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RESUMO

A celulose é a biomassa organica e renovavel mais abundante, considerada uma boa
alternativa para producao de produtos quimicos e biocombustiveis. A conversao deste polimero
em agUcar fermentavel requer a acao sinérgica de enzimas do complexo celulolitico. O objetivo
do presente trabalho foi avaliar a influéncia das variaveis pH, temperatura, MgSO4, MnSOQa,
glicose, lactose, celobiose e arabinose na producdo de celulases em cultivo submerso por uma
linhagem de Yarrowia divulgata, utilizando um delineamento de Plackett-Burman (PB). Os
valores de atividade enzimatica variaram de 0 a 0,105 U/mL para endoglucanase, de 0,096 a
0,291 U/mL para exoglucanase, de 0 a 0,125 U/mL para celulase total e 0 a 0,308 U/mL para
B-glicosidase. Os resultados mostraram que as variaveis significativas foram MgSO4
(endoglucanase), arabinose (exoglucanase) e MnSO4 e pH (celulase total), ndo havendo
influéncia significativa das variaveis para a producao de -glicosidase. Com base nos resultados
obtidos no PB, foi feito delineamento completo DCCR (22) utilizando as variaveis MgSO4 e
arabinose, cujos resultados mostraram que os valores de atividade de endoglucanase variaram
de 0a 0,295 U/mL, para exoglucanase a atividade variou de 0 a 0,234 U/mL, para celulase total
de 0 a 0,337 U/mL e para B-glicosidase de 0 a 1,184 U/mL e a andlise estatistica mostrou que
arabinose apresentou influéncia significativa para exoglucanase e [3-glicosidase. Com base nos
modelos gerados a concentracdo de arabinose que induziria maior atividade foi de 1 g para
exoglucanase e de 10 g para B-glicosidase. Os ensaios de validagdo utilizando essas
concentracOes de arabinose mostraram que ocorreu um aumento das atividades variando de
0,141 a 0,355 U/mL para exoglucanase e de 0,954 a 0,964 U/mL para B-glicosidase. Dois
DCCR independentes foram realizados para se avaliar o efeito do pH e da temperatura na reacdo
enzimatica, utilizando-se os extratos enzimaticos provenientes dos cultivos com 1 g e 10 g de
arabinose. O pH e temperatura 6timos para a reacdo enzimatica obtidos para a enzima p-
glicosidase foram de 5 e 35 °C (extrato bruto proveniente do cultivo com 1 g de arabinose) e
de 5,71 e 47,1 °C (extrato bruto proveniente do cultivo com 10 g de arabinose). Para a enzima
exoglucanase o pH 6timo encontrado foi pH 6,0 (extrato bruto proveniente do cultivo com 1 g
de arabinose) e ndo houve influéncia significativa da temperatura (para 1 g e 10 g de arabinose).
Para endoglucanase e celulase total ndo houve influéncia significativa do pH ou temperatura na
reacdo enzimatica. A linhagem Y. divulgata apresentou potencial para produzir enzimas
celuloliticas.

Palavras-chave: Enzimas celuloliticas, frutos, delineamento experimental, palmeiras.



ABSCTRAT

Cellulose is the most abundant organic and renewable biomass, considered a good
alternative for the production of chemical products and biofuel. The conversion of this polymer
into fermentable sugar requires synergetic action from enzymes inside the cellulolytic complex.
This study aims to evaluate the influence of the variables pH, temperature, MgSQO4, MnSQOg,
glucose, lactose, cellobiose and arabinose in the production of cellulases in submersed
cultivation of a lineage of Yarrowia divulgata, using a Plackett-Burman (PB) delimitation
design. The amount of enzymatic activity varied from 0 to 0,105 U/mL for endoglucanase, from
0,096 to 0,291 U/mL for exoglucanase, from 0 to 0,125 U/mL for total cellulase and from 0O to
0,308 U/mL for B-glucosidase. The results show that the significant variables were MgSQO4
(endoglucanase), arabinose (exoglucanase), MnSO4 and pH (total cellulase), there was no
significant influence of the variables for the production of B-glucosidase. Based on the results
from the PB design, a complete RCCD (Rotable Central Composite Design) (22) outline was
done using MgSOs and arabinose variables, which results showed that the amount of
endoglucanase activity varied from 0 to 0,295 U/mL, for exoglucanase the activity varied from
0 to 0,234 U/mL, for total cellulose from 0 to 0,337 U/mL, for B-glucosidase from 0 to 1,184
U/mL and the statistical analysis showed that arabinose presented significant influence for
exoglucanase and B-glucosidase. Based on the generated models, the concentration of arabinose
that would induce the most activity was 1g for exoglucanase and of 10g for B-glucosidase. The
validation trials using these arabinose concentrations showed that a significant RAISE of
activity occurred varying from 0,141 to 0,355 U/mL for exoglucanase and from 0,954 to 0,964
U/mL for B-glucosidase. Two independent RCCDs were performed to evaluate the enzymatic
extracts provenient from cultivations with 1g and 10g of arabinoses. The optimal pH and
temperature for the enzymatic reaction obtained for p-glucosidase were 5 and 35°C (crude
extract derived from cultivation with 1g of arabinose) and of 5.71 and 47.1°C (crude extract
derived from cultivation with 10g of arabinose). For the exoglucanase enzyme, the optimal pH
was pH 6.0 (crude extract derived from cultivation with 1g of arabinose) and there was not a
significant influence of temperature (for both 1g and 10g of arabinose). For endoglucanase and
total cellulose, there was not a significant influence of pH or temperature in the enzymatic
reaction. The Y. divulgata lineage showed potential to produce cellulolytic enzymes.

Keywords: Cellulolytic enzymes, fruits, experimental outline, palm trees.



Figura 1
Figura 2
Figura 3

Figura 4

Figura 5
Figura 6

LISTA DE FIGURAS

Estrutura quimica de cadeias de celuloses.....................

Representacdo da reacdo de hidrolise da celulose..........ccccccvvevveiecinnen.

Processo de obtencdo do etanol de segunda geragao (2G)..........ccoeueee.

Yarrowia divulgata em meio de 5% de extrato de malte por 7 dias a

25°C

Cultivo em meio CMA (corn meal agar) por 7 dias a

22
23

25

27
28



Figura 7

Figura 8

LISTA DE GRAFICOS

Gréafico do efeito da variacdo de pH sobre a atividade de exoglucanase da
linhagem Y. divulgata em meio contendo 19 de
ATADINOSE. ...ttt bbbttt bbb
Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) que representam o efeito
das variaveis pH e temperatura na atividade de p-glicosidase, em meio
contendo 1g de arabiNOSE.........cveveieriiiieieiee e

41

42



Quadro 1
Tabela 1

Tabela 2
Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

LISTA DE QUADROS E TABELAS

Classificagao das enzimas e suas propriedades cataliticas..............
Variaveis independentes e niveis utilizados no delineamento de
PIaCKEtBUIMAN. ... ..cuiiieiieeeie e
Matriz do delineamento Placket-Burman.............cccovenininiinnnenn
Matriz do delineamento central rotacional..............ccccoocvvviieinnnne.
Variaveis independentes e niveis utilizados no delineamento
central rotaCional............ccooieiiie i
Niveis de pH e temperatura utilizados no DCCR para
determinacdo pH e temperatura Gtimos.............cccoveveiieseere e,
Resultados das atividades celulasicas (U/mL) obtidas no
planejamento de Plackett-Burman para a linhagem Yarrowia
AIVUIGALA. ... e
Valores de p para analise de variancia no estudo do efeito das
variaveis independentes na producéo de celulases..............ccccueene..e.
Resultados das atividades celulésicas (U/mL) obtidas no DCCR
para a linhagem Yarrowia divulgata............ccoccooeveninenniiinien,
ANOVA para atividade de resposta de exoglucanase de Y.
AIVUIGALAL ......eoiececee e
ANOVA para atividade de resposta de p-glicosidase de Y.
AIVUIGALA. ...
Valores de atividade celulasica (U/mL) obtidos para a linhagem
Y. divulgata. Em meio contendo arabinose. Média de 5 repeticdes
Resultados das atividades celulasicas (U/mL) obtidas no DCCR
para a linhagem Yarrowia divulgata nos ensaios com 1g de
AFADINOSE. ...ttt sttt be et are e
Resultados das atividades celulasicas (U/mL) obtidas no DCCR
para a linhagem Yarrowia divulgata. Nos ensaios com 10g de

AT AN ..ttt e e et et et e e e e eeereeereerrerarar————es

Analise de variancia para o efeito das variaveis na producdo de

exoglucanase por Y. divulgata..........c.cccevveeiiiie s

31

31

32

32

33

34

35

36

36

37

37

38

39



Tabela 15

Tabela 16

Anélise de varidncia para o efeito das variaveis na producgéo de p-
glicosidase por Y. divulgata..........ccceevevieieeie i

Analise de variancia para o efeito das variaveis na producdo de -

glicosidase por Y. divulgata contendo 10g de arabinose..................



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

°C Grau celsius

ANOVA Anédlise de variancia

CMCase Enduglucanase

DCCR Delineamento Composto Central Rotacional

DNS Acido 3,5-dinitrosalisilico

EEB Extrato Enzimatico Bruto

ER Estrutura de reproducéo

Fpase Celulase Total

GL Grau de liberdade

NC-IUBMB Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistr
and Molecular Biology

PB Plackett-Burman

pH potencial Hidrogeniénico

QM Quadratico médio

R? Coeficiente de determinacéo

rpm Rotagbes por minuto

SQ Soma dos quadrados

U/mL Atividade enzimatica por mililitros

UFT Universidade Federal do Tocantins



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS. ...ttt sttt nne e 10
LISTA DE GRAFICOS.......coiiiieieieiieeineie sttt sttt 11
LISTA DE QUADROS E TABELAS .......oci ot 12
LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS ..o es s sesae s 14
LINTRODUGAO ...ttt nae s 15
2 OBJIETIVOS ..ottt et bbbt b et n ettt reer s 17
2.1 ODJETIVO GEIaAL.......oiiiiieiiit e 17
2.2 ODJetiVos ESPECITICOS .. .viiviiiiiieieieie ettt 17
3 FUNDAMENTAGAO TEORICA......c.oiiiiieieeisiieissis st 18
K T0 A =1 04 - TSRS 18
3.2 ProduGaO0 de ENZIMAS ......ccueiuiiiiiiieiieieieesie sttt r bbb 19
3.3 Fatores que influenciam a produgao enZimatica...........cccvvevveveiiieiiie s 20
B CRIUIASES. ... ettt b ettt e et ne e R b e re e re e e 21
3.5 Etanol de segunda geraGa0 ...........ccueiueiiiieiiieiii e 24
3.6 A levedura Yarrowia divulgata...........cccecveieiieiecc e 26
3.7 Delineamento Composto Central Rotacional ... 28
A IMETODOLOGIA. ...ttt bbb a et se bt se et st reanens 30
4.1 Linhagens de leveduras e obtengdo do iNOCUIO............cccoiiiiiiiiiici e 30
4.2 Producéo de celulases em cultivo SUDMEISO ........cccueviiiiiiiiiiiie e 30
4.3 Quantificacdo da atividade CelUIASICa...........cccocveiieiiiicieccc e 32
4.4 Determinacdo do pH e temperatura 6timos para a reagdo enzimatica.................... 33
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........coooiieiieeeieiirsiieessestssssesesss s s sessasesssssssnssnensans 34
5.1 Producao de celulases em cultivo SUDMErS0 ........cccocvevieiviic i 34
5.2 Determinacéo do pH e temperatura 6timos para a reacdo enzimatica.................... 38
6 CONCLUSAO ..ottt 43
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....cooiiiiitiineineinseinsissesssssssssessssasssesssssassssssssssenns 44
APENDICE A - FIGURA CONTENDO CURVA DE CALIBRACAO COM GLICOSE
EM ESPECTROFOTOMETRO.....cciiiiiiieiiieese et 51

APENDICE B - TABELAS CONTENDO ANALISE DE VARIANCIA DAS
PRODUGCOES ENZIMATICAS ....ooocoeeeveeeeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesseseeseeseseeseeseseseeesesseseed 52



15

1 INTRODUCAO

Com o intuito de diminuir problemas ambientais e atenuar mudancas climaticas, tornou-
se maior o interesse em se encontrar alternativas para a producao de combustiveis renovaveis
em substituicdo ao de petrdleo, fazendo assim com que a biomassa vegetal seja vista como
potencial recurso para a producao de bioetanol (CAMPOS et al., 2019). A biomassa formada
por material lignocelulsico é abundante e constituida, basicamente, por polimeros de celulose
e hemicelulose, podendo ser fragmentada em acUcares para posterior producédo de etanol. Além
de ndo competirem com culturas alimentares, esses residuos sdo mais baratos que as matérias-
primas convencionais para producdo de alcool (cana-de-acUcar, batata doce, beterraba)
(FLORENCIO et al., 2017).

A celulose é o biopolimero de maior ocorréncia no mundo. E formada por uma estrutura
rigida, microfibrilas, que contribui para a resisténcia da parede celular. A hemicelulose é um
grupo heterogéneo de polissacarideos ramificados, composta de véarias unidades monomeéricas
de acucar, os quais estdo ligados com a celulose e também com a lignina, formando assim uma
estrutura altamente complexa (COELHO et al., 2018). A biodegradacéo desses residuos pode
ser feita por meio de reacdo de hidrolise, sendo este um método eficiente na liberagdo de
acucares fermentaveis, onde sdo utilizadas enzimas celuloliticas. A conversdo da biomassa
lignocelul6sica em etanol tem como principal obstaculo o custo das enzimas, podendo chegar
a 48% do preco total do produto final, dificultando assim maiores producgdes desse tipo de
biocombustivel (FLORENCIO et al., 2017).

Estudos voltados para desenvolvimento e otimizagdo de producdo de enzimas
proporciona uma alternativa promissora para a producdo de etanol celul6sico em larga escala
(FLORENCIO et al., 2017). A producdo de celulases por acdo microbiana tem sido foco de
muitos estudos com o objetivo de estabelecer melhores condi¢des para a producdo dessas
enzimas (MAKHUVELE et al., 2017). A escolha do meio de cultura é tdo importante para o
sucesso do processo de fermentagdo quanto a escolha do microrganismo. Nem sempre 0 meio
que proporciona a melhor multiplicacdo celular favorece a producdo de enzimas, tendo assim a
necessidade de se investigar a otimizacdo dos parametros que afetam a sintese enzimatica, pois
as condicOes Gtimas podem variar para cada tipo de microrganismo e/ou enzimas (MENEZES
etal., 2019).

As enzimas sdo proteinas com estruturas complexas e especificas, que podem sofrer
alteracdes na sua forma tridimensional pela interferéncia de fatores como pH, temperatura,

presenca de ions e indutores, entre outros, podendo ser afetadas por qualquer tipo de mudanca
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no ambiente no qual estdo sendo produzidas (MARZZOCO e TORRES, 2015; BETTELHEIM
et al., 2017). Portanto, o estudo da influéncia desses fatores na producdo enzimatica é
fundamental para o desenvolvimento de condicGes de cultivo adequadas para potencializar a

sintese das enzimas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a producdo de enzimas celuloliticas por uma

linhagem de Yarrowia divulgata.

2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar a producdo de endoglucanase, exoglucanase, celulase total e f3-
glicosidase pela levedura Yarrowia divulgata em cultivo submerso;

o Avaliar a influéncia de 8 variaveis (pH, temperatura, MgSQO4, MnSOs, glicose,
lactose, celobiose e arabinose) na producado das celulases utilizando planejamento experimental
e andlise de superficie de resposta;

o Determinar pH e temperatura Otimos para a reacdo enzimatica utilizando

planejamento experimental e analise de superficie de resposta.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Enzimas

As reacdes enzimaticas foram reconhecidas e descrita em pesquisas a partir da digestéo
da carne por secre¢Bes do estdbmago, nos finais dos anos 1700 e continuaram, nos anos
seguintes, com a analise da degradacdo do amido e aglUcares menores, feita por extratos de
plantas e saliva (NELSON e COX, 2019).

No século XIX, Pasteur descreveu que extratos de leveduras seriam capazes de
fermentar aclcar em alcool através de catalise feita por “fermentos”, concluindo que esses
fermentos eram inseparaveis das células de leveduras. Porém, em 1897, Eduard Buchner
postulou que extratos de leveduras poderiam fermentar agucar em alcool com moléculas que
continuavam ativas mesmo sem a presenca de células. Posteriormente, essas moléculas ativas
foram denominadas como enzimas (NELSON e COX, 2019).

A partir de entéo, os estudos foram evoluindo e milhares de enzimas foram purificadas,
as suas estruturas e mecanismos explicados. As enzimas sdo moléculas organicas de natureza
proteica capazes de aumentar a velocidade das reagdes quimicas sem altera-las. Possuem uma
estrutura quaternéria que determina sua funcdo e em qual substrato atuardo, sendo assim,
extremamente eficientes e especificas (BETTELHEIM et al., 2017).

O NC-1UBMB (Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistr and
Molecular Biology) classifica as enzimas por meio de suas propriedades cataliticas de acordo
com o quadro 1:

Quadro 1. Classificacdo das enzimas e suas propriedades cataliticas.

Classe Tipo de reacdo catalisada

Oxidorredutases atuam em reac0es de oxi-reducdo transferéncia de elétrons.

catalisam reacOes de transferéncia de grupos funcionais (como

Transferases . . .
grupos amina, caboxil, fosfato, acil).

Hidrolases catalisam reacdes de hidroélise de ligacdo covalente.

atuam na adigédo de grupos a ligagGes duplas ou formacdo de

Liases N
duplas ligacdes.

Isomerases transferéncia de grupos dentro da molécula.

catalisam reacdes de sintese de novas moléculas através da

Ligases formacéo de ligages C-C, C-S, C-O e C-N.

As hidrolases sdo as enzimas mais utilizadas industrialmente devido ndo precisarem de

cofatores, tendo aplicacdo nas industrias de alimentos (producdo de queijo, cerveja, vinhos e
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pées), farmacos e energia, na fabricacdo de biodiesel e etanol (YUSOF et al.,, 2016;
LITTLECHILD, 2017).

As reacdes de hidrolise séo realizadas por enzimas chamadas hidroliticas, ou hidrolases,
as quais sdo altamente especificas em relacdo ao substrato. S&o proteinas capazes de reconhecer
determinadas regides de uma molécula e, as quebram (clivam) em moléculas menores. Sao de
extrema importancia para a biotecnologia e a maioria delas provém de microrganismos, que
foram selecionados na natureza ou modificados geneticamente para uma producdo mais
eficiente. As principais hidrolases de aplicacdo industrial sdo proteases, amilases, lipases,
celulases, xilanases e fitases (BASSO e SERBAN, 2019).

3.2  Producdo de enzimas

As enzimas como catalisadores bioldgicos, sdo produzidas por todos 0s organismos.
Industrialmente ha as enzimas de origem animal, vegetal e aquelas produzidas por
microrganismos (ROCHA FILHO e VITOLO, 2018).

Nos microrganismos as enzimas podem ser intracelulares, havendo necessidade de
rompimento da célula para sua extracdo, ou extracelulares, quando sdo secretadas pela célula.
O processo de rompimento da célula para extracdo de subprodutos possui um risco grande para
a producdo industrial, pois qualquer dano causado na fase inicial pode comprometer ou
invalidar todo o processo, fazendo com que producdes de subprodutos extracelulares (tais como
enzimas) sejam mais utilizados na industria (ROCHA FILHO e VITOLO, 2018; VITOLO,
2015).

As enzimas vém sendo produzidos, na sua maioria, por meio de fermentacdo
microbiologica (bactérias, fungos filamentosos e leveduras), pois o0 processo fermentativo
possui facilidade no controle operacional, tais como 0 monitoramento de temperatura, umidade,
fontes de carbono, entre outros parametros (BONOMINI et al., 2017).

Dentre 0s microrganismos com destaque para a produgdo enzimatica encontram-se 0s
fungos filamentosos. Entretanto, as pesquisas com leveduras vém demonstrando resultados
satisfatorios, pois, a producdo destes componentes quimicos produzidos por fungos
leveduriformes possui vantagens em comparagcdo com aqueles produzidos por fungos
filamentosos, devido os meios de cultivos e producdo enzimatica serem relativamente mais
simples e econdémicos. Outro fator importante para a utilizacdo de leveduras € fato de serem
unicelulares apresentam ciclo de vida curto, com alta replicacéo de células em um menor espacgo
de tempo (MAIDANA et al., 2019; ARAUJO, 2015).
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Na atualidade, existem pesquisas buscando por leveduras sintetizadoras de
enzimas com o objetivo de diminuir tempo e custos na producdo dessas moléculas em escala
industrial. Elahi e Rehman (2018), isolaram e estudaram a producdo de xilanase por Pichia
kudriavzevii, analisando o efeito de residuos agroindustriais no crescimento da levedura e na
producéo de etanol, concluindo que, a linhagem foi promissora para a bioconverséo de materiais
hemicelul6sicos em bioetanol, sendo capazes de produzir enzimas necessarias para a conversao.

Carrasco et al. (2016), analisaram a capacidade de leveduras isoladas na regido
antartica em produzir celulase e amilase. Para celulase, a atividade enzimatica mais alta foi
encontrada utilizando-se do potencial Hidrogenidnico (pH) e temperatura. Neste trabalho os
autores concluiram que a melhor producdo enzimatica ocorria em pH 6,2 a 30 °C, porém a
linhagem Mrakia blollopis apresentou alta producéo celulolitica em temperatura de 22 °C.

Vyas e Chhabra (2016), isolaram e identificaram a levedura Cystobasidium
oligophagum que apresentou potencial para a producgéo de lipase e celulase. Quando o meio de
cultivo foi em carboximetilcelulose, a maior atividade enziméatica de endoglucanase,
exoglucanase ¢ B-glicosidase foi 0,072 + 0,013, 0,040 + 0,006, 0,031 + 0,011 Ul / mL,

respectivamente.

3.3 Fatores que influenciam a producéo enzimatica

Todos os microrganismos possuem um meio ideal de crescimento, biossintese e
secrecdo de enzimas. No entanto, fatores como substrato disponivel, pH, temperatura, agitacéo,
e tempo de cultivo tendem a interferir no metabolismo microbiano. Esses fatores podem ser
fisicos, como por exemplo, temperatura, pH e pressdo osmotica, e, também poder ser quimicos
(4gua, fonte de carbono, fonte de nitrogénio, minerais e oxigénio) (SALVATIERRE, 2014).

A temperatura € um dos fatores primordiais para o crescimento e metabolismo dos
microrganismos, variando a exigéncia de diferentes temperaturas de acordo com a espécie a ser
trabalhada. De fato, a taxa de reagdes e biossinteses torna-se minimizada em temperaturas mais
baixas, em contraste com a degradacdo das enzimas que pode ocorrer em temperaturas mais
elevadas, sendo que o aumento da fluidez da membrana plasmaética resulta na morte celular
(KHURSADE, 2019).

Saithi et al. (2016), estudaram o efeito da temperatura na producdo microbiana de
amilases, proteases e fitases. Constatando que quando a temperatura estava entre 28 e 34° a

producdo enzimatica alcancava seus maiores valores. Porém, a medida que a temperatura
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aumentava, as producgdes das enzimas diminuiam, chegando ao seu valor minimo de biossintese
em 50°C.

Atualmente, resultados apresentados por alguns estudos explicam tanto o efeito da
temperatura como do potencial Hidrogenionico (pH) para a atividade microbiana. Touijer et al.
(2019), otimizaram a producdo de celulases para linhagem de levedura Trichosporon sp. e,
comprovaram que o pH consegue influenciar na reacdo de sintese destas enzimas, pois, a
concentracdo Hidrogeniénica promove modificacdes nos grupos iénicos das cadeias dos
amino&cidos que constituem a estrutura formadora da enzima, alterando assim, a interacéo entre
as moléculas. Estes resultados, também estdo de acordo com aqueles encontrados por Saithi et
al. (2016), que utilizaram a temperatura como influenciador para a producdo de algumas
enzimas sintetizadas pelo fungo filamentoso Aspergillus niger.

Adelabu et al. (2019), otimizaram a producdo para Wickerhamnomyces
chambardii e Saccharomyces diastasticus, concluindo que, o pH representou um pardmetro
importante para a producdo enzimatica. Apesar de algumas espécies possuirem uma ampla faixa
de toleréncia ao pH, a espécie W. chambardii teve um ponto étimo de producdo em pH entre 4
e 7, tendo declinio conforme os valores saiam dessa faixa. Os autores também observaram que
a composicdo do meio utilizado para a produgdo também interferiu na sintese das enzimas.

Varios substratos sdo utilizados como fonte de carbono na producdo de enzimas. Em
varias pesquisas fontes de minerais, vitaminas carbono e nitrogénio sdo suficientes para
impulsionar a biossintese. Residuos lignoceluldsicos podem servir como fonte de nutrientes
para leveduras, fungos e bactérias (AGUIAR e MENEZES, 2000).

A composicao do meio de cultivo pode influenciar tanto o crescimento celular quanto a
producdo de enzimas, posto que 0 meio pode conter substancias que afetam os fendmenos de
inducdo e inibicdo catabdlica (FERREIRA et al., 2018). Nesta perspectiva, Rai, Tiwari e Gaur
(2012), estudaram a influéncia do pH, temperatura, diferentes fontes de carbono e nitrogénio
na producao de celulases pela linhagem Candida sp. Isolada de solo e relataram que a producéo
enzimatica alcangou rendimentos maximos em pH 5 e temperatura de 50°C em meio de cultura

enriquecido com glicose.
3.4  Celulases
As celulases comegaram a ser estudadas no Pacifico Sul, devido a degradacgéo de tecidos

produzidos de algoddo e objetos utilizados por soldados que atuavam na Segunda Guerra

Mundial. As forcas armadas norte-americanas e algumas organizagdes montaram laboratorios
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para descobrirem e solucionarem o motivo da deterioragdo répida dos produtos a base de
algoddo (CASTRO e PEREIRA JR, 2010).

Os pesquisadores, liderados por Elwun T. Reese encontraram uma espécie de
microrganismo que secretava enzimas capazes de degradar a celulose. Em 1953, os
pesquisadores ja tinham concluido que as enzimas naturais, denominadas celulases, eram
constituidas por um complexo de diversas moléculas com distintas habilidades na degradacédo
do substrato. Desde entdo, o foco dos estudos passou a ser a otimizacdo da producdo das
enzimas responsavel por estas reagdes (CASTRO e PEREIRA JUNIOR, 2010).

A celulose é o principal constituinte estrutural da parede celular das plantas. Trata-se de
uma cadeia linear de varias unidades de glicose que sdo ligadas entre si por ligagdes B-(1, 4)
glicosidicas, representada na figura 1 (LEE, HAMID e ZAIN, 2014; RUNGRATTANAKASIN
etal., 2018).

Figura 1. Estrutura quimica de cadeias de celuloses.

OH

)
\ B-1,4-glycosidic linkage =

Fonte: Lee, Hamid e Zain (2014) pg 6.

A celulose é a biomassa organica renovavel de maior abundancia no planeta,
considerada uma boa alternativa para producdo de produtos quimicos e biocombustiveis. A
conversdo deste polimero em acucar fermentéavel, ou seja, glicose, requer a agdo sinérgica do
complexo celulolitico. Esse termo refere-se ao complexo composto por endoglucanase,
exoglucanase e B-glicosidase (RUNGRATTANAKASIN et al., 2018).

As endoglucanases atuam na clivagem de regifGes aleatdrias dentro da celulose,
resultando na diminuicdo da cadeia e gerando terminais redutores e ndo redutores. AS
exoglucanases, também conhecidas como celodextrinases, agem nos terminais de cadeias

geradas pelas endoglucanases, liberando assim glicose e/ou celobiose. Consequentemente, a
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reacdo e finalizada com a hidrdlise da celobiose realizada pelas enzimas B-glicosidases
(FLORENCIO et al., 2017).
A figura 2 representa a reacdo de hidrolise da celulose para obtencéo de glicose, as setas

indicam a regido de atuagdo de cada grupo enzimatico.

Figura 2. Representacdo da reacdo de hidrolise da celulose.

Estrutura da celulose

HO HO e .
HsC 5 Terminais (diminui¢do da cadeia de
(o]
o on celulose)
8 oH HO HO HO
H OH 2 on ot H-C.
R L N i TLL . 3
i HO N Endoglucan 7 i 0
/: ; oglucanase OH |0 OH |, 0" |LJOH
HO

HO

Exoglucanase

HO HO HO
B-glicosidase HO, o
HO o OH ST
OH o
OH OH
HO HO \HO
Glicose Celobiose

Fonte: autor, utilizando o programa ChemSketch.

O residuo lignocelulésico representa uma fonte de energia renovavel bastante
promissora, sendo utilizado para producdo de bioetanol de segunda geracdo. Esse alcool é
produzido através da reacdo de hidrdlise da celulose, resultante da fermentacdo da glicose.
Sendo a hidrolise enzimatica 0 método mais eficaz na conversédo da lignocelulose em agucares
(MENEZES et al., 2019).

Apesar de eficiente, a hidrolise enzimatica apresenta alto custo de operagdo, sendo
responsavel por 48% do valor total de toda a cadeia de producdo de etanol, portanto os gastos
para a obtencdo de enzimas, ainda limitam sua utilizacdo em varios processos industriais. Por
este motivo, o objetivo de diversos estudos vem sendo a busca em maximizar a producédo das
celulases através da selecdo de microrganismos capazes de secretar de maneira eficiente altas

quantidades de enzimas, além da otimizacdo desses processos (FLORENCIO et al., 2017).
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Na ultima década vem se destacando a producéo de etanol de 2° geragdo, oriundo de
biomassa lignocelul6sica e de algas. Portanto, pode-se afirmar de uma forma simples que o
processo para a obtencdo desta matéria prima € constituido de duas etapas: a primeira consiste
na hidrolise dos polissacarideos, gerando mono e dissacarideos. A segunda etapa envolve a
fermentac&o dos agucares liberados (TABATABAEI et al., 2015). Desta forma, as celulases
desempenham um papel fundamental na producéo de etanol de segunda geracdo, no entanto, a
viabilidade econdémica é um dos fatores de restricdes para esta utilizacdo. A producdo e a
eficiéncia da enzima tornaram-se um dos principais pontos de atencdo a ser considerado em
escala industrial (SRIVASTAVA et al., 2018).

Embora os estudos de exploracdo de celulases para a producdo de enzimas tenham
crescido significativamente no decorrer da ultima década, estes biocatalizadores continuam
sendo um fator de alto custo no processo de producdo do etanol. As enzimas podem apresentar
um fator limitado em algumas &reas ricas em biomassa, porém ndo possuem industria que
produzam celulases e infraestrutura de transporte, limitando assim a sua producédo (ELLILA et
al., 2017).

3.5  Etanol de segunda geracao

No Brasil, em 1927 iniciou-se 0 uso em maior escala do etanol, chegando no ponto
maximo de consumo por volta de 1975 com a criagdo do Programa Brasileiro de Alcool —
PROALCOOL (Decreto n° 76.593 de 14 de novembro de 1975), que tinha como objetivo
ampliar a producéo de alcool anidro e hidratado, estabelecendo uma porcentagem obrigatoria
de adicdo de etanol na gasolina. Desde entdo, o &lcool vem colaborando de forma significativa
para a matriz energética nacional (LOPES, SANTOS e COSTA, 2017).

Com o aumento do consumo de etanol obtido a partir do extrato liquido da cana-de-
acucar ocorreu o aumento da quantidade de residuos sélidos (bagaco), sendo queimados nas
caldeiras para obtencdo de energia térmica, porém a queima deste bagaco passou a gerar
poluicdo, sendo prejudicial ao ambiente e as pessoas. Tornou-se necessario, portanto, estudar
formas de reutilizacdo dos residuos, chegando assim aos testes de utilizacdo para producao de
etanol de segunda geracdo (MARTINS et al, 2014).

O etanol de primeira geracdo (1G) é produzido a partir da fermentacdo de agucares
presentes no caldo de cana-de-agUcar, ja o etanol de segunda geracéo (2G) tem como matéria-

prima os materiais lignocelulésicos, que contém aclcares de cadeias longas e complexas,
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necessitando assim reduzir esses agucares em sua forma mais simples, através de processos de
hidrolise. Ambos, 1G e 2G, terdo as mesmas especificacdes no processo final de producéo, o
que os diferencia é o processo de obtencdo (LOPES, SANTOS e COSTA, 2017).

Ao chegar na usina a biomassa passa pelo processo de pré-tratamento, que pode ser feito
por acido diluido, explosdo a vapor ou hidrogénio alcalino (a escolha do método depende de
fatores econdmicos e fisico-quimico), obtendo assim a biomassa pré-tratada formada por
celulose e lignina, liberando um liquido chamado de licor pré-tratamento, composto pela
hemicelulose, que contém principalmente pentoses como a xilose e arabinose. A celulose é
entdo € encaminhada para a reagdo de hidrolise, normalmente através do uso de coquetéis
enzimaticos (ANSANELLLI et al, 2017). A figura 3 demonstra o fluxograma da producdo do

etanol de segunda geracéo a partir do bagaco da cana-de-agucar.

Figura 3. Processo de obtencédo do etanol de segunda geracéo (2G).
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Com a hidrdlise da celulose é obtido um produto chamado de mosto que é encaminhado
para o processo de fermentagdo alcodlica, utilizando de levedura Saccharomyces cerevisiae;
apos a fermentagdo obtém-se o0 vinho que possui etanol na sua composicdo, o qual é separado
da mistura do vinho através de destilacdo, sendo liberado portanto o etanol hidratado; para
chegar ao produto final anidro é necessario fazer o processo de desidratacdo, que consiste em
separar as moléculas de &gua do &lcool, feito através de destilacao fracionada (ANSANELLI et
al, 2017).
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3.6  Alevedura Yarrowia divulgata

As leveduras sdo organismos eucarioticos pertencentes ao Reino Fungi, e distinguem-
se dos fungos filamentosos por serem unicelulares. O termo levedura é derivado das palavras
alema e holandesa (levedo + ura) que significa fermentacdo e sdo consideradas faceis de
trabalhar. Apresentam diferentes morfologias celulares que podem variar de: ovais,
arredondadas ou cilindricas, sendo consideradas organismos que podem estar associadas a
plantas, pele e intestino de animais e insetos (RAJ et al., 2016).

As tendéncias do mercado biotecnolégico inspiram a busca de novas linhagens de
leveduras com potencial para producdo de metabodlitos valiosos, com base na engenharia
genética, que consiste na transferéncia de novos genes entre as células estudadas. Entretanto,
existem algumas preocupacdes quanto ao uso industrial de organismos modificados
geneticamente, que impulsionam a necessidade de se pesquisar linhagens de tipo selvagem com
propriedade de atuacdo biotecnoldgica. Entre os géneros estudados que possuem capacidade
natural de produzir elementos quimicos importantes destaca-se 0 @género Yarrowia
(TOMASZEWSKA et al., 2014; RAKICKA et al., 2016; HANKO et al., 2018), sendo
extensivamente conhecido pela sua alta capacidade lipolitica e proteolitica. Entretanto, nos
altimos anos algumas espécies novas pertencentes ao género Yarrowia foram descritas com
capacidade de produzir outros compostos, tais como &cido citrico, polidis e eritritol (NAGY et
al., 2013; RAKICKA et al., 2016).

O nome do género Yarrowia foi proposto por Van Der Alt e Von Arx (1980), em
reconhecimento de um novo género identificado por David Yarrow do Laboratério de
Microbiologia de Delft (NICAUD, 2012). Aos poucos os estudos vém descrevendo as
caracteristicas e capacidades deste género, como dito por Sekova et al. (2019), que destacam

sua tolerancia a variacOes de pH e temperatura.

Figura 4. Yarrowia divulgata em meio de 5% de extrato de malte por 7 dias a 25°C.

Fonte: Nagy et al. (2013) pg 4821.
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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 ap0s 3 dias a 25°C, como ceélulas esferdides, sub-esféricas ou elipsoides que
se apresentam isoladas, em pares, cadeias curtas e em pequenos aglomerados (figura 3),
pertencente a classe Saccharomycetes e da familia dos Dipodascaceae.

A nomenclatura Y. divulgata refere-se a geografia da espécie, onde relaciona o termo
divulgata ao fato de encontrar esses microrganismos em varios habitats. Porém a morfologia
desta levedura pode variar conforme a limitacdes de nutrientes no meio de cultura, meios com
baixas concentracdes de malte pode, por exemplo, possibilitar formas mais alongadas das
células formando pseudo-hifas (figura 4) (EGERMEIER et al., 2017; NAGY et al., 2013). A
conformacdo colonial da levedura € do tipo cremosa, com bordas lisas, de coloragdo branca e
estrutura cbncava, que apresenta crescimento rapido e acima do meio de cultura (NAGY et al.,
2013; BRUNO et al., 2017).

Figura 5. Cultivo em meio CMA (corn meal agar) por 7

ias a 25°C.

Fonte: Nagy et al (2013), pg 4822.

A medida que mais estudos sdo realizados e mais linhagens sdo identificadas novas
aplicacOes sdo atribuidas a espécie Y. divulgata. De acordo com Lopes (2019), Y. divulgata
isolada de tucum (Bactris setosa) apresentou producao de lipases e Santos (2017) avaliou a

producéo de celulases por esta levedura.
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Figura 6. Yarrowia divulgata em meio CMC com 24h de cultivo.

*ER=estrutura de reproducao da levedura.
Fonte: autor.

3.7 Delineamento Composto Central Rotacional

Para andlises laboratoriais 0 desempenho dos sistemas € de grande relevancia, melhorar
o rendimento dos processos e diminuir custos € o objetivo da otimizacdo das metologias. O
método tradicional “one-at-a-time” que pesquisa muitas varidveis em diversos niveis
individualmente ndo consegue identificar com precisdo a interacdo entre as variaveis e nao
abrange completamente o espaco amostral, traz também a desvantagem de ser onerosa, tendo
em vista que necessita de grandes numeros de ensaios para observar adequadamente o espaco
amostral (BAS e BOYACI, 2007; SOUZA, AZEREDO e SILVA, 2018).

O delineamento composto central rotacional (DCCR) e superficie de resposta sdo
ferramentas de otimizacdo dos resultados experimentais que reduz o nimero de ensaios
necessarios para uma analise em dados amostrais mais amplo (SOUZA, AZEREDO e SILVA,
2018).

“Assim, o DCCR apresenta uma varredura cruzada dos principais pontos de interesse
do espaco amostral, captando pontos dos vértices (referenciados por niveis -1 e 1),
pontos centrais (referenciados por nivel 0) e pontos extremos fora do espaco amostral
inicial (referenciados por —a e + ), mas que permitem obter relagdes quadraticas para
todas as varidveis estudadas. Ainda, a formatacéo da equacéo de ajuste quadréatica das
variaveis envolvidas fornece superficies de resposta que constituem ferramenta Gtil na
anélise e interpretaco dos resultados obtidos.” (SOUZA, AZEREDO e SILVA, 2018,
p. 330).
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A utilizacdo do DCCR visa encontrar modelos empiricos que representa a regido
estudada, buscando avaliar quais efeitos sdo significativos sobre a resposta, e se 0 modelo
obtido € adequado para os resultados obtidos (RODRIGUES e IEMMA, 2014).

A superficie de resposta € uma técnica matematica de otimizacdo onde uma resposta de
interesse € influenciada por inimeras variaveis, a estratégia define o efeito das variaveis em
forma independente, sozinhas e combinas, encontrando o ponto com melhor resposta para a
producéo (BAS e BOYACI, 2007).

O estudo de otimizacdo utilizando superficie de resposta é dividido em trés estagios. A
primeira etapa é a andlise preliminar em que se realiza a determinacdo das varidveis
independentes e os niveis. A segunda consiste na selecdo do desenho experimental e na
verificacdo da equacdo do modelo matematico. E por ultimo é gerado o grafico da superficie de
resposta e o grafico de contorno da resposta em funcdo dos parametros independentes,
determinando os pontos 6timos (BAS e BOYACI, 2007).
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4 METODOLOGIA

4.1  Linhagens de leveduras e obten¢do do inoculo

A linhagem de levedura utilizada na pesquisa foi isolada a partir de frutos da palmeira
tucum (Bactris setosa) e pertence a colecdo de culturas microbianas Carlos Rosa da UFT e
encontra-se preservada a -80°C em caldo GYMP/glicerol. A linhagem foi previamente
identificada como Yarrowia divulgata através do método de 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 20 g/L de glicose, 10 g/L de peptona 5 g/L de extrato de levedura e 18 g/L de agar.
As placas foram incubadas por um periodo de 48 horas a 30°C.

Para a preparacdo do inoculo, foram retiradas algadas 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 modo a se obter uma concentragao inicial de 107 células/mL no meio
para a producéo de celulases. A contagem de células foi realizada com o auxilio de uma camara

de Neubauer em microscopio éptico a 100 vezes.

4.2 Producéo de celulases em cultivo submerso

Os ensaios para a producdo das celulases foram conduzidos em frascos Erlenmeyer
contendo 50 mL de meio composto por 5g/L de carboximetilcelulose (CMC), 2g/L de NaNOs3,
1g/L de K2POg4 e 0,2g/L de peptona. Para a variagdo de pH foi utilizado solugéo tampéo de
acetato de sédio 0,1 M, o pH dos meios, bem como a temperatura de incubacdo e as
concentragBes de sulfato de magnésio, sulfato de manganés, glicose, lactose, celobiose e
arabinose, variaram de acordo com o planejamento experimental proposto.

Os frascos foram incubados por 24 horas, com agitacdo de 150 rpm. Ap0s esse periodo,
foram feitas contagens de células em camara de Neubauer e as amostras foram centrifugadas a
3800 rpm por 60 minutos para separar as células. O sobrenadante obtido (extrato enzimético
bruto — EEB) foi armazenado sob refrigeracdo (10°C) para posterior medida das atividades
enzimaticas.

Para se avaliar a influéncia das variaveis pH, temperatura, concentracdes de MgSQa,

MnSQs, glicose, lactose, celobiose e arabinose na producdo das celulases foi realizado um



31

delineamento de Plackett-Burman (tabela 1), com 15 ensaios, com as variaveis independentes
em trés niveis e trés repeticdes no ponto central (tabela 2), segundo Rodrigues e lemma (2014).
Os resultados obtidos foram analisados através da estatistica de variancia a 10% de

significancia usando o software Protimiza Experimental Design.

Tabela 1. Variaveis independentes e niveis utilizados no delineamento de Placket-Burman.

Variaveis -1 0 1
X1 pH 4 5 6
X2 Temperatura (°C) 30 40 50
X3 MgSO4 (g/L) 0 1,5 3
Xa MnSOa4 (g/L) 0 0,5 1
Xs Glicose (g/L) 0 5 10
Xe Lactose (g/L) 0 5 10
X7 Celobiose (g/L) 0 5 10
Xs Arabinose (g/L) 0 5 10

Tabela 2. Matriz do delineamento Placket-Burman.
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Com base nos resultados obtidos nesse planejamento, as variaveis significativas foram
avaliadas em um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR 22) com 11 ensaios,
sendo 3 repeti¢Bes do ponto central (RODRIGUES e IEMMA, 2014), conforme a tabela 3. As

variaveis ndo significativas e as condi¢cBes dos ensaios foram mantidas conforme descrito
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anteriormente, item 4.2. A tabela 4 apresenta os niveis utilizados no delineamento Central

Rotacional.

Tabela 3. Matriz do delineamento central rotacional.
Ensaios X X5

1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 -141 0
6 +141 O
7 0 -141
8 0 +141
9 0 0
10 0 0
11 0 0

Tabela 4. Variaveis independentes e niveis utilizados no delineamento central rotacional.

Variaveis -141 1 0 1 1,41
X1 MgSO4 (g/L) 0 044 15 2.56 3
X2 Arabinose (g/L) 0 1,45 5 8,55 10

Os resultados obtidos foram analisados através de analise de variancia a 5% de
significancia usando o software Protimiza Experimental Design.

Com base nos resultados obtidos no DCCR, as concentracfes 6timas das variaveis
significativas foram utilizadas para validar os modelos obtidos para as enzimas, com cinco

repeticdes.

4.3  Quantificacdo da atividade celulasica

As atividades de endoglucanase (CMCase), celulase total (Fpase), exoglucanase
(Avicelase) e B-glicosidase foram avaliadas ap6s 30 minutos de incubagio de 500uL de EEB e
500uL de solucdo de cada substrato em tampédo acetato de sodio 0,05M pH 5 a 40°C, segundo
metodologia proposta por Ghose (1987).
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As atividades celulasicas foram quantificadas através da dosagem dos agucares
redutores produzidos utilizando o método do acido 3,5-dinitrosalisilico (DNS) (MILLER,
1959).

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 produgdo de cor e posteriormente a reacdo foi
interrompida colocando-se os tubos em agua fria e foram adicionados 5 mL de agua destilada.
A leitura foi realizada em espectrofotémetro, Gehaka Uv 380 G, em comprimento de onda de
540 nm.

Os substratos utilizados foram 20 g/L de carboximetilcelulose, uma tira de papel filtro
Whatman n°1l com dimensdes de 1x6 cm, 20 g/L de celulose microcristalina e 20 g/L de
celobiose para CMCase, celulase total (Fpase), avicelase e B-glicosidase, respectivamente.

As concentracOes, em g/L de glicose, foram calculadas com base na equacéo da reta
gerada a partir da curva de calibragdo (curva padréo) (Apéndice A). 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 reacao.

4.4  Determinacdo do pH e temperatura 6timos para a reacao enzimatica

Para avaliar o efeito do pH e temperatura sobre a atividade enzimatica foi utilizado um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR 22), incluindo 3 repeti¢des no ponto

central, de acordo com a tabela 5 (RODRIGUES e IEMMA, 2014).

Tabela 5. Niveis de pH e temperatura utilizados no DCCR para determinacédo pH e
temperatura 6timos.

Variaveis -1,41 -1 0 1 1,41
X1 pH 4 43 5 5,71 6
X2 Temperatura (°C) 30 32,9 40 47,1 50

Os efeitos significativos foram analisados através de estatistica de variancia (ANOVA)

a 5% de significancia.
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5.1  Producao de celulases em cultivo submerso
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O delineamento experimental utilizado foi baseado na matriz para 8 varaveis de

Plackett-Burman (PB) que forneceu a base para a formulacdo dos 15 ensaios realizados, sendo

3 repeticdes no ponto central. Na tabela 6 encontram-se os resultados das atividades celulasicas

obtidas nos ensaios com as variaveis pH (X1), temperatura (Xz2), MgSOs (X3), MnSO4 (X4),

glicose (Xs), lactose (Xs), celobiose (X7) e arabinose (Xs).

Tabela 6. Resultados das atividades celulasicas (U/mL) obtidas no planejamento de

Plackett-Burman para a linhagem Yarrowia divulgata.

Ensaios X1 X5 X3 Xa Xs X6 X7 Xs Y. * Y,o* Y3* Y *
1 6 30 3 0 0 0 10 10 0,064 0,105 0,070 0,053
2 6 50 O 1 0 0 0 10 0,00 0,123 0,040 0,087
3 4 50 3 0 10 O 0 0 0105 0,238 0,00 0,264
4 6 30 3 1 0 10 O 0 0,041 0259 0,125 0,308
5 6 50 O 1 10 O 10 0 0,042 0,200 0,041 0,130
6 6 50 3 0 10 10 O 10 0,016 0,181 0,00 0,00
7 4 50 3 1 0 10 10 0 0,051 0,231 0,029 0,044
8 4 30 3 1 10 O 10 10 0,016 0,098 0,060 0,046
9 4 30 O 1 10 10 O 10 0,018 0,09 0,033 0,038

10 6 30 O 0 10 10 10 O 0,00 0,155 0,019 0,016
11 4 50 O 0 0 10 10 10 0,017 0,61 0,018 0,034
12 4 30 O 0 0 0 0 0 0,002 0217 000 0,00
13 5 40 15 05 5 5 5 5 003 0,178 0,014 0,042
14 5 40 15 05 5 5 5 5 0,039 0,291 0,040 0,042
15 5 40 15 05 5 5 5 5 0,013 0,112 0,003 0,040

*Y1-Endoglucanase; Y- Exoglucanase; Y3- Celulase Total; Ya4-B- glicosidase.

Os valores de atividade observados variaram de 0 a 0,105 U/mL para englucanase, de
0,096 a 0,291 U/mL para exoglucanase, de 0 a 0,125 U/mL para celulase total e 0 a 0,308 U/mL

para B-glicosidase.

Segundo a anélise de variancia, as variaveis significativas (p < 0,1) foram MgSQs (para

endoglucanase), MnSO4 e pH (para celulase total) e arabinose (para exoglucanase). Para [3-

glicosidase nenhuma das variaveis foi significativa a 10% de significancia. O p valor pode ser

observado na tabela 7, os resultados da ANOVA para endoglucanase, exoglucanase, celulase

total e B-glicosidase estdo descritos no apéndice B.
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Tabela 7. Valores de p para analise de variancia no estudo do efeito das variaveis
independentes na producdo de celulases.

Nome p valor

Y1 Y2 Y3 Y4
Média 0,05 0,00019 0,67 0,27
Curvatura 0,9 0,61 0,76 0,88
pH (Xi1) 0,44 0,94 0,06" 0,48
Temperatura (X2) 0,77 0,38 0,97 0,55
MgSO4 (Xs) 0,08" 0,48 0,19 0,29
MnSO; (X4) 0,52 0,83 0,04" 0,34
Glicose (Xs) 0,59 0,57 0,84 0,70
Lactose (Xs) 0,79 0,65 0,14 0,83
Celobiose (X) 0,66 0,47 0,11 0,92
Arabinose (Xs) 0,26 0,05" 0,14 0,70

*Y-Endoglucanase; Y- Exoglucanase; Ys- Celulase Total; Y.-B- glicosidase.
* variaveis significativas a 10% de significancia.

Embora haja relatos da eficiéncia da degradacao da celulose por fungos filamentosos,
poucas pesquisas tém sido realizadas na identificacdo de leveduras produtoras de celulases.
Atividade celulolitica foi observada por Guedes et al. (2019) em duas linhagens de leveduras
isoladas de frutos de inajé e tucum, com producdo de endoglucanase (0,380 e 0,454 U/mL) e
celulose total (0,0436 e 0,102 U/mL).

Touijer et al. (2019) pesquisaram celulases termoestaveis da levedura Trichosporon sp.
encontrando atividade de endoglucanase e celulase total (0,4 e 0,1 U/mL, respectivamente) apos
a otimizacao da concentracdo de CMC, Carvalho (2013) obteve 0,164 U/mL de atividade de
endoglucanase pela levedura Cryptococcus laurentii em meio suplementado com 2% de farelo
trigo. J& Kanti e Sudiana (2002) obtiveram 12U/mL de atividade de endoglucanase por
leveduras do género Debaryomyces S-6 isoladas do solo, em meio contendo CMC como Unica
fonte de carbono.

Embora fatores como pH e temperatura sejam importantes para a producao de enzimas,
essas variaveis ndo apresentaram influéncia na producdo de enzimas celuloliticas produdizas
por Y. divulgata.

Qadir et al. (2018), que estudaram a atividade enzimatica de endoglucanase e -
glicosidase pelas espécies Saccharomyces cerevisiae e Candida tropicalis isoladas de solo,
observaram efeito significativo da temperatura, sendo a temperatura 6tima considerada de 35,5
°C para a enzima endoglucanase com atividade de 9,6 U/mL

Com base nos resultados obtidos no PB, as variaveis MgSO4 (X1) e arabinose (X2) foram
selecionadas para realizagcdo de um DCCR. Os resultados das atividades enzimaticas estéo

apresentados na tabela 8.
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Tabela 8. Resultados das atividades celulasicas (U/mL) obtidas no DCCR para a
linhagem Yarrowia divulgata.
Ensaios X1 Xs Y1* Yo * Y3* Y, *

1 044 (1)  145(-1) 0,09 0048 0078 0,918
2 256(1)  145(1) 0000 0005 0130 0,913
3 044 (1)  855(1) 0208 0234 0337 0,366
4 2,56 (1) 855(1) 0295 0,184 0305 0,341
5 0 (-1,41) 5 (0) 0,000 0020 0,000 0,254
6 3 (1,41) 5 (0) 0,117 0000 0,101 0,247
7 1,5 (0) 0(-1,41) 0003 0,01 0027 1,184
8 1,5 (0) 10(1,41) 0,000 0,146 0,141 0,000
9 1,5 (0) 5 (0) 0,000 0028 0225 0,279
10 1,5 (0) 5 (0) 0,70 0,049 0023 0,410
11 1,5 (0) 5 (0) 0,098 0066 0189 0,281

*Y-Endoglucanase; Y- Exoglucanase; Ys- Celulase Total; Y.-B- glicosidase.

Os valores de atividade de endoglucanase variaram de 0 a 0,295 U/mL. Para
exoglucanase a atividade variou de 0 a 0,234 U/mL, para celulase total de 0 a 0,337 U/mL e
para B-glicosidase de 0 a 1,184 U/mL.

Os resultados da analise de variancia mostraram que houve influéncia significativa
(p<0,05) apenas do coeficiente linear e quadratico da arabinose para a producdo de
exoglucanase e B-glicosidase enquanto que a variavel MgSOs ndo apresentou influéncia
significativa. A porcentagem de variacdo explicada (R?) pelo modelo foi de 67% para
exoglucanase e 89,3% para B-glicosidase, indicando que o modelo é adequado para explicar o

comportamento da variavel resposta (tabelas 9 e 10).

Tabela 9. ANOVA para atividade de exoglucanase de Y. divulgata.
SQ” GL™ QM™ Fcalc
Regressdo  38862,93 2 19431,46 8,1
Residuos 19177,98 8 2397,248
Falta de Ajuste 18450,33 6 3075,054 8,4
Erro Puro 727,655 2 363,827

Total 58040,91 10
*Soma dos quadrados; **Grau de liberdade; ***Quadrado médio.
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Tabela 10. ANOVA para atividade de resposta de p-glicosidase de Y. divulgata.
SQ” GL™ QM™ Fcalc
Regressao 1150466 2 575233,2 33,3
Residuos 138014,4 8 17251,8
Falta de Ajuste  127168,7 6 21194,78 3,9
Erro Puro 10845,72 2 5422,862

Total 1288481 10
*Soma dos quadrados; **Grau de liberdade; ***Quadrado médio.

Observa-se que o modelo ajustado para exoglucanase e P-glicosidase ficam
caracterizados pelas equacdes 1 e 2, respectivamente, elaborados com os coeficientes
significativos para as duas enzimas.

Y1 =41,69 + 52,81 X2+ 51,74 X22 (1)

Ya=334,67 — 344,70 X2 + 179,84 X22 (2)

Onde:

Y1 = atividade de exoglucanase;

Y4 = atividade de -glicosidase.

Xz = coeficiente linear de arabinose;

X2? = coeficiente quadratico de arabinose.

Baseado nas equagdes 1 e 2 foram determinadas as concentra¢@es 6timas de arabinose,
que foi de 1 g para exoglucanase e 10 g para B-glicosidase, posteriormente, foi realizado ensaio
de validacdo com 5 repeticGes para estas concentragoes.

A tabela 11 apresenta os valores médios de atividade celulasica das 5 repeticoes.

Tabela 11. Valores de atividade celulasica (U/mL) obtidos para a linhagem Y.
divulgata em meio contendo arabinose. Média de 5 repeticdes.

Endoglucanase Exoglucanase Celulase Total B-glicosidase

1 g de arabinose 0,000+ 0,0 0,133 + 0,060 0,000+ 0,0 0,692 + 0,010
10 g de arabinose 0,180 + 0,013 0,145 + 0,008 0,014 + 0,003 0,04 £ 0,013

*média de atividade celulsica * desvio padréo

Santos (2017), avaliou a producéo de celulases por duas linhagens de leveduras isoladas
de frutos de palmeiras e constatou a influéncia da arabinose induzindo a producéo enzimatica.
Os dados mostraram que houve uma diferenga significativa nas atividades celulésicas, com
incremento de até 10 vezes, com a utilizagdo de arabinose e lactose, sendo que a arabinose

induziu a maior atividade do complexo celulolitico.
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Rai, Tiwari e Gaur (2012) utilizaram diferentes parametros nutricionais para otimizar a
producéo de celulases produzidas por leveduras do género Candida, isoladas do solo. O meio
de crescimento foi suplementado com monossacarideos e dissacarideos, demonstrando que
ocorreu uma influéncia significativa nas atividades de exoglucanase e endoglucanase na

concentracéo de 0,5% (p/v) de glicose.

5.2 Determinacéo do pH e temperatura 6timos para a reacdo enzimatica

Para a determinacdo dos valores 6timos de pH e temperatura para reacdo enzimatica
foram realizados dois DCCR independentes, utilizando os extratos brutos provenientes dos
ensaios de validacdo com concentracdes 1 e 10 g de arabinose. Os valores de atividade obtidos
no DCCR para 1 g de arabinose variaram de 0,026 a 0,196 U/mL para endoglucanase, para
exoglucanase variaram de 0,141 a 0,355 U/mL, para celulase total variaram de 0,025 a 0,108
U/mL e para B-glicosidase variaram de 1,035 a 1,102 U/mL (tabela 12).

Tabela 12. Resultados das atividades celulésicas (U/mL) obtidas no DCCR para a
linhagem Yarrowia divulgata nos ensaios com 1g de arabinose.
Ensaios X1 X Y1* Yo* Ys* Ys*

1 4,3 (-1) 329(-1) 0079 0217 0102 1,073
2 571(1)  329(-1) 0085 0,295 0078 1,037
3 4,3 (-1) 471(1) 0083 0160 0,108 1,035
4 5,71 (1) 471(1) 0120 00188 0,083 1,072
5 4 (-1,41) 40 (0) 0,196 0246 0,089 1,058
6 6 (1,41) 40 (0) 0,128 0,355 0,076 1,052
7 5 (0) 30(-1,41) 0026 0169 0,087 1,102
8 5 (0) 50 (1,41) 0,159 0,156 0,061 1,064
9 5 (0) 40 (0) 0115 0141 0087 1,052
10 5 (0) 40 (0) 0060 0,177 0025 1,072
11 5 (0) 40 (0) 0082 0222 00322 1,06

*Y1-Endoglucanase; Y2- Exoglucanase; Y3- Celulase Total; Y4-B- glicosidase.

Os valores de atividade obtidos no DCCR para 10g de arabinose variaram de 0 a 0,051
U/mL para endoglucanase, para exoglucanase variaram de 0 a 0,079 U/mL, para celulase total
variaram de 0 a 0,079 U/mL e para B-glicosidase variaram de 0,954 a 0,964 U/mL (tabela 13).



Tabela 13. Resultados das atividades celulasicas (U/mL) obtidas no DCCR para a

linhagem Yarrowia divulgata nos ensaios com 10g de arabinose.

Ensaios X1 X2 Y. * Yo * Ys* Y4 *
1 43(1)  329(-1) 0000 0040 0000 0,959
2 571(1)  329(1) 0051 0079 0000 0,960
3 43(1)  471(1) 0000 0000 0041 0,957
4 571(1)  471(1) 0000 0040 0013 0,964
5 4 (-1,41) 40 (0) 0,000 0,000 0,001 0,955
6 6 (1,41) 40 (0) 0,000 0,009 0,079 0,959
7 5 (0) 30(-1,41) 0011 0046 0051 0,959
8 5 (0) 50 (1,41) 0000 0034 0000 0,954
9 5 (0) 40 (0) 0,000 0,000 0000 0,963
10 5 (0) 40 (0) 0,000 0046 0011 0,957
11 5 (0) 40 (0) 0,000 0017 0000 0,962

*Y-Endoglucanase; Y- Exoglucanase; Ys- Celulase Total; Y.-B- glicosidase.
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Os resultados da analise de variancia mostraram que houve influéncia significativa

(p<0,05) apenas dos coeficientes linear e quadratico de pH para a producgéo de exoglucanase do

extrato bruto (EB) contendo 1 g de arabinose. Para B-glicosidase ocorreu influéncia do

coeficiente quadratico de pH, coeficiente linear de temperatura e a interagdo entre pH e

temperatura para o EB contendo 1 g de arabinose e houve influéncia siginificativa para o

coeficiente linear de pH, coeficiente quadratico de temperatura e interagdo entre pH e

temperatura do EB contendo 10 g de arabinose. A porcentagem de variagdo explicada (R?) pelo

modelo foi de 70,83% para exoglucanase e 65,76% para B-glicosidase com EB com 1 g,

indicando que o modelo esta adequado para explicar o comportamento da variavel resposta.

Porém o R? 42,35% com EB com 10 g de arabinose, indicando que o modelo n&o ¢é adequado.

(tabelas 14, 15 e 16).

Tabela 14. Analise de variancia para o efeito das variaveis na atividade de exoglucanase por

Y. divulgata.

SQ” GL™ QM™  Fcalc
Regressédo 305,403 2 152,701 9,7
Residuos 125,759 8 15,719
Falta de 92940 6 15490 09
Ajuste
Erro Puro 32,819 2 16,409
Total 431,163 10
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Tabela 15. Analise de variancia para o efeito das variaveis na atividade de p-
glicosidase por Y. divulgata do EB contendo 1 g de arabinose.

SQ” GL™ QM™  Fcalc

Regressédo 22,742 3 7,580 44
Residuos 11,843 7 1,691

Falta de

Ajuste 9,822 5 1,964 1,9
Erro Puro 2,020 2 1,010

Total 34,585 10

Tabela 16. Analise de variancia para o efeito das variaveis na producédo de f-
glicosidase por Y. divulgata do EB contendo 10 g de arabinose.

SQ” GL™ QM™ Fcalc

Regressdo 0,432 3 0,144 1,713
Residuos 0,588 7 0,084

Z"J?‘I'Jt;fe 0,396 5 0079 0,826
Erro Puro 0,192 2 0,0960

Total 1,020 10

Observa-se que o modelo ajustado para exoglucanase e [-glicosidase ficam
caracterizados pelas equacdes 3 e 4 (equacao 3 para exoglucanase, equacao 4 para -glicosidase
com EB com 1 g), elaborados com os coeficientes significativos para as duas enzimas.

Y2 = 16,84 + 3,24 X + 5,98 X:2 (3)

Y.+=106,97 - 0,97 X:2- 0,71 Xz + 1,80 Xi Xz (4)

Onde:

Y. = atividade de exoglucanase;

Y4 = atividade de B-glicosidase;

X1 = coeficiente linear de pH;

X12 = coeficiente quadratico de pH;

X = coeficiente linear de temperatura; e

X1.X2 = interacdo de pH e temperatura.

O maior valor de atividade de exoglucanase foi obtido no ensaio realizado na faixa de
pH 6, apresentando o valor méaximo de 0,355 U/mL. Na figura 6 observa-se que a faixa com
maiores atividades esta entre o pH 5,75 e 6. O valor de pH étimo equivale ao valor encontrado
por Giese et al. (2017), que estudaram a producdo de celulases produzidas por Trichosporon

laibachii, isolado de folha em decomposicdo, madeira e ninho de formiga.
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Figura 7. Gréfico do efeito da variacdo de pH sobre a atividade de exoglucanase da
linhagem Y. divulgata em meio contendo 1g de arabinose.
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Para ilustrar os efeitos das variaveis significativas do DCCR com 1 g de arabinose na
atividade enzimatica de B-glicosidase, sdo apresentados os graficos de superficie de resposta e
as curvas de contorno na figura 7 (A e B), onde pode ser observado que as faixas com maiores
atividades estdo entre pH 4 e 4,5 e entre as temperaturas 47,1 e 50 °C. A atividade enzimatica
de B-glicosidase alcangou o valor maximo experimental de 1,102 U/mL na regido de pH 5 e
temperatura de 30°C.

Adelabu et al. (2019), isolaram leveduras do intestino de gafanhotos e estudaram a
otimizacdo da producdo de celulases. Os autores testaram o efeito do pH e temperatura na
atividade enzimatica e constataram que a maxima liberacéo de glicose foi encontrada em pH
4,5 para as enzimas produzidas por Wickerhamomyces chambardi e pH 5 para enzimas
produzidas por Saccharomyces diastaticus. Pode-se observar que a atividade enzimatica de Y.
divulgata é reduzida gradativamente com o aumento do pH, o que concorda com os dados
obtidos por esses autores. O motivo da diminuicéo da atividade em pH mais alto provavelmente
ocorre devido a inativacdo proteica das enzimas (ADELABU et al., 2019; BETTELHEIM et
al., 2017).

Embora haja poucos estudos sobre a enzimas produzidas por leveduras, recentes
pesquisas indicaram o potencial destes microrganismos para a sintese de celulases (SHARIQ e
SOHAIL, 2019). Esses autores descreveram a co-producéo de celulase por Candida tropicalis
e fizeram a caracterizacdo das enzimas, onde encontraram um pico de atividade em pH 5 para

B-glicosidase, 0 que vai em concordancia com os dados obtidos em nosso trabalho.
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Ribeiro et al (2019) analisaram atividade de B-glicosidase por leveduras Candida sp.
isoladas do intestino de larvas de Hypsipyla spp. e identificaram que as linhagens isoladas
tinham melhor atividade entre o pH 4 e 5,5, tendo a melhor atividade de 0,35 U/mL em pH 4.

Adelabu et al. (2019) e Techaparin et al. (2017), relataram que devido a composic¢oes
genéticas, leveduras sdo boas em respostas a altas temperaturas e baixos valores de pH, sendo
capazes de produzir enzimas termotolerantes, podendo assim explicar os pontos 6timos de
atividade enzimatica em temperaturas mais elevadas. Adelabu et al. (2019), observaram que
algumas celulases apresentaram atividade 6tima a 45°C e Touijer et al. (2019), encontraram
ponto Otimo de atividade enzimatica em uma temperatura de 55 °C. As celulases
termotolerantes apresentam potencial para uso industrial, pois possuem atividade especifica
mais alta e estabilidade aprimorada, permitindo melhor desempenho (com menor concentracédo
de enzimas) e flexibilidade em relacdo as configuracdes no processo de hidrélise, gerando assim
uma economia no processo em geral (VIIKARI et al, 2007).

Figura 8. Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) que representam o efeito
das variaveis pH e temperatura na atividade de B-glicosidase, em meio contendo 1g de
arabinose.
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Giese et al. (2017), avaliaram producdo de enzimas celuloliticas por varias linhagens de
leveduras isoladas de animais e plantas em decomposicdo, foram realizados testes de
otimizag&o de pH, fontes de C e N para atividade enzimética. Os autores demonstraram bons
resultados de otimizagdo para producdo endoglucanase, em que as leveduras mostraram
atividade aumentada de 0,010 para 0,752 U/mL, em meio contendo diferente fonte de carbono,
que se compara em partes neste estudo.
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6 CONCLUSAO
No decorrer do trabalho foi possivel observar que a linhagem Y. divulgata isolada de

coco tucum apresenta potencial para produzir enzimas celuloliticas, o que pode indicar que 0s
frutos de palmeiras tucum (Bactris setosa) sejam importantes fontes de leveduras com potencial
aplicacdes biotecnoldgicas.

O modelo matematico conseguiu explicar a variacdo em 70,83% para exoglucanase e
89,3% para B-glicosidase indicnado que a arabinose é importante para a producao e atividades
celuloliticas.

As celulases produzidas pela linhagem Y. divulgata possuem caracteristicas acidas e
termotolerantes, apresentando um potencial importante para o uso industrial pois permitem

melhor desempenho e flexibilidade, gerando uma economia no processo de hidrolise.
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APENDICE A - FIGURA CONTENDO CURVA DE CALIBRACAO COM GLICOSE
EM ESPECTROFOTOMETRO.

Figura 1. Curva de calibragdo com glicose e leitura individual em espectrofotdmetro.
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APENDICE B - TABELAS CONTENDO ANALISE DE VARIANCIA DAS

PRODUCOES ENZIMATICAS

Tabela 1. Andlise de variancia no estudo do efeito das variaveis independentes na produgdo de

endoglucanase.

Erro

Nome Efeito ~ tcalculado p-valor
padrao
Média 2,65 1,06 2,5 0,05
Curvatura 0,61 4,74 0,12 0,9
pH (x1) -1,75 2,12 -0,82 0,44
Temperatura (xz) 0,64 2,12 0,3 0,77
MgS04 (x5) 4,58 2,12 2,16 0,08
MnSO4 (x4) -1,45 2,12 -0,68 0,52
Glicose (xs) 1,19 2,12 0,56 0,59
Lactose (Xs) -0,59 2,12 -0,28 0,79
Celobiose (x7) 0,97 2,12 0,46 0,66
Arabinose (xs) -2,67 2,12 -1,26 0,26

Tabela 2. Andlise de variancia no estudo do efeito das variaveis independentes na produgéo de

exoglucanase.

Nome Efeito Errcz tcalculado p-valor
padrao

Média 17,25 1,78 9,68 0,00019
Curvatura 4,31 7,96 0,54 0,61
pH (x1) -0,26 3,56 -0,07 0,94
Temperatura (xz) 3,4 3,56 0,95 0,38
MgSO04 (x3) 2,66 3,56 0,74 0,48
MnSO4 (x4) -0,79 3,56 -0,22 0,83
Glicose (xs) -2,13 3,56 -0,59 0,57
Lactose (Xs) 1,7 3,56 0,47 0,65
Celobiose (x7) -2,72 3,56 -0,76 0,47
Arabinose (xs) -8,94 3,56 -2,51 0,05

52

Tabela 3. Andlise de variancia no estudo do efeito das variaveis independentes na produgéo de celulase

total.
Nome Efeito Err9 tcalculado  p-valor
padréo
Média 0,74 1,67 0,44 0,67
Curvatura 2,44 7,48 0,33 0,76
pH (x1) 8,31 3,35 2,49 0,06
Temperatura (x2) -0,11 3,35 -0,03 0,97
MgS04 (x3) 5,09 3,35 1,52 0,19



MnSO4 (x4) 9,55 3,35 2,86 0,04

Glicose (xs) 0,72 3,35 0,22 0,84
Lactose (xo) 5,92 3,35 1,77 0,14
Celobiose (x7) 6,51 3,35 1,95 0,11
Arabinose (Xs) 5,85 3,35 1,75 0,14

Tabela 4. Analise de variancia no estudo do efeito das variaveis independentes na produgéo de -

glicosidase.

Nome Efeito Erro Padrdo tcalculado p-valor
Média 5,93 4,77 1,24 0,27
Curvatura -3,62 21,34 -0,17 0,88
pH (x1) 7,28 9,54 0,76 0,48
Temperatura (xz) 6,12 9,54 0,64 0,55
MgSO04 (x3) 11,30 9,54 1,18 0,29
MnSO4 (x4) 9,99 9,54 1,05 0,34
Glicose (xs) 3,94 9,54 0,41 0,70
Lactose (Xs) 2,12 9,54 0,22 0,83
Celobiose (x7) -0,99 9,54 -0,10 0,92

Arabinose (xs) -3,95 9,54 -0,41 0,70




