aglomerados
(figura 1).
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2.5 Fatores que influenciam na producao de celulases

As caracteristicas do ambiente como pH, temperatura, nivel de oxigénio, concentracao
de nutrientes, atividade de &gua, afetam consideravelmente o crescimento celular e a
formacéo de metabdlitos.

Entre os fatores de natureza fisico-quimica, o pH e a temperatura podem influenciar
tanto no numero de células como na atividade enzimatica dos microrganismos
(SUDHARHSAN et al. 2007).

Estudos feitos por Sanomia e Nahas (2003) verificaram que as atividades das enzimas
amilolitica, celulolitica, proteolitica e ureolitica foram afetadas pela variagdo do pH.
Maccheroni Jr., Araljo e Azevedo (2004) destacam que a sintese enzimatica também
obedeceu a um padrdo dependente do pH do ambiente.

Segundo Rai, Tiwari e Gaur (2012) a temperatura € um dos fatores criticos que
influenciam profundamente a produgéo do produto final. Em seus trabalhos a elevacdo da
temperatura resultou em uma diminuicdo na producéo de celulases. Da mesma forma, Shariq
et al. (2018), relataram o ponto 6timo de temperatura para a producdo de celulases foi de
30°C, tendo perca de producdo com a variacdo da mesma.

Entretanto, alguns microrganismos produzem uma quantidade limitada de enzimas,
dificultando uma possivel utilizacdo industrial. Porém, em alguns casos, adotam-se métodos
simples de variacdo nutricional (fontes de carbono, nitrogénio e ions) como indutores para
aumentar significativamente o rendimento enzimatico (CARVALHO et al, 2008).

No estudo de Rai, Tiwari e Gaur (2012) diferentes fontes de carbono e nitrogénio
influenciaram na producéo de celulases. Os autores identificaram que os valores de 0,5% de
glicose e 0,1% de (NHa4)2SO4 apresentaram uma melhor eficacia na producgdo enzimatica para
uma linhagem do género Candida.

Outro fator que costuma afetar a atividade e estabilidade enzimatica é a presenca de
alguns fons, como Ca?, Mn?*, Zn?*, Cu?, Co?, Mg?, entre outros. CORDEIRO &
MARTINS (2009) estudaram a atividade da poligalacturonase em diferentes meios
nutricionais e indentificaram que a producdo enzimatica foi estimulada pelos ions Mg?* e
Zn?*, Os autores observaram um aumento de 160% na atividade da enzima.

Segundo Castro e Pereira Jr. (2009) metais podem causar um efeito inibitorio ou
indutor na producdo de celulase. Dentre os inibidores das funcdes cataliticas da celulase se
destacam Hg*2, Cu*?, Ag* e Zn?*, podendo causar perda total na funcéo catalitica mesmo em

baixas concentragoes.
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Diante do exposto destaca-se a importancia de se estudar a influéncia da composicéao
do meio de cultura, os fatores que influenciam na reproducdo do microrganismo tal como os

fatores que influenciam na producéo de celulase.
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3 METODOLOGIA

3.1 Linhagem de leveduras e obtencéo do inéculo

A linhagem de Yarrowia divulgata utilizada na pesquisa pertence a colecao de culturas
Carlos Rosa da Universidade Federal do Tocantins (UFT) e encontra-se preservada a -80°C
em caldo GYMP/Glicerol. A linhagem foi isolada pelo Laboratério de Microbiologia e
Biotecnologia (LAMBIO) da UFT a partir de frutos da palmeira tucum (Bactris setosa), e foi
identificada através do sequenciamento dos dominios D1/D2 do rRNA (ID = 99%; GenBank
acession number: EU194451.1).

A levedura foi reativada pela técnica de esgotamento por estrias em Agar Sabouraud
contendo, em g/L: glicose (20), peptona (10), extrato de levedura (5) e &gar (18). As placas
foram incubadas por um periodo de 48 horas a 30°C.

Para a preparagdo do in6culo, foram retiradas al¢adas de massa celular e transferidas
para uma solucdo salina estéril (0,85% de NaCl). Uma aliquota dessa suspensdo foi utilizada
para inocular os meios de producéo de celulases de modo a se obter uma concentracao inicial
de células 5x107células/mL de meio. As contagens de células foram feitas em cadmara de

Neubauer sob microscopia Optica comum.

3.2 Producao de celulases por cultivo submerso

Os ensaios para a producdo das celulases foram conduzidos em 11 frascos de
Erlenmeyer contendo 50mL de meio composto por 5g/L de carboximetilcelulose, 20g/L de
NaNOs, 1g/L de K2HPO4, 0,5¢/L de KCI e 0,2g/L de peptona. As concentracdes de magnésio
e arabinose variaram de acordo com o planejamento experimental proposto.

Os frascos foram colocados na incubadora por 24 horas, com agitacdo de 150rpm.
Apos esse periodo foi retirada uma aliquota para a contagem de células em camara de
Neubauer em cada ensaio. Apds a contagem as amostras foram centrifugadas a 3000rpm por
60 minutos para separar as células do extrato enzimatico bruto (EEB).

Para a determinacdo da influéncia das varidveis na producdo de endoglucanase,
exoglucanase, B-glicosidase e celulase total foi realizado um planejamento fatorial completo
(Delineamento Composto Central Rotacional — DCCR 22) com 4 ensaios, mais 4 ensaios nas
condicdes dos pontos axiais e 3 repeticdes do ponto central, segundo a metodologia descrita
por Rodrigues e lemma (2014). duas variaveis independentes foram concentracdo de MgSOa e
arabinose (X1 e X2 respectivamente). A Tabela 1 mostra o delineamento adotado.
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Tabela 1. Variaveis e niveis utilizadas no DCCR.

-1,41 -1 0 1 1,41
X1-MgSOq4 (g/L) 0 0,44 1,5 2,56 3
X2 — Arabinose (g/L) 0 1,45 5 8,55 10

Os dados obtidos foram analisados através de analise de variancia (ANOVA) a 5% de
significancia utilizando o Software Protimiza Experimental Design.

Com base nos resultados obtidos foram realizados ensaios (7 repeticdes) com as
variaveis significativas nas concentracbes que proporcionam as maiores atividades

enzimaticas, utilizando o mesmo meio e as concentracdes descritas acima.

3.3 Determinacdo da atividade enziméatica

As atividades de endoglucanase (CMCase), celulase total (FPase), exoglucanase
(Avicelase) e p-glicosidase foram avaliadas ap6s 30 minutos de incubagdo de 500uL de
EEB ¢ 500uL de cada substrato em tampdo de acetato de sddio 0,05M pH 5 a 40°C.

Os substratos utilizados foram 20g/L de carboximetilcelulase, uma tira de papel filtro
Whatman n°1 com dimensbes de 1x6cm, 20g/L de celulose microcristalina e 20g/L de
celobiose para CMCase, FPase, Avicelase e B-glicosidase, respectivamente.

As atividades celulasicas foram quantificadas através da dosagem de aclcares
redutores liberados utilizando o método de Miller (1959), empregando o acido 3,5-
dinitrosalisilico.

Ap0s o periodo de reacdo foi adicionado 1 mL de DNS, as amostras foram fervidas em
banho-maria a 100°C por 5 minutos para a producdo de cor e posteriormente a reacdo foi
interrompida colocando os tubos em agua fria e foram adicionadas 5mL de &gua destilada. A
leitura foi realizada em espectrofotbmetro a absorbancia de 540 nm.

As concentracOes, em g/L de glicose, foram calculadas com base na equagéo da reta
gerada a partir da curva de calibragéo (curva padréo).

Uma unidade de atividade celulasica (U/mL) foi considerada como a quantidade de

enzima capaz de liberar 1umol de glicose por mL por minuto de reagao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Producao de celulases em cultivo submerso

Os valores de atividade enzimatica obtidos nos 11 ensaios estdo representados na
tabela 2. As atividades de endoglucanase (Y1), celulase total (Y2), exoglucanase (Y3) e B-
glicosidase (Y4) variaram de 0 a 1,67U/mL, 0 a 2,22U/mL, 0 a 1,45U/mL e 0 a 11,67U/mL
respectivamente.
Tabela 2. Resultados das atividades celulasicas (U/mL) obtidas no DCCR.

Ensaio X1 X2 Y1 Y2 Y3 Y4
1 0,44 1,45 0,09 0,78 0,48 9,04
2 2,56 1,45 0 1,29 0,06 9,0
3 0,44 6,09 0 1,98 1,25 1,58
4 2,56 6,09 0,52 0 1,16 1,71
5 0 5 0 0 0,20 2,50
6 3 5 1,15 1,0 0 2,44
7 15 0 0,02 0,26 0,99 11,67
8 15 10 0 1,40 1,45 0
9 15 5 0 2,22 0,28 2,76
10 15 5 1,68 0,23 0,48 4,04
11 15 5 0,97 1,87 0,66 2,78

(X1=MgSO:4 (g/L), X2=arabinose (g/L), Y1=Endoglucanase, Y2=Celulase Total, Y3=Exoglucanse, Y4=f-
glicosidase)

A analise de variancia mostrou que apenas a varidvel sulfato de magnésio foi
significativa para a producdo de exoglucanase (tabela 3) e B-glicosidase (tabela 4) ao nivel de

5% de significancia.

Tabela 3. Analise de variancia no estudo do efeito do MgSO4 na produgéo de exoglucanase.

Fonte de variagao Soma dos GL Quadrado F calc p valor
qguadrados médio

Regressao 19936,47 2,0 9968,24 14,60 0,00214

Residuos 5462,62 8,0 682,83

Falta de Ajuste 4734,96 6,0 789,16 2,17 0,348751

Erro Puro 727,66 2,0 363,83

Total 25399,08 10,0

Coeficiente de determinacdo: R?= 78,49%
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Tabela 4. Andlise de variancia no estudo do efeito do MgSOa4 na producéo de B-glicosidase.

Fonte de variacéo

Soma dos

GL

Quadrado F calc p valor
guadrados médio
Regressao 1386595 2,0 693297,40 128,8676 8,21x107
Residuos 43039,35 8,0 5379,92
Falta de Ajuste 32193,63 6,0 5365,60 0,989441 0,581484
Erro Puro 10845,72 2,0 5422,86
Total 1429634 10,0

Coeficiente de determinacio: R?= 96,99%

Com os valores obtidos foi possivel gerar as curvas que representam a atividade

enzimatica em funcdo da concentracdo de MgSOs para exoglucanase (figura 4) e B-

glicosidase (figura 5).
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Figura 4. Curva de atividade enzimatica para exoglucanase
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Figura 5. Curva de atividade enzimatica para p-glicosidase

Os graficos mostram que a faixa de concentracdo de magnesio que melhor é indicada
para a producdo de exoglucanase é de 2,5 a 3 g/L, em contrapartida, € a faixa onde houve
menor atividade para a f-glicosidase, que teve sua melhor faixa de producéo entre 0 e 0,5 g/L.
Os dados mostram que a atividade da p-glicosidase diminui quando se aumenta a
concentracdo de magnésio.

Baseado dos dados obtidos, foram realizados ensaios, com 7 repeti¢Oes, utilizando o
mesmo meio descrito no item 3.2, com concentracdo de 3 g/L de MgSO4 e sem adigcdo de
arabinose. Nesses ensaios ndo foi observada atividade para nenhuma das enzimas
(exoglucanase, endoglucanase, celulase total e B-glicosidase). Observou-se que a levedura nao
se reproduziu como esperado, uma vez que as contagens celulares ficaram abaixo do que foi
observado nos meios contendo arabinose, onde foi observado uma média de 3,67x10’
celulas/mL ap0s 24 horas de incubagdo (tabela 5).

Tabela 5. Contagem de células.

Média contagem N° de células
11 ensaios 3,67x10’
7 ensaios 9,9x108

Pode-se perceber que a falta da arabinose no meio fez com que a levedura ndo pudesse
se reproduzir, apresentando baixas contagens de células, sendo que o esperado seria valores

até 4 vezes maiores. Diante desses resultados, é possivel inferir que a auséncia de arabinose
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inibiu de alguma forma a multiplicacdo celular e, consequentemente, ndo houve producdo de
celulases.

Algumas enzimas necessitam da participacdo de moléculas menores e organicas (co-
enzimas) ou ions (co-fatores) para a efetiva catalise enzimatica. A catalise enzimatica é
essencial para os sistemas vivos, pois, quando ndo had a catalise enzimética, o sistema
bioldgico funciona de forma lenta. Por isso, 0 complexo enzima-substrato € tdo importante
para a acdo das enzimas (LEHNINGER et al., 2014).

O magnésio é um elemento fundamental, que desempenha papel essencial nas
atividades enzimaéticas. Atua como cofator em mais de 300 reacdes metabdlicas, como no
metabolismo energético e proteico, glicllise e sintese de adenosina trifosfato (BUENO, L.
2008; WILDBORN, C.D. 2004).

Segundo SANTOS (2017), a arabinose foi um grande influenciador de atividade
celulasica para essa mesma linhagem de Yarrowia divulgata, aumentando em até 50 vezes a
atividade celulésica, sendo o melhor indutor com maior desempenho em sua pesquisa quando
comparado a 0s outros indutores testados.

Outros ensaios com adicdo de arabinose devem ser conduzidos para se confirmar o
efeito da arabinose como indutor do crescimento e da producdo de celulases por essa
linhagem de Yarrowia divulgata.



22

5 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da concentracdo de magnésio ter sido significativa para a producdo de
exoglucanse e B-glicosidase, no meio de cultivo sem arabinose, a levedura ndo apresentou
reproducdo significativa e consequentemente, ndo produziu celulases. Isso indica que a
arabinose é um monossacarideo que influencia positivamente no crescimento e na producao

de celulases por Yarrowia divulgata.
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