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RESUMO

A tecnologia enzimatica ¢, hoje, um dos campos mais promissores
dentro das novas tecnologias para a sintese de compostos de alto valor agregado.
Diante de tal oportunidade, o presente trabalho foi realizado com o objetivo
avaliar e caracterizar fungos filamentosos quanto a producdo qualitativa das
enzimas amilase, celulase, pectinase e protease. Avaliou-se também a producao
quantitativa das enzimas exo B-1,4 glucanase e exo B-1,4 glucanase pelo fungo
Aspergillus sulphureus (EPAMIG/FA14), sob diferentes condigdes de
temperatura (30 °C, 35 °C e 40 °C), concentra¢des de substrato (0,5%, 1,0% ¢
1,5%) e pH (6,0; 7,0 e 8,0). Os isolados fungicos utilizados pertencem a
micoteca do Ecocentro/EPAMIG e ao Laboratério de Micotoxinas ¢ Micologia
de Alimentos da UFLA. A partir desses, procedeu-se a qualificacdo das enzimas
em condicdes laboratoriais. Quarenta isolados foram avaliados quanto a
producdo de celulases, proteases, pectinases ¢ amilases. Destes, 15 produziram
celulases, 13 produziram proteases, 13 produziram pectinases ¢ ndo foram
encontrados halos que comprovassem a produgdo de amilases. Além desses,
mais 20 isolados foram acrescidos aos 40, para a detecgdo de pectinases e
amilases por outra metodologia, em que 32 produziram pectinases e, novamente,
ndo foram obtidos resultados positivos na deteccdo de amilases. A fim de avaliar
a melhor condi¢do de cultivo para a produgdo quantitativa das enzimas exo -
1,4 glucanase e endo B- 1,4 glucanase pelo fungo Aspergillus sulphureus,
procedeu-se a quantificacdo das mesmas sob as condi¢des estabelecidas. Os
dados obtidos foram analisados estatisticamente por analise de varidncia e
plotados em graficos de superficie de resposta e contorno. Entre as variaveis
testadas, a condigdo 6tima de cultivo para A. sulphureus, para maior produgio da
exo B-1,4 glucanase foi: pH = 8,0, temperatura = 40 °C e concentragdo de
substrato = 1,5%. Para endoglucanases, verificou-se que a condicdo otima de
cultivo para a producdo foi encontrada entre 30 °C ¢ 35 °C, pH entre 6,0 ¢ 7,0 ¢
concentracdo de 1,5% de CMC. No presente estudo, as diferentes condi¢des de
fermentacdo submersa foram otimizadas para a produgdo de celulases por A.
sulphureus e este se mostrou um promissor produtor de endo e exoglucanases,
podendo ser futuramente utilizado em industrias e afins.

Palavras-chave: Screening. Fungos. Bioprospec¢do. Exo B- 1,4 glucanase. Endo
B- 1,4 glucanase.



ABSTRACT

Enzyme technology is, today, one of the most promising fields within
the new technologies for the synthesis of compounds of aggregated high value.
So, before such an opportunity, the present work was carried out with the
purpose of evaluating and characterizing filamentous fungi as to the qualitative
production of the enzymes amylase, cellulase, pectinase and protease. The
quantitative production of the enzymes exo B-1,4 glucanase and exo B-1,4
glucanase by the fungus Aspergillus sulphureus (EPAMIG/FA14), under
different temperature conditions (30 °C, 35 °C and 40 °C), concentrations of
substrate (0.5%, 1.0% and 1.5%) and pH (6.0; 7.0 and 8.0). The fungal isolates
utilized belong to the Ecocentro/EPAMIG mycology collection and to the UFLA
Mycotoxin and Food Mycology Laboratory. From those, the qualification of the
enzymes under laboratory conditions was undertaken. Forty isolates were
evaluated as to the production of cellulases, proteases, pectinases and amylases.
From these, 15 produced cellulases, 13 produced proteases, 13 produced
pectinases and no halos which supported amylase production were found. In
addition to those, further 20 isolates were added to the 40 ones for the detection
of both pectinases and amylases by another methodology, in which 32 produced
pectinases and, again, no positive results in the amylase detection were found. In
order to evaluate the best cultivation condition for the quantitative production of
the enzymes exo B- 1.4 glucanase and endo B- 1.4 glucanase by the fungus
Aspergillus sulphureus, the quantification of the same ones was carried out
under the conditions established. The data obtained were surveyed statistically
by variance analysis and plotted on response and contorno surface plots. Among
the variables tested, the optimum cultivation condition for A. sulphureus, for
increased production of exo B-1.4 glucanase was: pH = 8.0, temperature = 40 °C
and concentration of substrate = 1.5%. For endoglucanases, it was found that the
optimum cultivation condition for the production was found between 30 °C and
35 °C, pH between 6.0 and 7.0 and concentration of 1.5% de CMC. In the
present study, the different submerse fermentation conditions were optimized for
cellulose production by A. sulphureus and this one proved an excellent producer
of endo and exoglucanases, its being able to be used in industries and alike in the
future .

Keywords: Screening. Fungi. Bioprospection. Exo B- 1.4 glucanase. Endo B- 1.4
glucanase.



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2

Tabelal Relagdo de microrganismos utilizados para avaliacdo do potencial
ENZIMALICO «..vieeiiiiieiie ettt ettt ettt et ettt e bt e st e seee et eeteebeenaeens 48

Tabela2  Produgdo de celulases por fungos filamentosos, avaliados pelo
indice enzimatico (IE) ........ccoeoiieiiiiiiii e, 61

Tabela3  Producdo de proteases por fungos filamentosos, avaliados pelo
indice enzimatico (IE) ......ccoovviiiiiiiiiiicieciecece e 64

Tabela4 Produgdo de pectinases (Poligalacturonase) por fungos
filamentosos (metodologia de Hankin), avaliados pelo indice
enziMAatiCo (IE)....c.ccoviiviiiiiirieiie et 66

Tabela5  Produgfo de pectinases por fungos filamentosos (metodologia de
Pereira), avaliados pelo indice enzimatico (IE)........cc.cccecveviennnnnee. 67

Tabela 6  Avaliagdo do potencial multienzimatico de fungos filamentosos,
avaliados pelo indice enzimatico (IE) .........cccoeevveviinienciinieereenne, 70

CAPITULO 3

Tabelal  Desenho experimental para produgdo de enzimas celuloliticas...... 83



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

Figura 1

Esquema de degradagdo da celulose..........cccevevienvieiiecnieniienieeeenn, 27

CAPITULO 2

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Teste qualitativo de producdo de celulases, apos revelacdo com
lugol. Microrganismos: EPAMIG/FA9 (A); EPAMIG/FA14 (B)... 62
Teste qualitativo de produgdo de enzimas proteoliticas pelos
microrganismos: UFLA/FN4 (A), UFLA/FN14 (B). O circulo
indica a diferenca de coloragdo entre o halo (pouco mais
esbranquicado) e o restante do MEI0........c.eeecveeeeveerveeeiiieerieeeieeens 65
Teste qualitativo de produgdo de enzimas pectinoliticas pelos
microrganismos: UFLA/FN15 metodologia Hankin (A),
EPAMIG/FA6 metodologia Pereira (B)......cccccccveeeeiveecieeciieeieee, 69

CAPITULO 3

Figura 1
Grafico 1

Grafico 2

Grafico 3

Grafico 4

Teste de produgdo de micotoxinas por A. sulphureus..................... 87
Avaliacdo da atividade especifica da exo PB- 1,4 glucanase
produzida por A. sulphureus. Interagdo pH e concentragdo de
substrato; A: Grafico superficie de resposta; B: Grafico de
COMEOTTIO ..ttt ettt ettt e bt e sbtesaee st e et e bt e nbeesmeesateenteenbeens 91
Avaliacdo da atividade especifica de exo PB- 1,4 glucanase
produzida por A. sulphureus. Interacdo temperatura e
concentracdo de substrato; A: Grafico superficie de resposta; B:
Grafico de CONLOTTNIO ......evieieiieiieieeieetee et 93
Avaliacao da atividade especifica de exo PB- 1,4 glucanase
produzida por A. sulphureus, em intera¢do temperatura e pH; A:
Grafico superficie de resposta; B: Grafico de contorno .................. 96
Avaliacao da atividade especifica da endo B- 1,4 glucanase de A.
sulphureus em grafico de superficie de resposta para as condi¢des
de concentragdo de substrato, pH e temperatura ............c.ceeveenenns 98



2.1
2.2

31

3.2

33

3.3.1
3.3.2
333
3.34
3.3.4.1
3.3.4.2
3.3.4.2.1
3.3.4.2.2
3.3.4.2.3
3.34.2.4
3.3.4.25
3.3.4.2.6

2.1
2.2
2.3
2.3.1

2.3.2
233

2.34
2.3.5

2.3.6

SUMARIO

CAPITULO L. 13
INTRODUCO GERAL........cccccooiiiiiiiniiiiiieeececeeeeee 13
INTRODUCGAO ... 14
OBJIETIVOS ...ttt 16
ODbjetivos Gerais ..........c.ccccvveviiiieriieeiie e 16
Objetivos eSpecificos ............cccoevieiiiriiiiiiieeee e 16
REFERENCIAL TEORICO ..........cocoovviiveeeieeeeeeeeeeeeeeen, 17
Enzimas microbianas na indastria ..................ccccoooveieninnn. 17
Selecio de microrganismos para producao industrial............... 18
Enzimas de importincia industrial......................ccoccoooninnn. 20
AMIIASES ... 20
Pectinases .........cocooviiiiiiiiiiiiiieeecc e 22
Proteases..........cccooviiiiiiiiiiieee e 23
Celulases..........cooiiiiiiiiiiee e 24
CelUlOSe .......ooiiiiiiiiiiice e 25
Aplicacoes das celulases................ccoovvieviiiiniiiiiiiieeee e, 28
Meio ambiente e producao de biocombustivel........................... 28
Outras aplicagies.............ceeeviierciieeiieeiie e 29
Fatores que influenciam na hidroélise enzimatica da celulose... 30
Efeito do pH na atividade enzimatica...................cccoecennnnne. 30
Efeito da temperatura na atividade enzimatica........................ 31
Efeito e concentracoes de substrato na atividade enzimatica... 32
REFERENCIAS .......cooooiiiiiiiiiiniee s 34
CAPITULO 2 Avaliacio do potencial enzimatico de fungos

filamentosos isolados de diferentes substratos........................... 42
INTRODUCGAO ... 45
MATERIAL E METODOS.........coooiviieeeeeeeeeeeeeeeeeeeene 47
Local ..o 47
Obtencao dos MiCrorganismos ...............cocceeeeveeniieennieeenieenneens 47

Determinacgao do potencial enzimatico: método qualitativo .... 49
Teste enzimatico para amilases: Dingle, Teid e

Solomons (1953)......ooiiiiiieeeeeecee e e e 51
Teste enzimatico para amilase: Pereira (2009).......................... 51
Teste enzimatico para celulases: Dingle, Teid e

Solomons (1953)......ooiiiiiie e e e 52
Teste enzimatico para proteases .............ccccceeveveevieenceeeneeennnen. 53
Teste enzimatico para pectinases Hankin, Zucker e

SANAS (1971 e e 54



2.4
2.5

3.1

3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.14
3.1.5

2.1
2.2
2.3

2.3.1
2.3.2
233
2.4

3.1
3.2
3.3
3.4

Determinagio do indice Enzimatico................cococoovvveveeueennn... 56

Delineamento experimental e analise estatistica....................... 57
RESULTADOS E DISCUSSAO .........cooovvieeeeeeeeeeeeereenan 58
Potencial enzimatico.....................ccooooeiiiiiiiiiiee e, 58
AMILASES ..o 59
ClULASES.......oooiiieeiieee e 60
Proteases..........ooooiiiiiiiieeeeie e 63
Pectinases ... 66
Potencial multienzimatico de fungos ...................ccoeeevveeneennnn. 69
CONCLUSOES ........ooioiieeeeeeeeeeee e 71
REFERENCIAS .........oooooviiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 72

CAPITULO 3 Otimizacio da producio de exo B- 1,4
glucanase e endo B- 1,4 glucanase por Aspergillus sulphureus

(Fresen.) Wehmer.............cccccoviiiiiiiiiiiiiieeeeee e 77
INTRODUCGAO ... 80
MATERIAL E METODOS.........c.ooovivivieeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 82
O MICrorganiSmo................coccveeviiiieriieeie e 82
Teste de producio de micotoxinas por A. sulphureus............... 82
Otimizacio da producio de celulases pelo fungo

AL SUIPRUFEUS ...t 82
Atividade de exo B- 1,4 glucanase (EC 3.2.1.91) ....................... 84
Atividade de endo B- 1,4 glucanase (EC 3.2.1.4)....................... 85
Dosagem de proteinas totais.................cccoeeevvieiiieniiienieeeee e, 85
Delineamento experimental e analise estatistica....................... 86
RESULTADOS E DISCUSSAO ........coooovoveeeeeeeeeeeeeeerens 87
Determinac¢ao da producio de micotoxinas...................cc.......... 87
Producao das enzimas celuloliticas.......................cccccoeeiinnnnn. 88
Producao 6tima de exo p- 1,4 glucanase (EC 3.2.1.91).............. 89
Producio 6tima de endo f- 1,4 glucanase (EC 3.2.1.4) ............. 97
CONCLUSOES ......ooouiiiiriieeieieiiseee s sesssssees 101
CONSIDERACOES FINAIS ..o, 102
REFERENCIAS ... 103

ANEXOS ..o e 107



CAPITULO 1

INTRODUCO GERAL

13



14

1 INTRODUCAO

A extensa diversidade genética e a plasticidade fenotipica de
microrganismos presentes na natureza, que desempenham iniimeras fungdes nos
mais variados processos dos ecossistemas, fazem com que as fontes de estudo
em busca da sele¢do e do melhoramento de produtores de enzimas seja
inesgotavel. Sdo essenciais o conhecimento e o posterior aproveitamento desses
microrganismos, isolados de diversos ecossistemas naturais, visto que, um
conjunto de aplicagdes antes desconhecidas podem ser descobertas analisando-se
suas vias metabolicas e, consequentemente, seus metabolitos.

E amplamente discutido que enzimas de origem microbiana apresentam
maior potencial industrial em relacdo as suas correspondentes em animais e
vegetais, devido a sua grande diversidade bioquimica, a facilidade de
manipulagdo genética e, principalmente, ao baixo custo de producdo. Além
disso, as possibilidades de aplicagdo de enzimas microbianas sdo infindaveis,
atuando desde processos simples, como adi¢cdo em detergentes e em alimentos, a
biorremediagao, recuperagio de petroleo e até em viagens espaciais.

Muitas enzimas microbianas sdo exploradas comercialmente e utilizadas
com sucesso em escala industrial para catalisar os diversos processos quimicos.
Elas provaram ser melhores, menos dispendiosas e prejudiciais ao meio
ambiente que produtos quimicos. Enzimas microbianas também tém sido muito
utilizadas na industria de detergentes, alimentos, bebidas, ragdo animal, papel,
couro, produtos quimicos e biomédicos, além da biorremediagdo de residuos.
Assim sendo, a producdo enzimatica tornou-se, hoje, um negdcio amplamente
rentavel, com rendimento anual de bilhdes de dolares.

Por fim, o processo de produgdo de enzimas de interesse, em escala
industrial, de boa qualidade e custos que possibilitem sua comercializacao,

requer dos microbiologistas um trabalho laborioso, dispendioso e
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interdisciplinar. Assim, ¢ de grande necessidade o conhecimento técnico-
econdmico da relagdo entre linhagem, meio de produgdo, processo de

fermentagdo, métodos de recuperagdo ¢ demanda de mercado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar e caracterizar fungos filamentosos quanto a producao
semiquantitativa das enzimas amilases, celulases, pectinases e proteases, ¢ a
produ¢ido quantitativa do fungo Aspergillus sulphureus em diferentes condigdes

de temperatura, concentragdes de substrato e pH.

2.2 Objetivos especificos

Encontrar fungos filamentosos potenciais produtores de enzimas de
interesse industrial.
Avaliar a condi¢do ideal de pH, temperatura e concentragdo de substrato

para a produgdo de endo B-1,4 glucanases e exo B-1,4 glucanases.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Enzimas microbianas na industria

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos, sendo, em sua maioria, polimeros
constituidos por aminoacidos ligados por ligacdes peptidicas covalentes. Os
catalisadores atuam diminuindo a energia requerida para a ativacdo de uma
determinada reacdo, tornando, assim, mais rapida a obtengdo do produto. As
reacdes nao catalisadas requerem mais energia para serem iniciadas e, por isso,
sua velocidade ¢ menor que as reagdes catalisadas (LENINGHER, 2006).
Algumas enzimas sdo capazes de aumentar em até 10'* vezes a velocidade de
algumas reagdes, sem requerer condigdes extremas de pH, temperatura e pressao
(GODFREY; WEST, 1996). Estas tém sua atividade determinada pelas
caracteristicas estruturais das proteinas, que determinam suas propriedades.
Cada enzima tem seu proprio mecanismo de catilise, uma vez que elas sdo
altamente especificas (CAMPBELL, 2000).

A tecnologia enzimatica ¢, hoje, um dos campos mais promissores
dentro das novas tecnologias para sintese de compostos de alto valor agregado.
Os processos industriais biocatalisados apresentam menor impacto ambiental e
também menor consumo energético, uma vez que as enzimas sao biodegradaveis
e, sendo altamente especificas, minimizam os efeitos indesejaveis. Além disso,
enzimas podem ser utilizadas para substituir produtos quimicos, como
compostos causticos, acidos e solventes toxicos que agridem o meio ambiente e
provocam desgaste de materiais (MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER, 2000). A
maioria das enzimas utilizadas industrialmente € produzida a partir de
microrganismos, por processos fermentativos (RAO et al., 1998).

Muitos microrganismos ja foram isolados na natureza e utilizados

industrialmente (o mais conhecido destes é Saccharomyces cerevisiae), mas a
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maioria deles, de grande potencial enzimatico, ainda n2o foi devidamente
explorada. Estima-se que apenas 5% dos fungos e 2% das bactérias ja tenham
sido avaliados e identificados como produtores de enzimas de interesse
industrial (SILVA; FRANCO; GOMES, 1997) e, mesmo que muitas linhagens
tenham sido melhoradas geneticamente em laboratério, ha sempre a
possibilidade que a natureza abrigue uma linhagem com maior potencial
enzimatico na forma selvagem (BRAVO et al., 2000).

Aplicagdes de microrganismos, como bactérias, leveduras e,
principalmente, fungos filamentosos, dentro da industria, resultam, atualmente,
em uma induastria extremamente diversificada e com rendimentos econdmicos
consideravelmente altos. Exemplos classicos de processos microbiologicos sao
as fermentagdes, destacando-se a produgao de bebidas alcodlicas e alcool etilico,
etanol combustivel, laticinios, acidos organicos e farmacos, incluindo os
antibioticos (SOARES et al., 2010). Outros produtos de origem microbiana
considerados importantes sdo alguns polimeros de aplicagdo industrial,
moléculas estereoespecificas produzidas por meio de biotransformagao, aditivos
alimentares (aminoacidos) e vitaminas (OMURA, 1992). Harki e Rakshist
(2003) também citam como exemplo a produgdo de enzimas termorresistentes

por microrganismos extremofilos.

3.2 Selecao de microrganismos para producao industrial

O isolamento de microrganismos a partir de recursos naturais, tais como
solo, agua, plantas etc., sempre foi uma atividade de grande importancia para a
obtencdo de novas linhagens de interesse industrial. Trata-se de uma atividade
que envolve muito trabalho experimental, o que significa que tem um custo
relativamente elevado, porém, pode conduzir ao isolamento de linhagens melhor

produtoras de um dado produto. Mas, mais do que isto, pode conduzir a
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descoberta de novos produtos, o que confere a esta possibilidade uma relevancia
questionavel (SCHMIDELL et al., 2001).

As enzimas de origem microbiana apresentam muitas vantagens em
relacdo as equivalentes de origem animal ou vegetal, como, por exemplo, menor
custo de produgdo, maior facilidade de producdo em larga escala, caracteristicas
fisico-quimicas diferentes, geralmente relacionadas ao habitat e a fisiologia do
microrganismo produtor (por exemplo, organismos termoéfilos produtores de
enzimas termorresistentes), possibilidade de manipulagdo genética e representam
recurso renovavel (OLIVEIRA et al., 2006; PASTORE, 2002). Portanto, a
identificacdo de novas fontes microbianas, principalmente nao toxicas ao
organismo humano, ¢ de grande interesse, pois, além de garantir o suprimento de
enzimas aos mais variados processos industriais, torna possivel o
desenvolvimento de novos sistemas enzimaticos que ndo podem ser obtidos de
plantas ou animais (ALVES et al., 2002).

Enzimas com a mesma forma de atuagcdo sob o substrato podem
apresentar funcionamento 6timo em pH, temperatura e concentragdo idnica
diferentes, o que requer sele¢do de enzimas adequadas as condigdes nas quais
serdo utilizadas (PASTORE, 2002). Para produzir uma enzima comercialmente,
torna-se necessario fazer a selecdo de microrganismos produtores e otimizar as
condi¢des para alcancar rentabilidade e eficiéncia do processo
(SCHMIDELL et al., 2001). Diversos fatores devem ser considerados durante
a producdo de enzimas, tais como a composi¢do do meio de cultivo, o substrato
para a producdo da enzima, a temperatura de incubagdo, o pH do meio de
cultivo e de produgdo, a aeracdo ¢ o uso de indutores, dentre outros (THIRY;
CINGOLANI, 2002).

O processo de produgdo industrial de enzimas de origem microbiana
pode ser dividido em duas etapas: processo fermentativo e processo de

separagdo e recuperacdo das enzimas a partir da fermentagdo (RODARTE,
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2005). Dentro desse processo, espera-se que 0s microrganismos apresentem as
seguintes caracteristicas gerais (SCHMIDELL et al., 2001; STANBURY;
WHITAKER; HALL, 1995):

a)
b)

ndo ser patogénicos e ou toxigénicos;

apresentar elevada eficiéncia na conservagdo do substrato em
produto;

permitir o acimulo do produto no meio;

ndo produzir substancias incompativeis com o produto;

apresentar constincia quanto ao comportamento fisiolégico;

ndo exigir condi¢des de processos laboriosas;

ndo exigir meios de cultura dispendiosos;

permitir a rapida libera¢ao do produto para o meio.

Além disso, para a célula, ha sempre a tendéncia de otimizar o

crescimento em detrimento da sintese do produto, motivo pelo qual ndo basta

verificar se a célula cresce, mas se ela continua a acumular o produto de maneira

eficaz (STANBURY; WHITAKER; HALL, 1995).

3.3 Enzimas de importancia industrial

3.3.1 Amilases

Devido a caracteristica de especificidade das enzimas, cada substrato

tem uma enzima respectiva. No caso do amido, sdo as amilases as responsaveis

pela sua quebra. O amido estd amplamente distribuido na natureza, sendo

encontrado, principalmente, em sementes de cereais, como milho, trigo e arroz,
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em tubérculos ou raizes, como batata e mandioca, sendo o principal
polissacarideo de reserva das plantas superiores (MORAES, 2004).

Enzimas amiloliticas atuam na quebra das ligagdes glicosidicas
presentes nas cadeias de amilose ¢ amilopectina (GUPTA et al., 2003; LIN;
HSU; CHU, 1997). Duas enzimas realizam a conversdo do amido em glicose.
Sdo elas: a-amilase, que corta grandes a-1,4-polimeros de glicose ligados, em
oligbmeros mais curtos ¢ a glicoamilase, que hidrolisa os oligdmeros a glicose.

A utilizagdo de enzimas degradantes de amido foi a primeira aplicacdo
em larga escala de enzimas microbianas na industria (GUIMARAES et al.,
2006). Estas enzimas, as amilases, estdo entre as mais importantes enzimas
industriais, apresentando grande importancia biotecnologica, especialmente no
processo que envolve a hidrolise do amido. Estdo presentes em industrias
téxteis, cerveja e bebidas destiladas, panificacdo, cereais para alimentagdo
infantil, ragdo animal, detergentes, quimica e farmacéutica. Apesar de as
amilases serem provenientes de diferentes fontes (plantas, animais e
microrganismos), amilases microbianas sdo mais produzidas e utilizadas na
industria, devido a sua produtividade e termoestabilidade (BURHAN et al.,
2003; FOSSI; TAVEA; NDJOUENKEU, 2005; JAMES; LEE, 1997; PANDEY
et al., 2000).

As enzimas amiloliticas mais utilizadas sdo aquelas produzidas por
fungos filamentosos, principalmente os géneros Aspergillus e Rhizopus
(PANDEY et al., 1999). Na induastria, o género Aspergillus é utilizado no
processamento do amido para a producdo de xarope de glicose. Além disso,
varias espécies desse género tém sido utilizadas para a produgdo de varias
enzimas hidroliticas, sendo a glicoamilase a mais importante (JAMES; LEE,

1997).
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3.3.2 Pectinases

Enzimas capazes de consumir tecidos de plantas e matar células
vegetais, por conta propria, sdo conhecidas como enzimas pécticas ou pectinases
(ALGHISI; FAVARON, 1995; ANNIS; GOODWIN, 1997). Estas enzimas
desempenham relevante papel no crescimento de plantas, no amadurecimento de
frutos e também na degradagdo e apodrecimento de vegetais (WALSH;
HEADON, 1994).

Substancias pécticas sdo polissacarideos estruturalmente complexos que
ocorrem, principalmente, na lamela média das paredes primarias de células de
vegetais superiores (MARCHI et al., 2001), compostas de residuos de acido
galacturénico unidos por ligacdes o -1,4, parcialmente esterificados por grupos
metil éster (HERRON et al., 2000; KASHYAP et al., 2001). Sao classificadas
em: protopectina (a forma nativa unida com outros constituintes das células
vegetais, insoluvel em agua e totalmente metoxilada), acido péctico (composto
de residuos de acido poligalacturénico coloidal completamente desmetoxilada) e
pectina e acido pectinico (possuem um grau variavel de metoxilagdo). Esta
ultima, em condi¢des adequadas, é capaz de formar géis com acidos e agucares
(SAKAI et al., 1993).

Essas substancias pécticas podem ser degradadas por enzimas
produzidas naturalmente por plantas, bactérias, leveduras e, principalmente, por
fungos filamentosos, as pectinases. Estas enzimas s3o classificadas, quanto ao
seu modo de acdo, em hidrolases (poligalacturonase, PG), que hidrolisam
ligagdes glicosidicas a -1,4 entre dois residuos de acido galacturénico e liases
(pectina liase, PMGL), também chamadas de transeliminases, que rompem
ligagdes glicosidicas, resultando em galacturonideos com uma ligacao insaturada

entre os carbonos 4 ¢ 5 (BLANCO, 1994; KASHYAP et al., 2001).
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As pectinases ainda podem ser classificadas segundo a preferéncia ao
substrato (pectina, acido péctico ou protopectina) ¢ em acidas ou alcalinas
(KASHYAP et al., 2001; PILNIK; VORAGEN, 1993). As enzimas pécticas
acidas sdo utilizadas, principalmente, no processamento de sucos de frutas (para
aumentar o rendimento ¢ melhorar o processamento sem o aumento de custos),
vinhos, maceragdo de plantas, liquefacdo e sacarificagdo de biomassa, enquanto
as pertencentes ao grupo das alcalinas sdo aplicadas na industria téxtil, no
branqueamento de polpa e papel, na extracdo de 6leo vegetal e na fermentagdo

de ché e café (BHAT, 2000).

3.3.3 Proteases

Enzimas proteoliticas desempenham papel importante no metabolismo
de quase todos os organismos (plantas, animais, fungos, bactérias e virus) (RAO
et al., 1998). De acordo com Rojas et al. (2009), a investigagdo de proteases ¢
uma questdo central em enzimologia, devido & sua imensa importancia
fisiologica e ampla aplicagdo econdmica. Analise da literatura sobre enzimas
microbianas proteoliticas sugere trés principais linhas de investigagdo para
proteases fingicas: para aplicagdes econdmicas; se elas podem atuar como
patégenos causando doengas em humanos, animais ou plantas e se
microrganismos produtores podem ser modelos para o estudo das caracteristicas
fisico-quimicas ¢ bioldgicas do papel dessas enzimas.

As proteases executam grande variedade de fungdes fisioldgicas
complexas. Sua importancia em conduzir o metabolismo essencial e as fungdes
regulatdrias se torna evidente a partir da sua ocorréncia em todos os organismos

vivos existentes. Estas proteinas t€m papel critico em muitos processos

fisiologicos e patologicos, como catabolismo de proteinas, coagulagdo do
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sangue, crescimento ¢ migracdo celular, crescimento de tumores ¢ metastases e
transporte e secre¢do de proteinas através da membrana (RAO et al., 1998).

As proteases de origem microbiana sdo importantes, pois elas atuam
sobre diversos substratos especificos, podendo ser utilizadas em diversas areas
da bioquimica e da biotecnologia (BARATA et al., 2002). Sabe-se que
microrganismos produzem maiores quantidades de enzimas proteoliticas quando
estdo em um meio de cultura rico, com facilidade de acesso aos nutrientes. Isto
causa a diminuicdo da repressdo catabdlica e ativa a sintese e a secrecdo de
exoenzimas (NISHIWAKI; ASANO; OHYAMA, 2009). Estas enzimas sao
caracterizadas por especificidade de substrato (KUDRYAVTSEVA et al., 2010).

Enzimas proteoliticas estdo entre as enzimas de maior importancia
no mercado, sendo responsaveis por grande parte da movimentagdo
financeira neste setor. Sdo empregadas na industria de detergentes e também na
alimenticia, na farmacéutica, no tratamento de couro, na recuperacdo de prata
em filme de raios X e no tratamento de residuos industriais (DAMHUS et al.,

2008).

3.3.4 Celulases

As enzimas conhecidas como celulases hidrolisam a ligagdo glicosidica
entre dois ou mais carboidratos ou entre um carboidrato ¢ uma por¢do nao
carboidrato. A classificacdo das hidrolases O-glicosidicas (EC 3.2.1.-),
conforme a nomenclatura enzimatica IlUB — MB, ¢é feita com base na sua
especificidade ao substrato e, ocasionalmente, no seu mecanismo molecular. De
acordo com esta nomenclatura, o 3 refere-se a hidrolases; 3.2 glicolases ¢ 3.2.1.
glicosidase, isto ¢, enzimas que hidrolisam compostos 0-glicosil ou S-glicosil
(WULFF; CARRER; PASCHOLATI, 2006). Uma classificacdo com base nas

similaridades da sequéncia de aminoacidos do dominio catalitico foi proposta
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por Henrissat (1991) e Henrissat e Bairoch (1993) e tém-se, atualmente, 120
familias de hidrolases glicosidicas. A hidrolise enzimatica das pontes
glicosidicas ocorre por meio da catalise acida geral, em que sdo necessarios dois
aminoacidos criticos: um doador de prétons e um nucedfilo/base. A catalise
acida ¢, usualmente, promovida pelos residuos aspartato e/ou glutamato. Nessa
catalise ocorre uma reagao de remogao simples ou dupla, resultando em inversao
ou retencdo, respectivamente, da configuracdo anomérica do atomo de carbono
do glicosidio hidrolisado (DAVIES; WILSON; HENRISSAT, 1997; GILKES et
al., 1991).

3.3.4.1 Celulose

A celulose ¢ o polimero organico mais comumente encontrado no
mundo, sendo o componente mais importante da parede celular das plantas.
Representando 1,5 x 10'* do total anual de produgdo de biomassa através da
fotossintese, especialmente nos tropicos, é considerada uma fonte quase
inesgotavel de matéria-prima para diferentes produtos (GUO et al., 2008;
KLEMM et al., 2005). Sua composi¢do quimica ¢ simples, consistindo de
cadeias lineares de D-glicose (mais de 10.000) unidas por ligacdes B-1,4 com
alto grau de polimeriza¢do e elevado peso molecular (GIGER-REVERDIN,
1995; KLEMM et al., 2005). Em sua forma cristalina, apresenta-se altamente
ordenada, o que confere alta resisténcia ao rompimento de suas ligagdes por
substancias quimicas, enquanto as regidoes menos ordenadas sdo denominadas
regidoes amorfas. Esta heterogeneidade faz com que as fibrilas capazes de inchar
quando parcialmente hidratadas tenham como resultado microporos e cavidades
suficientemente grandes para permitir a penetracdo de moléculas maiores,

incluindo enzimas (FAN; LEE; BEARDMORE, 1980).
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A celulose é um polimero incomum entre os biopolimeros. Suas cadeias

podem ser refor¢adas inter e intra por meio de pontes de hidrogénio, formando

as microfibrilas de celulose. O grau de cristalinidade destas fibrilas ou a

presenca de outros polimeros associados a matriz celuldsica sdo de grande

importancia na avaliacdo, pois esta interacao pode influenciar na suscetibilidade
da molécula de celulose a hidrélise enziméatica microbiana (MARCHESSAULT;
SUNDARARAIJAN, 1993; SOEST, 1994).

Nas etapas envolvidas em uma degradacdo microbiana da celulose, ¢

produzido um complexo multienzimatico, formado por trés componentes

enzimaticos basicos que agem sinergicamente na hidrolise da celulose (WULFF,

2006). Sao eles

a)

b)

endoglucanases (EC 3.2.1.4) [EG] s@o enzimas que catalisam, ao
acaso, a hidrolise interna de ligagdes [-1,4-D-glicosidicas da
celulose. Podem hidrolisar também ligagdes B-1,4 em D-glicanas
que contenham ligagdes PB-1,3. As endoglicanases sdo também
conhecidas como celulases, endo B-1,4 glucanases e carboximetil
celulases (CMCases). Seus substratos naturais sdo a celulose ¢ a
xiloglicana, apresentando especificidade varidvel sobre carboximetil
celulose (CMC), avicel (celulose microcristalina), B-glicana e
xilana;

celulose p-1,4-celobiosidases (EC 3.2.1.91), [CBH] conhecidas
também como exoglicanases, celobio-hidrolases, [B-1,4-celobio-
hidrolases ou avicelases. Catalisam a hidrolise de ligagdes B-1,4-D-
glicosidicas na celulose e na celotetraose, liberando celobiose das
extremidades nao redutoras das cadeias;

p-glicosidases (EC 3.2.1.21), conhecidas como gentobiases,

celobiases e amigdalases. Catalisam a hidrolise de residuos B-D-
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glicose terminais ndo redutores, liberando B-D-glicose. Apresentam
ampla especificidade por p-D-glicosideos, podendo hidrolisar
também B-D-galactosideos, a-L-arabinosideos, B-D-xilosideos ¢ [3-

D-fucosideos.

De acordo com o modelo de “endo-exo” sinergismo (Figura 1),
endoglucanases (CMCases) decompdem celulose aleatoriamente, mudando
rapidamente o seu grau de polimerizacao, produzindo novos sitios de acdo para a
exoglucanases, que agem hidrolisando o terminal ndo-redutor do polimerom
liberando celobiose como produto principal, enquanto s [ glicosidases sao
responsaveis pela clivagem de pequenas cadeias de celuloligossacarideos e
celobiose em glicose, que pode, entdo, ser usadas em varias vias metabolicas dos

microrganismos (CAO; TAN, 2002).
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Figura 1 Esquema de degradagao da celulose
Fonte: Oliveira (2010)
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3.3.4.2 Aplicagodes das celulases

3.3.4.2.1 Meio ambiente e producio de biocombustivel

Atualmente, os problemas de energia ¢ meio ambiente sdo grandes
obstaculos para o desenvolvimento da civilizagdo humana. A demanda mundial
de energia estd aumentando de forma constante, assim como a populagdo e o
desenvolvimento econdmico cresce. No entanto, o recurso energético
predominante, o combustivel fossil, ¢ limitado e, além disso, causa grandes
prejuizos a camada de ozoénio (ZALDIVAR; NIELSEN; OLSSON, 2001).
Assim, existe um interesse crescente e esforgos continuos sao realizados para se
encontrar fontes alternativas de energia, como a biomassa agricola, para
substituir formas de energia baseadas em combustiveis fosseis. O uso de
biomassa para a geracdo de energia pode completar outras fontes renovaveis,
como a edlica e a solar e reduzir as emissdes de gases do efeito estufa, assim
como contribuir para o desenvolvimento sustentavel (XING-HUA et al., 2009).

A cada ano, a fixagdo fotossintética de CO, produz mais de 10"
toneladas de material vegetal seco em todo o mundo e quase a metade desse
material ¢ composta de celulose (LESCHINE, 1995). Na realidade, a biomassa
vegetal terrestre armazenada tem uma energia total equivalente de,
aproximadamente, 640 bilhdes de toneladas de petroleo, o que ¢é igual ao total
das reservas de combustiveis fosseis existentes (COUGHLAN, 1985). Nesse
contexto, toda celulose e hemicelulose abundante poderiam ser convertidas em
etanol combustivel por meio da fermentacao da biomassa celuldsica. No entanto,
grande parte do etanol produzido no mundo ¢ origindria da fermentagdo do
milho ou, como no Brasil, da cana-de-agtcar, o que consome, além do proprio
alimento, areas de cultivo, gerando uma competi¢cdo séria com a alimentacao

humana (LIN; TANAKA, 2006). Este conflito necessita de uma solugdo, que
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pode ser encontrada no campo da biotecnologia das enzimas celuloliticas que

podem hidrolisar a biomassa com alta eficiéncia (XING-HUA et al., 2009).

3.3.4.2.2 Outras aplicacdes

As celulases se tornaram o terceiro grupo de enzimas mais utilizadas na
industria, desde sua introdu¢ao (XIA; CEN, 1999). Na industria téxtil, de jeans,
sdo utilizadas em substituicdo a pedra-pomes para dar maciez e adornar pecas
(BELGHITH; ELLOUZ-CHAABOUNI; GARGOURI, 2001). Também sio
utilizadas no acabamento, digerindo as pequenas extremidades de fibras
salientes de tecido (CORTEZ; ELLIS; BISHOP, 2001).

Além de serem amplamente utilizadas nas industrias de detergente, as
celulases sdo utilizadas nas industrias de alimento, assim como as pectinases, na
extragdo e na clarificagdo de sucos de frutas e vegetais, na producdo de néctares
de frutas e pur€s e na extragdo de 6leo de oliva. Glucanases sdo adicionadas em
cervejarias para melhorar o malte na fabricagdo de cervejas (GALANTE;
CONTI; MONTEVERDI, 1999). Nas industrias de vinho, a melhor maceragdo e
coloragdo sdo conseguidas por meio da utilizagdo de hemicelulases exdgenas e
glucanases. Estas enzimas celuloliticas também sdo utilizadas na extragdo de
carotenoides, na produgdo de corantes alimenticios (CINAR, 2005).

A adicdo de celulases ¢ utilizada para melhorar a qualidade nutricional
de forragens, o que, comprovadamente, trouxe melhorias na digestibilidade e no
desempenho animal (KUNG JUNIOR et al., 1997; LEWIS et al., 1996).

Na industria de polpa e papel, celulases ¢ hemicelulases t€m sido
empregadas na polpac¢do biomecanica (AKHTAR, 1994), na descoloragdo de
fibras recicladas, na preparacao do papelao biodegradavel (PERE et al., 1995) e
também na fabricacdo de papéis toalha e higiénico (HSU; LAKHANI, 2002).
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3.3.4.2.3 Fatores que influenciam na hidrdlise enzimatica da celulose

Tanto fatores fisicos quanto quimicos podem influenciar a produgdo de
celulases por microrganismos celuloliticos (FURLANETO, 1989).

As reagOes enzimaticas sdo amplamente afetadas por variagdes na
temperatura e no pH, no tamanho do indculo, nas fontes de carbono, na presenga
de indutores e ou inibidores, na aeracdo e no tempo de crescimento
(MUKHOPADHYAY; MALIK, 1980). Além desses, outros fatores influenciam
a velocidade das reagdes enzimaticas de degradagdo de celulose, como
multiplicidade de substrato, cristalinidade, estrutura molecular area de
superficie, grau de polimerizagdo, acessibilidade a ligagdes glicosidicas e

sistema de multienzimas (COUGHLAN, 1985).

3.3.4.2.4 Efeito do pH na atividade enzimatica

Todas as enzimas sdo sensiveis as variagdes da concentragdo de H'™ do
meio. Existe uma zona de pH para qual a atividade enzimatica ¢ maxima.
Usualmente, cada enzima possui um pH 6timo porque, como outras proteinas,
estas possuem muitos grupos ionizaveis, pertencentes a residuos de aminoacido
da molécula, de maneira que as trocas de pH podem alterar sua conformagao,
sua capacidade de unido com o substrato e a atividade catalitica dos grupos que
formam o sitio ativo. Isto pode levar a uma troca na velocidade maxima de
reacdo (Vmix), uma troca na afinidade da enzima pelo substrato (K,) ou uma
alteragdo na estabilidade da enzima, sendo esta dependente, exclusivamente, do
tempo em que a enzima se mantém exposta ao pH desfavoravel. De forma
similar, os grupos ionizaveis do substrato podem ser afetados pelo pH, ja que
possuem estados de ionizagdo diferentes, de acordo com o pH, influenciando a

formagdo do complexo enzima-substrato (THY'S, 2004).
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Em geral, todos os efeitos ocorrem simultaneamente, assim como podem
ser produzidos de forma desejada. A presenca de uma grande amplitude da faixa
de pH otimo se deve ao fato de o substrato em questdo ser ndo ionizavel
(WISEMAN, 1991).

Dado que o pH afeta a taxa de crescimento dos microrganismos, as
variagdbes de pH podem causar importantes alteracdes na constituigdo
microbiana. Para que o pH se mantenha num valor 6timo para atividade
bioloégica e producdo enzimatica, ¢ essencial que exista uma suficiente
capacidade tampao que permita neutralizar possiveis alteracdes durante o

crescimento (FONSECA; TEIXEIRA, 2007).

3.3.4.2.5 Efeito da temperatura na atividade enzimatica

A taxa especifica maxima de crescimento varia com a temperatura de
forma analoga a observada com a velocidade de uma reacdo enzimatica,
aumenta com a temperatura até um determinado valor, observando-se, a partir
dai, um decrescimento acentuado, decorrente da desativacdo térmica das
proteinas. A temperatura Otima para uma estirpe, quando cultivada num meio
com uma determinada composi¢do ¢ a um valor controlado de pH, resulta da
interacdo entre estes dois efeitos (FONSECA; TEIXEIRA, 2007).

Como ja descrito, de maneira analoga ao pH, existe uma zona de
temperatura para qual a atividade enzimatica ¢ maxima. Essa variacdo da
atividade enzimatica em fun¢do da temperatura ¢ resultado de duas tendéncias
antagonicas. De um lado, o aumento da agitacdo das moléculas com a elevacao
da temperatura, que aumenta a frequéncia das colisdes entre o substrato e a
enzima ¢ de outro, a desnaturagdo da enzima, frente a acdo do calor. A
desnaturagdo da proteina leva tempo para ocorrer, mesmo que o aumento da

velocidade de reacgdo se produza de maneira instantanea. Dessa forma, a uma
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temperatura determinada, a atividade real, medida em unidades, ird diminuindo,
a medida que se aumenta o tempo de incubagdo (SCRIBAN, 1985; TREVAN et
al., 1990).

Esta desnaturagdo vai modificar a estrutura terciaria e a quaternaria da
proteina globular e fazer, portanto, a enzima passar de uma conformacao ativa a
uma conformagao desprovida de atividade. De maneira geral, as baixas
temperaturas ndo tém efeito desnaturante, entretanto, a repeticdo de transi¢des
solido-liquido e congelamento-descongelamento provoca notaveis perdas de

atividade (SCRIBAN, 1985; THYS, 2004).

3.3.4.2.6 Efeito e concentracoes de substrato na atividade enzimatica

Os substratos t€m de ser adequados ao desenvolvimento do
microrganismo e a finalidade de sua atividade, que é produzir enzimas. Além de
uma composi¢do capaz de suprir as exigé€ncias do microrganismo, para seu
melhor desempenho, devem estar devidamente condicionados, em termos de pH,
temperatura, assepsia ou esterilidade (SCHMIDELL, 2001).

Diversos t€m sido os substratos utilizados com o objetivo de se obter
grandes quantidades de enzimas celuloliticas por microrganismos, bem como
diferentes concentragdes desses. A eficacia de materiais celuloliticos como
indutores parece depender de sua susceptibilidade ao ataque pelo fungo (VITTI,
1988).

A concentracdo de substrato afeta diretamente a velocidade das reacoes
enzimaticas. A velocidade de uma reagdo catalisada por enzima aumenta
conforme aumenta a concentracdo de substrato, até a velocidade maxima ser
atingida (LENNINGER, 2007).

Em concentragdes baixas, a taxa de reagdo ¢ estritamente proporcional a

concentracdo de substrato, mas, uma vez que a concentragdo de substrato
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aumenta para além de certo nivel, ndo existem sitios disponiveis para estes. Isso
¢ chamado saturagdo, quando as enzimas catalisam o maximo que podem em
menos tempo e a taxa de reagdo atinge o seu maximo potencial

(SILVERTHORN, 2010).
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RESUMO

Enzimas de origem microbiana sdo mais eficientes que as extraidas de
plantas e animais. Dentre os microrganismos, os fungos filamentosos sao
particularmente interessantes, devido a produ¢ao de enzimas extracelulares, que
sdo de grande potencial industrial. Dessa forma, este trabalho foi realizado com
o objetivo de avaliar a producdo de enzimas por fungos filamentosos de
diferentes géneros, a fim de encontrar microrganismos potenciais produtores de
amilases, pectinases, celulases e proteases. Os microrganismos foram obtidos da
micoteca do Ecocentro/EPAMIG e no Laboratorio de Micotoxinas e Micologia
de Alimentos da UFLA. A partir desses, procedeu-se a qualificagdo das enzimas.
A determinagdo enzimatica foi expressa em indice enzimatico (IE), mediante a
relacdo do didmetro médio do halo de degradagdo e¢ o didmetro médio da
colonia. Quarenta isolados fungicos foram avaliados como potenciais produtores
de celulases, proteases, pectinases e amilases. Destes, 15 produziram celulases,
13 produziram proteases, 13 produziram pectinases e ndo foram encontrados
halos que comprovassem a producao de amilases. Além desses, mais 20 isolados
foram acrescidos aos 40, para a detec¢do de pectinases ¢ amilases pela segunda
metodologia, em que 32 produziram pectinases e, assim como verificado
anteriormente, nenhum isolado apresentou halos de producdo de amilases. Dos
microrganismos testados, 37,5% produziram celulases. Destes, apenas o isolado
EPAMIG/FA10, com 1,6, teve indice enzimatico menor que 2,0. O isolado
EPAMIG/FA14 obteve maior indice enzimatico, com 28.,3. Dos 40 isolados
analisados para a producao de proteases, 13 apresentaram halos indicativos de
producdo, contudo, apenas o isolado UFLA/FN16 apresentou IE = 2,0, ndo
havendo valores maiores. Treze fungos foram capazes de produzir pectinases
pela primeira metodologia, entretanto, nenhum obteve indice enzimatico maior
que 2,0. J& na segunda metodologia testada, 53% produziram pectinases e,
destes, apenas 6 tiveram IE < 2,0. O maior halo apresentado para esta enzima foi
8,8. Dos isolados testados, ndo foram encontrados fungos que produzissem todas
as enzimas acima do indice enzimatico, entretanto, os isolados EPAMIG/FA 10,
EPAMIG/FA12 ¢ EPAMIG/FA14, das espécies Penicillium brevicompactum,
Aspergillus versicolor e A. sulphureus, respectivamente, produziram as trés
enzimas.

Palavras-chave: Método Qualitativo. Amilases. Celulases. Proteases. Pectinases.
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ABSTRACT

Enzymes of microbial origin are more efficient than the ones extracted
from plants and animals. Out of microorganisms, filamentous fungi are
particularly interesting due to the production of extracellular enzymes, which are
of great industrial potential. In this way, his work was conducted with the
purpose of evaluating the production of enzymes by filamentous fungi of
different genera in order to find potential microorganisms producing of
amylases, pectinases, cellulases and proteases. The microorganisms were
obtained from the Ecocentro/EPAMIG mycology collection and in the UFLA
Mycotoxin and Food Mycology Laboratory. From those, the qualification of the
enzymes was conducted. The enzymatic determination was expressed in
enzymatic index (IE) by means of the ratio average diameter of the degradation
halo and the colony average diameter. Forty fungal isolates were evaluated as
potential producers of cellulases, proteases, pectinases and amylases. From
those, 15 produced cellulases, 13 produced proteases, 13 produced pectinases
and no haloes which supported amylase production were found. In addition to
those, further 20 isolates were added to the 40 ones for the detection of both
pectinases and amylases by the second methodology, in which 32 produced
pectinases and, as verified previously, no isolate presented amylase-producing
halos. From the microorganisms tested, 37.5% produced cellulases. Out of these,
only isolate EPAMIG/FA10, with 1.6, presented an enzymatic index lower than
2.0. The isolate EPAMIG/FA14 obtained the greatest enzymatic index, with
28.3. Out of the 40 isolates surveyed for protease production, 13 presented
production-indicting halos, however, the isolate UFLA/FN16 presented IE = 2.0,
there being no higher values. Thirteen fungi were capable of producing
pectinases by the first methodology, nevertheless, none obtained enzymatic
index greater than 2.0. But in the second methodology tested, 53% produced
pectinases and, of those, only 6 had IE < 2.0. The largest halo presented for this
enzyme was 8.8. From the isolates tested, fungi which produced the enzyme
above the enzymatic index were not found, however, the isolates EPAMIG/FA
10, EPAMIG/FA12 and EPAMIG/FA14, of the species Penicillium
brevicompactum, Aspergillus versicolor and A. sulphureus, respectively,
produced the three enzymes.

Keywords: Qualitative Method. Amylases. Cellulases. Proteases. Pectinases.
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1 INTRODUCAO

A tecnologia enzimatica, hoje, ¢ empregada em diversos setores. A
busca por produtos biodegradaveis, que ndo agridam o meio ambiente,
impulsionou o crescimento do emprego de enzimas na industria. Associadas a
prote¢do do meio ambiente, outras caracteristicas justificam o grande interesse
pelo uso de enzimas, como sua alta especificidade e seu processo de obtengdo
mais econdmico. Areas de atuacdo de enzimas na industria vém sendo
gradativamente ampliadas, uma vez que a preocupagdo em preservar o meio
ambiente trouxe a busca por novas tecnologias (RAO et al., 1998; RODARTE,
2005).

Enzimas microbianas sdo, muitas vezes, mais uteis do que enzimas
derivadas de plantas ou animais, devido a grande variedade de atividades
cataliticas, alto rendimento, facilidade de manipulagdo genética, crescimento
rapido de microrganismos e baixo custo. Estas enzimas também sdo mais
estaveis que suas correspondentes em plantas ¢ animais e sua produgdo ¢ mais
conveniente e segura. Entre o grande niimero de microrganismos capazes de
produzir enzimas Uteis, fungos filamentosos sdo particularmente interessantes,
devido a alta produgdo de enzimas extracelulares de grande potencial industrial.
Essas enzimas sdo aplicadas na industrializagdo de detergentes, amido, bebidas,
alimentos, racdo animal, fermento, polpa e papel, couro, produtos quimicos e
biomédicos (GUIMARARES et al., 2006).

Além disso, fungos estdo ecologicamente envolvidos na degradagdo de
uma variedade de materiais complexos, uma propriedade que ¢ atribuida a uma
variedade de enzimas produzidas por esses microrganismos (SOHAIL et al.,
2009). A biotecnologia de enzimas de origem fungica tem sido utilizada em
industrias ha décadas (DALBOGE, 1997), todavia, ha uma demanda cada vez

maior para o isolamento e a selecdo de novos isolados fingicos. Estes
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microrganismos t€m sido extensivamente requeridos como produtores de
diferentes substancias de interesse econdmico, como enzimas, antibidticos,
vitaminas, aminoacidos e esteroides (BRAGA; MORAIS; LINARDI, 1998) e,
apesar de a tecnologia de DNA recombinante ter proporcionado alguns novos
métodos para obter ¢ desenvolver microrganismos de importancia industrial,

técnicas classicas ainda estdo em uso (KUZNETSOVA et al., 2005).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia do
Ecocentro/EPAMIG, situado no Campus da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), em Lavras, MG.

2.2 Obtencao dos microrganismos

Sessenta isolados fungicos foram utilizados no estudo (Tabela 1), dos
quais 16 foram obtidos da micoteca do Ecocentro/EPAMIG; 24, dos géneros
Penicillium e Aspergillus, foram obtidos no Laboratério de Micotoxinas ¢
Micologia de Alimentos do DCA da UFLA, sendo estes isolados recentes de uva
e solo e, além desses, foram isolados fungos epifiticos de batata, inhame, batata

doce e graos de café. A descri¢ao dos isolados e feita na Tabela 1.
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Tabela 1 Relagdo de microrganismos utilizados para a avaliacdo do potencial

enzimatico
Caédigo Local Espécie
EPAMIG/FALI Micoteca EPAMIG Aspergillus foetidus
EPAMIG/FA2 Micoteca EPAMIG Penicillium verrucosum
EPAMIG/FA3 Micoteca EPAMIG Aspergillus clavatus
EPAMIG/FA4 Micoteca EPAMIG Aspergillus scleotiorum
EPAMIG/FAS Micoteca EPAMIG Cladosporium cladosporioides
EPAMIG/FA6 Micoteca EPAMIG Penicillium roqueforti
EPAMIG/FA7 Micoteca EPAMIG Aspergillus fumigatus
EPAMIG/FAS Micoteca EPAMIG Penicillium solitum
EPAMIG/FA9 Micoteca EPAMIG Penicillium crustosum
EPAMIG/FA10 Micoteca EPAMIG Penicillium brevicompactum
EPAMIG/FAI11 Micoteca EPAMIG Penicillium comune
EPAMIG/FA12 Micoteca EPAMIG Aspergillus versicolor
EPAMIG/FA13 Micoteca EPAMIG Trichoderma sp.
EPAMIG/FA14 Micoteca EPAMIG Aspergillus sulphureus
EPAMIG/FA15 Micoteca EPAMIG Penicillium aurantiogriseum
EPAMIG/FA16 Micoteca EPAMIG Penicillium pinoplulum
UFLA/FNI1 Batata-doce Penicillium sp.
UFLA/FN2 Batata Fusarium sp.
UFLA/FN3 Batata-doce Penicillium sp.
UFLA/FN4 Batata-doce Fusarium sp.
UFLA/FN5 Inhame Trichoderma sp.
UFLA/FN6 Inhame Trichoderma sp.
UFLA/FN7 Batata-doce Penicillium sp.
UFLA/FNS Batata Penicillium sp.
UFLA/FN9 Inhame Penicillium sp.




Tabela 1, continuagdo
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Codigo Local Espécie
UFLA/FN10 Inhame Penicillium sp.
UFLA/FN11 Café Penicillium sp.
UFLA/FN12 Café Cladosporium sp.
UFLA/FNI13 Café Aspergillus sp.
UFLA/FN14 Caf¢ Aspergillus sp.
UFLA/FN15 Caf¢ Aspergillus sp.
UFLA/FN16 Caf¢ Aspergillus sp.
UFLA/FN17 Caf¢ Aspergillus sp.
UFLA/FN18 Batata-doce Fusarium sp.
UFLA/FN19 Caf¢ Penicillium sp.
UFLA/FN20 Café Penicillium sp.

UFLA/F1 Lab. Micologia DCA Penicillium sp.
UFLA/F2 Lab. Micologia DCA Penicillium sp.
UFLA/F3 Lab. Micologia DCA Penicillium sp.
UFLA/F4 Lab. Micologia DCA Penicillium sp.
UFLA/F5 Lab. Micologia DCA Aspergillus sp.
UFLA/F6 Lab. Micologia DCA Penicillium sp.
UFLA/F7 Lab. Micologia DCA Aspergillus sp.
UFLA/F8 Lab. Micologia DCA Aspergillus sp.
UFLA/F9 Lab. Micologia DCA Penicillium sp.
UFLA/F10 Lab. Micologia DCA Aspergillus sp.
UFLA/F11 Lab. Micologia DCA Aspergillus sp.
UFLA/F12 Lab. Micologia DCA Aspergillus sp.
UFLA/F13 Lab. Micologia DCA Penicillium sp.
UFLA/F14 Lab. Micologia DCA Penicillium sp.
UFLA/F15 Lab. Micologia DCA Penicillium sp.




Tabela 1, conclusdo

50

Codigo Local Espécie
UFLA/F16 Lab. Micologia DCA Penicillium sp.
UFLA/F17 Lab. Micologia DCA Penicillium sp.
UFLA/F18 Lab. Micologia DCA Aspergillus sp.
UFLA/F19 Lab. Micologia DCA Trichoderma sp.
UFLA/F20 Lab. Micologia DCA Aspergillus sp.
UFLA/F21 Lab. Micologia DCA Aspergillus sp.
UFLA/F22 Lab. Micologia DCA Aspergillus sp.
UFLA/F23 Lab. Micologia DCA Botrytis cinerea
UFLA/F24 Lab. Micologia DCA Rhizopus sp.

2.3 Determinacao do potencial enzimatico: método qualitativo

Para a determinacdo do potencial enzimatico dos fungos analisados,
utilizou-se 0 método qualitativo que consiste em cultivar os fungos em meios
especificos para a producdo de cada enzima e avaliar o halo produzido.

Para a produgdo das enzimas, os fungos foram previamente cultivados
em meio de cultura MA 2% (extrato de malte 2%, agar 2% e 1 L de 4gua
destilada), por sete dias. Apds o crescimento, com o auxilio de um palito estéril,
os fungos foram repicados para o centro das placas com os meios especificos
para cada enzima. Foram feitas trés repeticdes (por enzima) e as placas foram
incubadas, de trés a cinco dias, a 25 °C, em camara de germinacao tipo BOD,
com fotoperiodo de 12 horas, antes da revelacdo, de acordo com o crescimento
do fungo.

Na determinagdo da producdo das amilases foram utilizadas as
metodologias de Dingle, Teid e Solomons (1953) e Pereira (2009). Para

celulases e proteases, foi seguida a metodologia proposta por Dingle, Teid e
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Solomons (1953) e, para pectinases, as metodologias de Hankin, Zucker ¢ Sands

(1971) e Pereira (2009).

2.3.1 Teste enzimatico para amilases: Dingle, Teid e Solomons (1953)

O meio de cultura para determinar a atividade de amilases foi agar-

amido, composto por

YN 2 | SRRSO 1,8%
P28 1 01 e Lo TSRO 1,0%
Tampao citrato-fosfato 0,1 M pH 5,0.......ccciriiiiiiiieiiie e, 0,5L

O amido e o agar foram dissolvidos em 0,5 L de tampao citrato-fosfato e
homogeneizados. Apos esse procedimento, o meio de cultura foi acondicionado
em recipientes de vidro e esterilizado, em autoclave, a 120 °C, durante 15
minutos.

Como revelador da reagdo, foi aplicada, sobre as placas, uma solucdo de
iodo 0,1M, por 10 minutos. Para este experimento, os resultados das reagdes
enzimaticas positivas foram identificados pela formagdo de um halo transliicido

ao redor do indculo.

2.3.2 Teste enzimatico para amilase (Pereira, 2009)

No segundo método para a determinagdo da atividade amilolitica,

utilizou-se meio minimo (MM) com a substitui¢ao de glicose por amido, sendo



NN O3ttt et et et e e e et eeeeeeeeeeeeeeeeeaesesesesssssss s nnnnanenannennanes 6g
KHPO 4ttt I,5¢g
| S PSSR 0,5¢g
MESO4TH O ..ottt ettt e st e e s esnsaesnsaeennee s 0,5¢g
FESO ittt 0,01 g
ZIS O ettt ettt et e et e eae e e e e e e e e e et e e rararrrarrr—————— 0,01 g
AGUA AESHIAA. ......c.oeeeeeeeee e 1L

Os reagentes foram homogeneizados ¢ o pH do meio foi aferido a 6,8.
Apos isto, o meio foi acondicionado em frascos de vidro e esterilizado em
autoclave, a 120 °C, durante 15 minutos.

Para a revelagdo, foi utilizada solugdo de lugol sobre as placas, por 10
minutos. A atividade amilolitica positiva foi detectada pela formagdo de um halo

claro ao redor do fungo.

2.3.3 Teste enzimatico para celulases (Dingle, Teid e Solomons, 1953)

Para a determinagdo da atividade de celulases, utilizou-se agar-

carboximetilcelulose (CMC), preparado com

N . ) USSP 1,8%
CMC ...t e e et e e e e ae e et e e eteeeeteeeeteeeeareens 1,0
Tampao Acetato de s6dio 0,1 M pH 5,0.......ccceeciiiiiiiniiiiieeeee e 0,5L

A carboximetilcelulose (CMC) foi dissolvida em 200 mL de tampao
acetato de s6dio 0,1 M (pH 5,0), em agitador magnético. Apos a dissolucao do

CMC, foi adicionado o restante do tampao (600 mL) e, em seguida, o agar. O
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meio de cultura foi homogeneizado e, posteriormente, esterilizado, a 120 °C,
durante 15 minutos.

Para a verificacdo da atividade celulolitica, utilizou-se o lugol como
solugdo reveladora. Os resultados das reagdes enzimaticas foram identificados

pela formacgao de um halo claro apds a adigdo da solugdo reveladora.

2.3.4 Teste enzimatico para proteases

O meio para a avaliagdo da atividade proteolitica dos microrganismos

consistiu de

AAT ittt 1,8%
GEIALINA. .. .eeeiecieeec et e e e e e e tae e e eere e e eereeeeeneas 1,0%
Leite deSNatado.........veeiiiivieeiiieie ettt e e e e e e e e aaareees 1,0%
Tampao citrato-fosfato 0,1 M pH 5,0.......cccccvviiriieniiiniiierieree e 400 mL

O agar foi adicionado em 400 mL de tampao citrato-fosfato 0,1 M (pH
5,0), homogeneizado com bastdo de vidro e esterilizado, a 120 °C, durante 15
minutos.

Solugdo de gelatina a 10%: foram adicionados 5 g de gelatina em 50 mL
de solucdo tampdo citrato-fosfato, deixando em repouso durante 3 minutos e, em
seguida, homogeneizando-se. A solugdo foi aquecida em banho-maria para a
dissolugdo completa da gelatina e, posteriormente, esterilizada, a 120 °C,
durante 15 minutos.

Solucdo de leite desnatado a 10%: foram dissolvidos 5 g de leite
desnatado em 50 mL de agua destilada. A solugdo foi esterilizada sob vapor
fluente (autoclave com valvulas abertas), durante 30 minutos, por dois dias

consecutivos.
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Para a obtencdo do agar-gelatina-leite, as solugdes esterilizadas de agar,
leite e gelatina foram misturadas com cuidado asséptico, obtendo-se um volume
final de 0,5 L.

A reagdo enzimatica para protease foi detectada pela modificagdo
quimica no meio de cultura sélido, em que a reagdo positiva foi visualizada com
a formacdao de um halo translicido ou esbranquicado, ndo sendo necessaria a

adicao de solugdo reveladora na superficie do agar.

2.3.5 Teste enziméatico para pectinases (Hankin, Zucker e Sands, 1971)

Para detectar a atividade pectinolitica foi utilizado o meio contendo

AGAT oo I5¢g

PECtINA CIITICA. . e.vvieeveieieeieeiie ettt ettt e e s e e et taesteessaenseenseenseensaens 5¢g
Extrato de 1evedura.........ccovieiieiieiierteeeeee e e lg
Agua AESTHIAGA. ..ottt e e e 05L
SOIUGAD @ SAIS...eiiiuviiciriieiieciee ettt ettt ettt ettt e et e et e eetee e aeeeeaneenns 0,5L

sendo que a solugdo de sais contém, por litro,

0\0 5 ) 1N TSRS 2g
KHPO 4ttt ettt e 4¢g
NAHPO oottt e e e e e e e e eeeeeaeesaeaeaaaeeas 6¢g
FESO4THOc.ccoiiiiiiiiieeeeee ettt aaaaaeees 02¢g
A ]ttt ————— 1 mg
HaB O3ttt e 10 pg
1Y £ O TSRS 10 pg



O meio de cultura foi homogeneizado, o pH foi ajustado para 7,0 e,
posteriormente, esterilizado a 120 °C, durante 15 minutos. Utilizou-se uma
solucdo de bromide hexadeciltrimetilaménio 1% (cetrimida) como solugdo
reveladora. Este reagente precipita pectina intacta no meio e zonas claras ao

redor da colonia indicam a degradagdo da pectina.

2.3.6 Teste enzimatico para pectinases (Pereira, 2009)

A atividade pectinolitica foi avaliada por meio de dois meios de cultura,

sendo primeiramente utilizado meio mineral tamponado (MMT), composto por

AGAT ..o 15¢g
| = 5 2 USRS 2g
KOHPO gttt 7g
(NHA)S O ettt sttt sttt lg
1A Fo T © TR0 = Y U lg
PeCtiNA CIITICA. .evviieieeeiecieciie ettt ettt te e st e b e e taeseesreesseesbeessaesseessaens 3g
Extrato de 1eVedura.......c.ccceiieiiiiieiiccieceectetee e s 0,6 g
AGUA AESHIAAA. ... 1L

O meio foi homogeneizado e esterilizado, a 120 °C, por 15 minutos, em
autoclave. Foram preparadas trés réplicas por isolado, as quais permaneceram
em estufa de germina¢do BOD, a 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas, durante
quarto dias. Em seguida, a partir de cada repeticdo, os fungos foram repicados

para novas placas de Petri contendo o meio Mac Ilvaine, composto por
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AZAT oo 15¢g

ACIAO CITICO ..o 7,74 g
INBIP O e 1793 g
PeCtiNA CIITICA. . evveieieiieciieiiieie ettt ettt eetbeseveetbesebesebestbesasessneses 25¢g
AU AESHIATA. ... 1L

O meio foi homogeneizado ¢ o pH aferido a 6,0 e, posteriormente,
esterilizado, a 120 °C, por 15 minutos. Os fungos repicados neste meio foram
acondicionados em BOD, a 40 °C, por 24 horas e, decorrido este periodo, foi
adicionado, como solugdo reveladora, o lugol. Ap6s 10 minutos, o lugol foi
descartado e a atividade foi visualizada, observando-se um halo claro ao redor

da colonia.
2.4 Determinacio do indice enzimatico

A determinagdo enzimadtica foi expressa em indice enzimatico (IE),
mediante a relagdo do diametro médio do halo de degradagdo e o diametro
médio da colonia (medidos com régua) (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975),

segundo a formula:

IE = didmetro do halo

Diametro da coldnia

Dessa forma, os maiores IE representardo a maior atividade enzimatica.
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2.5 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em um delincamento inteiramente
casualizado (DIC). Para a andlise estatistica foram utilizados somente os
tratamentos que produziram algum halo. Dessa forma, para celulases utilizaram-
se 15 tratamentos; para pectinases metodologia de Hankin, Zucker e Sands
(1971), 13 tratamentos; metodologia de Pereira (2009), 32 tratamentos e, para
proteases, utilizaram-se 13 tratamentos. Apds a pré-selegdo quanto a produgdo
de enzimas, realizou-se o ranqueamento dos melhores isolados produtores
utilizados nos testes anteriores de cada enzima, para a avaliacdo do potencial
multienzimatico, utilizando-se 19 tratamentos.

Todos os testes foram realizados com trés repeti¢cdes por isolado, sendo
cada repeti¢ao representada por uma placa de Petri, de acordo com o nimero de
tratamentos. Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia,
utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2008). As médias dos tratamentos
foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Potencial enzimatico

A composi¢ao dos complexos enzimaticos de origem microbiana varia
de acordo com a espécie do microrganismo produtor e, dessa forma, a selegdo de
isolados capazes de sintetizar enzimas com propriedades adequadas a cada
processo ¢ fundamental para a utilizagdo industrial das mesmas (MARTINS,
2006). Bactérias, leveduras e, em especial, fungos filamentosos sdo de grande
interesse na producdo de enzimas, em virtude das infimeras vantagens
apresentadas por estes microrganismos.

Do ponto de vista pratico, existem varias propostas para determinar a
atividade enzimatica por difusdo radial em meio so6lido. Os fatores determinantes
que viabilizam esta selegdo incluem a correlagdo direta entre o tamanho do halo
e a capacidade degradativa dos microrganismos (CESKA, 1971; LIN; CHANG;
SHEN, 1991). Para considerar um microrganismo bom produtor de enzimas
extracelulares em meio sélido, Lealem e Gashe (1994) estabeleceram um indice
enzimatico (IE) maior ou igual a 2,0.

Nesse contexto, quarenta isolados de fungos filamentosos de seis
géneros (Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma, Cladosporium e
Rhizopus) foram avaliados em condi¢des laboratoriais como potenciais
produtores de celulases, proteases, pectinases (metodologia de Hankin) e
amilases (metodologia de Dingle). Destes, 15 produziram -celulases, 13
produziram proteases, 13 produziram pectinases ¢ ndo foram observados halos
que comprovassem a producdo de amilases, em condi¢des laboratoriais. Além
desses, mais 20 isolados foram acrescidos aos 40, para a detec¢do de pectinases
¢ amilases por outra metodologia, em que 32 produziram pectinases e,

novamente, ndo foram obtidos resultados positivos na detec¢do de amilases.
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3.1.1 Amilases

Neste estudo foram testadas duas formulagdes diferentes para amilases,
porém, ambas utilizaram amido soluvel (de duas marcas diferentes) como
substrato para a produgdo das amilases, entretanto, em nenhuma das formulagoes
foram observados halos de quaisquer tamanhos. Soares et al. (2010), analisando
linhagens mutantes do fungo Aspergillus nidulans, observaram halos pequenos,
menores que 2,0. Contudo, analisaram que as linhagens testadas, quando
mantidas refrigeradas a 4 °C, durante 10 dias, continuaram retirando do
meio de cultivo os nutrientes de que necessitavam, quebrando, entdo, o amido
ainda disponivel. Podem-se considerar, portanto, segundo os autores, as
hipoteses de que a refrigeracdo pode melhorar a acdo das amilases ou, entdo,
proporcionar uma condi¢do estressante para o fungo, de forma que ele degrada e
consome mais compostos do que o normal. Os fungos analisados em ambas as
formulagdes foram mantidos a temperatura de 25 °C, ndo representando
condi¢do de estresse para os mesmos. Assim, tal fato pode ter influéncia para a
produgdo de amilases.

Das 34 espécies testadas por Gopinath, Anbu e Hilda (2005) para a
produgdo de amilase, 22 ndo apresentaram nenhuma atividade enzimatica, 9
apresentaram baixa atividade e 3 apresentaram atividade de moderada a alta.
Silva et al. (2006) também ndo encontraram atividade amilolitica em nenhum
dos 29 isolados analisados. Desse modo, estes trabalhos corroboram com os
resultados ja apresentados, indicando que a produgao de amilases por fungos, em
determinados meios de cultura solidos, ndo é de ocorréncia comum.

Além dos 40 isolados analisados na metodologia proposta por Dingle,
Teid e Solomons (1953), foram realizados isolamentos de fungos presentes em
batata-doce, inhame, batata comum e graos de café, substratos ricos em amido

(exceto caf¢), a fim de obter fungos produtores de amilase, considerando-se o
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fato destes fungos necessitarem de amilases para se estabelecer nesses
substratos. Vinte fungos foram isolados e testados em outra metodologia de
detecgdo de amilases, juntamente com os fungos anteriores, entretanto,
novamente ndo foram observados halos caracteristicos de producdo de amilases.

Pandey et al. (2005) descrevem que espécies como Aspergillus niger,
A. oryzae e A. awamori, sdo espécies produtoras de a-amilase, e A. niger, A.
fumigatus, A. saitri, A. terreus e A. foetidus sdo espécies de fungos utilizadas
para a produgdo de amiloglucosidase, assim como Soccol et al. (2005) destacam
que a amiloglucosidase (glucoamilase), na maioria das vezes, ¢ produzida
principalmente por fungos dos géneros Aspergillus sp., Rhizopus sp. e
Endomyces sp. O género Aspergillus foi amplamente utilizado no presente
estudo, entretanto, ndo foram produtores de amilases pelas metodologias
testadas. Entretanto, diversos autores afirmam que a avaliacdo qualitativa da
produgdo de enzimas, muitas vezes, nao corresponde a producdo real, sendo

necessaria a analise quantitativa para a avaliac@o correta.

3.1.2 Celulases

Sendo a celulose o polimero organico mais comumente encontrado no
mundo e o componente mais importante da parede celular das plantas, prevé-se
que enzimas celuloliticas sejam sintetizadas por diversas espécies de fungos
(GOYAL; GHOSH; EVELEIGH, 1991; KLEMM et al., 2005). Em geral, fungos
celuloliticos produzem um grande numero de celulases € muitos as usam para
degradacdo de polissacarideos da parede celular vegetal (DEHORITY, 1991).
As enzimas celuloliticas de fungos tém sido estudadas devido ao seu potencial
em biotecnologia, incluindo uso em alimentos e bebidas, detergente, industria

téxtil, polpa e papel. Sua fun¢do nutricional ¢ evidente para a degradacdo da
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fibra vegetal, servindo como fonte de carbono (SOUZA; OLIVEIRA;
ANDRADE, 2008).

Celulases extracelulares, particularmente, sdo produzidas em niveis
elevados por varias espécies de fungos, inclusive Trichoderma, Penicillium,
Aspergillus e Fusarium (KUMAR; SINGH; SINGH, 2008; SIQUEIRA et al.,
2010).

Dos 40 microrganismos testados, 37,5% produziram celulases ¢ os
resultados encontram-se na Tabela 2. Destes, apenas o isolado EPAMIG/FA10,
com 1,6, teve indice enzimatico menor que 2,0. O isolado EPAMIG/FA14

obteve maior indice enzimatico, 28,3.

Tabela 2 Produgdo de celulases por fungos filamentosos, avaliados pelo indice
enzimatico (IE)

ISOLADO GENERO ORIGEM IE  MEDIA
EPAMIG/FA14 Aspergillus Micoteca 28,3 a*
UFLA/FN19 Penicillium Lab. Micologia 143 b
UFLA/FN15 Aspergillus Lab. Micologia 11,0 bec
EPAMIG/FA4 Aspergillus Micoteca 7,7 cd
EPAMIG/FA11 Penicillium Micoteca 72 cde
UFLA/FN9 Penicillium Lab. Micologia 57 cdef
UFLA/FN20 Penicillium Lab. Micologia 53 def
EPAMIG/FA13  Trichoderma Micoteca 4,3 def
UFLA/FN18 Fusarium Lab. Micologia 37 def
UFLA/FN17 Aspergillus Lab. Micologia 30 def
EPAMIG/FAS Penicillium Micoteca 2,5 def
EPAMIG/FA9 Penicillium Micoteca 2,1 ef
EPAMIG/FA2 Penicillium Micoteca 2,1 ef
EPAMIG/FA12 Aspergillus Micoteca 2,0 ef
EPAMIG/FA10 Penicillium Micoteca 1,6 f

**CV (%) = 25,40
* Médias seguidas por letras iguais ndo se diferenciam estatisticamente, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade
**CV = Coeficiente de variagdo: mede a dispersdo dos dados em relagdo a média
aritmética; quanto menor, melhor a precisdo dos dados
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Na Figura 1, encontram-se ilustrados os resultados de testes positivos
para celulases, referentes a dois isolados estudados. A avalia¢do positiva pode
ser observada pela formagdo de halos translucidos ao redor da colonia,
indicativos da degradagdo do substrato, no caso, a derivada da celulose, a

carboximetilcelulose (CMC).

Figura 1 Teste qualitativo de produgdo de celulases, apés revelacdo com lugol.
Microrganismos: EPAMIG/FA9 (A); EPAMIG/FA14 (B)

Herculano et al. (2011) encontraram 56 fungos produtores de celulases,
dos 189 obtidos de mamona (Ricinus communis L.), representando 30% dos
isolados. Destes, 15 apresentaram IE maior que 2,0, entretanto, o maior indice
enzimatico foi 6,0. Fernandes (2009) testou 24 fungos isolados de diversas
fontes para a deteccdo de celulases, desses, 6 apresentaram IE > 2,0, no entanto,
o maior valor observado foi 5,83. Valores préximos aos indices enzimaticos
maximos encontrados nesses trabalhos foram encontrados por Ruegger e Tauk-
Tornisielo (2004), em fungos de solo, onde os valores maximos foram 5,0 ¢ 6,0.
Neste trabalho, os autores testaram 80 fungos como potenciais produtores de
celulases termoestaveis, sendo que, destes, 45% apresentaram IE > 2,0. Em um
estudo com fungos encontrados na Antartica, Duncan et al. (2008) encontraram
um isolado com indice enzimatico para celulases igual a 11,0, porém, dos 39

fungos avaliados 79% ndo tiveram IE superiores a 2,0.
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Nesse contexto, de acordo com a literatura, é notdrio que grande parte
das espécies testadas para produgdo de celulases, apresenta atividade enzimatica,
principalmente basidiomicetos (grande produtores) e espécies dos géneros
Aspergillus e Penicillium, devido ao fato de terem, frequentemente, como
habitat, materiais lignoceluloliticos. Entretanto, poucos microrganismos
apresentam grande atividade celulolitica como os avaliados neste estudo, em que
33% dos fungos avaliados apresentaram IE > 7.0.

A atividade enzimdtica 6tima das enzimas microbianas ocorre na mesma
condicdo em que se produz o crescimento maximo dos microrganismos
(FELLOWS, 1994). Todos os fungos avaliados nesse trabalho foram mantidos,
durante o crescimento, nos meios para a producdo das enzimas, na temperatura
de 25 °C. Todavia, sabe-se que espécies do género Aspergillus t€m sua
temperatura 6tima entre 30 °C e 40 °C e, desse modo, a produgdo enzimatica

nessas espécies pode ser mais elevada.

3.1.3 Proteases

Proteases sdo produzidas por varios microrganismos, como virus,
bactérias, protozoarios ¢ fungos. As proteases de origem microbiana
correspondem a 40% da venda total mundial de enzimas. Elas tém a maioria das
caracteristicas desejadas para aplicacdo em biotecnologia e seu custo de
produg@o ¢ menor do que para enzimas de origem vegetal ou animal (SAID;
PIETRO, 2002). Dentre as proteases produzidas por microrganismos, as
bacterianas tém sido largamente utilizadas na industria, entretanto, requerem
custo intensivo na metodologia de filtracdo para obter a preparagdo enzimatica
livre do microrganismo. As proteases de origem fingica oferecem a vantagem
de o micélio ser facilmente removido por filtragdo (PHADATARE;
DESHPANDE; SRINIVASAN, 1993).
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Na Tabela 3 mostram-se os resultados encontrados para a produgdo de
proteases. Dos 40 isolados analisados, 13 apresentaram halos indicativos de
produgdo de enzimas proteoliticas. Contudo, apenas o isolado UFLA/FN16
apresentou IE = 2,0, ndo havendo valores maiores. Na Figura 2, estdo ilustrados

os testes efetuados para proteases.

Tabela 3 Produgdo de proteases por fungos filamentosos, avaliados pelo indice
enzimético (IE)

ISOLADO GENERO ORIGEM IE  MEDIA

UFLA/FN16 Aspergillus Lab. Micologia 2,0 a¥

UFLA/FN4 Fusarium Lab. Micologia 1,9 ab

UFLA/FN14 Aspergillus Lab. Micologia 1,9 bced
EPAMIG/FA12 Aspergillus Micoteca 1,8 bced
EPAMIG/FA14 Aspergillus Micoteca 1,7 bed
EPAMIG/FA3 Aspergillus Micoteca 1,7 bced
EPAMIG/FA7 Aspergillus Micoteca 1,6 bced
EPAMIG/FA9 Penicillium Micoteca 1,6 bed
EPAMIG/FA10 Penicillium Micoteca 1,6 bcd
EPAMIG/FA15 Penicillium Micoteca 1,5 bed
EPAMIG/FA16 Penicillium Micoteca 1,5 bed
EPAMIG/FAS5 Cladosporium Micoteca 1,3 «cd
EPAMIG/FA2 Penicillium Micoteca 1,3 d

**CV (%)= 13,11
* Médias seguidas por letras iguais ndo se diferenciam, estatisticamente, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade

**CV = coeficiente de variacdo: mede a dispersdo dos dados em relagdo a média
aritmética; quanto menor, melhor a precisdo dos dados
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Figura 2 Teste qualitativo de produgdo de enzimas proteoliticas pelos
microrganismos: UFLA/FN4 (A), UFLA/FN14 (B). O circulo indica
a diferenga de coloragéo entre o halo (pouco mais esbranquigado) € o
restante do meio

Sohail et al. (2009) obtiveram 81% de fungos produtores de proteases
dos 160 fungos analisados, desses 14 isolados de A. niger, A. flavus, Alternaria
sp. Curvularia sp. e Trichoderma sp. foram considerados pelos autores com
potenciais produtores de enzimas proteoliticas. Bueno et al. (2009) avaliaram a
produc¢do de proteases por nove fungos da espécie Fusarium solani isolados de
maracujazeiro-amarelo, tendo todos os microrganismos apresentado atividade
enzimatica entre 0,4 ¢ 1,0.

Existem determinadas caracteristicas envolvendo fungos, indicativas de
patogenicidade. Entre elas pode ser mencionada a produgdo de enzimas, como
urease, protease, fosfolipase e outras (HAGLER; AHEARN, 1987; LOUREIRO,
2002). Nesse ambito, os fungos avaliados no presente estudo foram testados, em
trabalhos anteriores, quanto a produgdo de micotoxinas (e, consequentemente,
patogenicidade) e apenas os ndo produtores foram selecionados, o que pode

justificar a baixa producdo de proteases.
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3.1.4 Pectinases

Na determinagdo da producdo de pectinases foram utilizadas duas
metodologias distintas e ambas obtiveram resultados diferentes para os fungos
avaliados. A primeira metodologia testada foi proposta por Hankin, Zucker e
Sands (1971) e avaliava semiquantitativamente a produgdo de duas enzimas
especificas do complexo de enzimas pectinoliticas: a pectato liase (pH do meio
igual a 5,0) e a poligalacturonase (pH do meio igual a 7,0). Entretanto, quando o
pH era ajustado para 5,0, o meio ndo se solidificava corretamente e ficava
semissolido, o que ndo permitia a adicdo da solucdo reveladora e posterior
medigdo. Dessa forma, os resultados apresentados para essa metodologia

(Tabela 4) referem-se a enzima poligalacturonase.

Tabela 4 Producdo de pectinases (poligalacturonase) por fungos filamentosos
(metodologia de Hankin), avaliados pelo indice enzimatico (IE)

ISOLADO GENERO ORIGEM IE  MEDIA
UFLA/FNI12 Cladosporium  Lab. Micologia 1,8 a*
UFLA/FN20 Penicillium Lab. Micologia 1,6 ab
UFLA/EN11 Penicillium Lab. Micologia 1,6 ab
UFLA/FN13 Aspergillus Lab. Micologia 1,6 ab

UFLA/FNI1 Penicillium Lab. Micologia 1,5 ab
UFLA/FN15 Aspergillus Lab. Micologia 14 ab
UFLA/FN16 Aspergillus Lab. Micologia 14 ab

UFLA/FN3 Penicillium Lab. Micologia 14 ab
UFLA/FN14 Aspergillus Lab. Micologia 1,3 ab
UFLA/FN18 Fusarium Lab. Micologia 1,3 ab

UFLA/FNS Penicillium Lab. Micologia 1,2 b

UFLA/FN7 Penicillium Lab. Micologia 1,2 b
UFLA/FN10 Penicillium Lab. Micologia 1,2 b

**CV (%) =13.04
* Médias seguidas por letras iguais ndo se diferenciam estatisticamente, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade

**CV = coeficiente de variagdo: mede a dispersdo dos dados em relagdo a média
aritmética; quanto menor, melhor a precisdo dos dados
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McKay (1988) desenvolveu uma metodologia para a deteccdo da
produgdo de poligalacturonase com concentragdo de pectina citrica, similar a
metodologia descrita por Hankin, Zucker e Sands (1971), porém, utilizou uma
solucdo de vermelho ruténio 0,05% como revelador. Bezerra et al. (2012) e
Uenojo e Pastore (2006) utilizaram a metodologia de Mckay (1988) para
avaliacdo de pectinases em seus trabalhos. No entanto, assim como os resultados
obtidos no presente estudo, ambos mostraram baixa ou nenhuma atividade de
poligalacturonase.

Avaliando a segunda metodologia, assim como os resultados mostrados
neste estudo (Tabela 5), Marchi, Borges e Mizubuti (2009) encontraram varios

isolados de Colletotrichum gloeosporioides bons produtores de pectinases.

Tabela 5 Produg¢do de pectinases por fungos filamentosos (metodologia de

Pereira), avaliados pelo indice enzimatico (IE)

ISOLADO GENERO ORIGEM IE  MEDIA
UFLA/F24 Rhizopus Lab. Micologia 88 a*
EPAMIG/FAS Cladosporium Micoteca 7,1 a
EPAMIG/FA6 Penicilium Micoteca 5,3 ab
UFLA/FN20 Penicilium Café 522 ab
EPAMIG/FA16 Penicilium Micoteca 4,9 ab
UFLA/FN16 Aspergillus Café 48 ab
UFLA/F6 Penicilium Lab. Micologia 47 ab
EPAMIG/FA15 Penicilium Micoteca 4,5 ab
EPAMIG/FA3 Aspergillus Micoteca 45 ab
EPAMIG/FAS8 Penicilium Micoteca 4,5 ab
EPAMIG/FA9 Penicilium Micoteca 4.4 ab
UFLA/FN12 Cladosporium Café 44 ab
EPAMIG/FA7 Aspergillus Micoteca 37 ab
EPAMIG/FA12 Aspergillus Micoteca 36 ab
UFLA/F2 Penicilium Lab. Micologia 366 ab
EPAMIG/FA10 Penicilium Micoteca 36 ab
UFLA/FN9 Penicilium Inhame 3,6 ab
UFLA/F12 Aspergillus Lab. Micologia 34 ab
UFLA/FN17 Aspergillus Café 3,2 ab
UFLA/FN10 Penicilium Inhame 28 ab
UFLA/F19 Trichoderma Lab. Micologia 24 ab
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Tabela 5, conclusdo

ISOLADO GENERO ORIGEM IE MEDIA
EPAMIG/FA11 Penicilium Micoteca 2,3 ab
UFLA/F13 Penicilium Lab. Micologia 23 ab
UFLA/FN6 Trichoderma Inhame 2,2 b
EPAMIG/FA14 Aspergillus Micoteca 2.1 b
UFLA/FN14 Aspergillus Café 1,7 b
UFLA/FN3 Penicilium Batata-doce 1,6 b
UFLA/FNI15 Aspergillus Café 1,6 b
UFLA/FN18 Fusarium Batata-doce 1,6 b
UFLA/FN7 Penicilium Batata-doce 1,6 b
UFLA/FNS Penicilium Batata 1,5 b

**CV (%) =27,57
* Médias seguidas por letras iguais ndo se diferenciam estatisticamente, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade
**CV = coeficiente de variacdo: mede a dispersdo dos dados em relagdo a média
aritmética; quanto menor, melhor a precisdo dos dados

A utilizacdo de um microrganismo em um processo biotecnologico
envolve, geralmente, a producdo de algum composto de interesse. No entanto, as
espécies que sdo encontradas na natureza, normalmente, ndo produzem grandes
quantidades de metabolitos, somente o0 necessario para a sobrevivéncia e, para
atingir esse objetivo, ou seja, a obtengdo de enzimas de interesse, utiliza-se
como recurso a otimizagdo das condigdes fisioldgicas e nutricionais do meio de
cultivo em que o microrganismo cresce (PAREKH; VINCI; STROBEL, 2000).
Desse modo, nessa metodologia, a utilizacgdo do meio mineral tamponado
(MMT) suplementado com pectina citrica antes do plaqueamento em meio
especifico contribuiu para o aumento da produgdo pectinolitica, quando
comparado a metodologia anterior sem a inducao prévia.

Além da baixa sensibilidade a deteccdo da enzima e baixos resultados
obtidos pela metodologia de Hankin; quando comparados a segunda
metodologia, a confec¢do do meio também foi mais laboriosa. Na Figura 3 estdo

ilustrados os resultados para ambas as metodologias:
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Figura 3 Teste qualitativo de producdo de enzimas pectinoliticas pelos
microrganismos ~ UFLA/FN15  metodologia  Hankin  (A),
EPAMIG/FA6 metodologia Pereira (B)

3.1.5 Potencial multienzimatico de fungos

Com o avango no conhecimento das enzimas, os fungos vém adquirindo
um status de destaque para varios tipos de industrias uma vez que existe a
possibilidade de utiliza-las para melhorar varios aspectos do produto final
(SOARES et al., 2010). Além disso, microrganismos sdo particularmente mais
vantajosos, pois apresentam um sistema multienzimatico de facil formacédo, que
pode ser amplamente explorado em diversos processos, como a biocatalise ¢ a
biorremediacdo, nos quais sdo necessarios complexos com diferentes enzimas
para a degradagdo de residuos e de outras substancias (VIEIRA, 2006).

Com a finalidade de avaliar o melhor produtor de todas as enzimas
testadas, foi feita uma comparagdo entre os resultados obtidos nas mesmas, em
que os fungos encontrados estdo representados na Tabela 6. Nao foram
observados isolados que produzissem todas as enzimas acima do indice
enzimatico, entretanto, os isolados EPAMIG/FA10, EPAMIG/FA12 e
EPAMIG/FA14, das espécies P. brevicompactum, A. versicolor, A. sulphureus,
respectivamente, produziram as trés enzimas. Varios trabalhos na literatura
citam os géneros Penicillium e, principalmente, Aspergillus como bons

produtores de enzimas, corroborando os dados apresentados no presente estudo.
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Avaliando a produgdo de celulases e pectinases em separado, o isolado

UFLA/FN20 obteve IE > 5,0, sendo considerado excelente produtor de ambas.
Além deste, os isolados UFLA/FN9 ¢ UFLA/FN17 apresentaram IE > 3,0,

também considerados bons produtores.

Tabela 6 Avaliagdo do potencial multienzimatico de fungos filamentosos,
avaliados pelo indice enzimatico (IE)

Isolado Género Celulases Proteases Pectinases
EPAMIG/FA5S Cladosporium ND 1,3 7,1
UFLA/FN20 Penicillium 5,3 ND 5,2
UFLA/FN16 Aspergillus ND 2,0 4.8
EPAMIG/FA16 Penicillium ND 1,5 4,9
EPAMIG/FA15 Penicillium ND 1,5 4,5
EPAMIG/FA3 Aspergillus ND 1,7 4,5
EPAMIG/FAS Penicillium 2,5 ND 4,5
EPAMIG/FA9 Penicillium 2,1 ND 4,4
EPAMIG/FA7 Aspergillus ND 1,6 3,7
EPAMIG/FA12 Aspergillus 2,0 1,8 3,6
EPAMIG/FA10 Penicillium 1,6 1,6 3,6
UFLA/FN9 Penicillium 5,7 ND 3,6
UFLA/FN17 Aspergillus 3,0 ND 3,2
EPAMIG/FA11 Penicillium 7,2 ND 2,3
EPAMIG/FA14 Aspergillus 28,3 1,7 2,1
UFLA/FN14 Aspergillus ND 1,9 1,7
UFLA/FNI5 Aspergillus 11,0 ND 1,6
EPAMIG/FA2 Penicillium 2,1 1,3 ND
UFLA/FN18 Fusarium 3,7 ND 1,6

ND: Nao houve produgao
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4 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos quanto a caracteriza¢do enzimatica dos

isolados concluiu-se que:

a)

b)

d)

nenhum dos isolados fungicos testados secretou enzimas
amiloliticas;

a analise qualitativa das enzimas pectinases, proteases e celulases
revelou uma grande variacao na producao pelos fungos testados;

dos isolados fingicos investigados para producdo de celulases, 14
apresentaram excelente atividade celulolitica;

todos os isolados testados para producdo multienzimatica diferiram

quanto a capacidade de produzir mais de uma enzima.
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CAPITULO 3

OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE EXO - 1,4 GLUCANASE E ENDO
B- 1,4 GLUCANASE POR Aspergillus sulphureus (Fresen.) Wehmer
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RESUMO

Atualmente, a selecdo de novos microrganismos produtores enzimaticos
¢, talvez, o maior obstaculo na comercializagdo de novas enzimas. Entretanto, a
otimizagdo das condigdes de cultivo, aliada a escolha de linhagens de
microrganismos apropriadas, pode levar a uma melhor produgdo enzimatica,
além de reduzir os custos. Dessa forma, em processos fermentativos, em que
cada variavel pode interagir e influenciar o efeito de outras variaveis é essencial
que seja utilizado um método de otimizagdo que permita detectar as possiveis
interacdes, de modo que um ponto Otimo seja escolhido, nas condigdes
experimentais. Desse modo, com este estudo buscou-se avaliar a melhor
produgdo quantitativa das enzimas exo B-1,4 glucanase e endo B-1,4 glucanase
em fermentagdo submersa pelo fungo Aspergillus sulphureus (EPAMIG/FA14)
em diferentes condi¢des de temperatura, concentracdes de substrato e pH. Para
tal, primeiramente, foi avaliada a producdo de micotoxinas pelo método do meio
de cultivo CAM (LIN; DIANESE, 1976) e o crescimento de A. sulphureus em
fermentacdo submersa e, posteriormente, procedeu-se a quantificacdo das
enzimas nas concentragdes de substrato 0,5; 1,0 e 1,5; temperaturas 30 °C, 35 °C
e 40 °C e pH 6,0; 7,0; 8,0, em condicdes laboratoriais. Os dados obtidos foram
analisados estatisticamente por analise de variancia e plotados em graficos de
superficie de resposta e contorno. No teste para a producdo de micotoxinas, A.
sulphureus obteve resultado negativo, sendo este confirmado como nio produtor
de ocratoxina A. A forma de crescimento mais comumente encontrada foi a
peletizada, entretanto, foi observado um crescimento diferenciado em alguns
frascos das incubagdes a 40 °C, nos quais o fungo produzia um micélio
semelhante ao das membranas A avaliacdo 6tima da produgdo da exo B-1,4
glucanase foi feita a partir dos trés fatores analisados. Estes, segundo a analise
de wvaridncia, obtiveram interagdo tripla significativa, havendo entdo,
dependéncia entre os fatores. Entre as variaveis testadas, a condi¢do otima de
cultivo para A. sulphureus, para maior producdo da exo B-1,4 glucanase foi pH =
8, temperatura = 40 °C e concentragdo de substrato = 1,5%. Para
endoglucanases, verificou-se que a condi¢cdo 6tima de cultivo para a produgao
foi encontrada entre 30 e 35 °C, pH entre 6,0 ¢ 7,0 e 1,5% de CMC. A.
sulphureus se mostrou um promissor produtor de endo e exoglucanases,
podendo ser futuramente utilizado em industrias e afins.

Palavras-chave: Endo B- 1,4 glucanase. Exo B- 1,4 glucanase. Fermentacao
submersa.Cultivo.
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ABSTRACT

Currently, the selection of new enzyme-producing microorganisms is,
perhaps, the greatest hindrance in the commercialization of new enzymes.
Nevertheless, the optimization of the cultivation conditions allied to the choice
of appropriate microorganism strains, can lead to a better enzyme production, in
addition to reducing the costs. In that way, in fermentative processes, in which
each variable can interact and influence the effect of other variables, it is
essential to utilize an optimization method that allows us to detect the possible
interactions so that an optimum point would be chosen under the experimental
conditions. Thus, with this study, it was sought to evaluate the best quantitative
production of both the enzymes exo -1.4 glucanase and endo -1.4 glucanase in
submerse fermentation by the fungus Aspergillus sulphureus (EPAMIG/FA14)
under different conditions of temperature, concentrations of substrate and pH.
For such purpose, first of all, the mycotoxin production was evaluated by the
cultivation medium method CAM (LIN; DIANESE, 1976) and the growth of A.
sulphureus under submerse fermentation and afterwards, the quantification of
the enzymes at the concentrations of substrate 0.5; 1.0 and 15; temperatures 30
°C, 35 °C and 40 °C and pH 6.0; 7.0; 8.0 under laboratory conditions were
conducted. The data obtained were surveyed statistically by analysis of variance
and plotted on response and contour surface plots. In the test for mycotoxin
production, A. sulphureus obtained negative result, this being confirmed as a
non-producer of ochratoxin A. The most commonly found form was the pelleted
one, however, a distinct growth was found in some flasks of the incubations at
40 °C, in which the fungus produced a mycelium similar to that of the
membranes. The optimum evaluation of the production of exo B-1.4 glucanase
was done from the three factors surveyed. These, according to the analysis of
variance, obtained significant triple interaction, there being then, dependence
among the factors. Among the variables tested, the optimum cultivation
condition for A. sulphureus for increased production of exo B-1.4 glucanase was
pH = 8, temperature = 40 °C and substrate concentration = 1.5%. For
endoglucanases, it was found that the optimum cultivation condition for the
production was found between 30 and 35 °C, pH between 6.0 and 7.0 and 1.5%
of CMC. Sulphureus proved a promising producer of both endo-and-
exoglucanases, its being able to be used in industries and alike, in the future.

Keywords: Endo - 1.4 glucanase. Exo p-1.4glucanase. Submerse
fermentation.Cultivation.
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1 INTRODUCAO

A celulose tem atraido a atengdo mundial como um recurso renovavel
que pode ser convertido com base bioldgica em produtos e energia (XING-HUA
et al., 2009). Entretanto, atualmente, principalmente no Brasil, enormes
quantidades de residuos celuloliticos agricolas, industriais € municipais sdo
descartadas ou utilizadas de forma ineficiente, devido ao alto custo dos
processos de sua utilizacdo. Portanto, tornou-se considerdvel e de interesse
econdmico desenvolver processos de aproveitamento e tratamento de residuos
celulosicos.

Celulose ¢ utilizada como fonte energética por grande parte dos
organismos, incluindo invertebrados, protistas, fungos e bactérias. Estes
possuem celulases em seus sistemas enzimaticos, de trés diferentes tipos: endo
B-1,4 glucanases (EC 3.2.1.4), exo B-1,4 glucanases (EC 3.2.191) ¢ B
glicosidades (EC 3.2.1.21) (WILSON; IRWIN, 1999). Esses componentes
enzimaticos agem, sequencialmente, em um sistema sinérgico para facilitar a
decomposicao e a subsequente conversao biologica da celulose em uma fonte de
energia utilizavel aos organismos, a glicose (CAO; TAN, 2002).

A capacidade para secretar grandes quantidades de proteina extracelular
¢ caracteristica de certas linhagens de fungos ¢ estes sdo os mais adequados para
a produgdo de niveis mais elevados de celulases extracelulares. Um dos fungos
mais estudados é Trichoderma reesei, que converte celulose nativa, assim como
derivados da mesma, em glicose. Os organismos celuloliticos mais comumente
estudados incluem espécies fingicas de Trichoderma, Humicola, Penicillium,
Aspergillus e as bactérias Pseudomonas, Cellulomonas, Actinomicetes-
Streptomyces, Actinomucor e Streptomyces.

Atualmente, a selecdo de novos microrganismos produtores enzimaticos

¢, talvez, o maior obstaculo na comercializagdo de novas enzimas. Entretanto, a
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otimizagdo das condigdes de cultivo, aliada a escolha de linhagens de
microrganismos apropriadas, pode levar a uma melhor produgdo enzimatica,
além de reduzir os custos (CARVALHO, 2007). Dessa forma, em processos
fermentativos, em que cada variavel pode interagir e influenciar o efeito de
outras variaveis, ¢ essencial que seja utilizado um método de otimizagdo que
permita detectar as possiveis interagcdes, de modo que um ponto O6timo seja

escolhido, nas condigdes experimentais (OLIVEIRA, 2010).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 O microrganismo

A escolha do microrganismo foi feita com base nos testes de atividade
celulolitica anteriores, em que o isolado EPAMIG/FA14 da espécie Aspegillus
sulphureus obtido da micoteca do Ecocentro /EPAMIG foi o melhor produtor de

celulases, qualitativamente.

2.2 Teste de producio de micotoxinas por A. sulphureus

Para a determinacdo da produgdo de micotoxinas pelo fungo A.
sulphureus foi utilizado o meio de cultura a base de leite de coco, 0 CAM (LIN;
DIANESE, 1976) (200 mL de leite de coco comercial, 600 mL de agua
destilada, 16 g de agar). O fungo foi inoculado no centro da placa de Petri
contendo o meio especificado e acondicionado em estufa do tipo BOD, por
cinco dias, com fotoperiodo de 12 horas, a 25 °C. Apds este periodo, foi
verificada, em cromatovisor, a presenca/auséncia de um halo fluorescente ao
redor da col6nia, caracteristico de produtores de micotoxinas. O teste foi

realizado em triplicata.

2.3 Otimizac¢do da producio de celulases pelo fungo A. sulphureus

Para a determinacdo da producdo 6tima de celulases por A. sulphureus
foram avaliadas trés variaveis que influenciam a producdo de celulases:
concentracdo de substrato, pH e temperatura de cultivo. A selegdo destas

variaveis foi realizada com base em dados ja descritos na literatura (ALAM;
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MUYIBI; WAHID, 2008; SALES et al., 2010; VITTI, 1988) e, desse modo, os

ensaios foram distribuidos como descrito na Tabela 1.

Tabela 1 Desenho experimental para a produg@o de enzimas celuloliticas

Concentracio de

Ensaio substrato (% p/v) pH Temperatura (°C)
1 0,5 6,0 30
2 0,5 7,0 30
3 0,5 8,0 30
4 0,5 6,0 35
5 0,5 7,0 35
6 0,5 8,0 35
7 0,5 6,0 40
8 0,5 7,0 40
9 0,5 8,0 40
10 1,0 6,0 30
11 1,0 7,0 30
12 1,0 8,0 30
13 1,0 6,0 35
14 1,0 7,0 35
15 1,0 8,0 35
16 1,0 6,0 40
17 1,0 7,0 40
18 1,0 8,0 40
19 1,5 6,0 30
20 L5 7,0 30
21 1,5 8,0 30
22 1,5 6,0 35
23 L5 7,0 35
24 1,5 8,0 35
25 1,5 6,0 40
26 1,5 7,0 40
27 1,5 8,0 40
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2.3.1 Atividade de exo p-1,4 glucanase (EC 3.2.1.91)

Uma suspensio de esporos de A. sulphureus a 10° esporos por mL foi
inoculada em frascos (tipo Gatorade®) contendo 50 mL de meio M3M liquido
modificado (sacarose; KH,PO, 0,2%; MgS0O,.7 H,O 0,1%; peptona 0,6%;
extrato de levedura 0,6%), substituindo-se a sacarose pelo indutor Avicel®
(celulose microcristalina) (SILVA, 2004), nas concentragdes 0,5%, 1,0% e
1,5%. O pH foi aferido a 6,0; 7,0 e 8,0 unidades e os frascos ficaram sob
agitacdo, a 90 rpm, em estufa incubadora refrigerada tipo Shaker, durante cinco
dias, nas temperaturas 30 °C, 35 °C e 40 °C, como mostrado na Tabela 1.

Apds o crescimento do fungo, os meios de cultivo foram filtrados em
um sistema de filtracdo contendo membrana estéril de celulose Millipore® (45
um, 47 mm), com auxilio de uma bomba a vacuo, os quais foram considerados
como fonte enzimatica (extrato bruto). Posteriormente, as amostras foram
congeladas para posterior dosagem da atividade enzimatica.

A atividade de exo glucanase foi mensurada por método
espectrofotométrico indireto, utilizando hidrazida do acido p-hidroxibenzoico
1% (PAHBAH) para a dosagem de glicose liberada pela acdo da enzima
(LEVER, 1972). Para a reagdo, foram utilizados 100 pL da fonte enzimatica e
900 uL de Avicel® 1%, em tampao acetato de so6dio 0,05 M (pH 5,0) como
substrato. Apds trinta minutos de incubagéo a 50 °C, a reagdo foi paralisada com
a adigdo de 3,0 mL de hidrazida do acido p-hidroxibenzoico 1% (PAHBAH).
Em seguida, a mistura foi aquecida, a 100 °C, por 5 minutos e, logo depois,
resfriada em gelo e agua.

A medicdo da absorbancia foi realizada a 410 nm contra branco (3,0 mL
de PAHBAH mais 1,0 mL de tampao acetato de sédio 0,05M). Para cada
amostra, foram realizadas trés repeticdes. As leituras das amostras foram

subtraidas do controle (mistura sem incubagao prévia) e os resultados plotados
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em curva padrao de glicose, representando a produgdo em atividade especifica

(ng glicose/min/mg proteina).

2.3.2 Atividade de endo p-1,4 glucanase (EC 3.2.1.4)

Para a determinacao da atividade de endo B- 1,4 glucanase foi realizado
o cultivo dos isolados, como descrito no item anterior, tendo como indutor
carboximetilcelulose (CMC).

Para a reagao, foram utilizados 100 pL da fonte enzimatica ¢ 900 puL de
carboximetilcelulose 1% em tampao acetato de sodio 0,05 M (pH 5,0) como
substrato. A mistura foi incubada, a 50 °C, por 30 minutos e a reacdo foi
paralisada com a adi¢@o de 3 mL de hidrazida do 4cido p-hidroximenzoico 1%
(PAHBAH). Em seguida, a mistura foi aquecida, a 100 °C, por 5 minutos e, logo
apos, esfriada em gelo e agua.

A leitura da absorbancia foi realizada a 410 nm contra o branco (3 mL
de PAHBAH + 1 mL de tampao acetato de sodio 0,05 M). As leituras das
amostras foram subtraidas do controle (mistura sem incubagdo prévia) € os
resultados plotados em curva padrdo de glicose, representando a produgdo em

atividade especifica, ug glicose/min/mg proteina.

2.3.3 Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas foi obtida segundo o método de Bradford
(1976), que consistiu em reagdo com 2400 puL de amostra e 600 puL de reagente
de Bradford concentrado, aquecido sob agitacdo. Apos 5 minutos, procedeu-se a
leitura em espectrofotdmetro, a 595 nm. O aparelho foram calibrados em 2.400

uL do meio MzM em 600 pL do reagente concentrado de Bradford. A
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concentracdo de proteinas foi expressa em pg de proteina/2400 uL e obtida pela

plotagem em curva padrdo de albumina de soro bovino (BSA).

2.4 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em que, para cada enzima, utilizou-se esquema fatorial 3 x 3 x 3,
resultando em 27 tratamentos descritos na Tabela 1. Cada tratamento foi feito
em trés repeticdes e, posteriormente, na leitura dos tubos, para cada repeticao,
foram feitas mais trés repeticdes, totalizando nove. Para analise dos dados,
utilizaram-se trés repeticoes obtidas a partir das médias dos nove tubos
analisados.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, utilizando o
software SISVAR (FERREIRA, 2008) e utilizou-se o software SigmaPlot v.11

para plotar os graficos superficie de resposta e contorno.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacao da producio de micotoxinas

Das sete ocratoxinas existentes, a ocratoxina A (OTA) é o composto
mais toxico deste grupo. E, principalmente, produzida pelo fungo Aspergillus
ochraceus, embora também a produzam A. melleus, A. petrakii, A. ostianus, P.
verrucosum e, também, A. sulphureus, entre outros (KAWASHIMA; SOARES,
2006). Entretanto, apesar de a espécie A sulphureus produzir ocratoxina A
usualmente, nem todos isolados sdao produtores (WORLD HEALTH
ORGANIZATION - WHO, 2002). Nasser, Chalfoun e Batista (2001) avaliaram
34 isolados de A. sulphureus como produtores de ocratoxinas e apenas 35% dos
isolados apresentaram caracteristicas de fungos produtores.

Dessa forma, o fungo A. sulphureus utilizado nesse estudo para a
produgdo de celulases foi confirmado quanto ao potencial de producdo de
micotoxinas ¢ obteve resultado negativo para tal, pelo método do meio de

cultivo CAM, como mostrado na Figura 1.

Figura 1 Teste de produgdo de micotoxinas por A. sulphureus
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3.2 Producao das enzimas celuloliticas

Varios grupos de microrganismos conhecidos como lignoceluloliticos
apresentam seus sistemas enzimaticos bem caracterizados e alguns deles,
inclusive, estdo sendo utilizados em escala industrial. Entretanto, pesquisas em
todo o mundo t€m demonstrado que atividades de novos isolados tém sido
semelhantes ou superiores a das estirpes tradicionais (BRAVO et al., 2000).

A natureza representa uma fonte interminavel de microrganismos
celuloliticos e paises tropicais, como o Brasil, apresentam uma flora microbiana
muito diversificada que, certamente, abriga espécies de microrganismos
desconhecidos, de interesse industrial. Neste contexto, a exploragdo de novas
estirpes isoladas ¢ muito importante para fornecer microrganismos com
propriedades que correspondem as condigdes existentes no ambiente industrial
(SILVA et al., 2005).

Enzimas e outros produtos comercialmente importantes produzidos por
fungos filamentosos em fermentacdo submersa tém sido amplamente estudados.
Entretanto, recentemente, estudos em fermentacdo estado soélido (SSF)
aumentaram significativamente. A escolha do tipo de fermentagdo depende da
adaptacdo fisioldgica do organismo. Geralmente, no cultivo submerso, a forma
de crescimento de fungos filamentosos varia entre peletizada e filamentosa; cada
forma tem suas caracteristicas proprias, que podem afetar a taxa de produgdo da
enzima por influenciar a taxa de transferéncia de massa (MITCHELL;
LONSANE, 1992), enquanto, em fermentacdo submersa (SmF), o fungo ¢
exposto a forcas hidrodinamicas, em SSF, o crescimento restringe-se a superficie
da matriz sélida (SILVA et al., 2005).

Neste ambito, a forma de crescimento mais comumente encontrada para
o fungo A. sulphureus utilizado nesse estudo foi a peletizada. Entretanto, foi

observado um crescimento diferenciado em alguns frascos das incubagoes a 40
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°C, em que o fungo produzia um micélio semelhante a membranas. A filtragdo a

partir desses frascos era dificultada.

3.3 Producao 6tima de exo p-1,4 glucanase (EC 3.2.1.91)

A avaliagdo das condigdes Otimas para a producdo da exo B-1,4
glucanase foi feita a partir dos trés fatores analisados (pH, concentracdo de
substrato e temperatura). Estes, segundo a analise de variancia (Tabela 2 anexo),
apresentaram interacdo tripla significativa, havendo, entdo, dependéncia entre os
fatores de producdo da enzima. Sales et al. (2010), avaliando a produgdo de
exoglucanases em A. aculeatus, também verificaram significincia para estas
mesmas variaveis. Assim, a fim de identificar a melhor condi¢ao de cultivo para
a producdo desta enzima, foram plotados graficos de superficie de resposta.

Pode-se observar, na Figura 2A, que as concentracdes de substrato na
faixa estudada, entre 0,5% e 1,5% apresentaram efeitos diferentes em interagao
com a faixa de pH avaliada. O o6timo de atividade foi atingido quando foi
utilizada a concentracdo 1,5% e pH igual a 8,0, obtendo 44,47 pug
glicose/min/mg proteina. Observa-se também (Grafico 1B) uma progressao
positiva da atividade a medida que pH e concentragdo de substrato (em
conjunto) aumentam.

Silva (2004) avaliou a concentragdo de 1% de Avicel® para a producio
da exo PB-1,4 glucanase em diversos fungos, entretanto, apenas dois obtiveram
alta atividade, A. flavus e A. dimorphicus, apresentando 142,0 e 145,5 ug
glicose/min/mg proteina, respectivamente. Contudo, esses valores foram
encontrados no décimo quinto dia de incubagdo, sugerindo que a producdo de
desta enzima por A. sulphureus pode ser aumentada com maiores periodos de
incubagdo, necessitando ser mais bem investigado em estudos futuros. O autor

também verificou que, durante o cultivo, o pH médio foi igual a 8,0, no entanto,
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o pH inicial foi 5,0, inferindo-se que, assim como no presente estudo, o pH =

8,0, foi 0 melhor para a produgdo da exo B-1,4 glucanase.
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Grafico 1 Avaliacdo da atividade especifica da exo B-1,4 glucanase produzida
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A maior atividade enzimatica na interagdo concentragdo de substrato e
temperatura ocorreu na concentragdo 1,5%, a 40 °C, obtendo-se 72,45 ug
glicose/min/mg proteina (Grafico 2A). Sales et al. (2010) apresentaram
resultados semelhantes, nos quais as duas variaveis tiveram efeito positivo, ou
seja, nesta interacdo, os valores de 1,5% de substrato e temperatura de 40 °C
apresentaram a maior atividade enzimatica; somente o pH teve efeito diferente
do observado no presente estudo, apresentando melhor atividade em pH = 6,0.

No Gréafico 2B mostra-se que atividade enzimatica foi menor a 35 °C,
quando comparada a 30 °C e a 40 °C. Isso pode ser justificado considerando-se
o fato de esta temperatura ser proxima a temperatura 6tima de crescimento de A.
sulphureus, em torno de 33 °C a 37 °C (CHALFOUN; BATISTA, 2003; LU;
YUBO WU, 2003). Soares et al. (2010), assim como diversos autores, sugerem
que a produgdo enzimatica em microrganismos pode ocorrer, em maior escala,
quando estes estdo em condi¢des diferentes das ideais.

Ghori et al. (2011) avaliaram o efeito da temperatura em SSF sobre a
atividade da exo B-1,4 glucanase no isolado A. niger NRRL e observaram a
maior atividade da enzima a 30 °C. Temperaturas superiores, diferentemente do

presente estudo, diminuiram a atividade da enzima.
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A temperatura do meio de fermentagdo para a produgdo de enzimas é um
dos os fatores mais criticos e tem grande influéncia sobre o produto final
(GHORI et al., 2011). Assim como a temperatura, o valor do pH pode ser
considerado a pedra angular do processo de produgdo de enzimas, sendo as
celulases muito influenciadas por diferentes valores de pH.

Com relacdo a interagdo pH e temperatura, o maior valor da atividade
(55,0 pg glicose/min/mg proteina) foi encontrado novamente na temperatura de
40 °C e pH igual a 8 (Grafico 3). Desse modo, ¢ possivel inferir que, entre as
varidveis testadas, a condigdo Otima de cultivo para A. sulphureus, para maior
produgdo da exo B-1,4 glucanase, foi pH 8, temperatura de 40 °C e concentragao
de substrato de 1,5%. Entretanto, as trés variaveis encontradas como condi¢do
melhor de producdo sdo os limites superiores da analise. Tal fato demonstra a
necessidade de novos estudos com valores superiores de pH, temperatura e
concentracdo de substrato, visando verificar se a produ¢do aumentaria com o
aumento de algum desses fatores.

Vale ressaltar que a maior producdo da exo P-1,4 glucanase nessas
condi¢des pode ser também explicada, pelo fato de esses fatores terem se
tornado limitantes para o desenvolvimento do fungo. Como ja descrito
anteriormente, muitos autores indicam que a produgdo enzimatica pode ser
aumentada em condi¢des de estresse. Na temperatura de 40 °C, a forma de
crescimento do microrganismo variou das demais temperaturas, como descrito
no item 3.2. Isto, associado aos outros fatores avaliados, pode ter contribuido
para melhor atividade enzimatica.

Outros trabalhos nesta area observaram resultados diferenciados para a
atividade mesma enzima. Tal fato se justifica, pois a producdo de enzimas ¢
diferenciada ndo somente em nivel de espécies microbianas, mas também difere
entre isolados da mesma espécie (EIDA et al., 2011). Hanif, Yasmeen e Rajoka

(2004), avaliando a produgdo da exo B-1,4 glucanase em A. Niger, observaram a
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melhor produgdo da enzima em pH igual a 6,0 ¢ temperatura de 30 °C.
Entretanto, esta avaliagdo foi feita com apenas 3 dias de incubag@o. Avaliando o
microrganismo CZ01, Oliveira (2010) observou, na temperatura de 60 °C e na
faixa de pH compreendida entre 6,0 ¢ 6,5, a maxima atividade enzimatica de
celulases.

O aumento da atividade das celulases e a reducdo de seu custo de
producdo s3o duas questdes-chave na hidrolise de materiais celuloliticos. Desse
modo, o resultado encontrado no presente estudo ¢ muito promissor, uma vez
que a producao de enzimas em temperaturas mais altas é vantajosa do ponto de
vista industrial, pois minimiza a contamina¢do por microrganismos que crescem
em temperatura ambiente. Além disso, segundo Oliveira (2010), o pH proximo
da neutralidade favorece o processo industrial, pois, além de evitar a corrosao
nas tubulagdes, ja que o pH ndo ¢é acido, os efluentes provenientes das industrias

ndo precisam de onerosos tratamentos de corregdo de pH.
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3.4 Producao 6tima de endo p-1,4 glucanase (EC 3.2.1.4)

Para a atividade da endoglucanase, foi observado um comportamento
diferenciado ao da exoglucanase (Grafico 4). Para esta enzima, segundo a
analise de variancia (Tabela 3 anexo), também foi verificada interagdo tripla
significativa, havendo, entdo, dependéncia entre os fatores. Houve grande
variacdo entre os tratamentos, que resultou em graficos diferentes entre as
interagdes.

A partir das analises dos dados e dos graficos plotados, verificou-se que
a condi¢do otima de cultivo para a producdo da endo B-1,4 glucanase foi
encontrada entre 30 °C e 35 °C, pH entre 6,0 e 7,0 ¢ 1,5% de CMC, e a maior

producdo encontrada foi de 38,57 pug glicose/min/mg proteina.
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Singh, Singh e Bishnoi (2009), analisando a produgdo de celulases em A.
heteromorphus, assim como diversos trabalhos com Aspergillus em fermentagao
submersa (LYND et al., 2002), verificaram que a condi¢do o6tima de pH e
temperatura para a melhor produgdo de endoglucanases encontra-se em pH
compreendido entre 4,0 ¢ 5,0 e temperatura a cerca de 30 °C. Sherief, El-Tanash
e Atia (2010) encontraram condi¢ao 6tima a 40 °C e pH igual a 6,0, para
produ¢do em A. fumigatus. Gautam et al. (2011) observaram a melhor produgio
de endoglucanases em pH 6,5 e temperatura entre 40 °C e 50 °C no cultivo dos
fungos Trichoderma sp. e A. Niger, utilizando residuos urbanos como substrato.

Comparagoes dos resultados obtidos neste estudo com os obtidos por
outros pesquisadores sdo dificeis, uma vez que ndo foram encontrados trabalhos
disponiveis utilizando Aspergillus sulphureus para a producdo de celulases.
Entretanto, condi¢des semelhantes as do presente estudo (pH 6,0 a 28 °C) foram
observadas por Chen et al. (2009), avaliando a produgdo de B-mannanase em A.
sulphureus.

A concentragdo de substrato é pouco avaliada em fermentagoes
submersas no cultivo do microrganismo, contudo, esse fator ¢ muito importante,
pois a producdo da enzima se da em fun¢do do substrato e a quantificagdo deste
pode gerar uma economia para indastria, uma vez que sera utilizada a
quantidade exata do substrato, ndo havendo desperdicio. Silva et al. (2009)
observaram efeito positivo significativo da concentragdo de substrato sobre a
produgdo de celulases totais por Aspergillus phoenicis, com uso de residuo de
uva como substrato a 1,5% (p/v). Resultado similar foi encontrado por Salles et
al. (2010) para a produgdo de endoglucanases por A. aculeatus URM4953 em
concentracdo do substrato de 1,5% p/v.

No presente estudo, as diferentes condigdes de fermentacdo submersa
foram otimizadas para a produgdo de celulases por A. sulphureus, entretanto,

apesar de o microrganismo apresentar alta atividade enzimatica, as condigdes
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propostas ndo foram suficientes para avaliar a maxima produgdo das enzimas
endo B-1,4 glucanase e¢ exo B-1,4 glucanase. Para estudos futuros, seria
necessario ampliar o limite inferior e superior dos ensaios (fatorial), a fim de
determinar com maior precisdo a producdo maxima. Além disso, outros fatores
devem ser também avaliados, tais como concentragdo do indculo, agitacdo,
diferentes substratos e, principalmente, tempo de cultivo. Além disso, técnicas
genéticas também seriam apropriadas, pois estdo sendo cada vez mais utilizadas
em bactérias, leveduras, fungos filamentosos, plantas e animais, para criar novas
celulases e sistemas de producdo com possiveis melhoras na atividade e
producdo das mesmas (LI et al., 2009).

Dessa forma, A. sulphureus se mostrou um promissor produtor de endo e

exoglucanases, podendo ser futuramente utilizado em industrias e afins.
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4 CONCLUSOES

a)

b)

d)

O isolado EAPMIG/FA14, da espécie A. sulphureus apresentou
grande potencial de producdo das enzimas endo B-1,4 glucanase e
exo (- 1,4 glucanase.

Fatores como temperatura, pH e concentracio de substrato
influenciaram a produgdo das enzimas endo p-1,4 glucanase e exo -
1,4 glucanase.

O presente estudo representou a execucdo das primeiras etapas de
um bioprocesso, por meio de um microrganismo selecionado de
acordo com seu potencial celulolitico e a otimizagdo de seu cultivo.
A andlise dos fatores condicionadores da atividade celulolitica
demonstrou a interagdo entre as variaveis pH, temperatura e
concentracdo de substrato.

Considerando-se que o microrganismo selecionado, A. sulphureus,
apresentou-se como potencial produtor de enzimas celuloliticas.
Trabalhos futuros podem ser realizados, visando uma aplicacdo

industrial.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

b)

d)

Os resultados obtidos demonstraram a importancia da diversidade
microbiana, inclusive da diversidade genética quanto a produgdo
enzimatica.

Devido a importancia das enzimas microbianas para industrias e
afins, existe uma grande necessidade da triagem de microrganismos
potenciais produtores de enzimas.

A partir dos microrganismos bons produtores encontrados, pode-se
utilizar a manipulacdo genética para o desenvolvimento de um
isolado completo e capaz de degradar substratos comercialmente.
Considerando-se os resultados positivos obtidos, sugere-se a
continuidade do presente estudo, avaliando mais fatores
industrialmente importantes, além de experimentos em biorreatores
de laboratorio, avaliacdo em escala piloto e, posteriormente, estudos

de ampliagdo de escala.
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Figura 1 Curvas padrdes. (A) de glicose; (B) albumina de soro bovino (BSA)



Tabela 1 Resultados obtidos de producdo em atividade especifica nos diferentes tratamentos, expressos em ug
glicose/min/mg proteina

Tratamento Avicel 30 °C Avicel 35 °C Avicel 40 °C CMC 30 °C CMC 35°C CMC 40 °C

0,5/6 R1 43,87723 18,308 43,9811 23,04224 49,62602 29,66275
0,5/6 R2 41,70139 18,556 44,4543 22,43211 49,65423 34,23659
0,5/6 R3 42,52001 18,698 41,18186 25,95453 61,54651 33,98192
0,5/7 R1 38,77687 17,612 53,77204 22,13077 23,93146 13,8196
0,5/7 R2 42,72201 13,992 53,33811 20,43283 21,44559 13,57873
0,5/7 R3 44,93011 17,925 50,16003 21,78941 25,08547 14,01476
0,5/8 R1 42,92976 18,457 27,86428 20,76372 17,18582 14,03382
0,5/8 R2 42,89256 14,003 26,57368 20,95507 18,66276 14,50811
0,5/8 R3 42,7741 16,74 23,30243 15,42677 19,73008 14,87916
1,0/6 R1 33,54732 24,12 32,50461 14,9343 32,86708 12,05267
1,0/6 R2 52,68434 27,331 29,51343 16,50483 31,26714 13,34747
1,0/6 R3 47,18078 27,271 33,49004 19,96502 31,7288 13,7805
1,0/7 R1 43,54994 37,045 50,10933 16,16238 7,739831 38,57213
1,0/7 R2 41,41078 31,597 51,16332 16,23857 8,851584 36,29731
1,0/7 R3 43,49638 32,894 48,21059 16,63687 9,336192 36,17287
1,0/8 R1 32,47927 31,49 53,80032 25,6116 9,956673 28,55783
1,0/8 R2 30,02062 33,676 52,46886 25,61826 12,68424 29,27709
1,0/8 R3 29,10176 26,118 55,65407 20,17841 12,1561 27,72655
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Tabela 1, conclusdo

1,5/6 R1
1,5/6 R2
1,5/6 R3
1,5/7R1
1,5/7 R2
1,5/7 R3
1,5/8 R1
1,5/8 R2
1,5/8 R3

14,50034
21,98506
13,98015
56,13205
52,67914
36,88668
11,16307
11,15431
11,27044

18,033
16,819
16,263
15,324
14,422
15,785
33,686
28,861
30,103

72,22148
70,67271
74,47473
42,50278
41,93221
40,91327
97,8268
84,39788
101,1671

11,6089
10,79715
12,72081
59,8565
66,29781
74,92467
13,42892
18,14954
15,19938

20,08563
19,77336
20,20787
7,39177
7,35984
7,357204
9,555712
9,02478
9,414584

25,24485
23,77904
19,4044
19,58388
21,73155
20,19831
11,44776
12, 63044
11,70494
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Tabela 2 Analise de varidncia (ANOVA) para a produgao da exo p-1,4 glucanase

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

C 2 463-292007 231-646004 16-178 0,0000%*

Ph 2 164-029622 82-014811 5-728 0,0055%*

T 2 11377-710541 5688-855270 397-305 0,0000%*

C*pH 4 1110-426104 277-606526 19-388 0,0000%*

C*T 4 6190-811407 1547-702852 108-090 0,0000%*

T*pH 4 1740-065570 435-016393 30-381 0,0000*

C*Ph*T 8 6427-389748 803-423719 56-110 0,0000%*
erro 54 773-204400 14-318600

Total corrigido 80 28246-929400
Cv (%) 10,29
Média geral 36,7788889 Numero de 81

observagoes

0Ll



Tabela 3 Analise de varidncia (ANOVA) para a produgado da endo B- 1,4 glucanase

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

C 2 252-159252 126-079626 19-870 0.0000*

Ph 2 1058-950052 529-475026 83-445 0.0000*

T 2 170-722822 85-361411 13-453 0.0000%*

C*pH 4 2726-969274 681-742319 107-443 0.0000%*

C*T 4 2684-124015 671-031004 105-755 0.0000%*

T*pH 4 3643-818815 910-954704 143-567 0.0000%*

C*Ph*T 8 3599-321859 449-915232 70-907 0.0000%*
erro 54 342-638933 6-345165

Total corrigido 80 14478-705022
Cv (%) 11,43
Média geral 22.0448148 Numero de 81

observagoes
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