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RESUMO

Nos ultimos anos a utilizacdo de processos biotégimms com microrganismos
vem se destacando cada vez mais, em especial acgme@ comércio de enzimas.
Assim, o objetivo desse trabalho foi investigarotepcial de seis fungos filamentosos
(Aspergillus aculeatyAspergillus fumigatusChrysonilia sitophilaGliocadium virens,
Trichoderma longibrachiatum e Aspergillus flaviesslados da Mata Atlantica do Oeste
do Parana e sua capacidade em produzir enzimasitiéis do complexo celulolitico,
xilanolitico, pectinolitico e dissacaridase$-galactosidase,p-glicosidases ep-
frutofuranosidase), bem como purificar e caracéerafl- frutofuranosidase da flavus
O fungo A. aculeatusexibiu grande potencial na producdo fegalactosidase
intracelular (56,31 U/ml) com casca de laranja @osubstrato-frutofuranosidase
intracelular (409,46 U/ml) com o trub (residuo egewo) ep-glicosidase intracelular
obtida com a casca de maracuja (192,2 U/ml)C.@itophilase destacou na producao
de B-galactosidase intracelular com palha de sorgo48l8J)/ml) e B-xilosidase
intracelular com casca de laranja (4,60 U/ml). AO fumigatus também foi um bom
produtor de p-galactosidase intracelular (17,26 U/ml) com caslea maracuja e
pectinase extracelular (45,95 U/ml) com casca danja. Entretanto, @liocadium
virensproduziu somente-galactosidase intracelular (22,57 U/ml) com palk arroz.
Enquanto que @. longibrachiatunexibiu atividade xilanase extracelular com palha de
sorgo (22,38 U/ml), pectinase extracelular (26,481 com casca de laranja e beta-
galactosidase intracelular (17,53 U/ml) com casea rmdaracuja. Em adicdo, o
Aspergillus flavusalcancou excelentes nivepsfrutofuranosidase tanto em cultivo
liquido quanto em cultivo sélido quando suplemenmsadom o farelo de soja ou trub,
porém a producdo enzimética do cultivo solido faiezes superior ao cultivo liquido.
Esta beta-frutofuranosidase de cultivo em estadadosdde farelo de soja foi
parcialmente purificada com rendimento final de 1@%mn massa molecular aparente
de 37 KDa por SDS-PAGE e 45 KDa na forma nati@apH e a temperatura 6tima de
atividade da enzima foram de 5,0 e 60 °C, respmui@nte. A enzima foi estavel com
70% de atividade residual apds 12 horas na faixgHe acido (4,5 e 5,0), enquanto

que nas temperaturas de 45°C a 55°C a enzima mestiabilidade superior a 50%.

Palavras chave: Mata Atlantica, hidrolases, fungesiduos agroindustriais.



ABSTRACT

In recent years the use of biotechnological praesdth microorganisms has
been highlighted, in particular the production nkymes and commercial market. The
objective of this study was to investigate the pb& six filamentous fungiAspergillus
aculeatus, Aspergillus fumigatus, sitophila ChryBanGliocadium virens, Aspergillus
flavusand Trichoderma longibrachiatunsolated from Atlantic West of Paran& and its
ability to produce hydrolytic enzymes of the cedlytic complex, xylanolytic, pectinase
and disaccharidaseg-§alactosidase}-glucosidase an@-fructofuranosidase), as well
as purify and characterize tifefructofuranosidase fronA. flavus The fungusA.
aculeatusexhibited great potential in the production ofraellular B-galactosidase
(56,31 U/ml) with orange peel as substrate, inthalee p-fructofuranosidase (409.46
U/mL) with the trub (brewing residue) and intraoldr B-glucosidase obtained with
passion fruit peel (192.2 U/ml)C. sitophila showed increased production of
intracellular B-galactosidase with sorghum straw (16.48 U/ml) amacellular -
xylosidase with orange peel (4.60 U/mA). fumigatusalso was a good producer [&f
galactosidase intracellular (17.26 U/ml) with passifruit peel and extracellular
pectinase (45.95 U/ml) with orange peel. Howe&ipcadium virensproduced only
intracellular B-galactosidase (22.57 U/ml) with rice straw. While longibracitum
exhibited the best enzymatic production of enzymgknase (22.38 U/ml) with
sorghum straw; pectinase (26.43 U/ml) with orangeel pand intracellular beta-
galactosidase (17.53 U/ml) using passion fruit péeladdition, Aspergillus flavus
achieved excellent levepsfructofuranosidase both in liquid culture and atié culture
when supplemented with soybean meal or trub, baitetieymatic production of solid
cultivation was 5 times higher than the liquid oot Thus, beta-fructofuranosidase
obtained under solid state cultivation of soybearainwas partially purified with 19%
overall yield with an apparent molecular mass okBa by SDS-PAGE and 45 kDa in
native form. The pH and the optimum temperatureeiozyme activity were 5.0 and
60°C, respectively. The enzyme was stable at 7G%dual activity after 12 hours in the
acid pH range (5.0 to 5.5), while at temperatufe453C to 55°C the enzyme showed
higher stability than 50%.

Key words: Atlantic forest, hydrolases, fungi, agoustrial waste



INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos a utilizacdo de processos biotégioms para producdo de
bioativos de interesse industrial a partir de nmigaoismos vem se destacando cada vez
mais, contribuindo inclusive para o desenvolvimetgonologico mundial (MACIEL,
2006). Entre os produtos resultantes de bioprosesstio as enzimas microbianas. A
crescente utilizagdo de fungos na producdo de asziem metabdlitos secundérios
aplicaveis em biotecnologia esta relacionada, emiteos fatores, a grande facilidade de
cultivo em laboratério e sua reduzida necessidade&icironal (BENNETT, 2010;
SLIVINSKI, 2007). A utilizagdo dos fungos filamestzs para a producdo de enzimas de
interesse comercial é vantajosa devido ao fatoeslasticrorganismos excretarem estas
proteinas para o meio de cultura, o que facilipiazesso de obtencao e purificacdo destas
moléculas (REIS, 2007). Além disso, enzimas furgyipassuem vasta aplicabilidade
industrial como, por exemplo, na industria farmdic@y alimenticia, téxtil, de papel, de
racao, detergente, entre outras. Para a produghstial de enzimas microbianas os
microrganismos devem ser capazes de crescer elnasabsie baixo custo, produzirem a
enzima em velocidade elevada, constante e em esp@co de tempo. Os métodos para a
recuperacdo devem ser simples, a preparacdo emamabtida deve apresentar
estabilidade. O éxito da producdo industrial deireag depende do grau em que a
atividade dos microrganismos € alcancada e quaedceduzem custos do substrato
empregado, da incubacao e da recuperagao da ef&MANSKI, 2007).

Atualmente os processos biotecnoldgicos microbiadmsresponsaveis por uma
grande parte da economia mundial, mas apesar dagmidade do desenvolvimento dos
processos enzimaticos varios estudos apontamass@lstos da produ¢cdo como um fator
limitante. Assim, uma das alternativas para minamigste problema é o emprego de
residuos agroindustriais como substrato fermemels(MUSSATTO et al, 2007;
FERNANDES). Esta estratégia pode reduzir custos pauisicdo de bioprodutos de
origem microbiana e também contribuir com pratibéstecnolégicas ecologicamente
sustentaveis (ALVIRA et al., 2010; COSTA, 2008).

O Brasil é o pais de maior biodiversidade do Pardis a 25% da biodiversidade
mundial. Devido a sua dimensao continental e adgravariacdo geomorfologica e
climatica, o Brasil abriga sete biomas (Amazoniaatthga, Cerrado, Costeiros, Pantanal,
Mata Atlantica e Campos Sulinos). Esses sete bia@iagortadores de diversas espécies

de animais, vegetais e microrganismos. No entagenas 10% das espécies de fungos
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gue possuimos sao conhecidas. A insuficiéncia dehemdmento cientifico da
biodiversidade de microrganismos desses biomadrastado com a perda acelerada de
habitats causados por mudancas ambientais glolsd@is, aspectos particularmente
preocupantes. Portanto, esse estudo contribuiraasopiiacdo do conhecimento sobre a
biodiversidade fungica da Mata Atlantica do Paraf&n de buscar inovagfes sustentaveis
em bioprocessos utilizando residuos agroindustGaino alternativa promissora para
obtencédo de produtos de maior valor agregado. r@elgsse contexto, o objetivo desse
trabalho foi investigar o potencial dos fungosnfientosos isolados da Mata Atlantica do
Oeste do Parana capazes de produzir enzimas taaeli(complexo celulolitico,
xilanolitico, pectinolitico e dissacaridases), betomo analisar as caracteristicas

bioquimicas dessas enzimas para aplicacao industria
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Resumo

A exploracdo de residuos agroindustriais como fdetearbono em bioprocessos para a
producdo de enzimas fangicas podem ajudar na ligséantes de baixo custo, e ajudar a
resolver os problemas ambientais O objetivo destiede foi investigar a capacidade de
produzir beta-frutofuranosidase e beta-galactosidaflizando residuos agroindustriais
como fonte de carbono por cinco fung@dsgergillus aculeatysAspergillus fumigatus,
Chrysonilia sitophila Gliocadium virens e Trichoderma longibrachiatuin isolados
recentemente na Mata Atlantica do Oeste do Pa@s&@alores mais elevados de atividade
intracelular de beta-galactosidase foram obtidgmrir do residuo de casca de laranja
(56,31 U/ml) com o fung@d\. aculeatuspalha de arroz (22,57 U/ml) p&. virens palha

de sorgo (16,48 U/ml) par@. sitophilg casca de maracuja paraAo fumigatus(17,26
U/ml) e T. longibrachiatum (17,53 U/ml). As melhores atividades da beta-
frutofuranosidase intracelular foram obtidos cAmaculeatusisando o residuo cervejeiro
trub (409,46 U/ml) e casca de maracuja (44,59 U/Adsim, os fungos isolados da Mata
Atlantica do Oeste do Parana podem ser considei@mus promissores, principalmente
pela producdo de beta-galactosidase e beta-fratudgidase, especialmente o fungo
aculeatus Os residuos agroindustriais, tais como cascardejb e trub mostraram grande
potencial como indutores para a producéo destasiasz

Palavras chavefungos, residuog-galactosidases-frutofuranosidase.



Abstract

Exploration of agro-industrial wastes as carbanmraes in bioprocesses for the production
of fungal enzymes may help in the search for inegpe sources, and aid in solving
environmental problems. The purpose of this studyg t investigate the ability to produce
beta-fructofuranosidase and beta-galactosidaseg uagroindustrial wastes as carbon
source for five fungal Aspergillus aculeatus, Chrysonilia sitophila, Glmltum virens,
Aspergillus fumigatus and Trichoderma longibrachia} isolated recently in the Atlantic
Forest of Parana. The highest values of intragellaktivity of beta-galactosidase was
obtained from the orange peel waste (56.31 U/mth whie fungudA. aculeatusrice straw
(22.57 U/ml) forG. virenssorghum straw (16.48 U/ml) f&. sitophilg passion fruit peel
to A. fumigatus(17.26 U/ml) andT. longibrachiatum(17.53 U/ml). The best activity of
intracellular B-frutofuranosidase activity were obtained wig aculeatususing trub
(409.46 U/ml) and passion fruit peel (44.59 U/mlhus, the fungi isolated from Atlantic
Forest of Parand can be considered as promisinglyn&r its production of3-
galactosidase an@-frutofuranosidases, especially ti#e aculeatusfungus. The agro-
industrial residues such as orange peel and trowesth great potential as inducers for the

production of these enzymes.

Keywords: fungi, agro-industrial wastg@;galactosidasef-frutofuranosidase



Introducao

Nos dultimos anos, houve um grande interesse n&agfb dos residuos
agroindustriais como fontes indutoras para a pr@ddwug diversos produtos com alto valor
agregado, tais como o0 etanol, proteinas microbjagaglos organicos, enzimas e
metabolitos secundarios biologicamente ativos (8&5c2009). Dentre os residuos citados
na literatura como indutores de enzimas, esta @dmage mandioca, bagaco de cana,
residuos de beterraba, borra e casca de café, edsagaco de frutas citricas, farelo de
trigo, entre outros (Soccol e Vandenberghe 2008).ser um pais com intensa atividade
agricola o Brasil produz anualmente uma grande tiglaate de residuos agroindustriais
gue geram grandes volumes com um alto potenciaidgml O uso de residuos agricolas
como substratos em bioprocessos, além de ser urteabdarata e de facil acesso, também
pode ajudar na solucédo dos problemas ambientatsrédates do seu acumulo na natureza
por atribuir uma destinacdo adequada a estes oss(Bashtban et al. 2009). Tais estudos
sdo muito interessantes, visto que residuos agrsindis baratos podem ser utilizados
como ricas fontes de carbono para a producédo dmaszom valor comercial. Dentre 0s
principais produtos resultantes dos processosdnolégicos estdo as enzimas aplicadas
nos mais diversos setores, como por exemplo, alinies, bebidas, detergentes, papel e
celulose, téxtil, animal, e farmacéutica (Said &rBi2004; Li et al. 2012). Devido a esta
alta aplicabilidade industrial nos mais variado®res, a busca por microrganismos que
produzem estas enzimas tem uma grande relevancia.

A invertase oB-D-frutofuranosidase (E.C.3.2.1.26) é a enzimaawsavel pela
hidrélise irreversivel da ligacg1-2 do dissacarideo sacarose, originando uma mistar
quantidades iguais de glicose e frutose (Kadowakale 2013). A invertase possuli
importancia comercial em industrias de alimentascpalmente para a producédo de
doces e chocolates com o centro liquefeito, emsimii$ sucroalcooleiras, e na producéo
de &cido lactico (Vitolo 2004; Kadowaki et al. 2D1Blas ultimas décadas, a atividade
enzimatica da invertase tem sido extensivamensetaizada por varios microrganismos,
como as leveduraSaccharomyces cerevisg@ndjelkovic et al. 2012), Rhodotorula
glutinis (Rubio et al. 2002) €andida utilis(Belcarz et al. 2002). Os fungos filamentosos
também tém sido relatados como produtores de ssertle aplicagdo industrial, como
Penicillium chrisogenumNuero e Reyes 2002A. fumigatus(Uma et al. 2010)A.

ochraceus(Guimaraes et al. 20078. niveus(Guimaraes et al. 20098. caespitosus
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(Alegre et al. 2009)Paecilomyces variotfiGiraldo et al. 2012) A. niger(Madhan et al.
2010). A producéo por residuos agroindustriais cbagaco de cana de acucar, farinha de
mandioca, e sabugo de milho (Alegre et al. 2009Mm@rées et al. 2007), residuos de
processamento de alimentos (Rashad e Nooman 28i@®), de cascas de frutas como
abacaxi, limado doce, roma, laranja e mosambi (Umal.e2012) tém sido citados na
literatura como indutores de invertases.

Outra enzima de importancia industrial, fagalactosidase (EC 3.2.1.23) é
responsavel por catalisar a hidrélise da lactosalp(&4Glc) para produzir glicose e
galactose (Ansari e Satar 2012). Essa enzima ésxéenente utilizada pelas indastrias de
laticinios, devido as suas aplicacbes na hidrdliselactose do leite ou de produtos
derivados do soro do leite. Recentemente, fagalactosidases com atividade de
transgalactosilacdo tém sido amplamente exploragesa a producdo de
galactoligossacarideos (GOS) ou produtos funciogelactosilados (Oliveira et al. 2011).
Além disso, ha um mercado consideravel para o ¢éepeodutos lacteos sem lactose nas
induUstrias de sorvete e na confeitaria, devidat@aréncia ou ma absorcao de lactose ser
um problema comum nos seres humanos. (Adam ed@4.,; Husain 2010). A producao de
B-galactosidase é encontrada em células animaigapla microrganismos, tais comé.o
niger, A. oryzae Kluyveromyces lacti® K. fragilis, que sado geralmente citados como
seguros (GRAS) para consumo humano (Husain 2010).

Desse modo, 0 objetivo deste trabalho foi testéerentes residuos
agroindustriais como indutores na produca@-dmlactosidase p-frutofuranosidase com
as cinco linhagens de fungos filamentosos isoldddglata Atlantica do Parana. Embora o
Brasil abrigue a maior biodiversidade do mundod29)%) e o maior nimero de espécies
endémicas, apenas 10% das 2 milhdes de suas sspéoieconhecidas (Ribeiro et al.
2009). Sabe-se ainda muito menos sobre sua digdeside microrganismos, como
bactérias e fungos. Diante deste cenério, a neleeleside ampliacdo do conhecimento a
cerca da diversidade fungica - especificamenteeddio de Mata Atlantica do Oeste do
Parana - somada a importancia que estes microngasiie seus produtos podem oferecer

incentiva estudos mais aprofundados sobre a bestizsl locais.



Material e Métodos

Isolamento e identificacdo dos fungos

As linhagens de fungos utilizadas neste estudorfosaladas a partir de amostras
de solo ou de decomposicdo de matéria organideagptaule e raiz) da Mata Atlantica na
Reserva Bioldgica Bela Vista de Itaipu, localizasta Foz do Iguacu, Parana - Brasil.
Aproximadamente 5 g de solo ou de pedacos de naaeleirdecomposicao (comprimento
de 10 e 20 mm) foram transferidos para placas ndotem meio de batata-dextrose-agar
(BDA) com cloranfenicol e incubados a 28°C ou 48i@ante 72-120 horas. Apés a
incubacao, cada isolado purificado foi transfepa@oa placa com meio de BDA fresco. A
identificacdo morfoldgica dos fungos foi realizamda Micoteca da Universidade Federal
de Pernambuco, PE-Brasil. As estirpes selecionfadas em seguida mantidas em tubos
contendo meio BDA a 4°C. A extracdo de DNA genbmilos fungos foi realizada
utilizando a metodologia descrita por White e H90]. O fragmento de DNA da regido
ITS foi amplificada com o par de oligonucleotideodTS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' direto) e ITS4 (5-TCCTCCGTATTGATATGC-3'
reverso). Os produtos de PCR foram analisados eésndgéagarose 1,0% Tris-acetato-
EDTA (agarose 1,0%, 0,04 M Tris-acetato e 1 mM ERT&Arevelados com brometo de
etidio e visualizados sob iluminacdo UV. A puriféa dos produtos de PCR e a
determinacao das sequéncias utilizando os oligentideos ITS1 e ITS4 foram realizadas
pela empresa Helixxa® (Campinas-SP, Brasil). Asiéegas determinadas (ITS1, ITS2 e
5.8S) foram comparadas com outras sequéncias tegesino banco de dados do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) utilimdo a ferramenta basica de
alinhamento local (BLAST; http://www.ncbi.nim.nilbg website). As identificacdes
taxon6micas obtidas em nivel de espécies dos fufigasn: Aspergillus aculeatys
Aspergillus fumigatus Gliocadium virens Crysonilia sitophila e Trichoderma

longibrachiatum.

Condicgdes de cultivo e obtengao de enzimas

O meio liquido utilizado para a producao das engifobecomposto de (gramas por
litro): Extrato de levedura, $NH,).SO;, 2.8; KHPO,, 4; MgSQ- 7H,0, 0.9; CaCl- 2H,0,
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0.9. O cultivo foi realizado em frascos Erlenmeyer1®% ml contendo 25 ml de meio
estéril suplementado com 1% de fonte de carboronalivo (Casca de banana, casca de
laranja, casca de maracuja, casca de nozes, cageaal farelo de quinoa, farelo de soja,
palha de arroz, palha de sorgo e trub$. residuos agroindustriais foram adquirichas
comércio local e utilizados sem qualquer pré-trat@m Apos o inéculo de 1 ml da
solucdo de esporos (L8sporos/ mL), as culturas dos fungos mesofilioaculeatusC.
sitophilae G. virensforam incubados (incubadora tipo B.O.D.) a 28%@uanto os fungos
termotolerantesA. fumigatuse T. longibrachiatum(estufa bacteriologica) a 42°C, em
condicdo estacionaria por 5 dias. Apos o crescimastculturas foram filtradas a vacuo,
com funil de Buchner e papel filtro, obtendo-se filtrado livre de células, o qual foi
utilizado para determinacéo da atividade enzimatideacelular. O extrato intracelular foi
obtido a partir do micélio congelado em freezerr&0macerado em gral de porcelana
mantido em gelo, ressuspenso em agua destiladdageleentrifugado a 6000 rpm durante
5 minutos a 4°C. O filtrado foi dialisado por unwta a 4°C, contra tampéo utilizado para

0 ensaio.

Dosagens Enziméticas

Atividade p-frutofuranosidasicaA atividade de p-frutofuranosidase foi determinada
utilizando 0,2 M de sacarose em tampdao acetatodie €60 mM pH 4,0), a 60°C, por 10
min. A reacao foi interrompida com adicdo do acBb’dinitrosalicilico (DNS) e os
acucares redutores quantificados pelo método delerMi(1959). As leituras
espectrofotométricas foram realizadas a 540 nniizanido glicose como padrdo. A
unidade de atividade enzimatica foi definida contuantidade de enzima capaz de liberar

1 micromol de agucar redutor por minuto nas coredigie ensaio.

Atividade -galactosidasicalO0 ul da enzima adequadamente diluida foi incubada com
500 pl do substrato sintético o-nitrofefitD-galactopiranosideo (ONPG) (3 mM) em
tampao citrato de sodio 50 mM (pH 4,5) a 40°C @ominutos. A reacéo foi interrompida
pela adicdo de 2 ml de 0,2 M de-N&®;. A atividade da enzima foi determinada a partir da
guantidade de o-nitrofenol liberado e medida pgreesofotometria a 410 nm. Uma
unidade de atividade enzimatica foi definida comguantidade de enzima que libera 1

umol de o-nitrofenol por minuto sob as condicbesgmEaio.



Determinacéo de Proteinas

As proteinas foram determinadas a partir do métmaorimétrico de Bradford

(1976), utilizando albumina de soro bovina comorgad

Analise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triglscae os resultados séo
apresentados como média + desvio padrdo. As difasesignificativas entre as médias das
atividades enzimaticas foram determinadas por smdle variancia (ANOVA), seguida
pelo teste de Tukey com o auxilio do software SAE&Gsao 9.1., em nivel de 5% de

significancia (p <0,05).

Resultados e Discussao

Os fungos filamentoso#. aculeatus A. fumigatus C. sitophilg G. virens e
T.longibrachiatumforam cultivados em meio liquido na presenca derefites residuos
agroindustriais para verificar os melhores subs$ratdutores para a producao das enzimas

B-galactosidase [g-frutofuranosidase.

Influéncia de residuos agroindustriais e produgpgcalas na producao gegalactosidase
pelas linhagens estudadas

Entre os dez residuos lignoceluldsicos testadowdonte de carbono, a casca de
laranja favoreceu significativamente a inducagdmlactosidase extracelular em relagéo
aos demais residuos para as cinco linhagens finfficggura 1). Os maiores valores de
atividade daB-galactosidase extracelular (8,47 U/ml) foram obs#os na presenca da
casca de laranja com o fun@o virens Entretanto o nivel de atividade playalactosidase
intracelular foi maior que as extracelulares. Seqde os maiores indutores da enzima
foram a casca de laranja (56,31 U/ml) para o fuAgaculeatuspalha de arroz (22,57
U/ml) para oG. virense casca de maracuja paraAo fumigatus(17,26 U/ml) eT.
longibrachiatum(17,53 U/ml) (Figura 2).
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Até o momento, ndo existem relatos sobre a produgip-galactosidase para
fungos das espécies @diocadiume Chrysonilia Porém o génerdspergillus,como oA.
niger (Panesar et al. 2010), é citado como um dos fuaggslamente empregados na
industria (Panesar et al. 2006). Varias linhagen&.dryzaetambém foram estudadas por
Bailey e Linko (1990), quanto a producdo feyalactosidase utilizando diferentes
combinagdes de fontes indutoras. A maior prodd@igiéencontrada na presenca de farelo
de trigo (500 nkat/ml). InUmeras estirpes do génBrnchodermatambém tém sido
relatadas quanto a producéo fdgalactosidase induzidas por lactose, na faixa,88 &
2,24 U/ml, ou seja, semelhante aos valores obtidos o T. longibrachiatum(Akinola et
al. 2012).

O residuo agroindustrial que favoreceu signifiGatiente a producao dg-
galactosidase pelas linhagens fungicas testad&és tmabalho foi a casca de laranja. Os
residuos citricos tém sido utilizados na produg@ov@rias outras enzimas, como endo-
poligalacturonases produzidas pBusarium moniliforme(Niture e Pant 2004)A.
giganteus(Pedrolli et al. 2008), @-galactosidases dA. oryzae(Shankar e Mulimani
2007). Além da producéo de xilanase Btreptomyces actuos(d@/ang et al. 2003).

Segundo Mamma e colaboradores (2008) as casclasatiga secas sao ricas em
pectina, celulose e hemicelulose, que podem siigadibs como fontes de carbono pelos
microrganismos. Os residuos de laranja contém 1@@%cucares solUveis como glicose,
frutose e sacarose, 9,21% de celulose, 10,5% décélaefoses, e 42,5% de pectina, o
componente principal (Rezzadori et al. 2012). Asvatias quantidades dos compostos
soluveis em agua podem ter induzido os fungos adusla excretarem galactosidases a
fim de obter seus recursos. A utilizacdo de cascdarhnja como fonte indutora para
producao de enzimas € muito interessante, vistgrpreles quantidades deste residuo sao
geradas no Brasil pelas industrias citricolas espodicdo das cascas frescas vem se
tornando um grande problema ambiental para muiédsichs. Além disso, a rica
composicdo em carboidratos do residuo de laranjle er utilizada para conversao
biologica por hidrélise enzimatica originando, agsprodutos com alto valor agregado
(Rivas et al. 2008).

Outros residuos que também se destacaram na pAoodig p-galactosidase
intracelular pelo fungé.. aculeatudoram a palha de arroz (47,97 U/ml) e a cascaeda p
(44,45 U/ml). Segundo Kim e colaboradores (2013patha de arroz contém 46% de

glucano, 19% de xilano e 35% de outros acucaretelda lignina. Esta composicao
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torna-o um residuo atrativo, pois uma grande gdadé de palha € acumulada como um
subproduto de cultivos de arroz (Pandey et al. ROAEm de ser uma rica fonte de
nutrientes para o crescimento de fungos lignoceilcdé (Kausar et al. 2010). Os derivados
de pera apresentam um baixo teor de proteinadidgpe um elevado nivel de acglcares
como a frutose, a sacarose e a glicose, de fiBasqgca et al. 2006) e além de uma rica
composi¢cao mineral (Chen et al. 2007). Segundo dddolBGE (2011), a regido sul do
Brasil apresenta a maior producéo de pera do Ak do consumo direto da fruta, ela é
comumente encontrada em produtos processados celab e doces. Entretanto, sabe-
se que as cascas sao frequentemente descartadateduifabricacdo desses produtos. O
emprego destes residuos no processo de produgizideas de interesse industrial agrega
valor a um produto que seria hormalmente descagadontribui para a diminuicdo dos

custos de producao das enzimas.

Producdo depB-frutofuranosidase por fungos filamentosos induzidpor residuos

agroindustriais ou produtos agricolas

Por outro lado, a atividade mais elevada da iagerextracelular foi obtida quando
A. aculeatudoi crescido em presenca de farelo de soja comhatan (9,48 U/ml) (Figura
3). No entanto, os niveis intracelulares de ingertboram consideravelmente maiores
quandoA. aculeatusfoi crescido com trub (409,46 U/ml) ou casca deanga (44,59
U/ml). Nota-se que o fung@. sitophilatambém apresentou alta producédo invertasica na
presenca do residuo de farelo de quinoa (27,91 )Ufadura 4). Resultados similares
foram encontrados para a atividade invertasicaaestnlar doA. caespitosugjuando
crescido em farelo de trigo (19,1 U/ml) e para igiddde intracelular na presenca de
sacarose como fonte indutora (15,8 U/ml) (Alegrealet2009). Do mesmo moda.
fumigatuse P. pinophilumproduziram aproximadamente 20000 U/L, enquanto @ue
linhagem deA. nigerproduziu 81270 U/L induzidos com sacarose (Fl@aBegos et al.
2012). JaCladosporium cladosporioidesm cultivo liquido, utilizando casca de roma,
apresentou uma producao de aproximadamente 14 (Uim& et al. 2012). Esses dados
demonstram que a producdo de invertase enconterdaas linhagen€. sitophilae A.
aculeatusdeste trabalho apresentam grande potencial panasuaplicacées industriais.

O farelo de soja induziu significativamente a pighu de invertase extracelular

para as linhagens @& sitophila(3,98 U/ml) eA. aculeatug9,48 U/ml).Segundo Brijwani
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e Vadlani (2011) as cascas de soja apresentam gwpacial na inducdo de enzimas
fungicas devido a grande quantidade de celulos&)3hemicelulose (17%), e lignina
(10%) em sua composicao, sendo assim ideal parmuésmt o crescimento celular destes
fungos. Além disso, apresentam uma alta quantidi@deroteina bruta que geralmente
varia entre 44 e 48% de seu conteudo, além de idades significativas de outros
carboidratos (33%) e fibras (5%) (Watchararujile@08). Interessantemente, a producao
de invertase intracelular dA. aculeatus(409,46 U/ml), A. fumigatus(4 U/ml) e T.
longibrachiatum(4,14 U/ml) foi induzida com o trub, um residuoidbtdo processo de
fermentacdo da cerveja pelas leveduras. Esteustdcomposto principalmente de
complexos de proteina-proteina (50%), complexos pdeeina-polifenol (15+25%),
gorduras e carboidratos (20£30%) (Briggs et al.420dishra 2012). O trub possui
excelentes caracteristicas nutricionais e, muikaey, recebe o mesmo destino do bagaco
de malte, que pode ser utilizado em racdes aniiffdigu e Bala 2011). O trub é
responsavel por grande parte da matéria organicaafta pelas industrias cervejeiras
durante os processos fermentativos; e formas lizagfio destes residuos torna o processo
menos poluidor e mais atrativo. No entanto, ndo $&fo encontrados muitos relatos da
constituicdo e aplicacdo deste residuo na liteagtanob et al. 2013).

A casca de maracuja também foi capaz de indugnifgiativamente a producdo de
invertase intracelular dA. aculeatug44,59 U/ml), e intra (4,54 U/ml) e extracelular86
U/ml) do T. longibrachiatum Segundo Pinheiro e colaboradores (2008), as sadea
maracuja apresentam uma abundante composicdo éwmidratos (21%), fibras sollveis
(19%), insoluveis (38%) e proteinas (4%). Este &ty de fibras provou que os residuos
das cascas de maracujd podem ser usados como uér@anpama para a extragdo da
pectina, que esta altamente presente nas casca%ojARebello et al. 2007). Além disso,
as cascas de frutas séo ricas em dissacarideosnoaltose, frutose e sacarose que podem
ser assimiladas por fungos como fonte de energintio-se desnecessaria a sintese de
enzimas complexas para a degradagcdo de macronagécobmo a lignina e a celulose
(Putzke e Putzke 2002). Os derivados de quinoadami@m sido avaliados como um
alimento com excelentes caracteristicas nutriceo(idirose et al. 2010). Neste estudo, 0
farelo de quinoa induziu significativamente a pigitu de invertase intracelular da
aculeatus(40,59 U/ml), doC. sitophila(27, 91 U/ml) e também d8. virens(2,06 U/ml).
Segundo Ando e colaboradores (2002) seus principamsponentes sao carboidratos
(77,6%), proteinas (12,9%), uma ampla gama de awidos (3,0%), lipidios (6,5%) e
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também rico em fibras e polifendis. Sendo assintpta casca de maracuja quanto o farelo
de quinoa revelaram-se como fontes de carbono adegpara induzir a producao desta
enzima.

A producéo de biomassa celular pelos fungos padta tonte de residuos testados
esta apresentada na figura 5. A maioria dos residignocelulésicos utilizados
proporcionou um bom crescimento para as linhagensspdias de cultivo. Os maiores
valores de biomassa foram encontrados em meiorsaptado com farelo de soja para os
fungos G. virens (41,30 mg/ml) e para @. fumigatus(31,47 mg/ml), e em meio
suplementado com farelo de quinoa (41,17 mg/mbreld de soja (38,47 mg/ml) do.
sitophila Valores significativos de biomassa também foramcoetrados para d.
longibrachiatumna presenca de trub (26,30 mg/ml) e pard. @culeatusem casca de
laranja (26,69 mg/ml). Entretanto todas as linhagangicas quando crescidas com casca
de arroz, e com casca de nozes para os ful@ositophila, A. fumigatuse T.

longibrachiatumobtiveram uma menor quantidade de biomassa.

Conclusodes

Pode-se concluir que todos os isolados estudaatamfcapazes de produzir pelo
menos uma das dissacaridases. O fukgaculeatusexibiu grande potencial na producéo
de B-galactosidase na presenca de casca de laranjasudrstyato indutor enquanto que a
producao de invertase por este mesmo isoladoautdia o trub (residuo cervejeiro), casca
do maracuja e o farelo de quinoa apresentarampat@ducdo da enzima. O fundgo.
sitophilatambém se destacou na producéo invertasica emsuplementado com farelo
de quinoa. Assim, os fungos isolados da Mata Atantio Oeste do Parana podem ser
considerados como promissores na producdop-gelactosidases e invertases, com
destaque para a linhagem Ae aculeatus Os residuos agroindustriais como a casca de
laranja e o trub mostraram-se fontes de carboeonaliivas e baratas para o crescimento e

desenvolvimento dos fungos, além de favorecer @ugémo enzimatica dessas enzimas.
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Resumo

Este trabalho objetivou investigar a habilidadepdeducdo de enzimas hidroliticas por
cinco fungos recentemente isolados da Mata Atlantio Oeste do Parana utilizando
diferentes residuos agroindustriais como fonteatbano. A maior producéao de xilanase
extracelular foi obtida com drichoderma longibrachiatunutilizando palha de sorgo
(22,38 U/ml) e casca de maracuja (15,10 U/ml). Entmque os valores mais elevados de
B-xilosidase intracelular foram obtidos na presemg palha de sorgo com ®.
longibrachiatum(7,54 U/ml), seguido déspergillus aculeatus Crysonilia sitophilacom
casca de laranja (5,04 e 4,60 U/ml, respectivameAtecasca de laranja também foi
destaque na inducédo de celulase extracelulaApfrmigatug0,53 U/ml). No entanto, os
maiores valores de atividade falicosidase intracelular foram obtidos com a cadea
maracuja (192,2 U/ml), casca de banana (164,11)Wdrelo de quinoa (158,01 U/ml)
peloA. aculeatusA atividade pectinasica extracelular também fgnhBicativa quanda.
fumigatus(45,95 U/ml) eT. longibrachiatum(26,43 U/ml) foram crescidos com casca de
laranja. Portanto, os fungos isolados da Mata Atdando Oeste do Parana podem ser
considerados promissores na producdo de enzimaaplisacdo industrial utilizando
residuos encontrados facilmente e em abundéancBramil. Aléem disso, varios residuos
foram capazes de induzir a producdo de enzimaslitidas e consequentemente, sera

capaz de diminuir custo de cultivo e evitar proldsrambientais.

Palavras chave:complexo celulolitico, complexo xilanolitico, Ma#sglantica, Residuos

agroindustriais e pectinase
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Abstract

This study aimed to investigate the ability of promhg hydrolytic enzymes for five fungi
recently isolated Atlantic Forest of Western Parasiag different agroindustrial residues
as carbon sourc&he highest production of extracellular xylanases vadtained with
Trichoderma longibrachiatunusing sorghum straw (22.38 U/ml) and passion fpe¢l
(15.10 U/ml). Whereas higher amounts of intracal@lxylosidase were obtained in the
presence of sorghum straw with longibrachiatum(7.54 U/ml), followed byA. aculeatus
andCrysonilia sitophilato orange peel (5.04 and 4.60 U/ml, respectivalige orange peel
is also highlighted in the induction of extracedutellulase byA. fumigatug0.53 U/ml).
However, the highest values of activity of intrdcker f-glucosidase were obtained with
passion fruit peel (192.2 U/ml), banana peel (164Jiml) and quinoa bran (158.01 U/ml)
by A. aculeatusThe extracellular pectinase activity was alsoigicant whenA. fumigatus
(45.95 U/ml) andT. longibrachiatum(26.43 U/ml) were grown with orange peghus,
fungi isolated from the Atlantic Forest of Pararan de considered promising for the
production of enzymes for industrial applicatiomgsagro-industrial residues found easily
and abundantly in Brazil. In addition, several desis were capable of inducing the
production of hydrolytic enzymes and thus be ableetiuce the cost of growing and avoid

environmental problems.

Keywords: Agro-industial residues, Atlantic forest, cellyitt complex, pectinase
xylanolytic complex
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1. Introducéo

O Brasil € um pais com intensa atividade agricela&omo consequéncia, abundantes
quantidades de subprodutos agricolas ou agroingisssfo geradas [1]. Atualmente, estes
materiais sdo aproveitados somente na geracao elgiarelétrica ou simplesmente
queimada no campo. Uma das possibilidades prorasste utilizacdo dos residuos que
vem sendo muito pesquisada nos ultimos anos éwers@o de materiais lignocelulésicos
em etanol por microrganismos [2], [3], e [Al.conversdo desses residuos em produtos de
valor agregado como produgdo de bioativos por mgamismos € a possibilidade de
contribuir com a remocédo desses poluentes ambgentalém de trazer beneficios por
gerar produtos aproveitaveis pelas industrias daretites setores, como nas areas téxtil,
farmacéutica, alimentos e de racao.

Os principais componentes da biomassa lignocetddssdo a celulose,
hemicelulose e lignina, que sdo compostos organmas abundantes na terra com
potencial para produzir fonte renovavel de eneggraodutos quimicos. A producao global
de biomassa lignocelulésica é na ordem de 1 x h6ladas ao ano [5]. Dentro desse
contexto,os fungos sé&o os organismos predominantementezediczga degradacao dessa
biomassa lignocelulésica pela habilidade em pradegrias enzimas que despolimerizam
substratos de diferentes complexidades e em co@iseiqu agir sinergicamente para
degradar a biomassa da planta [6].

A celulose encontrada nesses residuos lignoceto®& constituida de polimeros
lineares com ligac6es$-1,4 de residuos de D-glicose. Este polimero éadiagio pelas
celulases secretadas por microrganismos, denongndelccomplexos multi-enzimaticos
formados por trés principais enzimas, as endogasem(E.C. 3.2.1.4), celobiohidrolases
ou exoglucanases (E.C. 3.2.1.91) e celobiaseg-glicosidases (E.C. 3.2.1.21) [7]. O
segundo polimero mais abundante da parede cehllailano é constituido de uma
estrutura de xilose linear com ligacogd,4 que podem ser substituidos por cadeias
laterais de acgucares adicionais [6]. Assim, enzideasomplexo xilanolitico sdo requeridas
para despolimerizacdo do heteropolissacarideo, sqoeas endo-1@-xilanases (E.C.
3.2.1.8) e &-xilosidases (E.C. 3.2.1.37), responséaveis pelagém da cadeia principal
do xilano. Além disso, acetil esterases (E.C. 3], &-D-glucuronidases (E.C. 3.2.1.1), e
a-L-arabinofuranosidases (E.C. 3.2.1.55) sdo redasrpara hidrolisar as cadeias laterais

do xilano [8]. As enzimas pectinoliticas ou pecies responsaveis pela hidrolise de
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pectinas que sdo encontradas na parede celularingue pectina metilesterase (E.C.
3.1.11.1), endo-poligalacturonase (E.C. 3.2.1.8%ppolygalacturonase (E.C. 3.2.1.67),
pectato liase (E.C. 4.2.2.2) exo-pectato liase .(E2.2.9) e endopectina liase (E.C.
4.2.2.10) [9], [10] e [11].

No Brasil sdo encontrados varios tipos de biomas)te esses o bioma da Mata
Atlantica, constituido de alta diversidade biolégicom ambiente propicio para
desenvolvimento de varios organismos. O bioma dataMatlantica ocupa
aproximadamente 13% do territorio brasileiro formador complexas cadeias de
montanhas, vales, planaltos e planicies. Devidscassez de estudos sobre a diversidade
de fungos da Mata Atlantica do Parang, o foco desgurte trabalho foi investigar a
capacidade de producdo de enzimas hidroliticasfypggos filamentosos recentemente
isolados da Mata Atlantica da regido oeste do Raesn resposta a diferentes residuos
agroindustriais. Dentro desse contexto, a produigienzimas do complexo celulolitico,
xilanolitico e pectinolitico produzidas pelas cinespécies de fungosAspergillus
aculeatus Gliocadium virensCrysonilia sitophila Aspergillus fumigatug Trichoderma
longibrachiatumem cultivos liquido utilizando diferentes residwggoindustriais como

fonte de carbono foi investigada.

2. Material e Métodos

2.1 Isolamento e Identificacdo dos fungos

As linhagens de fungos utilizadas neste estudarfasaladas a partir de amostras de solo
ou de decomposicdo de matéria organica (folhade cauaiz) da Mata Atlantica na
Reserva Bioldgica Bela Vista de Itaipu, localizasta Foz do Iguacu, Parana - Brasil.
Aproximadamente 5 g de solo ou de pedacos de naaeleirdecomposicao (comprimento
de 10 e 20 mm) foram transferidos para placas ndotem meio de batata-dextrose-agar
(BDA) com cloranfenicol e incubados a 28°C ou 48R@ante 72-120 horas. Apés a
incubacao, cada isolado purificado foi transfepa@oa placa com meio de BDA fresco. A
identificacdo morfolégica dos fungos foi realizamda Micoteca da Universidade Federal
de Pernambuco, PE-Brasil. As estirpes selecionfadas em seguida mantidas em tubos
contendo meio BDA a 4°C. A extracdo de DNA genbmics fungos foi realizada

utilizando a metodologia descrita por White e{E2]. O fragmento de DNA da regido ITS

28



foi amplificada com o par de oligonucleotideos ITSTTCCGTAGGTGAACCTGCGG-

3' direto) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' rege). Os produtos de PCR
foram analisados em géis de agarose 1,0% TristadeATA (agarose 1,0%, 0,04 M Tris-
acetato e 1 mM EDTA), e revelados com brometo ftkoe¢ visualizados sob iluminacéo
UV. A purificacdo dos produtos de PCR e a detergdinadas sequéncias utilizando os
oligonucleotideos ITS1 e ITS4 foram realizadas metgpresa Helixxa® (Campinas-SP,
Brasil). As sequéncias determinadas (ITS1, ITS288)sforam comparadas com outras
sequéncias depositadas no banco de dados do Nat@erder for Biotechnology
Information (NCBI) utilizando a ferramenta basice dlinhamento local (BLAST;
http://www.ncbi.nim.nih.gov website). As identifig@es taxonémicas obtidas em nivel de
espécies dos fungos foramspergillus aculeatysAspergillus fumigatusGliocadium

virens Crysonilia sitophila e Trichoderma longibrachiatum.
2.2 Condicdes de cultivo e obtengéo da enzima

Cinco isolados foram selecionadog\spergillus aculeatys Aspergillus fumigatus
Gliocadium virensCrysonilia sitophilae Trichoderma longibrachiaturentre os isolados
fungicos que mostraram um halo de hidrélise paradatle celuladsica e xilanasica.
Posteriormente, cada isolado fungico foi inoculaslm meio liquido Czapeck [13]
suplementado com 1% de diferentes residuos agmiimisa como fontes de carbono:
Casca de banana, casca de laranja, casca de raa@sga de nozes, casca de pera, farelo
de quinoa, farelo de soja, palha de arroz, palhsodgo e trub (a camada de sedimentos
que aparece no fundo do fermentador, no procespoodecéo da cerveja). Estes residuos
foram utilizados diretamente para o processo dedptacdo, sem qualquer pré-tratamento.
Ap6s o inéculo de 1 ml da solucdo de esporos ébsporos/ml) as culturas dos fungos
mesofilicos A. aculeatus, C. sitophila G. virensforam incubados (incubadora tipo
B.0O.D.) a 28°C, enquanto os fungos termotoleraAteBimigatuse T. longibrachiatum
(estufa bacteriologica) a 42°C, durante 5 diascélturas foram obtidas por filtracdo a
vacuo, utilizando papel de filtro, o filtrado (eatb bruto) foi utilizado para a
quantificacdo da atividade enzimatica extracelu@s. micélios foram rompidos por
maceracdo em almofariz de porcelana com areiad&rata proporgéo de 1:1, ressuspenso

em agua destilada gelada e centrifugado a 600@pante 5 min. O sobrenadante obtido

29



foi denominado de extrato bruto intracelular eizdidlo para determinar a atividade

intracelular da enzima.

2.3 Dosagens enzimaticas

2.3.1 Xilanase:A atividade xilan&sica foi dosada através da se&lbs aglcares redutores
liberados a partir da hidrdlise do xilano de “beecbd”. A mistura de reacdo continha 0,9
ml de 1% (w/v) de xilano de beechwood (tampao &seata sédio 50 mM, pH 6,0) e 0,1
ml de solucdo de enzima adequadamente diluidasfAuraifoi incubada a 40°C durante 10
min e a quantidade de agUcares redutores libefatddsterminado pelo método de Miller
[14] pela adicdo do acido dinitrossalicilico (DN8&ma unidade de xilanase foi definida
como a quantidade de enzima capaz de liberar um gden®-xilose por minuto sob as
condicdes de ensaio padréo.

2.3.2B-xilosidase: A atividade dap-xilosidase foi estimada usando p-nitrofeib-
xilopiranosideo (pNPX) como substrato. A misturagistiu de 500 pl de pNPX (2 mM)
preparado em 50 mM de tampéao acetato de sédio(k 800 pl da solugédo da enzima. A
reacao foi incubada a 50°C por um maximo de 60eafii parada por adicdo de 2 ml de
solucéo saturada de tetraborato de sodio, quaddia 410 nm. Uma unidade da atividade
da enzima (V) foi definida como a quantidade deneazjue libera lumol de p-nitrofenol
por minuto.

2.3.3 EndoglucanaseA atividade de CMCase foi realizada através ddurdsde reacao
de 0,9 ml de 1% (w/v) de carboximetilcelulose (CM@mpao citrato de sodio 50 mM,
pH 4,5) e 0,1 ml de solugédo de enzima diluida aaldgmente. A mistura foi incubada a
40°C durante 30 min. A quantidade de acucaresassfufoi determinada com a adi¢éo de
acido dinitrossalicilico (DNS) pelo método de Milld4]. Uma unidade de atividade da
enzima (U) foi definida como a quantidade de enzgua libera lumol de glicose por
minuto nas condi¢des de ensaio padréo.

2.3.4 B-Glicosidase: A atividade (-glicosidasica foi estimada usando p-nitroféhiD-
glicopiranosideo (pNPG) como substrato. A mistumasestiu de 500 pl de pNPG (2 mM)
em 50 mM de tampdo acetato de sdédio pH 4,5 e 1@@ phzima incubada a 50°C por um
tempo maximo de 60 min. A reacédo foi parada cordigha de 2 ml de 0,1 M NGO; e
quantificado a 410 nm. Uma unidade de atividadesmieima (U) foi definida como a

guantidade de enzima capaz de liberambl de p-nitrofenol por minuto.
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2.3.5 PectinaseA atividade pectinasica foi realizada através dstura de reacéo de 0,9
ml de 1% (w/v) de pectina citrica (tampéo acetasddio 50 mM, pH 6,0) e 0,1 ml de
solucéo da enzima diluida adequadamente. A miktunacubada a 40°C durante 20 min e
a quantidade de acucares redutores liberados teind@ado pelo método de Miller [14].
Uma unidade de atividade da pectinase foi defin@ao a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 pmol de acglcares redutores por minutcasatbndi¢cdes de ensaio padrao.

2.4 Analise Estatistica

Os resultados sao apresentados como média + demsiéo. As diferencas significativas
entre as médias das atividades enzimaticas foraemntieadas por analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey com o auxdiiosoftware SAEG, versédo 9.1., em
nivel de 5% de significancia (p <0,05).

3. Resultados e Discussao

3.1 Influéncia de residuos agroindustriais na prodgéo de xilanase extracelular pelos
fungos

A palha de sorgo foi o residuo lignocelulésico quaas se destacou entre as dez fontes de
carbono testadas para a producdo de xilanase paliahagens fungicas. Os maiores
valores de atividade xilanasica extracelular focbtidos na presenca deste substrato com
os fungosT. longibrachiatum(22,38 U/ml) A. fumigatug11,77 U/ml) A. aculeatug6,67
U/ml) e C. sitophila 2,70 U/m) (Figura 1).0O T. longibrachiatumdeste trabalho exibiu
valores superiores de xilanase extracelular engd@elaoT. harzianunrifai na presenca de
bagaco de cana em cultivo no estado solido (15 )U/ba] ou porT. reeselSAF3 em
cultura submersa utilizando xilano como substrdt@5U/ml) [16]. Até o momento, nao
foram encontrados na literatura producdo de ximnesm os fungos dos géneros
Gliocadiume Chrysonilig porém as espécies ée niger, T. reeseil. longibrachiatume
T. koningiitém sido utilizados como fontes comerciais denaes pelas industrias [17].
Vérias xilanases produzidas por microrganismosdielm induzidas com substratos
comerciais como o glucuronoxilano de bétula (birobev xylan) e o de faia (beechwood

xylan), porém devido ao seu alto custo a sua afiip para a producdo em larga escala da
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xilanase se torna inviavel. Este fato incentivatibzacdo de residuos agricolas como o
farelo de trigo, farelo de arroz, casca de arr@@ragem e feno como substratos
alternativos para a producdo desta enzima [18]alAgpde sorgo € também um residuo
lignoceluldsico oriundo do cultivo do sorg8drghum bicolor. Atualmente este grdo € o
quinto cereal mais produzido no mundo, com produgsiimada em 64 milhdes de
toneladas em 2014 [19]. No Brasil, a producéo dgosgera cerca de 7,8 toneladas de
residuo por hectare plantado a cada safra [20urflegVazquez e seus colaboradores [21]
a palha de sorgo € composta por aproximadamented@x®lulose, 24% de hemiceluloses
e 25% de lignina.

A casca de maracuja também foi capaz de induaiifgigtivamente a producéo de
xilanase extracelular d®. longibrachiatum(15,10 U/ml), e ddG. virens(13,79 U/ml)
(Figura 1). Segundo Pinheiro e colaboradores [22]casca de maracuja apresenta
abundante composicdo em carboidratos (21%), fibahdveis (19%), fibras insollveis
38% (celulose, lignina e por¢cbes de hemicelulospjoteinas (4%). O Brasil € o maior
produtor de maracuja, e tem exportado para pa@es,cReino Unido, Franca, Bélgica,
Alemanha e Paises Baixos [23]. As industrias atifiza polpa de maracuja para producao
de sucos e como consequéncia geram enormes qukestida subprodutos como cascas e
sementes que representam 60% dos frutos, rotinei@mdescartados como residuos
sélidos de elevada carga organica que inevitavabmpaluem o meio ambiente se nao
existir uma destinacao correta [24]. Portanto,ilizatdo destes subprodutos como fontes
de carbono para producdo de enzimas por micromasise torna viavel e vantajoso,
assim como sua utilizacdo como matéria prima pardugédo de compostos bioativos [25],
probiéticos [26] e producado de pectina [27].

3.2 Producéo de3-xilosidase pelos fungos na presenca de residuosagdustriais

Os maiores valores de atividadefdgilosidase intraceluldioram encontrados na presenca
da palha de sorgo com o fungolongibrachiatum(7,54 U/ml), seguido poh. aculeatuse

C. sitophilaguando crescidos com casca de laranja (5,04 eW®0, respectivamente
(Figura 2A). Enquanto que a producadieelosidase extracelular foi induzida por varios
residuos, tais como a casca de laranja, cascand@darub e casca de pera com o fungo
A. aculeatusas atividades enzimaticas variaram de 3,62 a B/88 (Figura 2B). OG.

virens também produzi-xilosidase extracelular na presenca de cascardejda(2,75
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U/ml). Estes resultados demonstram que esses ossl@pnoceluldésicos contém na sua
composicao importantes indutores da biossintesp-xilbsidase desses fungos. Muitas
vezes as diferengas nos valores de atividades étiecas observadas se devem a
composicao distinta dos residuos e também de hilelegle aos substratos [28]. De
acordo com Oliveira e seus colaboradores [29], ragmbagem de hemicelulose presente
em cada substrato € um fator muito importante paraducdo de enzimas xilanoliticas.
Além disso, a producédo d@é-xilosidase pelas linhagens estudadas neste trmaldalh
superior em relacdo a valores de atividades enziasatie 3-xilosidase produzidas por
outros fungos, a exemplo do awamoricrescido em bagaco de cana com 1,3 U/ml [30],
do Penicillium sclerotiorumem farelo de trigo (1,24 U/ml) e farelo de avél®4 U/ml)
[31].

3.3 Influéncia de residuos agroindustriais na prodgéo de celulase extracelular pelos
fungos

Os valores mais elevados de atividade de celulgsacelular foram obtidos quanda
fumigatusfoi crescido na presenca de casca de laranja (0/68) (figura 3). Bico e
Mustata [32] descreveram que as cascas de larprgaemtam 14,4% de celulose, 10,9%
de hemicelulose, 1,33% de lignina, e 28,7% de padblivel. Essas fibras sollveis e
insollveis encontradas nas cascas de laranja devferanciar na inducédo da celulase
desses fungos. Os fungds aculeatus(0,45 U/ml) eT. longibrachiatum(0,29 U/ml)
também apresentaram atividades enziméaticas sigtvfics com a casca de laranja. Além
disso, o Brasil por ser o maior produtor de laralganundo, com 19 milhdes de toneladas
e 21% da producdo mundial em 2009 [33], tem comms@guéncia geracao de grandes
quantidades de residuos pelas industrias processade sucos [34] e [35]. Assim, a
utilizacdo de cascas de laranja como fonte de narbw producédo de enzimas por
microrganismos é uma excelente destinacdo paraalirestes residuos [36] e [37].

Os valores de atividades celulasicas obtidas ceiinhagens deste estudo ainda
foram superiores as produzidas por outros fungasood. flavuscom serragem (0,0743
U/ml), bagaco (0,0573 U/ml) e sabugo de milho (008/ml) [38], oA. nigerMS82 com
grama (0,11 U/ml), sabugo de milho (0,35 U/ml) gdg de milho (0,31 U/ml) [39]. Do
mesmo modo, @. koningiiD-64 produziu 0,4 U/ml de CMCase com farelo dgatfi40],
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enquanto quéd. reeseRut C-30 em cultivo utilizando uma mistura de cetel com polpa
de beterraba (1:1) pré-tratada obtiveram 0,49 Wdienéndoglucanase [41]. Segundo Azin
e seus colaboradores [42] as espécies do gammtnodermasao conhecidas como bons

produtores de enzimas lignoceluloliticas.

3.4 Producéo de3-glicosidase por fungos na presenca de residuos agrdustriais

O A. aculeatudoi o fungo que se destacou na produca@-decosidase extracelular entre
os cinco fungos deste estudo na presenca de resapoindustriais. Os residuos que
induziram significativamente a producéo plglicosidase extracelular foram: casca de
laranja (23,28 U/ml), casca de banana (18,55 Uénitub (14,04 U/ml). QA. fumigatus
também exibiu atividade beta glicosidasica na mgseale trub (6,81 U/ml) e casca de
laranja (3,81 U/ml) (Figura 4B). Joo e colaboradofé3] obtiveram [(-glicosidase
extracelular conPenicillium pinophilumutilizando palha de arroz (3,2 U/ml), enquanto
gue oMonascus purpureudRRL1992 produziu 1,68 U/ml em fermentacédo subeneosn
residuos de uva [44].

Entretanto, os valores de atividafalicosidasica intracelular dos fungos desse
estudo foram superiores em relacdo as atividadeacelulares. Do mesmo modo, o fungo
A. aculeatusse destacou novamente como produtofdgicosidase intracelular (Figura
4A). Os maiores valores de atividade enzimaticanfioobtidos com a casca de maracuja
(192,2 U/ml), casca de banana (164,11 U/ml), fadelaquinoa (158,01 U/ml) e casca de
laranja (135,82 U/ml). Segundo Jaramillo e seuabmidores [45], a casca de maracuja é
uma fonte de carbono adequada para o crescimenfondes e producédo de enzimas
devido a sua rica composicdo em pectina. A caschadana também foi um residuo
promissor, induzindo a producéo fleglicosidase intracelular dé. aculeatuse doT.
longibrachiatum(6,10 U/ml). Este residuo é composto por 60,2%eadboidratos, 8,1% de
proteinas e 8,2% de fibras [46]. Em adicdo, osdaiy) sitophila eA. fumigatusambém
produziram g3-glicosidase intracelular na presenca de palhadpg8,38 U/ml) e farelo
de soja (8,37 U/ml), respectivamente (Figura 4A).

A partir dos resultados obtidos foi possivel obaeiyue as linhagens do género
Aspergillusforam mais promissoras entre as espécies estudasistrabalho. Além disso,
os valores de atividade deglicosidases obtidos por essas linhagens estudadas

superiores em relacdo aos fungosiigere T. reesercultivados com farelo de trigo (2,84 e
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0,22 U/ml) [2]. Segundo Mrudula e Murugammal (473 génerosAspergillus e
Trichoderma sdo conhecidos como bons produtores de celuld&Sabora o género
Trichodermaseja um bom produtor de exo e endoglucanasessmoeao acontece para
as(-glicosidases deste fungo, entretanto, os fungogéaeroAspergillussdo capazes de

produzir eficientemente grandes quantidades dexsmea [48].

3.5 Influéncia de residuos agroindustriais na prodgéo de pectinase extracelular por
fungos

As atividades pectinoliticas extracelulares foramawelmente superiores na presenca de
casca de laranja para os fungodumigatuse T. longibrachiatuncom 45,95 U/ml e 26,43
U/ml, respectivamente. Observou-se que o fuBgaitophilatambém exibiu producéo
significativa com farelo de soja (19,95 U/ml) (Figb). A atividade maxima obtida pelo
A. fumigatusdeste trabalho foi semelhante a encontrada AacsyzaeCCT3940 quando
cultivado em fermentacdo submersa com farelo d® t pectina como indutores, que
atingiu uma atividade exo-poligalacturonasica deUWml [49]. Similarmente, Patil e
Dayanand [50] obtiveram também atividades de eradimase (18,9 U/ml) e exopectinase
(30,6 U/ml) em fermentacdo submersa utilizandodrexs de girassol suplementado com
4% de glicose e palha de grama comAo niger DMF 27. Producdo de endo-
poligalacturonase (0,70 U/ml), exo- poligalactusm#8,90 U/ml) e pectina liase (41,30
U/ml) também sao relatadas cétanicillium viridicatumRFC3 utilizando fermentacdo em
estado solido com mistura de bagaco de laranjeetfde trigo (1:1) [51].

Varios tipos de cascas de frutas tém sido utiizadomo fontes indutoras de
pectinase por outros fungos coméonigere T. viride que produziram 1,27 U/ml e 9,01
U/ml, respectivamente, quando crescidos com potpaicas [52]. Porém os valores

encontrados neste trabalho superam os dados optd@stas outras linhagens citadas.

5. Conclusdes

Pode-se concluir que o fungo longibrachiatum e C. sitophilpossuem grande potencial
para producdo de xilanase extracelular induzidoegpltha de sorgo e casca de maracuja.
Coincidentemente, o melhor produtor fgl&ilosidase intracelular também foi o fungo

longibrachiatumutilizando palha de sorgo como substrato, entretanto, a péoddep-
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xilosidase extracelular foi induzida com casca$adenja, banana e trub pAr aculeatus

O A. fumigatusexibiu uma expressiva producéo de celulase e nasei extracelular
utilizando casca de laranja. Porém, dentre as @spécies de fungos,f0 aculeatudoi o
maior produtor de enzimas deste estudo, principanele B-glicosidases intra e
extracelular. Os residuos que induziram eficieet@m a biossintese dhaglicosidase
intracelular doA. aculeatusoram casca de maracuja, casca de banana e darelainoa, e
para producdo dp-glicosidase extracelular as cascas de laranja eadana. Portanto,
varios residuos agroindustriais testados nestal@stdibiram eficacia como fontes de
carbono para crescimento desses fungos, além aeopen a inducdo de enzimas de
interesse biotecnoldgico, consequentemente, isde pontribuir com a diminuicdo do

custo de cultivo e evitar problemas ambientais gelposicéo inadequada destes residuos.
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Figura 3. Producédo de celulase extracelular pelos fungosditdosos em cultivo liquido
com diferentes residuos agroindustridisgenda: . A. aculeatus ZZZAA. fumigatus

RIIRRI]

C. sitophyla &5 G, virens Il T. longibrachiatum CBa Casca de banana; CNo
casca de nozes; ClLa casca de laranja; CMa casvardeuja; CPe Casca de pera; FQui farelo de
quinoa; PAr palha de arroz; PSo palha de sorgo;f&®to de soja.
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Figura 4. Producéo d@-glicosidase intra (A) e extracelular (B) pelosdoa filamentosos
em cultivo liquido com diferentes residuos agrogtdais. Legenda: L—JA. aculeatus
2. fumigatus EEEEE C. sitophyla EEEE G. virens HEEM T, |ongibrachiatum CBa
Casca de banana; CNo casca de nozes; CLa casamdj@; CMa casca de maracuja; CPe Casca
de pera; FQui farelo de quinoa; PAr palha de aff&qg palha de sorgo; FSo farelo de soja.

45



XXX

XX

Atividade Enzimatica (U/ml)

CXRXRXX

EEEEEEEEEE
X
T T T T
e e e e

|1
:\\“.

XX

P R DN W WD DM O
O ol o Ul ot O 0 © ;1 ©
| I I T NN ST SR R T R R |
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Resumo:

Elevada producéo de beta-frutofuranosidase foidabtiom o fungoAspergillus flavus
isolado recentemente da Mata Atlantica em cultigo48l horas na presenca de farelo de
soja ou trub (residuo de cervejaria) tanto emauliiquido quanto em estado sélido. Esta
beta-frutofuranosidase obtida de cultivo em estdido de farelo de soja foi parcialmente
purificada por coluna cromatografica de troca iGnREAE-Sephadex, com rendimento
final de 19%, com massa molecular aparente de 3& Kior SDS-PAGE e 45 KDa na
forma nativa. O pH e a temperatura 6tima de akdda enzima foram de 5,0 e 60°C,
respectivamente. A enzima foi estavel com 70% dedatle residual apds 12 horas na
faixa de pHs acido (5,0 e 5,5), enquanto que empéeraturas de 45°C a 55°C a enzima
mostrou estabilidade superior a 50%.

Palavras chavéAspergillus flavusfarelo de soja, Mata Atlantica e trub
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Abstract:

High production of beta-fructofuranosidase was ioleté from Aspergillus flavugsolated
recently from the Atlantic Forest of Parana fronitigation of 48 hours supplemented of
soybean meal or trub (brewery residue) both inidiquulture and in solid state. This beta-
fructofuranosidase obtained from cultivation in #@id state cultivation supplemented
with soybean meal was patrtially purified by ion-eange chromatography column DEAE-
Sephadex, reaching a final yield of 19%, an apgareiecular mass of 37 kDa by SDS-
PAGE and 45 kDa as native. The optimal pH and teatpee for activity of the enzyme
were 5.0 and 60°C respectively. The enzyme wadestb/70% residual activity after 12
hours at a range of acidic pH values (5.0 and ®Bgreas at temperatures of 45°C to
55°C the enzyme showed higher stability than 50%.

Keywords:Aspergillus flavussoybean meal, Atlantic Forest and trub
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1. Introducéo

A B-frutofuranosidase (Ffase) (EC 3.2.1.26), ou commimedenominada de
invertase é responsavel pela hidrolise irreversiaeligacadg31-2 de carboidratos como a
sacarose, originando uma mistura em quantidadessige glicose e frutose [1]. A mistura
destes monossacarideos recebe o nome de acUcdrdmve apresentam vantagens na
aplicacdo industrial com indice de dulgor supesiczacarose, além de seus produtos nao
cristalizarem [2]. A invertase possui importanc@mercial em industrias de alimentos,
principalmente para a producdo de doces e chosolaen o centro liquefeito, em
industrias sucroalcooleiras, e na producao de aéaliwo [3, 4]. Na industria de alimentos
0 uso dessa enzima é bastante comum devido atausspEcificidade e a ndo geracdo de
subprodutos toxicos, o que pode ocorrer se usatigatores sintéticos ou acidos para
catalisar as reacOes [5]. Além disso, a inverasem@regada no processamento de
alimentos como: fermentacdo do melaco de canauwmgma producdo de alimento para
abelhas meliferas e na producdo de ragbes parard®eZ€, 4]. Existem inumeras
isoformas de invertase, classificadas como acigastras ou alcalinas de acordo com o
seu pH otimo [7]. As funcbes de cada isoforma aim@la estdo devidamente elucidadas,
porém é mais provavel que estejam envolvidas nalagego da entrada da sacarose por
diferentes vias [8, 9]. A$-frutofuranosidases podem ser incluidas nas fasn{B&l32
(invertases acidas), GH68 (invertases acidas) eOBHihvertases neutras/alcalinas), de
acordo com o banco de dados CAZY (http://www.cazy.fl].

A invertase tem sido obtida de plantas e micrdsgans diversos, como bactérias e
leveduras [9]. A leveduraSaccharomyces cerevisaé 0 microrganismo mais
extensivamente estudado capaz de sintetizar duesrtases: uma glicosilada e
periplasmatica, e outra citosélica, ndo glicosilgda pode ser secretada ou néo [10]. As
invertases de outras leveduras coRbodotorula glutinis[11] e Candida utilis [12]
também tem sido relatadas. No entanto, os fundgm®sdntosos mostram maior potencial
para a producdo de invertases, como por exemplopreduzidas porPenicillium
chrisogenunjl13], A. fumigatug14], A. ochraceug9], A. niveug15], A. caespitosugl6],

A. phoenicig1], Paecilomyces variot{iLl7] eA. niger[18].

As principais fontes de carbono utilizadas para peducdo de beta-

frutofuranosidase em fungos ou leveduras sdo arasae alguns substratos nao

convencionais, como por exemplo, residuos agrotridiss[4]. A utilizacdo de residuos
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agroindustriais como o bagaco de cana de acucahdade mandioca, e sabugo de milho
[9, 16], residuos de processamento de alimentog fl®m de cascas de frutas como
abacaxi, limdo doce, roma, laranja e mosambi [6] s&do citados na literatura como
indutores de invertases. A utilizacdo destes resiéuuma alternativa atraente, visto que o
Brasil € uma das economias com base agricola mmgisriante do mundo. Além disso,
esta grande producdo agroindustrial € responsalal geracdo de quantidades muito
elevadas de residuos que causam graves problerbéngars [20]. Dentro desse contexto,
0 presente estudo teve como objetivo a producadigagao e caracterizacdo da invertase

deAspergillus flavusitilizando residuo agroindustrial como fonte debono.

2. Material e Métodos

2.1 Microrganismo e manutengao

O fungo foi isolado a partir de amostras de soletadas no Refugio Biolégico
Bela Vista — Foz do Iguacu — Estado do Parana silBi@b° 26 37, 27" SE, 54° 3312,
08” O), conforme metodologia padronizada pelo giojda rede SISBIOTA — BRASIL. A
identificacdo taxonOmica foi realizada pela Miceteda Universidade Federal de
Pernambuco, PE-Brasil com base nas caracteristicas e macro-morfolégicas. O fungo

foi mantido em tubos contendo meio batata-dextéase-(BDA) a 4°C.

2.2 Identificagcao taxonomica

2.2.1 Extracdo de DNA gendmico e Reacéo de PCR

O isolamento do DNA gendmico do fungo foi realizadpartir da massa micelial
obtida de cultivo liquido de 1 a 2 dias suplementenim glicose 1%. O micélio do fungo
foi coletado por centrifugacdo (5.000 x g, 10 miayado duas vezes com agua fria estéril
e o pellet utilizado para extracdo do DNA pelo rdétode brometo de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB). A extracdo de DNAod fungos foi realizada
empregando a metodologia descrita por Weital [21]. O fragmento de DNA da regido
ITS foi amplificada com o par de oligonucleotideodTS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' direto) e ITS4 (5-TCCTCCGTATTGATATGC-3'
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reverso). A mistura da reacdo em cadeia de polsee(RCR) foi: 0,6uM de cada
oligonucleotideo, 0,2 mM deoxinucleotideos, 1,5 nWjCl,, 5x green GoTaq® Flexi
buffer (Promega) e 2,5 U de GoTaq® Flexi DNA polyase (Promega). As condi¢cdes dos
ciclos de PCR consistiram de um passo inicial daateiracdo a 95°C por 2 min, 35 ciclos
a 94°C por 45 s, 50°C por 45 s e 72°C por 45 gjidegle uma fase final de extensao a
72°C por 5 min. Os produtos de PCR foram analisahosgéis de agarose 1,0% Tris-
acetato-EDTA (agarose 1,0%, 0,04 M Tris-acetato M EDTA), e revelados com
brometo de etidio e visualizados sob iluminacao Aurificacdo dos produtos de PCR e
a determinacdo das sequéncias utilizando os olgeotideos ITS1 e ITS4 foram
realizadas pela empresa Helixxa® (Campinas-SP,ilBrds sequéncias determinadas
(ITS1, ITS2 e 5.8S) foram comparadas com outragé&emas depositadas no banco de
dados do National Center for Biotechnology Inforimai NCBI) empregando a ferramenta
bésica de alinhamento local (BLAST; http://www.nobin.nih.gov website). A arvore
filogenética foi construida a partir da sequéneaia kgides dA. flavuse comparada com
sequéncias de outras linhagens de fungos obtidastiade banco de dados do NCBI com

auxilio do programa MEGA.

2.3 Condicdes de cultivo e obtengao de enzimas

O meio liquido mineral utilizado para a producds @azimas foi composto de
(gramas por litro): Extrato de levedura,(8H4).SOy, 2.8; KHPQ,, 4; MgSQ- 7H0, 0.9;
CaCb-2H,0, 0.9 O cultivo submerso (FSM) foi realizado em frasEBolenmeyer de 250
ml contendo 25 ml de meio estéril suplementado té&tnde fonte de carbono alternativo
(Casca de banana, casca de laranja, casca de jAamasca de nozes, casca de pera,
farelo de quinoa, farelo de soja, palha de arr@thg de sorgo e trubls residuos
agroindustriais foram adquiridoso comércio local, e utilizados sem qualquer pré-
tratamento. Para as culturas em cultivo sélidaSjFeram utilizados 5,0 g de fonte de
carbono alternativa, umidificados com meio minestéril. Os frascos Erlenmeyer foram
selados e autoclavados a 121°C. Apés o inéculo de @la solucdo de esporos {10
esporos/ml), as culturas foram incubadas (incutzatipo B.O.D.) a 28°C em condi¢des

estacionarias por periodos de tempo convenientes.
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2.4 Obtencéo dos extratos enzimaticos

As culturas foram filtradas apds o crescimento coauxilio de bomba de vacuo e
funil. O filtrado obtido livre de células foi utdado para determinagdo da atividade
enzimatica extracelular. O extrato intracelulardbtido a partir do micélio congelado em
freezer -20°C, macerado em gral de porcelana, gpssso em agua destilada gelada e
centrifugado a 6000 rpm durante 5 minutos a 4°@lt@do foi dialisado por uma noite a
4°C, contra tampao utilizado para o ensaio.

O extrato bruto de cultivo em estado solido foiiddtadicionando-se 40 mL de
agua destilada gelada agitados em shaker a 12@upante 60 minutos, a 4°C. Apos esse
periodo, as culturas foram filtradas com bomba @eu® em funil Blchner, o filtrado

obtido foi utilizado para quantificagdo enzimatica.

2.5 Ensaio enzimatico

A atividade de B-frutofuranosidase foi determinada utilizando 0,2dM sacarose
em tampdo acetato de sodio (50 mM pH 5,0), a 55,10 min. A reacdo foi
interrompida com adicdo do acido 3,5'dinitrosaiicil (DNS), e os acgUcares redutores
guantificados pelo método de Miller [22]. As ledsr espectrofotométricas foram
realizadas a 540 nm, utilizando glicose como padédonidade de atividade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima capazbéear 1 micromol de acgucar redutor

por minuto nas condicfes de ensaio.

2.6 Purificacao

O extrato bruto enzimatico equilibrado com tampéetato de sédio 20 mM pH 5,5
foi aplicado na coluna de DEAE celulose (Sigma,ZDxm) previamente equilibrada com
0 mesmo tampao e eluida em fluxo de 1,5 ml/min, comgradiente linear de NaCl (0,05
a 1,0 M). Trés mililitros de cada fracdo foram tats e posteriormente a proteinasfh
e atividade enzimatica foram dosadas. As fractesapresentaram atividade invertasica
foram reunidas, dialisadas em &agua destilada ap4?Cl8 h, e aplicadas em segunda
coluna de DEAE Sephadex equilibrada com o mesmp&amA proteina foi eluida com
um gradiente de 0,05-0,8 M de NaCl. Os tubos calateatividadef-frutofuranosidasica
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foram reunidos, dialisados e liofilizados para eealpor eletroforese e caracterizagéo

enzimaética.

2.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE

A pureza e o peso molecular da enzima purificadanfodeterminados por SDS-
PAGE como descrito por Laemmli [23] na concentrag@ 10% de acrilamida. As
eletroforeses foram realizadas em tampéao Tris-AOR5 M, glicina 0,19 M e SDS 0,1%,
pH 8,3, sob corrente de 40 mA e 120V. Como mare@slde massa molecular foram
utilizados as proteinas: fosforilase b (97 kDajpatbumina bovina (66 kDa), ovalbumina
(45 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidortgiasina (20,1 kDa) e- lactalbumina
(14,4 kDa). A coloracao do gel foi segundo o métddscrito por Blum e colaboradores
[24]. A massa molecular da invertase foi estimatdavés do coeficiente de migragéo da
proteina em relacdo aos padrées (Rf).

2.8 Andlise de Zimograma

O zimograma da invertase foi executado conformeetodologia descrita por Liao
et al. [25] com algumas modificacdes. Apds a cargbbtroforética por SDS -PAGE o gel
foi dividido em duas partes. Uma parte, contendarasstras e marcador molecular foi
corada com Coomassie Brilliant Blue R - 250. A aytarte do gel foi incubada durante 30
min em 0,5% (v/v) de Triton X-100 em temperaturabamte. Apds lavagem em agua
destilada, o gel foi incubado em solugéo de saeddd® M dissolvida em tampéo acetato
de sodio 50 mM pH 4,5, por 30 minutos a 40°C. Eguika, o gel foi corado com cloreto
de trifenil tetrazdlio a 0,5% dissolvido em NaOR®M, aquecido a 100°C. A reacéo foi

interrompida com acido acético 5%.

2.9 Efeito do pH e temperatura na atividade da enmia

O efeito do pH sobre a atividade da enzima foirdateada através da incubacéo
da enzima com diferentes tampdes: Mcllvaine (pH-2&0), Tris-HCI (pH 8,5 - 9,0) e
carbonato-bicarbonato (pH 9,5 — 10,0). A enzimapf@-incubada em banho de gelo em
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solugcdes tampbes por diferentes periodos (0,25dr2ash A atividade residual foi
determinada utilizando o ensaio padrdo, como maeadm no item 2.5.

Para avaliar a temperatura 6tima de atividade danen o ensaio foi conduzido a
varias temperaturas de incubacdo que variaram de 8PC. A estabilidade térmica da
enzima foi determinada através da pré-incubac&ndena a diferentes temperaturas que
variaram de 45°C a 65°C por diferentes interval®getinpo (0,25 a 12 horas). A cada
intervalo, aliquotas da amostra incubada foramadds e posteriormente ensaiadas para

atividade invertasica.

2.10 Reprodutibilidade dos resultados

Todos os experimentos foram realizados em trifgieaos resultados obtidos sdo

uma média destes trés experimentos independentes.

3. Resultados e Discussao

3.1 Identificacéo taxonOmica deA. flavus

O fungoA. flavusrecentemente isolado da Mata Atlantica do Oest@atana —
Brasil, foi identificado taxonomicamente pela Miecta da Universidade Federal de
Pernambuco por métodos de analise morfologica.ld?ameente, o sequenciamento das
regides ITS do DNA ribossomal do fungo foi realiaad a sequencia de 529 pb mostrou
100% de similaridade com outras espéciesAdeflavus (Figural). Atualmente esta
sequencia encontra-se depositada e disponivel cess@J470626 no banco de dados do
NCBI (BLAST; http://www.ncbi.nlm.nih.gov website).

3.2 Producgédo dap-frutofuranosidase em cultivo solido e submerso cordiferentes

fontes de carbono

Os maiores valores de atividade invertasica inlugreem cultivo submerso foram
obtidos quando o fungo foi cultivado em meio sugetado com casca de banana, tanto
em cultivo agitado (10,49 U/ml), quanto em cultigstacionario (10,55 U/ml). Para a
atividade extracelular a melhor producao foi obeda meio suplementado com farelo de
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soja (12,71 e 8,59 U/ml), seguido dos residuosrdb 6,12 e 4,61 U/ml) e palha de sorgo
(5,13 e 7,29 U/ml), em cultivo agitado e estaciamaespectivamente. Atividades muito

baixas foram detectadas quando a casca de petaseade nozes foram utilizadas como
fonte de carbono em cultivo submerso (Figura 2)suRados semelhantes foram

encontrados para o fun@iladosporium cladosporioidegue obteve atividade significativa

de B-frutofuranosidase quando crescido em cascas thesfoomo roma, abacaxi, liméo e

laranja [6].

A maior producdo dg-frutofuranosidase em cultivo no estado solidootaida na
presenca de farelo soja (53,36 U/ml) e o residueefgbro trub (32,04 U/ml), enquanto
que a palha de arroz e a casca de nozes foranoies pndutores deste tipo de cultivo.
Deste modo, pode-se observar que o farelo de sofm teub foram os residuos
agroindustriais de maior destaque na producap-fitaetofuranosidase pelé. flavuse a
atividade maxima alcancada com o cultivo sélidockrica de 5 vezes superior em relacéo
ao cultivo submerso (Figura 2). A producéo de Féamecultivo solido utilizando farelo de
trigo também tem sido estudada c@m caespitosu® Fusarium sp.[16, 26], peloC.
cladosporioidescom cascas de frutas [6], e também com a leve@uraerevisiae
utilizando residuos de cenoura [19]. No entantailizacdo da FES como método de
cultivo para a producédo de Ffase ainda € poucmeagd.

A producdo méxima da Ffase foi de 179 U/ml no prde 48 horas de cultivo, e
manteve esta producdo da enzima por um longo meriocbrrendo declinio apenas
proximo ao décimo dia de cultivo (dados ndo mossadO curto tempo de producao
enzimatica dd. flavusfoi semelhante ao encontrado para a leve8umeerevisiagporém
a produtividade do fungo estudado foi 21 vezes rsupao da levedura produzida por
fermentacdo submersa (8,35 U/ml) [27]. Segundo l€gbinarma [28] esta rapida producéo
da enzima € uma propriedade adequada nos prodessstriais e representa, portanto,

uma vantagem sobre 0s outros microrganismos cafdeeci

3.3 Purificagao daf-frutofuranosidase

A invertase doA. flavusfoi eluida da primeira coluna de troca ibnica DEAE
celulose entre as concentracdes de 175 e 225 mNWNad& (Figura 3A). Apds os
procedimentos de dialise, a amostra com atividad#metica foi aplicada na segunda
coluna de DEAE-sephadex (Figura 2B). Pode-se oasepue apdés as duas colunas de
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DEAE a invertase teve rendimento de 19,24% (TabglA enzima purificada apresentou
homogeneidade eletroforética parcial em SDS-PAGH {Big 3B-C), com uma massa
molecular aparente de 37 KDa (SDS-PAGE) e 45 KDazenograma. Este resultado
mostra massa molecular abaixo do que usualmente@ntado na literatura, como a
invertase deAspergillus ochraceusom 79 KDa [9], dePichia anomalacom 86,5 kDa
[29], e deFusarium solancom 65 kDa [30].

3.4 Influéncia do pH e da Temperatura

A B-frutofuranosidase produzida pér flavusexibiu um pH 6timo de 5,0
(Figura 4), demonstrando grande semelhancf-fastofuranosidases produzidas p®r
cerevisiae[31], Aureobasidium pullulan§32], Chrysonilia sitophila[33] e Fusarium sp.
[25]. A enzima estudada reteve sua atividade ras@tima de 70% durante 12 horas tanto
em pH 5,0 quanto em pH 5,5, demonstrando uma atabiédade frente a estes pHs
(Figura 5). Para o pH 4,5 a meia-vida foi de apradamente 9 horas, enquanto que nos
pHs 6,0 e 6,5 a meia-vida diminuiu para 3 horas.

A temperatura 6tima d&afrutofuranosidase deste estudode 60°C (Figura 7), assim
comoA. niveudq15], A. ochraceug$9] e A. caespitosuglL6]. A B-frutofuranosidase deste
flavus apresentou temperatura 6tima superior ao dastasesr comerciais, BIOINVERT
da QUEST INTERNATIONAL e das marcas FLURAe SIGMA® que possuem
temperatura Otima de 55°C [34]. Na figura 8, esf@rasentado o comportamento ia
frutofuranosidase dé. flavusque manteve mais de 60% de sua atividade apéorb2 ke
incubagdo a 45°C, enquanto que nas temperatura8°@ee 55°C a estabilidade foi proxima dos
50%. Porémem temperaturas superiores a 60°C a meia-vidagaamtoximadamente 2
horas. Esta caracteristica exibida pela enzimantajsa para aplicacbes biotecnolégicas
em que a estabilidade catalitica térmica de at€ ®0tim fator relevante para a industria
[35].

4. Conclusoes

A producéo de3-frutofuranosidase pelo fungb. flavusalcancou excelentes niveis
tanto em cultivo liquido quanto em cultivo solideagdo suplementados com o farelo de

soja ou trub como fontes de carbono, porém a pémdagzimatica do cultivo sdlido foi 5
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vezes superior ao cultivo liquido. A utilizacéo résiduos agroindustriais como fonte de
carbono alternativa em substituicAo a carboidrgios como a sacarose, em curto
periodo de tempo para producéo [gHrutofuranosidase torna o fungo um candidato
promissor para futuro uso em processos biotecramégiAlém disso, a Ffase do flavus

apresentou alta estabilidade em pHs acidos (405¢ 3,5) e em temperaturas de 45°C a
55°C as quais séo condi¢bes favoraveis paraagpticindustrial.
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FIGURAS

54 1 0114092043]gb|AF078894.1]| Aspergillus flavus C1931
0i|325112818|gb]HM560051 1| Aspergillus flavus strain LEMI 166
0i|565872324|gb|KF682370 1] Aspergillus flavus strain MXH-x104
gi|221079282|gb|EU982012 1| Aspergillus flavus strain ATHUM 5033
gi|510381404|gb|KC480519 1| Aspergillus flavus isolate UOMMAFT75
0i|441430618|gb|KC 131548 1| Aspergillus flavus isolate CZF-3

100 ’7 | gi|618933124|gb|KJ470626 1] Aspergillus flavu4

53

‘ 36 g1]325112819|gb]HM560052.1] Aspergillus flavus strain LEMI 201
0i|513798848|gb|KF031021.1] Aspergillus flavus strain JP44MY8
100 | gi|7655587 3|emb|AJ853742 1| Aspergillus niger

I gi|572786019]/emb|HG798766.1] | Aspergillus niger strain TUAn22
— gi| 7655587 5|emb|AJ853744 1| Aspergillus fumigatus strain WM 04 472

—
0.01

100 | 01|326633110/emb|FR837958.1| Aspergillus fumigatus isolate CCF 3623

Figura 1. Arvore filogenética construida a partir de seqigdas regiées ITS1, 5,8S e ITS2Alo
flavusem comparagéo com sequéncias de outras linhagefusmgos obtidas a partir do banco de
dados do NCBI e com auxilio do programa MEGA.
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Figura 2. Influéncia da fonte de carbono na producag-fleitofuranosidase em diferentes tipos de
cultivo. Legenda: CPo casca de Pokan; CBa Casca de barRe&d3ca de péra; CMa Casca de
Maracuja, FQui Farelo de Quinoa; FSoj Farelo S8fa;Palha Arroz; CNo Casca de Nozes; PSor

Palha de Sorgo.
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Figura 3. Perfil cromatografico d@-frutofuranosidase dé. flavusem DEAE celulose (A) e em
DEAE sephadex (B) equilibradas com tamp&o Acetates@lio 20mM (pH 5,5) e eluidas com
NaCl (0-1M). Simbolos:q) atividade invertasica; e (®) proteinas a 280nm.

Tabela 2Etapas de purificacdo @afrutofuranosidase produzida par flavus

At'\{'d"’,‘d.e Proteina (mg Atividade especifica Recuperacéo
Etapas Enzimatica total) (U/mg) (%) (vezes)
total (Utotais)
Extrato bruto 1934 2011 0,96 100 1,0
12DEAE-Celulose 682 191 3,57 35,26 3,71
2°DEAE-Sephadex 372,7 5,35 69,66 19,27 72,41
[ - e ,_——

45 KD Gy .

37 kDa =

B G
e

Fosforilase b

Soroalbumina bovina

Ovoalbumina

Anidrase Carbonica

Inibidor da Tripsina

oi-lactalbumina

Figura 4. Perfil eletroforético da invertase produzida porflavusem condi¢cdes desnaturantes
(SDS-PAGE). Zimograma de invertase (A) e revelactas prata (B-C). Massa molecular dos

marcadores: Fosforilase b (97kDa), Albumina (66 kDavoalbumina (45 kDa),

carbonica (30 kDa), Inibidor da tripsina (20,1k@Ra}lactalbumina (14,4 kDa).

Anidrase
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Figura 6. Estabilidade ao pH da invertase Ae flavus.A enzima foi incubada em tampéo
Mcllvaine nos diferentes valores de pHs (4,5; 5,6; 6,0 e 6,5).
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Figura 7. Efeito da temperatura na atividadefdfiutofuranosidase da. flavus.
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Figura 8. Estabilidade térmica da invertase Ae flavus A enzima foi incubada com tampé&o
Mcllvaine (pH 5) em diferentes temperaturas.
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