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RESUMO GERAL

Caracterizacdo queratinolitica, xilanolitica e otimiza¢cdo da producéo de

xilanases por culturas de Trichosporon

Trichosporon sdo leveduras pertencentes ao filo Basidiomycota, algumas espécies sao destacadas na
atividade proteolitica, xilanolitica dentre outras enzimas. Os objetivos deste estudo foram verificar
a viabilidade, autenticar a taxonomia, caracterizar quanto a capacidade queratinolitica e/ou
queratinofilica em meio solido e cultivo submerso, selecionar isolados em meio sdlido e em
fermentagéo por cultura submersa para a producdo de xilanases e otimizar as condigdes de producao
de xilanases em culturas de Trichosporon preservados sob ¢leo mineral na Micoteca URM. Foram
realizadas a reativacdo e autenticacdo das culturas através das caracteristicas morfofisioldgicas. Para
caracterizacdo queratinolitica e/ou queratinofilica e xilanolitica foram utilizados como substratos
penas de aves e xilana em meio sélido e no cultivo submerso foram utilizados como fontes de
carbono penas de aves e xilose respectivamente. Para determinacdo das melhores condicdes de
producdo de xilanases foi realizado planejamento fatorial completo (2%). Das 22 amostras mantidas
na Micoteca URM, 91% permaneceram viaveis e foram autenticadas confirmando a espécie
depositada. Os vinte isolados viaveis foram capazes de colonizar as penas, apresentando atividade
queratinofilica. Em meio solido, todas as culturas apresentaram crescimento, sem presenca de halo
de degradacdo, contudo em cultivo submerso, todas as culturas apresentaram atividade
queratinolitica, sendo T. aquatile URM4440 com 2,65 U/mL o melhor produtor que apresentou
atividade otima em pH 8,6 a 40°C. Na deteccdo da atividade xilanolitica, 12 culturas apresentaram
halo de degradacdo, sendo selecionadas para teste em cultivo submerso. Em meio liquido, o isolado
T. cutaneum URM4789 com 24,25 U/mL foi o melhor produtor, o qual apresentou atividade Otima
em pH 6,0 a 60°C, sendo selecionado para otimizacdo das condigdes de producgéo de xilanases. O
melhor resultado das condicbes de producdo da atividade xilanolitica foi obtido no ensaio 13, nas
seguintes condicOes: tempo de 96 horas; concentragdo de xilose 1,5%; auséncia de extrato de
levedura; pH 7,0 e temperatura 27°C, nessas condicdes 65,15 U/mL de atividade enzimatica foi
obtida. As varidveis, concentracdo de xilose, temperatura e o pH mostraram efeito significativo
sobre a producdo de xilanases. Dentre as espécies avaliadas, T. aquatile URM4440 e T. cutaneum
URM4789 apresentaram os melhores resultados quanto as atividades queratinoliticas e xilanoliticas

respectivamente.

Palavras-chave: Trichosporon sp.; atividade enzimatica, queratinases e Xilanases



ABSTRACT

Kheratinolytic and xilanolytic screening and optimization of xylanase production by Trichosporon
preserved cultures

Trichosporon are yeasts belonging to the phylum Basidiomycota, with some species highlighted in
the proteolytic activity, among other xylanolytic enzymes. The objectives of this study was to
determine the feasibility, to endorse the taxonomy, to characterize the ability Malassezia and / or
keratinophilic in solid and submerged cultivation, selecting isolates on solid medium and
submerged culture fermentation for the production of xylanases and optimize the conditions for
production of xylanases in cultures of Trichosporon preserved under mineral oil at the URM
Culture Collection. Were performed reactivation and authentication of cultures through the physical
and physiological characteristics. The characterization keratinophilic and / or keratinolytic and
xylanolytic were used as substrates feathers and xylan in solid and submerged cultivation were used
as carbon sources feathers and xylose respectively. To determine the best conditions of production
was carried xylanolytic complete factorial design (24). Of the 22 samples stored in the URM
Culture Collection, 91% remained viable and were authenticated confirming the species deposited.
Twenty isolates viable were able to colonize the feathers, giving keratinophilic activity. In solid
medium, all cultures showed growth, without the presence of halo of degradation, but in submerged
cultivation, all cultures showed keratinolytic activity, and T. aquatile URM4440 with 2.65U/ mL
the best producer that had optimum activity at pH 8.6 at 40°C. The detection of xylanolytic activity,
12 crops had halo of degradation, being selected for testing in submerged cultivation. In liquid
medium, the isolated T. cutaneum URMA4789 with 24.25 U / mL was the best producer, which
showed optimal activity at pH 6.0 at 60°C, was selected to optimize the conditions for production of
xylanases. The best result of the conditions of production of xylanolytic activity was determined in
the test 13, the following conditions: time 96 hours, the concentration of xylose 1.5%, absence of
yeast extract, pH 7.0 and temperature 27°C, these conditions 65.15U/ mL of enzyme activity was
obtained. The variables, xylose concentration, temperature and pH showed significant effect on the
production of xylanases. Among the species evaluated, T. aquatile URM4440 and T. cutaneum

URMA4789 showed the best results regarding keratinolytic activities and xylan respectively.

Keywords: Trichosporon sp. Enzymatic activity, keratinases and xylanases
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1. INTRODUCAO

Colecdo de culturas constitui um centro de conservacdo de recursos genéticos
responsavel pela coleta de organismos relevantes para estudos cientificos, pela oferta de
servicos de identificacdo, deposito, preservacdo e distribuicdo, além de oferecer
consultoria e treinamento para formacdo de recursos humanos (Smith e Onions, 1994;
Figueiredo, 2001; Nakasone et al., 2004).

O principal objetivo da preservacdo de cepas fungicas € a manutencdo das
caracteristicas biologicas dos isolados. A conservacdo dos aspectos morfoldgicos,
fisioldgicos, genéticos e metabdlicos dessas cepas é frequentemente requerida para
estudos de taxonomia, perfil bioquimico, diagndstico laboratorial e producdo de
substancias de interesse comercial e industrial (Neufeld e Oliveira, 2008).

Para garantir a completa viabilidade e estabilidade dos organismos estocados, sao
utilizados metodos de preservacdo que tém basicamente 0 mesmo principio: retardar ou
paralisar o metabolismo celular. Dentre os mais utilizados, pode-se citar: subcultivos
sucessivos, estocagem sob 6leo mineral, em agua destilada esterilizada, solo ou areia,
silica-gel, nitrogénio liquido, liofilizacdo e congelamento (Smith e Onions, 1994;
Figueiredo, 2001; Nakasone et al., 2004).

De acordo com Alexoupolus et al. (1996) os fungos sdo microrganismos
eucariontes, com parede celular constituida por polissacarideos, principalmente quitina, e
também por glicoproteinas. Podem ser pluricelulares (fungos filamentosos) ou
unicelulares (leveduras). As leveduras sdo fungos reconhecidos pela sua diversidade
morfoldgica e bioquimica, sdo predominantemente unicelulares, na maioria saprobias,
algumas parasitas ou oportunistas (Lachance e Starmer, 2008). Encontradas em diversos
substratos naturais, matéria organica em decomposicao, ar, &gua doce e salgada e solo.
Podem ser isoladas ainda da pele e de outros tecidos animais, em laténcia, causando
doencas ou como saprébias (Bentubo et al., 2008).

As leveduras compreendem um grupo de microrganismo com morfologia diversa.
Filogeneticamente sdo heterogénias e estdo inseridas em varias divisdes, desde os fungos
imperfeitos, até os Ascomycota e Basidiomycota. Reproduzem-se sexuadamente por
ascosporos ou basidiosporos e assexuadamente por brotamento, ou a combinacédo desses
processos. A macroscopia caracteriza-se pela presenca de colonias com formas, cores e

texturas variadas; caracterizam-se por apresentar em sua micromorfologia, blastoconidios
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e alguns géneros como Trichosporon apresentam pseudo-hifas que se fragmentam
originando artrosporos (Barnett et al., 2000; Lacaz et al., 2002).

Espécies de Trichosporon podem ser encontradas isoladas de solo, amostras de
4gua, vegetais, aves e mamiferos. E citado como agente causador de infeccdes
superficiais e profundas nos seres humanos, no entanto € um membro da microbiota
normal da boca, pele e unhas, de animais incluindo os seres humanos (Ellner et al.,
1993).

Este género de levedura tem sido largamente utilizado em processos
biotecnoldgicos para producdo de diversas enzimas, lipases, celulases, proteases e
xilanases. Entretanto ndo foram encontradas na literatura pesquisas com estes fungos,
quanto a producdo de queratinases, enzimas necessarias para a degradacdo dos tecidos
queratinizados, como a pele e unhas (Liu et al., 1998; Silva-Neves et al., 2006).

Enzimas proteoliticas constituem um importante grupo de enzimas comerciais,
com ampla aplicacdo nas indUstrias de detergentes, alimentos e couro (Kumar et al.,
1998; Gupta et al., 2002). As queratinases constituem uma classe particular de enzimas
proteoliticas capazes de degradar queratina. S&o utilizadas na hidrolise de queratinas e
uma quantidade significativa de proteinas fibrosas insoliveis em &gua, na forma de
penas, cabelos, unhas, chifres e outros substratos disponiveis no processo agroindustrial
(Onifade et al., 1998). Outra classe de enzimas de interesse comercial sdo as xilanases,
utilizadas no branqueamento de papel, como auxiliar na extracdo de dleos vegetais,
clarificacdo de sucos e vinhos, na producdo de protoplastos para uso em engenharia
genética, entre outros (Biely, 1993; Seyis e Aksoz, 2005).

Os objetivos deste trabalno foram caracterizar e quantificar atividade
queratinofilica, queratinolitica e xilanolitica, em culturas de Trichosporon mantidas na

Micoteca URM, e determinar as condicdes de producdo de Xilanases.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Colecdes de culturas

As colecBes de materiais bioldgicos vao de pequenos centros privados a grandes
centros de servico, parte essencial da infra-estrutura de apoio as ciéncias da vida e a
biotecnologia, tendo como objetivo principal prover ao usuario 0s produtos e/ou servicos
oferecidos por meio de técnicas e processos que certifiguem a qualidade e que estejam de
acordo com as leis, os regulamentos e as politicas nacionais. Como centros de recursos
bioldgicos, podem conter colegdes de organismos cultivaveis (microrganismos, células de
plantas, animais e humanas), organismos vidveis mais ainda ndo cultivados. A
importancia da conservacdo ex-situ de recursos genéticos microbianos, vegetais e animais
é reconhecida como uma pratica indispensavel ao desenvolvimento da ciéncia e da
tecnologia em diversos setores de importancia socioeconémica (Smith e Onions, 1994;
Figueiredo, 2001; Nakasone et al., 2004).

As colecbes microbiologicas fornecem linhagens de microrganismos para a
comunidade cientifica e institutos federais e privados com as mais diversas finalidades,
devendo, portanto garantir que o potencial patogénico e biotecnoldgico desses
microrganismos seja conservado (Smiht e Onions, 1994).

A Colecdo de Culturas — Micoteca URM estd citada em varios catalogos,
destacando-se no American Type Culture Collection (ATCC) nos Estados Unidos, no
Institute for Fermentation em Osaka no Japdo (IFO) e no World Data Center for
Microorganisms (WDCM) no Japdo. No acervo da Micoteca URM constam
aproximadamente 8.000 culturas de fungos, sendo cerca de 1.300 leveduras e 6.700
fungos filamentosos, todas identificadas em nivel de espécie e mantidas em duplicata em
cada método de preservagdo (6leo mineral, liofilizacdo, agua destilada esterilizada e a -
80° C) (Micoteca URM, 2009).

2.2. Preservagéo de microrganismos
A preservacdo de culturas fungicas tem como objetivo manter a completa

viabilidade e estabilidade dos organismos estocados, por longos periodos de tempo, o que

é conseguido basicamente pelo retardo ou pela paralizacdo do metabolismo celular dos
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fungos, nesse sentido, inumeros processos fisicos podem ser utilizados (Neufeld e
Sarquis, 2003).

Os métodos comumente empregados para a preservacdo de microrganismos
incluem: 6leo mineral, &4gua destilada, salina com O6leo mineral, silica gel, solo,
liofilizacdo, congelamento a — 70° C e nitrogénio liquido (Souza, 2007).

De acordo com Souza (2007), problemas como perda de viabilidade, mudancas
fisiologicas de aspecto e coloracdo, decréscimo ou perda da capacidade de esporulacdo e
da patogenicidade aparecem constantemente em culturas apds repicagens sucessivas, em
meios naturais e artificiais, 0 que tornou necessario desenvolver outros métodos mais

eficientes, para manter culturas viaveis e menos sujeitas a variagdes.

2.3. Preservacéo sob 6leo mineral

O método de preservacao sob 6leo mineral, inicialmente utilizado por Lomiére e
Chevrotier para aumentar a longevidade e reduzir a variabilidade de culturas de
Gonococus, passando depois a ser aplicado também para fungos. A experiéncia
demonstrou que pelo emprego desse método, as repicagens da maioria das espécies
pertencentes a Coelomicetos e alguns Basidiomicetos podem ser realizadas nos intervalos
de 12 a 24 meses, sem problemas (Fennel, 1960).

Para preservacdo sob Oleo mineral, é nescessario que culturas fangicas jovens
desenvolvidas em tubos contendo meios de cultura solidificado, inclinado a 30° com a
horizontal, sejam submersas em uma camada de Oleo mineral esterilizado. O
armazenamento pode ser a temperatura ambiente ou de acordo coma necessidade do
fungo e os tubos devem ser mantidos permanentemente na posicdo vertical para que o
0leo ndo toque os tampdes de algodao (Figueiredo, 2001).

As vantagens desse método esta relacionada ao baixo custo com equipamentos,
eficiéncia no controle da contaminacgéo por acaros, mantém a viabilidade das espécies por
um longo periodo e armazenamento de espécies que ndo sobrevivem em outros métodos.
Enquanto que a dificuldade do crescimento de algumas culturas reativadas, espaco para
armazenamento dos tubos, rotina de repicagem para manutencdo das culturas e
contaminacao por outros organismos sdo algumas das desvantagens dessa técnica (Smith
e Onions, 1994; Figueiredo, 2001).
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O oleo mineral previne a desidratacdo do meio de cultura, reduzindo a atividade
metabdlica e o crescimento, por reduzir a tensdo de oxigénio. A reativacdo é feita pela
remoc¢do de um fragmento da cultura e transferéncia para meio liquido (caldo glicosado)
ou sélido (especifico para o fungo) (Figueiredo, 2001; Nakasone, 2004).

A escolha do método de estocagema ser utilizado leva em conta varios fatores, de
acordo com o objetivo da colegdo. Assim, uma pequena colecdo docente difere daquelas
que sdo depositarias nacionais. Se o objetivo é classificar taxonomicamente os cultivos,
necessita-se de métodos que garantam a estabilidade morfol6gica dos microrganismos.
Do mesmo modo, uma colecdo de interesse para a indUstria deve dar énfase aos métodos

que mantenham a estabilidade genética (Bueno e Gallardo, 1998).

2.4. Proteases

As proteases representam uma classe de enzimas com importantes papéis em
processos fisiologicos e biotecnologicos. Podem ser obtidas de varios tecidos de origem
animal, vegetal ou a partir de microrganismos. Sao classificados pelo pH 6timo ou pela
natureza quimica do seu sitio ativo (Said e Pietro, 2004).

Com base no ponto de clivagem da cadeia polipeptidica, as proteases ou peptidases
sdo divididas em dois grupos: exoproteases e endoproteases. As exoproteases clivam
ligacOes peptidicas proximas as extremidades e as endoproteases atuam nas regides
internas da cadeia polipeptidica (Rao et al., 1998).

Outra classificacdo das proteases baseia-se no pH Otimo de atividade,
fundamentando-se nessa caracteristica sdo classificadas como: acidas, neutras e alcalinas.
As proteases acidas tém atividade na faixa de pH 2,0 a 6,0, perdendo rapidamente a
atividade em valores de pH mais elevados. Proteases neutras tém atividade em valores de
pH entre 6,0 e 8,0, e as proteases alcalinas sdo ativas em pH entre 8,0 e 13,0 (Rao et al.,
1998).

2.5. Queratinases e atividades queratinofilicas e queratinoliticas
A queratina pertence ao grupo das proteinas fibrosas com a estrutura de hélice na

forma alfa (Figura 1), esta estrutura é responsdvel pela elasticidade que se observa no

cabelo. Quando é esticada na presenca de dgua a queratina passa para a forma de
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ziguezague de [ queratina. Este substrato pertence a classe das escleroproteinas, ¢
insolivel em &gua e em solventes organicos, resistente a &cidos e &lcalis diluidos. Sua
hidrdlise pelos acidos fortes fornece aminoacidos, como histamina, lisina e arginina e em
maior proporcdo cistina e tirosina. Tanto fungos dermaté6fitos quanto ndo dermatéfitos
podem colonizar e invadir a queratina da pele, unha e cabelo. As estruturas dos fungos
que aderem mais freqlientemente aos substratos queratinosos sdo fragmentos de hifas
(Zurita e Hay, 1987).
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Figura 01. Fragmento da estrutura quimica da queratina (alfa hélice).
LigacGes em pontilhado séo pontes de hidrogénio. As ligagdes amida
sdo os sitios de ataque das queratinases. (adaptado: Creigthton, 1989)

A utilizacdo comercial das queratinases recentemente ganhou impulso
biotecnoldgico, devido ao isolamento de microrganismos ndo patogénicos que possuem
habilidade em degradar a queratina insolivel de penas e transforma-las em alimentos
economicamente Uteis (Onifade et al., 1998; Lin et al., 1999; Riffel et al., 2003),
fertilizantes nitrogenados, colas e laminas (Friedrich e Kern, 2003; Schrooyen et al.,
2001; De Toni et al., 2002). As queratinases sdo utilizadas tradicionalmente em diversos
setores industriais como na producdo de detergentes, de cosméticos, de couros, de ragdo
(Farag e Hassan, 2004), na medicina, assim como em novos campos como no tratamento
da doenca do mal da vaca louca e na manufatura de plasticos biodegradaveis (Langeveld
et al., 2003).

A temperatura 6tima das queratinases esta na faixa entre 30 e 80°C, no entanto, a

enzima de Chrysosporium keratinophilum (Dozie et al., 1994) e Fervidobacterium
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islandicum AW-1 (Nam et al, 2002) mostrou temperatura Otima de atividade
excepcionalmente alta entre 90 e 100°C, com meia vida de 30 e 90 minutos,
respectivamente.

Tatineni et al. (2007) usando a metodologia de superficie de resposta conduziram
um estudo para otimizar a producdo das queratinases e atividade enzimatica em penas de
aves domésticas por Streptomyces sp. Inicialmente diferentes concentracdes de sais foram
testadas para a producdo maxima das queratinases a um pH constante de 6,5 e uma
concentracdo de pena de 5¢/L. Uma combinag¢do com K;HPO,4, KH,PO, e NaCl foi
obtido uma producdo maxima de queratinase (70,9U/mL). No primeiro estudo utilizando
a metodologia de superficie de resposta, as cinco variaveis selecionadas (racdo de pena,
K>HPQO4, KH2PO4, NaCl e pH) foram otimizadas.

2.6. Fungos queratinofilicos e que ratinoliticos

Alguns fungos sdo importantes ecologicamente e assim despertam grande
interesse em todo 0 mundo, por possuirem um papel significativo na bioconversdo de
residuos queratinizados (Abdel-Hafez et al., 1990; Marchisio et al., 1991; Ali-Shtayeh e
Jamous, 2000).

A diferenca entre fungos queratinofilicos e queratinoliticos esta baseada na
utilizacdo e/ou destruicdo da queratina. Os fungos queratinoliticos sdo capazes de
decompor a queratina presente no substrato, sendo potencialmente patégenos ao homem e
outros animais. Por outro lado, espécies queratinofilicas sdo capazes apenas de usar
materiais naturalmente associados com a queratina, ou resultantes de sua degradagéo
(Marchisio et al., 1991; Ulfig et al., 1997).

Os fungos queratinoliticos sdo capazes de utilizar a queratina como Unica fonte de
carbono e nitrogénio. O crescimento destes microrganismos em substratos que contém
queratina indica sua capacidade de sintetizar enzimas proteoliticas que podem degradar o
complexo das queratinas (Onifade et al., 1998).

Os fungos queratinofilicos podem representar um alto risco para 0 homem, direto
ou indiretamente através das dermatomicoses de humanos e animais (Papini et al., 1998);
com degradacdo da queratina da pele, pelos e unhas, ocasionando lesdes cutaneas e
muco-cutaneas, podendo em alguns casos progredir para formas profundas com quadros

clinicos invasivos, como as formas de pseudomicetomas (Lacaz et al., 2002).
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Wawrzkiewicz et al. (1991), estudaram a habilidade de 16 extratos de
dermat6fitos em utilizar substratos de queratina como Unica fonte de carbono e
nitrogénio. Os substratos utilizados incluem solubilizados de queratina natural do cabelo,
de pélos de porquinho-da-india e de penas de galinha. A preparacéo de queratina de pena
constitui um modelo conveniente para estudo preliminar da atividade queratinolitica. Foi
observado que, das 16 amostras de fungos, 13 sintetizaram principalmente queratinase
intracelular, enquanto trés amostras de Trichophyton verrucosum liberaram enzimas
principalmente para 0 meio. A queratina procedente do cabelo e pena foi degradada por
poucas amostras dos fungos estudados que, em condicdes experimentais, produzem
esporos caracteristicos. A solucdo de queratina de pélo do porquinho-da-india foi atacada
apenas por T. mentagrophytes, T. verrucosum, e apenas T. gallinae cresceu em queratina
natural de pena de galinha.

Okafur e Ada (2000) estudando as diferencas taxondmicas nas atividades
queratinofilicas de cinco espécies distintas de dermatdfitos: T. rubrum, T.
mentagrophytes, T. tonsurans, Microsporum audoinii e M. gypseum, isoladas de amostras
clinicas em criangas de uma escola primaria e utilizando cabelo humano como substrato,
observaram que todas as espécies testadas apresentavam atividade queratinofilica da
primeira a quinta semana, destacando, T. rubrum, entre as espécies que apresentaram
maior atividade queratinofilica. Apenas T. mentagrophytes e M. gypseum causaram danos
estruturais na haste do cabelo.

Katiyar-Sarika e Kushwaha (2002) estudaram a habilidade de degradacdo do
cabelo humano e liberacdo de proteina de substratos queratinosos in vitro pela acdo de
fungos isolados da poeira de uma casa em Kanpur, India. Foram testados 12 fungos
queratinofilicos quanto a sua habilidade de colonizar e invadir cabelo e liberar proteina
no meio de cultura durante 30 dias. Chrysosporium indicum e M. gypseum colonizaram o
cabelo humano com seis dias, enquanto espécies de Acremonium levaram 24 dias para
colonizar o cabelo. A deterioragdo completa do cabelo foi observada nas culturas de C.
indicum, C. tropicum e C. tropicum (atipico) no fim de 24 dias. Espécies de Acremonium
mostraram invasdo minima do cabelo ao final de 30 dias. A maior quantidade de proteina

liberada do cabelo humano foi por C. indicum e a menor por espécies de Acremonium.
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2.7. Xilanases e atividade xilanolitica

A xilana representa um importante recurso de biomassa renovavel e dispde de até
20-35% do peso seco da madeira e residuos agricolas. Maior componente da
hemicelulose em células da parede vegetal, geralmente composto por uma estrutura linear
de B-1,4 ligada a unidades de D-xilose (Chenet al., 1997).

Devido a heterogeneidade estrutural as xilanas, precisam ser convertidas a xiloses
ou xilooligossacarideos no processo de bioconversdo. Para uma completa e eficiente
degradacdo destes compostos ha necessidade de um sistema de enzimas, entre estas as
mais estudadas e conhecidas, estdo as xilanases que em sua maioria sao classificados em
familias glicosideo hidrolases (Chen et al., 1997; Ruegger e Towk-Tornisie, 2002).

As enzimas xilanoliticas (xilanases), quando livres das celulases, sdo utilizadas na
industria de papel e celulose, auxiliando no branqueamento da polpa facilitando a
remoc¢do da lignina, podendo se aplicadas para modificar a polpa na formacéo do papel
ou ainda serem utilizadas na reciclagem do papel (Biely, 1993). Estas enzimas, em
associacdo com celulase, podem ser utilizadas para remover as paredes das células
vegetais e desta forma, aprimorar o processo de extracao de 0leos vegetais. S&o utilizadas
emdiferentes indUstrias para producéo de detergente, de tecidos, na fabricacdo de cereais,
na panificacdo, para melhorar a qualidade final de polpas de frutas, na fabricacéo de café
solavel, na clarificacdo de sucos e vinhos, no aumento do teor nutricional da silagem,
para conferir textura aos derivados lacteos, na producdo de protoplasto para uso em
engenharia genéticca, na producdo de biocombustiveis (Wong e Saddler, 1992; Pollet et
al., 2009).

As xilanases sdo enzimas de importante aplicacdo em diferentes inddstrias como as
de detergente, téxtil, alimenticia e também no tratamento de residuos agro-industriais e na
bioconversdo de materiais lignocelul6sicos em agUcares para a producédo de bioetanol. Os
ambientes tropicais brasileiros mostram uma rica biodiversidade, tornando-se
promissores para a pesquisa de novos microrganismos com aplicacdes biotecnoldgicas.
(Gregg et al., 1998; Bhat, 2000).

Estas enzimas sdo capazes de hidrolisar as ligagdes B 1-4 da cadeia principal da
xilana (Figura 2), um dos principais polissacarideos do complexo hemiceluldsico das

paredes celulares dos vegetais. A termoestabilidade e a especificidade pela xilana sdo
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responsaveis pelo grande interesse biotecnoldégico e comercial que as Xxilanases tém
atraido (Vieira e Degréve, 2001).

A heterogeneidade e complexidade estrutural das xilanas resultam numa abundancia
de enzimas xilanoliticas com variacdes na especificidade, nas sequéncias primarias e
tamanho alem das limitacdes destas enzimas pela especificidade ao substrato (Collins et
al., 2005). Dentre as enzimas do complexo enzimatico destacamos as [3-1,4-endoxilanases
(B-1,4-D-xilana xilanohidrolase; EC 3.2.1.8), que despolimerizam a xilana pela hidrélise
randomica do esqueleto principal e as B-xilosidases (-1,4-D-xyloside xylohydrolase; EC
3.2.1.37), que quebram pequenos oligossacarideos. Os grupamentos laterais presentes na
xilana s3o liberados pela agdo das a-L-arabinofuranosidases, a-glucuronidases e
acetilxilana esterases. Todas estas enzimas agem cooperativamente, de modo a converter
a xilana em seus acUcares constituintes. A presenca de tais sistemas Xxilanoliticos
multifuncionais é comum em bactérias e fungos (Sunna e Antranikian, 1997; Birsan et
al., 1998; Belfaquih et al.,2002; Subramaniyan e Prema, 2002).
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Figura 2. Estrutura da xilana e sitios de ataque por enzimas xilanoliticas (Collins et al., 2005).

Diversas pesquisas envolvendo uma diversidade de microrganismos
potencialmente capazes de produzir xilanases estdo disponiveis. Em 2006, Guimarées e
colaboradores caracterizaram enzimas produzidas por diferentes fungos filamentosos,
isolados do solo e humus, plantas e bagago de cana de diferentes regides de Sdo Paulo.

Quarenta isolados foram analisados quanto a sua capacidade de produzir xilanase, glicose
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oxidase, fosfatase alcalina, fosfatase acida, fitase, pectinase e amilase. Dentre estes, vinte
e trés isolados exibiram potencial enzimatico. As xilanases produzidas por dois destes
isolados (Aspergillus caespitosus e A. phoenicis) mostrou um bom potencial para o
branqueamento da celulose.

Liu et al. (1998), estudando o isolado de Trichosporon cutaneum SK09 com o
objetivo de testar diferentes fontes de carbono obtiveram bons resultados, sendo a
atividade maxima de 14,3U/mL, utilizando xilana como fonte de carbono.

Quinghe et al. (2004), estudaram a influencia de diferentes fatores ; fontes de
carbono e nitrogénio, aeracdo, pH, tamanho do inoculo, tempo de fermentacdo para
producdo de xilanases pelo fungo Pleurotus ostreatus SYJ042, cuja atividade maxima foi
de 24,98U/mL.

Heck et al. (2005) avaliaram as condigdes ideais de tempo de cultivo, aeracdo e
temperatura para producéo de xilanase por Bacillus circulans BL53 que atingiu atividade
maxima de 0.928U/mg.

Kheng e Ibrahim (2005), verificaram que adicdo de xilose aumentou em 32% a
producdo de xilanase por A. niger USMAL 1, obtendo atividade maxima de 35U/g.

Nenawe et al. (2006), caracterizaram qualitativamente e quantitativamente 88
isolados de actinomicetos, destes 20 amostras foram coletadas em diferentes locais e em
regides proximas a cidade de Dehli, india. Entre estes, em 69 isolados foram detectados a
producdo de xilanases, mostrando zona ao redor das colbnias ap0s coloracdo com
vermelho Congo. Neste trabalho, as espécies de Trichoporon testados também foram
capazes de degradar a xilana em meio solido.

Amani e colaboradores (2007) verificaram a influencia da glicose e de duas fontes
de nitrogénio (extrato de levedura e triptona), na producdo de xilanases por Bacillus
pumilus, e concluiram que a producdo desta enzima é diretamente proporcional ao
aumento da quantidade de glicose e inversamente a adicdo de extrato de levedura. A
atividade maxima de 12,9 mg/mL foi obtida utilizando glicose e extrato de levedura.

Azin et al. (2007) com Trichoderma longibrachiatum cuja maior atividade foi
50U/mL apds 96 horas, e superior aos obtidos por e concentracdo da fonte de caborno,
dos sais minerais, efeitos da umidade, temperatura, pH, tamanho do indculo e do tipo de

fonte de nitrogénio.
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Li et al. (2007), que trabalharam com o isolado Penicillium oxalicum ZH-30
efeitos da concentracdo de substrato, pH e tempo de cultivo para produgdo de xilanases
obtiveram 14,91U/ mL de atividade.

Nair et al. (2008) estudaram o potencial de producdo de xilanase por fungos
filamentosos (espécies de Aspergillus, Penicillium, Trichoderma e Gliocladium) isolados
de solo e identificaram as condi¢cdes necessarias para secretarem a quantidade maxima de
xilanase durante a fermentacdo. Setenta cepas fungicas foram isoladas de solos, coletados
em diferentes partes do sul de Kerala, na India. As cepas foram selecionadas para a
producdo de xilanase utilizando meio Czapek modificado. Trinta e quatro linhagens de
fungos que formaram halo de degradacdo foram selecionadas e identificadas. Todas as
cepas produziram celulase juntamente com Xxilanase em fermentacdo em estado solido,
enquanto que 70% das cepas produziram celulase, livre de xilanase durante a fermentacéo
por cultura submersa.

Parachin et al., 2009 caracterizaram a xilanase produzida pela cepa Cryptococcus
flavus I-11, obtendo a méxima atividade enzimética de 130U/mL.

Cui e colaboradores (2009) em estudo de otimizagdo do processo de producdo de
xilanases por P. thiersii ZH-19 utilizando os seguintes pardmetros: pH, temperatura,
concentracdo da fonte de carbono e tempo de cultivo. Obtiveram atividade maxima de
80.23 U/ mL ap06s o periodo de 132 horas de fermentagéo.

A maioria dos trabalhos que envolvem a producdo de xilanases sdo realizados
utilizando fungos filamentosos Nair et al. (2008), bactérias Li et al. (2007), sendo
evidenciando a caréncia de trabalhos com leveduras Liu et al. (1998); Parachin et al.,

2009 para producéo desta enzima.

2.8. Importéancia do género Trichosporon

As leveduras constituem um grupo de fungos unicelulares que, no meio ambiente,
podem viver como saprébias. Sdo seres heterotroficos, necessitam de matéria organica
elaborada para sua nutricdo; a absor¢do dos nutrientes ocorre pela acdo de enzimas que
hidrolisam as macromoléculas e permitem sua assimilacdo atraves dos mecanismos de
transporte ativo e passivo (Lacaz et al., 2002). As leveduras tém distribuicdo mundial e

metabolismo diversificado, especialidade fisioldgica que proporciona a utilizacdo de uma
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variedade de nutrientes em distintas condicbes ambientais, muitas destas sdo
peculiarmente apropriadas para propésitos industriais (Silva-Neves et al., 2006).

Espécies de Trichosporon podem ser encontradas no solo, na agua e,
ocasionalmente, fazendo parte da microbiota normal da pele, unhas e mucosas
do trato respiratorio e gastrointestinal humano. O género Trichosporon passou por uma
extensa reavaliagdo taxondmica e atualmente, inclui 37 espécies. Sete desses estdo
implicados em infec¢cdes em seres humanos: T. asahii, T. asteroides, T. cutaneum, T.
inkin, T. mucoides, T. ovoides e T. loubieri (Liu et al., 1998; Chowdhary et al., 2004;
Fagundes et al., 2008).

Este género ndo apresenta fase de reproducdo sexuada, no entanto caracteristicas
biogquimicas indicam uma relacdo coma divisdo Basidiomycota (Barnett et al., 2000). As
colénias possuem crescimento rapido, coloracdo que pode variar do branco ao branco-
amarelado, com textura lisa, enrugada, cerosa, globosa a aveludada. O aspecto enrugado
da cultura se torna mais proeminente com o tempo, o centro elevado da colénia é tipico.
Sua micro-morfologia caracteriza-se pela presenca abundante de blastosconideos
unicelulares de forma variada e de pseudo-hifas bem desenvolvidas. A caracteristica mais
tipica € a producdo de artroconidios, unicelulares com forma prolongada, cubica ou de
barril. A producdo de enzimas ¢ uma das caracteristicas importantes deste género, bem
como algumas espécies apresentam interesse médico como agentes etioldgicos de piedra
branca, infecgcdes superficiais e trichosporonoses invasiva (Barnet et al., 2000; Lacaz et
al., 2002).

Trichosporon tem emergido como patogéno oportunista, que podem causar
micoses sistémicas com risco de vida a pacientes imunodeprimidos (Barnet et al., 2000;
Bentudo, 2008; Magalhdes et al., 2008). Apesar disso, a infeccdo por Trichosporon é
rara, tanto em individuos imunocompetentes como em pacientes imunodeprimidos
(Sugita et al., 1998; Maves e Hale, 2006).

Pacientes imunodeprimidos possuem o risco de desenvolver infec¢do invasiva,
que geralmente progride rapidamente, envolvendo varios 6rgdos e sistemas, incluindo
pulmdes, rins e baco. Além de lesbes cutdneas que sdo uma manifestacdo provavel da
infeccdo disseminada. Trichosporon é um dos fungos isolados de amostras clinicas de
pacientes com fungemia usando valvulas protéticas, lesbes no sistema nervoso central,

cdrnea e regido peritoneal (Fagundes et al., 2008; Silva et al., 2008).
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Dentre o0s géneros de leveduras de interesse biotecnologico destaca-se
Trichosporon, que tem sido relatado como produtor de xilanases, lipases e outras enzimas
(Cordeiro, 1997; Yan et al., 2008).

Silva-Neves e colaboradores (2006) trabalharam com 26 espécies de leveduras,
dentre estas trés espécies de Trichosporon para producdo de proteases em meio liquido,
no periodo de 72 horas obtendo as seguintes atividades: T. adeninovorans 16mm e 40
U/mL, T.aquatile 10mm e 40 U/mL, e T. mucoides 12mm e 33 U/mL.

2.9. Fermentacédo por cultura submersa

A producdo de enzimas envolve dois tipos de processos que séo a fermentagdo em
estado sélido e fermentacdo por cultura submersa (Reguly, 2000). A fermentacdo por
cultura submersa tem como caracteristica principal a utilizacdo de um meio fermentativo
liquido com nutrientes sollveis no qual ocorre o crescimento do microrganismo (Martins,
2001; Bon, 2008).

Esse processo apresenta variaveis na forma de conducdo podendo ser continuo,
descontinuo e semicontinuo. No processo continuo (Montesinos et al., 1996) ha um fluxo
ininterrupto de entrada de substrato e saida de caldo fermentado conforme as
necessidades do microrganismo; 0s processos descontinuos sdo conduzidos na forma de
batelada, isto €, 0 meio de cultura € inoculado com microrganismo e 0 processo segue até
0 esgotamento de nutrientes e/ou acumulo do produto de interesse. O referido processo
consiste na alimentacéo do reator durante a fermentacéo, visando o aumento da producao
e permitindo o estudo dos aspectos cinéticos do processo (Pinheiro, 2006).

A producdo de queratinases e xilanases por fermentacdo por cultura submersa
pode ser realizada em Erlenmayer, incubados sob agitagdo em fermentadores de bancada
ou fermentadores em escala industrial, podendo-se controlar uma série de variaveis, tais
como temperatura, pH, presséo e concentracdo de oxigénio; com o intuito de garantir o
maximo de rendimento no decorrer do processo. Nesse sistema de producédo, 0s nutrientes
encontram-se dissolvidos no meio submerso tornando-se facilmente acessiveis para
utilizacdo pelo microrganismo. A grande maioria das enzimas utilizadas industrialmente
sdo produzidas por este processo de fermentacdo (Pandey et al., 2003; Reguly, 2000;
Borzani et al., 2001).
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O sucesso da realizacdo da fermentacdo por cultura submersa depende
principalmente da selecdo de um microrganismo adequado, a idade da cultura pode
interferir na producdo, pois as culturas jovens sao mais produtivas. Outros fatores como a
temperatura de armazenamento dos esporos e a composi¢cdo do meio de esporulacéo

também influenciam na producdo (Trevan et al., 1990; Lima et al., 2001).
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RESUMO

O género Trichosporon compreende leveduras blastoartrosporada com amplas variacdes
fendtipicas, possuindo caracteristicas morfoldgicas distintas como células de leveduras,
micélio verdadeiro e artrosporos. Este género apresenta capacidade de produzir diversas
enzimas, como queratinases, enzimas com ampla utilizacdo em processos industriais e
biotecnoldgicos. Os objetivos deste estudo foram verificar a viabilidade, autenticar a
taxonomia, caracterizar quanto a capacidade queratinolitica e/ou queratinofilica em penas
de aves, em meio solido e cultivo submerso em 22 culturas pertencentes a sete espécies
de Trichosporon preservadas sob 6leo mineral mantidas na Micoteca URM. As culturas
foram reativadas através de repique da coldnia original do fungo para um tubo contendo
caldo glicosado, mantido a 28 °C durante 72 horas. Ap6s o0 crescimento, um inoculo foi
repicado para 0 meio agar Sabouraud contendo 0,5 % de extrato de levedura (SYE) a 28
°C para posterior autenticacdo. Para caracterizacdo queratinolitica e/ou queratinofilica foi
utilizado penas de aves como substrato inoculadas com suspensdo de fungos, observadas
a cada dez dias por um periodo de 30 dias com posterior realizacdo do retrocultivo. Disco
de 5 mm de micélio foram utilizados em meio solido e liquido. A detecgdo da producdo
de queratinases em meio solido foi avaliada pela formacgéo de halo e a determinacdo da
atividade queratinolitica foi realizada através de leitura em espectrofotdmetro a 260-280
nm, foram determinado pH e temperatura 6timos para a atividade queratinolitica. Das 22
culturas avaliadas, 20 estavam viaveis, manteve as caracteristicas morfo-fisioldgicas,
sendo confirmada a espécie depositada. Os vinte isolados viaveis foram capazes de
colonizar as penas, apresentando atividade queratinofilica. Em meio solido, todas as
culturas apresentaram crescimento, sem presenca de halo de degradacdo, contudo em
cultivo submerso, todas as culturas apresentaram atividade queratinolitica, sendo T.
aquatile URM4440 com 2,65 U/mL, o melhor produtor. Todos liquidos metabdlicos,
mantiveram o pH proximo a 7,4, e a média da biomassa foi de 0,38 g, ndo sendo
verificada relacdo entre 0 pH e a biomassa com atividade queratinolitica. T. aquatile
URM4440 apresentaram atividade queratinolitica 6tima em pH 8,6 Tris-HCI a 40 °C.
Esta cultura demonstrou ser promissora para posterior estudo de otimizacdo das

condicdes de producéo.
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ABSTRACT

The genus Trichosporon includes yeast blastoartrosporada with wide phenotypic
variation, and has distinct morphological characteristics as yeast cells, mycelium and true
arthrospores. This genre has the capacity to produce many enzymes keratinases, enzymes
with broad use in industrial processes and biotechnology. The objectives of this study
was to determine the feasibility, to endorse the taxonomy, to characterize the ability
keratinophilic and/or keratinolytic in feathers, in solid and submerged cultivation in 22
cultures belonging to seven species of Trichosporon preserved under mineral oil
maintained at URM Culture Collection . Cultures were revived by subculture of the
original colony of the fungus to a tube containing glucose broth, kept at 28 °C for 72
hours. After growth, an inoculum was transferred to an agar medium containing 0.5 %
yeast extract (SYE) at 28 °C for further authentication. The characterization
keratinophilic and/or keratinolytic was used bird feathers as a substrate inoculated with a
suspension of fungi, observed every ten days for a period of 30 days with subsequent
completion of retrocultivo. Disc 5 mm mycelium were used in solid and liquid. Detection
of production of keratinases solid medium was evaluated by the formation of halo and
determination of keratinolytic activity and determined pH and temperature optima for
keratinolytic activity. Of the 22 cultures evaluated, 20 were viable, retained the
morphological, physiological, and confirmed the species deposited. Twenty isolates
viable were able to colonize the feathers, giving keratinophilic activity. In solid medium,
all cultures showed growth, without the presence of halo of degradation, but in
submerged cultivation, all cultures showed keratinolytic activity, and URM4440 T.
aquatile with 2.65 U/mL, the best producer. All net metabolic kept the pH around 7.4,
and the average biomass was 0.38 g and is not verified relationship between pH and
biomass with keratinolytic activity. URM4440 T. aquatile keratinolytic activity at pH 8.6
Tris-HCI at 40 °C. This culture proved to be promising for further study of optimization
of production conditions.

Keywords: Trichosporon, preservation, keratinophilic, keratinolytic, keratinases
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INTRODUCAO

As enzimas proteoliticas constituem um dos mais importantes grupos de enzimas
comerciais, com ampla aplicagdo em processos industriais como, na indlstria de
detergentes que representa um grande mercado consumidor de proteases, assim como as
indUstrias de alimentos e artigos de couro (Gupta et al., 2002).

As queratinases sdo uma classe particular de enzimas, proteoliticas que possuem a
capacidade de degradar substratos a base de queratina. Estas enzimas vém ganhando
importancia nos Gltimos anos, com varias aplicacfes, seus potenciais t€ém sido associados
com a hidrdlise de substratos queratinosos entre outras aplicacdes. Queratinas sdo as
proteinas mais abundantes nas células epiteliais dos vertebrados e sdo os principais
constituintes da pele e seus apéndices, unhas, pelos, penas e la (Onifade et al., 1998).

Residuos ricos em queratina séo dificeis de serem degradados, tendo em vista que
o polipeptideo possui cadeias condensadas e fortemente estabilizadas por varias ligacbes
de hidrogénio e interacGes hidrofobicas, além de varias pontes dissulfeto (Kushwaha,
1983; Gradisar et al., 2000).

A queratina € o principal constituinte estrutural de penas de aves, que sdo
subprodutos de uma das industrias que mais cresce no Brasil, a avicultura. Essas penas
causam um grande problema ambiental, tendo em vista o tempo que levam para serem
degradadas. A queratina de penas insollvel pode ser convertida ap6s a hidrélise
enzimatica em racfes para animais, fertilizantes, colas, filmes e/ou utilizadas para a
producdo de aminoacidos raros serina, cisteina e prolina (Papadopoulos et al., 1989;
Onifade et al., 1998; Gupta e Ramnani, 2006).

As queratinases microbianas tém se tornado biotecnologicamente importantes,
devido & capacidade de hidrolisarem a queratina e sdo amplamente produzidas por
bactérias, fungos filamentosos e leveduras (Kaul e Sumbali, 1999; Riffel et al., 2003;
Brandelli e Riffel, 2005). Alguns fungos sdo importantes ecologicamente, sendo de
grande interesse por possuirem um papel significativo na bioconversdo de residuos
queratinizados (Abdel-Hafez et al., 1990; Marchisio et al., 1991; Ali-Shtayeh e Jamous,
2000).

A diferenca entre fungos queratinofilicos e queratinoliticos esta baseada na
utilizacdo e/ou destruicdo da queratina. Os fungos queratinoliticos sdo capazes de

decompor a queratina presente no substrato. Por outro lado, espécies gqueratinofilicas sdo
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capazes apenas de usar materiais naturalmente associados coma queratina, ou resultantes
de sua degradacdo (Marchisio et al., 1991; Ulfig et al., 1997).

O género Trichosporon compreende um grupo de leveduras que ndo apresenta
fase de reproducdo sexuada, suas caracteristicas bioquimicas indicam uma relagdo com a
divisdo Basidiomycota (Barnett et al., 2000).

Dentre os g@éneros de leveduras de interesse biotecnologico destaca-se
Trichosporon, que tem sido relatado como produtor de Xilanases, lipases e proteases
(Cordeiro, 1997, Silva-Neves et al., 2006; Yan et al., 2008).

Os objetivos deste trabalho foram verificar a viabilidade, autenticar a taxonomia e
caracterizar quanto a capacidade queratinolitica e/ou queratinofilica culturas de
Trichosporon preservados sob 6leo mineral na Micoteca URM, do Departamento de
Micologia da Universidade Federal de Pernambuco.

Materiais e métodos

Microrganismos

Foram avaliadas 22 culturas de Trichosporon pertencentes a sete diferentes
espécies, preservadas sob 6leo mineral (Sherf, 1943) de 1955 a 2009 (quadro 1), na
Colecéo de Culturas — Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco.

Reativacéo e autenticagdo taxondmica das culturas

As culturas foram reativadas através de repique da colénia original do fungo para
um tubo contendo caldo glicosado, mantido a 28 °C durante 72 horas. Apds o
crescimento, um inoculo foi repicado para 0 meio de crescimento especifico, agar
Sabouraud contendo 0,5% de extrato de levedura (SYE) a 28 °C. A cultura pura foi
autenticada segundo as caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas, seguindo

procedimentos padronizados (Barnett et al., 2000, Hoog et al., 2000).
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Deteccdo da atividade queratinofilica e/ou queratinolitica

Para a determinacdo da atividade queratinofilica e ou queratinolitica foi adotado o
método de Vanbreuseghem (1952) modificado em triplicata. Amostras das culturas foram
suspensas em 9 mL de solucdo salina e Tween 80, equivalente a escala 0,5 de McFarland.
Desta solugédo, 2 mL foram dispostos sob placas de Petri contendo 2 g de fragmentos de
penas de galinhas previamente desengorduradas e esterilizadas.  As placas foram
mantidas a temperatura ambiente por até 30 dias e a cada 10 dias foram removidos 3
fragmentos de pena e preparadas laminas com azul de Aman para observacdo
microscopica da colonizacdo (atividade queratinofilica) e da perfuracdo (atividade
queratinolitica) da pena. Como controle de esterilizacdo das penas, foram distribuidos 9

mL de salina com Tween 80 em placas mantidas nas mesmas condi¢des do teste.

Das placas onde se observou crescimento do fungo na pena, foi realizado
retrocultivo através de repique para o meio SYE contido em placa de Petri, para

autenticacdo taxondmica.

Detecgdo em meio solido

Discos de micélio com 5 mm de cultura de Trichosporon crescidas em agar SYE
(Lacaz et al., 2002), foram inoculados em meio sélido, composto de sais e penas de
frangos processadas, a temperatura de 28 °C e 37 °C em estufa do tipo B.O.D.
(Biochemical Oxygen Demand) (TECNAL TE424, Piracicaba, Brasil), durante sete dias
emtriplicata. A deteccdo em meio sélido foi avaliada pela formacédo de halo (Friedrich et
al., 1999).

Cultivo submerso

Discos de 5 mm foram inoculados em 50 mL de meio liquido contido em
Erlenmeyers de 250 mL, utilizando solucdo de sais K;HPO,4, MgS0,4.7H,0, CaCb,
FeS04.7H,0, ZnSO4.7H,0 e penas de frangos 0,37 (g/mL) como Unica fonte de carbono
e nitrogénio, pH 8,0, incubados a 30 °C sob agitacdo de 120 rpm, incubados em agitador
orbital (TECNAL TE424), durante 10 dias (Anbu et al., 2007).
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Determinacéo do pH final do liquido metabdlico e da Biomassa

O meio fermentado foi filtrado em papel de filtro (CELAB 21-22pm) para
determinacdo do pH final do liquido metabdlico e a massa micelial foi lavada com agua
destilada esterilizada e seca a 105 °C “overnight” até peso constante. O liquido

metabdlico foi denominado extrato bruto (EB).

Atividade queratinolitica

A atividade queratinolitica foi determinada de acordo com Anbu et al. (2007),
utilizando-se solugdo de substrato, composta de 20 mg de penas diluida em 3,8 mL de
tampédo Tris-HCI (1 mM, pH 7,8), acrescida de 0,2 mL do EB. A mistura foi incubada a
37 °C durante 1 hora, em seguida resfriada a 4 °C por um periodo de 10 minutos. A
concentracdo de proteinas foi determinada de acordo com o metodo de Bradford (1976),
utilizando-se BSA (soro albumina bovina) como padrdo. A determinacdo da atividade
queratinolitica foi realizada através de leitura em espectrofotdmetro a 280 nm, 0 aumento

de 0,1 emabsorbancia indicou uma unidade de atividade enzimatica.

Efeito do pH e da temperatura na atividade da enzima

O efeito do pH foi determinado a 37 °C em diferentes pH, utilizando os tampdes:
acetato de sodio 0,05 M pH 4,0-6,0, fosfato de sodio 0,05 M pH 6,5-7,5, Tris-HC10,05 M
pH 7,8-9,0, e carbonato de sddio, 0,05M pH 9,4-10,2. O efeito da temperatura foi
verificado apds determinacao do pH 6timo, pela incubacdo do extrato enzimatico com os
respectivos substratos, com variagdes de temperatura entre 20 a 80 °C, com uma faixa de
variacdo de 10 °C, por um periodo de 1 hora. A atividade enzimatica foi realizada como
descrita anteriormente e as analises realizadas em triplicata de acordo com Anbu et al.
(2007).
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Resultados e discussao

Viabilidade e autenticacdo taxon6mica

Das 22 culturas utilizadas preservadas de 1955 a 2009, apenas 9% das culturas de
Trichosporon URM3963 e URM4914 n&do apresentaram crescimento e 91% estavam
viaveis (Quadro I), mantendo as caracteristicas taxonémicas, tais como coloracao, textura
da coldnia, além de caracteristicas microscépicas e fisiologicas tipicas das espécies
depositadas, mostrando que o método de preservacdo sob 6leo mineral foi eficiente para a
preservacdo de culturas deste género. Os 20 isolados viaveis e autenticados foram
selecionados para teste de caracterizagdo queratinofilico e ou queratinoliticos.

As culturas apresentaram coloragdo variando de branca a bege, com textura
coreacea a granular, em meio SYE a 28°C. A microscopia mostrou artroconidios,
arredondados e presenca de pseudomicélio. Das 22 amostras avaliadas, 9 foram isoladas
de amostras clinicas (58,4%), 2 do solo (16,7%), 1 do ar (8,3%), 1 de penas de aves
(8,3%) e 1 goma de mandioca (8,3%).

Neste trabalho, o tempo de preservagdo sob 6leo mineral foi de 54 anos, obtidos
com as culturas URM572 e URM573, sendo esse dado superior aos obtidos por Smith e
Onions (1994) que consideram que a preservacao de fungos sob Gleo mineral é de até 40
anos. Nakasone et al. (2004), verificaram culturas fungicas viaveis, apos preservacdo sob
6leo mineral, por um periodo de até 32 anos, também inferior ao periodo dos isolados
URM572 e URM573 que além de viaveis mantiveram as caracteristicas taxonémicas e
fisiologicas. Braz et al. (2009), trabalhando com 31 culturas de Acremonium preservadas
sob O0leo mineral, obteve viabilidade em 26, sendo 24 autenticadas taxonomicamente,
estando estes resultados compativeis com os encontrados em nosso experimento, onde 20

foram vidveis e taxonomicamente autenticadas, algumas com até 54 anos de estocagem.

Selecdo queratinofilica e/ou queratinolitica de culturas de Trichosporon

Dos 20 isolados testados, em todas as placas contendo penas foram observados
crescimento fungico. Os fragmentos de penas quando observados ao microscopio com 10,
20 e 30 dias, evidenciaram colonizacdo pelas culturas de Trichosporon (Figura 1a, b e ¢),

ndo sendo observados orgaos de perfuracdo. Ao final de 30 dias, fragmentos das penas
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colonizadas foram transferidos para placas contendo meio SYE para reobtencdo e
confirmag&o da espécie inoculada.

Quadro |. Caracterizacdo de espécies de Trichosporon preservadas sob éleo mineral, para avaliar a
capacidade queratinofilica e queratinolitica, pelo crescimento e degradagdo de penas de aves contidas em
placas a 28 °Ce 37 °C, durante 30 dias.

Registro Espécies Ano de Viabilidade | Queratinofilia

URM estoque

4440 | Trichosporon aquatile L. R. Heedrick & Dupont 2002 + +
572 T. cutaneum Beurmann et al. 1955 + +
573 T. cutaneum Beurmann et al. 1955 + +
4250 | T.cutaneum Beurmann et al. 2000 + +
4251 | T.cutaneum Beurmann et al. 2000 + +
4437 | T.cutaneum Beurmann et al. 2002 + +
4789 | T.cutaneum Beurmann et al. 2004 + +
4846 | T.cutaneum Beurmann et al. 2004 + +
4973 T. cutaneum Beurmann et al. 2005 + +
5003 T. cutaneum Beurmann et al. 2005 + +
5196 T. cutaneum Beurmann et al. 2005 + +
5287 T. cutaneum Beurmann et al. 2006 + +
5397 T. cutaneum Beurmann et al. 2007 + +
5743 | T.cutaneum Beurmann et al. 2007 + +
5781 | T.cutaneum Beurmann et al. 2008 + +
4488 | T.dulcitum (Berkhout) Weijman 2002 + +
4486 [ T.gracile M. T. Smith (Guého et al.) 2002 + +
5973 | T.inkin (Oho & Ota) do Carmo-Souza & Van Uden 2009 + +
5975 | T.ovoides (Behrend) 2009 + +
4259 [T.pullulans (Lindner) Diddens & Lodder 2000 + +
3963 | T.pullulans (Lindner) Diddens & Lodder 1998 - NR
4914 | T.pullulans (Lindner) Diddens & Lodder 2004 - NR

-: ndo viavel; + :crescimento; NR: ndo realizado

Figura 1. Aspectos microscépicos de penas inoculadas com suspensdo de Trichosporon cutaneum
URMA4251 ap6s 10 (a), 2 O(b) e 30 (c) dias. (40X)

Sousa (2008) trabalhando com fungos isolados de parques aquaticos obteve 42
isolados capazes de colonizar e degradar queratina, pela técnica de isca de cabelo (“Hair
bait”), sendo as linhagens mais promissoras, Paecilomyces farinosus e Fusarium
equiseti. Em 11 das 23 amostras analisadas ndo foi observada atividade queratinolitica:

Dreschslera briseptata, Penicillium aurantiogriseum, duas culturas de P. corylophilum,
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P. minioluteum, P. montanense, duas culturas de P. pinophilum, P. restrictum, P.

simplicissimum e P. solitum.

Detecgdo em meio solido

Em meio solido, foi observado crescimento das col6nias em todas as placas, no
entanto, ndo houve a formacédo da zona de degradacdo ao redor das col6nias.

Dentre as culturas avaliadas em meio solido, todas apresentaram crescimento em
meio de queratina, diferenciando dos resultados obtidos por Wawrzkiewicz et al. (1991),
que testaram a capacidade de dermatofitos em degradar queratina de penas de galinha em
meio solido, e verificou que os isolados de Trichophyton gallinae V34 e V80, T.

mentagrophytes, ndo apresentaram halo de degradacéo da queratina neste meio.

Determinacéo do pH final do liquido metabdlico e da Biomassa

Todos os liquidos metabolicos das culturas, mantiveram o pH proximo a
7,4, e a média do peso seco da biomassa foi de 0,38 g (Figura 2). N&o foi verificada uma

relacdo entre o pH e a biomassa com atividade queratinolitica.

Cultivo submerso

Em relagdo a atividade queratinolitica em cultivo submerso (Figura 2) todas as
culturas apresentaram atividade, em geral, menor que 2.0 U/mL. A maior atividade
queratinolitica foi obtida por T. aquatile URM4440 com atividade total de 2,65 U/mL e
especifica 4.262,50 U/mg, seguida do T. cutaneum URM5003 com atividade total de 2,45
U/mL e especifica 4.038,24 U/mg, T. cutaneum URM573 com atividade total de 2,05
U/mL e especifica 3.360,65 U/mg, todos utilizando penas de aves como substrato. A
cultura de T. aquatile URMA4440, maior produtor, foi selecionada para estudo do efeito do

pH e da temperatura 6timos para atividade queratinolitica.
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Figura 2. Determinacdo da atividade queratinolitica de espécies de Trichosporon.

Friedrich et al. (1999), selecionaram em meio sélido e liquido, fungos capazes de
produzir queratinases, utilizando penas de galinha como fontes de carbono e nitrogénio,
dentre os fungos testados, a levedura do género Geotrichum sp, foi capaz de degradar a
queratina em meio solido, formando halo, contudo ndo apresentou atividade
gueratinolitica em meio liquido; enquanto que todos os isolados de Trichosporon,
testados em nosso estudo, foram capazes de produzir queratinases em meio liquido.

Friedrich et al. (1999) selecionando fungos para a sintese de enzimas
queratinoliticas utilizando pena de aves, obteve como melhor produtor Aspergillus flavus
o qual produziu 0,781 U/mL ap0s sete dias de cultivo submerso e Anbu et al. (2007) com
0 mesmo substrato, com o isolado Scopulariopsis brevicaulis obtiveram a maior
producdo de 6,2 U/mL apds 35 dias de fermentacdo.

Sales et al. (2008) trabalhando com A. carbonarius, preservados sob ¢leo mineral,
utilizando pena como fonte de carbono e nitrogénio, obtiveram uma atividade
queratinolitica acima de 10 U/mL para algumas amostras e apds otimizacao o isolado A.

carbonarius URM1546 apresentou atividade queratinolitica de 48,9 U/mL.

38
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Efeito do pH e da temperatura na atividade queratinolitica

O efeito do pH na atividade queratinolitica apresentou 6tima atividade em pH 8,6
em tamp&o Tris-HCI 0,05 M (Figura 3- a), corroborando com os resultados obtidos por
Vignardet et al. (2001) ao estudarem Doratomyces microsporus que obtiveram melhor
atividade empH 8,2.

Os valores de pH estudados para a defini¢cdo do pH 6timo, estdo de acordo com os
dados obtidos na literatura numa faixa de 5,0 a 9,0 (Gradisar et al., 2000; Ambul et al.,
2005; Tatineni et al., 2007).

Em relacéo ao efeito da temperatura, verificou-se que a atividade queratinolitica foi
maior a 40 °C (Figura 3- b), corroborando com os resultados obtidos por Gradisar et al.
(2000) que ao estudar a caracterizagdo de D. microsporus em cultivo liquido submerso
observaram temperatura 6tima a 45 °C, e Ambul et al. (2005) que ao estudar a produgéo

de queratinases por Scopulariopsis brevicaulis obteve temperatura 6tima de 40 °C.
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Figura 3. Efeito do pH (a) e da temperatura (b) sobre a atividade queratinolitica (U/mL) do isolado de T.
aquatile URM4440.

Vignardet et al. (2001) estudaram a influéncia da temperatura, pH, concentracao
da queratinase, concentracdo de substrato e tempo de incubacdo sobre proteinas sollveis
liberadas por uma nova queratinase de D. microsporus em um “design” experimental de
segunda ordem. Os melhores resultados do estudo de otimizacdo para producdo de
queratinases foram obtidos nas seguintes condicfes: pH 8,2; 0,14% de concentracdo de
queratinase (peso da queratinase/volume final); 5% da concentracdo do substrato (peso da

unha pulverizada/volume final) e 38,8 °C de temperatura.
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Anbu et al. (2005) estudaram a queratinases extracelular produzida por S.
brevicaulis isolada do solo de fazendas de aves domésticas de Nammakkal, India. O pH
6timo a 40 °C foi 8,0 e a temperatura 6tima a pH 8,0 foi 40 °C, para a produgdo desta
enzima por este microrganismo.

Embora varios relatos estejam disponiveis a respeito do rendimento da producéo e
atividade queratinolitica, é dificil comparar os resultados obtidos, uma vez que 0s
microrganismos produtores das enzimas-alvo, as condicBes de cultivo e producéo, o
substrato testado, as condices dos ensaios enzimaticos e a forma de definir as unidades

sdo bastante variaveis.
Conclus0es

O método de preservacdo sob Oleo mineral mostrou-se eficiente, para a
preservacdo de culturas de Trichosporon, 91% estavam vidveis. Dos vinte isolados
testados, todos apresentaram crescimento em meio s6lido. O pH dos filtrados, assim
como o0 peso seco da biomassa fungica, ndo interfiriram na atividade enzimética. Na
caracterizacdo em meio liquido, todas as culturas produziram queratinases, onde a maior
atividade queratinolitica foi obtida por T. aquatile 4440URM (2,65 U/ml), seguida do T.
cutaneum 5003URM (2,45 U/ml) e T. cutaneum 573URM (2,05 U/ml). T. aquatile
4440URM apresentou maior atividade queratinolitica, tendo uma atividade 6tima em pH
8,6, a 40 °C. Com bases nos resultados, T. aquatile 4440URM é uma cultura promissora

para estudos de otimizacao das condi¢des de producéo de queratinases.
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CAPITULO 2
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RESUMO

As xilanases sdo enzimas de importante aplicacdo em diferentes setores industriais. A
producdo comercial de xilanase estd concentrada principalmente em dois géneros de
fungos Trichoderma e Aspergillus. Novas amostras fungicas devem ser identificadas, na
busca de isolados com maior eficiéncia na producdo desta enzima. O género
Trichosporon apresenta células de leveduras e micélio verdadeiro, que se desarticulam
formando artroconidios. Espécies de Trichosporon tém sido relatadas como boas
produtoras de xilanases. Os objetivos deste estudo foram selecionar culturas de
Trichosporon com a capacidade de produzir xilanases extracelulares e caracterizar
parcialmente a sua atividade enzimatica. Foram utilizados 20 isolados de Trichosporon
pertencentes a sete espécies. Para avaliacdo quanto a capacidade de degradar Xxilana,
discos de micélio de 5 mm das 20 culturas crescidas em agar Sabouraud acrescido de
0,5% de extrato de levedura contido em placas de Petri, foram inoculados em meio de
agar-xilana, a temperatura de 28 °C e 37 °C em B.O.D. para posterior selecdo de culturas
para a producdo de xilanases utilizando xilose como fonte de carbono, avaliados o pH
final dos liquidos metabdlicos, biomasa e o efeito do pH e da temperatura na atividade
xilanolitica através da quantificacdo dos acucares redutores (DNSA). Todas as culturas
cresceram em meio solido, entretanto 12 formaram halo de degradagdo, sendo
selecionadas para o cultivo submerso. A maior atividade xilanolitica em meio liquido, foi
obtida por T. cutaneum URM4789 com 24,25 U/mL. O pH final dos liquidos metabdlicos
variou de 6,0 a 7,5, exceto para a amostra T cutaneum URM572 cujo pH diminuiu de 6,0
para 4,65, a média da biomassa fungica foi de 0,53 g, ndo sendo evidenciada uma relacao
entre a atividade xilanolitica e os valores de pH e o peso seco. T. cutaneum URM4789
apresentou atividade xilanolitica 6tima em pH 6,0 acetato de sédio a 60 °C. Este isolado
demonstrou potencialidades biotecnoldgicas, sendo indicado para estudos de otimizagédo

das condicOes de producédo de xilanases.

Palavras chaves: Trichosporon, caracterizacéo e atividade xilanolitica, xilanases
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ABSTRACT

The xylanases are important enzymes for application in different industrial sectors. The
commercial production of xylanase is concentrated mainly in two genera of fungi
Trichoderma and Aspergillus. New fungal samples must be identified in the search for
isolated with greater efficiency in the production of this enzyme. The genus Trichosporon
has yeast cells and true mycelium, which disarticulate forming arthroconidia.
Trichosporon species have been reported as good producers of xylanases. The objectives
of this study were to select cultures of Trichosporon with the ability to produce
extracellular xylanases and partially characterize its enzymatic activity. We used 20
isolates of Trichosporon species belonging to seven. To evaluate how the ability to
degrade xylan, mycelium disks of 5 mm from 20 cultures grown on agar medium
supplemented with 0.5% yeast extract contained in Petri dishes were inoculated on an
agar-xylan, the temperature of 28 °C and 37 °C in BOD for subsequent selection of crops
for the production of xylanase using xylose as carbon source, evaluated the final pH of
the net metabolic biomass and the effect of pH and temperature on xylanolytic activity by
guantifying the reducing sugars (DNSA). All cultures grown on solid medium, however
12 formed halo of degradation, being selected for submerged cultivation. Most
xylanolytic activity in liquid medium, was obtained by T. cutaneum URMA4789 with
24.25 U/mL. The final pH of the metabolic net ranged from 6.0 to 7.5, except for the
sample T cutaneum URM572 which the pH decreased from 6.0 to 4.65, the mean fungal
biomass was 0.53 g and is not evidence of a relationship between the xylanolytic activity
and the pH values and dry weight. T. cutaneum URM4789 showed xylanolytic activity at
pH 6.0 sodium acetate at 60 °C. This isolate demonstrated the potential biotechnological

It is suitable for optimization studies of the conditions of production of xylanases.

Key words: Trichosporon, characterization and xylanolytic activity, xylanase
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INTRODUCAO

Xilanases sdo enzimas hidroliticas que degradam xilana, principal componente da
hemicelulose, heteropolisacarideos que formam uma cadeia de [3-1-4 ligada a residuos de
xilopiranose (Meshram et al., 2008). As hemiceluloses sdo o segundo recurso renovavel
mais abundante, s6 ultrapassado por celulose (Sunna, 1997; Mayorga et al., 2005). As
enzimas que constituem o sistema xilanolitico e que desempenham papel principal na
despolimerizacdo de xilana sdo endoxilanases (1,4-B-xilanohidrolase D-xilana) e f-
xilosidases (B-D-xilohidrolase xilosideo). Diversas enzimas acessorias, como o-
arabinofuranosidase (o-L-arabinofuranosidase, arabinofuranohidrolase), a-glucuronidase
(o-D-glucuronidase), acetilxilana esterase, acido ferulico esterase e &cido p-cumarico
esterase também sdo necessarios para a hidrolise de varias xilanas (Saha e Bothast, 1999).

Uma variedade de microrganismos é relatada como produtores de Xxilanases,
incluindo bactérias, fungos filamentosos e leveduras, sendo os fungos produtores mais
eficientes. A producdo destas enzimas por linhagens fldngicas é mais vantajosa, pela
facilidade de extracdo da enzima pela industria, uma vez que os fungos sintetizam
enzimas extracelulares que sdo secretadas para 0 meio externo, o que elimina a etapa de
rompimento celular (Haltrich et al., 1996; Fengxia et al., 2008).

O género Trichosporon Behrend inclui leveduras com caracteristicas morfoldgicas
distintas, produzem pseudomicélio que se desarticulam e originam artroconidios e células
brotantes (Ribeiro et al., 2008).

A importancia de xilanases em processos industriais é comprovada pelo nimero
de pedidos de patente em relagdo a este grupo de enzimas. Em 2007 pesquisadores, norte
americano e europeus registraram 1.153 e 1.003 patentes de xilanases, respectivamente.
Xilanases tém sido aplicadas em varios processos industriais, tais como producéo de pao
(Camacho e Aguiar, 2003), extracdo e clarificacdo de polpa de suco (Polizeli et al.,
2005), refinaria e téxtil (Brihlmann et al., 2000). No entanto, a principal aplicacdo de
xilanases esta no papel e celulose, onde sdo utilizados no pré-tratamento prévio ao
clareamento (Bajpai et al., 2006). O tratamento enzimatico com Xxilanases reduz a
guantidade de cloro necessaria neste processo (Parachin et al., 2009).

O objetivo do presente estudo foi selecionar isolados de Trichosporon em meio
solido e em fermentacdo submersa para a producdo de xilanases mantidas na Micoteca
URM .



Souza, OC - Caracterizagdo queratinolitica, xilanolitica e otimizacdo de xilanases...

Materiais e métodos

Microrganismos

Para realizacdo do estudo, foram utilizados 20 isolados de género Trichosporon da
Colecdo de Culturas Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil,
mantidos em &gar Sabouraud adicionado de 0,5% de extrato de levedura (Lacaz et al.,
2002) e preservados sob 6leo mineral (Sherf, 1943).

Reativacdo e autenticacdo taxonémica das culturas

A reativacdo das culturas preservadas sob Oleo mineral foi obtida através da
transferéncia de fragmento da coldnia do fungo para um tubo contendo caldo glicosado,
mantidas a 28 °C. O inoculo foi repicado para o meio de crescimento especifico, agar
Sabouraud contendo 0,5% de extrato de levedura (SYE). A cultura foi estudada em
relacdo as caracteristicas morfoldgicas, fisioldégicas e seguiu 0s procedimentos padrao
(Barnett et al., 2000; Hoog et al., 2000).

CondicGes de crescimento

As culturas de Trichosporon foram cultivadas em SYE em temperatura de 28 °C,
emtubos de ensaio, por um periodo de até sete dias. Apds, foram repicadas para o centro

de placas de Petri contendo o referido meio para confeccao de disco de agar micélio.

Selecdo em meio solido

Discos de 5 mm foram retirados e inoculado no centro de cada placa, contendo
meio agar xilana (meio adicionado com xilana 2,5 g/L), mantidas a 28 °C e 37 °C em
incubadora tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) (TECNAL TE424, Piracicaba -
Brasil), durante 7 dias (Nenawe et al. 2006). Posteriormente as placas foram coradas com
0,5% de vermelho Congoem em etanol (p/v), e reveladas com solugdo aquosa de NaCl

1M. A deteccgdo de xilanase foi observada atraves da zona amarela ao redor das colénias,
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este ensaio foi realizado em triplicata. As culturas que apresentaram halo de degradacao

foram selecionadas para cultivo submerso.

Cultivo submerso

O meio de cultura foi preparado de acordo com Liu et al. (1998) com
modificacOes (g/L): extrato de levedura, 5g; (NH4)2.SO4, 4g; KH,PO,, 1 g; CaCl, 0,02 g;
MgSO,. 7H,0, 0,89 ge 10 gde xilose como Unica fonte de carbono com pH final de 6,0.
FracGes de 50 ml do meio de cultura foram transferidas para Erlenmeyer de 250 mL
autoclavados durante 15 minutos a 121 °C e 1 atm. Posteriormente foram inoculados com
discos de 5 mm crescido em meio SYE. Os frascos foram agitados a 160 rpm e 32 °C
incubados em agitador orbital (TECNAL TE424, Piracicaba - Brasil), por até 5 dias. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

Determinacgdo do pH final do liquido metabdlico e da Biomassa

O meio fermentado foi filtrado em papel de filtro (CELAB 21-22pm) para
determinacdo do pH final do liquido metabolico e da atividade xilanolitica, e a massa
micelial foi lavada com &gua destilada esterilizada e seca a 105 °C “overnight” até peso

constante.

Atividade xilanolitica

A atividade xilanolitica foi determinada de acordo com Yan et al. (2008),
utilizando-se solucdo de substrato, composta de 1,0% (p/v) xilana Birchwood diluida
em tampdo fosfato de sodio (50 mM, pH 6,0). A mistura contendo 0,9 mL de solugédo
substrato e 0,1 mL de extrato enzimatico foi incubada a 50 °C por 60 min. A guantidade
de acucar redutor liberado foi determinada pelo método do &cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNSA) (Miller, 1959), utilizando a xilose como o aglcar padrdo. Uma unidade (U) de
atividade xilanolitica foi definida como a quantidade de 1pmol de agtcares redutores
liberados por minuto (equivalentes xilose). A concentragdo de proteinas foi determinada

de acordo com 0 método de Bradford (1976), utilizando-se soro albumina bovina (BSA)
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como padrdo. A atividade xilanolitica final foi calculada apos subtracdo da xilose

presente no meio a partir da determinacdo dos agUcares redutores totais.

Efeito do pH e temperatura sobre a atividade xilanolitica

O efeito do pH foi determinado por avaliagdo dos resultados de atividade
enzimatica obtidos a 50 °C em diferentes valores de pH, utilizando os tampdes: citrato
fosfato de sodio 0,05 M pH 2,6 a 4,2, acetato de sddio 0,05 M pH 4,8 a 6,0, fosfato de
sodio 0,05 M pH 6,5 a 7,5, Tris-HCI10,05 M pH 7,8 a 9,0, e carbonato de sddio 0,05 M
pH 9,4 a 10,6, incubados por 1 hora. O intervalo de variacdo do pH foi de 0,5. O efeito da
temperatura sobre a atividade de xilanase foi verificado pela incubagdo do extrato
enzimatico em temperaturas variando de 20 a 80 °C com faixa de variacdo de 10 °C, por
um periodo de 1 hora. Posteriormente a atividade enzimatica foi verificada utilizando o
pH 6timo (previamente determinado).

Todas as analises foram realizadas em triplicata, de acordo com Yan et al. (2008)

modificando alguns tampdes.

Resultados e discussao

Todas as 20 culturas preservadas sob O0leo mineral na Micoteca URM foram
vidveis e mantiveram as caracteristicas morfofisiologicas, confirmando a espécie
depositada.

Dentre as 20 amostras testadas em meio solido (teste qualitativo) foi observado
crescimento em todas as placas quando mantidas a 28 °C e 37 °C em BOD, entretanto em
12 isolados, a 37 °C, foram constatados a presenca de halo de degradagdo ao redor das
coldnias. Destas, 7 eram isolados de amostras clinicas (58,4%), 2 do solo (16,7%), 1 do ar
(8,3%), 1 de penas de aves (8,3%) e 1 goma de mandioca (8 , 3%) (Quadro 1). Os 12

isolados que formaram halo, foram testados em cultivo submerso.
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Quadro 1. Avaliagdo da capacidade de degradacdo de xilana por espécies de Trichosporon, pelo crescimento
agar-xilana nas temperaturas de 28 °C e 37 °C, em BOD durante 7 dias.

Registro Especies Ano de Substrato/ Crescimen | Crescimento
URM estocagem procedéncia to 28°C 37°C
4440 | Trichosporon aquatile L. R. Heedrick & 2002 Solo + ++

Dupont
572 | T.cutaneum Beurmann et al. 1955 Isolado clinico + ++
573 | T.cutaneum Beurmann et al. 1955 Isolado clinico + +
4250 | T.cutaneum Beurmann et al. 2000 Sangue + ++
4251 | T. cutaneum Beurmann et al. 2000 Sangue + ++
4437 | T.cutaneum Beurmann et al. 2002 Solo + +
4789 | T.cutaneum Beurmann et al. 2004 Goma mandioca + ++
4846 | T.cutaneum Beurmann et al. 2004 Ar + ++
4973 [ T.cutaneum Beurmann et al. 2005 Secrecdo vaginal + ++
5003 | T.cutaneum Beurmann et al. 2005 Penas de ave + ++
5196 | T.cutaneum Beurmann et al. 2005 Racgao + +
5287 | T.cutaneum Beurmann et al. 2006 Mucosa labial + +
5397 | T.cutaneum Beurmann et al. 2007 Sangue + +
5743 | T.cutaneum Beurmann et al. 2007 Sangue + ++
5781 | T.cutaneum Beurmann et al. 2008 Escamas + +
epidermicas
4488 | T. dulcitum (Berkhout) Weijman 2002 Solo + ++
4486 | T.gracile M. T. Smith (Guého et al.) 2002 Solo + +
5973 | T. inkin (Oho & Ota) do Carmo-Souza & 2009 Urina - + ++
Van Uden Imunodeprimido
5975 | T.ovoides (Behrend) 2009 Escamas ungueais + +
4259 | T. pullulans (Lindner) Diddens & Lodder 2000 Secrecdo + ++
orofaringica

+ = Crescimento, + + = Halo de degradacéo.

Entre os 12 isolados testados para a produgéo de xilanases em cultura submersa, a

amostra T. cutaneum URMA4789 isolada de goma de mandioca apresentou atividade

xilanolitica de 24,25 U/mL, bastante superior as demais espécies e isolados de

Trichosporon estudados (Figura 1).

Determinagdo do pH final do liquido metabdlico e da Biomassa

Todos os liquidos metabdlicos das culturas, apresentaram um ligeiro aumento do

pH no intervalo de 6,0 a 7,5, exceto para a amostra T. cutaneum URM572 cujo pH

diminuiu de 6,0 para 4,65. A média da biomassa fungica foi de 0,53 g (Figura 1). N&o foi

evidenciada uma relacdo entre a atividade xilanolitica e os valores de pH e do peso seco.
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Figura 1. Atividade xilanolitica, pH do extrato bruto e biomassa de espécies de

Trichosporon ap6s 5 dias de fermentagdo emcultivo submerso.

Abdel-Sater e El-Said (2001) estudaram a degradacdo da xilana por fungos
filamentosos utilizando meio solido, agar xilana, os resultados revelaram que 93,3% dos
isolados testados foram capazes de degradar a xilana, sendo a maior degradacgéo
apresentada por espécies dos géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium e Trichoderma.

Narayan e Sallan-Uddin (2004) selecionaram fungos para a producdo de xilanase,
usando meio sélido, testaram 5 amostras de Paenibacillus sp. isoladas de solo e agua do
campus da Universidade Rajshahin, Maharchandi e Vila Benodpum de Rajshahin. Todas
as amostras apresentaram crescimento e zona de degradacdo ao redor das col6nias.

Beneditte (2009) trabalhando com o fungo termofilo FCUP1 e utilizando xilose
como fonte de carbono, obteve atividade xilanolitica maxima de 0,574 U/mL, valor
inferior ao obtido em nosso estudo.

Stevens e Payne (1977) investigaram o efeito das condicGes de crescimento na
producdo de celulase e xilanase em leveduras do género Trichosporon e compararam a
atividade com Trichoderma viride e Myrothecium verrucaria. As cepas seguintes: T.
cutaneum YI, T. cutaneum G3I, T. pullulans CBS2532 e T. pullulans C35 foram testadas
para a producdo de xilanase e todas apresentaram atividade xilanolitica nos filtrados, com
maior atividade para o isolado de T. pullulans CBS2532 com 72 U/mg.

Liu et al. (1998), trabalhando com T cutaneum SL409, obtiveram resultados de
atividade xilanolitica acima de 14,3 U/mL em 30 e 48 horas, utilizando xilose como fonte

de carbono.

49
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A producdo de xilanase por T. cutaneum URMA4789, utilizando xilose e extrato de
levedura 0,5%, como matérias-prima, apresentou atividade total maxima de 24,25 U/mL
e atividade especifica de 418,82 U/mg apresentanto uma atividade enzimatica
significativa quando comparado aos descritos na literatura para outras espécies de
Trichosporon cutaneum SK09 com 14,3 U/mL (Liu et al., 1998), Thermomyces
lanuginosus 10C-4145 com 17,0 U/mL (Damaso et al, 2000), Aspergillus awamori com
30,0 U/mL (Lemos et al. 2000), Bacillus circulans D1 com 22,5 U/mL (Bocchini et al.,
2002) e Streptomyces actuosus A-151 10,3 U/mL (Wang et al., 2003), sob diferentes

condic@es de crescimento e de producdo enzimatica.

Efeito do pH e temperatura sobre a atividade xilanolitica

O efeito do pH na atividade xilanolitica apresentou étima atividade em pH 6,0 em
tampdo acetato de sddio 0,05 M (Figura 2-a), valor que esta de acordo com os dados
obtidos na literatura numa faixa de 5,0 a 9,0 para Paecilomyces themophila J18 (Yang et
al., 2006), P. themophila (Li et al., 2006), Chrysosporium lucknowense (Ustinov et al.,
2008).

Em relacdo ao efeito da temperatura, verificou-se que a atividade xilanolitica é
maior a 60 °C (Figura 2-b), corroborando com os resultados obtidos por Lee et al. (2009)
que estudando as condicBes para atividade xilanolitica 6tima por fungos da classe
Basidiomycota, obtiveram temperatura 6tima a 80 °C.
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Figura 2. Efeito do pH (a) e da temperatura (b) na atividade xilanolitica (U/mL) do isolado de T.
cutaneum URM4789.
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Yang et al. (2006), utilizaram Penicillium thermophilum para producdo de
xilanase, utilizando palha de trigo, como fonte de nitrogénio, obtiveram atividade de
18,58 U/g, depois de otimizada a producdo. A xilanase exibiu melhor atividade original, a
70 °C por 4 hempH 7,0-8,0.

Benedetti (2009) obteve valor 6timo para pH 5,0 e temperatura 6tima 60 °C da
xilanase produzida pelo fungo FCUP, sendo estes valores semelhantes aos obtidos em nosso

trabalho.

Conclusdes

Dos vinte isolados testados, todos apresentaram crescimento em meio sélido; em
meio liquido, todas as culturas testadas produziram xilanases. N&o houve relagdo entre
os valores de pH e o peso seco da biomassa fungica com a atividade enzimatica. Maior
atividade xilanolitica foi obtida por Trichosporon cutaneum URMA4789, 24,25 U/mL,
atividade bastante superior aos valores obtidos com as demais culturas testadas. A melhor
temperatura e pH para a atividade enzimatica foram 60 °C e 6,0. Trichosporon cutaneum
URM4789 demonstrou potencialidades biotecnologicas, sendo indicado para estudos de

otimizacao das condicdes de producdo de xilanases.
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CAPITULO 3

Producao de xilanases por Trichosporon cutaneum
URM4789"
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RESUMO

A Xxilana é um polissacarideo formado por unidades residuais de B-D-xilopiranosil interagidos
entre si por ligagdes B-1,4, sendo o principal componente hemicelul6sico depositado durante
a fase de diferenciagdo do xilema. Os constituintes mais comuns encontrados na cadeia
principal da xilana sdo residuos de acetil, arabinofuranosil e/ou glucuronil. Baseado nos
substituintes comuns encontrados na cadeia principal, as Xilanas sdo categorizadas como
homoxilana linear, arabinoxilana, glucuroxilana e glucuroarabinoxilana. O género
Trichosporon apresenta células de leveduras e micélio verdadeiro, que se desarticulam
formando artroconidios. T. cutaneum URMA4789 demonstrou potencialidades
biotecnoldgicas, indicado para estudos de determinacdo das melhores condicdes de
producdo de xilanases. O estudo de producdo foi conduzido utilizando planejamento
fatorial completo (2*), onde foram avaliados a temperatura, pH, concentracdo da xilose e
do extrato de levedura, nos tempos de 48, 72 e 96 horas. O melhor resultado da atividade
xilanolitica foi alcancado no ensaio 13, nas seguintes condi¢fes: tempo de 96 horas;
concentracdo de xilose 1,5%; auséncia de extrato de levedura; pH 7,0 e temperatura 27
°C, nessas condicGes foi obtido 65,15 U/mL de atividade xilanolitica. As variaveis,
concentracdo de xilose, temperatura e o pH mostraram efeito significativo sobre a

producdo xilanolitica.

Palavras chaves: Trichosporon, xilanase, otimizacgdo producéo
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ABSTRACT

The xylan is a polysaccharide composed of units of residual B-D-xylopyranosyl
interacted with each other by links B-1, 4, and the main component of hemicellulose
deposited during the differentiation of xylem. The most common constituents found in
the main chain of xylan residues are acetyl, arabinofuranosyl and / or glucuronyl. Based
on the common substituents found in the main chain of xylan are categorized as
homoxilana linear, arabinoxylan, glucuroxilana and glucuroarabinoxilana. The genus
Trichosporon has yeast cells and true mycelium, which disarticulate forming
arthroconidia. T. cutaneum URMA4789 demonstrated potential biotechnological studies
indicated to determine the best conditions for production of xylanases. The production
study was conducted using full factorial design (24), to evaluate the temperature, pH,
concentration of xylose and yeast extract, in times of48, 72 and 96 hours. The best result
of the xylanolytic activity was determined in the test 13, the following conditions: time
96 hours, the concentration of xylose 1.5%, absence of yeast extract, pH 7.0 and
temperature 27 °C under these conditions was obtained 65,15 U/mL of xylanolytic
activity. The variables, xylose concentration, temperature and pH showed significant

effect on the production xylanolytic

Key words: Trichosporon, xylanase, production optimization
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INTRODUCAO

O principal polissacarideo componente da hemicelulose € a xilana, o qual esta
presente em todas as camadas da parede celular vegetal na interface entre a celulose e a
lignina. A xilana apés a celulose é a mais abundante fonte renovavel de carbono presente
na madeira e residuos agricolas (Zanoelo et al., 2004).

E uma molécula heterogénea que consiste de cadeia principal com ligacdes p-1,4
de polixilose até uma cadeia com ramificac@es de arabinose, manose, galactose, glicose e
acidos (Maheshwari et al., 2000; Abdel-Sater e El-Said, 2001; Lenartovicz, 2003). Na
natureza, o interesse pela hidrolise da xilana se d& pela agdo de varias enzimas do
complexo xilanolitico, As xilanases fazem parte desse complexo, as quais sdo
responsdveis pela hidrolise catalitica da xilana (Lee et al., 2009).

A maioria das xilanas ocorre como heteropolissacarideos, contendo diferentes
grupos substitutos na cadeia do esqueleto principal e em cadeias ramificadas. As
homoxilanas, por outro lado, consiste em exclusivamente de residuos de xilosil. Xilanas
de madeira existem como O-acetil-4-O-metilglucuroxilana em madeira dura ou como
arabino-4-O-metilglucuroxilana em madeira mole. Existem varios tipos de hemiceluloses
disponiveis no mercado, como por exemplo, xilana de madeira dura, xilana de madeira
mole, xilana de bétula, xilana de farelo de aveia, xilana de larico e xilana de gramineas,
entre outras, sendo todas extraidas de diferentes vegetais (Nascimento et al., 2005).

Xilanases sdo produzidas por diversos microrganismos, entre 0s quais 0s fungos
sd0 0s produtores mais promissores. A maioria dos estudos sobre Xxilanases realizam
caracterizacdo e purificagdo, no entanto sdo necessarios estudos sobre a otimizagcdo das
condicbes de meio de cultivo para a melhoria da producdo de xilanases (Li et al., 2007).
Para o desenvolvimento adequado do sistema de fermentagcdo, alguns parametros devem
ser otimizados de acordo com os limites do processo, como pH, temperatura,
concentracdo de substrato e tempo de cultivo (Cui et al., 2009).

As xilanases sdo enzimas de importante aplicacdo em diferentes inddstrias como
as de detergente, téxtil, sdo utilizadas como base para producdo de cereais, na
panificacdo, em aplicacdes industriais, separacdo do amido e gluten, as Xilanases sdo
rotineiramente utilizadas para melhorar e/ou transformar a qualidade final dos produtos;
estabilizacdo da polpa de fruta, na recuperacdo de aromas, reducdo da viscosidade,

hidrélise das substancias que impedem clarificacdo fisica e quimica do suco e do vinho.
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Na industria de biocombustivel, hd um crescente interesse em Xxilanases para a conversao
de biomassa em acucares fermentaveis. Assim, existe uma continua busca de xilanases
com propriedades ideais para processos especificos, visando a degradacdo do complexo
planta hemiceluloses (Pollet et al., 2009). Este trabalho teve como objetivos determinar

as melhores condicdes de producdo de xilanase por T. cutaneum URM4789.

Material e métodos
Microrganismos

O isolado de Trichosporon cutaneum URM4789, previamente selecionado como
bom produtor de xilanase nas condicGes testadas, foi mantido em &gar Saboraud,
acrescido 5% de extrato de levedura a 28 °C, procedentes da Colecdo de Culturas
Micoteca URM do Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas,

Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.

Planejamento experimental

Para determinacdo das melhores condicGes de producdo de xilanases por T.
cutaneum URMA4789 foram estudados os pardmetros: temperatura, pH, concentragdo de
xilose e concentracdo de extrato de levedura, utilizando planejamento fatorial completo
(2*) (Tabela 1). Foram realizados 16 ensaios para o estudo da producio de xilanases e 4
pontos centrais, os quais possibilitam a analise do erro experimental. As analises

estatisticas foram realizadas utilizando o software Statistic 8 (Statsoft inc, 2008).

Tabela 1 - Niveis das variaveis do planejamento fatorial completo (2*) para a producéo de xilanases por
Trichosporon cutaneum URM4789.

Variaveis Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
Extrato de levedura (%) 0 0,75 15
pH 5.0 6.0 7.0
Temperatura (°C) 27 32 37

Xilose (%) 0,5 1,0 15
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Fermentacdo por cultivo submerso

O experimento foi realizado em Erlenmeyers de 250 mL contendo xilose como
fonte de carbono, extrato de levedura e com pH ajustado, segundo as condi¢bes do
planejamento, esterilizados a 120 °C durante 15 minutos, resfriados e inoculados discos
de micélio com 5 mm obtidos a partir da coldnia central em agar Saboraud adicionado de
5% de extrato de levedura e incubados em agitador orbital por 48, 72 e 96 horas a 150
rotag0es por minuto, incubados em agitador orbital (TECNAL TE424, Piracicaba —
Brasil).

Determinacéo do pH final do liquido metabdlico e da Biomassa

O meio fermentado foi filtrado em papel de filtro (CELAB 21-22pm) para
determinacdo do pH final do liquido metabolico e a massa micelial foi lavada com agua
destilada esterilizada e seca a 105 °C “overnight” por um periodo de 120 horas, até peso

constante.

Atividade enzimética

A atividade xilanolitica foi determinada de acordo com Yan et al. (2008),
utilizando-se solucéo de substrato xilana Birchwood 1,0% (p/v), em tampé&o fosfato de
sodio (50 mM, pH 6,0). A mistura contendo 0,9 mL de solu¢do substrato e 0,1 mL de
extrato enzimatico foi incubada a 50 °C por 60 min. A quantidade de agUcar redutor
liberado foi determinada pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNSA) (Miller,
1959), utilizando a xilose como o agUcar padrdo. A atividade xilanolitica final foi
calculada apds subtracdo da xilose a partir da determinagdo dos agUcares redutores totais
por DNSA.

Resultados e discussao

Trichosporon cutaneum URMA4789 utilizando Xilose como fonte de carbono para
producdo de xilanases, obteve uma eficiente atividade xilanolitica (AX) como pode ser
observado nos resultados dos ensaios 5 e 13 com valores maiores de 40 U/mL em 48

horas (Tabela 2). As xilanases produzidas na fermentagdo submersa foram analisadas até
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96 h e atividade xilanolitica neste tempo foi maior que 40 U/mL em quatro dos ensaios

realizados, com destaque para o ensaio 13 com 65,15 U/mL (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados do planejamento experimental para a producdo xilanolitica por fermentacdo submersa
(FS) com Trichosporon cutaneum URM 4789,

Ensaios T  EL CX pH AX AX AX PS PS PS
48h 72h 96h 48h 72h 96h
1 27 0 05 50 0 0 14,16 0,2 0 0
2 37 0 05 5.0 18,61 11,33 10,92 0 0,05 0,04
3 27 15 05 50 7,69 6,07 3,64 0,09 0,09 0,12
4 37 15 05 50 7,69 3,64 23,07 0,07 0,05 0,16
5 27 0 15 50 4047 38,44 35,21 0,09 0,02 0
6 37 0 15 50 20,23 29,54 23,47 0 0,02 0,09
7 27 15 15 50 26,30 7,28 0,40 0,11 0,18 0,09
8 37 15 15 50 4,04 445 121 0,08 0,07 0,03
9 27 0 05 7.0 10,12 20,64 17,40 0,14 0,01 0,09
10 37 0 05 70 243 243 3,64 0 0,15 0
11 27 15 05 7.0 10,52 0 445 0,15 0,17 0,15
12 37 15 05 70 121 4,85 728 0,07 0,04 0
13 27 0 15 70 4532 50,18 65,15 0,08 0,22 0,11
14 37 0 15 7.0 29,95 25,90 31,56 0,01 0,1 0,08
15 27 15 15 70 17,81 8,90 3,64 0,07 0,15 0,16
16 37 15 15 70 2,02 0 0,40 0,06 0,09 011
7@ 32 075 10 6.0 0 3,24 2,83 0 0,12 0,2
18(®P) 32 075 10 6.0 0 2,83 2,83 0,16 0,04 0,09
19(P) 32 075 10 6.0 1,62 5,66 242 0,03 0,05 0
2@ 32 075 10 6.0 0,80 3,64 162 0,09 01 0,12

T-temperatura (°C); EL-extrato de levedura (%); CX-concentracdo de xilose (%); AX-atividade
xilanolitica; PS-peso seco (g). P — ponto central

Neste trabalho, ndo foi observado efeito do pH final liquido metabdlico, que
variou de 0,5 a 0,8, na atividade xilanolitica das espécies de Trichoporon testadas, da
mesma forma que 0 peso seco da biomassa fungica, que sofreu uma variacéo de 0,08 a
0,22 g.

Os resultados obtidos (> 50 U/mL), em alguns dos ensaios, foi maior que o valor
encontrado por Li et al. (2007) utilizando Penicillium oxalicum ZH-30, cujo valor
relatado foi de 14,50U/mL e ap6s aumento da escala no processo de fermentacdo, em
fermentador de 15L, obteve atividade de xilanase maxima de 16,11 U/mL ap6s 144 h de
cultivo em condicGes otimizadas.

Em relacdo as condicdes de temperatura e pH verificou-se que em geral a

temperatura de 27 °C apresentou mais resultados significantes do que na temperatura de
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37°C. Comparando-se as condi¢cbes de pH, verificou-se a proximidade entre muitos dos
resultados obtidosem pH 5,0 e 7,0.

Na avaliacdo estatistica do efeito das condicGes de temperatura e pH na atividade
xilanolitica, através da observacdo do grafico de Pareto (Figura 1), verificou-se o efeito
principal ou de primeira ordem e das interagdes entre as variaveis (efeito de segunda
ordem) sobre as variaveis respostas (biomassa e atividade xilanolitica), em ordem de
magnitude. O comprimento das barras € proporcional ao efeito padronizado da variavel.
A linha vertical pode ser usada para julgar os efeitos estatisticamente significativos, pois
as barras que se estendem através desta linha correspondem aos efeitos estatisticamente
significativos com nivel de significancia de 95% (Porto, 2008).

Observou-se que, os efeitos significativos das variaveis estudadas, assim como as
interacdes entre estas (Figura 1), a varidvel concentracdo de xilose (3) apresentou 0 maior
efeito positivo (95%) sobre o crescimento fangico, isto €, aumentando a concentragdo de
xilose na composicdo do meio de cultivo favoreceu o aumento da biomassa. A
temperatura, 0 pH e a quantidade do extrato de levedura apresentaram efeitos negativos,
com nivel de confianca de 95%. A relacéo entre a temperatura, a quantidade de xilose e 0
pH, (1x3x4) interagiram de forma positiva. A interacdo das demais varidveis em estudo

nao foram significativas.

(3)Xilose ﬁ{x{;’f ﬁ{x{;’f J,:ﬂ 41,25
(2)Extrato de levedura :;."r--"'r //?3? / -28,98
>3 [ i ]-26,37
S e 24,28
(1)Temperatura ____.-ﬁ ____,.-__:a -23,23
1434 [ ,.-:.-"’-"ﬁr ,-5:;1 15,14
2*3*4 ] 8,87
1*4  BF w783
2*4 7,81
V2 B 7,31
1%2%4 7] 6,00
1:2:3 5,74
34 4,43
(4)pH M—J,SZ

Ef eito estimado (v alor absoluto)
Figura 1- Grafico de Pareto dos efeitos principais tendo como

varidvel-resposta a atividade xilanolitica com 48h de cultivo.
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Durante todas as analises foi observado um padrdo similar dos efeitos das
varidveis, mesmo em tempos de fermentacdo diferentes. Observou-se na Figura 1 que a
concentracdo do substrato indutor foi o parametro mais significativo com 48h de cultivo,
tendo efeito positivo, significando que uma maior concentragdo de xilose proporcionou
uma maior producdo de enzimas com atividade xilanolitica. O efeito da concentracdo do
extrato de levedura foi significativo e negativo, ou seja, a adicdo desta a fonte de carbono
ndo favoreceu a producdo de xilanases por T. cutaneum URMA4789, portanto para a
produgcdo destas enzimas pode-se cultivar na auséncia deste componente. Este
comportamento é economicamente viavel, pois o extrato de levedura € um substrato caro.

Amani e colaboradores (2007) trabalharam com Bacillus pumilus, obtiveram uma
maior atividade de xilanases proporcional ao aumento da quantidade de glicose, enquanto
que a adicdo de extrato de levedura ndo apresentou nenhuma alteragdo significativa na
atividade xilanolitica, este dltimo dado corroborando com os resultados obtidos em nosso
estudo.

O efeito da temperatura também foi significativo e negativo, indicando que uma
menor temperatura (27 °C) possibilitou a producdo de enzimas xilanoliticas. O efeito da
temperatura, assim como a interacdo significativa entre as concentragdes de xilose e de
extrato de levedura € melhor compreendido utilizando o grafico de interpretacédo
geométrica dos efeitos (Figura 2).

31,06 961
15 T -
Xilose
05 _t i
485 384
0 150

Extrato de levedura

Figura 2- Grafico de interpretacdo geométrica dos efeitos da interagdo entre

as concentracGes de xilose e de extrato de levedura com 48h de cultivo.
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A interacdo entre as concentracdes de Xilose e de extrato de levedura apresentou
efeito negativo, ou seja, os seus efeitos sdo contrarios, indicando, que uma maior
concentracdo de xilose, associada, a uma menor concentracdo de extrato de levedura,
possibilitou uma melhor producdo de enzimas com atividade xilanolitica por T.cutaneum
URM4789.

Analisando a producdo de xilanases com 72 horas de cultivo (Figura 3), verifica-
se que a ordem de significancia dos efeitos mudou, porém os efeitos apresentam 0s
mesmos sinais, ou seja, a concentragdo do extrato de levedura e a temperatura
apresentaram efeitos negativos e a concentracdo de xilose positivo, este ultimo resultado
sendo corroborado com Kheng e lbrahim (2005), que trabalharam com Aspergillus niger
USM Al I, que alcancou um aumento de 32% na producdo de xilanase ap6s adicdo de
xilose, sendo 0 maximo de atividade de 35 U/g.

(2)Extrato de levedurg _._,.-"2 _._,.-"___.?}_,r_}"-"" ___5:_.':_1 -28,46
(3)Xilose [ e 22,99
2*3 o i) -20,58
(1)Temperatura WW -9,80
12%4 v 9,16
1*4 T -8,68
1*3 [ e -804
1*2 ereat611
24 [ 5,46
(4)pH [ 2
e s L
2+34 [ el 1,12
34 10,32
134 e 0,16
p=,05

Ef eito estimado (valor absoluto)

Figura 3- Gréfico de Pareto dos efeitos principais tendo como variavel -

resposta a atividade xilanolitica com 72h de cultivo.

Além dos efeitos ja observados, verificamos uma interacdo significativa entre trés
varidveis (pH, concentracdo de extrato de levedura e temperatura). Para realizar a
interpretacdo das interacGes de terceira ordem, utiliza-se o grafico cubico (Figura 4), o

qual correlaciona os efeitos das trés varidveis em conjunto, com os valores dos efeitos
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calculados em cada vértice do cubo. Observa-se que o Vvértice com o maior valor
corresponde & melhor condicdo de producdo de xilanases T. cutaneum URMA4789, ou

seja, sem a adicdo de extrato de levedura, em pH 7,0 a 27 °C.

526

Figura 4- Grafico cubico das variaveis (pH, concentracdo de extrato de levedura e

temperatura) tendo como variavel-resposta a atividade xilanolitica.

Analise semelhante foi realizada para a producdo com 96 h de cultivo e foi
observado 0 mesmo padréo de efeitos significativos, como pode ser verificado na Figura
5. Porem analisando o processo de producdo como um todo, foi claramente demonstrado
que esses efeitos ndo mudaram com o passar do tempo de fermentacdo, o que é
interessante para a indUstria, pois independente do tempo os parametros que influenciam

0 processo apresentam comportamento constante.
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(2)Extrato de Ievedur%ﬁ;"r ___,.-._;',.f__;‘,(_‘-;.-""r ___,::1—68,76
2+3 o e ]-62,04
12 i 743588
(3)Xilose feer e E !

3*4 [ / J_,a-’ ___,:;125,98
1*3 / ;ﬂ»23,15

174 pe w]-23,15
2*a b= T 720,32
(1)Temperaturg ___.-__,’:_;j_‘,-"" ___.:1—18,56

2+3*4 10,78
(@)pH frarrri] 0,36
1% 2% 4 5,12
123 1,59
130153

p=,05

Ef eito estimado (valor absoluto)

Figura 5- Grafico de Pareto dos efeitos principais tendo como

variavel-resposta a atividade xilanolitica com 96h de cultivo.

Um aumento na atividade enzimatica foi observado durante a fermentacdo na
melhor condigdo (Tabela 2, ensaio 13), apresentando uma atividade total de 65,15 U/mL
e especifica de 90.991,62. Esta melhor condicdo de producdo de xilanases por T.
cutaneum URMA4789, corresponde ao meio com 1,5% de xilose, sem adicdo de extrato de
levedura, pH 7,0 e temperatura de 27 °C. Este resultado foi compativel ao obtido por
Azin et al. (2007) com Trichoderma longibrachiatum cuja maior atividade foi 50 U/mL
apos 96 horas, e superior aos obtidos por Quinghe et al. (2004), Heck et al. (2005) e Li et
al. (2007), que trabalharam respectivamente com Pleurotus ostreatus SYJ042 com 24.98
U/mL de atividade, Bacillus circulans BL53 com 0.953 Umg/L de atividade, Penicillium
oxalicum ZH-30 com 16,11 U/ mL de atividade.

Cui e colaboradores (2009) trabalhando com Penicillium thiersii ZH-19
obtiveram o melhor resultado (atividade méaxima de 80.23 U/mL) para producdo de
xilanases, apos estudo de otimizacdo, em um tempo de fermentacdo de 126 horas, trinta

horas a mais do que o tempo méximo utilizado em nosso estudo, que foi de 96 horas.

63
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Conclus0es

Com base nos ensaios experimentais, as melhores condi¢fes de producdo das
xilanases utilizando xilose como fonte de carbono, foram 1,5% de xilose, sem adicé&o de
extrato de extrato de levedura a 27 °C em pH 7,0. Nessas condigdes 65,15 U/mL de
atividade enzimatica foi obtido em 96 h de fermentacdo. As variaveis, concentracdo
xilose, temperatura e 0 pH mostraram efeito significativo sobre a producdo xilanolitica. A
linhagem T. cutaneum URMA4789 é uma linhagem promissora para estudos de otimizagédo

com perspectiva de utilizacdo emescala industrial.
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5. COSIDERACOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir:

O método de preservacdo sob 6leo mineral mostrou-se eficiente para a
preservacao de culturas de Trichosporon.

Dos vinte isolados testados para a atividade queratinofilica e/ou queratinolitica,
todos apresentaram crescimento em meio sélido, no entanto ndo apresentaram
halo de degradacéo.

Na caracterizacdo em meio liquido, todas as culturas degradaram a queratina de
penas de aves.

Todas as culturas apresentaram atividade queratinolitica, com destaques para T.
aquatile 4440URM com producdo de 2,65 U/mL, seguido de T. cutaneum
5003URM com 2,45 U/mL e T. cutaneum 573URM com 2,05 U/mL. T. aquatile
4440URM ¢é uma cultura promissora para estudos de otimizagdo das condigdes de
producéo de queratinases.

O pH final do liquido metabdlico e a biomassa fangica ndo interfiriram na
atividade queratinolica.

T. aquatile 4440URM apresentou atividade queratinolitica 6tima em pH 8,6
TRIS-HCla 40 °C.

Todas as culturas apresentaram crescimento em meio &gar-xilana e 12
apresentaram halo de degradacdo, sendo selecionados para testes em cultivo
submerso.

Em meio liquido, todas as culturas testadas produziram xilanases com destaque
para T. cutaneum URMA4789 com producdo de 24,25 U/mL. T. cutaneum
URMA4789 é uma cultura promissora para estudos de otimizacdo das condi¢Ges de
producdo de xilanases.

O pH final do liquido metabdlico e a biomassa fangica ndo interfiriram na
atividade xilanolitica.

T. cutaneum URMA4789 apresentou atividade xilanolitica 6tima em pH 6,0 acetato
de sddio a 60 °C.

As varidveis, concentracdo xilose, temperatura e o pH mostraram efeito

significativo sobre a producédo xilanolitica.
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e As melhores condicbes de producdo de xilanases, utilizando o isolado T.

cutaneum URMA4789, foram 1,5% de xilose, sem adig@o de extrato de extrato de

levedura a 27 °C. Nessas condigdes foi obtido 65,15 U/mL de atividade
xilanolitica.
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