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RESUMO

Neste trabalho uma beta-glicosidase de Aspergillus awamori, com massa molecular de 180 kDa foi
produzida em cultivos em estado solido utilizando uma mistura de folhas de coroa de abacaxi e farelo
de trigo (4:1). Atividade maxima da enzima foi obtida apos 8 dias de cultivo a 28° C e umidade inicial
de 80%. Extratos contendo beta-glicosidases de A. awamori foram combinados a uma celulase
comercial de T. reesei para sacarificar celulose microcristalina, elevando de 25 para 55 umol/mL a
glicose liberada apos 24 h de hidrolise.
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INTRODUCAO

As B-glicosidases (E.C. 3.2.1.21) catalisam a hidrdlise das ligacdes glicosidicas B-1,4 a
partir da extremidade ndo redutora de oligossacarideos, dissacarideos e glicosideos
conjugados. As B-glicosidases apresentam grande importancia biotecnologica, tendo um
amplo espectro de aplicagdes. Associadas as endo- e exoglucanases, as beta-glicosidases sao
necessarias para o processo de sacarificacdo completa do componente celulose da matéria
organica vegetal. [Esta ultima aplicagdo tem recebido aten¢do, devido ao interesse na
obtenc¢do do etanol de segunda geragdo. O componente celulose da matéria lignocelulosica €
inicialmente hidrolisado por endo- (EC 3.2.1.4) e exo-glucanases (EC 3.2.1.91) o que leva a
geragao de pequenos oligossacarideos e celobiose. A beta-glicosidase finaliza a hidrélise
gerando glicose. Para o processo ser eficiente ¢ necessaria a presenca concomitante de todas
as enzimas, principalmente pelo fato de que endo- e exoglucanases sao inibidas pelo acimulo
de celobiose.

O mais conhecido fungo celulolitico € o Trichoderma reesei que apresenta grande
potencial produtor de endo- e exoglucanases, mas ndo produz quantidades significativas de
beta-glicosidase (Singhania et al. 2013). Para uma eficiente hidrdlise da celulose torna-se
necessaria, portanto, a adi¢do de uma beta-glicosidase de outro microrganismo ao pool
enzimatico originario do 7. reesei. Diversas espécies do género Aspergillus tem sido descritas
como boas produtoras de beta-glicosidases e varios trabalhos tem abordado a possibilidade de
enriquecer o pool enzimatico de 7. reesei com beta-glicosidases de Aspergillus sp. Os
objetivos deste trabalho foram: 1) produzir e caracterizar uma beta-glucosidase de Aspergillus
awamori em cultivos em estado so6lido utilizando como substrato um residuo agricola ainda
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pouco explorado, as folhas de coroa de abacaxi e 2) avaliar a capacidade da enzima associada
a um pool comercial de celulases de Trichoderma reesei em hidrolisar celulose
microcristalina.

MATERIAL E METODOS

O fungo filamentoso A. awamori foi cultivado em estado so6lido utilizando 5 g de cada
de substratos ou associagdo dos substratos em frascos Erlenmeyer de 125 mL e solugdo
mineral para obtencdo de umidade inicial de 80%.. Apds esterilizagdo a 121° C por 20
minutos, 10°-10° esporos foram adicionados aos frascos, sendo as culturas mantidas em
estufa a 28° C por periodos variaveis. Para a obten¢do dos extratos enzimaticos brutos um
volume de 20 mL de agua destilada foi adicionado as culturas e apdés homogeneizagao,
mantidas a 4° C por 1 h. As misturas foram em seguida filtradas em gaze e os filtrados das
culturas centrifugados a 9000 rpm por 20 min a 4° C. Os sobrenadantes obtidos foram
considerados como sendo os extratos enzimaticos brutos.

A atividade da beta-glicosidase foi avaliada utilizando-se o substrato sintético p-
nitrofenil-B-D-glucopiranosideo (PNPG), na concentragdo de Img/mL em tampao citrato de
sodio 50 mM, pH 4,5, a 45° C. A reagao foi interrompida pela adi¢dao de tetraborato de sddio
saturado e a absorbancia do produto formado p-nitrofenolato foi determinada a 410 nm. Uma
unidade (U) de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que libera 1
umol de p-nitrofenol por min..

Para caracterizagao eletroforética da enzima, os filtrados foram dialisados e
concentrados por liofilizagdo. A eletroforese foi conduzida em condi¢des ndo desnaturantes
em gel de poliacrilamida a 10%. Ao término da corrida eletroforética, o gel foi cortado e
submetidos a coloragdo utilizando Coomassie Blue G e a coloragdo para visualizacao da
atividade beta-glicosidase (Peralta et al., 1990).

A sacarificacdo da celulose microcristalina, foi conduzida utilizando-se 0,5 g de
celulose microcristalina e 10 mL de tampao citrato de sédio 50 mM, pH 5,0. As hidrolises
iniciaram-se pela adi¢do de 1) 1 mg/mL da celulase comercial (5 U/mL) de Trichoderma
reesei; 2) 1 mg/mL da celulase comercial de Trichoderma reesei mais 100 pL da beta-
glicosidase de 4. awamori. As misturas foram mantidas em agitador de culturas a 150 rpm a
37° C por 6, 12 e 24 h. Glicose liberada foi estimada pelo método da glicose oxidase
utilizando um kit comercial.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O efeito de diferentes substratos na producio da beta-glicosidase por A. awamori foi
avaliado (Fig. 1A). Folhas de coroa de abacaxi destacaram-se como substrato, produzindo
niveis de enzima proximos aos obtidos nos cultivos desenvolvidos com o tradicional substrato
de culturas em estado solido, farelo de trigo, 535+20 e 652+50 U/g de substrato,
respectivamente. Outros substratos utilizados tais como sabugo de milho, bagaco de cana,
casca de laranja, casca de soja, casca de café e casca de maracuja proporcionaram a obtengao
de atividades beta-glicosidase inferiores a 300 U/ g de substrato. Fig 1B mostra o efeito do
tempo de cultivo na producdo da enzima. Tanto nas folhas de coroa de abacaxi quanto no
farelo de trigo, a maxima produgdo de enzima foi obtida com 8 dias de cultivo. Optou-se por
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escolher no presente estudo as folhas de coroa de abacaxi como substrato, pois € um residuo
ainda pouco utilizado como substrato para fungos filamentosos. Porém, para tentar melhorar a
produgdo da enzima, as culturas foram suplementadas com farelo de trigo a 20%. A mistura
de folha de coroa de abacaxi suplementada com farelo de trigo a 20% possibilitou a obtenc¢ao
de atividade beta-glicosidase semelhante a obtida com os cultivos em farelo de trigo, ao redor
de 850 U/g de substrato.
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Figura 1. Efeito do substrato (A) e tempo de cultivo (B) na producao de beta-glicosidase por 4. awamori em
cultivos em estado s6lido. FT=farelo de trigo; SM=sabugo de milho; BC=bagaco de cana; CL=casca de laranja;
FCA=folhas de coroa de abacaxi; CS=casca de soja; CC=casca de café; CM=casca de maracuja. FCA+FT= folha
de coroa de abacaxi + farelo de trigo na proporgao 4:1

O perfil eletroforético do extrato enzimatico bruto de 4. awamori ¢ apresentado na
Fig. 3. Pelo menos 8 bandas proteicas foram detectadas, com massas moleculares entre 180 e
24 kDa foram observadas no gel de poliacrilamida a 10% corado com Coomassie Blue.
Utilizando revelacao especifica para a atividade da beta-glicosidase pode-se observar que uma
beta-glicosidase com massa molecular aparente de 180 kDa foi produzida nas condigdes
utilizadas neste trabalho.

Extratos contendo beta-glicosidase de A. awamori foram combinados a uma celulase
comercial de 7. reesei para sacarificar celulose microcristalina (Fig. 2B). A liberagao de
glicose foi significativamente maior quando se utilizou o pool enziméatico contendo o extrato
de A. awamori associado a celulase comercial de 7. reesei. Diversos estudos evidenciam que
a utilizagdo do complexo enzimatico de 7. reesei leva a acaimulo de celobiose, indicando a
baixa atividade da beta-glicosidase contida neste extrato multienzimatico (Gottschalk et al.
2010). Como as leveduras s3o incapazes de fermentar a celobiose, os processos de
sacarificacdo de celulose visando posterior fermentacao para obtencdo de etanol de segunda
geracdo devem favorecer a hidrélise completa até glicose, o que s6 € obtido pela adi¢do da
beta-glicosidase (Singhania et al. 2013).
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Figura 2. Eletroforese sob condigdes ndo desnaturantes em gel de poliacrilamida a 10% da B-glicosidase de
Aspergillus awamori. 1) Padrdes moleculares corados com Coomasie Blue R; 2); extratos de 4. awamori
cultivado em meio sélido contendo folhas de coroa de abacaxi e farelo de trigo na propor¢ao 80:20 corados com
Coomasie Blue R; 3); Zimograma extratos de 4. awamori cultivado em meio so6lido contendo folhas de coroa de
abacaxi e farelo de trigo na propor¢do 4:1. Em B: Liberagdo de aglcares redutores e glicose no processo de
sacarificacdo enzimatica da celulose microcristalina. A) somente celulase comercial; B) Celulase comercial com
suplementacdo de 100 uL de extrato de 4. awamori contendo B-glicosidase. O meio reacional continha 0,5 g de
celulose microcristalina em 10 mL de tampéo citrato de sodio 50 mM, pH 5,0.

CONCLUSOES

Neste trabalho, avaliamos a possibilidade de utilizacao das folhas de coroa de abacaxi como
substrato para a producao de beta-glicosidase de 4. awamori em cultivos em estado soélido.
Uma unica enzima, com massa molar de 180 kDa foi produzida nesta condi¢do. Tal enzima,
associada as celulases comerciais de 7. reesei, aumentou em 2,2 vezes a glicose liberada apos
24 h de hidrélise da celulose microcristalina.
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