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RESUMO

Fungos filamentosos secretam grande quantidade de proteinas e outros produtos
metabolicos para 0 meio de crescimento. As substancias secretadas dependem néo s6 das
caracteristicas metabodlicas do microrganismo, como também da composicao nutricional do
meio de cultivo, particularmente dos macroelementos. Sendo assim, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a influéncia dos macronutrientes, carbono e nitrogénio, no crescimento
e secrecdo de amilases, CMCase e xilanase do fungo Myceliophthora thermophila 1-1D3b,
em cultivo submerso. Atuando como fonte de carbono, foram escolhidos amido soluvel,
carboximetilcelulose, papel de filtro e glicose e como fonte de nitrogénio sulfato de
amonio, peptona e extrato de levedura. O crescimento fangico foi determinado pela
quantificacdo de biomassa micelial. Foram realizados ensaios de cinética de crescimento
microbiano e de secre¢do das enzimas mencionadas, alternando-se e associando-se as
fontes de carbono e nitrogénio, procurando estabelecer uma correlacdo entre a
disponibilidade de fontes simples e complexas de carbono e de fonte organicas e
inorganicas de nitrogénio, na sintese de biomassa e secrecdo de enzimas amilase, CMCase
e xinalase. Realizou-se ensaios variando a fonte de nitrogénio, peptona, sulfato de amonia
e extrato de levedura em concentracdo fixa de glicose. Determinou-se a concentracao de
nitrogénio presente nos substratos utilizados como fonte de nitrogénio e calculou-se a
massa de substrato necessario para oferecer as respectivas concentracdes de nitrogénio, 10
e 13%. Também foram realizados experimentos variando as fontes de carbono em amido
soltvel, Carboximetilcelulose e papel de filtro, em diferentes concentracdes (2,5; 5,0; 7,5 e
10,0 g.L™). Esse mesmo experimento foi realizado variando as fontes de carbono
combinados a glicose. Foram obtidos como resultados maiores valores de biomassa em
presenca de fonte organica de nitrogénio, enquanto maiores atividades enzimaticas foram
obtidas em cultivo constituido de fontes orgénicas e inorganicas na propor¢do 2:1,
respectivamente. Quando avaliada a influéncia das fontes de nitrogénio, peptona e extrato
de levedura, ambas avaliadas em fungdo da concentracdo de 10% e 13% de nitrogénio, ndo
foram observadas diferencas significativas na composicdo de biomassa micelial ao fim de
120h de cultivo. Identificou-se influéncia da concentracdo de nitrogénio na atividade de
CMCase, sendo que as melhores atividades obtidas ocorreram para a concentracdo de 13%
de peptona e extrato de levedura. No entanto, ndo foi possivel identificar a influéncia da
concentracdo de nitrogénio na atividade de xilanase e amilase. No estudo das fontes de
carbono, mostrou-se como melhor fonte de carbono na obtencdo de biomassa flngica o
amido solavel. Maiores atividades enzimaticas foram obtidas em presenca de seus
indutores: CMCase foram obtidas em cultivo constituido de carboximetilcelulose, e
amilase em cultivo com amido solGvel. Quando as fontes de carbono foram combinadas a
glicose, observou-se redugdo nas atividades das enzimas analisadas. Nesse trabalho,
observou-se que cada fonte de carbono proporcionaram efeitos diferentes sobre
crescimento microbiano e atividades enzimaticas, dada as caracteristicas distintas de sua
composi¢do quimica e estrutural.

Palavra Chave: Myceliophthora. Cultivo submerso. Macronutrientes.



ABSTRACT

Filamentous fungi secrete large amounts of proteins and other metabolic products into the
growth medium. The secret substances depend not only on the metabolic characteristics of
the microorganism but also on the nutritional composition of the culture medium,
particularly the macroelements. Therefore, the objective of the present work was to
evaluate the influence of macronutrients, carbon and nitrogen on the growth and secretion
of amylases, CMCase and xylanase of fungus Myceliophthora thermophila 1-1D3b, in
submerged culture. Acting as a carbon source, soluble starch, carboxymethylcellulose,
filter paper and glucose and as source of nitrogen ammonium sulfate, peptone and yeast
extract were chosen. Fungal growth was determined by the quantification of mycelial
biomass. Microbial growth and secretion Kinetics assays were performed alternating and
associating as carbon and nitrogen sources, trying to establish a correlation between the
availability of simple and complex sources of carbon and of organic and inorganic sources
of nitrogen, in the synthesis of biomass and secretion of amylase enzymes, CMCase and
xinalase. Tests were performed by varying the source of nitrogen, peptone, ammonium
sulfate and yeast extract at fixed glucose concentration. The concentration of nitrogen
present in the substrates used as nitrogen source was determined and the substrate mass
required to provide as 10 and 13% nitrogen solutions was calculated. Experiments were
also carried out, varying as carbon sources in soluble starch, Carboxymethylcellulose and
filter paper, in different concentrations (2.5, 5.0, 7.5 and 10.0 gL-1). sources of carbon
combined with glucose. As results obtained higher biomass values in the presence of
organic nitrogen source, while higher enzymatic activities were obtained in organic and
inorganic sources in the 2: 1 ratio, respectively. When evaluated by an influence of
nitrogen sources, peptone and yeast extract, both evaluated as a function of 10% and 13%
nitrogen concentration, were not significantly observed in the composition of mycelial
biomass after 120 h of culture. The influence of nitrogen concentration on CMCase activity
was identified, with the best activities obtained for a concentration of 13% of peptone and
yeast extract. However, it was not possible to identify an influence of the nitrogen
concentration on xylanase and amylase activity. In the study of carbon sources, the soluble
starch was shown to be the best source of carbon in the production of fungal biomass.
Higher enzymatic activities were obtained in the presence of its inducers, CMCase were
obtained in culture consisting of carboxymethylcellulose and amylase in culture with
soluble starch. As carbon sources were combined with glucose, it observed a reduction in
the activities of the enzymes analyzed. In this work it was observed that each carbon
source had different effects for microbial growth and enzymatic activities, given as distinct
characteristics of its chemical and structural composition.

Keyword: Myceliophthora. Submerged culture. Macronutrients.
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1. INTRODUCAO

O cultivo submerso é uma técnica de cultivo de microrganismos em excesso de
agua e permite grande controle sobre as varidveis de processo, dentre as quais a
composi¢do do meio de cultivo. Por outro lado, o cultivo em estado solido ocorre em
substratos com composicdo variavel, sendo dificil estabelecer uma relacdo de consumo de
nutrientes e a sintese de biomassa e enzimas. Assim, acredita-se que ensaios em cultivo
submerso podem ser Uteis para avaliar como fungos filamentosos apropriam-se de
nutrientes para suas atividades metabolicas, de modo a prever o comportamento do
microrganismo no cultivo em estado solido.

O grupo de Bioenergia do IBLCE/UNESP tem trabalhado fortemente para
viabilizar a rota enzimatica da producdo de etanol de 2° geracdo, e 0 cultivo em estado
solido tem sido usado para a producdo de enzimas fibroliticas, devido ao baixo custo que
esta técnica proporciona. Um dos obstaculos enfrentados pelo grupo é a variabilidade da
matéria-prima empregada, principalmente bagaco de cana de acUcar e farelo de trigo, o que
acarreta intensa variabilidade na concentracdo das enzimas produzidas.

Os fungos termofilicos tém sido descritos como bons produtores de complexos
enzimaticos. Dentre esses, Myceliophthora thermophila I-1D3b, isolado pelo grupo de
Bioenergia, tem demonstrado bom potencial para a sintese de celulases e hemicelulases. A
vantagem da utilizacdo industrial de cepas termdéfilas € a menor incidéncia de
contaminacdo e as caracteristicas termotolerantes das enzimas produzidas.

Sabe-se que as fontes de nutrientes estdo intimamente ligadas a capacidade dos
microrganismos se desenvolverem e secretar metabolitos. Dentre os nutrientes, destacam-
se como essenciais para o desenvolvimento dos fungos os macronutrientes, carbono e
nitrogénio, sendo o carbono o principal constituinte do material celular e o nitrogénio o
constituinte das glicoproteinas e das enzimas que serdo produzidas. Desta forma, a busca
da combinacdo ideal de fontes simples e complexas de carbono e de fontes orgéanicas e
inorganicas de nitrogénio visa potencializar a sintese das enzimas de interesse.

Desta forma, este trabalho visa avaliar o comportamento do fungo Myceliophthora
thermophila 1-1D3b em termos de crescimento micelial e do conjunto de enzimas amilase,

endoglucanases e xilanase, em funcdo dos macronutrientes e suas respectivas fontes.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar a influéncia dos macronutrientes carbono
e nitrogénio no crescimento e na sintese de enzimas pelo fungo Myceliophthora

thermophila 1-1D3b em cultivo submerso.

Os objetivos especificos foram:

- Avaliar a influéncia das fontes de nitrogénio organico e inorgénico e de suas
concentragOes no crescimento de M. thermophila 1-1D3b.

- Avaliar a influéncia das fontes de carbono amido solivel, CMC e papel de filtro
no crescimento e na sintese das enzimas extracelulares.

- Estabelecer relacdes entre a producdo de biomassa fungica e a sintese de enzimas
para as diferentes fontes de carbono.



15

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cultivo submerso com fungos

O cultivo submerso é uma das principais estratégias na obtencdo de enzimas
microbianas, € um sistema capaz de gerar uma variedade de metabdlitos em que os fungos
filamentosos séo de grande importancia (CASTRO 2010; JR, 2010; PAPAGIANNI, 2004;
PEREIRA). Comumente utilizada devido & facilidade de crescimento dos microrganismos
em condicdes controladas de pH e temperatura, além de possibilitar facil recuperacdo das
enzimas extracelulares. Este processo utiliza um meio fermentativo liquido, onde as fontes
de nutrientes utilizadas séo solUveis e o contetdo de dgua nesse processo é superior a 95%
(ORLANDELLI et al., 2012, FAZENDA et al., 2008).

Esta técnica tornou-se o método fermentativo preferido para as aplicacdes
comerciais, sendo utilizada pela maioria das industrias de bioprodutos. Apresenta menor
problematica, uma vez que, a transferéncia de massa, calor e oxigénio séo facilitadas e a
homogeneidade geralmente é superior. Tem a vantagem quanto ao crescimento flngico ser
realizado pela formacdo de micélio num periodo de tempo curto e em qualquer época do
ano, uma vez que as condicdes de cultivo como pH, a temperatura, agitacdo, aeracdo e a
concentracdo de nutrientes podem ser controladas. Sendo assim, devido ao melhor
monitoramento e facilidade de manuseio, muitos processos de produgdo de enzimas usam
esta tecnologia (MACENO, 2014; GERN, 2005). Portanto, este processo é mais confiavel
e reproduzivel, facilmente monitorado e o controle dos parametros-chave sdo mais
flexiveis (FAZENDA et al., 2008). No entanto, o custo de operacdo e o grande volume de
residuos liquidos gerados encarecem o processo (WANG; YANG, 2007).

Os fungos em geral, sdo lembrados pelos danos que causam, sejam em alimentos,
problemas de salde (alergias e micoses em animais) ou parasitando plantas. No entanto, 0s
fungos s@o responsaveis por diversas aplicabilidades positivas, como a ac¢do fermentativa
na sintese de alcool etilico e didxido de carbono, os quais sdo imprescindiveis na producéo
de bebidas como vinho e cerveja, alimentos como pées e massas em geral, conferindo
sabor e aroma distintos em diferentes tipos de alimentos (queijos), ou esterdides e
hormdnios para crescimento vegetal. Na medicina, os fungos receberam especial atencao a
partir do desenvolvimento de alguns antibioticos, destacando-se a penicilina sintetizada a

partir de metabolitos do fungo Penicillium chrysogenum. Cada metabdlito esta vinculado a
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um tipo de microrganismo (MORAES, 2017; TERCARIOLI et al., 2010, PATERSON,
2006; RAVEN et al., 1992).

Encontra-se na literatura vasta pesquisa utilizando fungos como microrganismos
em cultivo submerso. Em cultivo submerso, os fungos filamentosos tém sido empregados
industrialmente para a producdo de uma grande variedade de metabdlitos de enorme
importancia econdmica e social, tais como os antibidticos, enzimas, micotoxinas,
vitaminas, entre outros. E possivel encontrar na literatura diversos trabalhos reportando o
sucesso na aplicacdo de fungos, em pesquisas como: a producdo de polissacarideos
constituintes da massa micelial de fungos produzidos em cultura submersa, bem como a
producdo de exopolissacarideos excretados para 0 meio de cultivo liquido com atividade
terapéutica (ZANCHETTA, 2012: FERREIRA, 2006; ROSADO et al., 2003; ROSADO et
al., 2003; SILVEIRA, 2003;WISBECK et al., 2002; LEIFA et al., 2001; MAZIERO et al.,
1999; BURNS et al., 1994; CAVAZONI; ADAMI, 1992;).

Quando comparada a fermentacdo em estado sélido, o cultivo submerso apresenta
como vantagem a possibilidade de ter melhor racionalizacdo e padronizacdo do processo, 0
que é fundamental para a industria (HOLKER; LENZ, 2005) além de permitir um sistema
de cultura homogéneo (AGUILAR et al., 2003).

Para obter éxito no cultivo de fungos filamentos em meio submerso, é necessario o
estudo de diversas varidveis. Dentre os desafios para o cultivo submerso, encontram-se
mecanismos de crescimento do fungo, a dindmica de agregacdo do micélio, a
fragmentacdo, quantificacdo da morfologia e modelos matematicos para o crescimento e
formagBes de produtos do cultivo. Como relatado anteriormente, os constituintes fisico-
quimicos do meio, como composicao de nutrientes, pH, temperatura, oxigénio dissolvido e
forcas mecanicas exercem mudancas na formacao do micélio (PAPAGIANNI, 2004).

Dentre as enzimas obtidas de fungos por cultivo submerso destaca-se a celulase.
Entretanto, na natureza, o crescimento e utilizacdo de celulose por microrganismos
aerobios, produtores de celulases, provavelmente assemelha-se mais a fermentacdo em
estado solido do que a fermentacdo liquida (SINGHANIA et al., 2010). Entretanto a
secrecdo de celulases e demais enzimas tem sido relatada a partir de fungos mesofilos e
termofilos, tanto em cultivo submerso como em cultivo sélido (CASCIATORI etal., 2015;
MORETTI, 2012; PINTO, 2010; SANTOS, 2015; ZANCHETA, 2012).

Esse crescente interesse pelo uso de fungos termofilicos pode ser atribuido a

capacidade de esses fungos crescerem em temperaturas mais elevadas, diminuindo o risco
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de contaminag@o por microrganismos mesofilicos competidores, além de produzirem, em
geral, enzimas mais termoestaveis, despertando ainda mais o interesse de aplicacdo
industrial destas enzimas (GOMES et al., 2007). Diversos sdo os fungos utilizados para
producdo de celulase xilanases e amilases, dentre eles estdo: Aspergillus niger, Aspergillus
nidulans, Fusarium solani, Humicola, Penicillium brasilianum, Phanerochaete
chrysosporium, Trichoderma reesei, Trichoderma viride, Trametes versicolor, Penicillium
sp (BEHERA; RAY, 2016).

3.1.1 Myceliophthora thermophila

Dentre os fungos termofilicos utilizados na obtencdo de complexos enzimaticos,
encontra-se o Myceliophthora thermophila 1-1D3b (CASCIATORI, 2015; ZANELATO,
2012). No Grupo de Pesquisa em Bioenergia do IBILCE/UNESP, integrante do Centro
Paulista de Pesquisa em Bioenergia, tem-se utilizado duas linhagens do fungo termofilico
Myceliophthora thermophila, identificadas como 1-1D3b e M.7.7, ambas isoladas pelo
préprio grupo a partir de pilhas de compostagem.

Algumas linhagens recentemente isoladas dessa espécie tém demonstrado
atividades celuloliticas promissoras em estudos de cultivo em estado sélido (ZANELATO
et al., 2012; CASCIATORI, 2015). Na Tabela 3.1, séo apresentadas algumas das recentes
linhagens de Myceliophthora utilizadas para secregdo de celulases e seus respectivos
substratos utilizados em alguns trabalhos da literatura.
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Tabela 3.1: Producédo de enzimas celuloliticas pela linhagem Myceliophthora thermophila

ssp

Microrganismo Substrato* Referéncia
M.thermophila I-1D3b BCeFT Casciatori (2015)
M.thermophila I-1D3b FT com BC Zanelato et al.

(2012)

M.thermophila ACCC n°.30572

Mistura de carbono

Chen e Lou (2014)

M.thermophila M.77
M.thermophila M.77
M.thermophila M.77

BCeFT
BC e FTe/ou FS
PM e papeldo

Moretti (2012)
Kilikian (2014)
Moretti (2012)

M.thermophila JPC

M.thermophila JPC 1-4

Glicerol, glicose e
xilose
BC Ozonizada e FS

Pereira et al. (2015)

Pereira(2016)

M.thermophila (MY C)

Palha de arroz

Soni et al.(2008)

* BC: bagaco de cana de acgucar, FT: farelo de trigo FS: farelo de soja PM: palha de milho.

Sabe-se que cada microrganismo possui uma capacidade de secretar metabdlitos em
funcdo da técnica de cultivo e dos substratos empregados em seu cultivo. Sabe-se ainda
que dificilmente encontra-se na literatura dados a respeito do cultivo liquido do fungo M.
thermophila 11D3b. Em posse do conhecimento de que o crescimento do fungo depende da
presenca de elementos nutritivos presentes no meio de cultivo, um melhor entendimento
dos requerimentos nutricionais e das condic¢Ges de cultivo utilizadas trard uma significativa
contribuicdo ao desenvolvimento de processos que proporcionem um maior rendimento em

biomassa e atividades enzimaticas.

3.2 Fatores nutricionais

Ha tempos vem sendo provado que as fontes de nutrientes estdo intimamente
ligadas a capacidade dos microrganismos se desenvolverem e secretar metabolitos. Logo,
para o desenvolvimento de um processo biotecnolégico, o cultivo de células microbianas
requer um meio de cultivo adequado, lembrando que esse meio deve suprir todas as
necessidades nutritivas do microrganismo para a sintese do material celular e a producéo
de metabolitos de interesse industrial (SAGORRI, 2008).


http://apps-webofknowledge.ez87.periodicos.capes.gov.br/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&SID=2Dttu8Zz8uRqJ81c7dd&field=AU&value=Pereira,%20JD&ut=48135980&pos=%7b2%7d&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps-webofknowledge.ez87.periodicos.capes.gov.br/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&SID=2Dttu8Zz8uRqJ81c7dd&field=AU&value=Pereira,%20JD&ut=48135980&pos=%7b2%7d&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
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Os meios de cultivo podem ser classificados em meios sintéticos ou complexos
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Meios sintéticos por definicdo sdo aqueles com
composicdo quimicamente definida e conhecida. Alguns microrganismos necessitam de
um meio definido especificamente para seu crescimento, sendo denominados fastidiosos
ou muito exigentes em termos nutricionais. Os meios complexos sdo aqueles que
apresentam composicao variavel, bem como peptona, extratos de levedura, de carne e de
plantas. Meios complexos também sdo usados quando as necessidades nutricionais de um
microrganismo em particular ndo sdo conhecidas ou deseja-se estudar sua influéncia no
desenvolvimento do microrganismo (PRESCOTT; HARLEY; KLEIN, 2002; SAGORRI,
2008).

A célula dos microrganismos é constituida basicamente de agua (80-90%), sendo
esse um dos fatores importantes para o desenvolvimento do microrganismo. Quanto aos
nutrientes essenciais para microrganismos destacam-se seis ndo metais (C, H, O, N, P, S) e
dois metais (K, Mg), compreendendo aproximadamente 98% do peso seco de bactérias e
fungos (SARAGORI, 2013). Carbono, oxigénio e hidrogénio sdo fornecidos na forma de
compostos organicos, de didxido de carbono, de oxigénio molecular e de agua e o
nitrogénio sob a forma adequada, organica ou inorganica (CARLILE; WATKINSON,
1997).

No meio de cultivo, 0s macronutrientes que recebem maior destaque séo o carbono
e 0 nitrogénio. Carbono constitui aproximadamente 50% do peso seco de bactérias e
fungos, enquanto que nitrogénio contabiliza de 8 a 14% do peso seco de bactérias e fungos.
Quanto a micronutrientes, na maioria dos cultivos sua auséncia ndo causara a falta de
crescimento do microrganismo, apenas resultard em um aumento da fase de adaptacdo
(fase lag) e diminuicdo na taxa de crescimento e rendimento de producao de metabdlitos de
interesse. 1sso pode ocorrer devido a substituicdo da funcdo parcial do elemento por outro
elemento traco (SARAGORI, 2013).

Como mencionado anteriormente, as fontes de carbono séo um dos compostos mais
importantes do meio de cultivo, pois, além de ser uma fonte de energia para a fermentacao,
participam da producéo de metabdlitos. Os principais compostos utilizados como fonte de
carbono séo os monossacarideos (glicose, frutose e galactose) e os dissacarideos (maltose e
sacarose) (FLORES et al., 2000). Na natureza, encontram-se varias fontes complexas de
carbono tais como: amido, celulose e quitina. Estes polissacarideos podem ser usados

como fontes de energia para a maioria dos organismos vivos (VAN DER MAAREL;
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QUINTANA; WAY, 2002). Celulose e amido sdao amplamente utilizados como fontes de
carbono pelos fungos (MILES et al., 1995).

Dentre as fontes de carbono, destaca-se a glicose. No entanto, dependendo das
necessidades particulares do microrganismo € necessario utilizar alguns derivados, como
lipideos, alcoois, acidos organicos, hidrocarbonetos e compostos nitrogenados organicos
(MOO-YOUNG, 1985). Entretanto, podem ser empregados outros compostos organicos
como fonte de carbono, como amido, celulose, hemicelulose, ou compostos que depois de
hidrolisados possam oferecer agucares que sustentem o crescimento dos microrganismos.
Geralmente, fungos produzem enzimas hidroliticas extracelulares que podem hidrolisar
amido (amilases), celulose (celulases), lignina (lignase), quitina (quitininase), proteinas
(proteases), entre outras, sendo a producdo dependente da espécie fungica e das condicGes
de cultivo (CARLILE; WATKINSON, 1997).

O nitrogénio é outro composto de extrema importancia na célula, pois para a
realizacdo da traducdo do RNA é necessario haver aminoécidos, 0s quais sdo compostos
nitrogenados (CRUZ et al., 2001). A maioria dos fungos pode assimilar nitrogénio
inorganico sob a forma de nitrato ou aménia em adicdo a utilizacdo de grande diversidade
de compostos organicos nitrogenados (CARLILE; WATKINSON, 1997). O nitrogénio
pode estar disponivel na forma de amdnia gasosa, sais de amonio, uréia, ou compostos
nitrogenados organicos. A deficiéncia de nitrogénio na formacgdo dos aminoécidos ou
amino grupos dentro do composto ou meio de cultura frequentemente limita o rendimento
micelial (SINDEN; SCHISLER, 1962).

Existe uma variedade de compostos orgéanicos e inorganicos que podem ser
utilizados para suprir esse elemento em um meio de cultivo. Praticamente todas as
bactérias e fungos conseguem metabolizar a amonia (NH4"), pois € essa a forma na qual o
nitrogénio é incorporado a compostos organicos da célula. Ele é adicionado no meio de
cultivo na forma de sais como sulfato de amonio ((NH,4),SO,) e cloreto de amoénio (NH,4CI)
(MOO-YOUNG, 1985). Sendo assim, a amodnia & o maior regulador da assimilagdo de
nitrogénio e, na sua presenca, é reprimida a utilizacdo de outras fontes nitrogenadas como
nitrato, aminoacido e proteina (CARLILE; WATKINSON, 1997; COLEN, 2006).
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3.2.1 Fontes de macronutrientes
3.2.1.1 Celulose e hemicelulose

A celulose € um polissacarideo natural, denominado o recurso renovavel mais
abundante disponivel. Esta amplamente distribuida na natureza, ocorrendo tanto nas
plantas primitivas como nas altamente evoluidas e, geralmente, encontra-se associada a
outras moléculas como hemicelulose e lignina (MACHUCA, 1991). E um polimero de
glicose fotossintetizado por energia solar em varias plantas, além de atuar como base
estrutural da parede celular (RICHARDSON; GORTON, 2003).

A celulose é amplamente utilizada como matéria-prima pela industria de papel para
a producéo de papel e produtos de papeldo (BACHHETI et al., 2010; DUTT et al., 2011).
E um homopolimero linear e bastante rigido que consiste em unidades de D-
anidroglucopiranose. Estas unidades estdo ligadas em conjunto por liga¢des glicosidicas -
(1-4) formadas entre C-1 e C-4 de porcbes de glicose adjacentes (KLEMM et al., 2001).
Possui energia coesiva interna extremamente alta, devido ao seu alto teor de fungdes de
hidroxilos. Consequentemente, nao se dissolve prontamente nem em solventes organicos
comuns, nem em agua. A exploracdo da funcdo OH da celulose produziu um dos
primeiros polimeros semi-sintéticos (acetatos de celulose, nitratos, etc.).

A hemicelulose é definida como a fracdo da parede celular que pode ser extraida
com élcali (MOHR; SCHOPFER, 1995). As hemiceluloses das plantas séo polissacarideos
cuja natureza quimica varia de tecido para tecido e de espécie para espécie. Estes
polissacarideos sdo formados por diversas pentoses (xilose, ramnose e arabinose), hexoses
(glicose, manose e galactose) e é&cidos urbnicos (&cido 4-metil-glucurénico e &cidos
galacturonicos), frequentemente acetilados e formando cadeias ramificadas (MARTINEZ
et al., 2005). Sdo derivadas principalmente de cadeias de pentose, e atuam como um
material cimentante, mantendo unidas as micelas e fibras de celulose (DEMIRBAS, 2008).
A xilana é o principal polimero desta fragdo, e consiste num polissacarideo composto de
residuos de Xilose unidos por ligagdes P-1,4-glicosidicas, contendo ramificacbes de
pentoses e hexoses (BEG et al., 2001).

Os derivados de celulose que sao sintetizados a partir de residuos naturais possuem
diversas propriedades fisico-quimicas possibilitando uma ampla gama de aplicacgdes.

Alguns dos derivados de celulose séo carboximetilcelulose (CMC), metilcelulose,
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hidroxipropil celulose e hidroxipropilmetil celulose (OLIVAS; BARBOSA-CANOVAS,
2005).

A celulose é comumente convertida em derivados Uteis por esterificacdo. Dentre
estes, encontra-se a carboximetilcelulose de sédio (CMCNa), a qual é obtida atraves da
esterificacdo do grupo hidroxila de macromoléculas de celulose por &cido
monocloroacético (MCA). A carboximetilcelulose (CMC) foi o primeiro derivado de
celulose descoberto, por volta de 1920 a 1930, seguida de metilcelulose e
hidroxietilcelulose. Estes trés tipos de éter de celulose e suas misturas, derivados tais como
metilhidroxietilo, metilhidroxipropilo e a hidroxipropilmetilcelulose, ainda dominam o
mercado devido as suas propriedades multifuncionais.

Carboximetilcelulose geralmente conhecida como goma de celulose, sendo um
polimero anidnico sollvel em &agua. Sua solubilidade em agua é conseguida através da
introducdo de grupos carboximetilo (-CH2-COOH) ao longo da cadeia de celulose, o que
torna possivel a hidratagio da molécula (Figura 3.1). E insolGvel em muitos solventes
organicos como metanol, etanol, propanol, acetona e assim por diante. Possui diversas
aplicacdes, como em alimentos, inddstrias téxteis e de papel, indUstrias de cosméticos,
farmacéuticas e de detergentes, além de aplicagdes agroindustriais (BARBA, 2002;
BONO, 2009, MANSOURI et al., 2015). Apo6s purificada, a CMC em forma de pé
apresenta cor branca a creme, insipida, inodora (MARIO et al., 2005).

Figura 3.1: Representacdo esquematica da estrutura molecular de carboximetilcelulose

(CMCNa).
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Em virtude de suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, a CMC possui
diversas aplicabilidades, é muito util em sistemas onde os coloides hidrofilicos estdo
envolvidos, apresenta capacidade de suspender solidos em meio aquoso, estabilizar
emulsdes, absorver a umidade da atmosfera, solubilizar proteinas (proteinas do leite,
proteinas do ovo), engrossar solucgdes (solucdes agucaradas, tintas), revestimento (filmes),
além de coloides protetores em indlstrias alimentares, farmacéuticas, medicamentos,
agricultura e tratamento de aguas residuais. (DAPI; SANTOS; PARAJU et al., 2003;
SAPUTRA et al., 2014).

Entre todos estes produtos celuldsicos modificados, a CMC ¢é fabricada em
quantidades significativas devido as suas amplas aplicacBes comerciais em relacdo a
demanda por volume. Logo, em razdo da sua diversidade de aplicacdes, juntamente com
seus prec¢os baixos, a CMC, tornou-se um dos principais acionistas do mercado em todas as
categorias de produtos de éter de celulose.

Existem dois processos principais ao sintetizar a CMC. Em primeiro lugar, é
necessario isolar os compostos celulésicos presentes nas plantas aquaticas para que eles
ndo interrompam a producdo da CMC. Eichhornia crassipes ¢ um tipo de planta que é
muito rica em celulose e assim pode ser obtida com a finalidade de um produto mais
valioso. Além das celuloses, as plantas aquaticas também sdo compostas de hemiceluloses,
bem como de lignina. Esses dois compostos indesejaveis precisam ser removidos para que
apenas as celuloses sejam adquiridas. Quando as celuloses sdo finalmente obtidas, o
processo de conversdo de celulose em um composto derivado pode ser montado. Existem
duas reacBes principais para converter celulose em CMC: o primeiro procedimento é a
alcalinizacdo e a segunda reacdo € seguida pela carboximetilacdo (SAPUTRA, 2014).

Sendo assim, carboximetilcelulose (CMC) é um derivado quimico de celulose que
além do nome carboximetilcelulose, possui sindbnimos como, sal de sédio carboximetil éter
de celulose, carboximetilcelulose de sodio, glicolato de sodio celulose, sal de sodio de
acido celulose glicolico.
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3.2.1.2 Papel como fonte de celulose

O papel é um composto de origem vegetal obtido a partir da sobreposicdo artificial
de fibras celuldsicas. Sua composic¢do pode variar em funcdo da matéria-prima utilizada
para sua obtencdo, entretanto de maneira geral, seu principal constituinte é a celulose,
encontrado na parede celular das plantas (SOUZA; ALVES 2014).

Os componentes majoritarios do papel sdo celulose, hemicelulose e lignina. Tanto
hemicelulose quanto lignina, também sdo macromoléculas encontradas na parede celular
das plantas. A lignina confere a resisténcia ao papel, sendo assim, quanto maior a
concentracdo de lignina maior a resisténcia do papel (LEAL, 2014). Spier (2005), ao
analisar papéis residuais de escritorio, encontrou a seguinte composicdo: 68% celulose,
hemicelulose 12,4% e lignina, 11,3%.

O papel € um dos residuos de biomassa celulésicas mais abundantes, produzidos
em grande quantidade para diversos fins (GULSO; KUSTAS; ERENTUKK, 2013). Apesar
de o papel poder ser reaproveitado, 0 nimero de vezes em que pode ser reprocessado nas
industrias de papel é limitado devido ao encurtamento do comprimento da fibra e a reducéo
resultante da resisténcia a tracdo, destinando o restante do papel ndo aproveitado para
aterros sanitarios (ADHIKARI et al., 2008). Sendo assim, as fibras ricas em celulose,
oriundas da fabricacdo de papel, sdo descartadas com as aguas residuais do processo
(NIKOLQV et al., 2000).

Visto que o material composto por residuos celulésicos representa uma fonte em
potencial de acucares fermentesciveis, sua conversdo em produtos, bem como substratos
Uteis para uso industrial, acarretaria a diminuicdo de diversos problemas socioecondmicos,
além de proporcionar uma abordagem mais ecoldgica (HO; CHEN; BRAINARD, 1998;
TAHERZADEH; NIKLASSON; LIDEN, 1999; JOSHI et al., 2015).

Apesar de o material vegetal celuldsico representar uma fonte ainda ndo utilizada
de acUcares fermentaveis, existem muitos fatores fisico-quimicos estruturais e de
composigdo que impedem a digestibilidade enzimatica de celulose presente na biomassa
lignocelulésica. Sendo assim, é necessario um pré-tratamento para alterar a estrutura da
biomassa celul6sica, a fim de tornar a celulose mais acessivel as enzimas que convertem 0s
polimeros de carboidratos em aclcares fermentaveis, como representado no diagrama
esquematico da Figura 3.2. O objetivo € quebrar a lignina e perturbar a estrutura cristalina
da celulose (SPIER, 2005).
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Figura 3.2: Efeito do pre-tratamento sobre material lignocelul6sico
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A celulose do papel é de natureza altamente amorfa, portanto, ao contrario da
celulose comercialmente disponivel, € mais acessivel a mudancas quimicas (ADHIKARI et
al., 2008). Em virtude dessa afirmacédo, Joshi et al., (2015) utilizaram biomassa rica em
celulose, ou seja, papéis de escritdério como uma matéria-prima alternativa para producgéo
de CMC. O mesmo afirmou que, o papel misto de escritério possui alta celulose, baixo teor
de lignina e menos teor de tinta em comparagdo com o desperdicio de papel de jornal ou
outros tipos de residuos de papel, apresentando assim alto potencial para subutilizag&o.

Ainda se tratando do trabalho de Joshi et al., (2015) os autores apresentaram um
rendimento do produto CMC de 1,508g/g, obtido em condi¢bes otimizadas (NaOH
0,094M; SMCA 0,108M; temperatura 50°C, tempo de reacdo 3h), com viscosidade
semelhante a carboximetilcelulose de qualidade comercial, DS méaximo (1,07). Verificou-
se que o po de papel residual (tamanho de malha 60) contém teor de umidade
(8,28+0,63%), alfa celulose (78,52+2,19%), pentosanas (7,42+0,16%), lignina
(2,33+1,06%), cinza (3,50+0,20%) e solubilidade em &gua quente (2,10+0,20%). A
presenca de 78,52+2,19% de teor de alfa celulose torna o papel de escritorio uma matéria-
prima prospectiva para produtos de celulose modificados, demonstrando assim um
potencial de utilizacdo imediato para o papel ja utilizado, viabilizando a exploracdo desse

material de uma maneira alternativa viavel de sustentavel.
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3.2.1.3 Amido soluvel

O amido € um polimero de glicose de alta massa molecular, sendo juntamente com
a celulose, um dos polimeros de origem vegetal mais amplamente disponivel na natureza
(BECK; ZIEGLER, 1989). Considerado como um dos principais componentes da dieta
humana e de outros animais, o0 amido apresenta grande importancia nutricional e industrial.
O amido esta presente na producdo de quatro setores industriais: agroalimentar, papeleiro,
quimico e téxtil. Quando necessario, podem ser quimica, fisica ou enzimaticamente
modificado (DENARDIM, 2009).

A legislagdo brasileira € uma das poucas do mundo a distinguir a fécula do amido.
Nestas normas, considera-se amido a fracdo extraida da parte aérea das plantas e fécula é
denominada a fracdo amilacea extraida de raizes, tubérculos e rizomas (LIMA et al., 2001).
Estruturalmente, o amido é um homopolissacarideo composto por cadeias de amilose e
amilopectina (Figura 3.3). A amilose é formada por unidades de glicose unidas por
ligagdes glicosidicas a-1,4, originando uma cadeia linear. Enquanto que, a amilopectina é
formada por unidades de glicose unidas em o-1,4, sendo fortemente ramificada, com 4% a
6% das ligagdes em a-1,6. As propor¢Ges em que essas estruturas aparecem diferem em
relacdo as fontes botanicas, variedades de uma mesma espécie e, mesmo numa mesma
variedade, de acordo com o grau de maturacdo da planta (ELIASSON, 2004; LAJOLO;
MENEZES, 2006; TESTE; KAKKALAS; Ql, 2004, VANDEPUTTE; DELCOUR, 2004).

Figura 3.3: Representacdo das moléculas constituintes do amido
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Geralmente, a amilose é composta de aproximadamente 1000 unidades de glicose e
a amilopectina ¢ composta de uma cadeia curta com liga¢des lineares (a-1,4) contendo de
10 a 60 unidades de glicose e um lado com uma cadeia contendo ligagdes a-1,6 com 15 a
45 unidades de glicose (SOCCOL et al., 2005).

Os parametros que estimulam a producéo de amilases, as condi¢des de crescimento
microbiano e os substratos de carbono usados no meio de cultivo tém recebido atengédo
especial. Fontes de carbono como dextrina, frutose, glicose, lactose, maltose, amido
solavel, além de outras, encarecem sua producao (HAQ et al., 2002). No meio de cultivo,
esses substratos podem ser substituidos por produtos e subprodutos agricolas de baixo
custo, 0 que torna a producdo dessas enzimas mais viavel economicamente, tais como
farelo de trigo, residuos de milho e mandioca (MINAFRA, 2007).

Estudos sobre a possibilidade de inducdo de enzimas amiloliticas ndo sdo recentes,
autores como Fellows (1994), Pandey et al. (1999) e Gupta et al.(2003), afirmam a
necessidade da presenca de uma fonte de amido para ocorrer a inducdo da produgéo de
amilases por fungos, leveduras e bactérias. Pesquisadores mais recentes como Anto,
Trivedi e Vatel (2006), Brasiliano et al., (2013), Minafra (2007), Spier (2005) e Paris et al.,
(2012) também tem averiguado a importancia de uma fonte de amido como indutor de

amilase.

3.3 Enzimas

As enzimas sdo obtidas de trés grandes fontes: vegetais superiores, animais
superiores e microrganismos, de origem flngica ou bacteriana. Dentre as enzimas se
destacam as amilases, proteases, pectinases, invertases, glicose-oxidases, celulases, fitases,
e glicose-isomerases. As enzimas sdo denominadas de acordo com o substrato sobre o qual
atuam (HARGER; SPRADA; HIRATSUKA, 1982).

As enzimas obtidas de plantas e microrganismos sdo as mais utilizadas, por
possuirem faixas mais amplas de pH, temperatura, especificidades de substrato e 0 menor
custo de obtencdo. Dentre os microrganismos, 0s fungos séo reconhecidos como agentes da
decomposi¢do de matéria orgénica em geral e celulose, em particular, que produzem uma
variedade de enzimas hidroliticas essenciais para suportar o seu crescimento (ARCHER;
WOOD, 1994).
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Em virtude da vasta possibilidade de aplicagbes das enzimas, tem-se
intensificado os investimentos em pesquisa com a finalidade de aperfeicoar seu processo
de obtencdo. A crescente demanda por enzimas vem sendo intensificada ainda pelas
necessidades alimentares especificas, tendo como exemplo a incidéncia em distdrbio de
enzimas digestivas, 0 que consequentemente potencializa o uso de enzimas nas
industrias de farmacos (BEHERA; RAY, 2016). Outro fator que colabora para o
esperado crescimento de mercado de enzimas nos proximos anos € a disseminada
consciéncia dos consumidores em relacdo a melhoria da qualidade de alimentos,
juntamente com a alta base de populagcdo (GUZMAN, 2013; KUHAD et al., 2016).

3.3.1 Celulases

Dentre o grupo de enzimas destacam-se as celulases que, por virtude da sua eficaz
capacidade de despolimerizar a biomassa de residuos agricolas em acucares fermentaveis
por meio de uma rota ecologicamente amigavel, vém adquirindo atencdo na comunidade
cientifica e tecnoldgica, visando como objetivo final a producdo de biocombustiveis a
partir de biomassa de planta, a qual esta sendo uma alternativa sustentavel para aumentar a
producdo de combustivel sem afetar a disponibilidade de terras agricolas para a producéo
de alimentos (CASCIATORI; LAURENTINO; ZANELATO, 2015).

As enzimas celuloliticas estdo amplamente distribuidas na natureza, sdo
encontradas em plantas, insetos e microrganismos (BAYER, 2009). Os microrganismos
sdo fontes preferenciais de celulases, devido a ampla diversidade bioquimica e facilidade
de manipulacdo genética (YEOMAN et al., 2010). Entre os microrganismos, grande
variedade possui a capacidade de secretar celulases, tais como bactérias aerdbias e
anaerobias, e fungos. Por apresentarem diversas vantagens em fun¢do do grande potencial
de secrecdo desse grupo de enzimas, vém apresentando especifico interesse os fungos
filamentosos (GOMES et al., 2007; OGEL et al., 2001).

Diversas sdo as aplicacOes das celulases, dentre as aplicacbes, tem despertado
especifico interesse nas industrias de biocombustiveis, porém o alto custo das celulases €
atualmente o fator limitante da producdo de etanol de segunda geragdo (SIQUEIRA et al.,
2011). Para solucionar este problema, algumas estratégias podem ser usadas, como 0 uso
de microrganismos com altas taxas de producgédo das enzimas e a utilizacdo de processos

fermentativos com menor custo (GAO et al., 2008). Nesse aspecto, 0 cultivo em estado
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solido foi usado para produzir celulases, hemicelulases e ligninases de uma variedade de
biomassas, como, bagaco de cana, farelo de trigo, palha de arroz, casca de soja, serragem,
bagaco e casca de laranja, sabugo e palha de milho (CASCIATORI et al., 2015;
KILIKIAN et al., 2014; MORETT]I, 2012; PINTO, 2010; ZANCHETA, 2012).

Para a hidrolise eficiente de celulose, sdo necessarios basicamente trés tipos de
enzimas que atuam em sinergia: endoglucanase (CMCases), responsavel pela quebra das
ligacOes glicosidicas internamente as cadeias poliméricas aleatoriamente a parte amorfa do
substrato, resultando em rapida reducdo do grau de polimerizacdo. As celobiohidrolases,
igualmente nomeadas como exoglucanases, possuem a capacidade de atacar as
extremidades cristalinas de celulose, resultando em celobiose (dimeros de glicose). E por
fim, a B-glicosidade que hidrolisa a celobiose resultando monémeros de glicose, como
pode ser visto na Figura 3.4 (LIU et al., 2012).

Figura 3.4: Representacdo esquematica do mecanismo de acdo das celulases sobre a

celulose
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Varios estudos demonstram a existéncia de microrganismos produtores de celulases
em diversos substratos. Entretanto, € dificil comparar as estirpes microbianas para a
producdo de celulase devido as diferencas nas condi¢fes de fermentacdo, da composicéo
do meio e substratos utilizados, além da secrecdo de celulases ser influenciada por varios

parametros do processo, incluindo o pH do meio, a temperatura de cultivo e nutrientes.
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Outro fator limitante na comparag&o direta do rendimento das atividades das celulases esta
vinculado a diferencas nos méetodos de ensaio e a forma como as atividades sdo expressas
(KUHAD et al., 2016).

3.3.2 Xilanases

As xilanases sdo enzimas hemiceluloliticas responsaveis pela quebra das fortes
ligacGes cruzadas entre a celulose e a hemicelulose. A atividade das xilanases e altamente
dependente da presenca de enzimas capazes de clivar as cadeias laterais. A endo B-1,4
xilanase forma o principal grupo de enzimas envolvidas na degradacdo da xilana, trata-se
de uma endo-enzima que degrada, aleatoriamente, a cadeia principal de xilana, liberando
xilo-oligossacarideos (HALTRICH et al., 1996; KULKARNI, STENDYE; RAO,1999). De
acordo com Biely (1985) e Polizeli et al., (2005), as enzimas do complexo Xxilanolitico
podem ser divididas em enzimas que degradam a cadeia principal (endo-B-1,4 xilanase e -
xilosidase) e enzimas que degradam as cadeias laterais (o-glucuronidase, -
Larabinofuranosidase e acetilesterase).

A hidrdlise de diferentes xilanas por xilanases ddo origem a diversos produtos, 0s
quais se diferem pelas quantidades de xiloses, xilobioses e xilotrioses liberadas, assim
como a natureza dos agUcares com &cido urbnico substituidos (BIELY, 1985). Os
xilooligossacarideos sdo os principais produtos formados pela acdo desta enzima. As [3-
xilosidases atuam sobre a xilobiose e os xilooligossacarideos, a partir da extremidade nédo
redutora, liberando unidades de xilose. E uma enzima importante no processo por evitar
que as endoxilanases sejam inibidas pelos seus proprios produtos de degradacdo. Ainda
existem as exo-B-L-arabinofuranosidase (hidrolisa as ligacbes das ramificacbes de
arabinoses), endo-1,5-B-Larabinofuranosidase (ativa apenas quando préxima as arabinoses
lineares), PB-Dglucuronidases, endo-1,4-B-D-mananases, [-manosidases, acetil xilana
esterases, a-glucuronidases, a-galactosidases e esterases acidas ferdlicas (JORGENSEN;
KKISTENSEN, FERBY, 2007; POLIZELI et al., 2005).

3.3.3 Amilases

As fontes de carbono amilaceas sdo os principais substratos para secrecdo de

enzimas amiloliticas (GUPTA et al., 2003). Devido as enzimas serem denominadas de
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acordo com o substrato sobre o qual atuam, o termo amilase indica a ag&o sobre o amido
(amilo), que contém dois tipos de polissacarideos: a amilose (15-20%) e a amilopectina
(80-85%). Uma propriedade singular das enzimas hidroliticas € a sua grande especificidade
pelo substrato hidrolisando um substrato particular (HARGER; SPRADA; HIRATSUKA,
1982). Ao ser hidrolisado, o amido produz carboidratos de cadeia curta, tais como
dextrinas, maltopentose, maltotetrose, maltose e finalmente glicose (CRUEGER,;
CRUEGER, 1984).

Atualmente sdo conhecidas varias enzimas que hidrolisam a molécula de amido.
Estas enzimas apresentam grande importancia em biotecnologia com aplicagdes em
alimentos, fermentacdo, téxtil e industrias de papel. Apesar das amilases poderem ser
derivadas de diversas fontes, incluindo plantas, animais e microrganismos, enzimas
microbianas geralmente encontram grande demanda industrial (GUPTA et al.,2003;
PANDEY, 2003).

Grande parte das enzimas utilizadas nas inddstrias sdo enzimas extracelulares de
origem microbiana. As principais aplicacdes das enzimas extracelulares que degradam o
amido consistem na conversao do amido em monossacarideos como a glicose, em
dissacarideos como a maltose e em oligossacarideos como as dextrinas. As enzimas que
degradam o amido também sdo empregadas na obtencdo de aclcares fermentesciveis
utilizados nas industrias cervejeiras, na producdo de bebidas alcodlicas e na modificacdo
de farinhas empregadas em panificacdo (WARD, 1989).

As amilases sdo divididas em duas categorias, endoamilases e exoamilases. As
endoamilases catalisam as hidrélises de forma aleatdria no interior da molécula de amido.
Esta acdo causa a formacdo de ramos lineares de oligossacarideos de cadeias de varios
comprimentos. As exoamilases hidrolisam a partir das extremidades ndo-redutoras da
cadeia resultando em produtos finais pequenos (GUPTA et al, 2003). Logo as amilases
podem ser divididas em trés grupos: as o-amilases, as quais rompem as ligacbes no
interior do substrato (endoamilases); as [-amilases, que hidrolisam unidades das
extremidades ndo redutoras do substrato (exoamilases); e as glucoamilases
(amiloglucosidases), as quais liberam unidades de glicose do terminal ndo-redutor das
moléculas do substrato (SPIER, 2005).

A Figura 3.5, mostra uma representacdo esquematica da acdo das enzimas
amiloliticas sobre uma molécula de amido, que é considerada molécula polissacaridica. De

uma forma mais explicativa, a a-amilase hidrolisa a cadeia linear da amilose, atacando ao
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acaso as ligacoes o-1,4 por toda a cadeia, produzindo uma mistura de maltose e glicose. A
B-amilase ataca a extremidade ndo redutora da amilose, dando sucessivas unidades de
maltose. A amilopectina também pode ser atacada por o-amilase e B-amilase, mas as
ligacbes a-1,4 proximas das ramificacbes da amilopectina, e as ligacbes a-1,6 ndo sao
hidrolisadas por essas enzimas. Desse modo, um nucleo condensado e ramificado, obtido
da amilopectina original, denominado dextrina limite, € o produto dessas enzimas. Outra
enzima, a a-1,6 glucosidase ira hidrolisar a amilopectina até uma mistura de glicose e
maltose (CONN; STUMPF, 1975).

Figura 3.5:Representacdo esquematica da acdo das enzimas amiloliticas (a-

amilase, B-amilase e amiloglucosidase
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Fonte: CONN; STUMPF, 1975

De maneira geral, as enzimas amiloliticas apresentam potencial de aplicacdo
industrial em varios setores, como o alimenticio na producdo de xaropes e de
ciclodextrinas, na panificagdo e na formulacao de racdo animal, e nos setores farmacéutico
e quimico. Dessa forma, microrganismos produtores de enzimas termoestaveis e com boa
atividade amilolitica, os quais visem a diminuicdo dos custos de producdo, 0 aumento da
disponibilidade dos produtos de hidrdlise, sdo interessantes para o setor industrial
(BRASILIANO et al., 2013). Residuos agroindustriais, como farelo de trigo também tém
sido utilizados para producdo econémica de a-amilase por CES como também no cultivo
liquido em superficie (GUPTA et al., 2003; TUNGA; TUNGA, 2003).
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4. MATERIAIS E METODOS

Os ensaios desta dissertacdo foram realizados no Laboratério de Engenharia de
Processos e Biorreatores do Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos do
IBILCE/UNESP. A pesquisa foi realizada em parceria com o Laboratorio Nacional de
Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), localizado em Campinas-SP.

4.1 Materiais

Foi utilizado o fungo filamentoso termofilico Myceliophthora thermophila 1-1D3b,
pertencente ao Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada — IBILCE/UNESP,
isolado de pilhas de bagaco de cana de acucar de Olimpia — SP pela Prof. Dra. Daniela
Alonso Bocchini Martins do IQ/UNESP — Araraquara — SP. As culturas-estoque do fungo
foram mantidas em meio de cultura Agar-Sabouraud-Dextrose (ASD), em temperatura

ambiente, sob 6leo mineral.

4.1.1 Pré-inoculo e solucao nutriente

Para o cultivo, foi feito um pré-indculo em frascos Erlenmeyers de 500 mL
contendo 150 mL de meio nutriente ASD inclinado. O microrganismo foi inoculado na
superficie deste meio por estrias e incubado a 45°C por 96 horas. Apds este periodo, o
micélio foi suspendido em 100 mL de agua destilada acrescida de Tween 80 (0,01%). Uma
aliquota de 1mL dessa suspensdo foi retirada para contagem em camara de Neubauer,
sendo a concentracdo de esporos padronizada em 5.10° esporos por L.

Para o cultivo submerso foi utilizada a solucdo nutriente adaptado de Mandels e
Reese (1960), composta por (g.L™Y): KH.PO, (2,0), MgSO4-7H,O (0,3), CaCl, (0,1),
Tween 80 (2,0) e solucéo de sais composta por (mg.L™): FeSO,4.7H,0 (5,00), MnSO,.H,0
(1,56), ZnS0O4.7H,0O (1,40) e CoCl, (2,00). O pH do meio foi ajustado para 5,0 com
solugéo de NaOH ou HCL.

Os ensaios foram conduzidos em frascos Erlenmeyers de 125 mL, contendo 20 mL
do meio nutriente e uma aliquota da soluc&o do pré-inculo contendo 5.10° esporos por L™.
O cultivo ocorreu a 45°C, durante 5 dias. Apds os ensaios, 0s meios cultivados foram

filtrados a vacuo, em filtro de papel (Whatman N°1), para garantir que toda biomassa fosse
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retirada do Erlenmeyer este era lavado com agua destilada e filtrado novamnete. O filtro
contendo o material cultivado foi seco a 100°C por 24 h, ap6s o que foi utilizado como
indicador do crescimento microbiano. O filtrado foi empregado como extrato enzimatico

bruto. Todos os experimentos e as analises foram realizados em triplicatas.

4.2 Método experimental

4.2.1 Ensaios preliminares

Estes ensaios foram realizados a fim de avaliar a influéncia de fonte organica e
inorgénica de nitrogénio na obtencdo de biomassa micelial e atividade enzimética.

Inicialmente foi realizado empregando-se 20 mL de solugdo nutriente (descrita no
item 4.1.1) e farelo de trigo (10 g.L™) como fonte de carbono. Como fontes de nitrogénio
(1 g.L) foram empregados peptona (P) e sulfato de aménio (S), além da combinagéo
peptona:sulfato (P+S) (proporcdo em peso 1:1). Os resultados foram avaliados em funcéo
de crescimento micelial (biomassa seca) e atividade enzimatica de CMCase e xilanase. O
micélio seco foi separado do farelo a partir da lavagem da biomassa com agua destilada e
posterior filtragem a vacuo.

Apbs este ensaio, o fungo foi cultivado tendo glicose (10 g.L™") como fonte de
carbono e fixando concentragdo das fontes de nitrogénio em 0,5 e 1 g.L™?, e variando a
propor¢do destas fontes num total de trés tratamentos, sendo as proporgdes P+S as

seguintes: 2:1, 1:1 e 1:2. Como resposta foi determinada a biomassa micelial.

4.2.2 Variacao da concentracdo da fonte de carbono glicose

Neste experimento o fungo foi cultivado tendo glicose como fonte de carbono em
concentracdes variadas e empregou-se a melhor combinacdo das fontes de nitrogénio
obtidas no item 4.2.1, peptona e sulfato de aménio (P+S) de 1 gL™ e 05 g.L™
respectivamente. As concentraces de glicose empregadas foram 2,5; 5; 7,5 e 10 g.L™". Os

resultados foram avaliados em termos de biomassa fungica e agucares redutores totais.
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4.2.3 Variagéo das fontes de nitrogénio

Nestes ensaios foram empregados peptona (P) e extrato de levedura (E) como
fontes de nitrogénio organico, com concentracdo fixa de sulfato de amoénio (fonte
inorganica). Para que fosse feito o correto balanceamento do teor de nitrogénio de cada
uma destas fontes, foram feitas anélises do teor total de nitrogénio destes materiais pelo
método de nitrogénio total de Kjeldahl. Além disso, estas fontes foram caracterizadas
quanto a matéria mineral e agUcares redutores totais.

Apds esta caracterizacdo, foram elaborados quatro tratamentos, sendo estes
determinados em fungéo da concentracao de nitrogénio presente na peptona e no extrato de
levedura. A massa de substrato foi calculada a fim de oferecer concentragdes de nitrogénio
de 10 e 13%, proporcionando assim os seguintes tratamentos: P13% (1 g.L™), P10%
(0,7692 g.L™), E13% (1,3 g.L™) e E10% (1 g.L™). Os experimentos foram realizados na
concentracdo de 10 g.L™'de glicose. Foram avaliados biomassa micelial e aglcares
redutores totais consumidos ao longo de 120 horas de cultivo.

4.2.4 Variacao das fontes de carbono

Nesse experimento foi avaliado o efeito de diferentes fontes de carbono em
diferentes concentracdes (2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 g.L™) sobre o crescimento do fungo, sendo o
cultivo realizado a 48, 84 e 120 horas. As fontes de carbono escolhidas foram amido
soluvel, carboximetilcelulose (CMC) e papel de filtro. Como fontes de nitrogénio foram
empregados peptona e sulfato de aménio, nas concentracdes de 1 g.L* e 05 g.L™,
respectivamente.

Posteriormente, avaliou-se a acdo dessas fontes de carbono em conjunto com
glicose, seguindo-se 0 mesmo procedimento. A concentragdo final da fonte de carbono
escolhida, acrescida de glicose, foi de 10 g.L™, sendo as concentraces individuais (Fonte
+ Glicose) iguais feitas em uma série crescente de concentracdes da fonte de carbono (2,5;
5,0; 7,5; 10,0 g.L ™) e outra decrescente (7,5; 5,0; 2,5 e 0 g.L™). Foram obtidos resultados
de biomassa fungica, acucares redutores totais consumidos e atividade enzimatica

(celulase, xilanase e amilases).
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4.2.5 Determinacéo da atividade enzimaética

As enzimas avaliadas foram endoglucanase (CMCase), xilanase, e amilases, as
quais sdo de interesse do nosso grupo de Bioenergia. Aléem de que, em funcdo da
composicao dos substratos utilizados, os quais apresentavam em sua composicao, celulose,

hemicelulose, amilose e agucares sollveis, favorecem a secre¢do dessas enzimas.

4.2.5 .1 Endoglucanases (CMCase)

A atividade de endoglucanase foi determinada pelo método proposto por Ghose e
Bisaria (1987), sendo as amostras constituidas por 0,1 mL de solucdo enzimatica e 0,9 mL
de suspensdo a 4% (p/v) de carboximetilcelulose (CMC — Sigma-Aldrich) em tampéo
acetato (0,1 M, pH 5,0). A reacéo foi mantida a 60°C por 10 minutos e, entdo, interrompida
pela adicdo de 1,0 mL do reagente DNS (acidol-3- dinitrosalicilico) para a quantificacao
dos acUcares redutores liberados, como proposto por Miller (1959). Em seguida, essa
solucdo foi mantida em &gua em ebulicdo por 10 minutos, sendo a reacdo interrompida
com o abaixamento subito da temperatura em banho de gelo. Posteriormente, foram
adicionados 8,0 mL de agua destilada a solucdo e, em seguida, foi realizada a leitura da
absorbancia em espectrofotometro a 540 nm. A atividade de enzima foi calculada com base
em uma curva padrao de glicose. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 pmol de glicose por minuto de reagdao por

mL de extrato enzimatico.

4.2 .5.2 Xilanases

A atividade de xilanase foi determinada pelo método proposto por Ghose e Bisaria
(1987), a partir da reacdo entre 0,1 mL do extrato enzimético bruto e 0,9 mL de solucéo
4% (p/v) de xilana (Sigma-Aldrich) em solugéo tampéo de acetato de sodio 0,1 M e pH
5,0. A reacdo foi mantida a 70°C por 10 minutos, sendo interrompida pela adi¢éo de 1,0
mL do reagente DNS (acido 3-5-dinitrosalicilico) para a quantificacdo dos acucares
redutores liberados (MILLER, 1959). O acucar redutor foi quantificado por
espectrofotometria a 540 nm, tendo uma curva padréo de glicose como referéncia. Uma
unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima requerida para

liberar 1 umol de agucar redutor do substrato por minuto.
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4.2.5.3 o amilases

A atividade de o amilase foi determinada usando-se 0 método proposto por
Bernfeld (1955), para quantificar acUcares redutores, expressos em glicose, liberados pela
acdo enzimatica, a partir da reacao entre 250 pL. do extrato enzimatico bruto e 250 uL de
amido a 1% (p/v), dissolvido em solucdo tampéo de acetato de sodio 0,1 M e pH 5,0. A
reacdo foi mantida a 60°C por 10 minutos, sendo interrompida pela adigdo de 100 uL. do
reagente DNS (acido 3-5-dinitrosalicilico) para a quantificacdo dos agucares redutores
liberados. As amostras foram incubadas em banho fervente por 5 minutos, retiradass e
levadas ao banho de gelo. Apds o resfriamento, foi adicionado 1,0 mL de agua destilada
nos tubos. Os acUlcares redutores foram quantificados por espectrofotometria a 540 nm,
tendo uma curva padrdo de glicose como referéncia. Uma unidade de atividade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima requerida para liberar 1 pumol de agUcares

redutores do substrato por minuto.

4.2.6 Caracterizagdo dos substratos

4.2.6.1 Andlise de cinzas

Para a determinacdo de cinzas ou matéria mineral (MM), as amostras foram
incineradas na temperatura de 550°C + 10 por 24 horas. Apds esta etapa, foram calculadas

as percentagens de cinzas, resultados da calcinagcdo (AOAC, 2005).

4.2.6.2 Anélise de nitrogénio total

O nitrogénio total foi determinado pelo método Micro Kjeldahl (AOAC, 2005). As
amostras utilizadas como fonte de carbono e de nitrogénio (0,5 g) foram digeridas em
bloco digestor com H,SO, concentrado e na presenca de mistura de catalisadores. Apos
diluicdo com agua, foi adicionado NaOH em excesso para converter o Nitrogénio fixo em
NH;OH, destilavel. O destilado foi recolhido em solucéo de &cido bérico e titulado com
solucdo padronizada de HCI 0,1 N. O contetdo de nitrogénio na amostra foi determinado

pela Equacéo 1.



38

N(%) = Voly X NO x 0,014 x ——=

10 Pesoamostra (1)
Onde, Volyc é 0 volume gasto na titulagdo com HCI: N/10 é a normalidade de HCI

1N diluido 10 vezes; e 0,014 equivale ao fator do acido H,SO, a nitrogénio.

4.2.6.3 Determinacdo quantitativa de acucares redutores totais

A determinacdo da concentracdo de acgucares redutores totais solUveis nos

substratos foi realizada pelo método de Miller (1959).
4.2.6 .4 Umidade

A determinacdo de umidade foi realizada por meio de analisador de umidade,
Ohaus MB45 (Ohaus Corporation, Parsippeny, EUA). Foram pesados 1 grama de amostra
utilizada como fonte de carbono ou de nitrogénio e inserida no analisador, o qual

quantificou umidade em base seca.

4.2.7 Andlises estatisticas

A existéncia de diferengas estatisticamente significativas entre as médias dos
tratamentos empregados foi determinada através do teste de Analise de Variancia
(ANOVA), realizado com o software Minitab versdo 16.0 (Minitab Inc., State College,
EUA) com nivel de significancia de 0,5 %. Comparagdes entre médias foram feitas através
do teste de Tukey (p<0,05) a 0.5 % de significancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Ensaios preliminares

Nestes ensaios foram avaliados os efeitos de fontes de nitrogénio organico e
inorganico, peptona e sulfato de amonio, respectivamente, sobre a produgdo de biomassa
fangica, tendo farelo de trigo como fonte de carbono. No ensaio subsequente, as
concentracdes das fontes de nitrogénio foram variadas para a avaliacdo da sintese de
enzimas.

Os resultados da primeira etapa sdo apresentados na Figura 5.1, onde é possivel
observar uma representacdo tipica da curva de crescimento microbiano. A maior producdo
de biomassa foi observada no cultivo constituido por peptona, seguido pelo cultivo
constituido pela combinacdo de peptona e sulfato de amonio. Segundo Gern (2005), a
adicdo de nitrogénio inorgénico leva, em geral, a um decréscimo na producdo biomassa,
afirmacdo constatada na Figura 5.1, em que as concentracfes de biomassa alcancada
quando utilizado somente peptona € muito superior a alcancada quando usado somente
sulfato de aménio.

Figura 5.1: Crescimento fungico estimado pela quantificacdo de biomassa seca em cultivo

semi-sélido com farelo de trigo, variando-se a fonte de nitrogénio
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Nota-se que o resultado médio dos cultivos com a fonte de nitrogénio P foi 43,9%
maior que com P+S, e este 105,41% maior do que com S, demonstrando que a fonte de
nitrogénio organica contribuiu para o crescimento da biomassa. O fato da biomassa ter se
reduzido apds as 72 h para a fonte P pode estar relacionado as restricdes na oferta de
nitrogénio e a provavel autolise das hifas mortas do fungo.

Os efeitos das fontes de nitrogénio organico e inorganico sobre a producdo de
biomassa também foram avaliados por Burns et al. (1994), no cultivo liquido de Pleurotus
sp. florida, em diferentes fontes de carbono como glicose, galactose e lactose, e fontes de
nitrogénio como extrato de levedura e fosfato de potéssio, onde foram observados
melhores resultados em termos de biomassa quando maiores concentraces de nitrogénio
organico foram utilizadas. Os autores relatam também que a substituicdo do nitrogénio
organico (asparagina e fenilalanina) por nitrogénio inorgénico (tartarato de amoénio) levou
a resultados bem inferiores. Comportamento semelhante foi observado por Xu et al.
(2003), cultivando Paecilomyces tenuipes C240 com extrato de levedura, fosfato de
amonio, nitrato de potassio, peptona, dentre outras, atuando como fonte de nitrogénio em
cultivo submerso também em diferentes fontes de carbono, os quais observaram um
decréscimo na concentracdo de biomassa quando fontes de nitrogénio inorganico (tartarato
de amdnio e nitrato de potassio) foram utilizadas em substituicdo as fontes organicas.

Os resultados obtidos neste experimento corroboram aos descritos por Tonial et
al. (2000), que observaram para 0s meios compostos apenas por nitrogénio inorganico uma
menor producdo de biomassa micelial de Volvariella volvacea em cultivo submerso com
residuo de batata e mandioca. Pita (2012), ao analisar a influéncia das fontes de nitrogénio
(como sufato de aménio, glutamato, glutamina ou prolina) na fisiologia e expressdo génica
da levedura Dekkera bruxellensis em cultivo em estado solido com farelo de trigo,
encontrou melhores valores em termos de produgdo maxima de biomassa quando as
concentragdes de nitrogénio organico eram superiores a concentracdo de nitrogénio
inorganico.

Jonathan e Fasidi (2001) avaliaram o efeito nitrogénio organicos e inorganicos
(peptona, extrato de levedura, uréia, extrato de malte e hidrolisado de caseina, nitrato de
sodio e sulfato de amonio) sobre o crescimento de Psathyerella atroumbonata (Pegler), em
cultivo submerso. Das fontes de nitrogénio testadas, o melhor rendimento micelial foi

registrado no meio que continha extrato de levedura, seguido de extrato de malte, enquanto
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que foi identificado crescimento inferior com nitrato de sodio e sulfato de aménio. Com
base nos dados obtidos nesse experimento e das referencias apresentadas, foi possivel
identificar que o Myceliophthora thermophila 1-1D3b apresenta decréscimo na producéo
de biomassa quando adicionado nitrogénio inorganico, sendo favorecida a producédo de
biomassa em presenca de nitrogénio organico.

Para uma analise mais especifica da influéncia das fontes orgéanica e inorganica de
nitrogénio, foram realizadas analise de atividade enzimatica de CMCase e xilanase,
sintetizadas pelo fungo, sendo os resultados apresentados na Figura 5.2. Segundo a
literatura, o farelo de trigo contém elevado teor de proteina, amido, agucares e fibras. Com
o0 decréscimo da quantidade de fontes de carbono facilmente assimilaveis, intensifica-se a
secrecdo de celulases e hemicelulases pelo fungo, dentre elas a endoglucanase e a xilanase,
que responderiam pela degradacdo da celulose e da hemicelulose presentes no farelo de
trigo (SANTQOS, 2015).

Simultaneamente ao observado para a producdo de biomassa, a sintese das enzimas
nos cultivos com a fonte de nitrogénio S foi afetada negativamente, demonstrando que a
introducdo de nitrogénio organico estimula o crescimento através das sinteses de enzimas.
No entanto, apesar dos maiores valores de biomassa terem sido encontrados nos
tratamentos em presenca de peptona, 0 mesmo comportamento ndo foi observado para
secrecdo de enzimas, para as quais a composicao P+S resultou em maiores atividades. Os
resultados obtidos nesse trabalho reforcam estudos anteriores, 0s quais demonstraram que
fontes organicas atuando conjuntamente com fontes inorganicas influenciam positivamente
a producdo de enzimas (DONG et al., 2005; PEDRI et al., 2015).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1519-69842015000600940&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B010
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Figura 5.2: Atividade de (a) CMCase e (b) Xilanase, em funcdo das fontes de
nitrogénio (®) peptona (P), (m) sulfato de amonio (S) e (A) P+S, em cultivo semi-

solido com farelo de trigo
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Ao analisar a secre¢do de CMCase e xilanase, observa-se producdo elevada nos
periodos iniciais (48 h de cultivo). Esse comportamento pode estar vinculado ao fato do
farelo de trigo ser constituido de uma concentracdo consideravel de aglcares e amido,
fontes de carbono mais facilmente assimiléveis, as quais ao se esgotarem forgam o

microrganismo a secretar enzimas capazes de degradar celulose e hemicelulose.
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Santos (2015) cultivou Myceliophthora thermophila M.77 em farelo de trigo e
constatou que a sequéncia de liberacdo de enzimas ao longo do cultivo em estado sélido foi
primeiro as amilases, seguido de xilanase e CMCases. As trés enzimas foram liberadas
simultdneamente, mas a atividade de a-amilase atingiu 0 maximo primeiro, vindo a
diminuir particularmente no restante do cultivo, enquanto que as atividades de CMCase e
xilanases cresceram continuamente até 96 h de cultivo. Sendo o farelo de trigo constituido
de amido, acucares redutores e fibras, dentre outros constituintes, a estratégia do
microrganismo para degradacdo do material se inicia das fontes mais simples de carbono
(acucares e amido), para as mais complexas (fibras).

Considerando-se que o cultivo no presente estudo preliminar foi realizado com
excesso de agua (cultivo semi-solido), pode-se considerar que a fracdo de amido e os
acucares podem ter sidos diluidos no meio aquoso, sendo rapidamente assimilados, o
mesmo ndo ocorrendo com a porcdo fibrosa, insollvel, que somente foi atacada mais
intensamente apds as 48 h de cultivo, como mostra os méaximos das atividades enzimaticas
apresentada na Figura 5.2.

Tendo em vista que as fontes organicas de nitrogénio apresentaram melhores
resultados para a produgdo de biomassa, enquanto sulfato de amdnia (fonte inorganica)
apresentou queda expressiva, esperava-se que o tratamento constituido de P+S resultasse
em atividade enzimética intermedidria, no entanto, a combinacdo P+S foi a mais favoravel
para a secrecdo de enzimas. Sendo assim, pode-se inferir que para maiores resultados de
atividade enzimatica é requerida uma fonte simples e ao menos uma complexa de
nitrogénio.

Nesse trabalho foi realizada a caracterizagdo de farelo de trigo, a fim de
compreender a influéncia das fontes de nitrogénios acrescidas. Foi encontrado 2,71% de
nitrogénio total em farelo de trigo e 0,67 mg.mL™ de aclcares redutores totais (ART),
resultados condizente com Zanelato et al. (2012), os quais encontraram valores similares
de nitrogénio total. Desta forma, tornou-se dificil separar os efeitos da fonte de nitrogénio
presente no farelo das demais adicionadas. Portanto, foi realizado um novo ensaio com
uma fonte de carbono mais simples (glicose), com auséncia de nitrogénio em sua

Composigéo.
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Neste experimento subsequente, empregou-se uma fonte simples de carbono,
glicose, na concentracéo de 10 g.L™* e combinacdes das fontes organicas e inorgénicas de
nitrogénio (peptona e sulfato de amonio) nas proporcdes 2:1, 1:1 e 1:2, numa concentracao
global de 1 g.L ™, sendo os resultados deste ensaio apresentado na Figura 5.3. Nota-se que
na proporcdo P+S igual a 2:1 foi observada a maior concentragdo de biomassa (1,47 g.L™),
seguido da proporgdo 1:1 (1,28 g.L ™) e 1:2 (0,63 g.L™?).

Figura 5.3: Producdo de biomassa em cultivo submerso, em diferentes proporcdes de
peptona com sulfato de amoénio, (@) 1:2 P+S, (m) 1:1 P+S e (A) 2:1 P+S, tendo glicose
como fonte de carbono

2 _
T 15 -
5
£
= 1
w
2
Sos1 & ———= >~ '
m
O T T T 1
48 72 96 120

Tempo (horas)

——P+S(1:2) —=P+S(1;1) —=a—P+S(2:1)

Os efeitos da suplementacdo das fontes de nitrogénio organico e inorganico
também foram analisados por Manu-Tawiah e Martin (1987), por cultivo submerso de
extrato de turfa por Pleurotus. ostreatus, observando-se baixa producdo de biomassa
quando sulfato de aménio foi utilizado e maior producdo com extrato de levedura (4,98
g.L™.

Os resultados obtidos nesse experimento sugerem uma forte preferéncia deste fungo
por compostos nitrogenados organicos, visto que, maior concentracdo de peptona
favoreceu o crescimento micelial de Myceliophthora thermophila 1-1D3b. Logo, dentre as
fontes avaliadas, a proporcéo 2:1 (peptona:sulfato) apresentou maior destaque, sendo essa

selecionada para dar continuidade aos experimentos.
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5.2 Caracterizagado dos substratos

A composicdo centesimalvisou identificar 0s principais componentes dos
substratos, Tabela 5.1, utilizados no cultivo do Myceliophthora thermophila I-1D3b, a fim

de melhor compreender a influéncia desses substratos nos resultados obtidos.

Tabela 5.1: Caracterizacdo dos substratos.

Substrato N total Umidade AR Matéria Mineral
(%) (%) (%) (9/g substrato)
Extrato de levedura 10,5 6,19 0 0,10
Peptona 13,6 3,95 0 0,12
Glicose 0,23 6,92 88,6 0,20
Carboximetilcelulose 0,06 9,47 0 0,16
Farelo de Trigo 2,71 12,61 6,7 4,80
Amido soluvel 0,07 4,66 0,8 0,18
Papel filtro 0,08 1,41 0 0,17

Nota: N — nitrogénio, AR- Acucar redutor

Os substratos peptona e extrato de levedura apresentaram elevada concentracao de
nitrogénio, sendo as concentracdes de nitrogénio para glicose, amido sollvel,
carboximetilcelulose e papel de filtro extremamente baixas, portanto serdo admitidas
despreziveis. A partir dos resultados anteriores, optou-se para 0s experimentos seguintes
por adicionar uma fonte de nitrogénio inorganica, um concentracdo fixa de sulfato de
amonio (0,5 g.L™), as fontes organicas ao meio de cultivo.

A concentragdo de nitrogénio total encontrada em farelo de trigo foi condizente
com Zanelato (2011), o qual encontrou 2,84% de nitrogénio total. Para o amido solGvel,
encontrou-se na literatura 3,12% umidade, 0,21 g.g™ de matéria mineral (cinza), resultados
similares encontrados nesse trabalho.

As fontes de carbono sdo caracterizadas por serem inodoras e apresentarem

coloracédo branca, ao passo que, as fontes de nitrogénio apresentavam colora¢do amarela.
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Figura 5.4: Fontes de carbono utilizadas no cultivo submerso de Myceliophthora
thermophila 1-1D3b

5.3 Influéncia das fontes de nitrogénio na presenca de glicose como fonte de

carbono

Nesse experimento, foi avaliada a influéncia da fonte de nitrogénio em termos de
qualidade da fonte e de sua concentracdo na obtencdo de biomassa fungica tendo glicose
como unica fonte de carbono. Alguns ensaios foram realizados com e sem glicose e outros
com e sem a fonte de nitrogénio. Segundo Delabona et al. (2013) e Large (1986), o
metabolismo do carbono e do nitrogénio envolve mecanismos complexos de regulacdo e
para efeito de clareza experimental é indicado que os estudos sejam realizados com um
unico composto como fonte de nitrogénio e/ou de carbono. Em virtude dessa afirmacao,
optou-se por avaliar a influéncia da fonte de nitrogénio e carbono separadamente.

Os dados apresentados correspondem a biomassa micelial obtida através de cultivo
submerso fixando sulfato de aménio (0,5 g.L™) e variando a fonte de nitrogénio organico,
peptona (PEP) ou extrato de levedura (EXT), ambas fixadas em 1 g.L™, cultivados com e
sem glicose (10 g.L™Y).

A Figura 5.5 apresenta os resultados para ensaios feitos com e sem glicose e em
presenca de peptona ou extrato de levedura, na qual é possivel observar que, de maneira
geral, maiores valores de biomassa foram obtidos em presenca de glicose. Entretanto,
observa-se que, independente a presenca da fonte de carbono, ambos os cultivos néo
diferem expressivamente quanto a producdo de biomassa até as primeiras 48 horas. Sabe-

se que tanto a peptona quanto o extrato de levedura contém fontes de carbono
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metabolizaveis, sendo justificAvel o crescimento do microrganismo mesmo sem a presenca
de glicose (CORREA, et al 2009).

Figura 5.5: Producdo de biomassa fungica, variando-se as fontes de nitrogénio em extrato
de levedura e peptona, na concentracdo de 1 g.L™, acrescidas de sulfato de aménio a 0,5
g.L?
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No presente trabalho, foi obtido melhor concentracdo de biomassa fungica no
cultivo com peptona em combinacdo com glicose. Fasidi e Olorunmaye (1994), ao
avaliarem a influéncia das fontes de nitrogénio peptona, uréia, extrato de levedura e
caseina no crescimento micelial de Pleurotus tuber-regium em cultivo liquido, obtiveram
melhor resultado com extrato de levedura, sedo que a glicose apresentou melhores
resultados quando comparado com manitol, maltose e dextrina. Cardoso, Assis e Nahas
(2009), avaliaram a influéncia de diferentes fontes de carbono e nitrogénio, incluindo
fontes orgénicas e inorganicas, na nutricdo e crescimento do fungo
nematofago Arthrobotrys oligospora e observaram que essas fontes influenciaram tanto na
nutricdo quanto no crescimento, sendo que o extrato de levedura resultou em maior
rendimento de biomassa comparado a peptona.

A partir dos resultados encontrados no experimento anterior, foram elaborados
ensaios mantendo-se fixa a concentragdo de peptona em 1,0 g.L™ juntamente com sulfato
de amdnio (0,5 g.L™) e variando-se a concentracdo de glicose em 2,5; 5,0; 7,5 10,0 g.L ™.
Os resultados de biomassa fungica estdo apresentados na Figura 5.6.
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Foi possivel identificar maiores valores de biomassa micelial em meio de cultivo
constituido de carbono com nitrogénio (C+N), com valor méaximo de 2,38 g.L™* a 120 h,
frente a 1,88 g.L™" a 120 h em presenca apenas de carbono (C). As concentracdes de 10
g.L™* de glicose promoveram maior producéo de biomassa flingica para ambos os cultivos.
Quando comparado o cultivo constituido somente de glicose (1,88 g.L™ a 120 h) com
cultivo constituido apenas por nitrogénio (0,75 g.L™* a 120 h) constatou grande diferenca
de rendimento de biomassa. Inferindo-se assim que, apesar da importancia de uma fonte de
nitrogénio, a fonte de carbono é o fator que determina maiores rendimentos de biomassa
fungica.

Na Figura 5.6, observa-se que ambos os resultados obtidos em auséncia e presenca
da fonte de nitrogénio apresentam comportamento similar, diferindo apenas na quantidade
de biomassa produzida. Observa-se que baixas concentracdes de carbono foram limitantes
para maiores rendimentos de biomassa, visto que, ao fim do cultivo para concentracdo de
2,5 g.L ™! de glicose ndo se observou evolugdo pronunciada da concentracdo de biomassa,
como pode ser visualizado na Tabela 5.2, que apresenta a quantidade de AR consumidos a
cada tempo de cultivo.

O fato de haver biomassa para a concentragdo nula de glicose ja havia sido
observado em ensaios preliminares, sendo que foi observado o desenvolvimento do
Myceliophthora thermophila 1-1D3b apenas em solucgdo nutriente, em auséncia de fonte de
carbono e nitrogénio. A presenca de biomassa micelial foi atribuida ao arrastes de meio de
cultivo do pré-inoculo para o cultivo submerso, servindo como minimo de nutrientes para o
desenvolvimento do fungo. Entretanto, ndo foi observado aumento na concentracdo de
biomassa ao longo do periodo de cultivo.

Gern (2005) avaliou o crescimento de Pleurotus sajor-caju PS-2001 em diferentes
concentracdes de glicose (5,0; 7,5; 10,0; 12,5 e 15,0 g.L™") com peptona e extrato de
levedura como fonte de nitrogénio, verificando crescimento de biomassa nas diferentes
concentracdes de glicose, seguido de decréscimo em alguns tratamentos, apoiando-se na
probabilidade de uma provavel autélise celular. Comportamento similar foi observado no

presente trabalho pela queda nas concentragdes de biomassas apresentadas na Figura 5.6.
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Figura 5.6: Rendimento de biomassa em relacdo a concentracdo de carbono, apenas

carbono e carbono com nitrogénio, para trés tempos de cultivo (a) 48 h, (b) 84 h e (c) 120
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Tabela 5.2: Acucar redutor consumido para obtencéo de biomassa flngica em presenca e

auséncia de nitrogénio

Concentracéao Fonte C Fonte C+N

de carbono (C) 48h  84h 120h 48h 84h 120h
2,5 2,46 2,48 2,49 1,90 1,99 2,50
5,0 4,76 4,94 4,96 3,91 4,19 4,70
75 538 6,74 7,40 5,29 6,49 7,19
10 722 1,71 9,52 7,33 8,80 9,31

Gern (2005), ao analisar a concentracdo de substrato para a concentracdo de 5,0
g.L™ de glicose em cultivo liquido com crescimento de Pleurotus sajor-caju PS-2001,
evidenciou-se que a mesma foi totalmente consumida, chegando ao fim apds 96 h de
cultivo. Comportamento similar foi identificado na Figura 5.6, onde ndo se identifica
grande diferenca na concentracdo obtida de biomassa seca para os tempos 84 h e 120 h,
para concentracdo de glicose até 5,0 g.L™. Esse baixo aumento na producdo de biomassa
seca pode estar vinculado a escassez de nutriente.

Através dos dados apresentados na Tabela 5.2, foi possivel identificar que na
auséncia de fonte de nitrogénio, a glicose foi quase que totalmente consumida nas
concentracdes mais baixas (2,5 e 5,0 g.L ™) ja nas primeiras 48h de cultivo, enquanto que
em presenca de nitrogénio a glicose s6 foi totalmente consumida ao final de 120 h de
cultivo. Segundo a andlise centesimal realizada (Tabela 5.1), ndo ha registro de agucares
redutores nas fontes de nitrogénios utilizadas. Entretanto ndo se descarta a possibilidade da
existéncia de uma fonte secundéaria de carbono presente na peptona.

De forma geral, os dados obtidos demonstraram que ocorreu um aumento de
biomassa flngica na medida em que se aumentou a concentracdo de substrato inicial,
comportamento observado nos experimentos com e sem a presenca da fonte de nitrogénio.
Observou-se também que os tratamentos em presenc¢a de nitrogénio apresentam maiores
valores de biomassa. Assim, constata-se a importancia de uma fonte de nitrogénio para
obter maior rendimento de biomassa fungica, entretanto ficou explicito que a fonte de

carbono é o fator determinante para se obter maiores rendimentos de biomassa flngica.
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5.4 Influéncia das fontes de nitrogénio e de sua concentragdo no crescimento
microbiano

Nessa etapa, foram realizados experimentos para identificar a influéncia da fonte de

nitrogénio, tanto em termos qualitativos quanto quantitativos, na obtencdo de biomassa

fangica, com uma concentracéo fixa de glicose de 10 g.L™.

5.4.1 Influéncia da concentracao de nitrogénio na obtencéo de biomassa micelial

Inicialmente foram caracterizados os substratos em termos de nitrogénio presente
nas amostras, Tabela 5.1, onde foram encontrados valores de 13% de nitrogénio para
peptona e 10% para extrato de levedura. ApoOs caracterizacdo, foram elaborados quatro
tratamentos, sendo estes determinados em funcdo da concentracdo de nitrogénio e ndo em
termos de concentracdo do substrato nitrogenado. A massa das fontes de nitrogénio,
peptona e extrato de levedura, foram calculados a fim de oferecer as respectivas
concentracdes de nitrogénio 10 e 13%, proporcionando assim 0s seguintes tratamentos:
P10% (0,7692 g.L™%), P13% (1 g.L™Y), E10% (1 g.L") e E13% (1,3 g.L ™).

Na Figura 5.7 estdo apresentadas as concentracdes de biomassa em fungdo do
tempo de cultivo nas diferentes concentracfes de nitrogénio presentes no substrato. Como
se pode observar, hd uma tendéncia de aumento da concentracdo de biomassa ao longo do
tempo de fermentacdo, embora ndo tenha havido diferenca muito expressiva entre 0s
tratamentos realizados com as duas fontes de nitrogénio nas diferentes concentragdes,
sendo que apenas para 0 tempo de 72 h o extrato de levedura nas duas concentragdes
resultou em maior concentracdo de biomassa. Para comprovacdo dessas observacgdes, foi
realizada analise de variancia a 95% de nivel de significancia, verificando-se diferenca
significativa entre as médias pelo teste de Tuckey entre os tratamentos E13% (2,37+0,09a)
e E10% (2,25+0,03b), para 72 h de cultivo. A maior producdo de biomassa micelial foi
obtida em 120 h de cultivo para todos os tratamentos, sendo valor maximo em torno 3,00
g.L™
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Figura 5.7: Concentracdo de biomassa micelial em fungdo da concentracgéo e da fonte de

nitrogénio presente no substrato para concentracéo de glicose igual a 10 g.L™
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Geralmente, os microrganismos assimilam uma ampla variedade de fontes de
nitrogénio. No entanto, apresentam preferéncia na utilizacdo de determinados compostos.
(KUHAD et al., 2016; MAGASANIK; KAISER, 2002). ObservacOes similares séo feitas
por Barbosa et al. (2004), que realizaram revisdo da literatura sobre exopolissacarideos
fangicos, ressaltando a hipdtese de que existem preferéncias especificas quanto a fonte de
nitrogénio, sendo estas preferéncias diretamente vinculadas ao metabolismo de cada
microrganismo. Todavia, ao analisar a biomassa fungica nesse experimento de maneira
geral, ndo se pode afirmar que o extrato de levedura proporciona uma producdo de
biomassa superior a peptona.

Manu-Tawiah e Martin (1987), em estudo com Pleurotus ostreatus, compararam o
cultivo com extrato de levedura e com peptona. A concentracdo das diferentes fontes foi
calculada de forma a fornecer 0,5 g.L™ de fonte de nitrogénio, em um meio sintético e em
um meio composto por extrato de turfa. Observaram que extrato de levedura mostrou ser a
melhor fonte de nitrogénio adicionada ao meio de extrato de turfa. Entretanto, esse estudo
ndo foi realizado levando em consideragdo a concentracdo de nitrogénio presente no

substrato, e sim em termos de concentracdo da fonte de nitrogénio.
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Apesar da maioria dos trabalhos da literatura indicarem possivel preferéncia do
microrganismo a determinada fonte de nitrogénio, os resultados obtidos nesse trabalho ndo
indicam dependéncia das fontes de nitrogénio ou de suas concentracfes, de modo que para
Myceliophthora thermophila I-1D3b a sintese de biomassa parece estar mais relacionada a

concentracdo da fonte do que a qualidade da fonte.

5.5 Influéncia das fontes de carbono e de suas concentracfes no crescimento

microbiano e nas atividades enzimaticas

Nesse experimento, foi avaliado o efeito de diferentes fontes de carbono em
diferentes concentracdes (2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 g.L™") sobre o crescimento micelial do fungo
Myceliophthora thermophila 1-1D3b, para trés tempos de cultivo (48, 84 e 120 horas). As
fontes de nitrogénio foram fixadas em 0,5 g.L™ de sulfato de aménio e 1 g.L™* de peptona.
Para esse fim, foram escolhidos amido soltvel, carboxmetilcelulose (CMC) e papel de

filtro (Whatman) como fontes de carbono.

5.5.1 Influéncia de diferentes fontes de carbono na producdo de biomassa

micelial

Constatou-se inicialmente que o fungo Myceliophthora thermophila 1-1D3b
apresentou capacidade de se desenvolver e produzir biomassa micelial em meio de cultivo
submerso contendo como Unica fonte de carbono amido soltvel, CMC e papel de filtro, em
diferentes concentra¢fes, como pode ser observada na Figura 5.8. Ao final de 120 h de
cultivo, foi possivel observar completa colonizacdo do meio. Entretanto, nos tratamentos
constituidos de CMC ou papel de filtro, o crescimento do fungo se limitou a formacéo de
uma fina camada de micélio na superficie do meio de cultivo, apresentando uma biomassa
menos consistente, de aspecto esfarelado, enquanto que a biomassa obtida em 84 horas de
cultivo em amido solUvel apresentava aspecto gelatinoso e mais consistente que 0s demais
tratamentos. Vale lembrar que para esse experimento, o papel de filtro foi batido com agua
destilada em liquidificador comercial na mesma velocidade e tempo de batimento pra cada
concentracdo, posteriormente foi filtrado, utilizando apenas o sobrenadante pra o cultivo

liquido.
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Figura 5.8: Aspecto da biomassa micelial tendo como fonte de carbono amido
soltvel (A), CMC (C) e papel de filtro (P)

Segundo Gong e Tsao (1979), a resposta das células fungicas aos diferentes
indutores varia dependendo da concentragéo e tipo de indutor, ou pela presenca de glicose

ou outros agucares no meio de crescimento. O indutor de origem celulésica possui duas
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funcdes, ou seja, pode servir como fonte de carbono para o crescimento celular, ou mesmo
como indutores da sintese enzimatica.

Na Figura 5.9, séo apresentados os resultados da concentracdo de biomassa e AR
obtidos no cultivo submerso em funcdo da concentracdo da fonte de carbono e tempo de
cultivo. Com base no perfil temporal de producdo de biomassa, foi possivel observar que,
conforme aumento na concentracdo de fonte de carbono, observa-se aumento na
quantidade de biomassa presente no meio de cultivo, sendo esta elevagdo mais intensa para
amido soluvel. Essa mesma tendéncia também foi constatada por Casciatori (2015), no
cultivo de Myceliophthora thermophila 1-1D3b, por fermentagdo em estado soélido,
utilizando farelo de trigo e bagaco de cana de acucar.

N&do foi possivel confirmar que o Myceliophthora thermophila 1-1D3b possui
especificidade para uma determinada fonte de carbono, visto que, as fontes testadas
possuem caracteristicas distintas, como maior viscosidade da solucéo constituida de CMC,
dificuldade de solubilizacdo do papel de filtro, além da complexidade dos constituintes de
cada fonte.

Foram realizadas analises de AR nas solucbes preparadas com o0s substratos
utilizados antes do cultivo, de modo que, foram pesados 0s substratos nas concentracfes
2,5;5,0; 7,5 € 10,0 g.L™, solubilizados em &gua destilada, e mantidos sob agitacdo por 1 h
e autoclavados, a fim de para manter as condicfes de cultivo. A solucdo de amido solGvel
apresentou 0,12; 0,37; 0,62 e 0,84 g.L™ de AR para as concentracdes de 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0
g.L™ de amido, respectivamente, enquanto que as solugdes de CMC e de papel de filtro ndo
apresentaram acucar redutor solivel em sua composicao, independente a concentracdo de
substrato. Também foram analisados Acucares redutores liberados ao longo do cultivo
submerso. Desta forma, para o periodo inicial de cultivo, 0 meio de cultivo contendo
amido dispde de fonte de carbono facilmente assimilavel.

Observa-se na Figura 5.9 que a liberacéo de aclcar foi proporcional a concentragao
de amido adicionado no meio de cultivo. A partir das 48 h observa-se uma queda na
concentracdo de AR, que esté vinculada ao consumo do agucar para conversao de biomassa
micelial, visto que, valores crescentes de biomassa sdao acompanhados do decréscimo de
acucar presente no meio. Santo (2007) fez associagdes do consumo de aglcar com 0
crescimento micelial do fungo Aspergillus Niger CCT 0916, para producédo de pectinase
sob cultivo em estado sélido com pedunculo de caju, onde observou consumo acelerado de

acucar entre 8 e 32 h de cultivo.
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Figura 5.9: Concentracdo de Biomassa fungica (---) e acucares redutores (—) obtidos no
cultivo do Myceliophthora thermophila 1-1D3b em fungéo da concentracdo da fonte de
carbono, amido (¢) CMC (m) e Papel de filtro (e), com as fontes de nitrogénio fixadas.Em
trés tempos de cultivo (a) 48 h, (b) 84 he (c) 120 h
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Valores maiores de biomassa fungica foram encontrados em cultivo constituido de
amido soluvel, sendo o valor maximo de biomassa seca (2,9 g.L) obtido a 120 h de cultivo,
em concentracdo de 10 g.L™ de amido. O amido sol(ivel se manteve melhor fonte para
obtencdo de biomassa ao longo de todo o tempo de cultivo, comparado aos demais
tratamentos.

Em andlise as curvas referentes 8 CMC e papel de filtro, observa-se que ambas
apresentaram valores de biomassa muito proximos, sem grande crescimento ao longo de
todo o cultivo. Em andlise atenta da Figura 5.9, observou que nas concentracfes de 2,5 a
7,5 g.L!, os tratamentos constituidos de CMC e papel filtro apresentaram baixo
crescimento na producdo de biomassa, ou seja, a quantidade de biomassa ao longo do
tempo de cultivo até concentracdo de 7,5 g.L™ permaneceu quase que constante, ao passo
que, em concentracdo de 10 g.L™ o tratamento constituido de CMC apresentou um ligeiro
aumento na quantidade de biomassa micelial, enquanto que papel filtro se manteve
constante.

O baixo crescimento de biomassa, observado no tratamento constituido de papel
filtro, pode ser atribuido a estrutura altamente cristalina da celulose neste material ou até
mesmo a dificuldade de dissolver o papel ao meio de cultivo, uma vez que, apos trituracao
com &gua destilada em liquidificador, o material foi filtrado para manter o meio mais
homogéneo, de modo que possivelmente, ndo ocorreu completa extracdo dos componentes
que constituiam o papel de filtro. Vale salientar que, tanto no substrato quanto no cultivo
composto por papel de filtro ndo foram encontrados aclcares redutores, independente da
concentracdo de substrato, sendo este um outro fator que pode ter contribuido para baixa
obtencdo de biomassa, uma vez que falta um indutor facilmente assimilavel para as fases
inicias de crescimento.

No cultivo com CMC, apesar de ndo ser registrada a presenca de AR solGvel no
substrato, identificou-se liberacdo de acUcar redutor ao longo do cultivo, mesmo que em
baixas concentracdes, indicando provavel acdo de enzimas. Nas curvas de agucar redutor
referente a CMC, observa-se que em 48 h de cultivo encontra-se maior concentracao de
AR e que ap0s este periodo ocorre decréscimo do agUcar presente ao meio, indicando
consumo do mesmo, exceto para a concentragdo de 10 g.L™, onde observa-se aumento na
concentracdo de AR. Entretanto, a variacdo ao longo do cultivo ndo ocorre de forma

pronunciada. Conforme mencionado anteriormente, em concentragdo de 10 g.L™* o
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tratamento composto por CMC apresentou ligeiro aumento na quantidade de biomassa
micelial quando comparado a outras concentra¢des do mesmo substrato.

Nesse experimento referente a obtencdo de biomassa micelial, variando-se a fonte
de carbono, tendo sulfato de amdnio (0.5 g.L™) e peptona (1 g.L™) com fonte fixa de
nitrogénio, amido soltvel mostrou ser a melhor fonte de carbono na obtencéo de micélio
fangico, proporcionando a mais alta concentracdo de biomassa quando comparado as
outras fontes. Essa constatacdo pode ser associada a de Zanchetta (2012), quando avaliou a
producdo de celulases fungicas por cultivo em estado sélido e submersa utilizando
biomassa lignocelulésica, afirma que os fungos consumiram na primeira fermentacdo os

acucares sollveis e com isso atingiram um nivel maior de miceliag&o.

5.5.2 Influéncia de diferentes fontes de carbono nas atividades enzimaticas

Para avaliar a influéncia das fontes de carbono sobre a sintese de biomassa, foi
necessario explorar como o microrganismo atacava o substrato, de modo que se procedeu a
uma analise das atividades das enzimas amilase, CMCase e xilanase.

Alguns autores como Fellows (1994), Pandey et al. (1999) e Gupta et al. (2003),
afirmaram a necessidade da presen¢a de uma fonte de amido para ocorrer a secrecdo da
producdo de amilases por fungos, leveduras e bactérias. Os microrganismos ndo assimilam
diretamente moléculas complexas como é o caso do amido, CMC e papel de filtro. Na falta
de um componente assimilavel no meio de cultivo, 0 microrganismo passa a sintetizar
enzimas especificas que degradam o substrato complexo em moléculas mais simples,

garantindo assim o crescimento e desenvolvimento do microrganismo.

5.5.2.1 Atividade de amilase

Observa-se na Figura 5.10 que maiores atividades de a-amilase foram obtidas em
48 h de cultivo, enquanto que, em 84 h e 120 h, os valores de atividade enzimatica além de
mais baixas foram muito proximas, indicando uma queda de atividade que pode ter sido

ocasionada por enzimas proteoliticas.
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Figura 5.10: Atividade enzimatica de amilase em presenca de amido solivel como fonte
(nica de carbono, com as fontes de nitrogénio fixadas em sulfato de aménio (0,5 g.L ™) e
peptona (1 g.L™). Dados obtidos em trés tempos de cultivo (¢) 48 h, 84 h (e) ¢ (m) 120h
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Ao confrontarmos os resultados obtidos para a biomassa fungica e aclcares
redutores, Figura 5.9, pode-se inferir que ha uma possivel relacdo direta entre biomassa e
atividade a-amilase. Nas primeiras 48 h ocorreu baixa concentracdo de biomassa, enquanto
que ocorreu maior atividade de a-amilase, para tempos superiores observou-se aumento na
concentracdo de biomassa e de aclcar presentes no meio com o aumento do tempo de
cultivo. Em contrapartida, com o aumento do tempo de cultivo, ocorreu um decréscimo na
atividade enzimética e quase nao se observou variacdo na concentracao de agucar liberado.
Sendo assim, pode-se supor que, devido a baixa disponibilidade de energia prontamente
assimilavel ocorreu maior secrecdo de amilase nas primeiras 48 h, a fim de quebrar as
moléculas de amido em cadeias menores, explicando o aumento de agUcar redutor
encontrado no meio de cultivo, possibilitando assim o desenvolvimento do fungo e
consequentemente maior producao de biomassa.

Na Figura 5.11 sdo apresentados os dados experimentais obtidos na determinagéo
da atividade amilasica obtidas pelo fungo Myceliophthora thermophila 1-1D3b em
diferentes concentragcbes de amido soluvel em cultivo liquido apds 48h de cultivo. O
comportamento da curva é tipicamente linear e o coeficiente de determinacdo (R?) da

regressdo linear foi elevado, igual a 0,9958. Para os demais tempos os ajustes foram
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igualmente satisfatérios, indicando que ndo houve restricdo ao crescimento fangico em
virtude de falta de fontes de nitrogénio, cuja concentracéo inicial foi mantida constante em

todos 0s ensaios, e ndo houve geracao de compostos inibitorios a agdo das enzimas.
Figura 5.11: Comparagédo entre concentracdo de amido e atividade amilésica obtida em
cultivo com amido solvel para 48 h de cultivo, tendo amido solivel como fonte Unica de

carbono e com as fontes de nitrogénio sulfato de amdnio (0.5 g.L™) e peptona (1 g.L ™)

11 - ¢ Dados experimentais

Atividade de Amilase (U/mL)
OFRPNWPKAOOIO)NO0WO B

2,5 5 7,5 10

concentragdo de Amido(g/L)

5.5.2.2 Atividade de CMCase

Microrganismos celuloliticos apresentam estratégias diferentes para a hidrolise da
celulose, sendo importante a escolha do tipo de celulose que serd adicionada ao meio de
cultura. Na figura 5.12 estdo apresentados os resultados de CMCase obtidos em cultivo
com CMC e papel de filtro. Observa-se que, dentre estes substratos, a CMC foi a melhor
indutora de CMCase. Nao foi possivel observar comportamento geral para as atividades de
endoglucanase com a concentracdo de CMC, embora se possa dizer que ha uma tendéncia
de aumento das atividades com o aumento da concentracdo de substratos para 0s trés
tempos de cultivo. Para 0 meio de cultivo papel de filtro, exceto para o tempo de 48 h, as
atividades foram muito baixas e quase que independentes da concentragéo de substrato.
Comparando-se a cinética de sintese de biomassa, Figura 5.9, com a cinética de atividade
de CMCase em funcdo da concentracdo de CMC, observa-se que ambas sdo crescentes,

com o aumento da concentracdo de substrato, embora a cinética de crescimento de
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biomassa ndo seja tdo acentuada como a observada para amido soltvel, confirmando a

dificuldade em se clivar as moléculas de celulose.

Figura 5.12: Atividade de CMCase no cultivo do Myceliophthora thermophila 1-1D3b em
funcdo da concentracdo da fonte de carbono, (a) CMC e (b) e Papel de filtro e com as
fontes de nitrogénio sulfato de aménio (0.5 g.L™) e peptona (1 g.L™). Dados obtidos em
trés tempos cultivo 48, 84 e 120 h.
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O mesmo comportamento obtido para atividade de amilase foi obtida para CMCase,
visto que, maior atividade enzimatica é observada em 48 h de cultivo, seguido de
decréscimo nos tempos subsequientes. Como citado anteriormente na falta de um
componente prontamente assimildvel no meio de cultivo, o microrganismo passa a
sintetizar enzimas especificas que degradam o substrato complexo em moléculas mais
simples, explicando assim a alta concentra¢do de enzimas celuloliticas nas primeiras 48 h
de cultivo, tanto para o substrato CMC, como para papel de filtro.

Segundo Pereira (2013), o papel de filtro é composto em sua maior parte de
celulose microcristalina e em menor parte de celulose amorfa, essa celulose microcristalina
se caracteriza por ser insoltvel em &gua. Segundo Ogeda e Petri (2010), a baixa atividade
das enzimas celuloliticas obtidas pode estar vinculada a dois fatores: a estrutura altamente
cristalina da celulose (dificulta o0 acesso aos sitios ativos) ou a presenca de lignina que
adsorve a celulase, restringindo a hidrdlise.

Assim como resultados obtidos para amilase os ajustes lineares foram satisfatério
para CMCase em CMC como fonte de carbono, apresentando R?=0,9901, R?=0,92892 e
R?=0,8965 para 0os tempos 48, 84 e 120 horas, respectivamente. Entretanto para a
atividade de CMCase em papel de filtro apresenta grande variacdo conforme maior
concentracdo de substrato e o coeficiente de regressdo foi de relativamente baixo
R?=0,8504 para os tempos 48 h, & valores muito baixo de R?*=0,5359e R?=0,5545 para 0s
tempos 84 e 120 horas, respectivamente. De maneira que ndo demonstra possivel relacdo
entre a producdo de biomassa e atividade de CMCase para papel de filtro.

Santos (2015), ao analisar o fungo Myceliophthora thermophila M. 7.7 em cultivo
no estado so6lido com bagaco de cana de acucar e farelo de trigo, afirma que com o
decréscimo da quantidade de fontes de carbono facilmente assimilaveis, intensifica a
secrecdo de celulases, dentre elas a endoglucanase, uma das enzimas do complexo
celulolitico que responde pela degradacdo da celulose presentes na CMC e papel de filtro.
Essa afirmacédo foi constatada no presente experimento para as atividades de CMCase do
tratamento constituido de CMC, no cultivo de 48 h, em todas as concentracdes. Pereira
(2013), ao analisar celulases e xilanases por fungos isolados a partir do Bioma Cerrado,
utilizando CMC e avicel (celulose microcristalina) em cultivo submerso, identificou maior
atividade celulolitica em CMC, o autor atribuiu essa maior atividade em virtude da sua

solubilidade em agua.



63

Segundo Marco (2012), ao avaliar a producdo e caracterizagdo de celulase
produzida por um isolado de Bacillus sp., altos niveis da enzima CMCase foram
observados quando celulose insoltvel foi usada como fonte de carbono. Entretanto, a
composicao do substrato ndo é o Unico fator determinante na secre¢do de um determinado
grupo de enzimas, mas também o microrganismo utilizado, visto que Vitti e Silva (1988),
ao estudarem a capacidade de producdo e atividade total da celulase (FPA),
carboximetilcelulase (CMCase) e beta-glicosidade em 5 fungos isolados de bagaco de
cana, verificou que o desenvolvimento de Penicillium funiculosum UV49 em algodéo,
papel de filtro, bagaco de cana e carboximetilcelulose foi pequeno e a atividade celulolitica
baixa. Entretanto o autor salienta que apesar desses substratos ndo serem facilmente
hidrolisados pelas celulases, os mesmos parecem ser os melhores substratos para induzir a

secrecdo de celulase.

5.5.2.3 Atividade de Xilanase

Dados referentes a secrecdo de xilanase estdo apresentados na Figura 5.13. Dentre
todas as fontes de carbono avaliadas, o cultivo com papel de filtro apresentou menores
atividades enzimaticas, bem como menor producédo de biomassa fangica.

Apesar da auséncia de acUcar soltvel e nenhum registro de aglcar redutor ao longo
do cultivo constituido de papel de filtro, o crescimento do microrganismo pode ter sido
favorecido mediante acdo de CMCase e xilanase. Entretanto, diferentemente das celulases
e amilases, a xilanase apresentou comportamento distinto, ou seja, a maior atividade de
xilanase ndo ocorreu em 48 h de cultivo e sim em 120 h na concentracdo de 10 g.L™ de
papel filtro. Como o papel de filtro deve conter baixo contetdo de hemicelulose, este
comportamento é justificavel, uma vez que o microrganismo ndo teria estimulo para
instigar a producdo de uma enzima para degradar um substrato em baixa concentragéo.
Assim, ndo foi encontrada uma correlacdo entre a concentracdo de biomassa e a atividade

de xilanase.
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Figura 5.13: Atividade de enzimatica de xilanase no cultivo do Myceliophthora
thermophila 1-1D3b em funcdo da concentragcdo de papel de filtro. Dados obtidos em trés
tempos de cultivo (¢) 48 h, (e) 84 he (m) 120 h
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Através dos resultados obtidos quando analisada a influéncia das fontes de carbono
sobre atividade enzimatica e crescimento fingico, constata-se que as fontes de carbono
surtem efeitos diferentes pra cada substrato, os quais estdo vinculados a composicdo dos
substratos e a acessibilidade dos componentes neles presentes. Os resultados encontrados
demonstram que as atividades de amilase e CMCase estéo relacionadas com o crescimento
fangico e com a concentragdo do substrato, 0 mesmo sendo observado para xilanase.

5.6 Influéncia da fonte de carbono em combinacdo a glicose na obtengdo de

biomassa

Nesse experimento, avaliou-se o0 crescimento do fungo Myceliophthora
thermophila 1-1D3b em presenca de diferentes fontes de carbono, amido solGvel (AS),
carboximeticelulose (CMC) e papel de filtro (PF), em diferentes concentragdes (0, 2,5; 5,0;
7,5; 10 g.L™), em combinacdo com a glicose em concentracdo inversamente proporcional
(10; 7,5; 5:0 e 2,5 g.L™%), de maneira a oferecer 10 g.L™* de substrato atuando como fonte de

carbono. Sendo assim, um tratamento 10:0 CMCG corresponde a 10 g.L™* de CMC e 0 g.L"
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! de glicose, assim como 2,5:7,5 PFG corresponde & 2,5 g.L™* de papel de filtro, combinado
a7,5g.L" glicose.

Resultados referentes ao crescimento micelial estdo apresentados na Figura 5.14.
Observa-se maior producdo de biomassa (3,36 g.L™) no tratamento composto por 2,5:7,5
CMCG, em 120 h de cultivo, seguido por 2,9 g.L™ de biomassa obtida no tratamento
composto por 2,5:7,5 ASG, ambos em 120 h de cultivo. Quando o tratamento foi
constituido somente por glicose, maior producéo de biomassa (2,69 g.L™) foi observada na
concentracdo de 10 g.L™* em 120h de cultivo e a minima de 0,77 g.L™ em 48h de cultivo.

De maneira geral, maiores valores de biomassa sdo obtidos em maiores
concentracfes de glicose. Geralmente a glicose é usada como uma boa opgdo para 0
crescimento em condigbes laboratoriais. No entanto, dependendo das necessidades
particulares do microrganismo, € necessario utilizar alguns outros nutrientes, como
lipideos, alcoois, acidos organicos, hidrocarbonetos e compostos nitrogenados organicos
(MOO-YOUNG, 1985).

Os resultados para o tratamento constituido de amido sollvel combinado com
glicose apresentaram comportamento diferente dos de CMC e papel de filtro, uma vez que
os valores de biomassa ndo foram proporcionais a concentracdo de glicose presente no
meio de cultivo, sendo a biomassa pouco afetada pela presenca da glicose. O mesmo nao
se pode dizer dos meios compostos por CMC e papel de filtro, uma vez que houve
aumento expressivo da biomassa com o aumento da concentracdo de glicose.

Os resultados para a combinacdo amido:glicose parecem estar relacionados ao fato
de o amido j& ser uma fonte de carbono facilmente assimildvel como visto anteriormente,
produzindo maiores concentragdes de biomassa do que os cultivos com CMC e papel de
filtro. As razdes pelas quais ndo houve aumento de biomassa com a introducéo da glicose
devem estar relacionadas, entdo, com outros mecanismos de cultivo que ndo os puramente
bioldgicos, tal como a velocidade de difusdo dos aglcares na solugdo. Para CMC e papel
de filtro, a glicose introduzida atuou como um indutor inicial de crescimento,
possibilitando que o microrganismo ja desenvolvido pudesse sintetizar as enzimas

necessarias para quebrar as moléculas do substrato mais complexo.
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Figura 5.14: Produgdo de biomassa flngica em funcdo da concentracéo de substrato fonte

de carbono em combinacdo a glicose, sendo (¢#) amido + glicose, (m) CMC + glicose, (A)

Papel filtro + glicose ¢ (®) somente glicose em (a) 48, (b) 84 ¢ (¢) 120 h de cultivo

a)

b)

Biomassa seca (mg/mL)

Biomassa seca (mg/mL)

o

Biomassa seca (mg/mL)

w

N

[EEN

o

w

N

.!A

= N w

o

9
3 1 n
|5 7] \\\
\\ -—_--‘\‘
2 - x""—-\ ________ _ & ---------" L
~ SN e oe-mmmTTE -
So N »--- 7 T==a__
D e TT-e
1 ] ”’/ \\\\-_ __________ .\
. b PR
)5 T T . 3 ~\\\.
A
0 T T T 1
2,5 5 7,5 10
concentracdo fonte de Carbono (g/L-%)
5 -
|
3 7 \\
N -
5 T \\ ——————— - _.—————=:::’
4<% CIIzeenlglERT --®
2 T \\\ \\ ,."’
5 7] /’>:\\\\\
-7 T
i .- SIzz----- -
1 ° \\\‘ ----- ]
54 TTTeeal
A
O T T T 1
2,5 5 7,5 10
concentracdo fonte de Carbono (g/L-%)
4 -
15 T [ ]
3 7 . \\ - __——0
e _ @t ®
15 T A S ___——“’.
2 BRI
f"@
i - SA<__
) o-" e me e .
l N ~~‘~\\~
)5 T ~§~~‘~_i
O T T T 1
2,5 5 7,5 10

concentragdo de fonte de Carbono (g/L-?)

--- Amido -&- CMC - -& - Papel Filtro --o - Glicose



67

De maneira geral nos tratamentos constituidos de 7,5 g.L™* de substrato fonte de
carbono mais 2,5 g.L™ de glicose, maiores valores de biomassa foram observados no
tratamento CMCG, em contrapartida ndo foram observadas grandes diferencas entre os
tratamentos PFG e ASG. Nos tratamentos combinados & 5,0 g.L ™ e 7,5 g.L™ de glicose,
maiores valores de biomassa foram obtidos na seguinte ordem ASG e G, seguidos por
CMCG e PFG.

Na Figura 5.15, referente ao acucar redutor presente no cultivo, foi possivel
observar que todas as curvas apresentam comportamento similar ao da curva constituida
somente por glicose. Ao comparar-se o crescimento micelial com o consumo de agUcar
presente no meio de cultivo, verifica que o padrdo de crescimento micelial e a liberacdo de
acucar sao correspondentes, ou seja, a medida que o agucar € consumido a producdo de
biomassa aumenta. Para os cultivos com glicose e com glicose acrescida de amido, a taxa
de consumo de acucar € similar, da mesma forma que a producdo de biomassa. Por outro
lado, quando sdo avaliadas as fontes de carbono CMC e papel filtro em baixas
concentracdes de glicose, a quantidade de biomassa obtida é baixa, mesmo em 120h de
cultivo, conforme pode ser visto na Figura 5.14.

Observa-se também que mesmo em 48h de cultivo, o0 aglcar presente no meio foi
praticamente esgotado, demonstrando que o acUcar foi um fator limitante na obtencdo de
biomassa micelial. Ao confrontarmos a Figura 5.15 com a Figura 5.14, pode-se observar
que a combinacdo de CMC:glicose e amido:glicose, em concentracdo de (2,5:7,5 e 5:5)
apresentou uma quantidade de biomassa superior cultivo em 10 g.L™ apenas com glicose,
esses resultados estdo associados provavelmente a acdo das enzimas especificas sobre o
substratos, CMC e amido, liberando glicose, a qual em conjunto com a glicose adicionada
potencializou a producdo de biomassa.

Guimarées (2006), em estudo da obtencdo de biomassa do Agaricus blazei Murrill
em diferentes meios de cultura, constatou que por ser um agucar prontamente assimilavel,
1% de glicose foi suficiente para o metabolismo do fungo, enquanto que para sacarose,
essa concentracdo foi insuficiente, provavelmente, em funcdo do gasto de energia
envolvido para a sintese da enzima sacarase, responsavel por sua degradagdo. Nesse
experimento, observamos que todas as concentracdes de substratos analisados foram

capazes de sustentar o desenvolvimento do Myceliophthora thermophila I-1D3b.
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Figura 5.15: Acucares redutores totais consumidos durante cultivo submerso em funcéo da
concentragdo de substrato fonte de carbono em combinagdo a glicose, sendo (¢) amido +
glicose, (m) CMC + glicose, (A) Papel filtro + glicose e (®) somente glicose em (a) 48 h,
(b)84heC)120h
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Quando comparado o comportamento dos substratos combinados a glicose e cultivo
constituido somente de glicose, Figura 5.14, em funcdo do tempo de cultivo, discriminados
pelas concentracOes, observa-se que as curvas de biomassa apresentam 0 mesmo
comportamento ao longo de todo o tempo de cultivo, variando apenas em termos de
quantidade de massa fungica. Foram observados que em auséncia de glicose prontamente
assimilavel (0:10), maiores valores de biomassa foram obtidos na seguinte ordem de
tratamento: AS, CMC e PF, resultados que corroboram com os resultados observados no
item 5.5.1.1. Morey et al. (2009), ao avaliar as fontes de carbono e nitrogénio na producéo
de fumonisina B1 por Fusarium verticillioides em meio liquido definido, observaram a
existéncia da tendéncia de maior producgédo de biomassa em meios contendo glicose como
fonte de carbono.

Nessa etapa do trabalho, observou-se que resultados com alta concentracdo de
glicose apresentaram valores menores do que aqueles com baixa concentragdo. Observou-
se também que a concentracdo de glicose no meio foi reduzida rapidamente quando a
concentracdo adicional de glicose era baixa. Outra observacdo esta nos resultados de
glicose com amido, os quais foram menos afetados pela concentracdo de glicose na

composicao de biomassa do fungo Myceliophthora thermophila 1-1D3b.

5.6.1 Influéncia da fonte de carbono em combinacdo com glicose sobre as atividades

enzimaticas

Para avaliar a influéncia das fontes de carbono combinadas a glicose, foi necessario
explorar o mecanismo do microrganismo de secre¢do das enzimas amilase, CMCase e
xilanase. De acordo com Griffin (1994), o metabolismo dos compostos de carbono oferece
uma estrutura basica para a biossintese de metabdlitos intermediarios, suprimento da
necessidade de energia metabdlica e poder de reducédo. Carboidratos que produzem glicose
sdo os mais abundantes e amplamente utilizados como fontes de carbono e energia para 0s
fungos, por essa razdo o metabolismo do carbono é visto inicialmente como o metabolismo
da glicose. Sendo assim, optou-se por averiguar a influéncia da glicose na secrecdo de
enzimas, em combinacdes de fonte de carbono que além de oferecer energia para sustentar

0 crescimento do microrganismo pudesse atuar como indutor nas atividades enzimaticas.
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5.6.1.1 Atividade de Amilase

Na Figura 5.16 esta apresentada atividade de amilase. Salientando que amido
soltvel e glicose encontram-se em concentracdo inversamente proporcional, a Figura 5.16
esta representada em funcdo da concentracdo de amido. No cultivo constituido por amido e
glicose (ASG) foram observadas maiores atividades quanto maior concentragédo de glicose,
seguidos de decréscimo da atividade ao longo do tempo de cultivo. A atividade maxima de
amilase foi obtida em 2,5:7,5 ASG (7,2 U.mL™), seguida de 5:5 ASG (4,86 U.mL™) e 10:0
ASG (3,82 U.mL™). Valores muito superiores foram encontrados quando amido soltvel foi
empregado como fonte Gnica de carbono (Figura 5.10), sendo obtidos os seguintes valores
de amilase nas concentracdes de 2,5 g.L ™" de amido (3,97 U.mL™), sequida de 5 g.L™ de
amido (6,06 U.mL™), 7,5 g.L™" de amido (8,75 U.mL™) e 10 g.L™* (10,64 U.mL™). Segundo
Gupta et al. (2003), a producdo de a-amilase geralmente é induzida pela presenca de amido
ou de seu produto hidrolitico, a maltose, enquanto que a glicose e outros aglcares como
xilose e frutose podem reprimir a sua producdo. Ao estudar a producdo de amilases
extracelulares através da fermentacdo no estado solido de farelo de trigo por Aspergillus
oryzae, Tunga e Tunga (2003) verificaram que a suplementacdo do meio com diferentes
fontes de carbono (glicose, sacarose, maltose e lactose) ndo contribuiram para 0 aumento

da atividade desta enzima.

Figura 5.16: Atividade de a-amilase para o cultivo com amido solGvel e glicose como
fonte de carbono. Dados obtidos em trés tempos de cultivo (A )48 h, 84 h (e) e (m) 120h
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O decréscimo na atividade de amilase, ao longo do cultivo constituido de ASG,
pode ser associado a liberacdo de glicose no meio, uma vez que a producédo ou a liberacéo
da glicose devido a degradacédo do amido utilizado como indutor e como fonte de carbono,
pela acdo de amilases excretadas pelos microrganismos, pode inibir a producéo da enzima
(FERNANDES et al., 2007). Como discutido anteriormente, a inibi¢cdo da producdo de
amilase pela presenca de glicose em solucdo é conhecida como repressdo catabdlica
(MONTEIRO; ULHOA, 2006; FERNANDES et al., 2007; BARATTO et al. 2011).

5.5.4.2 Atividade de CMCase

Na figura 5.17, é apresentada a atividade de CMCase para cultivo em CMC. Néo
sera apresentada a figura referente a atividade de CMCase para cultivo em papel de filtro,
pois o cultivo ndo apresentou valores relevantes.

Da Figura 5.17, para atividades de CMCase em cultivo constituido de CMC e
glicose (CMCG), observa-se maior atividade enziméatica em 48h de cultivo na
concentracdo de 7,5:2,5 CMCG (5,19 U.mL™), comportamento similar obtido em cultivo
constituido de papel de filtro e glicose (PFG).

Foi observado comportamento similar para os resultados de CMC como fonte Gnica
de carbono, maiores atividades em 48 h, seguida de decréscimo, quanto maior tempo de
cultivo, engquanto cultivo constituido de CMCG apresentou dois comportamentos distintos,
para os tratamentos referentes a concentragdo de 2,5:7,5 CMCG e 10:0 CMCG observou-
se maiores atividade nos tempos de 120, 84 e 48 h, respectivamente, o qual se assemelha
ao comportamento obtido no item 5.2.2.2 , enquanto tratamentos referentes a concentracdo
de 7,5:2,5 e 5:5 de CMCG apresentam maiores valores de biomassa em 84, 120 e 48 h,
respectivamente. A queda da atividade de CMCase no cultivo 10:0 e 2,5:7,5 de CMCG
ocorre por duas razbes. A primeira corresponde ao cultivo 10:0, onde, segundo Suto e
Tomita (2001), ao analisar os mecanismos de inducdo e repressdao de catabolitos da
celulase em fungos, apds o microrganismo reconhecer a existéncia da celulose, ele aciona
a transcricdo do gene da celulase mediada por proteinas ativadoras e elementos de
ativacdo, causando degradacdo da celulose a glicose, favorecendo o crescimento. Com o
aumento da concentracdo de glicose ocorre repressao catabdlica, impedindo o fungo de
sintetizar uma quantidade excessiva de celulases em circunstancias em que ha abundancia

de fonte de carbono facilmente assimilavel. Por essa razdo, observa-se menor atividade de
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CMCase, quanto maior tempo de cultivo em altas concentragcbes do indutor. Ja para a
concentracédo de 2,5:7,5 de CMCG, ocorre a repressdo de CMCase em virtude da grande

concentracdo de fonte de carbono prontamente assimilavel.

Figura 5.17: Atividade enzimatica de CMCase em presenca de CMC + glicose como fonte
de carbono. Dados obtidos em trés tempos de cultivo (A) 48 h, 84 h (e) ¢ (m) 120 h

Atividade de CMCase (U/mL)

2,5 5 7,5 10
CMC+G g/L

Quando comparados valores de atividade de CMCase obtidos em cultivo
constituido de CMC como fonte Unica de carbono (Figura 5.12), observou-se maiores
atividades de CMCase em relacdo aos tratamentos constituido de CMC combinado a
glicose (Figura 5.14). Esses resultados se assemelham aos reportados por de Goyal e Soni
(2011), que em cultivos submersos ndo suplementados de Pleurotus florida apresentaram
maiores niveis de producdo de celulases em meio contendo CMC do que em meio com
outras fontes de carbono, como farelo de trigo.

As atividades enziméticas obtidas em cultivo constituido de papel de filtro, foram
relevantes apenas na concentragdo de 10 g.L™ de papel de filtro em auséncia de glicose,
sendo encontrado valores de 0,8 U.mL™ para 48 horas de cultivos, 0,9 U.mL™ e 0,91
U.mL™ para os tempo de 84 e 120 horas de cultivos, respectivamente. As atividades
observadas sdo muito baixas, o que pode estar vinculado a possivel acdo da glicose
atuando como inibidor da atividade de CMCase, como ja descrita por Goldbeck et al.

(2012), ou simplesmente pela complexidade da composigédo do papel de filtro.
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5.6.4.3 Atividade de Xilanase

Na Figura 5.18 sdo apresentados os resultados de atividade de xilanase obtidos a
partir do cultivo em papel de filtro combinado a glicose. A atividade méxima foi obtida em
2,5:7,5 PFG (5,54 U.mL™), em 48h de cultivo, seguida de 2,5:7,5 PFG (4,43 U.mL™Y), em
84 h de cultivo. De maneira geral, observou-se que em 48 h e 84 h de cultivo as
combinacdes constituidas de 2,5 g.L™ papel de filtro com 7,5 g.L™ de glicose resultaram
em maior producdo de xilanase, comparados aos demais tratamentos também combinados

a glicose.

Figura 5.18: Atividade enzimaética de xilanase em presenga de CMC + glicose como fonte
de carbono. Dados obtidos em trés tempos de cultivo (A)48 h, 84 h (@) ¢ (m) 120 h
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Quando comparados os tratamentos constituidos de papel de filtro como fonte Unica
de carbono (Figura 5.13), com os resultados obtidos quando a mesma fonte de carbono, nas
mesmas concentracdes, mas combinadas a glicose (Figura 5.18), observou-se que maiores
valores de xilanase foram obtidos em tratamentos constituidos apenas de papel de filtro em
concentraco igual e superior 2 5,0 g.L™ de papel de filtro, enquanto que para os tempos de
48 h e 84 h na concentracdo de 2,5 g.L™ papel de filtro apresentam maiores valores de
xilanase quando combinados a glicose. Entretanto esse comportamento € justificavel, uma
vez que o0 microrganismo nao teria estimulo para sintetizar uma enzima para degradar um

substrato em baixa concentragdo. Zanchetta (2012), ao analisar a producdo de xilanase em
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meio de cultivo semi-sélido, tendo como fonte de carbono bagago de cana e farelo de trigo
na propor¢do (1:1), suplementados com 0,2% de glicose, observou que os resultados
indicaram que a adicdo de glicose no meio de cultivo foram favoraveis a producdo de
xilanase e celulases.

De maneira geral, observou-se que maiores atividades de xilanase foram
obtidas em cultivo constituido somente de papel de filtro, como pode ser constatada na
Figura 5.13, no entanto, quando o papel de filtro foi combinado a glicose as atividades

reduziram, o que pode ter ocorrido devido repressdo catabolica.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos em cultivo submerso do fungo Myceliophthora

thermophila 1-1D3b, foi possivel avaliar a influéncia dos macronuntrientes sobre a geragéo

de biomassa fungica e da secrecdo das enzimas amilase, CMCase e xilanase. As principais

conclusdes que se pode obter foram:

Foi observada maior concentracdo de biomassa flngica quando utilizada uma fonte
de nitrogénio organico, enquanto que maiores atividades enziméaticas de CMCase,
xilanase e amilase foram obtidos quando utilizada combinacéo de fontes organicas

e inorganicas de nitrogénio.

A concentracdo das fontes de nitrogénio peptona e extrato de levedura nao
produziram diferenca significativa na quantidade de biomassa micelial produzida.
Sendo assim, os resultados obtidos nesse trabalho, ndo indicaram dependéncia das
fontes de nitrogénio ou de suas concentracOes, de modo que para Myceliophthora
thermophila 1-1D3b a sintese de biomassa parece estar mais relacionada a
concentracdo da fonte do que a qualidade da fonte. Quanto as atividades
enzimaticas, a secrecdo de CMCase foi afetada pelas fontes de nitrogénio, sendo
que maiores atividades foram observadas em maior concentragdo de nitrogénio no
cultivo com peptona. Para as atividades de amilase e xilanase ndo foi possivel

identificar uma relacdo entre as fontes de nitrogénio e as atividades enzimaticas.

No estudo das fontes de carbono, mostrou-se como melhor fonte de carbono na
obtencdo de biomassa fungica o amido sollvel. Através dos resultados obtidos
guando analisada a influéncia das fontes de carbono sobre atividade enzimatica e
crescimento fdngico, constatou-se que as fontes de carbono surtem efeitos
diferentes para cada substrato, os quais estdo vinculados a composicdo dos

substratos e a acessibilidade dos componentes neles presentes.
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Maiores atividade de CMCase e xilanase foram obtidas em cultivo constituido de
carboximetilcelulose, e amilase em cultivo com amido soltvel. Para o cultivo com
papel de filtro, ndo verificou-se possivel relacdo entre a producdo de biomassa e
atividade de CMCase. Nesse trabalho, ficou evidente que cada fonte de carbono
serviu como iniciador para as enzimas especificas, dada sua composicdo quimica e

estrutural.

Quando as fontes de carbono foram combinadas a glicose, para CMC e papel de
filtro, a glicose introduzida atuou como um instigador inicial de crescimento.
Entretanto, observou-se repressdo catabolica para maioria das atividades

enzimaticas analisadas.

De maneira geral, ndo foi possivel confirmar que o Myceliophthora thermophila I-
1D3b possui especificidade para uma determinada fonte de carbono, visto que as
fontes testadas possuem caracteristicas distintas, além da complexidade dos

constituintes de cada fonte.
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