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RESUMO

Os materiais obtidos a partir de combustiveis fosseis sdo muito utilizados,
principalmente, devido as propriedades mecénicas e térmicas, confiabilidade e durabilidade que
esses oferecem. Por outro lado, o acumulo desses plasticos em aterros sanitarios afeta
negativamente o meio ambiente e a saide humana. Como alternativa para reduzir o descarte de
residuos no meio ambiente, muitas pesquisas tém sido realizadas de forma a reduzir o descarte
inadequado desses polimeros. O trabalho tem o objetivo de estudar a influéncia das enzimas
microbianas protease, esterase, lipase e urease no processo de degradacdo dos polimeros
poliuretanos (PU) e polihidroxialcanoatos (PHA). Asespumas de poliuretano e sacolas
plasticas de polihidroxialcanoatos foram previamente tratadas, autoclavadas e adicionadas em
meios de cultura especificos para producdo de cada enzima (protease, lipase, esterase e urease)
contendo o microrganismo Fusarium verticillioides (CCDCA 11547) e Aspergillus oryzae
(CCDCA 10203). Durante os 35 dias de incubacao, foram realizados os Ensaios Enziméticos
para as enzimas citadas anteriormente, avaliacdo do pH e biomassa, e Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) para determinar os possiveis compostos gerados, presentes no
conteddo liquido. Além disso, foi feita a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para a
analise das estruturas dos polimeros. Os resultados mostraram que o F. verticillioides e o A.
oryzae tem grande potencial de atuar na degradacdo dos polimeros PU e PHA. Em todos 0s
tratamentos houve a producdo das enzimas de interesse, houve o crescimento micelial durante
as fermentacdes, e foi possivel visualizar pelas imagens do MEV que houve alteracdo nas
estruturas dos polimeros. Os resultados do trabalho evidenciaram o potencial de aplicacdo de
enzimas microbianas no processo de degradacéo de polimeros.

Palavras — chave: fungos filamentosos; enzimas microbianas; poliuretano (PU);
polihidroxialcanoatos (PHA); degradacdo de polimeros.



ABSTRACT

Materials obtained from fossil fuels are widely used, mainly due to the mechanical and thermal
properties, reliability and durability they offer. On the other hand, the accumulation of these
plastics in landfills negatively affects the environment and human health. As an alternative to
reduce the disposal of waste in the environment, much research has been carried out in order to
reduce the improper disposal of these polymers. The work aims to study the influence of
microbial enzymes protease, esterase, lipase and urease on the degradation process of
polyurethane (PU) and polyhydroxyalkanoate (PHA) polymers. The polyurethane foams and
polyhydroxyalkanoate plastic bags were previously treated, autoclaved and added to specific
culture media for the production of each enzyme (protease, lipase, esterase and urease)
containing the microorganism Fusarium verticillioides (CCDCA 11547) and Aspergillus
oryzae (CCDCA 10203).During the 35 days of incubation, Enzymatic Assays were performed
for the enzymes mentioned above, pH and biomass evaluation, and Fourier Transform Infrared
(FTIR) to determine the possible compounds generated, present in the liquid content. In
addition, Scanning Electron Microscopy (SEM) was performed to analyze the structures of the
polymers. The results showed that F. verticillioides and A. oryzae have great potential to act on
the degradation of PU and PHA polymers. In all treatments, there was the production of the
enzymes of interest, there was mycelial growth during fermentations, and it was possible to see
from the SEM images that there was an alteration in the structures of the polymers. The results
of the work showed the potential application of microbial enzymes in the polymer degradation
process.

Keywords: filamentous fungi; microbial enzymes; polyurethane (PU); polyhydroxyalkanoates
(PHA); polymer degradation.



IMPACTOS SOCIAIS, TECNOLOGICOS, ECONOMICOS E CULTURAIS

O trabalho sobre a aplicacdo de enzimas microbianas na degradacao dos polimeros poliuretanos
(PU) e polihidroxialcanoatos (PHA) apresenta impactos sociais, tecnoldgicos e ambientais com
grande potencial de contribuir para o desenvolvimento sustentavel, alinhado aos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da ONU, em especial os ODS 9, 12 e 14. A pesquisa
demonstra que os microrganismos Fusarium verticillioides e Aspergillus oryzae possuem
capacidade de produzir enzimas, como protease, lipase, esterase e urease, que atuam na
degradacédo eficiente de materiais plasticos amplamente utilizados, como PU e PHA. Esse
processo biotecnoldgico oferece uma alternativa ambientalmente responsavel para a gestao de
residuos plasticos que, quando acumulados em aterros sanitarios, resultam em sérios danos
ecoldgicos e a saude humana. A degradacdo enzimatica proposta contribui para a reducdo do
descarte inadequado de plasticos no ambiente, com o potencial de mitigar a poluicéo, além de
fomentar o desenvolvimento de tecnologias mais verdes para o tratamento de residuos
industriais e domeésticos. Além disso, os resultados podem ter implicacbes econdmicas
positivas, como a reducdo dos custos associados ao manejo de residuos solidos urbanos,
principalmente em areas urbanas e industriais com alta geracéo de plasticos, podendo também
atrair novos investimentos no setor de biotecnologia voltado para 0 meio ambiente. A
participacdo de instituicdes de pesquisa e empresas do setor de tecnologia e producdo no
desenvolvimento e na aplicacéo dessas solugdes pode favorecer a criacdo de um ciclo produtivo
sustentavel, gerando empregos e incentivando a inovagdo tecnoldgica. A pesquisa envolve
diretamente a sociedade externa a UFLA, por meio de parcerias com empresas do setor de
residuos e grupos comunitarios que atuam na coleta e destinacdo de residuos sélidos,
demonstrando um carater extensionista significativo. Populacbes em &reas impactadas por
aterros sanitarios, assim como técnicos e estudantes envolvidos nas agdes de extensdo, estdo
entre os beneficiados, ampliando o impacto da pesquisa em diferentes territérios.



SOCIAL, TECHNOLOGICAL, ECONOMIC AND CULTURAL IMPACTS

The work on the application of microbial enzymes in the degradation of polyurethane (PU) and
polyhydroxyalkanoate (PHA) polymers has social, technological and environmental impacts
with great potential to contribute to sustainable development, in line with the UN Sustainable
Development Goals (SDGs), especially SDG 12 (Responsible Consumption and Production)
and SDG 13 (Action Against Global Climate Change). The research demonstrates that the
microorganisms Fusarium verticillioides and Aspergillus oryzae have the ability to produce
enzymes, such as protease, lipase, esterase and urease, which act in the efficient degradation of
widely used plastic materials, such as PU and PHA. This biotechnological process offers an
environmentally responsible alternative for the management of plastic waste, which, when
accumulated in landfills, results in serious ecological and human health damage. The proposed
enzymatic degradation contributes to the reduction of inappropriate disposal of plastics in the
environment, with the potential to mitigate pollution, in addition to fostering the development
of greener technologies for the treatment of industrial and domestic waste. In addition, the
results may have positive economic implications, such as the reduction of costs associated with
the management of urban solid waste, especially in urban and industrial areas with high plastic
generation, and may also attract new investments in the biotechnology sector focused on the
environment. The participation of research institutions and companies in the technology and
production sector in the development and application of these solutions can favor the creation
of a sustainable production cycle, generating jobs and encouraging technological innovation.
The research directly involves the society external to UFLA, through partnerships with
companies in the waste sector and community groups that work in the collection and disposal
of solid waste, demonstrating a significant extension character. Populations in areas impacted
by landfills, as well as technicians and students involved in extension actions, are among the
beneficiaries, expanding the impact of the research in different territories.
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1. INTRODUCAO

A producéo e uso de polimeros continuam séo impulsionados pela demanda em diversas
industrias, como a de embalagens, construcao, automotiva, téxtil e eletrénica. (Subash et al,
2023). Os polimeros ganharam mercado devido ao seu baixo custo e alta aplicabilidade. Os
materiais de base petroquimica sdo amplamente utilizados principalmente devido as
propriedades mecanicas e térmicas, confiabilidade e durabilidade (Khomlaem, 2023).

No entanto, as matérias-primas utilizadas na producdo de plasticos sintéticos sao
limitadas e 0 acimulo desses polimeros ndo biodegradaveis em aterros sanitarios esta afetando
negativamente o meio ambiente e a saude humana. (Khomlaem, 2023). Além disso, esses
plasticos sintéticos demoram centenas de anos para se degradar, entrando na cadeia alimentar
causando efeitos nocivos ao meio ambiente e a vida selvagem (Haque, 2022).

Os polimeros quimicamente reciclaveis tém atraido interesses crescentes para abordar
a questdo do fim de residuos de polimeros e estabelecer uma economia circular. Esses polimeros
reciclaveis podem ser despolimerizados de volta aos monémeros originais ou convertidos em
produtos quimicos de valor agregado com alta seletividade e eficiéncia em condicBes de
reaproveitamento (Haque et al., 2022).

A degradacdo de polimeros por microrganismos € um campo de estudo promissor na
biotecnologia ambiental, especialmente devido ao impacto negativo dos plasticos nédo
biodegradaveis no meio ambiente (Xiang et al., 2023). Microrganismos como 0s fungos
filamentosos Fusarium verticilioides e Aspergillus oryzae tém a capacidade de produzir
enzimas que podem quebrar polimeros em mondmeros ou oligbmeros, 0s quais Sao
posteriormente utilizados como fonte de carbono e energia pelos microrganismos (Srikanth,
2022).

Os microrganismos desempenham um papel cada vez mais importante na biotecnologia,
especialmente na producdo de enzimas. Essas enzimas microbianas sdo altamente valorizadas
devido a sua capacidade de catalisar reagdes quimicas de maneira eficiente e especifica,
utilizando uma ampla gama de matérias-primas como substrato (Muhammad, 2020).

Os microrganismos sdo cada vez mais utilizados para a producdo de enzimas, devido a
sua producdo diversificada de metabdlito, eficiéncia de producao, variedade de matéria-prima
utilizada como substrato e pela sua adaptabilidade e engenharia genética (Morila et al., 2023).

Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi utilizar os microrganismos F. verticillioides
e A. oryzae que produzem enzimas extracelulares (protease, esterase, lipase e urease) capazes

de degradar os polimeros Poliuretano (PU) e Polihidroxialcanoatos (PHA) em mondmeros. Por


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/monomer
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fim, os resultados do trabalho evidenciaram o potencial das enzimas microbianas no processo
de degradacéo dos polimeros. Dessa forma, a intencdo de reduzir a quantidade de materiais
descartados de forma inadequada e diminuir, também, o tempo de exposi¢cdo desses compostos
poliméricos no ambiente se torna plausivel.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Polimeros e impactos dos polimeros naturais e sintéticos

Os materiais poliméricos estdo sendo cada vez mais utilizados em aplicagdes da
engenharia devido, principalmente a resisténcia e durabilidade

(Li et al., 2022). Por outro lado, existem as limitacGes da utilizacdo desses comp0sitos
como as possiveis falhas na estrutura, fissuras, absor¢do de umidade, condutividade elétrica,
integridade do material (Idolor et al, 2022) e a questdo ambiental.

Um dos principais problemas na indUstria de compositos poliméricos é que a maioria de
suas matérias-primas vem da industria do petroleo (Pu et al., 2023), o qual é um recurso natural
e ndo renovavel. Com o esgotamento do petrleo e 0 aumento na conscientizacdo sobre a
protecdo ambiental, a sintese de polimeros a partir de recursos recuperaveis se torna
significativa e necesséria.

Aproximadamente, 58% dos residuos plasticos sdo depositados em aterros ou liberados
diretamente no meio ambiente, resultam na fuga de residuos descartados para o ambiente ou na
producdo de componentes prejudiciais ao meio ambiente. 24% sdo incinerados e apenas 18%
dos residuos pléasticos estdo sendo reciclados em todo o mundo (Zhang et al., 2022). Sabe-se,
também que a maioria dos polimeros derivados de petréleos levam centenas de anos para se
degradar no meio ambiente (Yuan et al., 2022).

A maior parte dos plasticos utilizados em téxteis, industria e construcdo de casas
possuem propriedades altamente cristalinas. Dessa forma, sdo caracterizados como
recalcitrantes a biodegradacdo pois, eles ndo possuem ligacOes éster acessiveis para o ataque
das enzimas. Essa caracteristica aumenta a durabilidade dos plasticos, que é uma de suas
principais vantagens. Por outro lado, essa caracteristica tornou-se um dos principais desafios
na gestdo de residuos plésticos (Delangiz, 2022).

Os PHAs séo poliésteres lineares hidrofobicos e biodegradaveis que sdo produzidos por
microrganismos procarioticos como reservas intracelulares de granulos de energia e carbono
(Lemoigne, 1926). Os biopolimeros sdo poliésteres metabolizados intracelularmente por
bacterias e algum archaea sob uma condicdo limitante de nitrogénio e excesso de carbono como
granulos de armazenamento de energia.

Os PHAs foram revelados pela primeira vez em 1925. E possivel fabricar PHAS através
de sinteses quimicas com a polimerizagdo de abertura de anel dos B-lactones; no entanto, é

ainda mais caro e raramente é aplicado (Lemoigne, 1925).
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Os polihidroxialcanoatos (PHAS) séo considerados polimeros biodegradaveis com alta
compatibilidade bioldgica, resistentes a radiacdo UV, termoplasticos e com natureza favoravel
ao meio ambiente (Haque, 2022). Essas propriedades tornam os PHAs polimeros promissores
para diversas aplicacdes biotecnoldgicas — engenharia, agricultura, farmacologia e biomedicina
(Eesaee et al., 2022).

No entanto, existem algumas limitacfes no processamento desses biopolimeros, séo
elas: a facilmente de degradacdo quando dissolvidos, a dificuldade de conformidade térmica,
sdo rigidos e/ou pegajosos quando submetidos a processos de extrusao e alto custo de producéo.
Além desses fatores, a degradacéo do PHA depende do tipo de PHA (Polihidroxibutirato -PHB
ou Polihidroxivalerato — PHV), das condi¢des ambientais, da estrutura cristalina e da
morfologia do material. (Eesaee et al., 2022).

Os poliuretanos (PU) sdo produzidos a partir da reacdo entre o isocianato n(O=R1=N—
R1=0) e o poliol n(HO-R2-OH)em poliéter combinado e isocianato combinado (Figura 1) (Pu
et al.; 2023). Poliuretanos sdo compostos que tém em comum a repeti¢cdo do grupo funcional

de uretano (-NH-CO-0-) ao longo da cadeia de polimeros (Cowie e Arrigui, 2008).

Figura 1 — Reacdo geral da formacéo de poliuretano por policondensacéo, onde R2 pode ser um
polimero ou uma molécula orgénica de baixo peso molecular.

s.D. s.M.

A A
™ f %

-~
o] 0
nO=C=N—RA1—N—=C—=0 4+ n HO—R2—OH — #N _H1_NJ_LC|_H2_O+
H H

n

Fonte: Cowie e Arrigui (2008).

Dentro da cadeia principal do poliuretano formado, é classificado em segmento duro
(SD) e segmento macio (S.B.). O isocianato faz parte do segmento duro ou rigido que é dado
pelos grupos de uretano que através das pontes de hidrogénio intermolecular conferem rigidez
e coesdo as cadeias de polimeros (Pu et al.; 2023).

Por outro lado, os podidis proporcionam flexibilidade ao polimero por meio de cadeias
de hidrocarbonetos (ou com heterodtomos) e devido a essa caracteristica € chamado de
S.M. (segmento macio) (Cowie e Arrigui, 2008).

Historicamente, a reacdo para a formacéao de poliuretanos foi descoberta pela Bayer em
1937 (Figura 2), e foi em grande parte impulsionada pela necessidade da empresa alema I1G
Farben (agora BAFT e Bayer) de produzir um material que pudesse competir com o nylon 6,6
(Cowie e Arrigui, 2008).
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Figura 2 — Estruturas quimicas para: a) poliuretano, derivado de 1,6-hexametameinato e 1,4-
butanediol; e (b) nylon 6,6, derivado de 1,6-hexameimediamina e 1,6-acido
hexanoico (acido adipico).

g |
N 0
a /PJ\N ~ N
| N 1
H O
H Q
|
b /[NW MJ\/\/\H/

H 0
Fonte: Cowie e Arrigui (2008).

O poliuretano é muito utilizado na engenharia devido as suas caracteristicas favoraveis.
Esse polimero apresenta excelente impermeabilidade, boa durabilidade, alta taxa de expanséo,
rapida velocidade de formacdo de espuma, isolamento térmico, forte adaptabilidade, baixa
densidade e nenhum aumento no peso estrutural (Li et al., 2022).

Esses materiais sdo aplicados para absorcao acustica melhorando a resisténcia de solos
moles, como o solo marinho. Sao utilizados, também, em jateamento subaquético (Liu et al.,
2021) e devido serem excelentes isolantes térmicos, sao utilizados em construcdes de paredes
externas (Li et al., 2022). Além disso, sdo impermeaveis e flexiveis, podendo ser aplicados em
projetos de conservacdo de agua (Guo et al.,2018).

Apesar dos desafios dos fatores quimicos e ambientais que existem dificultando
a degradacdo dos polimeros, existem estudos que relatam o potencial dos metabdlitos

microbianos atuarem nesse processo de degradacao (Srikanth, 2022).

2.2. Metabdlitos dos fungos Fusarium verticilioides e Aspergillus oryzae

A variabilidade das comunidades microbianas pode estar relacionada aos fatores
abioticos e bioticos dos ecossistemas que elas estdo expostas. Muitos estudos demonstraram
que as caracteristicas fisico-quimicas do ambiente (por exemplo, teor de umidade do solo, pH,
matéria organica, C ou N total) tém efeitos importantes na estrutura e atividade da comunidade
microbiana (Wang et al., 2023).

O aumento da cobertura vegetal apds o florestamento leva a mudancgas nas
condic¢Bes ambientais do solo atribuido a mudangas na composic¢éo da comunidade microbiana

do solo e as atividades de enzimas hidroliticas relevantes (Huang et al., 2022).


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/engineering/impermeability
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Larvas de besouros (Coleoptera: Tenebrionidae), incluindo Tenebrio molitor, Tenebrio
obscurus, Zophobas atratus, Tribolium castaneum e Plesiophthalmus davidis, podem degradar
diferentes plasticos, especialmente polietileno (PE) e poliestireno (PS). Essas espécies de
insetos funcionam como biorreatores com microbiota intestinal e enzimas digestivas
contribuindo sinergicamente para acelerar o processo de biodegradacéao plastica (Brandon et
al., 2021).

Estudos relatam que mais da metade desses polimeros de PE, PS ou cloreto de
polivinila (PVC) ingeridos podem ser digeridos, despolimerizados e biodegradados dentro de
um tempo de retencédo de 12 a 15 h nos intestinos digestivos de larvas de Tenebrio molitor (Peng
etal., 2022).

Desde a década de 1970, varias cepas bacterianas e fangicas foram relatadas para
colonizar e biodegradar os principais plasticos a base de petréleo, mas as taxas de
biodegradacdo em condi¢des ambientais naturais sdo extremamente lentas (Inderthal e Tai e
Harrison; 2021).

No entanto, os microrganismos sdo a principal fonte de enzimas, pois podem ser
manipulados geneticamente para aumentar a producao de enzimas e sdo cultivados em larga
escala em curto espaco de tempo. A producdo de enzimas por microrganismos é uma area de
grande potencial da biotecnologia, com aplicacbes amplas e variadas que impactam muitas
indUstrias e processos cotidianos. (Bhardwaj, 2021).

Os géneros Fusarium e Aspergillus sdo importantes produtores de enzimas com varias
aplicacdes industriais significativas. Esses fungos sdo utilizados para desenvolver enzimas que
tém impacto significativo na producdo de alimentos, biocombustiveis, papel e celulose, bem
como na biorremediacdo e em outros processos industriais. A capacidade desses fungos de
produzir enzimas em grandes quantidades e a eficiéncia dessas enzimas tem grande impacto em
diversos setores (Almeida et al., 2019; Srikanth, 2022).

Espécies como F.graminearum, F. asiaticum, F. culmorum, F. solani, F. avenaceum,
F. proliferatum, F. oxysporum, F. subglutinans e F. verticillioides tém sido frequentemente
relatadas como causadoras de podriddo da coroa, requeima da cabega (crosta), podridao
radicular e podridao da orelha em mais de 81 espécies de plantas na terra (Dinango et al., 2022).

Doencas essas que causam prejuizo significativo nas produgdes incluindo de cereais,
trigo, cevada, arroz e milho As espécies patogénicas de Fusarium dificultam a produtividade
das culturas em todo o mundo (Nguvo e Gao, 2019). Esse fungo é, também, o principal

responsavel pelo acumulo de fumonisina B1 (FB1) na planta de milho (Lanubile et al., 2012).


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/head-blight
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/fusarium
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Para estudos, o fungo filamentoso Fusarium verticillioides foi isolado de sementes
comerciais de milho e sua produgdo de celulases e hemicelulases foi avaliada. Alguns
componentes do complexo celulolitico secretado por Fusarium verticillioides também foram
purificados e caracterizados. Trés endoglucanases isoladas, demonstraram atuar em um
complexo multienzimatico, estando fisicamente associadas entre elas e com uma
celobiohidrolase e uma xilanase (Almeida et al.; 2019).

Estudos utilizaram as enzimas celulases, xilanases, proteases, lipases, pectinases e
lignases do fungo filamentoso Fusarium verticillioides para aplicacbes em industrias de papel
e celulose, industria alimenticia e em produgao de biocombustiveis (Periyasamy et al., 2023).

O fungo Aspergillus oryzae é conhecido pela sua producdo enzimatica de aplicacdo
industrial. Suas proteases sdo utilizadas na maturacdo de queijos contribuindo em valores
nutricionais e em alteracdes de aroma, sabor e textura. As enzimas fangicas sao utilizadas na
panificacdo e sdo capazes de quebrar as ligacbes peptidicas (Simplicio et al, 2023).

O fungo filamentoso A. oryzae apresenta potencial para utilizar uma ampla variedade
de residuos agricolas para a producdo da enzima esterase em fermentacdo submersa quando
suplementado com fontes adicionais de C (amido) e N (ureia) (Castro, M. et al., 2018, Zambare,
2010).

A. oryzae € uma espécie de fungo que degrada o polietileno de alto peso molecular sob
condigBes limitadas por nitrogénio e carbono. As enzimas amilases, celulases, xilanases,
proteases, pectinases e lactases do fungo filamentoso Aspergillus oryzae sdo aplicados em
industria alimenticia, industria de panificacdo e bebidas e em tratamento de residuos e
biocombustiveis (Danso et al. 2019; Kawai et al. 2019).

As enzimas sdo componentes vitais tanto para os processos biolégicos quanto para uma
ampla gama de aplica¢des industriais. Sua capacidade de catalisar reacdes especificas com alta
eficiéncia e sob condicBes controladas faz delas ferramentas indispensaveis para a

biotecnologia, a inddstria e a medicina (Srikanth, 2022).

2.3. Enzimas

2.3.1. Protease

As proteases constituem uma classe de enzimas muito utilizada em diferentes setores

industriais. As proteases, conhecidas também por proteinases, peptidases e enzimas

proteoliticas clivam as ligacbes peptidicas nas proteinas. O principal objetivo da enzima


https://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0960308523000585?via%3Dihub#bib27
https://bioresourcesbioprocessing.springeropen.com/articles/10.1186/s40643-022-00532-4#ref-CR27
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18

protease € hidrolisar/catalisar a ligacdo peptidica presente nas proteinas. Muitos
microrganismos sao utilizados para a produgdo das proteases, onde o produto pode ser
extracelular ou intracelular (Kirk et al., 2002).

As proteases sdo divididas em exopeptidases e endopeptidases. As exopeptidases sao
classificadas como aminopeptidases ou carboxipeptidases (figura 3) e séo capazes de clivar as
ligacBes peptidicas no final de uma cadeia de aminoacidos, ou seja, extracelular. Enquanto que
as enzimas chamadas endopeptidases quebram ligacGes peptidicas dentro de cadeias de

aminoéacidos (intracelular) (Shaikh, et.al, 2023).

Figura 3 — a) LigacBes peptidicas (amida) dentro das cadeias de aminoé&cidos. b) Grupos
carboxila amina nas extremidades da cadeia de aminoacidos.

ligagao peptidica grupo carboxilo grypo amina
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Fonte: Shaikh, et.al (2023).

As proteases extracelulares, sdo as principais protagonistas da despolimerizagdo das
moléculas de proteinas e peptideos em N organico molecular, ou seja, em pequenos peptideos
e, finalmente, em aminoéacidos. A maior parte do nitrogénio presente no solo € encontrado em
formas organicas (Lemes, 2022).

O nitrogénio organico disponivel no solo, chamado de N primario €, principalmente, de
origem vegetal e microbiana. Essa deposi¢do no solo ocorre por meio de uma grande variedade
de componentes, como proteinas, peptideos, aminoacidos e N heterociclico (Abdella, 2022).

Em relacdo aos mecanismos de regulacdo microbiana descritos para sintese enzimatica
e producdo de protease, sabe-se que proteinas extracelulares, o tamanho e o tipo das proteinas
influenciam na inducdo da protease. Por outro lado, o substrato e véarias fontes de nitrogénio,
incluindo aminoacidos, NH4* como produto final, e fontes disponiveis de C, como a glicose
limitam a atividade de protease (Sharma e Singh, 2016).

Os compostos organicos contendo nitrogénio devem ser mineralizados para formas
inorganicas para se tornarem disponiveis para as plantas. Acredita-se que a hidrolise de
proteinas em aminoacidos seja um processo limitante no fornecimento de N disponivel para as
plantas (Khosrozadeh e Nourbakhsh, 2022).


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/depolymerization
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2.3.2. Lipase

As lipases pertencem a classe de enzimas, conhecidas como serina hidrolases, que
catalisa a hidrolise de triglicerideos de cadeia longa em acidos graxos, diacilglicerol,
monocilglicerol e glicerol (figura 4) (Amenaghawon, 2022). As lipases, também, catalisam
reaces de biotransformacdo em ambientes com baixo teor de &gua como esterificacéo,
acilglicerois, interesterificacdo (Nimkande e Bafana, 2022), transesterificacdo, aciddlise e
alcoolise (Gurkok e Ozdal, 2021).

Figura 4 — Catalise enzimatica de triglicerideos, liberando glicerol e acidos graxos livres.
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Fonte: Amenaghawon (2022).

As lipases sdo enzimas solUveis em &gua, enquanto seus substratos sdo sollveis em
gordura (Stemler e Scherf, 2022). A maioria das lipases depende de mecanismos de ativacao
interfacial para reacOes cataliticas, geralmente, em interfaces hidrofilicas-hidrofobicas
(interfaces dgua-6leo) (L1, et al., 2022).

Muitas lipases foram isoladas e caracterizadas a partir de animais, plantas e
microrganismos. As lipases microbianas podem ser produzidas a menor custo de producdo e
com especificidade do substrato em comparacéo com as lipases animais e vegetais. Enzimas de
microrganismos termofilicos e hipertermofilicos sdo mais estaveis em relacdo a uma variedade
de desnaturantes e, portanto, representam alternativas com altos potenciais para o0
desenvolvimento de processos biocataliticos industriais (Mazhar, 2022).

Esse potencial de aplicacdo das lipases microbianas decorre do fato de serem
estereoespecificas, ou seja, bastante estaveis e ativas em solventes organicos (Rabbani, 2022).
Além disso, as lipases microbianas sdo as enzimas que apresentam as mais diversas
propriedades enzimaticas como em detergentes, téxteis, aditivos alimentares, produtos
farmacéuticos, diagnosticos médicos (Savickaite et al., 2021), agroquimicos, biodegradacéo de

0leos e tratamento de residuos (Joshi et al, 2019).
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2.3.3. Esterase

As esterases sao enzimas da classe das hidrolases que podem catalisar a hidrdlise de
ésteres liberando alcoois e acidos correspondentes (figura 5) (Wang et al., 2023). Baseado nos
substratos, as esterases podem ser classificadas em carboxilesterase e arilesterase. A diferenca
é que a arilesterase tem uma capacidade mais forte de catalisar a hidrolise de ésteres aromaticos
(He et al., 2022).

As esterases catalisam diferentes reacbes como esterificacdo, interesterificacdo e
transesterificacdo em meio livre de dgua ou com restricdo de dgua. Essas enzimas sao utilizadas
na remediacdo de pesticidas, contendo carbamato e organofosforado e, também, na remocdo de
compostos recalcitrantes (Bhardwaj et al., 2021).

Essas enzimas representam um grupo diversificado de hidrolases caracterizadas de
animais, plantas e microrganismos, e as enzimas especificas de microrganismos sdo as mais
utilizadas na industria devido a facilidade e versatilidade de producdo (He et al., 2022). A
maioria das esterases demonstraram também catalisar reacGes de sintese, e isso as torna
candidatas promissoras para diferentes aplicacdes (Karnaouri et al., 2019).

A transformacdo enzimatica em alta temperatura € importante pois favorece a reducdo
do risco de contaminacdo. Além disso, essa condicdo leva a menor viscosidade, maiores taxas
de transferéncia de massa, rea¢cGes mais rapidas, melhor solubilidade do substrato e do produto

e, consequentemente, reduz o custo geral (Karnaouri et al., 2019).

Figura 5 — Catalise enzimatica de ésteres liberando &cido carboxilico e alcool.
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Fonte: Wang et al. (2023).

2.3.4. Urease

A urease é uma enzima de niquel ndo-redox encontrada em plantas, algas e
microrganismos, que catalisa a hidrolise da ureia na Gltima etapa da mineralizac&o do nitrogénio
organico, para liberar a amonia (figura 6) (Song et al, 2022). Esta enzima catalisa a hidrolise da
ureia em acido carbamico (CHsNO-) e amonia, que se decompde ainda mais em bicarbonato

(HCO2) e uma segunda molécula de amonia (Ata et al., 2023).


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/esterification
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A precipitacdo de carbonato induzida por microrganismos foi testada como um novo
método bioldgico para induzir eficientemente uma fixacdo in situ de elementos perigosos de
maneira ambientalmente sustentavel (Ata et al., 2023). O nitrogénio presente na amodnia
favorece o crescimento de microrganismos patogénicos, podendo causar efeitos negativos na
salde humana, na agricultura e no meio ambiente devido a consequéncia da elevacao do pH
(Song et al, 2022).

Os microrganismos e as plantas sdo as principais fontes de urease, a qual tem
importancia na area da bioquimica devido as aplicagdes significativas da enzima na industria

de alimentos, equipamentos médicos e biossensores (Pawar et al., 2022).

Figura 6 — Catalise enzimatica de uréase liberando didxido de carbono e amonia.
(NH,),CO + 2H,0 — CO, +H,0 + 2NH;
Uréia Agua Didxido de Aménia

carbono

Fonte: Wang et al. (2023).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Selecio e crescimento dos microrganismos

3.1.1. Microrganismos

Os microrganismos Aspergillus fumigatus (CCDCA 11586), Aspergillus fumigatus
(CCDCA 11319), Aspergillus niger (CCDCA 11491), Aspergillus niger (CCDCA 11544),
Aspergillus oryzae (CCDCA 10720), Aspergillus oryzae (CCDCA 10264), Aspergillus oryzae
(CCDCA 10203) e Fusarium verticillioides (CCDCA 11547) foram testados quanto a sua
capacidade de produzir as enzimas protease, lipase, esterase e urease. Todas as cepas dos
microrganismos selecionados se encontram depositados na Colecdo de Cultura do
Departamento de Ciéncias de Alimentos da Universidade Federal de Lavras - DCA UFLA.

Inicialmente, os microrganismos foram selecionados apds resultados obtidos pelo
método qualitativo-testes de disco-difusdo, realizando a triagem para cada enzima (Gaspar,
2022).

3.1.2. Triagem de protease

A selecdo de fungos filamentosos produtores de proteases foram realizados em placa de
Petri contendo 10% de leite desnatado em &gar. O agar foi adicionado em tampao citrato-fosfato
0,1M (pH 5,0) e esterilizado separadamente do leite desnatado, para evitar a coagulacao e
caramelizacdo dos seus componentes. Cada cultivo, apds mantido 7 dias a 28°C foi inoculado
na superficie de uma placa, e as leituras foram feitas apds 24, 48 e 72 horas (Pereira et al.,
2001).

3.1.3. Triagem de lipase

Os fungos filamentosos foram testados quanto a capacidade de produzir lipase
em meio agar batata dextrose (BDA) suplementado com 5% de azeite de oliva. A inoculagao
foi pontual no centro da placa contendo o meio. As placas foram mantidos em estufa a 30 °C
por 144 horas e o crescimento dos fungos foi monitorado atraveés da medicdo dos halos

formados a cada 24 horas (Roveda et al., 2010).
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3.1.4. Triagem de esterase

Para o teste de hidrolise de esteres, foi utilizada a metodologia modificada de Sierra
(1957), utilizando meio contendo Tween 80. O meio disperso em placas de Petri é constituido
por 10 g.L"* de peptona, 5 g.L"* de NaCl, 0,1 g.L* de CaCl2.H20 e 10mL.L"* de Tween 80. Cada
fungo foi inoculado individualmente no centro de cada placa e incubados a 25°C por 5 dias. A
visualizagdo de um halo opaco ao redor das coldnias foi indicativa de resultado positivo devido
ao sal de calcio, insoluvel em acidos graxos, provenientes da hidrolise do éster (Andualem, B.,
2014).

3.1.5. Triagem de urease

Um meio sélido contendo 10g.L™* de peptona, 10 g.L ! de glicose, 10 g.L* de NaCl,
29.L 1 de KH2PO4, 20 g.L* de ureia, 18 g.L* de 4gar e 0,01 g.L ! de reagente vermelho de
fenol, com pH 7 foi utilizado para identificar os microrganismos produtores de urease. Esses
microrganismos que podem hidrolisar a ureia produzem aménia que faz com que o pH suba e
o vermelho fenol desenvolva cor sob condicdes alcalinas. Porém, a reacdo falso-positiva pode
ocorrer quando a peptona no meio provoca a liberacdo de residuos de aminoacidos que também
promovem a elevacdo do pH, fazendo com que o vermelho de fenol desenvolva cor. Entéo, o
meio de triagem que n&o continha ureia foi preparado e definido como o controle negativo para

a cepa que descolorir o vermelho fenol (Fan et al., 2020).

3.1.6. Crescimento dos microrganismos e preparo dos indculos

Apbs realizada a triagem para identificar quais fungos apresentavam potencial para
produzir as enzimas de interesse, os fungos Aspergillus oryzae (CCDCA 10720) e Fusarium
verticillioides (CCDCA 11547) foram selecionados quanto a capacidade de produzir as enzimas
de protease, esterase, lipase e urease. Esses fungos foram reativados, separadamente, em tubo
inclinado contendo o meio agar batata dextrose (BDA), e incubado a 28°C por 7 dias até
completo crescimento. Posteriormente, foi preparado um indculo de 102 esporos/ml e
adicionados em tubos Falcon de 15 mL, contendo 5 mL de caldo de batata dextrose, os quais
foram incubados a 28°C por 7 dias. Apds esse periodo de incubacdo, o disco de micelio que
formou na superficie do tubo foi adicionado em cada biorreator contendo os meios de cultivos

para iniciar as fermentacdes.
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3.2.  Preparo dos polimeros

As espumas de poliuretano (PU) e sacolas plasticas de polihidroxialcanoatos (PHA)
foram adquiridas de lojas do comércio local e foram testadas para degradacéo fungica. Pedacos
de espuma (6mm de diametro por 6 mm) e pedagos de sacolas (6mm de didmetro) foram lavados
em agua destilada, secas em temperatura ambiente e autoclavadas, a 121°C, durante 15 minutos,
e posteriormente adicionados aos 80ml do respectivo meio de cultura, conforme a tabela 1.

O polimero PU foi adicionado nos meios de cultura para indugéo de protease, esterase
e urease. Esse polimero ndo foi adicionado no meio para inducdo de lipase devido esse ndo
apresentar estrutura de lipideos em sua estrutura quimica. Enquanto o polimero PHA foi
adicionado nos meios de cultura para inducao de protease, lipase e esterase. Esse polimero nédo
foi adicionado no meio par inducdo de urease devido ele ndo apresentar uretano em sua

estrutura.

Tabela 1 — Polimeros Poliuretano (PU) utilizados em meios fermentativos contendo as enzimas
protease, esterase e urease produzidas pelo F. verticillioides e A. oryzae; e Polimeros
Polihidroxialcanoatos (PHA) utilizados em meios contendo as enzimas protease,
lipase e esterase produzidas pelo F. verticillioides e A. oryzae.

Polimeros
Enzimas _ Polihidroxialcanoatos
Poliuretano (PU)
(PHA)

Protease X

Lipase
Esterase X

Urease X

Fonte: Do autor.

3.3.  Condicdes de cultivo para inducdo de enzimas microbianas

3.3.1. Fungos filamentosos

3.3.1.1. Fermentacéo para producao de protease
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Os fungos foram reativados em tubo inclinado contendo o meio &gar batata dextrose
(BDA), e incubados a 28°C por 7 dias até completo crescimento. O micélio foi suspenso em
solucéo esterilizada de, aproximadamente, 5mL composta de NaCl 0,9% e Tween 80, pH 7,0.
Esta suspensdo micelial (108 esporos/mL) foi inoculada em Erlenmeyer de 125mL contendo
80mL do meio de cultivo dextrose (2% m/v), caseina (1% m/v), peptona 2% (m/v) e leite
desnatado 1% (m/v). As culturas foram incubadas durante 36 dias a 30°C.

Ap0s a incubacdo, as culturas foram centrifugadas por 2 minutos a 5000 rpm, sendo o
sobrenadante utilizado para caracterizacdo parcial da enzima proteolitica. O filtrado foi

armazenado em freezer, congelado.

3.3.1.2. Fermentacdo para producao de lipase

Micélios de sete dias de idade foram suspensos em agua salina 0,9% e autoclavada,
sendo a concentragdo ajustada em 10 esporos/mL a partir de contagem em Camara de
Neubauer. O micélio foi suspenso em, aproximadamente, 5mL de solucdo esterilizada
composta de NaCl 0,9% e Tween 80, pH 7,0. O volume correspondente & concentragio 108
esporos/mL dessa suspensao foi inoculado em frascos Erlenmeyer de 50 mL, contendo 30 mL
do meio de cultura. O meio de cultivo utilizado foi o proposto por Dheeman et al. (2011),
modificado como segue: 0,5g/L de bacto-peptona, 1,0g/L de extrato de levedura, 0,5g/L de
nitrato de sodio (NaNOs), 0,5g/L de cloreto de potassio (KCI), 0,5g/L de sulfato de magnésio
hepta-hidratado (MgSQas-7H20), 2,0g/L de fosfato monobasico de potassio (KH2PO.) e 5,0g/L
de azeite de oliva, pH 5,5. Os meios inoculados foram incubados a 30 °C por 36 dias.

Apos a incubacdo, as culturas foram centrifugadas por 2 minutos a 5000 rpm, sendo o
sobrenadante utilizado para caracterizacdo parcial da enzima lipolitica. O filtrado foi

armazenado em freezer, congelado a, aproximadamente, -20 °C.

3.3.1.3. Fermentacdo para producao de esterase

Os fungos foram reativados em agar batata dextrose (BDA) e incubados a 28°C por 7
dias até completo crescimento. O micélio foi suspenso em, aproximadamente, 5mL de solucéo
esterilizada composta de NaCl 0,9% e Tween 80, pH 7,0. O volume correspondente a
concentragéo 108 esporos/mL dessa suspensdo foi inoculado em frascos Erlenmeyer de 125 mL,
contendo 80 mL do meio de cultura (Adaptado de Saito et al, 2022). O meio de producao
contendo maltose (1,0%, m/v), 6leo de algodéo (4,0%, v/v), peptona (2,0%, m/v) e NaCl (0,5%,
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m/v) serd autoclavado a temperatura de 121 °C por 20 min. Os meios inoculados foram
incubados a 30 °C por 36 dias.

Ap0s a incubacdo, as culturas foram centrifugadas por 2 minutos a 5000rpm, sendo o
sobrenadante utilizado para caracterizacdo parcial da enzima lipolitica. O filtrado foi

armazenado em freezer, congelado.

3.3.1.4. Fermentacéo para producao de uréase

Os fungos foram reativados em meio inclinado contendo agar batata dextrose (BDA), e
incubados a 28°C por 7 dias até completo crescimento. O micélio foi suspenso em,
aproximadamente, 5mL de solucéo esterilizada composta de NaCl 0,9%, pH 7,0. Foi utilizado
0 meio composto por 1g/L de (NH4)2SOs, 0,5g/L de NaCl, 2,5g/L de ureia, 20g/L de extrato.
Apos a concentracio ajustada em pH=7,0, a concentragdo de 108 esporos/mL foi inoculada e 0s
meios foram incubados durante 36 dias a 30°C.

Apds a incubacdo, as culturas foram centrifugadas por 2 minutos a 5000rpm, sendo o
sobrenadante utilizado para caracterizacdo parcial da enzima urease. O filtrado foi armazenado
em freezer, congelado.

Nos tempos analisados foram retiradas amostras para quantificagao das atividades
enzimaticas, quantificacdo de biomassa, pH, MEV e FTIR.

3.4. Ensaios enzimaticos

3.4.1. Quantificacdo de protease por método colorimético

A quantidade de protease foi determinada usando caseina como substrato conforme
proposto por Starcher, (2001). 500 pl de 0,5% (m/v) de caseina em tampao fosfato de 0,2 M de
300 ul (pH 7) e extrato de enzima bruta de 200 pl foram misturados e incubado a temperatura
ambiente por 10 minutos. Apds a incubacéo, a reacdo enzimatica foi encerrada pela adicéo de
1 ml de 5% de acido tricloacético (TCA). A reacdo foi, entdo, misturada e centrifugada para
separar a caseina nao consumida em 6.000 rpm por 5 minutos. Para 1 ml de sobrenadante, 5 ml
de Na,Coz 0,4 M e 1 ml de reagente folinciocalten diluido de 3 vezes foram adicionados e
misturados bem. A solucdo resultante foi incubada em temperatura ambiente de (28°C), no
escuro, por 30 minutos e a absorbancia foi medida em 660nm. O branco da reacdo corresponde

ao mesmo meio reacional descrito acima, adicionando o volume de tampé&o ao invés de amostra.
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Uma unidade de atividade protease foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
liberar 1 mol tirosina/ml por minuto.

Ensaio para curva padrao

Seis tubos de ensaio foram usados para preparar as diluicGes de tirosina para a
configuracdo da curva. Os valores em mililitros (mL) da solucdo de estoque padréo de tirosina
1,1mM foram adicionados aos seis tubos de ensaio: 0,05, 0,10, 0,20, 0,40 e 0,50. O volume foi
completado para 2mL com solucdo tampéo fosfato de 0,2 M, e entdo 5mL de carbonato de sodio
(0,5 M) e 5mL de reagente folinciocalten (0,5 M) foram adicionados. A 280nm, a absorbancia
foi medida.

3.4.2. Quantificacéo de lipase por método colorimétrico

A atividade da lipase foi medida de acordo com a metodologia descrita por Yang et al.
(2002), com modificacdes. A reacao foi realizada adicionando 250 puL de uma solugédo contendo
200 mg de Triton X-100, 50 mg de goma arabica e 0,1 M de tampédo fosfato (pH 7,5) a um
volume total de 50mL, 250 pl de solugdo enzimatica (caldo filtrado e solugdo nos ensaios
precipitados) e 45 pl de solugdo contendo 15 mg de palmitato de p-nitrofenil (pNPP) diluido
em 10mL de isopropanol. A reacdo ocorreu em banho a 40°C por 30 minutos. Apds a reacéo,
foram adicionados 0,5mL de solucdo Trizma base 2% (p/v). A quantificacdo da atividade foi
realizada a partir da formacdo de p-nitrofenol (pNP) que produz coloracdo amarela,
quantificada por absorbancia a 398nm em leitor de placas. O branco da reacéo corresponde ao
mesmo meio reacional descrito acima, adicionando o volume de tampéo ao invés de amostra.
Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar

1 pmol p-nitrofenol pNP por minuto nas condicdes descritas.

Ensaio para curva padréo

Seis tubos de ensaio foram usados para preparar as diluicbes de p-nitrofenol para a
configuracdo da curva. Os valores em microlitros (uUL) da solucédo de estoque padréo de p-
nitrofenol 10pg/mL foram adicionados aos seis tubos de ensaio: 0, 200, 400, 600, 800, 1000. O
volume foi completado para ImL com solucdo tampdo fosfato de 0,1 M, e incubado a 45°C por
30minutos. Apos a incubacdo foi adicionado 0,5mL de solucdo Trizma base 2%m/v. A

absorbancia foi medida a 398nm.
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3.4.3. Quantificacdo de esterase por método colorimético

A atividade de esterase foi medida pela incubacdo de 2,9 ml de tampéo Tris
(0,1M, pH 8,0) com 60ul de acetato p-nitrofenil (L0mM), conforme proposto por Bhardwaj et
al. (2021). Foi adicionada na mistura 40ul de enzima e incubada a 35 °C por 10 min. Para
interromper a mistura, a reagdo foi colocada em banho de gelo por 2minutos. A concentragao
de p-nitrofenol liberado foi medida em 410nm. O branco da reacdo corresponde ao mesmo meio
reacional descrito acima, adicionando o volume de tampé&o ao invés de amostra. A concentracao
p-NP correspondente foi analisada a partir da curva padréo de p-NP. A atividade de esterase foi
definida como a quantidade de enzima necesséria para liberar um puM de p -NP de p - NPA por

minuto sob condi¢des de ensaio padrao.

Ensaio para curva padréo

Seis tubos de ensaio foram usados para preparar as diluicbes de p-nitrofenol para a
configuracdo da curva. Os valores em microlitros (uUL) da solucdo de estoque padrdo de p-
nitrofenol 10pg/mL foram adicionados aos seis tubos de ensaio: 0, 200, 400, 600, 800, 1000. O
volume foi completado para ImL com solugdo Tris 0,1 M, pH 8,0 e incubado a 35°C por
10minutos. Apds a incubagdo os tubos foram submersos a banho de gelo por 2 min. A

absorbancia foi medida a 410nm.

3.4.4. Quantificacdo de urease por método colorimétrico

Para o ensaio de atividade enzimatica de urease, 0 método Weatherburn (1967) foi
adotado com algumas modificagdes. Em um banho a a 37°C, para 100uL da amostra foram
adicionados 500uL da solu¢do tampao fosfato de potassio (C). Depois foram adicionados
1,7mL de (B) e a mistura de reacéo foi mantida em um banho com agitacéo a 37 °C por 30 min.
A seguir foi adicionada 500uL de solucdo nitroprusside fenol-sodio para S0uL. da mistura de
reacdo, e novamente, foi mantido para 30min a 37 °C. A absorbéancia foi medida a temperatura
ambiente a 625nm.

Reagentes Basicos:
(A)  Fenol mais nitroprusside; 5g de fenol com 2 mg de nitroprusside de sédio por

500ml de solugcdo. Armazene em garrafa &mbar na geladeira, por um més.
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(B) Cloridrato alcalino; 2,5g de hidréxido de sédio, 4,2ml de hipoclorito de sodio a
500ml de solucdo. Guarde em garrafa ambar na geladeira, possivelmente 1 més.

(C)  Tampdo fosfato de potassio e ureia (pH 8,0): Em100mL de solucéo de uréia 10%
(m/v), adicione 200mL de tamp&o fosfato de potassio, 50mmol.L™* pH 7,5. Para 400mL de 4gua
destilada: 4, 355g de KoHPO4 e 3,403g de KH2PO4, completando o volume para 1000mL

Ensaio para curva padrao

Para preparar a solugdo padrdo, 3.8207g NH4ClI foi dissolvido em 1000ml de &gua
(1000pg.m™ NHa4-N). O teor de NH4*-N do filtrado foi calculado por referéncia a um gréfico
de calibracéo plotado a partir dos resultados obtidos com padrdes diluidos contendo 0, 0,5, 1.0,
1,5 e 2,0ug.m* NHa4-N.

3.4.5. Determinacdo do teor de proteina total

A quantificacdo das proteinas foi realizada segundo o método de Bradford (1976),
utilizando-se a albumina de soro bovino (BSA) como padrdo. A curva de calibracdo foi
preparada a partir de concentragoes entre 0,1 e 1,0 mg/mL de BSA. A absorbancia sera medida

a temperatura ambiente a 595nm.

Todos os ensaios enzimaticos foram realizados no Laboratério de Microbiologia

Agricola do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (DBI/UFLA).

3.5.  Anailises fisico-quimicas

35.1. pH

O pH foi determinado, a cada 5 dias, conforme norma ISO 10390:2005. O pH da parte

liquida foi medido com o auxilio do pHmetro Orion Star A214

3.5.2. Biomassa microbiana

Essa analise foi realizada a cada 5 dias durante o processo fermentativo. A determinacéo

da biomassa foi realizada conforme o método descrito APHA, 1998. Em placa Petri sem tampa,
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foram adicionadas as biomassas formadas e, em seguida, foi colocada em estufa a 60°C por 24
horas. Posteriormente, as amostras foram resfriadas em dessecador até a temperatura ambiente
e pesadas novamente para determinacdo das biomassas. As analises foram realizadas no
Laboratorio de Pesquisa Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de
Lavras (DZO/UFLA).

3.5.3. Analise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A cada 5 dias foram coletadas amostras dos polimeros PU e PHA para visualizacéo das
suas estruturas moleculares no MEV. A fixagdo de amostras foi em solugdo Karnovsky
(glutaraldeido 2,5% e formaldeido 2,5% em tampao cacodilato de sédio 0,05 M pH 7,5). Apos
0 tempo minimo de 24 horas da fixacdo, as amostras foram lavadas em tampéo cacodilato de
sodio 0,05M pH 7,5 por 3 vezes de 10 minutos (Bozzola & Russell, 1999). Foram desidratadas
com solugdes de concentracdo crescente de acetona (24, 50, 75, 90 e trés vezes de 100%, 10
minutos cada), seguido de secagem utilizando aparelho de ponto critico (CPD 030 Bal-Tec),
montagem em stubs, metalizacdo com ouro (Sputtering SCD 050 Bal-Tec) e observacdo em
Microscépio eletronico de varredura FEG Tescan Clara no Laboratorio de Microscopia
Eletronica e Anélise Ultraestrutural da Universidade Federal de Lavras (LME/UFLA).

3.5.4. Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Foram realizadas as analises de espectroscopia vibracional no infravermelho,
empregando um espectrometro FT-IR Varian 600-1R com transformada de Fourier (FTIR), com
acessorio GladiATR da Pike Technologies acoplado para medidas por reflectancia total
atenuada (ATR) a 45° com cristal de seleneto de zinco. A faixa espectral analisada foi de 400
a 4.000 cm-1, resolugdo de 4cm™ e 32 varreduras (Silvestrin et al., 2019). As analises foram
realizadas no Laboratorio Central de Analise e Prospeccdo Quimica do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Lavras (CAPQ/UFLA).

3.6. Delineamento experimental e analises estatisticas

Para determinacdo das melhores condicbes de produgdo de enzimas pelos
microrganismos Fusarium verticillioides (CCDCA 11547) Aspergillus oryzae (CCDCA 10203)
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foi empregado um Delineamento Inteiramente Casualisado (DIC), com esquema fatorial 2 x 4
x 3 x 5 para as enzimas protease e esterase, e 2 X 3 x 3 x 5 para as enzimas lipase e urease.

Os dados estatisticos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA), e as médias
dos tratamentos foram comparadas entre si pelo teste skott knott ao nivel de 5% de
probabilidade. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SAS
University Edition (2016).
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4. RESULTADOS

4.1. Fusarium verticillioides

4.1.1. Desempenho e producéo enzimatica

Durante os diferentes tratamentos realizados (tabela 2), o fungo filamentoso Fusarium
verticillioides apresentou potencial para produzir as enzimas protease, esterase, lipase e urease,

conforme as figuras 7a, 7b, 7c e 7d.

Tabela 2 — Tratamentos realizados para a produgdo das enzimas protease, esterase, lipase e

uréase.
. Tratamentos
Fermentacdo para
) Meio
producéo PHA + PU + F.
enzimatica F. verticillioides F. verticillioides verticillioides
cultura
protease X X X
esterase X X X X
lipase X X X
urease X X X

Fonte: Do autor.

As fermentacdes para a inducdo do F. verticillioides para produzir as enzimas ocorreram
no durante 36 dias. Durante esse periodo, as atividades especificas variaram indicando o tempo
ideal para a producdo de cada enzima.

Durante a fermentacéo de inducéo a producéo de protease, o F. verticillioides apresentou
maior atividade da enzima no tratamento que continha o polimero polihidroxialcanoato (PHA),
seguindo pelo tratamento com poliuretano (PU).

A atividade especifica para o tratamento com PHA foi de 0,8132 U/mg e com PU foi de
0,6559 U/mg, enquanto que o tratamento contendo apenas o microrganismo foi de 0,6056 U/mg
(figura 7a). Nos trés tratamentos realizados para a producdo de protease o periodo de maior
atividade dessa enzima foi entre 0 5° e 0 15° dia, destacando entre eles o 10° dia.
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Figura 7a — Atividade especifica (U/mg) de protease produzida por Fusarium verticillioides em
diferentes condicdes experimentais.
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Fonte: Do autor.

Sob as mesmas condic¢Bes que 0s outros tratamentos, no meio de cultivo especifico para

a producéo de esterase, foi quantificada em 1,22x10* U/mg para o tratamento que continha o

polimero polihidroxialcanoato (PHA) e 1,11x10* U/mg no tratamento com poliuretano (PU)

no mesmo periodo de 36 dias. Enquanto nesse mesmo periodo de 35 dias, no meio de cultivo

sem polimeros o F.verticillioides foi capaz de produzir 2,43x10° U/mg (figura 7b).

Figura 7b — Atividade especifica (U/mg) de esterase produzida por Fusarium verticillioides em
diferentes condicdes experimentais.
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Fonte: Do autor.
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O grafico para a atividade de lipase apresentou um pico de atividade especifica no
periodo de 10 dias para os tratamentos contendo o polihidroxialcanoatos (PHA) e para o
tratamento contendo apenas 0 microrganismo. Porém, a maior producao de lipase pelos dois
tratamentos foi apds o 33° dia, com 1,8x10* U/mg e 1,67x10™* U/mg, respectivamente (figura
7c).

Figura 7c — Atividade especifica (U/mg) de lipase produzida por Fusarium verticillioides em
diferentes condi¢Ges experimentais.
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Fonte: Do autor.

Por fim, analisando o perfil do gréafico para urease, esse apresentou um perfil diferente
dos demais, onde a maior atividade especifica de urease (9,9328x10°U/mg) ocorreu no 25° dia
de fermentacdo do tratamento com PU. Enquanto que o no tratamento contendo apenas o fungo,
no 25° dia a atividade especifica comegou a aumentar e no 35° foi quantificada 1,039x107° U/mg
de uréase (figura 7d).
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Figura 7d — Atividade especifica (U/mg) de urease produzida por Fusarium verticillioides em
diferentes condicdes experimentais.
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4.1.2. Producdo de biomassa e pH do cultivo

O Fusarium verticillioides apresentou aumento de biomassa em todos os tratamentos.
A massa média micelial adicionada inicialmente nos tratamentos foi de 0,00695¢g e 0 aumento
variou de acordo com cada fermentacdo (figuras 8a, 8b, 8c e 8d).

As figuras 9a, 9b, 9c e 9d representam o comportamento da curva de pH ao longo do
periodo de incubacgdo. Com isso, é possivel relacionar a variacdo de pH com a biomassa obtida
em cada tratamento.

Ao longo do tratamento para producdo da enzima protease contendo apenas o fungo, o
aumento da biomassa micelial apds os 35 dias de incubacdo foi de 0,57725g, e os dois
tratamentos contendo os polimeros poliuretano e polihidroxialcanoato tiveram,
respectivamente, um aumento de 0,3933 e 0,2954q (figura 8a).

Esse aumento da biomassa iniciou entre o 10° e 15° dias de incubacdo para oS
tratamentos com poliuretano e polihidroxialcanoatos (figura 8a). E nesse mesmo periodo 0s
valores de pH dos dois tratamentos aumentaram para 8,0, apds uma reducdo brusca nos 10
primeiros dias (figura 9a). O aumento do pH pode ter interferido positivamente na producao da
enzima, uma vez que no 10° dia foi quantificada a maior taxa de atividade dessa enzima (figura
7a).
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Figura 8a — Variacdo da biomassa micelial de Fusarium verticillioides, durante a fermentacéo
para producdo de protease, em diferentes condigcdes experimentais.
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Figura 9a— Variagéo de pH, durante a fermentacdo para a producéo de protease, em diferentes
condicdes experimentais.
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Fonte: Do autor.

O cultivo de F. verticillioides para producao de esterase foi favoravel para o crescimento
micelial nos trés tratamentos: com PU, com PHA e apenas com o fungo, a partir do 15° dia. Os
valores para as biomassas no final de cada cultivo foram de 0,436g, 0,428g e 0,438g.
respectivamente (figura 8b). Ja a variacdo de pH sofreu uma pequena variacdo ao longo da

fermentacao (figura 9b).
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Figura 8b — Variacéo da biomassa micelial de Fusarium verticillioides, durante a fermentagéo
para producdo de esterase, em diferentes condi¢es experimentais.
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Figura 9b — Variacdo de pH, durante a fermentacdo para a producéo de esterase, em diferentes

condicdes experimentais.
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Nos processos fermentativos para a producdo de lipase, desde o inicio da incubag&o, as

biomassas dos tratamentos com PHA e apenas com o fungo apresentaram um aumento, porem

a partir do 15° dia as biomassas foram aumentando diariamente (figura 8c), enquanto o pH néo

teve grandes variacgoes (figura 9c). A variacdo de biomassa de cada tratamento foi de 0,2231g

para o tratamento com o poliuretano e de 0,1424g para o tratamento que contém apenas o

microrganismo.
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Figura 8c — Variagdo da biomassa micelial de Fusarium verticillioides, durante a fermentacéo
para producdo de lipase, em diferentes condicdes experimentais.
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Figura 9c — Variagdo de pH, durante a fermentagédo para a producdo de lipase, em diferentes
condicdes experimentais.
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Jano tratamento para induzir o F. verticillioides a produzir a enzima urease sem a adi¢ao
de polimero, a biomassa micelial comecou a aumentar a partir do 10° dia de cultivo, atingindo
no 35° dia de cultivo uma biomassa de 0,2683g. No tratamento contendo o poliuretano, o
aumento da biomassa micelial iniciou mais tardiamente, no 25° de incubacéo, chegando no

ultimo dia de fermentagéo com 0,1761g.
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Por outro lado, os tratamentos ndo sofreram grandes varia¢fes durante o periodo de

incubacéo.

Figura 8d — Variacdo da biomassa micelial de Fusarium verticillioides, durante a fermentacéo

para producdo de protease, em diferentes condigcdes experimentais.
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Fonte: Do autor.

Figura 9d — Variacdo de pH, durante a fermentacédo para a producéo de urease, em diferentes

condicdes experimentais.
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Observando os graficos referente as biomassas produzidas em cada processo

fermentativo, foi possivel observar que a adicdo de polimeros, em geral, interferiu no

crescimento micelial ao longo dos dias de incubacao.
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413. FTIRe MEV

Os espectros de FTIR, das figuras 10a, 10b, 10c e 10d apresentaram regides com
intensidades muito semelhantes. Esse perfil dos espectros ndo apresenta dados suficientes para

a identificacdo de possiveis compostos organicos formados apos a fermentacao.

Figura 10a — Espectro de FTIR do meio de cultura para a producdo de protease em diferentes
condicdes experimentais.
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Fonte: Do autor.

Figura 10b — Espectro de FTIR do meio de cultura para a producéo de esterase em diferentes
condicdes experimentais.
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Figura 10c — Espectro de FTIR do meio de cultura para a producgdo de lipase em diferentes

condicdes experimentais.
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Fonte: Do autor.

Figura 10d — Espectro de FTIR do meio de cultura para a producdo de urease em diferentes

condigGes experimentais.
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Fonte: Do autor.

Por outro lado, as imagens obtidas pelo microscopio eletronico de varredura (MEV)

apresentaram possiveis danos nas estruturas dos compostos poliméricos poliuretanos (figuras

11b, 11c e 11d) e polihidroxialcanoatos (figuras 12b, 12c e 12d).
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Figura 11a— Polimero poliuretano (PU); 11b: Polimero poliuretano apds a fermentagéo para a
producdo de protease; 1lc: Polimero poliuretano apds a fermentacdo para a
producdo de esterase; 11d: Polimero poliuretano apds a fermentacdo para a
producdo de uréase.

Fonte: Do autor.

Na figura 11 € possivel observar a diferenca entre a estrutura da figura 11a e as rupturas
presentes nas estruturas do PU sinalizadas pelas setas (figura 11b, 11c e 11d).
Na figura 12, as fissuras causadas nas estruturas do PHA (figura 12b, 12c e 12d) sdo

nitidas, enquanto na figura 12a a estrutura do polimero aparece em perfeitas condi¢oes.
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Figura 12b — Polimero polihidroxialcanoato (PHA); 12b: Polimero polihidroxialcanoato apés a
fermentacdo para a producdo de protease; 12c: Polimero polihidroxialcanoato
apés a fermentacdo para a producdo de esterase; 12d: Polimero
polihidroxialcanoato apos a fermentacdo para a producdo de urease.
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Fonte: Do autor.

Figura 13a — Fungo filamentoso Fusarium verticillioides na superficie de poliuretano no final
da fermentacdo para producdo de uréase; 13b: Fungo filamentoso Fusarium
verticillioides na superficie de poliuretano no final da fermentacéo para producao
de protease.

Fonte: Do autor.

Apesar dos resultados obtidos pelo espectro de FTIR ndo terem sido suficientes para
determinar a presenca de compostos organicos originados a partir da decomposicdo dos
polimeros, as imagens obtidas pelo MEV revelaram como o Fusarium verticillioides é capaz
de aderir a superficie dos polimeros (figura 13) e atuarem no processo de decomposicao desses

materiais.
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4.2. Aspergillus oryzae
4.2.1. Desempenho e producdo enzimatica
Durante os diferentes tratamentos realizados (tabela 3), o fungo filamentoso Aspergillus
oryzae apresentou potencial para produzir as enzimas protease, esterase, lipase e urease,

conforme as figuras 14a, 14b, 14c e 14d.

Tabela 3: Tratamentos realizados para a producdo das enzimas protease, esterase, lipase e

urease.
N Tratamentos
Fermentacdo para
) Meio
producao PHA + PU +
s A. oryzae de
enzimatica A. oryzae A. oryzae
cultura
protease X
esterase X X
lipase X X
urease X X X

Fonte: Do autor.

As fermentacBes para a inducdo do A. oryzae para produzir as enzimas ocorreram
durante 36 dias. Durante esse periodo, as atividades especificas variaram indicando o tempo
ideal para a producdo de cada enzima.

Durante a fermentacdo de inducgéo a produgéo de protease, 0 A. oryzae apresentou maior
atividade da enzima no tratamento que continha o polimero polihidroxialcanoato (PHA),
seguindo pelo tratamento com poliuretano (PU).

A atividade especifica para o tratamento com PHA foi de 0,2231U/mg e com PU foi de
0,1421U/mg, enquanto que o tratamento contendo apenas o microrganismo foi de 0,055U/mg
(figura 14a). Nos trés tratamentos realizados para a producdo de protease o periodo de maior

atividade dessa enzima foi entre 0 5° e 0 15° dia, destacando entre eles o 10° dia.
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Figura 14a: Atividade especifica (U/mg) de protease produzida por Aspergillus oryzae em
diferentes condicdes experimentais.
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Fonte: Do autor.

Sob as mesmas condigdes que os outros tratamentos, no meio de cultivo especifico para
a producéo de esterase, foi quantificada em 4,919x107° U/mg para o tratamento que continha o
polimero polihidroxialcanoato (PHA) e 4,037x10° U/mg no tratamento com poliuretano (PU)
no mesmo periodo de 36 dias. Enquanto nesse mesmo periodo de 35 dias, no meio de cultivo
sem polimeros o F.verticillioides foi capaz de produzir 1,118x10° U/mg (figura 14b).

Figura 14b — Atividade especifica (U/mg) de esterase produzida por Aspergillus oryzae em
diferentes condicdes experimentais.

Esterase
0,000107969
w 0,00012
£ 9,20369E-05
> 0,0001 ’
o 4,91895E-05
.92 0,00008
K=
9
o 0,00006
@ 3,12461E-05
& 0,00004 4,03725E-05
3 1,11836E-05
S 0,00002
2
< 0 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40
-0,00002
Tempo (dias)
-~ PHA +A. oryzae PU + A. oryzae A. oryzae Meio de cultura

Fonte: Do autor.
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O grafico para a atividade de lipase apresentou um pico de atividade especifica no
periodo de 10 dias para os tratamentos contendo o polihidroxialcanoatos (PHA) com
8,044x10%U/mg. Porém, a maior producéo de lipase ocorreu ap6s o 25° dia durante o tratamento

apenas com 0 microrganismo, com 3,125x10° U/mg (figura 14c).

Figura 14c — Atividade especifica (U/mg) de lipase produzida por Aspergillus oryzae em
diferentes condicdes experimentais.
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Fonte: Do autor.

Por fim, analisando o perfil do grafico para urease, esse apresentou um perfil onde a
maior atividade especifica de urease ocorreu no 25° dia de fermentagédo do tratamento com PU
e para o tratamento contendo apenas o fungo A. oryzae. As quantifica¢des para o tratamento
com PU e para o tratamento contendo apenas o fungo foram de 2,3395x10° U/mg 2,3593x10°°
U/mg e de urease, respectivamente (figura 14d).
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Figura 14d: Atividade especifica (U/mg) de urease produzida por Aspergillus oryzae em
diferentes condicdes experimentais.
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4.2.2. Producéo de biomassa e pH do cultivo

Figura 15a — Variacdo da biomassa micelial de Aspergillus oryzae, durante a fermentacgéo para
producéo de protease, em diferentes condi¢des experimentais.
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Fonte: Do autor.
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Figura 16a — Variacdo de pH, durante a fermentacdo para a producgéo de protease, em diferentes
condicdes experimentais.
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producdo de esterase, em diferentes condicdes experimentais.
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Figura 16b — Variacédo de pH, durante a fermentacéo para a producdo de esterase, em diferentes
condicdes experimentais.
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Figura 15c¢ — Variacdo da biomassa micelial de Aspergillus oryzae, durante a fermentacgéo para
producéo de lipase, em diferentes condicdes experimentais.
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Figura 16¢c — Variacdo de pH, durante a fermentacdo para a producéo de lipase, em diferentes
condicdes experimentais.
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Figura 15d — Variacdo da biomassa micelial de Aspergillus oryzae, durante a fermentacéo para
producéo de urease, em diferentes condicfes experimentais.
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Figura 16d — Variacdo de pH, durante a fermentacao para a producdo de urease, em diferentes

condicdes experimentais.
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423. FTIRe MEV

Os espectros de FTIR, das figuras 17a, 17b, 17c e 17d apresentaram regifes com

intensidades muito semelhantes. Esse perfil dos espectros ndo apresenta dados suficientes para

a identificacdo de possiveis compostos organicos formados apos a fermentacao.

Figura 17a — Espectro de FTIR do meio de cultura para a producdo de protease em diferentes

condicdes experimentais.
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Fonte: Do autor.
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Figura 17b — Espectro de FTIR do meio de cultura para a producdo de esterase em diferentes
condicgdes experimentais.
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Figura 17c — Espectro de FTIR do meio de cultura para a producdo de lipase em diferentes
condigGes experimentais.
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Figura 17d — Espectro de FTIR do meio de cultura para a producdo de urease em diferentes

condicdes experimentais.
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Fonte: Do autor.

Por outro lado, as imagens obtidas pelo microscopio eletrénico de varredura (MEV)

apresentaram possiveis danos nas estruturas dos compostos poliméricos poliuretanos (figuras
18B, 18C e 18D) e polihidroxialcanoatos (figuras 19B, 19C e 19D).

Figura 18a — Polimero poliuretano (PU); 18B: Polimero poliuretano ap6s a fermentacao para a
producdo de protease; 18C: Polimero poliuretano ap6s a fermentacdo para a
producdo de esterase; 18D: Polimero poliuretano ap6s a fermentacdo para a

producéo de uréase.
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Fonte: Do autor.

Na figura 18 é possivel observar a diferenca entre a estrutura da figura 18A e as rupturas
presentes nas estruturas do PU sinalizadas pelas setas (figura 18b, 18c e 18d).
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Na figura 19, as fissuras causadas nas estruturas do PHA (figura 19b, 19c e 19d) séo

nitidas, enquanto na figura 19a a estrutura do polimero aparece em perfeitas condigdes.

Figura 19a — Polimero polihidroxialcanoato (PHA); 19b: Polimero polihidroxialcanoato apés a
fermentacdo para a producdo de protease; 19c: Polimero polihidroxialcanoato
apos a fermentacdo para a producdo de esterase; 19d: Polimero
polihidroxialcanoato ap6s a fermentacdo para a producdo de urease.

Fonte: Do autor.

Figura 20a — Fungo filamentoso Aspergillus oryzae na superficie de polihidroxialcanoato no
final da fermentacdo para producdo de protease; 20b: Fungo filamentoso
Aspergyllus oryzae na superficie de polihidroxialcanoato no final da fermentagdo
para producéo de esterase.

Fonte: Do autor.

Entre os tempos de coleta, houve diferenca significativa entre o0 tempo e 0s tratamentos
(p <0,001). Com base no teste de média de Scott-Knott, no tempo 10 dias o tratamento PHA +
F. verticillioides apresentou maior valor de atividade especifica (U/mg), no tempo 5 dias o
tratamento PHA + A. oryzae apresentou maior crescimento de biomassa e pH para enzima

protease (Tabelas 3, 4 e 5).
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Os resultados do teste de média de Scott-Knott no tempo 15 dias os tratamentos e PU +
A.oryzae e A.oryzae apresentaram maior valor de atividade especifica (U/mg) no tempo 5 dias
o0 tratamento A. oryzae apresentou maior crescimento de biomassa e maior pH para enzima
esterase (Tabelas 3, 4 e 5).

No tempo 10 dias, o tratamento F. verticillioides apresentou maior valor de atividade
especifica (U/mg), no tempo 5 dias o tratamento A. oryzae apresentou maior crescimento de
biomassa e o tratamento PHA + F. verticillioides apresentou maior valor de pH para enzima
lipase (Tabelas 3, 4 € 5).

O mesmo teste apresentou no tempo 15 dias o tratamento PU + F. verticillioides maior
atividade especifica (U/mg) e maior valor para biomassa, e para o tempo 5 dias ndo houve

diferenca significativa entre os tratamentos para a enzima urease (Tabelas 3, 4 e 5).

Tabela 3- Resultados da atividade especifica (U/mg) das enzimas protease, esterase, lipase e
urease pelos fungos Fusarium verticillioides e Aspergillus oryzae.

Atividade especifica (U/mg) / Nivel de significancia
Tratamento Fusarium Fusarium Fusarium Aspergyllus | Aspergyllus | Aspergyllus
verticillioides | verticillioides | verticillioides oryzae oryzae oryzae
Polimeros PHA PU PHA PU -
Protease(10dias) 0,7799110/B 0,6505987 / B 0,6722300/B 0,5072610/C | 0,4709167/C | 0,4260923/C
Esterase(15dias) 0,0004013/ A 0,000408 / A 0,000408 / A 0,0002180 /B | 0,0002026 /B | 0,0002313/B
Lipase (10 dias) 3,19x10*/B 6,27x10*/A | 3,17x10°/C - 8,03x10°/C
Urease (15 dias) 9,13x10°/A 1,37x10%/C 2,17x10°%/B | 24x10%/B

Fonte: Do autor.

Tabela 4 - Resultados da biomassa micelial dos Fusarium verticillioides e Aspergillus oryzae
qguando adicionados nos meios de cultivo para induzir as das enzimas protease,
esterase, lipase e urease.

Biomassa / Nivel de significancia
Tratamento Fusarium Fusarium Fusarium Aspergyllus | Aspergyllus | Aspergyllus
verticillioides | verticillioides | verticillioides oryzae oryzae oryzae
Polimeros PHA PU PHA PU -

Protease(10dias) 0,0082 /D 0,0064 / D 0,0256 / D 0,62/A 0,498 /C 0,561/B
Esterase(15dias) 0,0195/D 0,0264 / D 0,0276 / D 0,6257 /B 0,487/C 0,847/ A
Lipase (10 dias) 0,01119/C 0,0435/C 0,1467 /B - 0,2313/A
Urease (15 dias) 0,01523/A 0,0/B 00/B 0,0/B

Fonte: Do autor.
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Tabela 5 - Resultados do pH dos meios indutores para producdo das enzimas protease, esterase,

lipase e urease pelos fungos Fusarium verticillioides e Aspergillus oryzae.

pH / Nivel de significancia

Tratamento Fusarium Fusarium Fusarium Aspergyllus | Aspergyllus | Aspergyllus
verticillioides | verticillioides | verticillioides oryzae oryzae oryzae
Polimeros PHA PU - PHA PU -
Protease(10dias) 411/C 4,05/C 41/C 6,20/ A 559/B 571/B
Esterase(15dias) 549/B 5,68/B 6,56/ A 5,72/B 6,13/A 522/B
Lipase (10 dias) 8,46/ A 75/B 6,35/C - 6,52/C
Urease (15 dias) 84 7.8 8,3 8,16

Fonte: Do autor.
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5. DISCUSSAO

A selecdo dos substratos utilizados para o preparo dos cultivos se mostrou eficiente
diante aos resultados obtidos. As figuras 7a, 7b, 7c e 7d, e 14a, 14b, 14c e 14d representam as
atividades especificas das enzimas protease, esterase, lipase e urease obtidas durante 0s
tratamentos com os fungos filamentosos F. verticillioides e A. oryzae.

A selecdo de um substrato adequado para o preparo da fermentagdo é essencial para
suprir todas as exigéncias nutricionais dos fungos filamentosos e, assim, alcangar um
crescimento rapido e uma boa producdo de enzimas de interesse. Ha estudos que relatam que
baixas concentracdes de N e C na fermentacdo submersa influencia o metabolismo secundario
responsavel pela producdo de enzimas (Gonzalez-Rodriguez et al., 2022).

No tratamento contendo o microrganismo A. oryzae foi identificado 0,055U/mg para a
atividade especifica de protease. Apds andlises do experimento Sandhya et al (2005) relata que
0 A. oryzae € um excelente microrganismo para produzir a enzima protease. A atividade
especifica para o tratamento com PHA foi de 0,8132 U/mg e com PU foi de 0,6559 U/mg
contendo o F. verticillioides, enquanto que o tratamento contendo apenas o microrganismo foi
de 0,6056 U/mg.

O fungo filamentoso A. oryzae apresentou atividade especifica de 1,118x10° U/mg com
0 Oleo de algodéo utilizado como substrato. Zambare (2010) demonstrou que A. oryzae tem
potencial para utilizar uma ampla variedade de substratos agricolas para a producédo de esterase
em fermentacdo submersa obtendo 1,36 x 10 U/mg. No meio de cultivo especifico para a
producdo de esterase, foi quantificada em 1,22x10* U/mg a atividade especifica obtida pelo
fungo F. verticillioides.

Estudos relatam que proteases sdo enzimas que clivam a cadeia peptidica longa em
peptideos curtos ou quebram proteinas em cadeias polipeptidicas por hidrolise, esse processo é
denominado protedlise. Aspergillus é uma espécie fungica importante que estdo produzindo
proteases para degradar plasticos (Ozsagiroglu et al. 2012; Srikanth,M. 2022).

As esterases também estdo envolvidas na degradagdo do plastico que é produzida por
fungos. Os Aspergillus secretam esterases responsaveis pela degradagdo de plésticos. As
esterases sdo enzimas hidrolases que dividem os esteres em alcoois e acidos pela adicdo de
moléculas de dgua. (Khan et al. 2017; Tokiwa et al. 2009).

As lipases e ureases sdo enzimas que catalisam a hidrélise dos lipidios e ureia,
respectivamente. Algumas espécies de fungos que sdo bem conhecidas por produzir lipases e

ureases e estdo envolvidas na degradacao de plasticos (Pereira et al. 2001).


https://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0960308523000585?via%3Dihub#bib14
https://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/micro-organism
https://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0960308523000585?via%3Dihub#bib53
https://bioresourcesbioprocessing.springeropen.com/articles/10.1186/s40643-022-00532-4#ref-CR74
https://bioresourcesbioprocessing.springeropen.com/articles/10.1186/s40643-022-00532-4#auth-Munuru-Srikanth-Aff1
https://bioresourcesbioprocessing.springeropen.com/articles/10.1186/s40643-022-00532-4
https://bioresourcesbioprocessing.springeropen.com/articles/10.1186/s40643-022-00532-4#ref-CR102
https://bioresourcesbioprocessing.springeropen.com/articles/10.1186/s40643-022-00532-4#ref-CR76
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Os resultados obtidos pelo espectro de FTIR ndo foram suficientes para determinar a
presenca de compostos organicos originados a partir da degradagdo dos polimeros,
possivelmente, por ndo ter sido formados compostos (mondmeros, dimeros ou outros
compostos que ndo estivessem no banco de dados para identifica-los.

Apesar dos resultados obtidos pelo espectro de FTIR néo terem sido suficientes as
imagens obtidas pelo MEV revelaram como o Aspergyllus oryzae e o Fusarium verticillioides
sao capazes de aderir a superficie dos polimeros e atuarem no processo de degradacao desses

materiais, como mostram os rompimentos das estruturas (Figuras 18 e 19).
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6. CONCLUSAO

Nesse trabalho foi possivel mostrar a influéncia dos metabolitos enzimaticos dos fungos
filamentosos Fusarium verticillioides e Aspergillus oryzae no processo de degradacdo dos
polimeros poliuretano e polihidroxialcanoato.

O fungo apresentou crescimento e seu aumento de biomassa aumentou ao longo do
tempo de incubacdo. Com excecéo do pH nas fermentacdes para a producao de urease, em todos
0s outros os tratamentos houve diferencas significativas (p < 0,001) apresentadas pelo teste de
média de Scott-Knott.

Nos quatro processos fermentativos houve a producdo das respectivas enzimas de
interesse, sendo que as atividades das enzimas lipase e protease foram quantificadas a partir do
5° dia de incubacdo, enquanto que as atividades de esterase e urease foram determinadas a partir
do 15° dia.

Embora os resultados de FTIR nédo tenham sido suficientes para concluir a presenca de
mondmeros, dimeros ou compostos obtidos a partir da degradacao dos polimeros, as imagens
obtidas a partir do MEV revelaram como o F. verticillioides e o A. oryzae sdo capazes de atuar
rompendo as estruturas dos polimeros PU e PHA.

Por fim, os resultados do trabalho evidenciaram o potencial de aplicacdo de enzimas
microbianas no processo de degradacdo de polimeros. Dessa forma, a intencdo de reduzir a
guantidade de materiais descartados de forma inadequada e diminuir, também, o tempo de

exposicdo desses compostos poliméricos no ambiente se torna plausivel.
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