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RESUMO

A utilizacdo das enzimas vem tomando cada vez mais espaco, sendo de extrema importancia
em varios setores industriais, como no ramo alimenticio, téxtil, farmacéutico entre outros. O
presente trabalho avaliou a producdo de hidrolases (amilase, celulase, lipase e xilanase), em
meios solidos especificos, por 30 linhagens de leveduras isoladas do trato digestivo de insetos
fragmentadores (Phylloicus. Triplectides, Nectopsyches e Conotelus). Obteve-se resultados
positivos para amilase, lipase e xilanase. Apenas uma linhagem Papiliotrema Laurentii
(PONZ28.6) apresentou halo de hidrolise tanto para amilase quanto para xilanase, apresentando
um indice enzimético (IE) de 1,47 e 2,41 respectivamente. Para lipase as linhagens
Papiliotrema Laurentii (PON28.6), Rhodotorula mucilaginosa (TRIP5), Cryptococcus sp. 1
(LAG12.1), Rhodotorula mucilaginosa (PH42), Candida parazyma (CO26) e Lodderomyces
elongisporus (PON11.3), apresentaram halo de hidrolise com IE variando de 1,56 a 2,67. A
linhagem PON28.6 foi selecionada para avaliacdo da producao de xilanase em fermentagédo
submersa, avaliando-se o efeito de sete variaveis (pH, concentragdes de xilana, extrato de
levedura, peptona, KH2POs, MgSO4 e NaNOs) através de um delineamento de Plackett-
Burman (PB12). Apenas as varidveis MgSOs e extrato de levedura foram significativas e
foram utilizadas em um delineamento completo (DCCR). As duas varidveis foram
significativas (p<5%) com atividades enzimaticas variando de 0,018 a 0,191 U.mL™, porém
com o modelo obtido nédo foi possivel se obter um ponto 6timo para a producdo da xilanase no
intervalo das variaveis testadas.

Palavras-chaves: Amilase. Celulase. Lipase. Xilanase. Superficie de resposta.



ABSTRACT

The use of enzymes has been taking more and more space, being of extreme importance in
several industrial sectors, such as in the food, textile, pharmaceutical, among others. The
present work evaluated the production of hydrolases (amylase, cellulase, lipase and xylanase)
in specific solid media by 30 yeast strains isolated from the digestive tract of fragile insects
(Phylloicus, Triplectides, Nectopsyches and Conotelus). Positive results were obtained for
amylase, lipase and xylanase. Only one strain Papiliotrema Laurentii (PON28.6) presented
halo hydrolysis for both amylase and xylanase, showing an enzymatic index (IE) of 1.47 and
2.41, respectively. For lipase the strains Papiliotrema Laurentii (PON28.6), Rhodotorula
mucilaginosa (TRIP5), Cryptococcus sp. 1 (LAG12.1), Rhodotorula mucilaginosa (PH42),
Candida parazyma (C0O26) e Lodderomyces elongisporus (PON11.3), showed IE hydrolyzing
halo ranging from 1.56 to 2.67. The Papiliotrema Laurentii (PON28.6) line was selected to
evaluate xylanase production in submerged fermentation, evaluating the effect of seven
variables (pH, concentrations of xylan, yeast extract, peptone, KH2PO4, MgSO4 and NaNO3)
through a Plackett-Burman (PB12). Only the variables MgSO. and yeast extract were
significant and were used in a complete delineation (DCCR). The two variables were
significant (p <5%) with enzymatic activities varying from 0.018 to 0.191 U.mL-1, but with
the obtained model it was not possible to obtain an optimal point for xylanase production in
the range of the tested variables.

Key-words: Amylase. Lipase. Cellulase. Xylanase. Response surface.
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1 INTRODUCAO

Enzimas sdo macromoléculas proteicas capazes de realizar catalise bioldgica de
reagdes quimicas, podendo ter sua atividade intra ou extracelular. Elas atuam diminuindo a
energia de ativacdo das reacOes, fazendo assim com que acontecam de forma mais rapida
(ROVEDA; HEMKEMEIER; COLLA, 2010).

Esses compostos sdo classificadas seguindo alguns critérios, dentre eles o mais
relevante é sua afinidade pelo substrato. As hidrolases sdo um grupo de enzimas que tem sua
atividade ligada as ligacbes covalentes onde acontecem as quebras (OLIVEIRA, 2015;
FRANZ, 2016).

A obtencéo das enzimas pode ser dada a partir de tecidos animais ou vegetais e a partir
de microrganismos. As enzimas de fontes microbianas sdo amplamente utilizadas, pois
podem ser obtidas de forma independente, utilizando substratos de baixo custo como residuos
agricolas e tém a possibilidade da otimizacdo do processo fermentativo para um melhor
rendimento na produc¢do (SAID & PIETRO, 2002).

A utilizacdo de enzimas como catalisadores bioldgicos é frequente e de muita
importancia em diversas areas industriais, tais como téxtil, de detergentes, de papéis,
farmacéutica e alimenticia. Além de serem mais habeis e especificas que os catalisadores
quimicos as enzimas sdo biologicamente corretas pois ndo geram substancias toxicas ao
ambiente nem nos produtos gerados (VAN & BEILEN, 2002; SILVA, 2011; FRANZ et al.,
2016).

Os microrganismos produtores de enzimas englobam as bactérias e os fungos. Os
fungos podem ser encontrados em duas formas, sendo elas a leveduriforme ou filamentosa
(OLIVEIRA et al., 2015). As leveduras sdo capazes de degradar incontaveis compostos,
organicos e inorganicos, podendo assim retirar nutrientes e a energia necessaria a sua
sobrevivéncia, com isso, vem sendo largamente usadas como agente bioldgico na solugdo dos
problemas gerados pelos residuos despejados no meio ambiente. A capacidade de crescimento
nesses substratos resultou na producéo de enzimas capazes de decompor moléculas organicas
variadas, dando assim vantagem ao seu uso por haver uma diversidade extensa no seu nicho
ecologico e o uso de varias fontes energéticas (FUENTEFRIA, 2004; SILVA, 2011).

Diante do apresentado, o objetivo desse trabalho foi avaliar a producdo de hidrolases
por leveduras isoladas do trato digestivo de insetos fragmentadores, de forma a avaliar o

potencial biotecnologico dessa microbiota.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Avaliar a capacidade de producdo de enzimas extracelulares por linhagens de
leveduras isoladas do trato digestivo de insetos fragmentadores dos géneros,

Phylloicus, Triplectides, Nectopsyches e Conotelus.

2.2 Objetivos especificos

e Utilizar ensaios em meios solidos para avaliar a capacidade das linhagens de
leveduras para producdo de amilases, celulases, lipases e xilanases;

e Comparar a eficiéncia degradativa de cada linhagem através da avaliacdo dos
valores de indices Enzimaticos (IE) obtidos;

e Determinar a influéncia de 7 variaveis (pH, concentracGes de xilana, extrato de
levedura, peptona, KH2PO4, MgSO4 e NaNOz3) na producdo de xilanase em
cultivo submerso utilizando planejamentos fatoriais sequenciais e analise das

superficies de resposta.
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3 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

3.1 Leveduras

Leveduras sé@o microrganismos unicelulares que estdo classificados dentro do reino
Fungi. Sua célula pode apresentar formato esférico, oval e cilindrico e sua reproducdo pode
ser dada de forma assexuada por brotamento ou sexuada, quando ocorre a fusdo de duas
células (SILVA et al. 2011, MATOS, 2015).

Leveduras apresentam uma capacidade extremamente eficiente de degradacdo de
substratos para obtencdo de nutrientes, e com isso sdo vistas como um grande potencial
biotecnologico. Na industria as leveduras vém sendo utilizadas em diversas etapas de
processamento, seja nas industrias alimenticia, téxtil, farmacéutica dentre outras (BUZZINI &
MARTINI, 2002; FUENTEFRIA, 2004; FRANZ, 2016).

Na figura 1 podemos ver como séo as células das leveduras vistas a partir do microscopio
optico.

Figura 1 - Células de leveduras vistas ao microscopio optico

Fonte: Acervo pessoal
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Leveduras com potencial biotecnoldgico, podem ser encontradas a em varios habitats,
sendo eles solo, agua de rios, lagos hipersalinas, insetos, vegetais e até em animais
(GONZALEZ, 2014).

3.2 Uso de leveduras para producao de enzimas

As leveduras vém cada vez mais sendo utilizadas em processos industriais e a producao
de enzimas é uma area que vem sendo bastante estudada (BHADRA et al., 2008). Santos
(2012) em seu estudo com linhagens isoladas de afloramentos rochosos, obteve resultados
positivos para a producdo de amilases e proteases, onde 58% das linhagens foram capazes de

produzir a enzima amilase e 42% produziram protease.

A obtencdo de leveduras com potencial biotecnoldgico pode ser dada de indmeras
formas, podendo partir do isolamento de componentes da natureza, compra de cepas,
obtencdo de mutantes naturais ou induzidos por metodologias convencionais, e até a obtencéo
de microrganismos recombinantes gerados por engenharia genética (VAZ, PRADO &
CARVALHO, 2007; CELIK e CALIK, 2012).

Com a obtencao da levedura, a mesma € cultivada em meios indutores para a producao
de quantidades elevadas do catalisador biolégico. Nessa situacdo, é de total acuidade a
otimizacdo do meio de cultivo. Dentre os fatores a serem otimizados estdo pH, temperatura,
aeracdo, e concentracdo de variados nutrientes, como fontes de carbono e nitrogénio
(MONTEIRO; DO NASCIMENTO SILVA, 2009).

A producéo industrial de enzimas pode se dar através da fermentacdo submersa (FS) e
a fermentacdo em estado solido (FES) ou fermentagdo em substrato solido (FSS). Na
fermentacdo submersa (FS) os microrganismos estdo suspensos em um meio liquido onde os
nutrientes estdo presentes de forma mais homogénea, fazendo com que haja uma maior
difuséo entre microrganismo e substrato. Ao contrério, a fermentacéo em estado sélido (FES),
é caracterizada pelo crescimento do microrganismo em um meio com auséncia de agua livre,
diante disso, € essencial que haja umidade suficiente fixada no substrato (MACIEL, 2006;
MONTEIRO; DO NASCIMENTO SILVA, 2009; OLIVEIRA, 2015).

A fermentacdo em estado solido (FES) apresenta diversas vantagens sendo elas: a
possibilidade do uso de substratos de baixo custo, insercdo de nutrientes para suplementar o

substrato, trabalhar com um volume de meio menor, baixo custo em investimento em
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biorreatores, utilizar esporos dos fungos para inoculagdo direta, sem a necessidade de pré-
cultivo, o crescimento ocorre em condicOes parecidas ao seu habitat natural, a baixa atividade
de agua diminui os riscos de contaminacdo, aeracdo difundida por conta do maior espaco
entra as particulas e pela difusdo do oxigénio na agua para umidificar o meio, altos
rendimentos na formacgdo de metabdlitos e uma maior facilidade na purificacdo. Por outro
lado, a FES contém algumas restricdes quanto ao seu uso, onde restringe 0s microrganismos a
serem utilizados, pois nem todos tem a capacidade de se desenvolver em ambientes de baixa
umidade e condi¢cbes como de altas temperaturas. Ja a FS apresenta vantagens como a
facilidade na manipulagdo, o uso de um maior volume meio, a massa celular fica submersa no
meio de maneira uniforme (MONTEIRO; DO NASCIMENTO SILVA, 2009).

3.3 Enzimas

Enzimas sdo macromoléculas proteicas capazes de realizar catalise bioldgica em
reagbes quimicas, e sdo sintetizadas intracelular. Sua principal caracteristica, é a sua
especificidade para cada substrato, com isso, cada enzima tem atuacao restrita referente a um
determinado meio. Com essa caracteristica, as enzimas sdo extremamente importantes em
processos industriais, otimizando processos e transformando a matéria-prima (OLIVEIRA
JUNIOR, 2014).

Considerando seu mecanismo de agdo, as enzimas partem do principio “chave-
fechadura” proposto por Emil Fischer em 1894, onde cada enzima é especifica para cada
substrato (MONTEIRO; DO NASCIMENTO SILVA, 2009). A molécula da enzima contém
um bolséo delimitado por residuos de aminoacidos com ramificagdes laterais, as mesmas que
se ligam com o substrato isolando-o totalmente da solu¢do, com isso, hd um aumento da
energia livre da reacdo fazendo com que o processo de quebra seja mais rapido. A enzima
também sofre uma alteracdo na sua conformacdo quando o substrato se liga a ela, onde induz
0 acontecimento de multiplas interacbes fracas com o substrato. Isso é chamado de ajuste
induzido, mecanismo proposto por Daniel Koshland em 1958 (MONTEIRO; DO
NASCIMENTO SILVA, 2009; NELSON & COX, 2014).

Na figura 2, podemos observar a ilustracdo de como ocorre esse processo de

envolvimento da enzima ao substrato.
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Figura 2 — Atuacdo de uma enzima ilustrativa em um substrato
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Fonte: Nelson & Cox (2014).

As enzimas sdo classificadas de acordo com o tipo de reacdo que catalisam. A Tabela

1 apresenta sua classificacdo e seu mecanismo de quebra.

Tabela 1- Classificagdo das Enzimas e seu mecanismo de quebra.

Classificagéo Mecanismo de quebra

Catalisam reacOes de Oxido-redugdo

Oxiredutases (transferéncia de elétrons)

Catalisam reagdes em que ocorre a transferéncia

Transferases ;
de grupos de uma molécula para outra
. Catalisam reacOes de hidroélise (transferéncia de
Hidrolases L ;
grupos funcionais para a agua)
Catalisam reacOes de quebra de ligagoes,
Liases adicionando grupos as duplas ligagdes ou
formando duplas liga¢des pela remocéo de
grupos
Catalisam reacGes em que o substrato é
Isomerases A
transformado em um produto isémero
Catalisam a ligacdo covalente de moléculas, que
Ligases ocorrem apos a quebra de uma ligagdo de alta

energia

Fonte: Adaptado Nelson & Cox (2014).
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3.31 Enzimas de interesse industrial

O mercado de enzimas esta sendo um dos mais promissores nas ultimas decadas, e o
interesse nessa tecnologia estd em crescimento constante, em especial nas areas de engenharia
de proteinas e na area de enzimologia com a utilizagdo de meios ndo convencionais (
OLIVEIRA, 2015; ROVEDA; HEMKEMEIER; COLLA, 2010).

A tabela 2 mostra algumas enzimas, 0s seus principais produtores e suas aplicacdes no

ramo industrial.

Tabela 2— Resumo das principais enzimas utilizadas no mercado

Enzimas Origem Aplicagdo

Amilase Aspergillus niger, A. oryzae, Melhoramento de massas e
Bacillus Subtilis producdo de xaropes

Celulase Aspergillus niger, Trichoderma Preparacdo de concentrados

Glicose Oxidase

reesei

Aspergillus niger

liquidos de café e clarificagdo
de sucos

Eliminacdo da glicose dos
solidos do ovo

Invertase Sacharomyces cereviase Mel artificial

Lactase Sacharomyces fragilis Hidrolise da lactose
Lipase Aspergillus niger, Rhizophus Sabor ao queijo

spp, Penicillium
Pectinase Aspergillus oryzae Clarificacdo de vinhos e suco de
frutas
Protease Bacillus subtilis Clarificacdo de cervejae
amaciamento de carne
Fonte: Adaptado Monteiro, Do Nascimento Silva (2009)
3.3.1.1  Amilases

Amilases sdo enzimas cuja funcdo é realizar a hidrolise do amido, sendo divididas em
dois grupos: as endoamilases, que catalisam a hidrolise aleatoriamente dentro das moléculas
de amido, e as exoamilases, que hidrolisam as extremidades ndo redutoras da molécula (LI et
al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015).
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O amido tem em sua composicdo dois polimeros, a amilose e a amilopectina. A
amilose tem uma estrutura linear formada por moléculas de glicose ligadas por ligacGes
glicosidicas a-1,4, e a amilopectina é composta por ramificacdes e também por cadeias de
glicose com ligagdes a-1,4, e suas ramificacbes ligadas por ligacdes a-1,6 como podemos ver
na figura 3 (FRANZ et al., 2016; RAVEN, EVERT & EICHHORN, 2014; SAHA et al.,
2014).

Figura 3 - Acéo das amilases sobre a amilose e amilopecnia
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Fonte: Disponivel em: < https://abiogquimicacomoelae.com.br/6-numeros-anteriores/numero-2/4-
espaco-dos-convidados/a-bioquimica-da-producao-de-cerveja/>

3.31.2 Celulases

Celulase sdo o conjunto de enzimas destinadas a realizar a hidrdlise da celulose, que é
um componente estrutural da parede celular de vegetais (Tabela 3). Para que aconteca sua
hidrolise € necessario passar por trés etapas, onde envolvem-se trés enzimas: as
endoglucanases, as celobiohidrolases e as B-glicosidades. As endoglucanases atuam de forma
aleatdria causando quebra nas regides cristalinas da celulose, assim que os fins das cadeias
sdo expostos; as celobiohidrolases rompem as ligacdes presentes nas extremidades redutoras e
ndo redutoras, causando a liberagdo da celobiose. E por ultimo as B-glicosidades rompem as
ligacGes da celobiose liberando unidades de glicose (FRANZ et al., 2016). A figura 4 mostra a

acdo das celulases nas moléculas de celulose.
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Figura 4 - Acdo das celulases sobre a molécula de celulose
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Fonte: Modificado de Wright et al. (1988).

Tabela 3- Celulases e suas subclassifica¢oes

Nomenclatura Mecanismo de acéo

Endo-$(1-4) glucanase ou S(1-4) D-glucano-4- Hidrolisam as ligacGes f(1-4) ao acaso dentro da
glucanohidrolase ou Cxcelulase ou CMCase cadeia de celulose liberando glicose, celobiose e
celodextrinas

Exo-4(1-4) glucanase ou Avicelase ou exo hidrolisam as ligacGes glicosidicas da celulose a
glucana-4-glucanohidrolase ou C1 celulase partir da extremidade ndo redutora liberando
celobiose
Celobiase ou 5(1-4) glicosidase hidrolisam as ligacGes do tipo f(1-4) (celobiose,

trealose, gentiobiose) e liberam glicose

Exo-4(1-4) D-glucana-glicohidrolase hidrolisam as ligacGes f(1-4) glicosidicas de
celodextrinas e liberam moléculas de glicose. A
sua atividade tem reducéo com a diminuigdo da

cadeia do substrato

Fonte: adaptado de Peixoto (2006), Oliveira Junior et al. (2014).

3.3.1.3  Lipases

Lipases sdo enzimas amplamente utilizadas nas industrias, elas hidrolisam as ligacdes
gliceridicas entre o glicerol e os acidos graxos (Figura 5), podendo catalisar a hidrolise de
triacilglicerdis que contém acidos graxos com dez ou mais atomos de carbono. Elas
representam um grupo de enzimas importantes devido as suas propriedades unicas. As lipases

apresentam niveis extraordinarios de atividade e estabilidade tanto em meios aquosos e nédo
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aquosos, e com isso permitem a catalise de varias rea¢fes. No entanto, 0 uso mais amplo de
lipases é limitado pelo seu custo de produgdo. A fermentacdo em estado sélido (FES)
representa uma alternativa interessante, onde permite a producdo dessa enzima com um menor
custo, devido a possibilidade de utilizacdo de residuos agroindustriais, como substrato
(GUTARRA et al., 2009).

Figura 5 - Acdo da Lipase nos triacilglicerois

HZC—O/S‘R HLL-OH H.C-OH
1] lipase | 1] lipase | C":
HC-07 5 R ==——== HC-0" 3"R = Hc-0~ "R
1 1l
C C
H,C-07 TR H.C—0" TR H,C-OH
TAG 1,2-DAG 2-MAG
migracédo do migrag;éq do
grupo acila grupo acila
0
6
H,C-0"" ™R H,C-OH H,C-OH
lipase | lipase ‘
HC-OH o HT—OH o) H(‘:—OH
1l n
c C
HLL-0" TR H,C-0"" "R H,C~OH
1,2-DAG 2-MAG Glicerol

Fonte: Adaptado Li et al. (2010)

3314 Xilanases

Xilanases ou f-glucanases, sdo capazes de acelerar a clivagem do xilano, que,
decorrente da sua estrutura heterogénea, necessita de um complexo xilanolitico para que
ocorra a sua total degradacdo, sendo assim insuficiente apenas a presenca da enzima
(OLIVEIRA JUNIOR et al., 2014).

Xilana € um grupo de hemiceluloses que compdem o terceiro biopolimero mais
abundante. As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos, compostos por varios componentes
de acucares como D-xilose, D-manose, D-arabinose e D-galactose, e alguns outros, e por seus
acidos uroénicos. Estes acgucares estdo ligados por ligagdes glicosidicas B-1,4, gerando uma
estrutura principal a qual é mesclada por um tipo especifico de residuo, da qual formam

ramificagdes laterais de cadeias curtas de outros agucares (PALMA, 2003).

A figura 6 mostra 0 mecanismo catalitico das xilanases com 0s mecanismos de

retencdo e inversdo da configuragdo anomeérica.
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Figura 6 - Mecanismo catalitico das xilanases 0s mecanismos de retencgdo e inversao da configuracao

anomérica
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Fonte: Adaptado de Collins et al. (2005).
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4 METODOLOGIA

4.1 Linhagens de leveduras

Foram utilizadas 30 linhagens de leveduras isoladas do trato digestivo de insetos
fragmentadores (Phylloicus. Triplectides, Nectopsyches e Conotelus). As linhagens fazem
parte da colecdo de culturas Carlos Rosa da UFT, onde estdo preservadas em criogenia (-80
°C). As linhagens foram reativadas em meio solido Sabouraud-glicose contendo, em g.L™:
glicose (50), peptona (10), extrato de levedura (05), agar (20) e cloranfenicol (0,3) e
incubadas a 25 °C por 48 horas e, apds seu crescimento, foram feitas laminas para verificar a

pureza das coldnias utilizando o microscépio optico.
A tabela 4 mostra as linhagens utilizadas e de quais insetos as mesmas foram isoladas.

Tabela 4— Linhagens e seus respectivos insetos as quais foram isoladas

Espécie Nome Espécie de Isolamento
Issatchenkia siamensis PH41 Phylloicus spp.
Rhodotorula mucilaginosa PH42 Phylloicus spp.
Issatchenkia siamensis PH38 Phylloicus spp.
Pichia guilliermondii Cco27 Conotelus
Rhodotorula mucilaginosa TRIP3 Triplectides
Wickerhamomyces sp. TRIP6 Triplectides
Rhodotorula mucilaginosa TRIP7 Triplectides
Rhodotorula mucilaginosa TRIP8 Triplectides
Rhodotorula mucilaginosa TRIP9 Triplectides
Rhodotorula mucilaginosa TRIP10 Triplectides
Pichia manshurica TRIP12 Triplectides
Rhodotorula mucilaginosa TRIP15 Triplectides
Rhodotorula mucilaginosa TRIP16 Triplectides
Rhodotorula mucilaginosa TRIP17 Triplectides
Rhodotorula mucilaginosa NE19 Nectopsyche
Rhodotorula mucilaginosa TRIP13 Triplectides
Candida oleophila TRIP19 Triplectides
Rhodotorula mucilaginosa TRIP21 Triplectides
Rhodotorula mucilaginosa TRIP5 Triplectides
Rhodotorula mucilaginosa TRIP11 Triplectides
Rhodotorula mucilaginosa PONS8.1 Phylloicus spp.
Lodderomyces elongisporus PON11.3 Phylloicus spp.
Lodderomyces elongisporus PONG.8 Phylloicus spp.

(continua)
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(continuacdo)

Espécie Nome Espécie de Isolamento

Candida sp. 2 PON21.1 Phylloicus spp.

Papiliotrema laurentii PON28.6 Phylloicus spp.

Candida parapsilosis PON25.5 Phylloicus spp.

Meyerozyma guilliermondii PON43.3 Phylloicus spp.

Cryptococcus sp. 1 LAG12.1 Phylloicus spp.
Candida quercitrusa CO12 Conotelus
Candida parazyma CO026 Conotelus

4.2 Producéo das hidrolases em meio solido

Os ensaios para a avaliacdo do indice enzimatico (IE) foram realizados em meios
solidos especificos alterando a composicdo de cada meio de acordo com a hidrolase de

interesse.

Para todos os ensaios foram inoculadas 6 linhagens de leveduras em cada placa. Com
0 auxilio de palito de dente estéril foi retirada uma quantidade pequena de massa celular das
col6bnias e repicada em pontos na superficie dos meios. Todos 0s ensaios foram realizados em

trés repeticoes.

As placas foram incubadas a 25° C, variando o tempo de 7 a 14 dias para cada
hidrolase de interesse. Apos incubacdo os halos de hidrolise e didametro da col6nia foram
aferidos com paquimetro e os resultados foram dados como Indice Enzimatico (IE), que é a

relacdo entre o halo de hidrdlise pelo didmetro da coldnia.

421 Amilase

Para a producéo de amilases foi utilizado meio contendo, em g.L%, amido solGvel (20),
(NH4)2SO4 (05), KH2PO4 (10) e agar (20) (LOODER, 1970). A revelacdo dos halos de
hidrolise foi feita apos coloragdo do meio com vapor de iodo durante 30 minutos (HANKIN e
ANAGNOSTAKIS, 1975). As linhagens amioliticas foram identificadas pela formagéo de um

halo translicido ao redor das coldnias.
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422 Celulase

A producio de celulases foi avaliada em meio contendo, em g.L7,
carboximetilcelulose (CMC) (10), extrato de levedura (05) e agar (20) e os halos de hidrdlise
foram evidenciados ap6s coloracio das placas com solugdo de vermelho Congo (1 g.L™) em
tampdo TRIS-HCI, 0,1 M e pH 7,0 durante 30 minutos (MAIJALA et al., (1991). As
linhagens celuloliticas foram identificadas pela formacdo de um halo mais claro ao redor das

coldnias.

4.2.3 Lipase

A producdo de lipases foi realizada em meio contendo, em g.L?, dleo de oliva (10),
extrato de levedura (10), NaCl (05), Tween 80 (10) e &gar (20). Para este meio ndo houve a
necessidade de tratamento com corante especifico, pois a revelacdo do halo se deu pela

formacdo de cristais de sais de calcio do &cido laurico (FREIRE, 1997).

4.2.4 Xilanase

A producdo de xilanase foi avaliada em meio contendo, em g.L, xilana comercial
(Birchwood) (10), extrato de levedura (05) e agar (20), sendo gque os halos de hidrolise foram
evidenciados com vapor de iodo formando um halo translicido ao redor das coldnias
(KASANA, 2008).

4.3 Avaliagéo da producéo de xilanase em cultivo submerso

4.3.1 Delineamento experimental

A producdo de xilanase foi testada em cultivo submerso para uma linhagem
xilanolitica selecionada conforme descrito no item 4.2.4, em meio contendo diferentes
concentracdes de xilana comercial (Birchwood), peptona, extrato de levedura, MgSOs .7H>0,
KH2PO4 e NaNOz em diferentes valores de pH, de acordo com planejamento experimental
proposto. Foi utilizado um delineamento de Plackett & Burman com 12 ensaios (PB12), com
3 repeticdes nas condicbes do ponto central para se avaliar o efeito das variaveis na producao
de xilanase (RODRIGUES e IEMMA, 2014). A tabela 5 mostra as variaveis e niveis

estudados.
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Tabela 5- Niveis e valores das variaveis utilizadas no PB12

Variaveis Niveis
-1 0 +1
pH 4 55 7
Xilana (g.L?) 5 12,5 20
Extrato de levedura (g.L?) 1 3 5
Peptona (g.L ™) 2 6 10
MgS0. .7H;0 (g.L?) 0 1 2
KH,PO4 (g.L™) 0 2,5 5
NaNO; (g.L %) 0 1 2

Com os resultados obtidos no PB12 foram selecionadas as variaveis estatisticamente
significativas (ANOVA, 1% de significancia) para a realizacdo de um planejamento
experimental completo (DCCR) e andlise das superficies de resposta, com o objetivo de se
obter um modelo empirico que represente a producdo da enzima e que permita inferir a
condicdo Otima para a producdo da enzima (RODRIGUES e IEMMA, 2014). A tabela 6
apresenta os niveis e os valores das variaveis selecionadas no PB12 a serem utilizadas no
DCCR.

Tabela 6 - Niveis e valores das variaveis utilizadas no DCCR

Variaveis Niveis
-a -1 0 1 +a
X1 (g.L-Y) 0 0,88 3 5,12 6
X2 (g.L-1) 0 0,44 1,5 2,56 3
4.3.2 Obtencao do indculo e cultivo submerso

A linhagem foi cultivada em &gar-Sabouraud a 30°C durante 48 horas. A partir desse
cultivo foi feita uma suspensio de células (aproximadamente 10® células.mL™) em solucéo
salina esteril (0,85% NaCl). Uma aliquota dessa suspensao foi utilizada para inocular os
meios para a producdo de xilanase, de modo a se obter uma concentragdo inicial de 10’
células.mL? de meio. A contagem de células foi feita com a utilizagdo da camara de

Newbauer sob microscopio 6ptico comum.

Os cultivos foram realizados em Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio, e
foram mantidos a 30° C sob agitacdo de 150 rpm por 48 horas. Apos o periodo de incubacéo,

foi retirada uma aliquota de cada meio para realizar a contagem celular e em seguida as
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amostras foram centrifugadas (10.000 x g) durante 30 minutos e o sobrenadante (extrato
enzimatico bruto — EEB) foi armazenado sob refrigeracéo para posterior medida da atividade

xilanolitica.

4.3.3 Determinacéo da atividade xilanolitica

A atividade xilanolitica foi determinada por espectrofotometria segundo Miller (1959).
O meio reacional continha 500 pL do extrato bruto enzimatico e 500 pL de solucdo de Xilana
(10g.L1) em tamp&o acetato pH 6,0. Os tubos foram mantidos a 40 °C por 30 minutos, para
que ocorresse a atividade enziméatica. Apds esse periodo, a atividade xilanolitica foi
determinada quantificando-se os agulcares redutores (AR) liberados durante o tempo de reacéo,
utilizando-se 0 método DNS (&cido dinitrosalicilico), segundo Miller (1959). Ao meio reacional
(ImL) foi adicionado 1 mL de solugcdo DNS, a mistura foi mantida em banho maria em ebuligdo
durante 5 minutos, foi resfriada e a ela foram adicionados 5 ml de agua destilada. A leitura foi

realizada em espectrofotdbmetro a 540 nm.

Os brancos enziméticos foram preparados adicionando-se o EEB ao tampdo acetato pH
6,0, sem adicdo de substrato e o branco do espectrofotometro foi feito adicionando-se a solugéo

de xilana ao tampéo acetato pH 6,0.

Os valores de absorbancia obtidos foram utilizados para se calcular a concentracdo de AR
nas amostras, com auxilio de uma curva de calibracdo previamente construida. Uma unidade de
atividade xilanolitica (U.mL™) foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir 1

umol de agucar redutor por mL por minuto de reacéo.



29

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producéo das hidrolases em meio sélido

Das 30 linhagens de leveduras testadas em meio sdlido, seis (20%) apresentaram perfil
lipolitico, uma (3,5%) amilolitico e xilanolitico, enquanto que para a producao de celulase,
ndo houve nenhuma linhagem positiva. A linhagem Papiliotrema laurentii (PON28.6)
isolada de Phylloicus spp. apresentou resultado positivo para as 3 enzimas, com valores de IE
de 1,47 para amilase, 2,67 para lipase e 2,41 para xilanase; as linhagens, Rhodotorula
mucilaginosa (TRIP5), Cryptococcus sp. 1 (LAG12.1), Rhodotorula mucilaginosa (PH42),
Candida parazyma (CO26) e Lodderomyces elongisporus (PON11.3), foram positivas para
lipase com valores de IE, 1,91; 2,02; 1,56; 2,55; 2,26, respectivamente. A linhagem
Papiliotrema laurentii (PON28.6) apresentou o maior valor de IE em comparagédo as outras
linhagens, enquanto a linhagem Rhodotorula mucilaginosa (PH42) apresentou o menor IE,
com valor de 1,56. As médias dos halos de hidrélise apresentaram diferenca significativa pelo

teste de Tukey a 5% de significancia. A tabela 7 apresenta os valores de IE obtidos.

Tabela 7— Valores dos indices Enzimaticos obtidos pelas linhagens de leveduras

Linhagem Amilase Celulase Lipase Xilanase
Papiliotrema laurentii (PON28.6) 1,47 - 2,67° 2,41
Rhodotorula mucilaginosa (TRIP5) - - 1,91% -
Cryptococcus sp. 1 (LAG12.1) - - 2,02 @ -
Rhodotorula mucilaginosa (PH42) - - 1,562 -
Candida parazyma (CO26) - - 2552 -
Lodderomyces elongisporus (PON11.3) - - 2,26 -

() Indica resultado negativo para o teste em questao

*Meédias seguidas por uma mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente a nivel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey.

Guedes e Lima (2016), obtiveram IE semelhantes para a atividade Xilanolitica com

leveduras isoladas de palmeiras, com valores de IE variando de 1,68 a 2,9. Um total de 6% (9
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linhagens) das cepas apresentaram perfil xilanolitico, enquanto no presente trabalho houve um
total de 3,5% (1 linhagem) apresentaram halo de hidrdlise, com um indice enzimatico de 2,41.

Santos (2012), em seu trabalho utilizando leveduras isoladas de afloramento rochoso,
também nao obteve resultados positivos para a producéo de celulase, onde nenhuma das cepas

testadas foram capazes de hidrolisar o substrato para que pudesse formar o halo de hidrolise.

Em seu trabalho Fuentefria (2004), obteve resultados com cinco linhagens isoladas de
Hibiscus rosa-sinenses para a producdo de lipases, onde, uma dessas linhagens foi

encaminhada para otimizacdo do processo.

5.2 Cultivo submerso para a producéo de xilanase

A producdo de xilanase foi avaliada em cultivo submerso para a linhagem
Papiliotrema laurentii (PON28.6) os valores de atividade obtidos nos 15 ensaios do PB12
estdo apresentados na tabela 8. As atividades enzimaticas variaram de 0,187 a 0,665 U.mL™.
Com os resultados obtidos e a analise dos dados, pode-se observar qual das sete varidveis

avaliadas interferiam de forma significativa na produgéo de xilanase.

Tabela 8 — Valores de atividade xilanolitica e contagem de células obtidos no PB12

Variaveis (Nivel/ g.L*
. - - favels (Nvel/ gL ) — Atividade
Ensaios X, X5 X3 X4 Xs X X7 (U.mL'l)

1 17)  -165) 1(6) -1 -100) -10) 1(2) 0,665

2 1(7)  1(20) -1(1) 1(10) -1(0) -1(0) -1(0) 0,547

3 1@4) 1200 15) -1(2)  1(2) -1(0) -1(0) 0,497

4 17y -16)  1(5) 1(10) -1(0) 1(5) -1(00) 0,659

5 1(7) 1200 -1(1) 1(10) 1(2) -1(0) 1(2) 0278

6 1(7) 100 1(5) -1(2) 12 1(5) -100) 0,282

(continua)



(continuacao)

Variaveis (Nivel/ g.L ™)

Ensaios " X" X&' XS XS Xe X /?Svrfqu
7 -1(4) 1200 1(5) 1100 -1(0) 1(5) 12 0579
8 14 -5 -1(1) 1100 1 -10) 12 0200
9 14 -5 -1(1) 1100 12 1(5) -10) 0241
10 1) 15 -1 -12) 1) 15 12) 0187
11 -1(4) 10) -1(1) 1)  -10) 1(5) 1(2) 0401
12 -1(4) 15 -1 -12)  -10) -1(0) -1(0) 0559
0. 055 00125 0@3) 06) 0@1) 025 0@1) 0423
0. 055 00125 0@3) 06) 01 025 0@1) 0513
0: 055 0(125 0@3) 06) 01 025 0@1) 0365

X1"- pH; X2'- Xilana; X3"- Ext. de Levedura; X4"- Peptona; Xs- MgSO4-7H,0; Xe'-
KH,POy; X7*- NaNOs;
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Das sete variaveis estudadas apenas duas delas foram significativas, sendo o extrato de

levedura e o sulfato de magnésio (MgSOs-7H20). segundo anélise de variancia (Tabela 9).

Tabela 9 - Regressao realizada no PB12

Nome Efeito Erro Padréo t calculado p-valor
Média 0,42 0,03 16,22 0,0000
Curvatura 0,01 0,12 0,12 0,9120
pH (x1) 0,02 0,05 0,46 0,6610
Xilana (x2) 0,01 0,05 0,22 0,8336
Extrato de levedura (xs) 0,11 0,05 2,11 0,0789
Peptona (xa4) -0,01 0,05 -0,27 0,7960
MgS04-7H,0 (xs) -0,29 0,05 -5,49 0,0015
KH2PO; (x6) -0,07 0,05 -1,27 0,2515
NaNOs (x7) -0,08 0,05 -1,49 0,1864
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Com os resultados do PB12 realizou-se um novo planejamento experimental completo
(DCCR), com a intengdo de se otimizar a producdo da enzima. As variaveis que ndo foram
significativas foram fixadas no valor de menor concentracdo. Os valores trabalhados foram:
pH 4,0, xilana (4 g.L ™), peptona (2 g.L™1), e ndo se utilizou KH2PO4 e NaNOs.

Os valores de atividade variaram de 0,018 a 0,191 U.mL™, e podem ser visualizados
na tabela 10.

Tabela 10 — Valores de atividade xilanolitica e contagem de células obtidos no DCCR

Variaveis (Nivel/ g.L ™) Atividade (U.mL™)

Ensaios Contagem (células.ml™)

Xy Xo
1 -1(0,88) -1(0,44) 0,018 1,2x107
2 1(5,12) -1(0,44) 0,080 1,8x107
3 -1(0,88) 1(2,56) 0,150 1,5x107
4 1(5,12) 1(2,56) 0,191 1,5x107
5 -1,41(0) 0(1,5) 0,082 6,7x107
6 1,41(6) 0(1,5) 0,145 1,3x107
7 0(3) -1,41(0) 0,023 1,1x108
8 0(3) 1,41(3) 0,127 8,7x107
9 0(3) 0(1,5) 0,037 1,0x108
10 0(3) 0(1,5) 0,105 1,0x108
11 0(3) 0(1,5) 0,065 1,1x108

Xi"- Extrato de Levedura; X2~ MgSO4-7H:0;

A andlise de variancia mostrou que o fator linear e quadréatico do extrato de levedura, e
o fator quadratico do sulfato de magnésio (MgSQOs-7H.0), foram significativos a 5% de
significancia com um R? = 86,17% (Tabela 11). A equacdo de regressdo obtida para a
atividade enzimética em funcao da concentracdo de extrato de levedura e sulfato de magnésio
é determinada segundo a equacao:
Y1=0,08+0,02 x1 + 0,02 x:*>+ 0,05 x2

onde: Y = Atividade enzimatica, x1 = Extrato de levedura, X2 = MgSOs-7H:0.
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Com a equacdo tentou-se obter o ponto 6timo para a producdo da xilanase, o qual ndo
foi possivel obter, pois provavelmente o ponto 6timo se encontra fora do intervalo trabalhado
(Figura 7).

Na tabela 11, podemos observar a regresséao realizada no DCCR para obter a equacédo

matematica.
Tabela 11 - Regressdo realizada no DCCR
Nome Coeficiente Erro Padréo t calculado p-valor
Media 0,08 0,01 7,19 0,0002
X1 0,02 0,01 2,72 0,0298
xi? 0,02 0,01 2,40 0,0475
Xz 0,05 0,01 5,52 0,0009

Figura 7 - Gréfico de superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para atividade xilanolitica em
fungdo da concentragdo de MgSO4 e extrato de levedura.
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Através do grafico foi possivel visualizar que maiores valores da atividade enzimatica
poderiam ser obtidos quando as contragdes de MgSOg e extrato de levedura fossem mais altas.
Porém no intervalo trabalhado do experimento ndo foi possivel obter a otimizacdo e encontrar
0 ponto 6timo para a atividade enzimatica. 1sso mostra que ha a necessidade de um novo
planejamento experimental trabalhando outras faixas de concentragdo para se chegar a

otimizagao do processo.

Oliveira Janior (2014), encontrou valores aproximados de atividade enzimatica
utilizando o fungo filamentoso Penicillium Chrysogenum e bagaco de coco e péndulo de caju
como substrato. Fungos filamentosos apresentam uma maior capacidade de producdo de
enzimas comparados com as leveduras e os valores de atividades préximos podem indicar que

a linhagem estudada tem um bom potencial para a producao de Xilanase.

Mouro (2012), obteve varios padrdes de fermentacdo de xilose e glicose pelas
leveduras, sendo que linhagens Spathaspora, S. passalidarum, fermentam eficientemente a

xilose, com atividades xilanoliticas que variaram de 0,1 a 0,8 U.mg™.
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A linhagem Papiliotrema laurentii (PON28.6) é uma espécie de levedura conhecida
por sua prevaléncia em solos agricolas (GOLUBTSOVA et al., 2007), e é classificada como
um suposto patégeno oportunista. Até o momento, nenhum trabalho descrevendo a
capacidade xilanolitica dessa espécie foi divulgado o que torna interessante o estudo do

potencial enzimatico dessa linhagem.
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6 CONCLUSAO

Com os dados obtidos foi possivel concluir que apenas um reduzido percentual da
microbiota associada a insetos fragmentadores apresentou perfil lipolitico, xilanolitico ou

amilolitico.

Das sete variaveis estudadas para a producgéo de xilanase em cultivo submerso, apenas
duas (extrato de levedura e MgSQa) tiveram efeito significativo, porém ndo foi possivel

estabelecer a condic¢éo 6tima para a produgdo da enzima.

A avaliacdo dessas variaveis em outras concentracdes € necessaria para que seja

possivel a determinacdo de um ponto 6timo de atividade enzimatica.
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